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I. Aurer

Uvodnik

Uvodnik

Drage Krohemovke, Krohemovci 1 ostali ¢itatelji
Biltena,

stigla je jesen 1 bliZi se na$ jesenski sastanak koji
¢e, kao 1 proljetni, biti na jednom otoku, u Njivicama
na Krku. Nemojte iz toga zakljuciti da smo odusta-
li od sastanaka u kontinentalnom dijelu Hrvatske!
Upravni odbor je samo zaklju€io da bi na Plitvice,
gdje smo planirali imati sastanak, bilo ipak ljepse
i¢i u svibnju iduce, nego u studenom ove godine, a
2026. ¢emo ionako imati samo proljetni sastanak jer
¢e se najesen ponovno odrzati kongres Hrvatskog
drustva za hematologiju.

Ovaj jesenski sastanak organizira donekle izmi-
jenjeni Upravni odbor. Imamo nove voditelje Radne
skupine za MDS doc. dr. Ingu Mandac Smoljano-
vi¢, Radne skupine za laboratorijsku hematologiju
dipl. ing. Margaretu Radi¢ Antolic, Radne skupine
za KLL prof. dr. Ozrena Jaksi¢a 1 Radne skupine za
Ph-negativne mijeloproliferacije dr. sc. Marka Lu-
cijani¢a. Uvjeren sam da ¢e oni nastaviti, a nadam
se 1 poboljsati sjajan rad svojih prethodnika! Osim
uobicajenih dijelova programa, radnih sastanaka
radnih skupina, plenarnog stru¢nog programa, sa-
telitskih simpozija 1 druStvenog programa, na ovom
sastanku dodijelit ¢e se i godiSnja nagrada Zaklade
Krohema za izvrsnost i postignu¢a u znanstvenom i
stru¢nom radu u podrucju hematologije. Uz to ¢emo
imati jo$ jednu svecarsku aktivnost. Izaci ¢e 30. iz-
danje Biltena Krohema za §to je nesumnjivo najvise
zasluzan njegov glavni urednik, prof. dr. DraZen Pu-
lani¢. Dragi Drazene (je li to pleonazam?), moram
priznati da sam na pocetku sumnjao u svrsishodnost
tog pothvata, ali me je uspjeh Casopisa razuvjerio.
Od srca ti Cestitam!

Mislim da Cete se svi sloziti sa mnom da je prosli
sastanak na otoku Sv. Nikola kraj Poreca bio uspje-
San. Imali smo nekoliko vrlo zanimljivih, ponekad
1 zucljivih rasprava, svi smo ponesto novo nauci-
li 1 ponovno mogli uzivati u druZenju i ljepotama
Hrvatske.

Radna skupina za benigne hematoloske bolesti
je pocetkom rujna imala sastanak na Brijunima koji
polako postaje tradicionalan, Krohem je pomogao
organizirati godi$nji sastanak Europske mreze za
limfome plastenih stanica u Zadru pocetkom listo-
pada, a nekako u isto vrijeme je prof. dr. Zinaida
Peri¢ organizirala sastanak Radne skupine za kom-
plikacije transplantacije EBMT-a u Dubrovniku.

Europsko hematolosko drustvo (EHA) je po-
krenulo inicijativu izdavanja smjernica za lijeCe-
nje hematoloskih bolesti, u nadi da ¢e uspjeti ono
Sto ESMO-u nije polazilo za rukom, a to je da ih
redovito 1 na vrijeme obnavlja. U HemaSphere su
objavljene preporuke za lijeCenje B-velikostani¢nih
limfoma, a one za limfome plaStenih stanica su u
tisku. Moja malenkost je jedan od koautora. Uskoro
mozemo ocekivati i preporuke za folikularni lim-
fom, Hodgkinov limfom, itd.

Sto se naseg svakodnevnog rada ti¢e, ¢ini mi se
da nam ogranic¢avajuci ¢imbenik postaje nedostatak
ljudi koji mogu, znaju i Zele raditi! Vec¢ina bolnica u
velikim gradovima muku muci s nedostatkom me-
dicinskih sestara (i tehnicara). Na natjecaje za zapo-
Sljavanje spremacica i bolniCara se nitko ne javlja.
Manje ustanove pak ne mogu naci specijalizante,
a i specijalisti im Cesto odlaze. Bojim se da ¢emo
se uskoro naci u situaciji, koja ve¢ pogada neke eu-
ropske zemlje, da moramo smanjivati kapacitete jer
nema tko raditi. Sumnjam da ¢e uvoz medicinskih
sestara iz Rumunjske, o ¢emu se nedavno pisalo u
sredstvima javnog priop¢avanja, rijesiti ovaj pro-
blem. Neki misle da je rjeSenje u privatizaciji, a ja
se nadam da ¢u, ako se to zaista i dogodi, tada biti u
mirovini i da ¢ete se vi mladi morati nositi s poslje-
dicama takve politike. No, problema je uvijek bilo 1
nekako smo ih prezivjeli i nadzivjeli, a svako vrije-
me ima svoje breme pa ¢e tako valjda biti 1 ovaj put!
Jer kako lijepo piSe u Bibliji, sutra treba pustiti da se
brine o sutra jer svaki dan ima dosta svoga zla.

U ocekivanju skorog videnja sve vas pozdravlja

vas predsjednik
Prof. dr. Igor Aurer
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D. Pulani¢

Trideset izdanja Casopisa ,,Bilten Krohema“ 2009.-2025.

Trideset izdanja casopisa ,,Bilten Krohema* 2009.-2025.

Drazen Pulanié

Casopis ,,Bilten Krohema — glasilo Hrvatske ko-
operativne grupe za hematoloSke bolesti Krohem*
pokrenut je 2009. godine. Temeljni motiv za pokre-
tanje nacionalnog hematoloskog Casopisa bio je pra-
¢enje novosti iz hematologije u svijetu i u Hrvatskoj,
te pracenje aktivnosti Krohema.

Prvi broj ,,Biltena Krohema* tiskan je u ozujku
2009., a glavni urednik tog Casopisa od prvog broja
pa sve do danas je Drazen Pulani¢ (KBC Zagreb).
Od studenoga 2012. (volumen 4, broj 2, sveukupno
osmi broj Casopisa) formirano je Urednistvo ,,Bil-
tena Krohema™ s tajnicom Urednistva Lanom De-
snicom (KBC Zagreb) 1 ¢lanovima UredniStva iz
razli¢itih hematologkih centara (Srdana Culi¢ (KBC
Split), Ivan Host (KBC Rijeka), Inga Mandac Smo-
ljanovi¢ (KB Merkur), Vlatka Perisa (KBC Osijek) 1
Mario Pirsi¢ (KB Dubrava)).

Idu¢a promjena u sastavu UredniStva nastupila je
u svibnju 2024. (volumen 16, broj 1) kada su ¢la-
novi Urednistvo postali Davor Galusi¢ (KBC Split)
umjesto Srdane Culi¢, Zinaida Peri¢ (KBC Rijeka)
umjesto Ivana Hosta, te Ivan Kredak (OB Sibenik).

Casopis ve¢inom izlazi dva puta godi$nje i tema-
ma prati struéne sastanke Krohema.

U Biltenu Krohema se objavljuju novosti iz he-
matologije, dijagnosticko-terapijske smjernice za
razli¢ite hematoloske bolesti, konsenzus preporuke,
pregledni radovi, prikazi bolesnika, podaci o epi-
demiologiji 1 drugim obiljezjima pojedinih hemato-
loskih bolesti u Hrvatskoj, prijedlozi i preliminarni
rezultati istrazivackih projekata Krohema, pa sve
do osvrta na pojedine sastanke i druge aktivnosti
Krohema, uz povremene priloge iz povijesti hrvat-
ske hematologije. Svi brojevi ,,Biltena Krohema*
objavljeni su u tiskanom obliku a ujedno se nalaze
besplatno dostupni i na web stranicama Hrvatske
kooperativne grupe za hematoloske bolesti Krohem.

Jedna od najvaznijih aktivnosti Krohema je izra-
da smjernica za dijagnostiku i lijeCenje brojnih he-
matoloskih bolesti. Casopis omoguéava njihovu pra-
vovremenu objavu 1 azuriranje, i do sada je objav-
ljeno 30 nacionalnih smjernica 1 njihovih nadopuna
u ,,Biltenu Krohema* (ukljucujudi i tri nove u ovom
broju) (Slika 1.).

Slika 1. Objavijene nacionalne smjernice za dijagnostiku i lijecenje hematoloSkih bolesti u ,,Biltenu Krohema*.

30 publiciranih smjernica:

* ET,5/2011

* PRV, 10/2011

e KML, 10/2011

* Muénina i slabost, 5/2012
* KML nadopuna, 11/2012

* ITP nadopuna, 5/2021

* KLL nadopuna, 5/2022

* MM nadopuna, 11/2021

e 4t Hrvatski konsenzus o limfomima, 11/2022

Bilten Krohema — objavljene nacionalne smjernice

* HLH u pedijatriji, 11/2012
e KLL, 11/2015

* KLL nadopuna, 10/2016

* MM, 5/2017

* ITP,5/2018

* KLL nadopuna, 5/2019

* AA, 5/2020

* KLL nadopuna, 5/2020

* COVID-19 u hematologiji, 5/2020
* AML, 5/2021

* PRV nadopuna, 5/2021

e Steéeni TTP, 5/2023

* KLL nadopuna, 5/2024

* MM nadopuna, 11/2024
* MF, 11/2024

* AML nadopuna, 11/2024
* NGS, 5/2025

* Sideropeni¢na anemija nadopuna, 11/2025
* HLH, 11/2025
* APL, 11/2025

» Sideropeni¢na anemija nadopuna, 5/2021
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D. Pulani¢ Trideset izdanja Casopisa ,,Bilten Krohema“ 2009.-2025.

Do sada je objavljeno 29 redovnih brojeva ,,Bil- GvHD-u (rujan 2016.), sveukupno trideset izdanja
tena Krohema™ te jedan suplement na engleskom , Biltena Krohema* (Slika 2.).
jeziku — Abstract Book 3. simpozija o kroni¢nom

Slika 2. Naslovnice svih brojeva ,, Biltena Krohema* po godistima/volumenima.

| Bilten Krohema i Bilten Krohem

Glacio oasic Loo

Alview

Bilten Krohema

kooperativnerupé
23 hematoJogijo

KROHEM

Nolamen 11, Broj 1 Volumen 11, Broj 2. Nolumen 12, Broj 1. Volumen 13, Broj 1 Volumen 13, Broj 2. Volamen 14, Brj 1

KroHem KroHem Krokem KroHem KroHem KroHem

Bilten Krohema

Hratskesmjerice 2 KLL
Crjena mikrobioa ek n djece

Volumen 16, Broj 1.

Kroklem

Volumen 17, Broj 1.

Vrlo aktivno sudjelovanje velikog broja ¢lano- je ¢asopis prihvacen kao koristan pisani medij kojim
va Krohema u stvaranju ,,Biltena Krohema® i niz se biljeZe zbivanja, arhivira proslost, opisuju nove
zanimljivih tekstova koji su u proteklih 17 godina inicijative i budu¢i projekti u hrvatskoj hematologiji.
objavljeni u tom casopisu najbolji su pokazatelji da
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M. Vodanovi¢ i suradnici

Druga nadopuna smjernica za dijagnostiku i lije¢enje anemije uzrokovane manjkom Zeljeza - 2025. godina

Druga nadopuna smjernica za dijagnostiku i lijeCenje anemije
uzrokovane manjkom Zeljeza - 2025. godina

Marijo Vodanovi¢'?, Ivo Radman', Inga Mandac Smoljanovi¢>#, Zdravko Mitrovi¢*S, Ante Dobrici¢®,
Duska Petranovi¢’$, Iva Ivanko®'’, Hrvoje Holik!'!, Ivan Krecak®!%13, Renata Babok Flegaric¢",
Martina Marjanovi¢'s, Delfa Radi¢ — Kri§to** Toni Valkovi¢'®'”%, Igor Aurer'*, Drazen Pulanié¢'*

! Zavod za hematologiju, Klinika za unutarnje bolesti, Klinicki bolnicki centar Zagreb

? Zdravstveno veleuciliste, Zagreb

3 Zavod za hematologiju, Klinika za unutarnje bolesti, Klinicka bolnica Merkur

* Medicinski fakultet Sveuciliste u Zagrebu

> Zavod za hematologiju, Klinika za unutarnje bolesti, Klinicka bolnica Dubrava
¢ Zavod za hematologiju, Klinika za unutarnje bolesti, Klinic¢ki bolnicki centar Split
7 Zavod za hematologiju, Klinika za unutarnje bolesti, Klinicki bolnicki centar Rijeka

8 Medicinski fakultet Sveuciliste u Rijeci

? Zavod za hematologiju, Klinika za unutarnje bolesti, Klinicki bolnicki centar Sestre milosrdnice

! Hrvatsko katolicko sveuciliste Zagreb

' Odjel za hematologiju i onkologiju, Opc¢a bolnica “Dr. Josip Bencevi¢”, Slavonski Brod
12 Sluzba interne medicine, Opca bolnica Sibensko-kninske Zupanije

1B Veleuciliste u Sibeniku

" Odjel za hematologiju, onkologiju, klinicku imunologiju, Opéa bolnica VaraZzdin
5 Dnevna bolnica internistickih djelatnosti, Opca bolnica “Dr. Andelko Visi¢” Bjelovar

16 Specijalna bolnica Medico, Rijeka

7 Odjel za internisticku onkologiju s hematologijom, Sluzba za internu medicinu, Opca bolnica Pula

18 Fakultet zdravstvenih studija Sveuciliste u Rijeci

Ovaj tekst dodatak je smjernicama Hrvatskog
drustva za hematologiju Hrvatskog lije¢ni¢kog zbo-
ra i Krohema za zbrinjavanje anemije uzrokovane
manjkom zeljeza objavljenih u Lije¢nickom vjesni-
ku 2019. godine (1) te Nadopuni smjernica za dija-
gnostiku 1 lijeCenje anemije uzrokovane manjkom
zeljeza iz 2021. godine objavljenih na mreznoj stra-
nici Krohema i Biltenu Krohema (2).

O ovoj nadopuni 1 izmjeni smjernica raspravljalo
se u svibnju 2025. godine na proljetnom sastanku
Krohema u Porecu.

Cilj ove druge nadopune smjernica jest istaknuti
promjene u novim spoznajama o metabolizmu i pri-
mjeni zeljeza, donijeti novosti o aktualnim peroral-
nim i parenteralnim pripravcima zZeljeza dostupnim
naSim bolesnicima, proSirenje indikacija primjene
intravenskog Zeljeza na onkoloske bolesnike te zbri-
njavanje nuspojava intravenskog zeljeza poput reak-
cija preosjetljivosti i hipofosfatemije.

Podsjetimo da je anemija najzastupljenija medu
svim dijagnozama prvih pregleda u hematoloskim
ordinacijama i dnevnim bolnicama (29 %) u Hr-
vatskoj, od ¢ega je najceSca upravo anemija uslijed
manjka Zeljeza (76 % bolesnika) (3).

1. Definicija i dijagnoza anemije uzrokovane
manjkom Zeljeza
Opcenito je prihvacena definicija anemije Svjet-

ske zdravstvene organizacije koja anemiju odreduje
kao vrijednost hemoglobina (Hb) < 130 g/L za mus-
karce, < 120 g/L za zene 1 < 110 g/L za trudnice
(4,5). Manjak zeljeza moze biti apsolutni 1 funkcio-
nalni (Tablica 1.) (6).

Tablica 1. Karakteristike apsolutnog i funkcionalnog
manjka Zeljeza.

Apsolutni « Snizeno serumsko zeljezo (Fe) < 10 pmol/L i
manjak poviSen UIBC i zasicenost transferina
Zeljeza (Fe x 100/TIBC) < 20%
« ili nizak feritin < 50 pg/L

Funkcionalni |« Feritin <100 (ili 100 — 300 *) pg/L i
manjak zasicenost transferina (Fe x 100/TIBC) < 20%
zeljeza * Feritin moZe u funkcionalnom manjku

Zeljeza kod malignih bolesti i bolesnika na

hemodijalizi biti do 500 ug/L

Niza vrijednost feritina < 50 pg/L govori u prilog apsolutnog
manjka zeljeza i predstavlja indikaciju za primjenu zeljeza. Vise vri-
jednosti feritina u pridruzenim stanjima ili kroni¢nim bolestima uz
zasic¢enost transferina (Fe/TIBC) < 20% govori u prilog funkcional-
nog manjka Zeljeza.

Apsolutni manjak Zeljeza podrazumijeva sni-
zenu razinu serumskog zeljeza (Fe), povisen UIBC
(nezasic¢eni kapacitet vezanja Zeljeza, eng. “Unsatu-
rated Iron Binding Capacity”), snizenu zasi¢enost
transferina (snizeni omjer Fe/TIBC, TIBC = ukupni
kapacitet vezanja Zeljeza, eng. “Total Iron Binding
Capacity”), te snizeni feritin. Najosjetljiviji 1 najpo-
uzdaniji test za detekciju nedostatka zeljeza 1 zaliha

Bilten Krohema — Vol. 17, br. 2



M. Vodanovi¢ i suradnici
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zeljeza u tijelu jest feritin. Prema ranijim smjernica-
ma dijagnosticki pokazatelj apsolutnog manjka ze-
ljeza bio je feritin < 30 ug/L, dok je prema zadnjim
multicentricnim istrazivanjima vrijednost feritina
<50 pg/L, pokazatelj apsolutnog manjka zeljeza 1
predstavlja indikaciju za primjenu pripravaka Zelje-
za (7,8). Studije su takoder pokazale da se poboljsa-
vaju simptomi anemije poput umora ukoliko je feri-
tin > 50 pg/L (9,10).

Funkcionalni manjak Zeljeza javlja se zbog nea-
dekvatne dopreme Zeljeza u kostanu srz usprkos do-
statnim rezervama (uredan ili povisen feritin) kod
bolesnika s anemijom kroni¢ne bolesti (npr. reuma-
toidnog artritisa, sistemskog lupusa, upalne bolesti
crijeva), u sr¢anom popustanju, kroni¢noj bubreznoj
bolesti ali i malignim bolestima. Karakterizira je
nedovoljno iskoristavanje te manjak bioraspolozivog
zeljeza. Ova anemija naj¢esce je normocitna (uredan
MCYV ali moze biti i snizen), blaga je do umjerena.
Feritin je uglavnom iznad 100 pg/L, ¢esto 100 — 300
ug/L, kod bolesnika s malignim bolestima ili na he-
modijalizi < 500 pg/L, a zasi¢enost transferina ma-
nja je od 20% (11,12). Tablica 1. prikazuje razlike
izmedu apsolutnog i funkcionalnog manjka Zeljeza.

Preporuka je da lijecnici razli¢itih specijalnosti
na svim razinama zdravstvene zastite postave dija-
gnozu sideropeni¢ne anemije i vrstu manjka zeljeza
temeljem kompletne krvne slike (KKS, dif, Tr, Hb,
MCYV, Rtc) 1 laboratorijskih parametara prisutnosti
zeljeza u organizmu (Fe, UIBC, TIBC, feritin). Sli-
ka 1. prikazuje dijagnosticki algoritam anemije zbog
apsolutnog ili funkcionalnog manjka Zeljeza.

Slika 1. Dijagnosticki algoritam anemije zbog
apsolutnog ili funkcionalnog manjka Zeljeza.

Obrada anemije
Lab.: (Hb feritin MCV)

Status zeljeza

Feritin < 50 pg/Li
TSAT *< 20%

Funkcionalni
manjak Zeljeza

Iskljuciti kroni¢nu upalnu
bolest ili drugi uzrok

1. Zeljezo per o.
ili 2. Zelje

TSAT * (eng. ,transferrin saturation”, zasi¢enost transferina (Fe /
TIBC x 100%)
2. LijeCenje anemije uzrokovane manjom Zeljeza
Cilj lijeCenja anemije uzrokovane manjkom Ze-
ljeza jest utvrditi i lijeCiti uzrok koji je doveo do
anemije (ginekoloska, gastrointestinalna ili druga
krvarenja, neadekvatan unos zeljeza hranom...), te
nadoknaditi Zeljezo kako bi se normalizirala krvna
slika (Hb, MCV), serumsko Zeljezo, te feritin kao
pokazatelj zaliha zeljeza u organizmu (1). Nakon
dijagnosticiranja anemije uzrokovane manjkom Zze-
ljeza nuzno je obraditi 1 lijeciti bolesnike kod nad-
leZznih specijalista prema etiologiji nastanka bolesti.
U nadoknadi Zeljeza se rabe peroralni i parenteralni
pripravci zeljeza (Tablica 2.).

Tablica 2. Pripravci peroralnog i parenteralnog Zeljeza prema listi HZZO, pristupljeno 14.10.2025.

Naziv lijeka Zasticeno
ATK Sifra Lista liiekova - Oblik, pakiranje

B0O3ACO1 021 Zeljezo karboksimaltoza OL

BO3ACO01 022 Zeljezo karboksimaltoza OL i.v
BO3ACO1 023 Zeljezo karboksimaltoza OL i.V.
B0O3ACO01 024 Zeljezo karboksimaltoza OL i.v.
BO3ACO1 025 Zeljezo karboksimaltoza OL V.
BO3ACO01 026 Zeljezo karboksimaltoza OL i.V.
BO3ACO1 027 Zeljezo karboksimaltoza OL i.V.
BO3ACO01 028 Zeljezo karboksimaltoza OL V.
BO3ACO1 029 Zeljezo karboksimaltoza OL V.
BO3AC02 051 Zeljezo ll1-oksid saharat OL i.V.
BO3ACO05 051 Zeljezo Ill-sorbitol glukonat OL i.V.
BO3AC06 062  Zeljezova(lll) derizomaltoza OL iV,
BO3AA07 161 Zeljezov(Il) sulfat OL 0

BO3AA02 141 Zeljezo Il -fumarat DL 0

BO3ABO05 121 Zeljezo Ill-hidroksi polimaltozat DL~ O

Ferinject otop. za inj. ili inf., bo€. 1x10 ml (50 mg/ml)
Ferinject otop. za inj. ili inf., bo¢. 1x20 ml (50 mg/ml)
Xabogard otop. za inj. ili inf. , bo€. 1x2 ml (50 mg/ml)
Xabogard otop. za inj. ili inf. , bo€. 1x10 ml (50 mg/ml)
Xabogard otop. za inj. ili inf. bo€. 1x20 ml (50 mg/ml)
Friona otop. za inj. ili inf. , bo€. 1x10 ml (50 mg/ml)
Friona otop. za inj. ili inf. , bo€. 1x20 ml (50 mg/ml)
Correctiron  otop. za inj. ili inf. , bo¢. 1x10 ml (50 mg/ml)
Correctiron  otop. za inj. ili inf. , bo€. 1x20 ml (50 mg/ml)
Venofer 1x100 mg

Ferrlecit 1x62,5 mg

Monofer otop. za inj./inf., amp./bo¢. 5x5 ml (100 mg/ml)
Tardyferon tbl. s prod. oslob. 30x80 mg

Heferol caps. 30x350 mg

Ferrum tbl. 30x100 mg

OL - osnovna lista, DL — dopunska listaj, i.v. — intravenski, O — oralno
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Peroralni pripravci Zeljeza. Primjena peroralnih
pripravaka Zeljeza ucinkovita je u vecine bolesnika
sa sideropeni¢nom anemijom, te je 1 dalje najcesce
prva linija terapije sideropeni¢ne anemije. Ranije
preporucene doze elementarnog Zeljeza iznosile su
100 — 200 mg/dan, s dodatkom vitamina C, medu-
tim radi ograni¢ene apsorpcije elementarnog zeljeza
(10 — 15 mg/dan) danas se ve¢inom preporuca pri-
mjena peroralnog Zeljeza jednom dnevno (14,15).
Najcesce nuspojave jesu mucnina, povracanje, kon-
stipacija, metalni okus u ustima, tamna stolica. Ra-
zlozi neuspjeha peroralne terapije zeljezom jesu nus-
pojave, prekratko trajanje lijecenja ili nesuradljivost
bolesnika, ali 1 protrahirano krvarenje, funkcionalni
manjak Zeljeza (kada je poremecena utilizacija ze-
ljeza), poremecena apsorpcija probavnog trakta (na
primjer, kroni¢ni atrofi¢ni gastritis, upalne bolesti
crijeva, celijakija, stanje nakon opseznih kirurSkih
zahvata u abdomenu) (1,16,17).

Peroralna primjena zeljeza povisuje hepcidin Sto
po nekim studijama otezava apsorpciju peroralnog
zeljeza ukoliko se primjenjuje dva puta na dan. Upit-
na je apsorpcija druge dnevne doze zeljeza a moze
uzrokovati gastrointestinalne nuspojave. Uzimanje
peroralnog zeljeza svaki drugi dan pomaZe u pod-
nosljivosti terapije te je takoder terapijska opcija u
bolesnika koji slabije podnose peroralnu terapiju
(12,14,15). Uzimanje vitamina C preporuca se uz
trovalentne pripravke Zeljeza jer poboljSava pretva-
osnovnoj listi lijekova HZZ0O-a nalazi jedan peroral-
ni pripravak (Zeljezo (I1) sulfat tableta s produzenim
uc¢inkom a 80 mg) dok su na dopunskoj listi HZZO-a
dva peroralna pripravka Zeljeza (Zeljezo (I1I) fumarat
kapsula a 350 mg 1 Zeljezo I1I-hidroksi polimaltozat
tableta a 100 mg). Postoje 1 drugi pripravci peroral-
nog zeljeza koji se ne nalaze na listi lijekova ali su
dostupni 1 obogaceni su vitaminom C poput Zeljezo-
vog sulfata ili zeljezovog pirofosfata, dok postoje 1
pripravci koji sadrZe hem 1 ne-hem zeljezo.

Parenteralni pripravci Zeljeza. Noviji visoko-
dozni pripravci intravenskog zeljeza (Zeljezova kar-
boksimaltoza (FCM, engl. ,,ferric carboxymaltose*)
te zeljezova derizomaltoza (FDI, engl. ,ferric deri-
somaltoside®) unaprijedili su moguénosti lijeCenja
anemije uslijed nedostatka Zeljeza 1 ve¢ se dugi niz
godina u Hrvatskoj uspje$no primijenjuju u hospi-
taliziranih bolesnika na odjelima kao 1 u dnevnim
bolnicama razli€itih specijalizacija (hematologija,
opca interna, gastroenterologa, nefrologija, aneste-
ziologija, kardiologija, ginekologija...) (18).

U nekim europskim drzavama se uspjesno pri-
mijenjuju i na razini primarne zdravstvene zastite
(poput primjerice Slovenije ili Svicarske). Za razli-
ku od Zeljezovog saharata ili Fe- glukonata koji su se
primjenjivali tijekom 5 — 10 a ponekad i viSe dana,
visokodozno intravensko Zeljezo primjenjuje se jed-
nokratno ili u maksimalno dvije primjene. U¢inko-
vitost se postize zahvaljujuéi stabilnom ugljikohi-
dratnom nosacu, kontroliranom otpustanju zeljeza i
njegovim visokim iskoriStavanjem u sideropenicnoj
anemiji (95 — 99%) (19-21). Navedeni noviji intra-
venski pripravci zeljeza otpustaju znacajno manje
slobodnih radikala, s manjom stopom reakcija pre-
osjetljivosti u odnosu na ranije pripravke. Najcesce
infuzijske reakcije na novije intravenske pripravke
zeljeza stupnja su 0 ili 1 (22), a najcesce nuspoja-
ve su mucnina, povraéanje, svrbez koze, bolovi u
misi¢ima, zglobovima i ledima, te hipofosfatemija.
Usprkos dobrom sigurnosnom profilu, neophodno je
da tijekom primjene intravenskog pripravaka zeljeza
bude prisutno educirano medicinsko osoblje (lije¢-
nik 1 medicinska sestra) s potrebnom opremom za
zbrinjavanje infuzijske reakcije (15,20).

Koga lijeciti intravenskim Zeljezom?

Nema jasne definicije koja je vrijednost hemo-
globina granica za primjenu intravenskog Zzeljeza
(smatra se Hb < 100 g/L kod sideropeni¢ne ane-
mije, apsolutnog manjka Zzeljeza) ali potrebno je u
obzir uzeti i tezinu simptoma i znakova bolesti, te
ukoliko ne dode do Zeljenog terapijskog ucinka na
peroralno zeljezo. Osnovne indikacije za primjenu
intravenskog zeljeza nisu se mijenjale u odnosu na
ranije smjernice.

Osnovne indikacije — apsolutni manjak Zeljeza

1. Neucinkovitost peroralne terapije (izostanak
porasta hemoglobina > 10 g/L nakon 4 tjedna).

2. Intolerancija peroralnog zZeljeza (nepodnosljivost)
ili refraktornost na lijecenje (stanje nakon
gastrektomije, duodenalne premosnice, infekcija
s H. pylori, celijakija, atrofi¢ni gastritis, upalne
bolesti crijeva).

3. Potreba za brzim oporavkom (npr. teski
nedostatak Zeljeza uz anemiju u 2. i 3. trimestru
trudnoce, perioperativna primjena).

4. Kroni¢na krvarenja, nasljedni i steceni
poremecaji koagulacije.

5. Zamjena za transfuzije eritrocita kod bolesnika
koji ih odbijaju iz religijskih razloga (Jehovini
svjedoci).

Bilten Krohema — Vol. 17, br. 2



M. Vodanovi¢ i suradnici

Druga nadopuna smjernica za dijagnostiku i lije¢enje anemije uzrokovane manjkom Zeljeza - 2025. godina

Funkcionalni manjak Zeljeza

1. Anemija kroni¢ne bolesti (samostalno ili uz
primjenu stimulatore eritropoeze (ESA)).

2. Kroni¢na bubrezna bolest (samostalno ili uz
ESA).

3. Perzistiraju¢a anemija u bolesnika s malignim
bolestima (samostalno ili uz ESA).

4. Perioperativna anemija.

5. Nedostatak Zeljeza s anemijom ili bez nje u
bolesnika sa sr€anim zatajenjem.

3. Anemija u onkoloskih bolesnika

Anemija je Cesti problem kod bolesnika s mali-
gnom bolesti. Prisutna je kod dijagnoze ali se i po-
gorSava onkoloskim lijeCenjem (kemoterapija, zra-
cenje), utjece na kvalitetu Zivota, psihofizicki status.
Manjak Zeljeza utjece kao pridruzeni najces¢i uzrok
ostalim uzrocima anemije u onkoloSkih bolesnika
1 pridonosi tezini anemije. Na temelju rada koji je
uklju¢io meta-analizu 23 randomizirane klinicke
studije (4 studije ukljucivale su bolesnike preopera-
tivno, 1 studija postoperativno), 15 studija bolesnike
tijekom adjuvantnog lijecenja (karcinom dojke, ko-
lona, plu¢a, ginekoloSki tumori, mijelodne neoplaz-
me i limfomi) te 2 studije bolesnike na radioterapiji,
pokazano je da intravensko Zeljezo moze popravi-
ti koncentraciju hemoglobina i smanjiti potrebu za
transfuzijama samostalno ili u primjeni sa stimula-

torima eritropoeze u bolesnika s malignim bolesti-
ma (23). Apsolutna indikacija za primjenu priprava-
ka intravenskog Zeljeza u onkoloskih bolesnika jest
vrijednost feritina < 50 ug/L, ili zasi¢enost transfe-
rina (Fe/TIBC) <20% uz serumski feritin 100 — 500
ug/L (24, 25).

4. Zbrinjavanje nuspojava intravenskog Zeljeza
a) Reakcije preosjetljivosti

Reakcije preosjetljivosti prisutne su na sve in-
travenske pripravke Zeljeza i uvijek ih je potrebno
primjenjivati uz nadzor medicinskog osoblja koji su
educirani za zbrinjavanje reakcija preosjetljivosti.

Zeljezo poput drugih nanodestica aktivira sustav
komplementa i dovodi do stvaranja anafilotoksi-
na (C5a) koji ukoliko se ne degradiraju karbopep-
tidazom ili u stanicama, mogu aktivirati mastocite
koji otpustaju vazoaktivne medijatore i dovode do
razli¢itih simptoma (12,26). To objaSnjava Fishbane
reakciju ili CARPA (eng. “complement activation-
reaction pseudoallergy”), dakle komplementom po-
sredovanu pseudoalergijsku reakciju, koja najcesce
dovodi do crvenila, stezanja u prsnom kosu. bolova
u zglobovima, dok ne uzrokuje teze simptome, po-
put bronhospazma, edema larinksa ili hipotenziju
(20). Tablica 3. prikazuje tezinu reakcija preosjetlji-
vosti, simptome i njihovo zbrinjavanje (prilagodeno
prema Rampton 2014.) (20).

Tablica 3. Mogucnosti lijecenja/zbrinjavanja reakcija preosjetljivosti na intravenske pripravke Zeljeza

Mogucnosti lije€enja/zbrinjavanja reakcija preosjetljivosti na intravenske pripravke Zeljeza

Simptomi

Lije€enje

Blaga reakcija
preosjetljivosti

Svrbez koze, urtikarija, osjecaj vrucine, lagani
pritisak u prsnom koSu, hipertenzija, bol u ledima
i zglobovima

Zaustaviti infuziju privremeno

Promatrati simptome i znakove. Ukoliko nestanu, nastaviti
ponovno s infuzijom

Umijerena reakci-
ja preosjetljivosti

Kao kod blage reakcije + kaSalj, bol u prsnom
koSu, mucnina, kratkoca daha, tahikardija, hipo-
tenzija

Zaustaviti infuziju, primjena iv. otopina (0.9% NaCL) i i.v.
kortikosteroida

TeSka reakcija
preosjetljivosti

Kao kod umjerene+ nagli nastanak i brzo pogor-
Sanje simptoma + “wheezing”, stridor, perior-
bitalni edemi, cijanoza, gubitak svijesti, kardio/

Kao kod umjerene + adrenalin i.m ili i.v + B, agonisti inha-
lacija, 0,na masku

respiratorni arest

b) Hipofosfatemija

Hipofosfatemija se opisuje kao cesta metabolicka
nuspojava kod bolesnika koji se lije¢e intravenskim
pripravcima Zeljeza. Najc¢es¢i su simptomi umor, bo-
lovi u kostima, te miSi¢ima (najéeS¢e proksimalne
skupine) ali kod opetovanih ili u€estalih primjena
moze se pojaviti posebice kod bolesnika s rizikom
od hipofosfatemije osteomalacija i respiratorna in-

suficijencija. Prema hrvatskim iskustvima simp-
tomi su bili blaZi poput umora i miSi¢ne slabosti
bez obzira na tezinu hipofosfatemije (27, 28). Kod
bolesnika s upalnim gastrointestinalnim bolestima
(PHOSPHARE-IDA studija) prevalencija teSke hi-
pofosfatemije nakon lijecenja visokim dozama ze-
ljezove karboksimaltoze (FCM) iznosila je preko 30
%. Znacajno visa incidencija svih stopa hipofosfate-
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mije (74,4% vs 8%) u korist FCM prema Zeljezovoj
derizomaltozi (FDI) uzrokovana je ja¢im djelova-
njem FCM na lucenje fibrocitnog faktora rasta 23
(FGF-23) iz osteoklasta i osteoblasta koji pojacava
luc¢enje fosfata putem bubrega, smanjuje proizvod-
nju aktivnog vitamina D (1,25 dihidroksivitamin D)
1 povecava razinu PTH §to mozZe dovesti i do oste-
omalacije te povecati rizik od nezeljenih kostanih
dogadaja kod bolesnika s loSim metabolickim statu-
som kostiju 1 snizenim vitaminom D (29 — 31).

Slika 2. Algoritam za zbrinjavanje hipofosfatemije
(HP) kod primjene intravenskih pripravaka Zeljeza

i 2 s -
>
- \\_

Feritin <10
Mala TM
Obilne mi
Opetovane
Kostane metabolicke bolesti
Snizen vitamin D, PO4 Odrediti razinu P kod
| prisutnih rizitnih imbenika |

P>0,8
mmol/L

B Nastaviti s T
2. dozom :
" FCM G

Ne dati 2. dozu
Lijeciti
simptome HP
ovisno o tezini

| Primijeniti FDI, ukoliko |
je dostupna

SA — sideropeni¢na anemija; HP — hipofosfatemija, TM — tje-
lesna masa, FDI — Zeljezova derizomaltoza; FCM — Zeljezova
karboksimaltoza

Kod odabira iv. pripravka zeljeza potrebno je
procijeniti rizik hipofosfatemije, a pod ve¢im rizi-
kom su bolesnici koji imaju snizene fosfate prije pri-
mjene i.v. Zeljeza, npr. bolesnici s upalnim bolestima
crijeva (28) ili manjak vitamina D, malu tjelesnu
masu, obilne menometroragije ili metaboli¢ku ko-
Stanu bolest te ukoliko se radi o ucestalim/opetova-
nim infuzijama zeljeza. U tim situacijama je FDI in-
travensko Zeljezo izbora. Ukoliko bolesnici razviju
simptomatsku hipofosfatemiju potrebno je lijecenje.
Fosfate se preporuca kontrolirati prije 2. primjene
FCM, najces¢e 8. dan nakon primjene prve doze,
ili kod svih bolesnika prije primjene intravenskog
zeljeza ukoliko imaju ¢imbenike rizika za razvoj hi-
pofosfatemije (32). U lije¢enju hipofosfatemije kori-
ste se magistralni pripravci ili fosfatni prasci (natri-
jev mono- i1 dihidrogenfosfat) u dozi od 2 — 3x 500

mg elementarnog fosfata/dan tijekom 10 - 15 dana
uz kontrolu razine fosfata.

Na privatni recept se pise nadoknada peroralnih
fosfata kao magistralnog pripravka:

Ime i prezime bolesnika, datum rodenja

Dg; Hipofosfatemija E83.3, Sideropenicna

anemija D50.0
Rp. Fosfatni prasak
NaH PO, + 2H,0 0,503 g
Na,HPO, + 2H,0 2,297 g
sadrzaj elementarnog fosfata 500 mg u 2,8 g
praska

S: 2 =3 x 500 mg/dan kroz 10— 15 dana
(ovisno o tezini hipofosfatemije)

Magistralni pripravci se koriste u lijeCenju bla-
ge simptomatske (0,64 — 0,8 mmol/L) i srednje hi-
pofosfatemije (0,32 — 0,64 mmol/L neovisno o simp-
tomima). U lijeCenju teske hipofosfatemije (< 0,32
mmol/L) koriste se intravenski 1M kalijev fosfat
(monohidrat 1 dihidrat) u dnevnoj dozi 20 — 30 ml u
500 ml 0,9%NaCL i pracenje serumske razine fos-
fata (6).

Zakljucak
U zakljucku, ova Druga nadopuna smjernica za

dijagnostiku i 1 lijeCenje sideropeni¢ne anemije

donosi sljede¢e novosti:

» serumski feritin <50 pug/L definira sideropeniju
odnosno indikaciju za nadoknadu zeljeza;
peroralno Zeljezo se ve¢inom daje jednom
dnevno obzirom na ogranicenost apsorpcije
regulirane hepcidinom, ili svakih 48 sati u
slucaju lose podnosljivosti peroralne terapije;

* vrijednosti feritina su vise kod bolesnika s
malignom bolesti te je korist od primjene
intravenskog Zeljeza kod bolesnika s malignom
bolesti ukoliko je feritin < 50 ug/L ili 50 — 500
ug/L uz TSAT <20 %;

* prije odabira pripravka i.v. Zeljeza vazno je
procijeniti rizik od hipofosfatemije;

* vazno je prepoznati tezinu reakcije
preosjetljivosti i adekvatno je zbrinuti.
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Uvod

Hemofagocitna limfohistiocitoza (HLH) je rije-
dak, ali izrazito ozbiljan sindrom sistemske imuno-
loske disregulacije koji karakterizira nekontrolirana
aktivacija makrofaga i limfocita, Sto dovodi do cito-
kinske oluje 1 multiorganskog zatajenja. HLH se di-
jeli na primarni oblik, koji je genetski uzrokovan, te
sekundarni oblik, koji nastaje kao odgovor na infek-
cije, malignitete, autoimunosne bolesti 1 druge oki-
dace (1,2). S obzirom na izrazito loSu prognozu bez
pravovremene dijagnoze 1 terapije, rana identifikaci-
ja bolesti 1 usmjeren terapijski pristup od presudne
su vaznosti za smanjenje morbiditeta 1 mortaliteta.

Na 5. sastanku Radne skupine za benigne he-
matoloske bolesti Hrvatske kooperativne grupe za
hematoloske bolesti Krohem na Brijunima u rujnu
2025. raspravljalo se o smjernicama za dijagnostiku
1 lijeCenje bolesnika s HLH-om koje su prikazane u
ovom radu, prema dosada$njim saznanjima o pato-

fizologiji ovog poremecaja, te dostupnim dijagnos-
tickim 1 terapijskim moguénostima.

Dijagnosticki protokol

Dijagnosticki pristup HLH-u zapocinje klinickom
sumnjom temeljenom na prisutnosti karakteristicnih
simptoma poput protrahiranog febriliteta, citopenija
u dvije ili vise krvnih loza te hepatosplenomegalije.

Pocetne laboratorijske pretrage ukljucuju procje-
nu funkcije jetre 1 bubrega, upalnih markera, fibrino-
gena, feritina 1 triglicerida. Ukoliko su pretrage do-
stupne, potrebno je provesti i odredivanje specificnih
imunoloskih parametara poput solubilnog CD25,
koji je marker aktivacije T-limfocita, te aktivnosti
NK stanica koja odrazava funkcionalni imunoloski
status pacijenta. Klinicka obrada obvezno ukljucuje
analizu koStane srzi u svrhu identifikacije hemofa-
gocitoze ili maligne hematoloSke bolesti u podlozi
(Tablica 1.).
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Tablica 1. Dijagnosticki algoritam — preporuka Radne skupine za benigne hematoloSke bolesti Krohema.

1. Klini¢ka sumnja

Febrilitet, citopenije, povisen feritin

Solubilni CD25 (sIL-2R)*

. C
2. Pocetne pretrage Aktivnost NK stanica

fibrinogen, trigliceridi, LDH, hepatogram, bilirubin, bubreZzna funkcija, imunoglobulini kvantitativno, SE

Analiza kostane srzi (citoloska punkcija ili biopsija kosti)
UZV abdomena (osvrt na organomegaliju)

3. Dijagnosticki kriteriji HScore > 169

HLH-2004: zadovoljava 5/8 kriterija
HLH-2024: zadovoljava 5/7 kriterija

4. Dodatne pretrage
u odrasloj dobi)

Mikrobioloska analiza -mikrobioloske kulture, virusologija (COVID-19..), PCR CMV i EBV DNA....
Imunoloske pretrage (ANA, ENA, ANCA, C3, C4, ukupni komplement)
Screening na malignu bolest (MSCT V/T/A/Z, ev. PET-CT)

Genetsko testiranje i screening na primarne imunodeficijencije (kod djece, te ako postoji sumnja na primarni HLH

MR mozga (u slu¢aju neuroloskih simptoma, ev.CT mozga)
Lumbalna punkcija (svima): citologija, biokemija, mikrobiologija

5. Protoc¢na citometrija*
Perforin *

Podtipovi limfocita (CD3+ CD8+ CD38++HLA DR+)
NK-stani¢na funkcija/degranulacija (povrsinska ekspresija CD107a)*-obavezno u reaktivaciji HLH u malog djeteta
(analiza u inozemnom laboratoriju)

Povrsinska ekspresija SAP i XIAP (kod muskih)*

6. Klasifikacija HLH Primarni ili sekundarni

*kada/ako bude moguce odredivati kod nas
SAP-SLAM associated protein
XIAP-X-linked inhibitor of apoptosis

Preporucuje se za dijagnozu hemofagocitne lim-
fohistiocitoze koristiti jedan od triju validiranih dija-
gnostickih alata — HLH-2004, HLH-2024 ili HSco-

re — ovisno o dostupnosti pretraga i laboratorijskih

mogucénosti (Slika 1.).

Slika 1. HLH-2004 i HScore kriteriji za dijagnozu HLH-a.

A. Obiteljska bolest/poznati genski defekt ILI
B. Klinicki i laboratorijski kriteriji
1. Vrudica
2. Splenomegalija
3. Citopenija = 2 stanicne linije

Hemoglobin < 90 a/L
(ispod 4 tjedna < 120 g/l)
Neutrofili < 1 x 10%/L
4. Hipertrigliceridemija i/ili
hipofibrinogenemija
Trigliceridi = 3 mmol/L
Fibrinogen < 1,5 g/L

5. Feritin = 500 pg/L

6. sCD25= 2400 U/ml

7. Smanjena ili odsutna aktivnost NK stanica

8. Hemofagocitoza u koétanoj srzi, CNS-u ili
limfnim évorovima

*Za dijagnozu je potrebno 5 od 8 klinickih i
laboratorijskih kriterija.

Parametar

Imunosupresija

Tjelesna temperatura (°C)

Organomegalija (uvecana jetra/slezena)

Citopenije (broj zahvacenih linija)

Feritin (ng/mL)

Trigliceridi (mmol/L)

Fibrinogen (g/L)

AST (U/L)

Hemofagocitoza u kostanoj srzi

Vrijednost i bodovi

Ne-0/Da-18

<384-0/384-394-33/>394-49

Nema - 0/ Jetra ili slezena - 23 / Oba - 38

1linija- 0/ 2 linije — 24 / 3 linije - 34

< 2000 - 0/ 2000-6000 - 35/ > 6000 - 50

<15-0/15-40-44/>40-64

>25-0/<25-30

<30-0/230-19

Ne-0/Da-35

Usporedni prikaz dijagnosti¢kih sustava za hemofagocitnu limfo-
histiocitozu (HLH). HLH-2004 kriteriji* zahtijevaju ispunjenje >5
od 8 parametara, dok HScore boduje klini¢ke i laboratorijske po-

kazatelje; vrijednost HScorea >169 ukazuje na visoku vjerojatnost

HLH-a.
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HLH-2004 1 HLH-2024 Kkriteriji temelje se na
istim klinickim 1 laboratorijskim parametrima, ali
HLH-2024 ne ukljucuje procjenu NK stani¢ne ak-
tivnosti ni genetsku analizu. HScore je zaseban
kvantitativni alat koji na temelju devet klinickih 1
laboratorijskih varijabli brzo procjenjuje vjerojat-
nost HLH-a, s visokom prediktivnom vrijednoséu
(1,2,4,5).

Nakon postavljanja klinicke sumnje na HLH za-
pocinje se dijagnosticka evaluacija stanja za potvr-
du dijagnoze HLH-a. Ukoliko nije ve¢ poznata ma-
ligna bolest ili infekcija, potrebno je uciniti Siroku
obradu kako bi se podlezece stanje identificiralo, jer
je dio adekvatnog lijeCenja i terapija stanja koje je
dovelo do ovog imunosnog zbivanja. Ova dodatna
dijagnostika obuhvaca Sirok spektar pretraga s ci-
ljem preciznog definiranja etiologije HLH-a, Sto je
od presudnog znacaja za odabir odgovarajuceg li-
jeCenja (Tablica 1.). Prije svega, nuzno je provesti

detaljnu hematolosku analizu kako bi se iskljucile
hematoloske malignosti, koje su Cest okida¢ sekun-
darnog HLH-a. To ukljucuje analizu koStane srzi,
limfnih ¢vorova ili drugih zahvacenih tkiva, s po-
sebnim naglaskom na identifikaciju limfoma, leuke-
mija i drugih malignih procesa. Istovremeno, vazno
je iskljuciti infektivne uzro¢nike jer brojne virusne,
bakterijske, gljivicne i1 parazitske infekcije mogu po-
taknuti ili oponasati klini¢ku sliku HLH-a. Speci-
ficni mikrobioloski testovi, ukljucuju¢i PCR za Ep-
stein-Barrov virus (EBV), citomegalovirus (CMV)
te testiranje na druge patogene, trebaju biti rutinski
ukljuc¢eni u dijagnosticki proces. Preporucuje se i
seroloski probir za autoimunosne sistemske bolesti
koje mogu biti povezane sa sekundarnim HLH-om
(Tablica 1.). Molekularnu genetsku analizu treba
uciniti kod djece i odraslih kod kojih se sumnja na
primarni HLH (1,2,6). Uzorak se Salje u Centar za
translacijska istrazivanja KBC Zagreb.

bolesti Krohema.
Terapijski protokol
1.linija terapije-Indukcija (1.-8.tjedan)
10 mg/m? poiliiv /2 tjedna, 5 mg/m?/2 tjedna, 2.5 mg/m?/2 tjedna,
deksametazon 1.25 mg/m?/ tjedan dana, tapper do kraja 8. tjedna p.o.iliiv
Razmotriti kod:
alternativno metilprednizolon 1 g iv/3-5 pa dexa 10 mg/m2, alternativno taper MP # ¢ teiih Kinickih sluajeva;
VG maksimalno 2 g/kg iv ## MOF,MAS
##  infekdija ili autoimunih bolesti,
zahvacenosti srca ili CNSa
*  autoimunih bolesti
kortikosteroid it (deksametazon 4 mg it ili hidrokortizon prema dobi <1 g 9 mg, 1-2 g 10 mg, 2-3 g 12 * ne-malignih uzroka HLH-a
mg, =3 g 15 mg) E IAS
intratekalna terapija *¥#% nakon CART stanicne terapije
(ajezuaten ) metotreksat it (doza MTXa prema dobi: 1 godina 6 mg; 1-2 godine 8 mg; 2-3 godine 10 mg; 3 godine ili
Vise 12 mg)
1xtjedno do likvorske remisije UVUEK LUECITI |
BOLEST ILI STANJE
U PODLOZI (npr.
Izbor izmedu sliedecih dodatnih terapija {ovisno o podlozi i teZini bolesti) INFEKCIJU,
LIMFOM..)
Ciklosporin 2-6 mg/kg u dvije dnevne doze po (koncentracija 150-250 pg/L) * TRAJANJE TERAPLE
Ruksolitinib 2x10 mg do 2x20 mg dnevno po (moZe i na nazogastricnu sondu) ** IPI\'Izl:i;I:UAlNO,
ODGOVORU |
150 mg/m? iv dva puta tjedne prva 2 tjedna, potom jedanput tjedno do max 8 tjedana (prema HLH -94 protokolu) OVISNO O
Etopozid OKIDACU U
moquce smanjenje doze kod starijih >70 g (1x tjedno 50-100 mg/m?) i kod TT<10 kg 5 mg/kg iv PODLOZI
Kod EBV-HLH
Anakinra potetna doza (IV / SC) 2-4 mg/kg/dan podielieno u 2-3 doze dnevno *** razmotriti primjenu
. rituksimaba 375mg/m?
titracila prema klinickom odgovoru (do 8 mg/kg/dan) 1xtjedno, 4 doze
Tocilizumab 8 mg/kg iv (max 800 mg) ****

Preporucuje se izvodenje lumbalne punkcije
svim pacijentima, neovisno o prisutnosti neurolos-
kih simptoma, dok se magnetska rezonanca mozga

provodi u slucaju klinickih znakova ili simptoma
zahvacenosti srediSnjeg ziv€anog sustava. Ukoliko
pretraga postane dostupna u rutinskoj dijagnostici,
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preporucuje se, uciniti proto¢nu citometriju radi
funkcionalne evaluacije limfocita, ¢ime se dodatno
precizira dijagnoza (Tablica 1.).

Prema tim parametrima, HLH se moze klasifi-
cirati kao primarni, uzrokovan genetskim mutacija-
ma, ili sekundarni, povezan s vanjskim faktorima.

Prva linija lijeCenja

Ciljevi lijecenja HLH-a su brzo suzbijanje preko-
mjerne imunoloske aktivacije i1 citokinske oluje te
kontrola 1 eradikacija temeljnog okidaca. Okosnicu
pocetnog lije¢enja HLH-a Cine sistemski kortikoste-
roidi. Njihovu primjenu ne treba odgadati osim ako
postoje jasne kontraindikacije. U slucaju sumnje na
istodobnu infekciju — uklju¢ujué¢i moguénost da je
precipitiraju¢i uzro¢nik HLH-a — odmah zapoceti
odgovaraju¢u empirijsku ili ciljanu antimikrobnu te-
rapiju (1,2,6,7).

Za sekundarne oblike HLH-a u odraslih ne po-
stoje univerzalno prihvacene, randomiziranim ispi-
tivanjima utemeljene smjernice. Posljednjih se de-
setljeca rutinski primjenjuju pedijatrijski protokoli
HLH-94/HLH-2004 (deksametazon + etopozid +
ciklosporin A, intratekalna terapija). Navedeni pro-
tokoli nisu prospektivno validirani za odraslu popu-
laciju. S obzirom na toksi¢nost standardne terapije,
slabiju podnosljivost u starijih bolesnika s komor-
biditetima i rizik pretjerano agresivnog lijeCenja
u sekundarnom HLH-u, novije ciljane terapije sve
se ¢eS¢e razmatraju kao dodatak ili pak alternativa
konvencionalnim protokolima (1).

U inicijalnoj fazi lije¢enja HLH-a nase smjerni-
ce preporucuju primjenu deksametazona u dozi od
10 mg/m? jednom dnevno, peroralno ili intravenski
(Tablica 2.). Kao alternativa u teskim prezentacija-
ma mogu se primijeniti intravenske ,,pulsne* doze
metilprednizolona (npr. 1 g/dan kroz 3—5 dana) radi
brzog prekida hiperinflamacije, nakon Cega slijedi
postupno smanjenje doze prilagodeno klinickom 1
laboratorijskom odgovoru (1,7).

Intravenski imunoglobulini (IVIG) se u HLH-u
mogu razmotriti kao adjuvantna terapija osobito kod
zahvacanja srca (npr. kardiomiopatija) ili srediSnjeg
ziv€anog sustava, kao i u infekcijom-povezanom
HLH-u te u sklopu MAS-a (eng. Macrophage Acti-
vation Syndrome), odnosno sindroma aktivacije ma-
krofaga u podlozi autoimunosnih ili autoinflamator-
nih bolesti. Primjenjuju se u maksimalnoj ukupnoj
dozi do 2 g/kg (1,7).

U bolesnika s dokazanom zahvacéenos¢u sredis-
njeg zivéanog sustava preporucuje se intratekalna

terapija metotreksatom u kombinaciji s kortikoste-
roidom, s dobnim prilagodbama doze 1 tjednom pri-
mjenom do tjedan dana nakon klinicko/likvorske
remisije.

U klinickoj praksi kod kriti¢no bolesnih odra-
slih s malignitetom-povezanim HLH-om ili fulmi-
nantnim tijekom s viSestrukim zatajenjem organa
primjenjuje se etopozid prema HLH-94 protokolu
(Slika 2.), 150 mg/m? iv dvaput tjedno prva 2 tjed-
na, potom 150 mg/m? iv jednom tjedno do ukupno
8 tjedana. Brzo djeluje na eliminaciju aktiviranih
limfocita i makrofaga, ali nosi rizik od teske mijelo-
supresije, hepatotoksi¢nosti i sepse, osobito u imu-
nokompromitiranih bolesnika (1,2,7,8).

Slika 2. Shematski prikaz HLH — 94 protokola3
Indukcijska terapija (0 - 8 tj):

we JUOO0 0 03 0 0 1

101y

0 2 4 6 8
+ Etopozid 150 mg/m2 2 x tjedno 1. i 2. tjedan, potom 1 x tjedno

10 mg/m2

DEX. Smg/m2

MTX L.t

* MTX 12 mg i.t u sluéaju zahvacenosti CNS-a, barem tjedan dana nakon

prestanka klini¢kih simptoma i normalizacije likvora

Konsolidacijska terapija (9 - 52 tj):

® Pulsevi deksametazona 10 mg/m2 1 - 3 dana, altemirajuci s etopozidom 150
mg/m2 naizmjenino svaki drugi tiedan

e Trajno CSP u dozi od 6 mg/kg s odrZavanjem koncentracije ~ 200 ug/L

Ruksolitinib (obi¢no 2x10—20 mg per os, ili prila-
godeno tezini) koristi se u nemalignim HLH oblici-
ma, osobito kada je prisutna citokinska oluja ili re-
fraktorni tijek bolesti. Inhibicija JAK/STAT signal-
nog puta u vecini slucajeva ne kontrolira podlezece
stanje, malignu ili infektivnu bolest, samo moduli-
ra upalni odgovor te ¢esto mora biti kombiniran sa
standardnom terapijom. Prednost je brzo djelovanje
1 dobra podnosljivost, ali treba pratiti hematoloSke
parametre zbog rizika od citopenija (6,9,10).

Ciklosporin (2—6 mg/kg/dan u dvije doze per
os, ciljna koncentracija 150-250 pg/L) koristi se
za imunosupresiju kod autoimunosnih HLH-a ili u
odrzavanju remisije. Nuspojave ukljucuju nefrotok-
si¢nost, hipertenziju i neurotoksi¢nost, stoga je po-
treban redovit terapijski monitoring (1,7).

Tocilizumab, monoklonsko protutijelo koje inhi-
bira receptor za interleukin-6 (IL-6), koristi se kod
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HLH-a povezanog s CAR-T terapijom ili kod sin-
droma citokinske oluje s visoko povisenim IL-6 u
dozi od 8 mg/kg iv, maksimalno 800 mg. Moze brzo
sniziti upalu, no postoji rizik od reaktivacije infek-
cija 1 maskiranja sepse zbog supresije CRP-a (11,12).

Anakinra, rekombinantni humanizirani antago-
nist receptora za interleukin-1 (IL-1), obi¢no se daje
u pocetnoj dozi od 2-4 mg/kg IV, zaokruzeno na
najblizih 100 mg u 2-3 podijeljene doze. Moze se
titrirati do maksimalno 8 mg/kg/dan u podijeljenim
dozama (ako je TT >100 kg, doza ne smije prelaziti
800 mg dnevno). Preferira se u MAS-u i autoimuno-
snim HLH-ima. Glavne nuspojave su leukopenija,
porast jetrenih enzima i infekcije (7,13,14).

Pristup lijeCenju HLH-a mora biti individualizi-
ran 1 uskladen s dinamikom bolesti, dostupnosti te-
rapijskih opcija te odgovorom na primijenjene mjere.

Terapijski pristupi kod relapsa i refraktornih
oblika

Unato¢ primjeni standardnih protokola prve lini-
je lijeCenja znacajan broj bolesnika ne postize zado-
voljavaju¢u remisiju ili dozivljava ponovnu aktivaci-
ju bolesti (2).

Lijecenje relapsnog i refraktornog HLLH-a zahti-
jeva brzu individualizaciju, agresivnu imunomodu-
laciju, te pravovremeno upucivanje u transplantacij-
ski centar kada je indicirano. U drugoj liniji mogu
se primijeniti svi lijekovi iz prve linije koji ranije
nisu koristeni. U novije vrijeme, posebnu pozornost
izaziva primjena nivolumaba kod EBV-pozitivnog
refraktornog HLH-a. Primjenjuje se svaka tri tjedna
do postizanja negativizacije virusne DNA ili do po-
jave nepodnosljive toksicnosti; u slucaju postignute
remisije razmatra se terapija odrzavanja svaka tri
mjeseca tijekom jedne godine, s ciljem sprijeCavanja
relapsa (16).

L-DEP protokol (metilprednizolon 15 mg/kg/3
dana, 0,75 mg/kg/4 dana, 0,25mg/kg/3 dana + peg-
asparaginaza 2000 IU/m?5. dan + etopozid 100 mg/
m? 1., 8., 15. dan + liposomalni doxorubicin 25 mg/
m?1.dan, ciklus traje 21 dan) se u pedijatriji kori-
sti kao druga linija lijeCenja refraktornog/relapsnog
HLH-a, a moZze se primijeniti i u odraslih, pogotovo
za refraktorni EBV-HLH (17).

Uloga alogenicne transplantacije krvotvornih
matic¢nih stanica

Indikaciju za alogeni¢nom transplantacijom kr-
votvornih mati¢nih stanica imaju pacijenti koji su

nositelji homozigotne kombinacije gena povezanih
s HLH-om, oboljeli koji imaju rekurentnu odnosno
refraktornu bolest na prvu liniju terapije, koji imaju
perzistentno odsutnu funkciju NK stanica, zahva-
¢en CNS 1 oni ¢ija je HLH posljedica druge maligne
hematoloske bolesti. Dodatno se mogu razmotriti
slucajevi kod kojih mozemo posti¢i remisiju HLH-a
1 o¢ekujemo trajno izljecenje od hematoloske bolesti
koja je uzrokovala HLH, te kod kojih je postignuta
normalizacija NK-stani¢ne funkcije (18).
HLA-tipizaciju bolesnika potrebno je uciniti vec
pri postavljanju dijagnoze, a u slucaju srodnih do-
nora preporucuje se genetski probir zbog mogucéno-
sti skrivenih mutacija povezanih s HLH-om. Tran-
splantaciju treba provesti ¢im je to moguce, idealno
u fazi remisije, buduci da je tada povezana s nizom
transplantacijskom smrtnoscu i boljim ishodima.

Zakljucak

Lijecenje HLH-a, osobito relapsnih i refraktor-
nih oblika, zahtijeva brzu procjenu, individualiziran
pristup i pravodobno uvodenje ciljane terapije. U bo-
lesnika s visokorizi¢nim oblicima bolesti, transplan-
tacija krvotvornih mati¢nih stanica ostaje klju¢na
kurativna opcija te je treba planirati u remisiji. Rana
dijagnostika, multidisciplinarna suradnja i dostu-
pnost naprednih terapija presudni su za smanjenje
smrtnosti 1 dugoro¢no prezivljenje.
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Smjernice za lijeCenje akutne promijelocitne leukemije

Mirta Mikuli¢!, Dragana Grohovac?, Pavle Ron¢evi¢!, Ranka Serventi Seiwerth!
! Zavod za hematologiju Klinika za unutarnje bolesti KBC Zagreb
? Zavod za hematologiju Klinika za unutarnje bolesti KBC Rijeka

Na jesenskom sastanku Krohema 2024. godine
predstavljena je prva verzija Krohemovih smjernica
za lijecenje akutne promijelocitne leukemije (APL).
Smjernice su rezultat rada Krohemove radne skupi-
ne (RS) za akutne leukemije (Slika 1.), a temeljene
su na preporukama za lijeCenje European Leukemia
Net (ELN) (1) 1 National Comprehensive Cancer
Network (NCCN) (2) te relevantnim klinickim stu-
dijama (3). U nastavku teksta izdvajamo najvaznije.

Slika 1. Smjernice za lijeCenje akutne promijelocitne
leukemije dostupne su na mreZnim stranicama
Krohema.

KROHEM
Radna skupina za akutne leukemije

Smijernice za lijeCenje akutne promijelocitne leukemije
ZOOM 14.10.2024. - Vinkovci 9.11.2024.
Mirta Mikuli¢, Dragana Grohovac, Pavle Ron&evié, Radovan Vrhovac, Inga Mandac

Smoljanovié, Zeljko Prka, Delfa Radi¢ Kristo, Vlatka PeriSa, Dubravka Sertic¢,
Ranka Serventi Seiwerth

Dijagnoza

APL je podtip akutne mijeloicne leukemije (AML)
koji ¢ini 10-15% novodijagnosticiranih AML, a ka-
rakterizirana je recipro¢nom translokacijom t(15;17).
Ista uklju¢uje PML (promyelocytic leukemia) gen na
kromosomu 15 1 RARA gen (retinoic acid receptor
alpha) na kromosomu 17. Kao posljedica translokaci-
je nastaje fuzijski gen PML::RARA, koji kao represor
transkripcije inhibira normalnu diferencijaciju mijelo-
idne loze, a mijeloidni prekusori koji nose ovu citoge-
netsku abnormalnost zaostaju u stadiju promijelocita.

U dijagnostici APL potrebno je uciniti sve uo-
bicajene pretrage kod sumnje na akutnu leukemiju
— kompletnu krvnu sliku, koagulogram, biokemiju
seruma te citoloSku punkciju s uzimanjem uzoraka
za morfologiju, protocnu citometriju, kariogram,
FISH 1 PCR. Dijagnoza APL se temelji na prisu-
stvu translokacije t(15;17), odnosno fuzijskog gena
PML::RARA, ili fuzijskih varijanti.

Klinic¢ka slika

Bolesnici s APL-om prezentiraju se, kao 1 ostali
bolesnici s AML, simptomima vezanima uz supre-
siju zdrave koStane srzi kao $to su slabost 1 infekcije,
a u APL tipi¢no nalazimo i1 poremecaj zgruSavanja
posljedi¢no diseminiranoj intravaskularnoj koagu-
laciji (DIK) s primarnom hiperfibrinolizom.

Lijecenje

Danas se APL vrlo uspjesno lijeci, s dugorocnim
prezivljenjem od 80-95% (1). Za uspjesnost lijecenja
zasluzne su nove sheme lije¢enja koje ukljucuju treti-
noin (ATRA) te rano prepoznavanje simptoma bole-
sti 1 brzo zapocinjanje specifi¢ne 1 potporne terapije.

Kako bi se sprijecile vrlo rane smrti bolesnika
kod kojih postoji sumnja na APL, treba ih zbrinjava-
ti kao hitno stanje i odmah hospitalizirati, i odmah
zapoceti s primjenom ATRA. Uz primjenu ATRA,
vazno je adekvatno korigirati koagulopatiju transfu-
zijama, pri ¢emu je valja odrzavati PV-INR <1.5-
2.0, fibrinogen >1.0 g/L, a trombocite >30x10%/L.
Potrebno je izbjegavati invazivne postupke kao Sto
su postavljanje centralnog venskog puta, lumbalnu
punkciju i leukafereze.

Po potvrdi dijagnoze treba zapoceti lijeCenje uvod-
nom terapijom, a tip uvodne terapije ovisi o stupnju
rizika bolesti (Slika 2.). Nalaz mutacije FLT3-ITD,
koja je ¢esta u APL, ne mijenja pristup lijeCenju.

APL se ovisno o razini leukocita dijeli na viso-
ki (L>10x10%L) i ne-visoki rizik (L<10x10%L). Ne-
visoki rizik se dodatno, ovisno o razini tromboci-
ta, dijeli na niski (Trc >40x10°/L) i intermedijarni
(Tre<40x10°/L).

Bolesnici ne-visokog rizika lijeCe se protokoli-
ma bez kemoterapije, koji se sastoje od kombinacije
ATRA 1 arsen-trioksida (ATO). Nakon uvodnog ci-
klusa koji je potrebno provoditi do redukcije blasta u
koStanoj srzi na razinu manju od 5%, predvidene su
Cetiri konsolidacijska ciklusa. Kod ovih bolesnika
ne provodi se odrZavanje.
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Slika 2. Postupak kod bolesnika sa sumnjom na APL i algoritam lije¢enja (prilagodeno prema Yilmaz M. et al. (4)).

Sumnja na APL

[

* Abnormalne razine leukocita
* Niskitrombociti Zapoceti ATRA 45 mg/m?2/d (podijeliti u dvije doze)
¥ * Poremecaj zgrusavanja ili 25 mg/m?kod mladih od 20 godina
S b (koagulopatija) sa ili bez Odrzavati trombocite > 30-50 x 10°%/L
v . krvarenja a—— Fibrinogen >1g/L
=3 * PK: Promijelociti, Auerovi §tapici ¢ INR<1.5-2.0 a
* Proto¢na citometrija pozitivna: Izbjegavati invazivne zahvate - leukafereza, LP, postavljanje CVK
CD33, CD13; Negativna/niska:
CD34, CD11b, CD117, HLA-DR |
Potvrdena APL PK i KS procjena: Kariotip, FISH, RT-PCR - t(15;17), PML::RARA, fuzijske varijante
Indukcija | l

Diferencijacijski sindrom (DS Niski/intermedijarni rizik

* Profilaksa steroidima kod ATRA +ATO
L>5x10°/L ili

+ Deksametazon 10 mg 1V Q12h ATRA + kemoterapija*
ako je DS utvrden (ukoliko ATO nije dostupan)

Visoki rizik Opterecenje tekué¢inom
ATRA + kemoterapija** * Svakodnevno pratiti tjelesnu masu
i * Strogo pracenje unos/iznos
ATRA + ATO + GO (ili IDA) Diureticima odrzatvati ravnotezu
tekuéine

¢ Privremeni prekid ATRA + ATO u
slucaju teskog DS

ATO

Profilaksa CNS-a

* Razmotriti za pacijente
visokogrizikailione s
krvarenjem u CNS

\4

Odrzavati Mg > 0.74 mmol/L

' « Odrzavati K >4 mmol/L v
* EKG dva puta tjedno

Procjena KS u 4. tiednu
Nastaviti terapiju do razine KS blasta <5%

Odgoditi intratekalne
terapije do KR

'

Konsolidacija

RT-PCR (PK) pozitivan do kraja konsolidacije I

Praéenje/Odrzavanje

v ' v

Visoki rizik

KKS i RT-PCR svaka 3 mj. (KS) ili
4-6j. (PK), 2-3 godine
Odrzavanje u slu¢aju ATRA +
kemoterapija**

Niski/intermedijarni rizik
KKS svaka 3 mjeseca 2-3 godine
RT-PCR nije rutinski potreban¥

* Nije potrebno odrzavanje kod .
bolesnika na ATRA+ATO

Prvirelaps

* ATRA +ATO = ATRA + kemoterapija
»”| « ATO + GO +/- ATRA
* Transplantacija krvotvornih mati¢nih stanica

(+)RT-PCR

- Svaki RT-PCR pozitivitet tijekom monitoriranja mora biti potvrden jo$ jednim (za 2-4 tj.)

- Razmotriti RT-PCR monitoriranje (svaka 3 mj., 2-3 godine ) za bolesnike s > 60 godinaili one koje su imali prekide u lije¢enju

8- Za potvrdu RT-PCR pozitiviteta, treba ponoviti testiranje za 2-4 tj. Ukoliko je potvrden +, lijeCiti
kao prvi relaps. Ukoliko je negativan, monitorirati RT-PCR svaka 3 mj. KS/4-6 tj. PK, 2-3 godine

APL akutna promijelocitna leukemija, PK periferna krv, KS koStana srz, ATRA tretinoin, LP lumbalna punkcija, CVK centralni venski kateter, DS diferencijacijski sindrom, ATO arsen trioksid, GO gemtuzumab ozogamicin, IDA idarubicin,

*Ne-visoki rizik APL: ATRA + IDA **Visoki rizik: ATRA + IDA ili ATRA + antraciklin + ARA-C u konsolidaciji

Bolesnici visokog rizika lijeCe se kombinacijom
ATRA i kemoterapije. Uvodni ciklus traje do reduk-
cije blasta u kostanoj srzi na razinu manju od 5%, a
predvidena su tri konsolidacijska ciklusa i odrzava-
nje kroz dvije godine. Recentne studije pokazale su
visoku uc¢inkovitost kombinacije ATRA+ATO i kod
ovih bolesnika (3), a u uvodnoj terapiji dodaje se ili
idarubicin ili gemtuzumab-ozogamicin u svrhu re-
dukcije broja leukocita (4).

Kako kod bolesnika koji primaju ATRA+ATO
postoji rizik od razvoja diferencijacijskog sindroma
(DS), potrebno je provoditi profilaksu DS kortiko-
steroidima kod svih bolesnika s vrijednostima leu-
kocita >5x10°/L.

Procjena odgovora na lijecenje i praéenje
mjerljive ostatne bolesti

Kod svih bolesnika u tijeku uvodnog lijeenja
prva citoloSka punkcija koStane srzi treba biti oko 28.
dana. Terapija se nastavlja s ponavljanjem punkcije
svakih 7 dana do postizanja razine blasta manje od
5% u kostanoj srzi. Prac¢enje mjerljive ostatne bolesti
(MRD-measurable residual disease) metodom RT-
PCR preporuceno je po zavrsetku konsolidacijskog
lijeCenja, a dodatno pracenje MRD kroz dvije godi-
ne obavezno je kod bolesnika visokog rizika. Ritam
prac¢enja MRD ovisi o tome izvodi li se RT-PCR iz
koStane srzi — svaka tri mjeseca ili iz periferne krvi
— svakih 4-6 tjedana. U slucaju nalaza pozitivnog
RT-PCR, obavezno je potvrditi nalaz ponavljanjem
pretrage za 2-4 tjedna.
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Posebnosti u lije¢enju APL

Smjernice takoder opisuju 1 posebnosti lijecenja

starijih bolesnika i bolesnika s komorbiditetima te
trudnica, kao 1 lijecenje u slu¢aju relapsa ili RT-PCR
pozitiviteta i relapsa u CNS.

Vazno:

Temelj dijagnoze APL jest nalaz t(15;17)
(q24.1;q21.2), odnosno PML::RARA

Vec kod sumnje na APL odmah treba zapoceti
primjenu ATRA 45 mg/m?, podijeljeno u dvije
doze (bolesnici <20 godina ATRA 25 mg/m’).
Ukoliko dijagnoza ne bude potvrdena, ATRA se
moze prekinuti bez znacajnijih nuspojava.
Usporedo s primjenom ATRA, potrebno je
provoditi agresivne potporne mjere i adekvatno
korigirati koagulopatiju transfuzijama, pri cemu
valja odrzavati PV-INR <1,5-2,0, fibrinogen >1,0
g/L, a trombocite >30-50x10°/L

U slucaju L>5x10°/L, primijeniti kortikosteroid u
profilaksi diferencijacijskog sindroma
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Sekvenciranje nove generacije u akutnoj mijeloi¢noj leukemiji

Mirta Mikuli¢!, Margareta Radi¢ Antolic?, Monika Kolundzi¢?
! Zavod za hematologiju, Klinika za unutarnje bolesti, KBC Zagreb
? Klini¢ki zavod za laboratorijsku dijagnostiku, KBC Zagreb

Uspjesno lijecenje akutnih leukemija zahtje-
va timski rad klinickih 1 laboratorijskih struka,
od postavljanja dijagnoze do dugotrajnog pracenja
bolesnika.

U slozenu slagalicu dijagnoze akutne mijelo¢ne
leukemije (AML) od nedavno uvrStavamo i nalaz
NGS-a. Kratica NGS znac¢i Next Generation Se-
quencing — sekvenciranje nove generacije. Radi se o
tehnologiji masivnog paralelnog sekvenciranja koje
nam omogucuje istovremeno pretrazivanje veceg
broja uzoraka za velik broj mutacija. U AML, gen-
sko profiliranje pomoc¢u NGS-a ima klju¢nu ulogu u
dijagnozi, stratifikaciji rizika, odabiru ciljane terapi-
je te identifikaciji biomarkera za pracenje mjerljive
ostatne bolesti (MRD). Uz navedeno, pomo¢u NGS-
a moguce je identificirati nositelje zametnih muta-
cija u podlozi predispozicije za mijeloidne tumore

(1,2).

Klasifikacija AML

Pocetak klasifikacije AML seze u sedamdesete
godine proslog stolje¢a s razvojem FAB klasifikacije
(French-American-British) bazirane na morfologiji,
citokemiji 1 imunocitokemiji, te kvantifikaciji blasta
u kostanoj srzi (3).

Slika 1. Pretrage i postupci kod dijagnoze AML.

Od 2001. godine, uvodenjem klasifikacije po
Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji (World Health
Organization, WHO), kao neophodni u dijagnozi
AML uvrsteni su nalazi proto¢ne citometrije, cito-
genetike 1 molekularne dijagnostike. Kroz nekoliko
izdanja WHO Kklasifikacije bilo je dodavano sve vise
genskih biljega, dok se razina blasta u koStanoj srzi
potrebnih za dijagnozu mijenjala ovisno o genskom
profilu. Posljedi¢no, vazan pomak i doprinos klasifi-
kacije prema WHO nije samo preciznija dijagnosti-
ka ve¢ 1 procjena prognoze bolesti (3).

Dvije najnovije klasifikacije iz 2022. godine - 5.
izdanje klasifikacije WHO ,,World Health Organi-
zation Classification of Haematolymphoid Tumours:
Myeloid and Histiocytic/Dendritic Neoplasms* (4), 1
,International Consensus Classification of Myeloid
Neoplasms and Acute Leukemias“(5), temelje se na
identifikaciji promjena najmanje 22 gena u dijagnozi
AML (RARA, KMT2A, RUNXI1, CBFB, NUP214,
MECOM, ABLI1, NPM1, CEBPA, TP53, ASXLI,
BCOR, EZH2, RUNXI1, SF3BI, SRSF2, STAG2,
U2AF1, ZRSR2, FLT3, IDHI i IDH2).

Sukladno tome KROHEM je u svojim Smjerni-
cama za lijeCenje AML (6) usvojio preporuke Euro-
pean Leukemia Net (ELN) za dijagnostiku i lijeCe-
nje AML (2) (Slika 1).

Pretrage i postupci kod dijagnoze AML* - preporuke ELN

Pretrage i postupci

Pretrage za postavljanje dijagnoze

Kompletna krvna slika s diferencijalnom krvnom slikom

Aspirat kostane srzi

Biopsija kostane srzi — kod dobivanja neadekvatnog uzorka aspiracijom
Imunofenotipizacija proto¢nom citometrijom

Dodatne pretrage i postupci

Fizikalni pregled

Status performans (ECOG/WHO skor)
Gerijatrijska procjena (optional)
Biokemija, koagulacija

Geneticke analize

Citogenetika

Probir na mutacije gena koje su neophodni za
postavljanje dijagnoze i identificiranje mutacija za ciljanu
terapiju

5-7 dana

FLT3,9 IDH1, IDH2 3-5dana
NPM1 3-5 dana
CEBPA,# DDX41, TP53; ASXL1, 1. Ciklus
BCOR, EZH2, RUNX1, SF3B1,

SRSF2, STAG2, U2AF1, ZRSR2

Probir za preuredbe gena

PML::RARA, CBFB::MYH11, 3-5dana

RUNX1::RUNX1T1, KMT2A
rearanZmani, BCR::ABL1,
Drugi fuzijski geni

Preporuceni rok za dobivanje nalaza:

Serologija hepatitis A, B, C; HIV-1; CMV, EBV, HSV, VZV
Test na trudno¢u serum

Procjena podobnosti za alogeni¢nu TKMS, tipizacija HLA
RTG pluda, 12-kanalni EKG, UZV srca na indikaciju

CT toraksa na indikaciju

Lumbalna punkcija na indikaciju

Informacija o krioprezervaciji siemena i oocita---
Biobanka

Dodatne analize gena preporucene pri dijagnozi
ANKRD26, BCORL1, BRAF, CBL, CSF3R, DNMT3A, ETV6, GATA2, JAK2,
KIT, KRAS, NRAS, NF1, PHF6, PPM1D, PTPN11, RAD21, SETBP1, TET2, WT1

Anamneza

Demografija i osobna anamneza
Obiteljska anamneza
Anamneza krvarenja

Analiza komorbiditeta

*Prilagodeno prema preporukama ELN 2022 (Déhner et al. Blood 2022), za detalje molimo vidjeti originalnu publikaciju
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U molekularnu dijagnostiku AML uz te-
stiranje  PCR-om  na  fuzijske  prijepise
PML::RARA, CBFB:MYHII, RUNXI::RUNXITI,
KMT2A::MLLT3, DEK::NUP214, BCR::ABLI i mu-
tacijski status FLT3 1 NPM1, ukljucen je i NGS cilja-
ni panel gena koji minimalno mora sadrzavati FLT3,

IDHI, IDH2, NPM1, CEBPA, DDX41, TP53, ASXLI,
BCOR, EZH2, RUNXI, SF3BI, SRSF2, STAG2,
U2A4F1, ZRSR?2 (Slika 2). Preporuc¢eno vrijeme za
dobivanje nalaza NGS-a jest zavrSetak uvodnog ci-
klusa lijecenja. Kod relapsa indicirano je ponoviti
molekularna testiranja kao i kod de novo bolesti.

Slika 2. Molekularna dijagnostika i praéenje odgovora u AML.

Molekularna dijagnostika i pra¢enje odgovora u AML — Zakljuéci sastanka Radne skupine 02/2024. (M. Radi¢ Antolic)

Obrada dijagnostickog uzorka — ELN 2022

Uzorak: KOSTANA SRZ (EDTA — ljubicasti ¢ep - na ledu 2-8°C)
- iznimno periferna krv — mora biti >20% blasta

v'izdvojiti RNA — pohraniti na -20°C (dugotrajno na -80°C)

1. Fuzijski prijepisi - TAT = 14 dana (FISH - 5-7 dana*)

v Odrediti tip mutacije Sangerovim sekvenciranjem ili NGSom

v' izdvojiti DNA — pohraniti na 2-8°C — centri koji ne rade ili rade djelomi¢nu obradu pohraniti jedan alikvot za ARHIVU
(volumena minimalno 20pl DNA c,,;,,=50ng/pl, ¢istoce A260/A280=1,8 do 2,0)

a. PML::RARA, CBFB::MYH11, RUNX1::RUNX1T1 - kvalitativno kao potvrda translokacija (FISH)
b. KMT2A::MLLT3, DEK::NUP214 - kvalitativno kao potvrda translokacija (FISH)
c. BCR::ABL1 - obavezno odrediti tip prijepisa i navesti na nalazu: Major — e13a2, e14a2, e13a3, el4a3; minor — ela2, ela3

2. Mutacijski status FLT3 — na nalazu obavezno navesti metodologiju, koji ekson/kodone pokriva analiza - TAT = 3-5 dana
a. Internatandemska duplikacija (ITD) — u eksonima 14 i 15 (npr. Thiede C et al. Blood 2002;99:4326- 35.)
» ako se dokazuje samo u eksonu 14 (Nakao i sur. 1996) — obavezno naznaéiti da nije analiziran ekson 15
b. Mutacije u tirozin kinaznoj domeni (TKD) — D835, 1836 kodoni (npr. Murphy KM et al. J Mol Diagn. 2003;2:96-102)

3. Mutacijski status NPM1 — na nalazu obavezno navesti tip mutacije (A — dupTCTG, B — insCATG, D — insCCTG) TAT = 3-5 dana
v' mutaciju dokazati analizom fragmenata na kapilarnoj elektroforezi (npr. Thiede C. et al (2006) Blood, 107(10):4011-4020)

v Kvantificirati mutacije A, Bi D - rezultat se izraZava u postotku ili u broju kopija na 104 kopija ABL1.

4. NGS - ciljani panel gena koji minimalno mora sadrzavati: FLT3, IDH1, IDH2, NPM1, CEBPA, DDX41, TP53, ASXL1, BCOR, EZH2, RUNX1, SF3B1,
SRSF2, STAG2, U2AF1, ZRSR2, a dodatna preporuka su: ANKRD26, BCORL1, BRAF, CBL, CSF3R, DNMT3A, ETV6, GATA2, JAK2, KIT, KRAS,
NRAS, NF1, PHF6, PPM1D, PTPN11, RAD21, SETBP1, TET2, WT1 (*Déhner H et al. Blood. 2022 Sep 22;140(12):1345-1377.) TAT = kraj 1 ciklusa th

Slika 3. Stratifikacija rizika prema ELN 2022 ovisno o genetskim biljezima.

Stratifikacija rizika prema ELN 2022 ovisno o genetskim biljezima*

Kategorija rizika Genetski poremecaj

Povoljni 1(8;21)(922;922.1)/RUNX1::RUNX1T1, ¥
inv(16)(p13.1922) or t(16;16)(p13.1;922)/
CBFB::MYH11,#

Mutirani NPM1,§ bez FLT3-ITD

bZIP in-frame mutacija CEBPAk

Intermedijarni Mutirani NPM1,§ with FLT3-ITD
Wild-type NPM1 with FLT3-ITD (bez
genetskih poremedaja za visoki rizik)
1(9;11)(p21.3;q23.3)/MLLT3::KMT2A,1
Citogenetski i/ili molekularni
poremecaji koji nisu klasificirani kao
povoljni ili nepovoljni

Nepovoljni t(6;9)(p23.3;934.1)/DEK::NUP214
t(v;1123.3)/KMT2A-rearranged#
t(9;22)(934.1;q11.2)/BCR::ABL1
(8;16)(p11.2;p13.3)/KAT6A::CREBBP
inv(3)(g21.3926.2) or t(3;3)(q21.3;926.2)/
GATA2, MECOM(EVI1)
t(3926.2;v)/MECOM(EVI1)-rearranged
25 or del(5q); 27; 217/abn(17p)
Kompleksni kariotip,** monosomalni
kariotiptt

Mutacije ASXL1, BCOR, EZH2, RUNX1,
SF3B1, SRSF2, STAG2, U2AF1, and/or
ZRSR2%%

Mutirani TP53a

FIstovremene mutacije KIT i/ili FLT3 gena ne mijenjaju kategoriju rizika
§AML with NPM1 mutation and adverse-risk cytogenetic abnormalities are categorized
as adverse-risk.
K s povoljnim ishodom su povezane samo in-frame mutacije affecting basic leucine zipper (bZIP) regije
CEBPA, i mono- i bialelne
1) Prisustvo t(9;11)(p21.3;923.3) je znacajnije od ev. istovremenih genetskih poremecaja nepovoljnog
rizika
# 1zuzev parcijalne tandem duplikacije (PTD) KMT2A.
**Kompleksni kariotip: >3 nepovezana kromosomska poremecaja bez istovremenih drugih definirajucih
rponavljajucih genetskih poremecaja, izuzev hiperdiploidnog kariotipa s tri ili vide trisomije ili polisomije
bez strukturalnih poremecaja
+tMonosomalni kariotip: prisustvo dvije ili viSe znatajne monosomije (osim gubitka X ili Y) ili jedna

ija u inaciji s najmanje jednim str im kr im por

(izuzev CBF-AML)

+1+U prisustvu znacajki povoljnog rizika, ne ovi se biljezi ne smatraju nepovoljnima

aTP53 mutacija s min VAF-om 10%, bez obzira je li mutacija mono- ili bialelna; TP53 mutacije su zna¢ajno
p sAMLs im ili im kariotipom

*Prilagodeno prema preporukama ELN 2022 (Dohner Blood 2022), za detalje molimo vidjeti originalnu pgblikaciju
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Utjecaj NGS na lijecenje AML

Najznacajniji utjecaj NGS-a jest na stratifikaciju
rizika oboljelih od AML. Stratifikaciju rizika pre-
ma ELN (2) ovisno o genetskim biljezima preuzeo
je 1 KROHEM (Slika 3) (6). Stupanj rizika (povoljni,
intermedijarni i nepovoljni), u odraslih bolesnika u
dobi do 65-70 godina, utjece na odabir sheme lijece-
nja i planiranje postremisijskog lije¢enja. Tako se u
lije¢enju bolesnika povoljnog rizika uz standardnu
shemu ,,3+7* koja uklju¢uje daunorubicin 1 citara-
bin, moZe dodati i gemtuzumab ozogamicin, a u tih
se bolesnika alogeni¢na transplantacija krvotvornih
maticnih stanica (TKMS) planira u slucaju neade-
kvatnog odgovora na lije¢enje ili u drugoj remisij.
S druge strane, u lijeCenju bolesnika nepovoljnog
rizika, prvenstveno onih s mutacijom 7P53, umjesto
intenzivne kemoterapije moze se primijeniti kom-
binacija azacitidina s venetoklaksom. Svi bolesnici
intermedijarnog i nepovoljnog rizika kandidati su za
alogeni¢nu TKMS, ukoliko nemaju kontraindikaci-
je. (6)

Dodatno, molekularne metode omogucavaju nam
ciljano lijeCenje, FLT3 inhibitorima i /DHI i IDH?2
inhibitorima (potonji jo§ nisu dostupni u RH).

Molekularni MRD

NGS-om moguce je identificirati biomarkere po-
godne za pracenje mjerljive ostatne bolesti moleku-
larnim metodama, $to je vazno u procjeni odgovora
na lijecenje 1 eventualnoj modifikaciji terapije, te za
rano otkrivanje relapsa.

Preventivna uloga NGS-a

U identifikaciji bolesnika s mutacijama zametnih
stanica koje nose predispoziciju za mijeloidne neo-
plazme, uz detaljnu obiteljsku anamnezu, neizosta-
van je 1 NGS kojim je potrebno testirati bolesnike i
po potrebi ¢lanove obitelji. Osim u svrhu prepozna-
vanja nasljedne predispozicije za hematoloski mali-

gnitet, koristi se 1 pri odabiru darivatelja krvotvor-
nih mati¢nih stanica.

Iskustva KBC Zagreb

U KBC Zagreb, NGS se u rutinsku dijagnosti-
ku AML uvodi pocetkom 2020. godine i do sada je
izvedeno preko 450 analiza. Metoda koja se kori-
sti jest ciljani genski panel (Agilent Technologies,
Santa Clara, SAD) kojim je u pocetku bilo pokri-
veno 54 gena, ali je naknadno proSiren na ukupno
62 gena. Tehnologijom obogacivanja na kuglicama
pripremaju se pojedinacne knjiznice za analizu so-
matskih mutacija bolesnika s dijagnozama AML,
MDS, MPN, CML, CMML, JMML i ALL. Dobi-
veni podaci analiziraju se pomocu online platforme
Varsome Clinical. Identificiraju se varijante tipa
toCkastih mutacija te malih insercija i delecija gena,
a interpretaciju patogenosti varijante u kontekstu
hematoloske malignosti omoguc¢uju baze podataka
s literaturnim dokazima poput Varsome Clinical-
a, Cosmic-a, ClinVar-a, Franklin-a, i drugih. Nalaz
obuhvaca tabli¢ni prikaz varijanti uz HGSV nomen-
klaturu, klini¢ki znacaj i1 frekvenciju varijante u
uzorku (VAF). Osim somatskih, moguce je pronaci
1 potencijalne varijante zametnih stanica koje je po-
trebno potvrditi u nehematopoetskom tkivu.

Kako bismo procijenili utjecaj nalaza NGS-a na
stratifikaciju rizika naSih bolesnika, proveli smo
analizu rezultata NGS-a u 47 novodijagnosticiranih
bolesnika s AML-om s medijanom dobi 47 godi-
na (18-81), lije¢enih u KBC Zagreb u razdoblju od
2020-2024. godine. NGS je pridonio klasifikaciji 10
bolesnika, te reklasifikaciji 4 bolesnika. Medu naj-
¢eSc¢e prisutnim mutacijama bile su mutacije NPM1
1 DNMT3A4, a zamijetili smo istovremenu prisutnost
NPMI1-DNMT3A, 1 medusobnu iskljuc¢ivost NPMI-
TP53 (Slika 4), kako je opisano i ranije u literaturi
(7,8). Ovom smo analizom potvrdili vrijednost me-
tode u svakodnevnom klini¢kom radu.
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Slika 4. Molekularni profil 47 bolesnika s novodijagnosticiranom AML analizirano NGS-om.
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Zakljucak

NGS je metoda koja znacajno pridonosi kvalite-
ti lijeCenja bolesnika s AML. lako sa sobom nosi
nezanemarivo dodatno opterecenje laboratorijskog
osoblja kao i financijske troskove, neophodno je
da bude dostupan svim bolesnicima s dijagnozom
AML podobnima za lijeCenje.
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Mutacije zametne loze i obiteljska sklonosti za razvoj hematoloskih malignih bolesti u oboljelih

Z. Serti¢ i suradnici

od akutne mijeloi¢ne leukemije — studija Krohema i poziv na suradnju

Mutacije zametne loze i obiteljska sklonosti za razvoj hematoloskih malignih bolesti u
oboljelih od akutne mijeloi¢ne leukemije — studija Krohema i poziv na suradnju

Zrinka Serti¢!, Margareta Radi¢ Antolic?, Monika Kolundzi¢?, Nadira Durakovi¢!?
! Zavod za hematologiju, Klinika za unutarnje bolesti, KBC Zagreb
? Klini¢ki zavod za laboratorijsku dijagnostiku, KBC Zagreb

3 Medicinski fakultet u Zagrebu

Akutna mijeloicna leukemija (AML) zlo¢udna
je hematoloska bolest u kojoj mutacije u genima
progenitornih hematopoetskih stanica dovode do
njihove smanjene sposobnosti samoregulacije, ra-
zvojnog aresta 1 ubrzane proliferacije (1). Genska
heterogenost AML otkrivena sekvenciranjem iduce
generacije (eng. next generation sequencing, NGS)
cijelog genoma, egzoma, RNA, mikroRNA 1 anali-
zom metilacije DNA opisana je u nekoliko velikih
istrazivanja (2-5), a konac¢ni razvoj bolesti rezultat
je stjecanja “pogonskih® (eng. driver) mutacija u
vise bioloskih puteva.

Suprotno dosadasnjoj paradigmi da je fenotip
akutne leukemije rezultat nakupljanja somatskih
mutacija, napredak metoda genske analize otkrio
je da bi u oko 10% slucajeva mutacije zametne loze
(eng. germline) mogle biti prvi korak u leukemoge-
nezi (6). Otkri¢e novih zametnih varijanti gena po-
vezanih s predispozicijom za mijeloidne neoplazme
odrazilo se 1 na njihovu vecu zastupljenost u novim
izdanjima klasifikacije mijeloidnih neoplazmi Svjet-
ske zdravstvene organizacije (eng. World Health Or-
ganisation, WHO) 1 ICC (eng. International Consen-
sus Classification) (7,8). NajceSc¢e su patogene 1 vje-
rojatno patogene zametne varijante u DDX4] genu,
zatim TP53, GATA2, SBDS, RUNXI i CHEK? (9),
a iako se primarno povezuju s nastankom maligne
bolesti u mladih bolesnika, mogu biti otkrivene pri
dijagnozi u bilo kojoj dobi s genima poput DDX4] i
CHEK? koji su povezani s progresijom u mijelodis-
plasti¢ni sindrom (MDS) ili AML petom desetljecu
zivota 1 kasnije (10).

Pravovremeno prepoznavanje zametne varijante
u bolesnika moze odrediti rizik bolesti, usmjeriti
terapijsku odluku 1 utjecati na ishod lijecenja. Pri-
mjerice, bolesnici s AML 1 zametnom varijantom
CEBPA gena imaju bolje ishode od onih sa spora-
di¢nim somatskim CEBPA mutacijama, ali su skloni
kasnijim ponavljaju¢im de novo epizodama akutne
leukemije (11). Bolesnici sa zametnom varijantom
gena DDX4] lijeCeni intenzivnom kemoterapijom
imaju nizu stopu relapsa u odnosu na na one s div-

ljim tipom DDX41 1 boles¢u visokog rizika prema
European LeukemiaNet (ELN) stratifikaciji (15%
vs. 44% u prvoj godini), ali viSu stopu kasnih re-
lapsa (82% vs. 75% u prve tri godine) (12), dok su
zamijeceni bolji 1 rani i1 kasni ishodi lijecenja hipo-
metiliraju¢im lijekovima u bolesnika s MDS/AML
1 zametnom varijantom DDX4] u odnosu na divlji
tip (13). Alogenic¢na transplantacija krvotvornih ma-
ticnih stanica (KMS) metoda je izbora za lijeCenje
visokorizi¢nih bolesnika, a postojanje zametne vari-
jante moze utjecati na izbor darivatelja jer je najpo-
zeljniji darivatelj KMS jos uvijek srodni HLA-podu-
darni Clan obitelji, potencijalni nositelj iste mutacije.
Razvoj donorom posredovane maligne bolesti (eng.
donor derived malignancy, DDM) poput MDS ili
AML zabiljeZeno je u do 2-5% poslijetransplantacij-
skih relapsa kao posljedica prijenosa stecenih mu-
tacija u obliku klonske hematopoeze, ali 1 mutacija
zametne loze darivatelja (14,15). Mutacije zametne
loze darivatelja povezane su i1 s neuspjeSnim usadi-
vanjem presatka i izostankom imune rekonstitucije,
te komplikacijama prilikom prikupljanja KMS po-
put otezane mobilizacije ili razvoja akutne leukemi-
je u darivatelja (16—20). U do sada zabiljezenim slu-
¢ajevima posttransplantacijskih komplikacija tek je
naknadnom analizom potvrdena zametna mutacija
u poznatim genima povezanima s predispozicijom
za mijeloidne neoplazme poput RUNXI, GATA2,
CEBPA i DDX41.

Utjecaj mutacija zametne loze na rizik razvoja
hematoloskih malignih bolesti uklju¢uju¢i AML jos
je uvijek nedovoljno razjasnjena i nosi puno otvore-
nih pitanja. Klasifikacija zametnih varijanti poveza-
nih s mijeloidnim neoplazmama podlozna je brzim
promjenama sukladno mnostvu novih otkri¢a i tre-
nutno ne postoje jasne smjernice koga testirati, kada
1 kojim opsegom genskog panela, kao niti za nadzor,
zbrinjavanje 1 gensko savjetovanje zdravih nositelja
patogenih 1 vjerojatno patogenih varijanti zbog va-
rijabilne latencije 1 penetrantnosti gena koji nose ra-
zlicit rizik sekundarnih genskih dogadaja 1 progresi-
je umalignu bolest. Koliko nam je poznato, trenutno
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nema istrazivanja koje se bave njihovom ucestalos¢u
u ¢lanova obitelji oboljelih od AML. Za razliku od
solidnih tumora, dokazivanje mutacije zametne loze
u malignim hematoloSkim bolestima nema samo
ulogu pracenja i rane dijagnostike za srodnike vec¢ 1
potencijalne terapijske implikacije za oboljele ukoli-
ko se razmatra srodni darivatelj za alogeni¢nu tran-
splantaciju KMS. Prema NCCN smjernicama (eng.
National Comperhensive Cancer Network) u drugim
malignim bolestima ucestalost veca ili jednaka 5%
opravdava redovni probir na zametne varijante (21).
lako aktualne ELN smjernice prepoznaju vaznost
utvrdivanja zametnih varijanti pri dijagnozi (22),
trenutno se ne provodi sustavni probir na mutacije
zametne loze u bolesnika s AML i ¢lanova njihovih
obitelji i nema dostupnih literaturnih podataka koji
bi govorili u prilog odnosno protiv takvog probira u
redovnoj klinickoj praksi.

Od studenog 2024. godine na Zavodi za hemato-
logiju 1 Zavodu za laboratorijsku dijagnostiku Kli-
nickog bolnickog centra Zagreb u sklopu projekta
Radne skupine za laboratorijsko-dijagnosticku he-
matologiju Krohema provodi se prospektivno istra-
zivanje Ciji je glavni cilj utvrditi ucestalost mutacija
stanica zametne loze u bolesnika s novodijagnosti-
ciranom AML koji su podobni za lijeCenje inten-
zivnom kemoterapijom i/ili alogeni¢nom transplan-
tacijom KMS, te ucestalost bolesnika kod kojih je
ista mutacija prisutna i u prvih srodnika. Kriteriji
ukljuc¢enja su odrasla dob (navrSenih 18 godina ili
vise), dijagnoza AML prema dijagnostickim krite-
rijima Svjetske zdravstvene organizacije (8) 1 pot-
pisan informirani pristanak. Kriteriji isklju¢enja su
dob od 65 godina ili vise, nepodobnost za lije¢enje
intenzivnom kemoterapijom i/ili alogeni¢nom tran-
splantacijom KMS procijenjena prema AML-CM
procjeni rizika prema Sorroru (23) i/ili procjeni vo-
deceg lijecnika. O ispitanicima su prikupljeni rele-
vantni demografski i1 klini¢ki podaci pri dijagnozi,
a u svrhu provodenja dodatnih eksplorativnih ana-
liza ukljuceni bolesnici biti ¢e praceni do progresije
bolesti, smrti ili kraja istrazivackog razdoblja, te ce
tijekom pracenja biti zabiljezen odgovor na terapi-
ju definiran prema ELN smjernicama (22) i1 preziv-
ljenje. Svakom bolesniku se prilikom postavljanja
dijagnoze uzima uzorak koStane srzi za moleku-
larno profiliranje pomocu ciljanog NGS panela koji
ukljucuje gene za koje je poznato da su povezani s
razvojem mijeloidnih neoplazmi. U slu¢aju sumnje

na zametnu varijantu provest ¢e se uparena analiza
Sangerovim sekvenciranjem ne-hematoloskog tkiva,
odnosno uzorka bukalne sluznice. Istom metodom
¢emo iz uzorka periferne krvi istraziti prisutnost
prethodno dokazane zametne varijante i kod prvih
srodnika bolesnika (roditelja, djece, brace 1 sestara).

Uz ocekivani skori pocetak suradnje s Klinic-
kim bolni¢kim centrom Split i Klini¢kom bolnicom
Dubrava, u svrhu prikupljanja $to vjerodostojnijeg
uzorka populacije bolesnika s AML u Republici
Hrvatskoj, ovim putem pozivamo i ostale hrvatske
centre na suradnju uklju¢ivanjem svojih bolesnika
s novodijagnosticiranom AML. Ukoliko ovo istra-
zivanje dovede do otkri¢a novih zametnih varijan-
ti ili mutacijskih uzoraka nadopunilo bi spoznaje
o heterogenosti genske podloge AML, a probir na
mutacije zametnih stanica unutar obitelji pomogao
bi razjasniti predispoziciju za razvoj malignih he-
matoloskih bolesti 1 utjecati na odabir optimalnog
darivatelja za transplantaciju KMS.
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Na jesenskom sastanku Kooperativne grupe za
hematoloske bolesti Krohem u Vinkovcima u stu-
denom 2024. Radna skupina za Ph-negativne mije-
loproliferativne neoplazme (MPN) Krohema prika-
zala je rezultate online upitnika o stavovima i prefe-
rencijama hrvatskih hematologa o zdravstvenoj skr-
bi odraslih bolesnika s MPN u Republici Hrvatskoj
(RH). U online anketi je sudjelovao 31 hrvatski he-
matolog, uglavnom iz klinickih ustanova (71,9%) 1
vecinom (53,3%) s dugogodi$njim (>10 godina) isku-
stvom u lije¢enju MPN. Ukratko, rezultati prikazane
ankete pokazali su kako se hrvatski hematolozi jako
dobro pridrzavaju trenutno vaze¢ih medunarodnih
smjernica (European Leukemia Network-ELN) za
dijagnozu, stratifikaciju rizika i lije€enje bolesnika
s MPN. Toc¢nije, vecina ispitanika koristi ELN-ov
skor (koji u obzir uzima dvije varijable: starija Zi-
votna dob 1 preboljela tromboza) i revidirani IPSET
(engl. International Prognostic Score for Thrombo-
sis in ET, u obzir uzima tri varijable - dob> 60 go-
dina, preboljela tromboza i prisutnost JAK2V617F
mutacije) za stratifikaciju rizika bolesnika s policite-
mijom verom (PV) i esencijalnom trombocitemijom
(ET), dok su IPSS (engl. International Prognostic
Scoring System, 22,6%) 1 dinamicki IPSS (DIPSS,
64,5%) najcesce koriSteni skorovi za procjenu rizi-
ka bolesnika s mijelofibrozom (MF). Hidroksiureja
je 1 dalje najcesce korisSten citoreduktivni agens za
prvu liniju lijeCenja visokorizi¢nih bolesnika s PV
(87,1%) 1 ET (80%), nakon cega slijede razliciti obli-
ci interferona. Kod bolesnika rezistentnih/intoleran-
tnih na hidroksiureju, hrvatski hematolozi najcesce
koriste ruxolitinib kod bolesnika s PV (32,3%), te
interferone (48,4%) 1 anagrelid (25,8%) u bolesnika
s ET. Eritropoetin je najceSce koristen (51,6%) za
lijeCenje anemije, a ruxolitinib (93,5%) za lijecenje
splenomegalije u bolesnika s MF. Recentnim dola-
skom ropeginterferona na hrvatsko trziste te ruxoli-

tiniba na listu Posebno skupih lijekova za lijecenje
PV, moguce je da ¢e se ovi podaci i ponesto mije-
njati. Zanimljivo, hrvatski hematolozi smatraju nove
antikoagulanse (npr. rivaroksaban, apiksaban, da-
bigatran 1 edoksaban) sigurnim u lije¢enju bolesni-
ka s MPN 1 koristi ih preko 90% ispitanika, dok su
primjena acetilsalicine kiseline u visSe dnevnih doza
kao 1 primjena MPN-SAF (engl. Myeloproliferative
Neoplasm Symptom Assessment Form) upitnika za
procjenu simptoma bolesti bili vrlo slabo zastuplje-
ni. Konac¢no, ¢ak dvije tre¢ine hematologa ima mo-
guénost ukljuciti bolesnike s MPN u klinicke stu-
dije u svom centru. Sve navedeno sugerira kako je
zdravstvena skrb bolesnika s MPN u RH zaista na
visokoj razini.

Rezultati provedenog istrazivanja objavljeni su u
Casopisu Journal of Clinical Medicine na koji upu-
¢ujemo sve zainteresirane Citatelje ukoliko o istima
zele saznati viSe detalja (1). Naredni koraci Radne
skupine KROHEM-a za Ph-negativne MPN su istra-
ziti epidemiologiju MPN u RH, te izrada smjernica
za ET, PV 1 klonalnu hematopoezu neodredenog
znacaja (engl. Clonal Hematopoiesis of Indetermi-
nate Potential, CHIP).
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Uvod

Klasifikacija Svjetske zdravstvene organizaci-
je (SZO) razlikuje Philadelphia (Ph) pozitivne 1 Ph
negativne mijeloproliferativne neoplazme (MPN).
Prisustvo Ph kromosoma nastalog translokacijom
dijelova dugih krakova kromosoma 9 i 22 na mo-
lekularnoj razini znaci prisustvo fuzijskog onkoge-
na BCR::ABLI koji ukazuje na dijagnozu kroni¢ne
mijeloi¢ne leukemije (KML) kao jedine Ph pozitiv-
ne MPN, dok njegovo odsustvo ukazuje na drugu
skupinu, Ph negativne MPN 1 dijagnozu policitemi-
je vere (PV), esencijalne trombocitemije (ET), pri-
marne mijelofibroze (PMF), a rijetko na kroni¢nu
neutrofilnu leukemiju (KNL), kroni¢nu eozinofilnu
leukemiju (KEL) i nespecificirane MPN (1).

Somatske mutacije u genima uklju¢enim u signa-
lizaciju tirozin kinaze (JAK2, MPL 1 CALR) pred-
stavljaju klju¢ne molekularne dogadaje u patogenezi
Ph negativnih MPN (2). Mutacija JAK2 V617F ka-
rakteristicna za PV, no prisutna i u drugim MPN
(ET 1 PMF) uzrokuje konstitutivne aktivacije JAK
- STAT signalnog puta i1 u konacnici nekontroliranu
proliferaciju krvnih stanica. Za razliku od fuzijskog
onkogena BCR::ABL1 u KML, koji aktivira viSe si-
gnalnih puteva, ukljucujuci posredno i JAK—STAT
signalni put, mutacija JAK2 V617F uzrokuje izravnu
1 trajnu aktivaciju JAK-STAT signalizacije, neovi-
sno o vezanju citokina na njihove specificne recep-
tore za hematopoetske ¢imbenike rasta. Ova razlika
u mehanizmu aktivacije JAK—STAT signalnog puta
odrazava se 1 na bioloske karakteristike te terapijski
odgovor u Ph pozitivnim i Ph negativnim mijelopro-
liferativnim neoplazmama (MPN) (1, 2).

Istovremeno postojanje fuzijskog onkogena
BCR::ABLI i1 mutacije JAK2 V617F u bolesnika s
dijagnozom KML je izuzetno rijetka koja moze zna-
¢ajno promijeniti klinic¢ku sliku, tijek bolesti 1 odgo-
vor na terapiju (3).

Ovdje izvjestavamo o slucaju bolesnice kojoj je
postavljena dijagnoza KML 1 potvrdeno istovre-
meno postojanje fuzijskog onkogena BCR::ABLI1 1
mutacije JAK2 V617F s naglaskom na njihov medu-

odnos, klinicki znacaj, utjecaj na terapijske odluke 1
ishod lijecenja.

Prikaz slucaja

Bolesnica, 72 godine, je u veljaci 2016. godine
upucena u Klini¢ku bolnicu Merkur radi ucestalih,
sporadi¢nih hematoma (promjera do 3 cm) na trupu
1 ekstremitetima. Na osnovu klini¢kih karakteristi-
ka i rezultata laboratorijskih pretraga (hematoloskih
1 biokemijskih), u veljaci 2016. godine postavljena
je sumnja na hematoloSku bolest (KML), a bolesni-
ca je podvrgnuta daljnjoj laboratorijskoj 1 citoloSkoj
obradi.

Laboratorijska obrada pri sumnji na
hematoloSku bolest

Pocetna laboratorijska obrada obuhvatila je he-
matoloske 1 biokemijske pretrage u venskoj krvi 1
serumu te citoloSku analizu punktata i biopsiju ko-
Stane srzi. U nalazu krvne slike (hematoloski bro-
ja¢ Sysmex XN-2000, Siemens, Njemacka) utvr-
dena je leukocitoza (28,02 x 10%L) i trombocitoza
(555 x 10%L) te povisena aktivnost laktat dehidro-
genaze (LD) (biokemijski analizator DxC 700 AU,
Beckman Coulter, Njemacka) (Tablica 1.).

Tablica 1. Rezultati hematoloSkih i biokemijskih
pretraga pocetne laboratorijske obrade.

HEMATOLOGIJA

.. | Referentni
Pretraga Rezultat| Jedinica interval
Leukociti 28.02 | 10%L | 3.4-97
Eritrociti 4.45 10%%/L [4.34-5.72
Hemoglobin 129 g/L 138 - 175
Hematokrit 0.415 -

0.375 L/L 0.530

Trombociti 555 10%L | 158 - 424
BIOKEMIJA

.. | Referentni
Pretraga Rezultat| Jedinica interval
Kalij 4.3 mmol/l | 3.9-5.1
Natrij 140 | mmol/l | 137 - 146
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Citoloska analiza punktata i biopsija koStane srzi
pokazala je da se radi o hipercelularnom uzorku s
omjerom hematopoetskih loza pomaknutim u korist
granulocitne loze, bujne granulopoeze uz zastuplje-
ne sve razvojne stadije te mjestimice brojnije eozino-
file, dok nezrele stanice nisu umnozene. Eritropoeza
je umjereno zastupljena i normoblasti¢na. Zapazen
je povecan broj megakariocita, neki sitni i mononu-
klearni, uz poneki mikromegakariocit, mjestimi¢no
prisutni i ,,sea-blue” histiociti. Citoloski nalaz je od-
govarao slict MPN.

Molekularnom analizom (izolacija ukupne
RNA, reverzna transkripcija u komplementarnu
DNA (cDNA), umnazanjem metodom reverzne
transkripcije lancanom reakcijom polimeraze (RT-
PCR), elektroforeza na 2% agarozi je u punktatu
kostane srzi dokazala prisustvo fuzijskog onkogena
BCR::ABLI (podtip el4a2) (Slika 1.), ali ne 1 muta-
cije JAK2 V617F (Slika 2.). U bolesnice je u veljaci
2016. po zavrsenoj hematoloskoj obradi postavljena
dijagnoza KML.

Slika 1. Molekularna analiza fuzijskog onkogena
BCR::ABLI pri sumnji na hematoloSku bolest (KML)
(2 % agarozni gel).

M o+ 1 2 3 4 5 6

Legenda:

M = molekularni biljeg (velic¢ine fragmenata 100 pb)

( + ) = pozitivna kontrola dokazano pozitivna na fuzijski onkogen
BCR::ABLI

( 3 ) =dokazan fuzijski onkogen BCR::ABLI (podtip el4a2) u
punktatu kostane srzi

(2,4,5,6) = uzorci negativni na fuzijski onkogen BCR::ABLI

(-) = uzorak negativan na fuzijski onkogen BCR::ABLI (ultraci-

Glukoza 6.8 mmol/l | 4.4-6.4 sta voda, negativna kontrola)
Ureja 6.2 | mmol/l | 2.8-8.3

Lo Slika 2. Molekularna analiza mutacije JAK2 V617F
Kreatinin : 55 pmol/l | 49-90 pri sumnji na hematoloSku bolest (KML)
Laktat deh|d.rogenaza (LD) 325 U/L <241 (2 % agarozni gel).
Aspartat aminostransferaza 30 UL 11-34 Mo & 1 5 3 p s & .-
(AST)
Alanin - aminotransferaza
(ALT) 50 u/L 8-14
Gama - glutamiltransferaza )
(GGT) 79 u/L 9-35
Alkalna fosfataza (ALP) 48 u/L 63-135

Legenda:

M = molekularni biljeg (velicine fragmenata 100 pb)

(+) = pozitivna kontrola, uzorak dokazano pozitivan na mutaciju
JAK2 V6I7F

( 1-6 ) = uzorci negativni na mutaciju JAK2 V617F u punktatu ko-
Stane srzi (KS) i venskoj krvi (vK)

(-) = uzorak negativan na mutaciju JAK2V617F (ultracista voda,

negativna kontrola)

S obzirom na kontinuirani porast broja tromboci-
ta od veljace 2016., dvije godine nakon postavljanja
dijagnoze KML, ponovljena molekularna analiza je
potvrdila prisustvo mutacije JAK2 V617F u uzorku

venske krvi (Slika 3.).

Slika 3. Molekularna analiza mutacije JAK2 V617F u
bolesnice s dijagnozom KML (2 % agarozni gel).

M (100pb) + 1 2 3 4(+) 5 (%) -

Legenda:

M = molekularni biljeg (velicine fragmenata 100 pb)

(+ ) = pozitivna kontrola, uzorak dokazano pozitivan na mutaciju
JAK2 V617F

(4,5 ) = uzorak pozitivan na mutaciju JAK2 V617F u venskoj krvi
(vK)

(-) = uzorak negativan na mutaciju JAK2V617F (ultracista voda)
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Terapija i ishod lijecenja

Nakon postavljanja dijagnoze KML, bolesnica
je lijeena inhibitorima tirozin kinaze. Inhibitorom
tirozin kinaze druge generacije je postignut duboki
molekularni odgovor (MR4.5) koji je tijekom redov-
nih godiSnjih kontrola u bolesnice pra¢en moleku-
larnom metodom (RQ-PCR) pokazujuéi stabilnu
molekularnu remisiju 3 godine (01/2022.- 01/2025.)

(Slika 4).

Na slici 4 prikazana je dinamika broja kopija fu-
zijskog prijepisa BCR::ABLI standardiziranog pre-
ma medunarodnoj skali (BCR::ABLI/ABLI IS (%))
tijekom lijeCenja inhibitorom tirozin kinaze druge
generacije uz razdoblja potpune remisije osnovne

bolesti (Slika 4).

Slika 4. Molekularni odgovor na lijeCenje inhibitorom tirozin kinaze druge generacije u bolesnice s dijagnozom
KML (nakon potvrde istovremenog postojanja fuzijskog onkogena BCR::ABL1 i mutacije JAK2 V617F).

Kvantitativni BCR::ABL1/ABL1 IS (%) kroz vrijeme

14r
—e— BCR::ABL1/ABL1 IS (%)
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12} K
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o o o
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Na pocetku lijeCenja inhibitorom tirozin kina-
ze druge generacije, broj kopija fuzijskog prijepisa
BCR::ABLI standardiziranog prema medunarodnoj
skali (BCR::ABL1/ABLI IS (%)) je nizak, a nakon
gotovo 3,5 godine lijecenja (06/2022.g.) postignuta
je potpuna remisija osnovne bolesti (BCR::ABL1/
ABLI IS (%) je negativan; na Slici 4. oznaceno crve-
nim) u trajanju od gotovo 2,5 godine (do 10/2024.g.).
Tijekom 2025.g. u molekularnom odgovoru na lije-
¢enje povremeno se pojavljuje naznaka minimalne
ostatne bolesti, Sto ukazuje na potrebu ucestalijeg
pracenja molekularnog odgovora i/ili prilagodbu
terapije. Nakon potvrde istovremenog postojanja
fuzijskog onkogena BCR::ABL1 i mutacije JAK2
V617F pristup lijecenju je dodatno individualiziran
radi bolje kontrole obje komponente MPN.

Rasprava

Istovremeno postojanje fuzijskog onkogena
BCR::ABLI 1 mutacije JAK2 V617F u MPN je ri-
jedak nalaz, s ucestalos¢u manjom od 1 %. lako su
povezane s razli¢itim entitetima, istovremeno prisu-
stvo ukazuje na odvojene, ali paralelne i klonalne
populacije unutar hematopoetskog sustava. Najvje-

rojatnije nisu sluc¢ajne, nego odrazavaju dinamic-
nu klonsku evoluciju MPN (4 - 6). U ve¢ini dosad
prikazanih slucajeva postojanje fuzijskog onkogena
BCR::ABLI opisuje se kao primarni dogadaj, a mu-
tacija JAK2 V617F sekundarni kao i u ovom prikazu
sluc¢aja. Redoslijed bi mogao ukazivati na klonsku
evoluciju MPN i genetsku nestabilnost uzrokovanu
dugotrajnom proliferacijom BCR::ABLI pozitivnih
stanica. Noviji radovi ukazuju da se u pojedinim
slu¢ajevima fuzijski onkogen BCR::ABL1 moze ra-
zviti unutar ve¢ postojeceg klona s mutacijom JAK?2
V617F, sto ukazuje i potvrduje postojanje slozene
bioloske heterogenosti i patogeneze rijetkih kombi-
nacija (7 - 9). Primjenom razli¢itih inhibitora tirozin
kinaze u vecine se bolesnika (7 od 9; 78 %) postize
molekularna remisija, no prisustvo mutacije JAK?2
V617F u bolesnika s dijagnozom KML moze promi-
jeniti klinic¢ku sliku bolesti, osobito u slu¢ajevima
trombocitoze kao $to je i u prikazanom slucaju. Sto-
ga je od osobite vaznosti u bolesnika s dijagnozom
KML i atipi¢nim laboratorijskim nalazima (perzi-
stiraju¢om 1 napredujuéom trombocitozom) pravo-
dobno prepoznati mogucu pojavu dodatne klonalne
populacije, odnosno mijeloproliferativne kompo-
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nente ponavljanjem molekularne analize na prisu-
stvo mutacije JAK2 V617F (9).

Zakljucak

Ovo je jedan od rijetkih slucajeva koji daje uvid
u lijeCenje bolesnika s istovremenom prisutnoscu
fuzijskog onkogena BCR::ABLI1 i mutacije JAK2
V617F u bolesnice s dijagnozom KML. Prisutnost
fuzijskog onkogena BCR::ABLI1 predstavlja primar-
ni dogadaj, dok je mutacija JAK2 V617F otkrivena
tijekom pracenja osnovne bolesti molekularnom
analizom mutacije JAK2 V617F radi perzistirajuce,
napredujuce trombocitoze. U ovom prikazu slucaja,
unatoc razvoju mutacije JAK?2 V617F tijekom prace-
nja molekularnog odgovora na lijeCenje inhibitorom
tirozin kinaze druge generacije, postignuta je pot-
puna remisija osnovne bolesti pravodobnom prila-
godbom terapije i ucestalijim redovitim pracenjem.
Ovakvi slucajevi naglasavaju upravo njihovu vaz-
nost u situacijama kada se tijekom lijeCenja pojave
novi genetski dogadaji koji mogu promijeniti biolos-
ko ponasanje bolesti i utjecati na ishod lijeCenja.
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LijeCenje bolesnika s kroni¢nom mijeloicnom
leukemijom (KML) tirozin kinaznim inhibitorima
(TKI) znacajno je poboljsalo kvalitetu njihova Zivo-
ta, ali 1 produzilo Zivotni vijek.

Preporuke Europske leukemijske mreze (engl.
European LeukemiaNet, ELN) iz 2025. godine za
KML upozoravaju na vaznost dokazivanja dodatnih
kromosomskih promjena (engl. Additional Chromo-
somal Abnormalities, ACA) pri postavljanju dija-
gnoze KML-a u kroni¢noj fazi bolesti, a sve se vise
govori 1 o dodatnim genskim promjenama u obliku
toCkastih mutacija, delecija 1 duplikacija te preured-
bi na razina drugih gena izuzev BCR::ABLI. Upravo
te dodatne promjene, bilo da se nalaze u KML stani-
ci ili u nekoj drugoj stanici hematopoeze, mogu ote-
zati lijeCenje TKI-om pojavom neZeljenih dogadaja
(neutropenije, anemije, trombocitopenije, itd.) za
koje nije jasan ni mehanizam ni to¢an uzrok djelo-
vanja. Ako je poznato da su naj¢es¢e ACA u kronic-
noj fazi KML-a trisomija 8 (+8), dupli Philadelphia
kromosom (+Ph), izokromosom 17q (i(17q)) 1 triso-
mija 19 (+19), a naj¢esce genske promjene mutacije u
genima ASXLI, RUNXI, IKZFI, BCORLI, KMT2D,
DNMT3A4, TET2, JAK2 i TP53, moze se zakljuciti
da se radi o promjenama karakteristicnima za mi-
jelodisplaziju (MDS), akutnu mijeloi¢nu leukemiju
(AML) ili mijeloproliferativnu neoplazmu (MPN),
a prisutne su u 25 % KML bolesnika pri dijagnozi
bolesti. [ako samo njih trec¢ina razvija neki oblik re-
zistencije ili progresije bolesti, ostaje oko 8 % KML
bolesnika kojima je potrebna dodatna dijagnostic-
ka obrada i znacajno veci angazman lijeCnika pri
ostvarivanju terapijskih ciljeva u lijeCenju KML-a.

KML bolesnici koji ocekivano postignu terapij-
ski odgovor 1 uspjesno se lijeCe godinama, imaju
prosjecno vrijeme prezivljenja slicno opcoj popula-
ciji. Ipak, starenjem povecavaju vjerojatnost razvo-
ja druge neoplazme (neovisno o KML-u), §to moze
biti slicno ucestalosti u op¢oj populaciji, ali 1 ¢esce.
Tome pogoduje nestabilnost genoma KML stani-
ca, modulatorski efekti TKI-a te dodatne genske i

kromosomske promjene nastale naknadno tokom
lijeCenja.

Primjer iz rutinskog rada je 56-godis$nji bolesnik
s dijagnozom KML-a od 2/2023. godine. Dijagno-
stickom obradom dokazana je t(9;22)(q34:ql1) 1 fu-
zijski prijepis BCR::ABLI (el4a2) te zapoceta tera-
pija imatinib mesilatom. S obzirom da bolesnik tije-
kom dvije godine nije postigao molekularni odgovor
niti na jedan od primijenjenih TKI-a (BCR::ABL1/
ABLI >20%IS u cijelom razdoblju pracenja), u ne-
koliko navrata analiziran je mutacijski status tirozin
kinazne domene ABLI gena, a mutacije ni u jednom
uzorkovanju nisu bile dokazane. Citogenetickom
analizom u prac¢enju, takoder nije dokazana ni jedna
dodatna kromosomska promjena, a kako je bolesnik
razvijao i citopeniju, ucinjeno je sekvenciranje slje-
dece generacije (engl. Next Generation Sequencing,
NGS) uzorka kostane srzi zbog sumnje na promjene
u drugim genima, kako predlazu smjernice KroHe-
ma za KML iz 2025. godine. Ciljanim NGS mijelo-
idnim panelom utvrdena je mutacija u ASXLI genu
(NM _015338.6 ¢.1934dup p.(Gly646TrpfsTerl2)) s
frekvencijom mutiranog alela (engl. Variant Alle-
leFfrequency, VAF) od 20%. Smatra se da mutacije
u ASXLI genu koje dovode do poremecaja njegove
funkcije rezultiraju poremecajima u ekspresiji gena
1 remoduliranju kromatina, destabiliziraju ve¢ oSte-
¢ene mehanizme u stanicama i1 dovode do klonalne
evolucije. Bolesnici koji pri dijagnozi imaju ASXLI
mutacije su mlade zivotne dobi, teze postizu ili uop-
¢e ne postizu odgovor na lije¢enje TKI, razvijaju
komplikacije u obliku citopenija te brze razvijaju
blasti¢nu fazu bolesti.

Slijedi opis tri razliCita slucaja bolesnika s KML-
om, kojima je dokazana translokacija t(9;22)(q34:ql1)
te fuzijski prijepis el4a2/el3a2 BCR::ABLI, bez do-
datnih kromosomskih promjena pri dijagnozi, a u
pracenju im je dokazana sekundarna mijeloproli-
feracija. Postavljanje dijagnoze sekundarne MPN
uz postoje¢i KML moze biti izazovno zbog sli¢nih
laboratorijskih nalaza i klini¢kih simptoma, kao 1
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lijeCenje koje moze biti kompleksno zahvaljujuéi ek-
spresiji oba fenotipa bolesti.

Prvi slucaj je 61-godisnja bolesnica koja je zapo-
cela lijeCenje imatinib mesilatom te postigla mak-
simalni molekularni odgovor (engl. Major Molecu-
lar Response, MMR), (BCR::ABL1/ABLI < 0,1%]IS),
koji je odrzan kroz 5 godina. Na rutinskoj kontrolnoj
obradi pozalila se na opcu slabost i umor. S obzi-
rom da nije bilo promjena u rezultatu kvantitativnog
BCR::ABLI, osim $to je ekspresija kontrolnog gena
bila 5x veca od uobicajene, ucinjena je kompletna
reevaluacija bolesti. U mijelogramu je bilo prisutno
45% mijeloblasta, a citogenetiCkom analizom do-
kazana je trisomija 8 bez prisustva t(9;22)(q34:ql1).
Molekularnom analizom dokazana je interna tan-
demska duplikacija (ITD) u genu FLT3, anaknadnim
NGS-om i mutacije u genima NPMI1 (NM 002520
c.863 864insCTCG Trp288Cysfs*12), VAF =31%
i DNMT34 (NM_175629 ¢.2645G>A Arg882His),
VAF=36% te je potvrdena dijagnoza AML. Iz nave-
denog se moze zakljuciti da je doslo do razvoja nove
mijeloidne neoplazme neovisno o ve¢ postojecem
KML-u sto je prema literaturi u 7 % slucajeva.

Drugi slucaj je 65-godisnja bolesnica koja je ti-
jekom dvanaestogodiSnjeg lijeCenja promijenila
nekoliko razli¢itih TKI-a (imatinib, dasatinib i1 bo-
sutinib) zbog komplikacija (pleuralni izljevi) uzro-
kovanih nuspojavama. Uvodenjem reducirane doze
nilotiniba odrZavan je stalan molekularni odgovor
MR4 (BCR::ABL1I/ABLI < 0,01%IS) tijekom 3 go-
dine. Rutinskom hematoloskom kontrolom uocena
je citopenija te je zatrazena reevaluacija s biopsijom
kosti. Patohistoloski nalaz upucivao je na prisutnost
mijelodisplazije s fibrozom gradusa 1. Citogenetic-
kom analizom utvrdena je trisomija 8 bez prisustva
t(9;22)(q34:q11). Godinu dana kasnije, bolesnica je
prekinula terapiju nilotinibom zbog suspektnog ce-
rebrovaskularnog dogadaja. U navedenom razdo-
blju doslo je do progresije citopenije, a javili su se
1 sve jaci klinicki simptomi (bol u kostima, slabost,
umor). Laboratorijskom obradom potvrdena je dija-
gnoza MDS-a uz ve¢ poznatu trisomiju 8, te je do-
datno dokazana i tockasta mutacija JAK2 V617F.

Tre¢i slucaj je 61-godisnja bolesnica na terapi-
ji imatinib mesilatom kroz 4 godine te postignu-
tim molekularnim odgovorom do razine MRS
(BCR::ABLI/ABLI < 0,001%IS). Pojava anemije za-
htijevala je proSirenu laboratorijsku obradu kojom
je potvrdena mijelofibroza gradusa 1 te aneuploidija
kromosoma 8 1 9 (46xx,-8,+9). Narednih 5 godina,
na reduciranoj dozi imatiniba (100mg/dan) i odrza-

nim molekularnim odgovorom MRS, dolazi do po-
gorsanja periferne citopenije. Utvrdena je progresija
fibroze na gradus 3 te utvrden kompleksni kariotip
(47xx, +9/ 46xx, del(12)(q22q24)), a molekularnom
analizom dokazana je mutacija JAK2 V617F.

Postavljanje dijagnoze Ph negativne JAK2 V617F
pozitivne MPN i KML u istog bolesnika opisano
je u desetak slucajeva u literaturi, pri ¢emu je udio
neoplasticnog klona bio ve¢i u korist Ph negativne
MPN. U naSim slucajevima JAK2 V6I7F pozitivna
MDS/MPN razvila se desetak godina od postavlja-
nja dijagnoze KML-a.

Zadnjih dvadesetak godina, zbog izuzetno
uspjesnog terapijskog pristupa, standardiziranog la-
boratorijskog pracenja i jasnih smjernica u lijeCenju,
KML je postala predvidiva bolest i u ve€ini slucajeva
rutinski pomalo nezanimljiva. Ipak, postoje izuze-
ci koji zahtijevaju dodatni angazman u klinickom 1
dijagnostickom pristupu. Osim toga, danas se puno
govori o odrzavanju optimalne kvalitete Zivota ovih
bolesnika, a ne samo postizanju ciljnih odgovora na
terapiju.
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Godine 2024. Europska leukemijska mreza (engl.
European LeukemiaNet, ELN) donosi zadnje smjer-
nice za dijagnostiku, prognosticke ¢imbenike i strati-
fikaciju rizika akutne limfoblasti¢ne leukemije (ALL)
u odraslih. Za preciznu definiciju bolesti, odabir tera-
pije te postavljanje dobrih temelja za pra¢enje mini-
malne ostatne bolesti (engl. measurable residual dis-
ease, MRD) potreban je cjelovit dijagnosticki pristup.

Dijagnostika ALL-a, u prvom redu, sastoji se od
morfoloske karakterizacije stanica, odnosno blasta.
Citoloski nalaz definirat ¢e akutnu leukemiju te ra-
zlikovati ALL od limfoblasticnog limfoma i ALL
od akutne mijeloi¢ne leukemije. Nakon toga slijedi
imunofenotipska analiza biljega stani¢ne diferencija-
cije metodom protocne citometrije koja ukljucuje ko-
riStenje minimalno 8 razli¢itih boja za obiljezavanje
stani¢nih antigena. Konacno, citogenetika i metode
molekularne dijagnostike zakljucit ¢e geneticku ka-
rakterizaciju bolesti u vidu poremecaja na razini kro-
mosoma i gena.

U okviru inicijalne dijagnostike vazno je odre-
diti mogu¢i biljeg pracenja bolesti buduéi da se ti-
jek lijecenja bolesnika oslanja upravo na vrijednost
mjerljive ostatne bolesti. S obzirom na veliku pro-
gnosticku vrijednost MRD odgovora kao pokazatelja
uspjesnosti terapije, ali i neovisnog ¢imbenika rizika
bolesti, nove smjernice upravo preporucuju princip
lijeCenja bolesnika temeljen na MRD odgovoru, a
imperativ je standardizirana metodologija u njego-
vom odredivanju.

Mjerljiva ostatna bolest jest kvantifikacija ostat-
nih neoplasti¢nih stanica, odnosno blasta, ispod razi-
ne osjetljivosti citomorfologije. Nove smjernice pred-
stavljaju dva modela ocjene MRD odgovora. Prvi
model ima jasnije postavljene granice ocjene odgo-
vora pri ¢emu kompletni MRD odgovor definira kao
nemjerljivi MRD s minimalnom osjetljivosti metode
od 0.01%, dok je MRD - neuspjeh bilo koji MRD
pozitivitet iznad spomenute granice osjetljivosti u
odredenoj relevantnoj tocki mjerenja. Problem inter-
pretacije veze se za MRD odgovore tzv. sive zone,
a to su negativni MRD s nedovoljnom osjetljivosti
metode, MRD - pozitivitet ispod granice osjetljivosti
od 0.01%, koji je mjerljiv ili nemjerljiv te nemjerljivi
MRD - pozitivitet.

Neovisno o tome koji se interpretacijski model ko-

risti svaki nalaz MRD-a mora sadrzavati vrstu uzor-
ka koja je koristena (periferna krv ili kosStana srz),
razinu osjetljivosti metode 1 status MRD-a.

Do danas, razvijene su brojne razlicite tehnologije
pra¢enja MRD-a, a u rutinskom radu najzastupljenije
su metoda protocne citometrije i kvantitativni PCR
u pracenju fuzijskih gena. Idealna metoda za odre-
divanje MRD-a treba biti standardizirana, dovoljno
osjetljiva i reproducibilna.

ProtoCna citometrija ima brojne prednosti; pri-
mjenjiva je u najveéem broju slucajeva ALL-a, re-
zultati su brzo dostupni, a sama osjetljivost meto-
de je 0.1-0.01% (ovisi o broju analiziranih stanica i
fluorescentnih boja koje se koriste u obiljezavanju).
Medutim, uzorci moraju biti analizirani u kratkom
roku zbog ogranicene vitalnosti stanica. Nerijetko je
analiza otezana zbog hipocelularnosti kosStane srzi
uzrokovane terapijom. Analiza moze biti otezana i
zbog promjene aberantnog fenotipa bolesti, zbog
same evolucije blasta, ali i utjecaja terapije. Takoder,
postavlja se i pitanje subjektivnosti budu¢i da anali-
za ovisi o znanju i iskustvu analiti¢ara. Fuzijski gen,
poput BCR::ABLI, je vrlo stabilan biljeg prac¢enja u
svim stadijima ALL-a. Osjetljivost kvantitativne lan-
¢ane reakcije polimeraze u stvarnom vremenu (engl.
real-time quantitative polymerase chain reaction,
RQ-PCR) u pracenju fuzijskih gena je 0.01-0.001%, a
sama metoda je jednostavna, jeftina i brza. Medutim,
ova metoda primjenjiva je u otprilike 40% slucajeva
kolika je i prosjec¢na zastupljenost fuzijskih gena u
ALL-u.

Klonalna preuredba gena za B-stani¢ni imunoglo-
bulin (Ig) i/ili klonalna preuredba gena za T-stani¢ni
receptor (engl. T-cell receptor, TCR) vrlo je speci-
ficni biljeg pracenja bolesti na molekularnoj razini.
Predstavlja svojevrsni fingerprint ALL-a bolesnika;
specifi¢ni slijed gena nastaje u ranom stadiju razvoja
B i T-stani¢nih progenitora somatskom rekombina-
cijom V, (D), J gena. Zlatni standard u kvantitativ-
nom odredivanju klonalnosti Ig/TCR jest alel-spe-
cificni kvantitativni PCR. Osjetljivost metode je
0.01-0.001% 1 to je prva u potpunosti standardizirana
metoda pracenja MRD-a u ALL-u. Ipak, sama meto-
da vrlo je kompleksna. Nakon pocetne identifikacije
klonalne preuredbe potrebno je dizajnirati specific-
ne pocetnice za svakog bolesnika i svaku prisutnu
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klonalnu preuredbu; slijedi RQ-PCR koji je potrebno
dodatno optimizirati i prilagoditi prisutnoj klonalno
preuredbi. Unato¢ visokoj razini standardiziranosti 1
vrlo velikoj osjetljivosti metoda zbog svoje komplek-
snosti 1 dugotrajnosti nije rasirena u rutinskoj praksi.

0Od 2012. godine radna grupa EuroClonality-NGS
koja okuplja referentne laboratorije unutar Euro-
Clonality organizacije kontinuirano radi na razvo-
ju, standardizaciji 1 validaciji metode sekvenciranja
nove generacije (engl. next gemeration sequencing,
NGS) za identifikaciju 1 kvantifikaciju klonalne pre-
uredbe Ig/TCR gena. Prednosti NGS-a nad drugim
molekularnim metodama ve¢ su poznate; NGS je
visokoprotocna metoda koja istovremeno moZze se-
kvencirati vise regija gena od interesa stoga je u kon-
tekstu odredivanja klonalnosti omogucila pokrivanje
gotovo svih moguc¢ih klonalnih preuredbi, buduci da
koristi univerzalne pocetnice za genske lokuse koji
sudjeluju u rekombinaciji. Takoder, NGS omogucuje
istovremenu analizu vise razlicitih uzoraka bolesni-
ka. Razvijena NGS metoda u odredivanju klonalnosti
koristi amplikon tehnologiju sekvenciranja te sadrzi
visoki stupanj kontrole kvalitete, unutarnju kontrolu
za izvedbu sekvenciranja te kontrolu koja je ujedno
1 kalibrator prema kojem se identificirani klonalni
rearanzmani kvantificiraju. Brojni radovi pokazuju
odli¢nu korelaciju NGS metode sa zlatnim standar-
dom, RQ-PCR-om, uz vecu osjetljivost i specificnost
NGS metode. Osim toga, NGS metodom smanjen je
cjelokupni procesni rad. Rezultati EuroClonality va-
lidacijske studije koja usporeduje NGS sa metodom
sekvenciranja po Sangeru dokazuju superiornost
NGS metode u detekciji viseklonalnih preuredbi po
bolesniku 1 otkrivanju leukemijskog klona uz prisut-
nu zdravu poliklonalnu pozadinu.

Osobito vazna primjena NGS metode jest u po-
dru¢ju niskog MRD-a (<0.001%), u kojem metode
poput RQ-PCR-a mogu dati lazno pozitivne rezul-
tate. lako je precizna kvantifikacija 1 dalje izazov,
usporedne studije dokazale su vecu pouzdanost ra-
zlikovanja stvarno negativnih od laZzno pozitivnih
rezultata. Osim toga, zakljuceno je da molekularno
nedefinirani MR D rezultati, tzv. siva zona (MRD ne-
gativni s nedovoljnom osjetljivosti metode ili pozitiv-
ni MRD ispod granice od 0.01%, mjerljivi i nemjerlji-
vi) nisu grani¢ni rezultati upitne relevantnosti ve¢ da
imaju svoju prognosticku vrijednosti §to je dokazano
stopama incidencije relapsa i ukupnog prezivljenja
takvih bolesnika.

U usporedbama metode protocne citometrije i
NGS-a dokazana je veca osjetljivost NGS metode,
tj. veca stopa lazno negativnih rezultata MRD-a pri-
mjenom metode proto¢ne citometrije. Potvrdena je i

veca prognosticka vrijednost rezultata vece osjetlji-
vosti dobivenih metodom NGS-a.

Zakljucno, preporuka ELN-a i dokazano najbolja
praksa u pra¢enju MRD-a bolesnika s ALL-om jest
kombinacija minimalno dvije metode. NGS u MRD-
u ima definitivni i veliki potencijal zbog svoje visoke
protocnosti, vece osjetljivosti, specifi€nosti 1 primje-
njivosti te dodatne vrijednosti koju nam kao metoda
nudi, a to je detekcija vise razlicitih istovremeno pri-
sutnih klonalnih preuredbi u bolesnika s ALL-om.
Ipak, da bi se primjena ove metode rasirila u rutin-
skoj praksi potrebno je jos§ validacijskih studija za
konaénu standardizaciju metode, ali 1 ve¢i financijski
kapacitet u odnosu na potrebe konvencionalnih mo-
lekularnih metoda.
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Mjerenje minimalne, odnosno mjerljive ostatne
bolesti (prema engl. ,,measurable residual disease* -
MRD) u B-kroni¢noj limfocitnoj leukemiji (B-KLL)
danas ima srediSnje mjesto u procjeni dubine tera-
pijskog odgovora i1 u prognozi ukupnog prezivljenja.
U tom je kontekstu potreba za standardiziranim,
reproducibilnim 1 validiranim metodama detekcije
MRD-a postala nuzna, kako bi rezultati bili uspore-
divi medu centrima i korisni za donoSenje klini¢kih
odluka.

Uloga imunofenotipizacije u detekciji mjerljive
ostatne bolesti u B-kroni¢noj limfocitnoj
leukemiji

Imunofenotipizacija protocnom citometrijom te-
melji se na prepoznavanju klonalnih B-stanica koje
zadrzavaju karakteristi¢an fenotip CDI9*CD5" uz
aberantnu ekspresiju dodatnih biljega poput CD20,
CD23, CD43, CD79, CDS81, CD22, CD200 ili
RORI1. ERIC (eng. European Research Iniative on
CLL) preporuke naglasavaju potrebu za panelom
koji obuhvaca najmanje Sest imunofenotipskih bilje-
ga, a koji omogucuje jasnu razliku izmedu leukemij-
skih 1 normalnih B-stanica te detekciju MRD-a do
razine od 10~* ERIC pritom propisuje obvezne i pre-
porucene biljege pracenja te kombinaciju fluorokro-
ma u 5 epruveta po 4 flurokroma. (Tablica 1.). Takav
pristup osmisljen je tako da ga mogu primjenjivati
laboratoriji s loSijim tehni¢kim moguénostima, uz
ocuvanje dijagnosticke osjetljivosti 1 usporedivosti
rezultata (1, 2).

S druge strane, EuroFlow NGF (eng. Next Gen-
eration Flow) protokol za MRD u CLL koristi dvije
epruvete po 8 boja (ukupno 12 markera: CDI19, CD5,
CD20, CD23, CD22, CD43, CD81, CD79b, CDI10,
CD200, ROR1, CD3/CD45) za precizno razlikova-
nje B-KLL stanica od normalnih B-stanica, uklju-
¢yjudi 1 pacijente lijecne rituximabom ili drugim te-
rapijama koje mijenjaju fenotip. Osjetljivost metode
doseze do 107° pri > 5-10 milijuna akviziranih do-
gadaja, uz standardizirane gating strategije 1 algori-
tme analize, Sto omogucuje visoku reproduktivnost
1 medulaboratorijsku usporedivost. Protokol se moze

primjenjivati u perifernoj krvi za rutinsko pracenje
MRD-a, dok se koStana srz koristi samo za potvrdu
MR D-negativnosti ili u istrazivackim studijama (3).

Osjetljivost metode ovisi o broju analiziranih do-
gadaja 1 o kvaliteti dobivenog signala. Za detekciju
MRD-a do razine 10~* potrebno je analizirati naj-
manje jedan do dva milijuna leukocitnih dogadaja,
dok je za granicu od 1075 pozeljno prikupiti pet do
deset milijuna dogadaja. Rezultate je potrebno uvi-
jek izrazavati kvantitativno (npr. 0,001% leukocita)
uz obavezno navodenje granice osjetljivosti. Termin
»MRD-negativan treba izbjegavati te se preporuca
termin ,,MRD — nedetektabilna“ i ona se smije se
koristiti samo ako je uzorak analiziran do deklarira-
ne granice osjetljivosti i ako u toj razini nije detekti-
rana klonalna populacija (4, 5).

Velik izazov u praksi predstavlja terapijom in-
ducirana modulacija izrazaja povrSinskih antigena.
Ciljane terapije, primjerice monoklonska protutije-
la protiv CD20 ili CDI19, ali i novi oralni inhibitori
signalnih puteva, mogu promijeniti fenotip leuke-
mijskih stanica i time otezati njihovu identifikaci-
ju. Zbog toga se preporucuje koriStenje dopunskih
biljega (CD43, CD79b, ROR1) te redovito azuriranje
panela u skladu s terapijskim protokolima. Novije
publikacije EuroFlow konzorcija upravo iz tog ra-
zloga prosiruju standardni panel 1 validiraju njegove
izvedenice prilagodene bolesnicima lijeCenima ci-
ljanom terapijom.

Uspjesno provodenje MRD analize zahtijeva
strogu kontrolu kvalitete. Svaki laboratorij mora de-
finirati i dokumentirati vlastiti limit detekcije (LOD)
1 limit kvantifikacije (LOQ), provoditi internu va-
lidaciju 1 sudjelovati u vanjskim programima osi-
guranja kvalitete. ERIC 1 EuroFlow aktivno poti¢u
laboratorije na medusobnu razmjenu podataka i na
sudjelovanje u interlaboratorijskim usporedbama,
Sto dugoro¢no vodi prema boljoj usporedivosti 1 po-
uzdanosti rezultata.

Prilikom i1zvjeStavanja rezultata nuzno je navesti
osnovne tehnicke podatke: koriSteni panel 1 fluoro-
krome, broj analiziranih dogadaja, granicu osjetlji-
vosti, tip uzorka 1 eventualne terapijske okolnosti
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koje mogu utjecati na fenotip. Dodatno, preporucuje
se opisati interpretacijske granice i navesti koristi li
laboratorij EuroFlow ili ERIC metodologiju. Na taj
se nacin osigurava transparentnost i olakSava razu-
mijevanje rezultata u klinickom kontekstu.

U usporedbi s molekularnim metodama poput
PCR-a i NGS-a, protocna citometrija nudi brzu i
jeftiniju obradu uz dodatnu fenotipsku informaciju
o ostalim stani¢nim populacijama u analiziranom
uzorku. NGF pristupi danas postizu osjetljivost sli¢-
nu molekularnim metodama (do 107%), no prednost
NGS-a ostaje u detekciji minimalnih rezidualnih
klonova u slu¢ajevima kada terapija uzrokuje gubi-
tak ciljnih antigena. Stoga se u mnogim klinickim
studijama preporucuje kombinirano koristenje oba
pristupa, osobito kod evaluacije dubokih remisija ili
u istrazivanjima novih lijekova.

Najcesce pogreske u provodenju MRD analize
ukljucuju nedovoljnu akviziciju dogadaja, neade-
kvatnu kompenzaciju fluorokroma, neprepoznava-
nje terapijski induciranih promjena izrazaja biljega
1 izostanak navodenja granice osjetljivosti u nalazu.
Izbjegavanje tih pogresaka i pridrzavanje standar-
diziranih protokola klju¢no je za odrzavanje visoke
pouzdanosti rezultata.

Zaklju¢no, mjerenje MRD-a protocnom citome-
trijom u B-KLL-u postalo je nezaobilazan dio su-
vremene dijagnosticke i istrazivacke prakse. Napori
ERIC-a i EuroFlow-a rezultirali su visokom razi-
nom standardizacije i moguc¢noscu postizanja vrlo
visoke osjetljivosti metode, dok iwCLL konsenzusi
definiraju njezin klini¢ki znacaj. Laboratoriji koji
uvode ili nadograduju MRD testiranje trebaju usvo-
jiti standardizirane protokole, jasno izvjesStavati gra-
nice osjetljivosti te kontinuirano sudjelovati u pro-
gramima harmonizacije 1 provjere kvalitete. U eri
ciljane terapije i sve dubljih remisija, upravo MRD
ostaje najsnazniji objektivni pokazatelj postignutog
terapijskog ucinka i1 temelj za buduce personalizira-
no vodenje bolesnika s B-KLL-om.

Tablica 1. Preporucene kombinacije protutijela i
fluorokroma u procjeni ostatne bolesti u kronicnoj
limfocitnoj leukemiji prema ERIC smjernicama.

Frc [REERN reooss  Anc Aim

kappa | lambda | CD19 CD5 Clonal assessment
CD45 CD14 CD19 CD3 Limit of detection
CD20 | CD38 | CD19 CD5 CLL gquantification
CDB1 cD22 | CDi9 CD5 CLL guantification
CD79b | CD43 | CD19 | CD5 CLL quantification

Tablica 2. Preporucene kombinacije protutijela i
fluorokroma u procjeni ostatne bolesti u kroni¢noj
limfocitnoj leukemiji prema Euroflow smjernicama (6).

PERCP- APC-
FITC | PE Cy5.5 PE-Cy7| APC C750 Bv421| BV510
1 [ CD79% ROR1
CD5| CD3 | CD19 CD38 | CD27 | IgD+IgM
2 | CD22 CD180

Uloga sekvenciranja nove generacije (NGS) u
detekciji mjerljive ostatne bolesti u B-kronic¢noj
limfocitnoj leukemiji

Napretkom u razumijevanju biologije bolesti i
razvojem visoko ucinkovitih ciljanih terapija fokus
kod lijecenja B-KLL-a se mijenja. Od postizanja
povrsinske remisije na ostvarivanje dubokog, mole-
kularnog odgovora, koji se uz metodu proto¢ne ci-
tometrije moze kvantificirati mjerenjem minimalne
rezidualne bolesti pomo¢u NGS-a. Sekvenciranje
nove generacije pojavilo se kao najosjetljivija meto-
da za kvantificiranja MRD-a, §to omogucava bolju
stratifikaciju rizika, terapijske odluka i definiranje
krajnjih ciljeva lije¢enja B-KLL-a (7).

Molekularne tehnike koje se upotrebljavaju za
detekciju MRD-a su alel specifi¢ni oligonukleotid-
ni PCR (ASO-PCR) i sekvenciranje nove generacije
(NGS) (8).

ASO-PCR je metoda koja se temelji na detekciji
B-KLL klona koji je bio prisutan kao dominantan
klon prilikom postavljanja dijagnoze.

Ova metoda prvo identificira jedinstvenu, paci-
jent-specificnu sekvencu DNA preuredenog gena za
teski lanac imunoglobulina (IGH) u B-KLL klonu
u dijagnostickom uzorku, a nakon toga se dizajni-
raju specificne pocetnice (eng. primers) koje ciljaju
upravo tu sekvencu, te omogucavaju njezinu ampli-
fikaciju 1 kvantifikaciju u uzorcima uzetim tijekom
pracenja.

ASO-PCR je vrlo osjetljiva metoda koja rutinski
postiZze granice detekcije izmedu 1071 107,

Glavni nedostatak ove metode je da se za svakog
pacijenta moraju dizajnirati i validirati specificne
PCR pocetnice $to ovu metodu Cini dugatrajnom
1 vrlo skupom. Takoder nije primjenjiva kod svih
bolesnika jer se ponekad ne uspije identificirati pri-
kladan molekularni biljeg za pracenje, te zahtijeva
dijagnosticki uzorak s visokim udjelom tumorskih
stanica 1 DNA visoke kvalitete.

Sekvenciranje nove generacije (NGS) predstavlja
tehnoloski iskorak u molekularnoj detekciji mini-
malne rezidualne bolesti i omogucava vrlo visoku
osjetljivost.
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I NGS je metoda koja se temelji na identifikaci-
ji preuredenog gena za teski lanac imunoglobulina
(IGH) u B-KLL klonu, te se V(D)J rekombinacija
koristi kao jedinstveni tumorski biljeg (9).

Tijekom sazrijevanja, svaki B-limfocit nasumic-
no spaja genske segmente — varijabilni (V), raznoli-
ki (D) 1 spojni (J) unutar lokusa gena za teski lanac
imunoglobulina (IGH) kako bi stvorio jedinstveni
gen za B-stani¢ni receptor (BCR). Ova jedinstve-
na V(D)J sekvenca, posebice hipervarijabilna regija
CDR3 na spoju segmenata djeluje kao trajni i jedin-
stveni genetski barkod za taj B-limfocit i sve njego-
ve potomke.

S obzirom da je B-KLL monoklonska ekspanzi-
ja jedne maligne B-stanice, sve leukemijske stanice
kod bolesnika dijele identicnu sekvencu IGH V(D)
J preuredenja. Taj klonotip se razlikuje od miliju-
na razlicitih IGH sekvenci prisutnih u bolesnikovim
normalnim, poliklonskim B-limfocitima, $to ga ¢ini
izuzetno specificnim tumorskim biljegom za prace-
nje MRD-a (10).

Proces NGS MRD analize sastoji se od tri kljuc-
na koraka, od identifikacije biljega do njegove
kvantifikacije.

Korak 1: Poc¢etna procjena klonalnosti

Zarazliku od NGF-a koji moze identificirati LAIP
(od eng. Leukaemia-associated immunophenotypes)
u bilo kojem uzorku, NGS-MRD je metoda pracenja
koja je beskorisna bez pocetnog testa na dijagnostic-
kom uzorku. Potreban je pocetni uzorak s visokim
udjelom bolesti, a najéesce se koristi uzorak kod di-
jagnoze ili relapsa. 1z tog se uzorka izolira DNA, te
se provodi multipleks PCR s konsenzusnim pocetni-
cama koje ciljaju IGH, te u odredenim slu¢ajevima
1 gene za lokuse lakih lanaca (IGK/IGL), kako bi se
amplificirali svi V(D)J rearanzmani.Bioinformatic-
ki ¢e se identificirati dominantni, maligni klonotip
(ili vise njih) koji ¢e se pratiti u kasnijim uzorcima.
Ovaj korak nosi 1 logisticke implikacije jer dijagno-
sticki uzorak mora biti pravilno prikupljen, pohra-
njen (DNA je stabilna, za razliku od svjezih stanica
za NGF) 1 dostupan za sekvenciranje prije nego Sto
se moze zapoceti pracenje MRD-a (11, 12).

Korak 2: Priprema biblioteke i NGS

Iz uzoraka za pracenja MRD-a (periferna krv ili
kostana srz) izolira se DNA 1 provodi se isti proces
multipleks PCR-a 1 sekvenciranja. Kriti¢an faktor
za postizanje visoke osjetljivosti je koli¢ina ula-
zne DNA. Postizanje osjetljivosti od 10-¢ zahtijeva
sekvenciranje koli¢ine DNA koja je ekvivalent mi-

lijuna ili viSe stanica Sto moze biti ogranicavajuci
faktor.

Korak 3: Bioinformaticka analiza

Ovaj korak je vrlo vazan dio NGS MRD anali-
ze. Vrlo je vazna kontrola kvalitete jer sirovi podaci
sekvenciranja moraju pro¢i analizu provjere kvalite-
te, ukljuCujuci procjenu stopa pogresaka i uklanja-
nje ocCitavanja niske kvalitete. Zatim identifikacija
1 grupiranje klonotipova gdje se sekvence obraduju
specijaliziranim informatickim programom (npr.
ARResT/Interrogate, LymphoTrack MRD ili sli¢no)
kako bi se identificirala upotreba V, D i J gena te
sekvenca spojne regije. I kona¢no korekcija pogre-
Saka jer je veliki izazov razlikovanje stvarnih klo-
nova niske frekvencije od pogreSaka unesenih tije-
kom PCR-a i sekvenciranja. Stopa pogresaka moze
biti u istom rasponu kao i ciljana osjetljivost (10-%)
Sto stvara kritiCan problem omjera signala i Suma.
Neke metode koriste jedinstvene molekularne iden-
tifikatore (UMI) Sto su kratke, nasumicne sekvence
koje se dodaju svakoj molekuli DNA prije PCR-a $to
omogucava precizniju korekciju amplifikacije 1 po-
greSaka sekvenciranja.

Na samom kraju radi se kvantifikacija gdje se
broj ocitavanja koji odgovara malignom klonu dijeli
se s ukupnim brojem ekvivalenata stanica s jezgrom
koje su sekvencirane (kalibriracija pomoc¢u kontrol-
nih gena) kako bi se dobila kvantitativna MRD fre-
kvencija (npr. broj stanica na milijun).

Slozenost NGS MRD analize zahtjeva standar-
dizaciju kako bi se osigurala pouzdanost i uspore-
divost rezultata (13). EuroClonality-NGS radna sku-
pina je jedna od vaznih organizacija za razvoj, stan-
dardizaciju 1 validaciju NGS testova za IG/TR gene
u svrhu analize klonalnosti i MRD-a. Sto uklju¢uje
validaciju setova pocetnica, uspostavljanje kontrola
kvalitete 1 razvoj bioinformatickih protokola poput
DEPART algoritma za strukturiranu evaluaciju re-
zultata klonalnosti. Takoder postoje i komercijalni
testovi kao $to su clonoSEQ (Adaptive Biotechnolo-
gies) 1 LymphoTrack (Invivoscribe) koji nude stan-
dardizirane komplete i softverske alate (14, 15).

NGS je najosjetljivija od svih dostupnih meto-
da, sposobna detektirati jednu B-KLL stanicu na
1,000,000 leukocita (10-%) pa ¢ak i dublje Sto pred-
stavlja povecanje osjetljivosti za 10 do 100 puta
u usporedbi sa standardnim metodama (NGF 1
ASO-PCR).

Studije koje su se bavile usporedivanjem meto-
da detekcije pokazuju izvrsnu podudarnost izmedu
NGS-a i NGF-a na pragu od 10-*. Takoder vidjelo se
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da vecina bolesnika koji se smatraju uMRB prema
NGF-u (uMRD4) zapravo imaju detektabilnu bolest
primjenom NGS-a. Pokazalo se da su gotovo tri Ce-
tvrtine bolesnika lije¢enih FCR-om s uMRD4 sta-
tusom 1 dalje su bili MRB-pozitivni prema NGS-u.
Izbor metode za procjenu MRD-a ukljucuje, na-
ravno, kompromis izmedu dostupnosti, preciznosti
1 cijene metode. NGF je Siroko dostupna, brza i ne
zahtijeva pocetni uzorak, §to ovu metodu ¢ini prak-
ticnom za Siroku klinicku upotrebu. NGS nudi ne-
usporedivu osjetljivost i specifi¢nost ali dolazi s vi-
Sim troSkovima, duljim vremenom obrade i ve¢om
tehnickom slozenoS¢u. NGF je dostupan u vecini
hematoloskih laboratorija, daje rezultate relativno
brzo i moze se izvesti na bilo kojem uzorku tijekom

Tablica 3. Usporedba metoda za odredivanje MRD-a.

pracenja. S druge strane, NGS zahtijeva specijali-
ziranu opremu, slozenu bioinformati¢ku ekspertizu,
pocetni dijagnosticki uzorak za identifikaciju klona
1 ima dulje vrijeme do izdavanja nalaza (tipicno do
30 dana). To dovodi do pitanjada li je visoko osjet-
ljiva informacija dobivena NGS-om vrijedna pove-
¢anog logistickog 1 financijskog tereta. Konsenzus
je danas da je za rutinsko pracenje s osjetljivoséu
10 koju postize NGF, ova metoda i prakti¢an iz-
bor. Medutim, za klinicka ispitivanja koja imaju za
cilj dokazati eradikaciju bolesti, za odluke o terapiji
vodene MRD-om (poput prekida lijeCenja) ili za bo-
lesnike kod kojih se trazi najdublji mogu¢i odgovor,
preciznost NGS-a postaje neophodna pa tako ove
dvije metode imaju komplementarnu ulogu.

. . Standardna | Maksimalna | Standard- . .
Metodologija Princip osjetljivost | osjetljivost izacija Prednosti Nedostaci Uzorak
Brza. Siroko NiZa osjetljivost
Detekcija aberant- dos’tupna okd NGS-a, sulb- Svieia
- nog imunofeno- L jektivnost analize, | periferna
p‘r’;f:é’:;ac'ﬂzﬁft:‘;‘l‘a tipa pomocu 104 105 (NGF) ERIC p’l)eéﬁ:it'lﬁfr‘_ zahtjeva strucnost, | krv il
fluorescentnih ak. relativno moguci laZzno nega- | koStana
protutijela ‘jeftina tivni rezultati zbog Srz
promijene fenotipa
Kvantifi-
kacija pacijent- Dugotrajna, nije
specifitnog IGH Visoka os- primjeniiva ﬁa sve
AS0-qPCR preuredenja 104 do 10° 10 EuroMRD jetljivost i bolesnike, te zahtje- DNA
pomocu specifiénost M
prilagodenih va pocetni uzorak
pocetnica
Najvisa os- . .
Kvantifikacija jetljivost i V‘:’i;‘e“mpga(’)gr‘:éz
IGH preuredenja specifitnost, zahtjeva poéetn’i
Sekvenciranje nove | pomocu konsen- 10+ 210 EuroClonality- univerzalna uzorak slozena DNA
generacije (NGS) | zusnih poCetnica i - - NGS primjenjivost bioinfdrmatika
visokoproto€nog (s konsen- otrebna visoké
sekvenciranja zusnim p trucnost
pocetnicama) strucnos

Mjerljiva ostatna bolest u B-kroni¢noj
limfocitnoj leukemiji i lijeCenje

Cilj lijeCenja B-kroni¢ne limfocitne leukemije
(B-KLL) jest postizanje kompletne remisije prema
kriterijima medunarodne radne skupine za kronic¢-
nu limfocitnu leukemiju (engl. International Works-
hop on Chronic Lymphocytic Leukemia - iwCLL)
(16). Medutim, postizanje kompletne remisije ne
znaci istodobno 1 totalnu eradikaciju klona bolesti.
Sve boljim ishodima kemoterapijskog lijecenja kao
1 pojavom ciljanih lijekova javila se i potreba za
odredivanjem dubljeg odgovora na terapiju te se u
definiranje ishoda lije¢enja B-KLL-a uvodi pojam
minimalne ostatne bolesti (engl. ,,MRD- Minimal

Residual Disease). MRD se definira kao broj leu-
kemijskih stanica u perifernoj krvi ili koStanoj srzi
nakon provedenog lije¢enja (16). Sama ideja MRD-a
se u lijecenju B-KLL-a javila ve¢ 1990-tih godina; u
samim pocecima uporabe metoda PCR-a i protocne
citometrije u klinickoj praksi.

Minimalna ostatna bolest je jedan od najvaznijih
biomarkera B-KLL-a. Ima dijagnosticko (potvrda
dijagnoze ili subtipa bolesti), prognosticko (procje-
na progresije ili relapsa bolesti bez lijeCenja) 1 pre-
diktivno znacenje (procjena odgovora na specificnu
terapiju), a moze sluziti i kao marker odgovora na
pojedinu terapiju (najspecifi¢niji biomarker procjene
dubine odgovora) ili kao monitoring tijekom 1 nakon
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lijecenja (17). U lije¢enju B-KLL-a MRD moze ima-
ti pasivnu i aktivnu ulogu. Kao pasivni biomarker u
klini¢ckim studijama moze se odredivati periodicki
zbog sustavnog pracenja odgovora tijekom trajanja
terapije ili moze posluziti kao MRD na kraju lijeCe-
nja (engl. ,, End Of Treatment MRD*; EOT-MRD).
Vaznost MRD-a ispitivana je u svim oblicima lije-
¢enja: u prvoj liniji, relapsno refraktornim oblicima
bolesti, u kontekstu konsolidacijske terapije, u kon-
tinuiranom lijeCenju kao i vremenski ograni¢enom
lijeCenju. Na temelju rezultata klinic¢kih studija koje
su dokazale kako je postizanje MRD-a pozitivan
prediktor ukupnog prezivljenja i prezivljena bez pro-
gresije bolesti Europska agencija za lijekove je 2016.
god., a Americka agencija za hranu i lijekove 2020.
god. definirala koriStenje MRD-a kao intermedijar-
nog cilja u klinickim istrazivanjima na temelju kojeg
se moze ubrzati odobrenje lijeka za klinicku upo-
rabu (17,18,19) Kao aktivni marker lije¢enja MRD
moze sluziti kao putokaz poboljSanja lijecCenja kod
MRD pozitivnih bolesnika (primjerice intenzifika-
cija doze lijeka ili prolongacija lijeCenja), dok kod
MRD negativnih bolesnika moze sluziti kao marker
za deeskalaciju doze lijeka ili raniji prestanak lijeCe-
nja. Medunarodna radna skupina za B-KLL je 2018.
god. u izdanim smjernicama jasno definirala MRD
u B-KLL-u kao jednu pozitivnu stanicu na 10 000
limfocita u perifernoj krvi ili kostanoj srzi - MRD4
(16). Dolaskom novih lijekova postizu se sve dublji
odgovori stoga se javlja potreba za standardizacijom
metoda i objavom rezultata MRD-a te je 2021. god.
izdan konsenzus od strane 174 eksperta o klju¢nim
pitanjima, problemima i s jasnim preporukama za
odredivanjem MRD-a. Prema konsenzusu danas se
umjesto naziva minimalan preporucuje naziv mjer-
ljive ostatne bolesti (engl. Measurable Residual Di-
sease), obzirom da se pojam minimalan odnosi na
subjektivnu procjenu, a umjesto MRD negativnosti
preporucuje se koristiti naziv nedetektabilni MRD
(u-MRD) jer se stanice dokazuju do granice odrede-
ne konsenzusom, Sto ne znaci kako se ne bi mogle
dokazati na nize postavljenom pragu (20).

MRD primarno odreduje dubinu odgovora na li-
jeCenje 1 time pokazuje 1 superiornost lijeCenja po-
jedinih terapijskih opcija zbog ¢ega se danas koristi
gotovo u svim klinickim studijama kao primarni ili
sekundarni ishod (21). Prvi lijek s kojim je pokusa-
no eradicirati MRD bio je alemtuzumab u klinickoj
studiji NCRN CLL207 i prvi put je dokazano da je
postizanje nedetektabilnog MRD-a povezano s bo-
ljim OS-om i PFS-om (22). Prva terapija uz koju je
kod znacajnog dijela bolesnika postignut u-MRD

jest kemoterapija po FCR ( fludarabin, ciklofosfa-
mid, rituksimab) Sto je dokazano u dvije studijama
(23,24).

Ostale studije koje su kasnije uspjele dokazati
kako postizanje u-MRD u prvoj liniji lijecenja po-
boljsava prezivljenje bez progresije bolesti (PFS) 1
ukupno prezivljenje (OS) bolesnika jesu studije s u
kojima su bolesnici lije¢eni GClb (obinutuzumab,
klorambucil), BR (bendamustin, rituksimab) te GB
protokolu (obinutuzumab, bendamustin) (25,26,27).

Prve studije koje su ucinkovitost venetoklaksa
kod relapsno/refraktornih bolesnika procjenjivale
MRD-om jesu MURANO, te CLARITY studjj te
su na neki nac¢in pokazale kako inkorporirati MRD
u procjenu odgovora (28,29,30). MURANO je kli-
nicka studija faze tri koja je usporedivala ucinkovi-
tost rituksimab-bendamustin (BR grupa) terapije s
rituksimab venetoklaks (VR) terapijom. Nedetekta-
bilni MRD je bio sekundarni cilj. U VR grupi 5-go-
diSnji OS je iznosio 95% za bolesnike s u-MRD-om,
dok je za bolesnike s detektabilnim MRD-om izno-
sio 72,9% (28). U CLARITY studiju ukljuceni su
bolesnici s relapsno /refraktornom B-KLL-om lije-
¢eni kombinacijom ibrutiniba i venetoklaksa (I+R).
Primarni cilj bio je odrediti udio bolesnika kod kojih
je nakon 12 mjeseci kontinuirane terapije [+R po-
stignuta kompletna remisija. MRD je odredivan na-
kon osam, 14 1 nakon 26 mjeseci, a trajanje terapije
je odredeno na temelju nalaza MRD-a na nacin da
kod bolesnika kod kojih je u-MRD postignut nakon
osam mjeseci je terapija nastavljena do 14 mjese-
ci, kod onih kod kojih je u-MRD postignut nakon
14 mjeseci terapija je nastavljena do 26.mjeseca, a
kod onih kod kojih je u-MRD postignut tek u na-
kon 26 mjeseci ibrutinib je nastavljen kontinuirano
do progresije ili toksicnosti (29). Nakon 12 mjeseci
kontinuirane terapije u-MRD je postignut kod 36%
bolesnika u perifernoj krvi i kostanoj srzi. Studija je
dokazala sinergisticki ucinak venetoklaksa i ibruti-
niba, a obje studije su dokazale kako je postizanje
u-MRD u pozitivnoj korelaciji s PFS-om i OS-om.

Klinicke studije E1912 i ELEVATE koje su ispi-
tivale u¢inkovitost kontinuirane primjene inhibioto-
ra Brutonove kinaze (BTKi) kao monoterapije ili u
kombinaciji s drugim lijekovima pokazale su kako
nema znacajne razlike u PFS-u izmedu bolesnika s
nedektabilnim 1 detektabilnim MRD-om. Stoga se
serijsko odredivanje MRD-a tijekom terapije BTKi
ne preporuca, a u klinickim studijama u kojima se
BTKi primjenjuju kontinuirano preporuca se da u-
MRD definira kao sekundarni cilj ( 31,32,33).

U CAPTIVATE studiju ukljuc¢eni su bolesnici s
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nelijeCenom B-KLL koji su prvo lijeceni s tri ciklu-
sa ibrutiniba, a nakon toga jo$ 12 ciklusa ibrutiniba
1 venetoklaksa nakon ¢ega je odreden MRD. Bole-
snici s u-MRD-om su lijeeni placebom ili ibrutini-
bom, a bolesnici s detektabilnim MRD-om ibruti-
nibom ili kombinacijom venetoklaksa i ibrutiniba.
Jednogodisnje prezivljenje bez bolesti se nije zna-
¢ajnije razlikovalo u skupini s u-MRD-om izmedu
bolesnika koji su nakon 12 mjeseci nastavili primati
ibrutinib ili placebo §to govori o potencijalnoj pred-
nosti vremenski ograniCene terapije kod bolesnika
koji su postigli u-MRD (34).

FLAIR studija je individualizirala lijecenje bole-
snika s B-KLL-om na temelju nalaza MRD-a i pri-
tom uspjela dokazati superiornost u odnosu na stan-
dardnu kemoterapiju po FCR protokolu. U studiji su
usporedivani rezultati lijeCenja bolesnika lijecenih
prema FCR protokolu te kombinacijom ibrutiniba 1
venetoklaksa (I+V). U potonjoj grupi trajanje lijeCe-
nja je odredeno

kao dvostruko vrijeme od postizanja u-MRD.
TrogodiSnji PFS je iznosio 92,7% (CI 95%) u I+V,
a 76,8% u grupi bolesnika lije¢enih FCR-om (35).
Ukupno trogodisnje prezivljenje je iznosilo 98% u
[+V grupi, te 93% u FCR grupi. Radi se o prvoj kli-
nickoj studiji koja je jasno definirala trajanje lijeCe-
nja nakon postizanja u-MRD-a. Pokazano je kako se
koristenjem MR D-a kao biomarkera ishoda lijecenja
mogu poboljsati rezultati ishoda lijecenja, ali 1 indi-
vidualizirati pristup lijeCenju, smanjiti moguénost
potencijalnih nuspojava te znacajno smanyjiti tros-
kove u odnosu na kontinuiranu terapiju. Na temelju
rezultata ove studije MRD-om vodena terapija prvi
put je ukljucena i u klinicke ESMO smjernice (36).

B-kroni¢na limfocitna leukemija je bolest koja
zahvaca vise odjeljaka (limfni ¢vorvi, slezena, ko-
Stana srz i periferna krv) Sto predstavlja potenci-
jalni izazov u odredivanju MRD-a jer ¢ak 1 nakon
postizanja nedetektabilnog MRD-a u kostanoj srzi
ili perifernoj krvi znacajan udio B-KLL stanica se
moze zadrzavati u drugim odjeljcima 1 sluziti kao
rezervoar za relaps bolesti (17). Pojedini lijekovi
(primjerice antiCD20 protutijela) bolje djeluju u pe-
rifernoj krvi nego u kostanoj srzi. Zanimljiva je pri-
mjerice analiza dvije klinicke studije CLL8 (FC vs
FCR) i CLLI10 (FCR vs BR) gdje je dokazano da je
cak 39% bolesnika s parcijalnom remisijom prema
iwCLL kriterijima imalo u-MRD u perifernoj krvi.
Analiza je takoder pokazala kako nema znacajnije
razlike u PSF-u kod bolesnika s detektabilnim MRD
1 kompletnom remisijom u odnosu na bolesnike s
postignutim u-MRD- 1 parcijalnom remisijom (37).

Slicne rezultate je pokazala i analiza MURANO
studije gdje je 86 od 197 pacijenata postiglo parci-
jalnu remisiju s uMRD-om. Analizom podskupina
pokazano je kako nema razlike u ishodima lijeCenja
kod bolesnika s uMRD-om s parcijalnom remisi-
jom 1ili kompletnom remisijom (38). Sli¢no tomu u
TRANSCEND CLL 004 studiji u kojoj u se uklju-
¢eni bolesnici s relapsno refraktonom B-KLL (R/R
KLL) lijeceni lisocabtagen-maraleucel-om c¢ak 19
od 34 bolesnika sa stabilnom bolesti imalo je nega-
tivan MRD u perifernoj krvi (39).

U tijeku su takoder nove studije kako u prvoj li-
niji lijecenja tako i u relapsno refraktornim oblicima
u kojima su bolesnici lijeceni trojnom terapijom (an-
tiCD20 protutijelo, BTKi, venetoklaks). Rezultati
ovih studija pokazuju veci postotak pacijenata s po-
stignutim MR D-om te pozitivnu korelaciju u-MRD-
a s PFS-om 1 OS-om (40,41,42).

Unatoc¢ Sirokoj primjeni u klinickim studijama,
te jasnim odrednicama i sve ve¢im naporima za pre-
ciznim definiranjem i standardizaciji metoda uloga
MRD-a u klini¢koj praksi za sada ostaje nejasna 1
vecina smjernica ne preporuca rutinsko odrediva-
nje tijekom lijeCenja. Rezultati svih studija pak ja-
sno dokazuju kako se radi o jednom od najvazni-
jih prediktivnih i prognostickih markera, medutim
za Siru primjenu klinickoj praksi potrebne su nove
randomizirane studije koje bi usporedile standardne
opcije lijecenja te dale nova saznanja o jos uvijek
nerijeSenim pitanjima o uporabi MRD-a (pravo-
vremeno testiranje, koliko ¢esto pratiti MRD, §to s
MRD relapsom bez klinickih znakova relapsa, itd.).
Osim procjene dubine odgovora MRD je i odli¢an
marker individualizacije trajanja terapije. KoriSte-
njem MRD-a potencijalno se smanjuje kumulativna
toksi¢nost lijeka, ali i smanjuju tro§kovi u zdravstvu
(osobito u eri novih lijekova) te potencijalno poveca-
va suradljivost dijela bolesnika (ve¢a motivacija za
lijecenje kod vremenski ogranicene terapije).
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Uvod

T-prolimfocitna leukemija (T-PLL) prvi je put
kao zasebna hematoloska bolest opisana 1973. godi-
ne u radu Catovskog i1 suradnika, koji su prepoznali
skupinu bolesnika s agresivnom leukemijom zrelih
T-limfocita, obiljezenom izrazenom limfocitozom,
hepatosplenomegalijom, ¢estim zahvacanjem koze
te karakteristiénim morfoloskim izgledom prolimfo-
cita u perifernoj krvi. Unato¢ svome nazivu, pojam
,,prolimfocitna‘ donekle je zavaravajuci jer maligne
T-stanice potjecu iz posttimusnog stadija razvoja (1).
T-PLL se smatra rijetkom boles¢u s godiSnjom inci-
dencijom od priblizno dva slu¢aja na milijun stanov-
nika u europskim zemljama, §to ¢ini oko dva posto
svih kroni¢nih limfocitnih leukemija (2).

Leukemijske stanice u T-PLL-u pokazuju imuno-
fenotip karakteristiCan za zrele (posttimusne) T-lim-
focite, bez izrazaja TdT 1 CDla. U vecine bolesnika
prisutan je CD3, premda povrsinska ekspresija moze
biti smanjena ili u potpunosti odsutna. Naj¢es¢i imu-
nofenotipski obrazac jest CD4*/CD8" (58—65%), dok
je koekspresija CD4 1 CD8 rjeda (21-32%). Abe-
rantni gubitak pan-T-stani¢nih biljega (CD2, CDS5,
CD7) pojavljuje se rijetko (3). Antigen CD52 gotovo
je univerzalno izrazen u nelijeCenih bolesnika, Sto
predstavlja vaznu terapijsku metu (4).

U ovom prikazu slucaja opisan je 43-godisnji
muskarac s dijagnozom T-PLL, postavljenom na te-
melju morfoloskih znacajki koStane srzi i imunofe-
notipske analize, uz dodatnu potvrdu citogenetskim
ispitivanjem te molekularnom analizom preuredbe
T-stani¢nog receptora.

Prikaz slucaja

Muskarac, star 43 godine, inicijalno pregledan
zbog osjecaja pritiska u prsima. U¢injenom labora-
torijskom obradom verificirana limfocitoza, normo-
citna anemija i trombocitopenija.

Prethodno dijagnosticiran ulcerozni kolitis, prije
20 godina, ranije lijeCen mesalazinom. U obiteljskoj

anamnezi nije bilo hematoloSkih bolesti. Klinic-
kim pregledom bez hepatosplenomegalije, negira B
simptome.

Analiza periferne krvi pokazala je izrazenu lim-
focitozu (142,9 x 10%L) i trombocitopeniju (25 X
10%L), uz uredne vrijednosti eritrocita i koagula-
cijski status, a od ostalih nalaza imao je povisene
vrijednosti ALT (82 U/L), AST (59 U/L), LDH (534
U/L), B-2 mikroglobulina (4,3 mg/L) i feritina (412,6
ug/L). Elektroforeza proteina bila je uredna, a obra-
da za autoimune bolesti pristigla je negativna. Zbog
leukocitoze 1 trombocitopenije ucinjena je i citolos-
ka punkcija koStane srzi.

Imunofenotipizacijom limfocita periferne krvi,
provedenom pomocu panela za ne-Hodgkinove lim-
fome, utvrdena je dominantna populacija limfocita
koja je Cinila 94% Zivih leukocita. Stanice su poka-
zale imunofenotip zrelih T-limfocita (CD45*, CD2",
CD3*, CD5" 1 CD7*). Unutar te populacije, 86% sta-
nica bilo je dvostruko pozitivno (CD4*/CDS8"), dok
je 8% bilo jednostruko pozitivno (CD8*). Nadalje,
86% aberantnih T-limfocita iskazivalo je aberantnu
ekspresiju CD117*. Negativni biljezi ukljucivali su
CD34-, TdT-, CDla i CD56.

Razmaz koStane srzi pokazao je zrele limfaticke
stanice morfoloski slicne onima u perifernoj krvi.
Biopsija kostane srzi bila je 80-90% celularna. Sve
tri hematopoetske loze bile su prisutne, ali izrazito
potisnute zbog velikih intersticijskih nakupina ati-
picnih T-limfocita. Imunohistokemijska analiza po-
tvrdila je pozitivnost za CD3*, CD2*, CD5", CD7",
CD4*, CD8" 1 TCLI1"*, dok su ostali testirani biljezi
pokazali negativitet CD56, CD57-, CD30-, TdT-,
CDI10-, CD237, PDI" i ICOS". Bojenje Ki-67 poka-
zalo je proliferacijski indeks od priblizno 40%.

Metodom interfaznog FISH-a (fluorescentna in
situ hibridizacija) utvrdena je preuredba TCRAD
gena Sto moze ukazivati na rekurentne promjene ve-
zane uz T-PLL, kao sto su inv(14) (q11932) ili t(14;14)
(ql1g32). Takoder dokazane su 3 kopije MYC gena

Bilten Krohema — Vol. 17, br. 2

45



J. Knezevi¢ i suradnici

Prezentacija T-prolimfocitne leukemije s dvostruko pozitivnim CD4*CD8* fenotipom - prikaz slucaja

Sto moze ukazivati na izokromosom 8 (iso(8)(q10)),
a to rezultira povecanom ekspresijom MYC gena.
Nije pronadena delecija ATM-gena.

Deoksiribonukleinska kiselina (DNA) izolira-
na je iz leukocita perferne krvi uz komercijalni kit
QIAamp DNA Blood Mini Kit, Qiagen, Njemacka.
Primjenom metode viSestruke lancane reakcije poli-
meraze (engl. multiplex polymerase chain reaction)
uz smjesu odgovarajucih pocetnica te nastavnu ana-
lizu fragmenata metodom kapilarne elektroforeze
otkrivena je klonalna preuredba gama T-stani¢nog
receptora.

Uc¢injenim PET-CT-om verificirana splenomega-
lija(17 cm),bezlimfadenopatijeibezhepatosmegalije.

Na temelju navedenog postavljena je dijagnoza
T-PLL, a pacijentu je zapoceto lijeCenje alemtuzu-
mabom (postepeno povecanje doze do 30 mg), uz
potporu transfuzijama trombocita i eritrocita.

Dva mjeseca kasnije, prilikom kontrolnog do-
laska na sljede¢u dozu alemtuzumaba, pacijent je
razvio poremecaje vida uz jake glavobolje stoga je
upucen u hitnu sluzbu. Daljnja obrada potvrdila je
progresiju bolesti s jo§ izrazenijom leukocitozom
(588,6 x 10°L), trombocitopenijom (12 x 10°%L) uz
sada prisutnu i teSku anemiju (Hb 70 g/L), produlje-
no protrombinsko vrijeme i porast vrijednosti jetre-
nih enzima (ALT 104 U/L, GGT 233 U/L, ALP 181
U/L), a MS-CT je pokazao izrazitu hepatospleno-
megaliju bez limfadenopatije.

Zbog progresije bolesti, uz postojecu terapi-
ju alemtuzumabom dodan je kladribin. Tijekom
primjene kladribina broj limfocita se smanjio, ali
trombocitopenija je perzistirala, zahtijevaju¢i sva-
kodnevne transfuzije trombocita. Zabiljezeni su
laboratorijski znakovi blagog sindroma lize tumo-
ra, no bez klinickih komplikacija (5). Desetog dana
hospitalizacije pacijent je otpusten u dobrom opéem
stanju.

Nekoliko dana kasnije, tocnije sedam dana nakon
otpusta, ponovno je hospitaliziran zbog otezanog
disanja 1 pogorsanja opceg stanja te mu je ucinjen
kontrolni MSCT koji je pokazao obostrane pleural-
ne izljeve 1 izrazen ascites. Laboratorijski nalazi su
pokazali blagu anemiju, leukocitozu (26 x 10%L),
trombocitopeniju (11 x 10°%L) uz izrazito visoke vri-
jednosti LDH (1917 U/L). Zbog razvoja tenzijskog
ascitesa ucinjena je i evakuacija ascitesa te su uzorci
odaslani na analizu, a citoloSkom analizom i imuno-
fenotipizacijom potvrdena je prisutnost bolesti §to je
upucivalo na progresiju te je zapoceta terapija vene-
toklaksom uz postepeno dizanje doze (6).

Nekoliko dana nakon otpusta, u dnevnoj ambu-
lanti nakon primjene alemtuzumaba, pacijent je ra-
zvio vrucicu, zimicu i treskavicu te je zbog infektiv-
ne komplikacije hospitaliziran. Uz primjenu antibio-
tika 1 nastavak terapije (alemtuzumab, venetoklaks)
klinic¢ko stanje se popravilo, a nalazi su ukazivali na
stabilizaciju bolesti.

S obzirom na izrazen CDI17 na leukemijskim
stanicama, postavljena je sumnja na prisutnost KI/7'
mutacije. Iz uzorka periferne krvi u opisanoj progre-
siji bolesti u¢injena je analiza sekvenciranja sljedece
generacije (NGS - engl. next generation sequencing)
sa ciljanim panelom gena za leukemijske bolesti mi-
jeloidne loze stanica (54 dijagnosticki i prognosticki
relevantnih gena obuhvaceno je panelom). Koristen
je komercijalni kit Agilent myeloid custom panel,
Agilent Technologies, SAD, a pripremljena knjiz-
nica sekvencirana je na uredaju MiSeq, [llumina,
SAD. Osjetljivost primijenjene NGS metode doseze
do 5% (najmanyji relativni udio detekcije varijanti), a
analiza je obuhvatila tockaste mutacije te male in-
sercije, odnosno delecije genskog materijala. Sekun-
darna 1 tercijarna analiza podataka ucinjena je na
platformi Varsome Clinical, Saphetor SA, Svicar-
ska. Prema smjernicama i tada dostupnim literatur-
nim dokazima, izvijeStene su sve patogene klinicki
znacajne varijante u kontekstu prisutne hematoon-
koloske bolesti (7,8).

Opisanim  NGS sekvenciranjem pronadena
je tockasta mutacija u KIT genu, NM 000222.3
c.1621A>C p.(Met541Leu), navedena varijanta u
literaturi opisana je uz povoljan odgovor na tera-
piju imatinibom. Takoder, detektirana je 1 JAK3,
NM 0002154 c.1718C>T p.(Ala573Val) varijanta.
JAK3 A573V mutacija aktivira JAK-STAT signalni
put i ima leukemogeni uc¢inak $to ju svrstava u kli-
nicki znacajnu patogenu varijantu 1. razine (9,10).

Sukladno rezultatima molekularnog testiranja
pacijentu je uvedena terapija imatinibom. Ubrzo na-
kon dolazi do povlacenja svih ascitesa i izljeva te do
stabilizacije ukupnog broja leukocita. Pacijent je u
dobrom opcem stanju otpusSten uz nastavak terapije.
Ubrzo nakon toga pacijent se javlja u hitnu sluzbu
s klinickim znakovima akutne ishemije miokarda.
Slikovnim tehnikama utvrdeno je prisustvo tumor-
ske tvorbe u lijevoj klijetki srca Sto je nazalost dove-
lo do smrtnog ishoda.

Rasprava
T-prolimfocitna leukemija (T-PLL) rijetka je i
agresivna leukemija zrelih T-limfocita, karakterizi-
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rana brzim tijekom bolesti 1 visokom stopom relapsa
unatoC inicijalnom odgovoru na terapiju. Klinicki 1
imunofenotipski heterogena, bolest se obicno ocituje
leukocitozom, hepatosplenomegalijom i limfadeno-
patijom, dok kozni infiltrati i rijetki atipi¢ni fenoti-
povi dodatno kompliciraju dijagnosticki i terapijski
pristup (11).

U opisanom slucaju pacijent je imao rijedak imu-
nofenotipski profil: maligne T-stanice bile su dvo-
struko pozitivne (CD47/CD8") i izrazito izrazavale
CDI117%, sto je zabiljezeno samo u manjini T-PLL
sluc¢ajeva (3,16,17). Ova atipi¢na ekspresija CDI117*
ukazivala je na potencijalnu ciljanu terapijsku metu
1 postavila dodatne izazove u planiranju lijecenja.

Alemtuzumab, humanizirano monoklonsko pro-
tutijelo usmjereno protiv CD52, etablirao se kao
terapija prve linije za T-PLL. Studija Deardena i
suradnika iz 2011. godine pokazala je da intraven-
ska primjena alemtuzumaba u 32 bolesnika rezul-
tira ukupnom stopom odgovora od 91%, pri cemu
81% bolesnika postize potpuni odgovor (12). Re-
trospektivno istrazivanje Damlaja 1 suradnika na
41 bolesniku pokazalo je superiornu ucinkovitost
alemtuzumaba u odnosu na druge terapije, s medija-
nom ukupnog prezivljenja (mOS) od 40,5 mjeseci u
usporedbi s 10,3 mjeseca kod alternativnih rezima;
medutim, ukupno prezivljenje ostalo je ograniceno,
Sto naglaSava potrebu za pravodobnom transplanta-
cijom tijekom kratkotrajne remisije (13). Ovi podaci
potvrduju da, iako alemtuzumab dovodi do visokih
stopa inicijalnog odgovora, relaps je Cesta pojava u
agresivnim oblicima T-PLL. Stoga dolazi do potrebe
za uvodenjem drugih terapija koje se mogu davati 1
u kombinaciji s alemtuzumabom. Kladribin, purin-
ski nukleozidni analog, koristi se u refraktornim i
relapsnim slu¢ajevima, ¢esto u kombinaciji s alem-
tuzumabom, pri ¢emu su zabiljeZeni privremeni
odgovori. Nedavna retrospektivna analiza pet bole-
snika s relapsnom/refraktornom T-PLL, koji su pri-
mali kladribin u kombinaciji s BCL-2 inhibitorom
venetoklaksom, pokazala je ukupnu stopu odgovora
od 100%, ukljucuju¢i 40% potpunih remisija (14).
Venetoklaks je selektivni inhibitor BCL-2, protei-
na koji sprjeCava apoptozu u malignim stanicama,
1 pokazao je aktivnost u razliCitim hematoloskim
malignitetima. Ex vivo funkcionalno testiranje pri-
marnih T-PLL stanica identificiralo je venetoklaks
kao najsnazniji agens specifican za T-PLL. U dvoje
pacijenata s kasnim, refraktornim T-PLL, primjena
venetoklaksa dovela je do brzih klinickih odgovora,
ukljucuju¢i smanjenje splenomegalije, limfadenopa-

tije 1 limfocitoze, uz djelomi¢nu remisiju kao najbo-
lji klini¢ki odgovor. Medutim, inducirana ekspresija
BCL-2 mogla je pridonijeti razvoju rezistencije, $to
naglaSava potrebu za primjenom kombinacijskih
tretmana (14). Nadalje, u prvoj medunarodnoj stu-
diji kombinacija ibrutiniba i venetoklaksa kod 14
bolesnika s relapsnom/refraktornom T-PLL dala je
ukupnu stopu odgovora od 7,1% (jedna djelomi¢na
remisija), dok je 21,4% bolesnika postiglo stabiliza-
ciju bolesti. Medijan trajanja odgovora bio je 23,1
tjedan, a medijan ukupnog prezivljenja 31,8 tjeda-
na. Zaklju¢no kombinacija ibrutiniba i venetoklaksa
nije pokazala klinicki znacaj (15).

Ciljana terapija na temelju molekularnog profila,
poput K/T mutacija u podskupini T-PLL bolesnika
s CD117* imunofenotipom, pruza dodatnu moguc-
nost. Inhibitori tirozin-kinaze poput imatiniba mogu
inducirati stabilizaciju bolesti i regresiju leukocito-
ze, pleuralnih izljeva i ascitesa, potvrdujuéi potenci-
jal precizno usmjerene terapije u odabranim sluca-
jevima. Gorczyca i suradnici pokazali su na analizi
28 slucajeva T-PLL-a da je u 4 slucaja (14%) prisut-
na ko-ekspresija CDI117, pri ¢emu su svi ti tumori
CD8-pozitivni, Sto osim dijagnosticke vrijednosti
sugerira moguénost primjene kombinirane terapi-
je alemtuzumabom i imatinibom te otvara prostor
za individualizirani pristup lije¢enju u ovoj rijetkoj
podskupini bolesti (16). Bellone i1 suradnici opisali
su rijedak slucaj pedijatrijske T-PLL s ekspresijom
CDI17 1 izoliranom delecijom 12(pl3). Standardna
terapija za T akutnu limfoblasticnu leukemiju bila
je neucinkovita, dok je kombinacija fludarabina, ci-
tarabina, ciklofosfamida i alemtuzumaba dovela do
remisije, naglasavajuci vaznost molekularnog i imu-
nofenotipskog profila te ranog uvodenja selektivnije
terapije kod rijetkih i agresivnih oblika T-PLL (16).

Ovaj slucaj ilustrira izazove u lijeCenju agresivne
T-PLL, posebno kod bolesnika s rijetkim imunofe-
notipom CD47/CD8" i CD117". Integracija imunofe-
notipizacije, molekularnog testiranja i multidisci-
plinarnog odlu¢ivanja omogucuje primjenu ciljane
terapije 1 moze znacajno poboljsati klinicki ishod.
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Limfom plastene zone (engl. mantle cell lympho-
ma, MCL) je rijedak ne-Hodgkinov limfom zrelih
B-limfocita karakteriziran translokacijom t(11;14)
koja rezultira prekomjernom ekspresijom biljega
cyclin D1. Bolest je klinicki i bioloski heterogena
uz Cestu infiltraciju koStane srzi i ekstranodalnih
organa, a bolesnici se obi¢no, usprkos terapiji, suo-
Cavaju s relapsima i progresijom tumora koja odra-
zava kompleksnu gensku evoluciju neoplasti¢nog
klona. Razlikujemo dva osnovna bioloska i klini¢ka
podtipa bolesti- konvencionalni MCL i leukemijski
(ne-nodalni) MCL koji obi¢no pokazuje indolentniji
klinicki tijek (1,2). Medu bolesnicima s konvencio-
nalnim oblikom MCL osobito agresivan tijek bolesti
tipicno pokazuju oni s karakteristicnom morfologi-
jom tumorskih stanica koje se opisuju kao blastoid-
ne ili pleomorfne.

Jedan od najvaznijih prognostickih parametra
je MIPI (MCL International Prognostic Index) koji
se temelji na dobi bolesnika, opem zdravstvenom
stanju, vrijednosti LDH i broju limfocita u perifer-
noj krvi (3). Ostali klju¢ni prognosti¢ki parametri
uklju¢uju morfologiju tumorskih stanica (blastoid-
ni/ pleomorfni MCL), proliferacijski indeks mjeren
imunohistokemijskim bojenjem na Ki-67 (4) i muta-
cijski status 7P53 ili ekspresiju p53 (5,6).

Slika 1: A. Konvencionalni MCL (HE bojenje,
povecanje x200), B. Pleomorfni MCL (HE bojenje,
povecanje x200).
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Visoki proliferacijski indeks odreden imunohi-
stokemijskim bojenjem na Ki-67 povezan je s losi-
jim ishodom bolesnika s MCL, $to je potvrdeno u
randomiziranim klinickim studijama na pacijentima
lije€enima imunokemoterapijom (3,7). Blastoidni i
pleomorfni MCL najcesce su osim specificnom mor-
fologijom karakterizirani visokim proliferacijskim
indeksom, ali prognosti¢ka vaznost proliferacijskog
indeksa dokazana je 1 kod pacijenata s MCL klasic-
ne morfologije (7). Medutim najvaznije ogranicenje
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procjene proliferacijskog indeksa lezi u znacajnoj va-
rijabilnosti evaluacije imunohistokemijskog bojenja
koja ovisi o tehnickim detaljima laboratorijskog pro-
tokola, odnosno kvaliteti preparata te o interpretaciji
hematopatologa. European Mantle Cell Lymphoma
Network objavio je 2009. godine preporuke i detaljne
smjernice za odredivanje proliferacijske aktivnosti
u MCL koje naglaSavaju vaznost preciznog odabira
regije limfnog ¢vora u kojemu se broje stanice s pozi-
tivnom imunohistokemijskom reakcijom na Ki-67 te

broj stanica, odnosno vidnih polja velikog povecanja
mikroskopa koji su potrebni za pouzdanu procjenu
(7) (slika 2). Grani¢na vrijednost ekspresije Ki-67
koja se smatra zna¢ajnom u MCL iznosi 30%. Medu-
tim, nedavno se pocelo raspravljati o mogucoj pro-
mjeni optimalne grani¢ne vrijednosti Ki-67 od 50%
koja bi za danasSnje bolesnike s MCL lijecene moder-
nim imunokemoterapijskim protokolima i terapijom
odrzavanja preciznije detektirala skupinu bolesnika s
losijom prognozom i agresivnijim tijekom bolesti (8).

Slika 2: Iz Klapper W i sur, J Hematop 2009; imunohistokemijsko bojenje na Ki-67; slika prikazuje odabir
adekvatnih regija limfnog ¢vora s MCL u kojima se oCitava postotak pozitivnih stanica (zaokruZene zone
u zadnjem redu), uz izhjegavanje ostataka germinativnih centara limfaticnih folikula, podrudja bogatih
reaktivnim T-limfocitima i tzv.”hot-spot” Zarista u tumoru.

Osim ekspresije Ki-67, vaznu prognosticku in-
formaciju za bolesnike s MCL nosi imunohistoke-
mijska ekspresija biljega p53 te mutacija gena 7P53.

Gen TP53 smjesten je na kromosomu 17 i u zdra-
vim stanicama (divlji tip 7P53) ima ulogu vaznog
tumor-supresorskog gena. Mutirani gen potice rast
tumora i djeluje na odnos stanice s mikrookoliSem,
a ovisno o vrsti genske aberacije moze dovesti do
inhibicije fizioloske funkcije gena (tzv. “loss of func-
tion” mutacije) ili aktivno sudjelovati kao promotor
tumorskog rasta (tzv. “gain of function” mutacije).
Najveci broj bolesnika s MCL ima deleciju kromo-
soma 17p na jednom alelu i mutaciju 7P53 na dru-
gom alelu, ali postoje i druge kombinacije (poput
funkcionalnog drugog alela ili mutacije 7P53 na oba

alela, bez prisutne delecije) (9,10). Ova kompleksna
bioloska podloga nudi objasnjenje zasto starije di-
jagnosticke metode (imunohistokemijska analiza,
FISH) nisu uvijek precizne i pokazuju ograni¢enu
osjetljivost u kontekstu limfoma plastene zone. Mu-
tacije 7P53 u MCL imunohistokemijski se ocituju
kao nuklearna ekspresija u visokom intenzitetu u
viSe od 50% tumorskih stanica ili kao potpuno ne-
gativna reakcija u tumoru. U MCL s divljim tipom
TP53 obicno se nalazi fokalna ekspresija p53 razlici-
tog intenziteta nuklearnog bojenja u rasponu izme-
du 5-50% stanica (11).

Nova limfomska klasifikacija Internacionalnog
konsenzusa hematopatologa (The International
Consensus Classification of Lymphoid Neoplasms,
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ICC) iz 2022. godine preporuca analizu mutacije
TP53 u rutinskoj dijagnostickoj obradi za sve uzorke
pacijenata s MCL (12).

U sijecnju 2025. godine u Zagrebu je organizi-
rana radionica Hematopatoloske sekcije HLZ-a u
kojoj su sudjelovali hematopatolozi, molekularni
biolog te magistri i inZenjeri medicinske laboratorij-
ske dijagnostike iz Sest velikih bolnickih centara u
Republici Hrvatskoj (KBC Zagreb, KB Merkur, KB
Dubrava, KBC Osijek, KBC Split i KBC Rijeka).
U svakom centru ucinjena je imunohistokemijska
analiza ekspresije Ki-67 i p53 na tkivima istih pet
limfnih ¢vorova s MCL, a rezultati su usporedeni
na radionici, uz raspravu o razlikama u protokoli-
ma, kvaliteti preparata 1 interpretaciji patologa te
na kraju korelirani s nalazima molekularne analize
mutacijskog statusa 7P53 metodom NGS (ucinjene
u KB Dubrava).

U prvom dijelu radionice Sest histopatoloskih la-
boratorija navedenih centara usporedili su tehnicke
parametre imunohistokemijskog bojenja Ki-67. Ana-
liza je obuhvatila razotkrivanje epitopa antigena,
primarno antitijelo, uvjete inkubacije, vizualizacij-
ske sustave 1 koriStenu opremu. Utvrdeno je da tri
laboratorija koriste MIB-1 klon antitijela, a tri 30-9
klon, koji su prihvaceni standardi za Ki-67 detekciju
1 ovise o orijentaciji laboratorija prema validiranim
komercijalnim platformama. Svi laboratoriji koristili
su metodu HIER (engl. Heat-Induced Epitope Re-
trieval) za razotkrivanje epitopa antigena s razlicitim
puferima, a vrijeme inkubacije primarnog antitijela
varira od 16 do 40 minuta. Razlike u puferima i in-
kubaciji antitijela odrazavaju kompatibilnost s poje-
dinim uredajima, ali ne predstavljaju znac¢ajne meto-
doloske razlike. Cetiri centra koriste Ventana Bench-
Mark sustav 1 ultraView multimer vizualizacijski
kit, a dva Dako/Agilent 1 EnVision polimer. Iako se
koriste razlicite tehnologije, obje metode daju uspo-
redive rezultate visoke kvalitete. Analiza je pokazala
visok stupanj standardizacije imunohistokemijskog
bojenja Ki-67 medu hrvatskim histopatoloskim la-
boratorijima. Zakljuceno je da uocene razlike u tra-
janju inkubacije antitijela, izboru pufera ili uredaja
proizlaze iz tehnickih specifikacija pojedinih sustava
1 ne utjecu znacajno na dijagnosticku interpretaciju.

Drugi dio radionice bio je posvecen analizi imu-
nohistokemijske ekspresije p53, a svi centri koristi-
li su primarno antitijelo p53 istoga klona (DO-7).
Vrijeme inkubacije primarnog antitijela bilo je re-
lativno ujednaceno u vecini centara (30 minuta), a
najkrace vrijeme inkubacije primarnog antitijela (16
minuta) koristeno je u protokolu KBC-a Zagreb. Za

demaskiranje antigena svi centri Koristili su pufer
visokog pH , ali vrijeme trajanja procesa osjetno se
razlikovalo. KBC Zagreb koristio je detekcijski kit
OptiView DAB tehnologije detekcije multimera po-
sredovane haptenima koji omogucuje stvaranje ja-
Ceg signala. Ostali centri koristili su detekcijski kit
UltraView DAB tehnologije detekcije multimera,
odnosno EnVision FLEX detekcijski kit tehnologi-
je polimera. Svi centri koristili su kromogen DAB
(diaminobenzidin).

Slika 3: Imunohistokemijska espresija p53 u
blastoidnom MCL; nuklearno pozitivha reakcija u
viSe od 90% tumorskih stanica.

Ovakva usporedna evaluacija doprinosi medula-
boratorijskoj uskladenosti, kontroli kvalitete i moze
posluziti kao temelj za izradu nacionalnih smjernica
za standardizaciju imunohistokemijskih protokola.

U tablici su prikazani rezultati interpretacije pro-
liferacijskog indeksa imunohistokemijskim bojenjem
na Ki-67 i ekspresije p53 koje su analizirali hemato-
patolozi iz svih centara. Razlike u o¢itanim vrijedno-
stima proliferacijskog indeksa nastale su uglavnom
kao rezultat odabira razlicitih regija limfnih ¢vorova
u kojima su brojane stanice s ekspresijom Ki67.

Utvrdili smo znacajnu varijaciju u interpretaciji
ekspresije p53 za tri od pet analiziranih limfoma,
objasnjenu razlikama u imunohistokemijskim pro-
tokolima koji su utjecali na kvalitetu preparata ili u
interpretaciji intenziteta pozitivne reakcije u odabra-
nim regijama tumora. Prema oc¢ekivanju, u limfomi-
ma s pleomorfnom i blastoidnom morfologijom do-
kazana je visoka ekspresija p53, kao i mutacije 7P53.

Na kraju radionice usvojene su preporuke da se
pri ocitavanju proliferacijskog indeksa u MCL tre-
baju koristiti objavljene smjernice European MCL
Networka (7). Postotak tumorskih stanica s ekspre-
sijom Ki-67 treba biti precizan i odreden u nalazu
kao tocan broj, a ne raspon vrijednosti. Kod imuno-
histokemijske ekspresije pS3 potrebno je optimizira-
ti imunohistokemijske protokole i brojati tumorske
stanice s jakim intenzitetom pozitivne nuklearne
reakcije.
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Vaznost i standardizacija odredivanja ekspresije Ki-67 i statusa TP53 u dijagnostici i lije¢enju limfoma plastene zone

Imunohistokemijska analiza ekspresije p53 daje
nam potencijalno vrijednu informaciju o biologi-
Jji limfoma u kratkom vremenskom roku, ali zlatni
standard je sekvenciranje gena 7P53 koje se mozZe
uciniti na razli¢itim uzorcima (svjeze tkivo, perifer-
na krv, koStana srz ili tumorsko tkivo iz parafinske
kocke) pod uvjetom da analizirani uzorak sadrzi
viSe od 30% ocuvanih tumorskih stanica.

Zaklju¢no, imunohistokemijska ekspresija Ki-

67 1 mutacijski status 7P53 od iznimne su vaznosti
za sve bolesnike s MCL- 1 one s konvencionalnim
oblikom limfoma, kao i za bolesnike s ne-nodalnim
(leukemijskim) MCL. Preporuca se ponavljanje bi-
opsije zahvacenog organa u slucaju relapsa MCL
uz obavezno odredivanje navedenih prognostickih
¢imbenika koji utjecu na odabir optimalnih terapij-
skih opcija u razli¢itim fazama bolesti.

Tablica 1. Rezultati interpretacije proliferacijskog indeksa, ekspresije p53 i mutacijskog statusa TP53 u pet

limfnih évorova s MCL
xx/22
(blastoidni MCL)

Xxx/23

NGS TP53

Mutiran Mutiran
(c.473G>A p.Arg158His
¢.347C>T p.Ser116Phe

¢.31G>A p.Glu11Lys)

(c.488A>G
p-Tyr163Cys)

| 2 | 92 85 55 87
| 3 ] 70 68 37 70
| 9 | 95 75 68 85
| 10 | 80 35 34 90
[ 1] 80 5 25 90
[ 2 T & 30 %
| 15 | 95 95 60 100
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Uvod

Tijekom svog razvoja, stanice ljudskog tijela
kontinuirano dozivljavaju oStecenja svog genoma,
bilo zbog intrinzi¢nih uzroka ili zbog izlozenosti
mutagenima. [ako se velika vec¢ina oSte¢enja DNK
popravlja, a genom se replicira s izuzetno visokom
tonoSccu, stanice postupno stjeCu somatske mu-
tacije tijekom zivota. Sve stanice unutar pojedinca
nose somatsku mutaciju, ali svaka odredena mutaci-
ja prisutna je samo u podskupu stanica ili ¢ak u po-
jedinacnim stanicama. Stoga se somatske mutacije
¢esto opisuju kao mozaik, a u svakodnevnoj praksi
se koristi pojam somatski mozaicizam.

Za razliku od naslijedenih varijanti, somatske
mutacije postoje samo u malim 1 varijabilnim udje-
lima stanica, u rasponu od embrionalnih mutacija
prisutnih u veéini stanica do mutacija prisutnih u
samo jednoj stanici.

Sa starenjem proces hematopoeze postaje podlo-
zan somatskim genetskim alteracijama/mutacijama
koje predstavljaju temelj za potencijalnu klonalnu
ekspanziju hematopoetskih mati¢nih 1 progenitor-
nih stanica (1).

S dobi povezana klonalna ekspanzija odnosno
klonalna hematopoeza (CH) posljednjih godina stje-
¢e sve vise 1 viSe paznje zbog svoje uloge u hemato-
loSkim poremecajima, kardiovaskularnim bolestima
1 upalnim stanjima (1).

Poznato je kako su u viSe od 85% slucajeva mije-
lodisplasti¢nog sindroma (MDS) prisutne somatske
mutacije (2).

Slicne somatske mutacije pojavljuju se sa stare-
njem 1 kod zdravih pojedinaca, a iako su povezane s
vecim rizikom od progresije u mijeloidnu nepolaz-
mu, vec¢ina ljudi nikad ne razvije klonalni mijeloidni
poremecaj (3).

CHIP i CCUS - definicija i dijagnoza

CHIP (clonal hematopoesis of indetermiate po-
tential) — klonalna hematopoeza neodredenog po-
tencijala pojam je koji je incijalno opisan 2014. u 2
velike studije objavljene u New England Journal of
Medicine (3,4). U jednoj studiji koja je ukljucivala
17,000 pojedinca, analizirane su somatske mutacije
u 160 gena za koje je poznato da su prisutne u he-

matoloskim poremecajima (3). Studija je pokazala
da se analizirane mutacije s ve¢em ucestaloS¢u po-
javljuju sa starenjem i1 povezane su s povecanim rizi-
kom od pojave hematoloskih klonalnih poremecaja,
koronarne bolesti 1 ishemijskog mozdanog udara(3).
Druga studija, u kojoj su analizirani geni 12,000 is-
pitanika takoder je potvrdila kako broj somatskih
mutacija raste s dobi 1 njihovu povezanost s poveca-
nim rizikom za razvoj hematoloSkih poremecaja (4).

CHIP je definiran prisutnos¢u somatske ,,pogon-
ske* (driver) mutacije s “promjenjivom frekvencija
alela” (VAF — variable aller frequency) ve¢om od
2% uz odsutnost jasnih/vidljivih hematoloskih ab-
normalnosti (Slika 1.) (1).

Slika 1. Klonalna hematopoeza neodredenog
potencijala (CHIP).

Klonalna hematopoeza neodredenog potencijala (CHIP)

ZnaCajke:

« Nema morfoloskih dokaza o hematoloSkom neoplasti¢nom procesu

« Ne ispunjava dijagnosti¢ke kriterije za PNH, MGUS ili MBL*

« Prisustvo somatske mutacije povezane s hematolo$kom neoplazijom pri
promjenjivoj frekvenciji alela od najmanje 2 %

(npr. DNMT3A, TET2, JAK2, SF3B1, ASXL1, TP53, CBL, GNB1, BCOR, U2AF1, CREBBP,
CUX1, SRSF2, MLL2, SETD2, SETDB1, GNAS, PPM1D, BCORL1)

« Vjerojatnost progresije u ogitu neoplaziju iznosi priblizno 0,51 % godis$nje, sli¢no
kao kod MGUS-a

*PNH —paroksizmalna no¢na hemoglobinurija; MGUS —monoklonalna gamapatija
neutvrdenog znac¢aja; MBL—monoklonalna B limfocitoza

Preuzeto iz: Luger SM, Ciccarelli BT. A CHIP off the old
(MDS) block. Haematologica [Internet]. 2025 Sep 1 [cited
2025 Oct 10];110(9):1898-9.

S druge strane, CCUS (clonal hematopoesis of
undetermined significance)— klonalna citopenija ne-
odredenog znacaja definirana je prisutnos¢u klonal-
ne hematopoeze s citopenijom (hemoglobin <13 g/
dL za muskarce i < 12 g/dL za zene, broj neutrofila
<1.8 x 109/L, ili trombocita <150 x 109/L) (1). lako
su CHIP i CCUS dva zasebna entiteta koja su 2022.
godine uvrstena u WHO 1 ICC klasifikaciju, zapravo
predstavljaju spektar mijeloidnih bolesti (2,5,6).

Somatske mutacije koje pronalazimo u stanjima
klonalne hematopoeze uklju¢uju SNV (single nuce-
lotide variants), insercije/delecije, CNV(copy num-
ber variants) kao i promjene kromosoma (1).
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Najces¢e mutacije gena, koje se mogu pronaci
u 80% slucajeva klonalne hematopoeze ukljucuju
DNMT3A, TET21ASXL1,nopoznatojedaseupoje-
dinimsslucajevimajavljajuimutacije u pogonskim ge-
nimakao sto suJAK?2, IDH 1/2, SF3B1, SRSF11sl.(1)
Prema podatcima iz studija, prevalencija klonalne
hematopoeze je oko 10% u pojedinaca starijih od 65
godina, a stopa progresije CHIP-a u mijeloidnu ne-
oplazmu je oko 0.5- 1% godisnje, Sto je usporedivo
s stopom progresije monoklonalne gamapatije neo-
dredenog znacenja u multipli mijelom (1,2).

CCUS je povezan sa znacajno vecom kumulativ-
nom stopom progresije, koja prema podatcima izno-
si 82% u 5 godiSnjem razdoblju, odnosno 92% u 10
godisnjem razdoblju iako postoje podatci i 0 nizim
stopama progresije (1).

Vazno je naglasiti da na temelju genomskih ana-
liza postoji znacajno podudaranje izmedu CCUS —a
1 niskorizicnog MDS-a zbog ¢ega bi se CCUS mo-
gao klasificirati i kao rana faza mijeloidne bolesti (1)

Stoga je od velike vaznosti razlikovati CHIP od
stanja kao Sto je CCUS 1 u obzir uzeti rizik od pro-
gresije koji oni nose (1).

Prognosticko zna¢enje CHIP i CCUS

Kako je ranije navedeno, CHIP je premaligno
stanje hematopoetske mati¢ne stanice Cija ucestalost
se povecava sa starenjem te je povezan s povecanim
rizikom mijeloidnih neoplazmi, ali i viSim kardiova-
skularnim rizikom.

Somatske mutacije u genima povezanima s ra-
zvojem mijeloidnih neoplazmi su u ovom slucaju
prisutne u hematopoetskoj maticnoj stanici te se
detektiraju kao frakcija varijatnog alela (VAF, eng.
,variant allele fraction ““) na razini 2% ili vise (7).

Iako su studije pokazale vecu ucestalost progresi-
je prema mijeloidnim neoplazmama, koja je prosjec-
no oko 1% godisnje, u odredenim skupinama pacije-
nata ona je vec¢a i od 90% (7,8). Prema retrospektiv-
noj studiji koja je ukljucila 151 bolesnika sa dokaza-
nim CCUS, pokazana je znacajna razlika ukupnog
prezivljena (OS) pacijenata koji su bili izlozeni ci-
totoksicnoj terapiji (npr. kemoterapija, radioterapije)
prije postavljanja dijagnoze u usporedbi s onima koji
nisu bili izloZeni takvim agensima (OS 3.6 godina
u usporedbi s nedosegnutim OS) (9). Za precizniju
karakterizaciju CHIP 1 CCUS razvijen je i progno-
sticki skor (CHRS) koji temeljem dobi, prisutnosti
1 karakteristikama citopenije, detektiranim klonal-
nih mutacija i eventualnoj prisutnosti visokorizic¢-
nih mutacija na NGS-u i VAF-a razlikuje promjene
niskog (<9.5 bodova), intermedijarnog (10 — 12 bo-

dova) 1 visokog (> 12.5 bodova) rizika koje imaju
rizik progresije prema MDS-u i AML-u u rasponu
od manje od 1% za niskorizi¢ne bolesnike, 8% za
bolesnike intermedijarnog rizika te do vise od 50%
za visokorizi¢ne bolesnike u (3,10)periodu od 10 go-
dina (3,11). Klonalne mutacije visokog rizika (npr.
SRSF2, SF3B1, ZRSR2, IDH1/2, FLT3, RUNXI,
JAK?2, TP53), raspodjela volumena eritrocita (RDW
>15) te makrocitoza (prosjecni volumen eritrocita
(MCV) >100 fL) donose 2.5 boda, dok dvije ili vise
mutacije te VAF vec¢i od 20% donose 2 boda.

Pitanje koje 1 danas izaziva rasprave je moze li
CHIP klon u rasponu od 2% do 10% VAF realno
imati utjecaja na neobjasnjivu citopeniju.

Druge varijable uklju¢ene u prognosticki skor
poput prisutnosti citopenije (CCUS) i dobi preko 65
godine donose 2 boda, a ostale varijable (odsutnost
visokorizi¢nih mutacija 1 DNMT3A mutacije, pri-
sutnost jedne mutacije, VAF < 20%, RDW < 15%,
MCV < 100fL, dijagnoza CHIP-a 1 dob < 65 godina)
donose po jedan bod(11).

Mutacija DNMT3A koja se u ispitivanjima poka-
zala kao niskorizi¢na je i u ovom slucaju povoljan
prognosticki ¢imbenik te donosi 0.5 boda (8,11).

Jo$ jedan prognosticki skor koji je razvijen za
procjenu progresije prema mijeloidnoj neoplazmi je
MN prediktivni skor u kojem se zasebno prikazu-
je 1 izraCunava prezivljenje bez progresije te rizik
progresije u AML, MDS ili MPN u razdoblju od 2,
5110 godina. U MN prediktivni skor osim mutaci-
ja, dobi, VAF-a i obaveznih parametara krvne slike
(hemoglobin, MCYV, trombociti) se mogu unijeti i
drugi potencijalno klini¢ki znacajni parametri koji
se uzimaju u obzir pri izracunu rizika progresije
(npr. neutrofili, lipidogram, retikulociti, indeks tje-
lesne mase) (12,13). Neke mutacije (npr. DNMT3A,
JAK?2, TET2) koje su u ispitivanjima pokazale pove-
¢ani rizik za kardiovaskularne i tromboembolijske
dogadaje koji mogu utjecati na ukupno prezivljenje 1
kvalitetu zivota zahtijevaju strogu kontrolu rizi¢nih
¢imbenika i1 prema tome ciljane terapijske interven-
cije (14-16).

Prisutnost CHIP-a povezana je s pove¢anim rizi-
kom od ateroskleroze, trombogeneze, kardiovasku-
larnih bolesti, akutnog oste¢enja bubrega i1 razvoja
hematoloskih malignih bolesti (1, 4, 11, 12). U ne-
davno objavljenoj studiji koja je ukljucila 101 pa-
cijenata sa STEMI, analizom je dokazana klinicka
vaznost mutacija ASXLI! i CREBBP koje su jedine
bile povezane s losijim ishodima (26).

Pacijenti s hematoloSkim malignim bolestima
koji su CHIP+ imaju povecan rizik od nuspojava i
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smrtnosti bez recidiva nakon autologne transplanta-
cije mati¢nih stanica (ASCT) ili terapije kimeri¢nim
antigenskim receptorom T stanica (13—15).

CHIP je ces¢i kod pacijenata koji su lijeceni
ASCT zbog zbog prethodne izloZenosti agensi-
ma poput kemoterapije 1 radioterapije. Prisutnost
CHIP moze utjecati na mobilizaciju mati¢nih stani-
ca, odgodeni oporavak hematopoeze nakon ASCT,
smanjenim ukupnim prezivljavanjem i pove¢anom
smrtnosc¢u bez recidiva. Kako podaci ne ukazuju na
povezanost CHIP i1 ukupnog prezivljenja, potrebna
su veca istrazivanja kako bi se razjasnila zapazanja
vezana uz CHIP 1 ASCT. Prisutnost klonalne he-
matopoeze ne bi trebala uvelike utjecati na klini¢ko
donosenje odluka u vezi s autolognom SCT, iako bi
bilo nuzno pratiti poznatu prisutnost CHIP nakon
ASCT zbog dugoro¢nih posljedica.

Prevalencija CHIP kod alogeni¢ne transplan-
tacije mati¢nih stanica (aloSCT) opcenito je niza
u usporedbi s autolognom SCT, prvenstveno zbog
mlade dobi alogenih donora. Kako su se povremeno
u istrazivanjima pojavljivali izvjestaji o pojavi akut-
nih leukemija porijekla darivateljevih mati¢nih sta-
nica kod primatelja, ve¢ neko vrijeme se razmatra
bolji skrining starijih darivatelja na prisutnost CHIP
(25).

Iako se CHIP najces¢e povezuje s mijeloidnim
poremecajima, sve je vise istrazivanja o povezanosti
CHIP s razvojem ili ishodima lije¢enja u limfoproli-
ferativnim bolestima.

Analiziraju¢i 437.219 ispitanika iz britanske bio-
banke (UK Biobank), identificirano je 13.068 osoba
s CHIP-om 1424.151 bez CHIP-a. Osobe s CHIP-om
bile su starije, s medijanom dobi od 62 godine, u us-
poredbi s onima bez CHIP-a, koji su imali medijan
dobi od 57 godina.

Nadalje, CHIP je ces¢e naden kod musSkaraca
u odnosu na zene, s prekomjernom tezinom i ana-
mnezom nikotinizma. Medijan pracenja bio je 12,6
godina za osobe bez CHIP-a i 12,8 godina za one
s CHIP-om. Medu osobama s CHIP-om zabiljeze-
no je 150 incidencijskih slucajeva bilo kojeg NHL-a
(stopa incidencije 93,22 na 100 000 osoba-godina),
dok je medu osobama bez CHIP-a (tj. referentna
skupina) identificirano 2653 slucaja ( 48,35 na 100
000 osoba/godina).

Osobe s CHIP-om imale su ve¢i rizik od bilo ko-
jeg NHL-a u odnosu na one u skupini bez CHIP-a
(omjer rizika 1,52, 95% interval pouzdanosti). Na-
den je povecani rizik u vezi s CHIP-om za veéinu
proucavanih podtipova NHL-a, posebno za KLL/
SLL (HR: 1,64, 95% CI: 1,21-2,21), folikularni

NHL (HR: 1,63, 95% CI: 1,06-2,51) i ne-Hodgkino-
ve limfome zrelih T/NK stanica (HR: 2,79, 95% CI:
1,57-4,96).

CHIP s mutacijom TET2 znacajno je povecao ri-
zik od NHL-a, kao 1 CHIP s mutacijamau DNMT3A
iako u tom slucaju nije pronadena statisticka znacaj-
nost. Analiza frakcija varijantnih alela (VAF) muti-
ranih gena otkrila je povisene rizike za NHL u oba
slucaja CHIP-a s VAF-om od >0,1 (HR: 1,55, 95%
CI: 1,27-1,88) i onima s VAF-om <0,1 (HR: 1,38,
95% CI: 1,02-1,88) (27).

Sve je viSe istrazivanja o utjecaju CHIP-a na is-
hode lije¢enja i nuspojave kod pacijenata sa solid-
nim tumorima.

Vecina studija je analizirala CHIP nakon lijece-
nja maligne bolesti, a dosad objavljeni rezultati uka-
zuju na prevalenciju od 5 do 65% koja raste s dobi i
prethodnim linijama lijeCenja.

Postoje neki dokazi da su odredeni karcinomi
vjerojatnije povezani s CHIP-om od drugih, pri
¢emu karcinomom plu¢a nemalih stanica, karcinom
dojke, gusteraCe 1 prostate imaju najvecu prevalen-
ciju CHIP-a, dok pacijenti s karcinomom bubreznih
stanica 1 rakom jajnika imaju najniZu prevalenciju
(22,23).

Najcesc¢e CHIP mutacije kod zdravih osoba ili
pacijenata sa solidnim karcinomima javljaju se u
genima povezanim s epigenetickom regulacijom,
ukljucuju¢i DNMT3A, TET2 i ASXLI. Dodatne
mutacije pronadene su u genima povezanim s fakto-
rima spajanja RNA (SF3B1, SRSF2 1 U2AF1), odgo-
vorom na oste¢enje DNA (PPMI1D i1 TP53) i signal-
nim putovima (npr. JAK2 V617F). lako su obi¢no
asimptomatske, mutacije u kriticnim putovima - po-
put samoobnavljanja, diferencijacije, popravka DNA
1 upalne signalizacije - navodno utjecu i na hemato-
poetsku i na biologiju solidnih tumora, potencijalno
poticuéi progresiju tumora .

Stresori iz okoliSa djeluju sinergisticki s muta-
cijama CHIP, poboljSavajuci klonsku sposobnost 1
daljnje Sirenje. Opsezne studije pokazale su da bivsi
pusaci i osobe s bolestima povezanim s puSenjem,
pokazuju vecu ucestalost CHIP. Medu citostati-
cima, inhibitori topoizomeraze II i spojevi platine
predstavljaju najveci rizik, a ovi su lijekovi takoder
snazno povezani s mijeloidnim neoplazmama pove-
zanim s terapijom.

Prema dosadasnjim spoznajama, citotoksicne te-
rapije prvenstveno selektiraju ve¢ postoje¢e somat-
ske mutacije u genima oste¢enja DNA kao $to su
TP53, PPM1D, ATM i CHEKZ2, koje pruzaju pred-
nost klonske selekcije 1 razvoja pod stresorima (24).
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Mutacije CHIP-a mogu dovesti do povecane ek-
spresije upalnih gena u stanicama urodenog imuno-
loskog sustava koje stvaraju proupalna stanja (16).

Klinicke i terapijske intervencije

Ciljane terapijske intervencije kod pacijenata sa
dokazanim CHIP ili CCUS nisu definirane, vec¢ se
obzirom na rizik, prisutne mutacije i1 prisutnost ci-
topenija preporucuju razliiti intervali pracenja i
eventualne dodatne dijagnosticke obrade(17).

Za bolesnike sa CHIP-om niskog rizika prema
CHRS uz odsutnost visokorizi¢nih mutacija prepo-
rucena je godiSnja evaluacija klinickog stanja i kom-
pletne krvne slike, a u slucaju prisutnosti visokori-
zi¢nih mutacija ili prema CHRS-u intermedijarnog
ili visokorizi¢cnog CHIP-a kontrole se preporucuju
svakih 6 mjeseci (18).

U sluc¢aju dijagnosticiranog CCUS-a preporu-
¢aju se redovne kontrole krvne slike svakih 3 —6
mjeseci, ovisno o riziku i prisutnosti visokorizi¢nih
mutacija, a u slucaju zabiljezene progresije citopeni-
je preporuca se ponavljanje NGS-a, uz dodatnu ana-
lizu kosStane srzi te u slucaju sumnje na progresiju
u MDS, AML ili drugu mijeloidnu neoplazmu na-
stavak ciljane obrade (18). Ciljana terapija koja bi se
oslonila na principe terapije MDS-a ili AML-a se ne
preporucuje, u slucaju simptomatskih citopenija bez
dokaza progresije bolesti preporucena je suportivna
terapija (17,18). Obzirom na povecani kardiovasku-
larni i tromboembolijski rizik , posebice u bolesnika
sa CHIP-om (npr. JAK?2 ili TET2 mutaciju) prepo-
ruca se agresivna kontrola standardnih ¢imbenika
rizika (14,16). Danas je aktivno i vise klinickih is-
pitivanja koja istrazuju ciljanu terapiju za pacijente
s dijagnozom CHIP/CCUS, fokusirana ve¢inom na
visokorizi¢ne bolesnike.

Klinicko ispitivanje faze 11 ukljucuje bolesnike s
dijagnozom visokorizi¢cnog CCUS kojima se u lije-
¢enje ukljucuje kanakinumab (humano monoklon-
sko protutijelo na interleukin-1) te se kao primarni
ishod prati hematoloski odgovor citopenija, a sekun-
darno i utjecaj na progresiju prema mijeloidnim ne-
oplazmama (19).

Druga studija ispituje ucinkovitost enasideniba
(IDH2 inhibitora) kod pacijenata sa dijagnozom
CCUS i IDH2 mutacijom uz primarno pracenje he-
matoloskog odgovora (20). Jedno od aktiv nih istra-
zivanja ukljucuje i lijek koji je sada ve¢ etabliran u
lijeCenju MDS - a niskog rizika, luspatercept, te is-
pituje njegov potencijal u pacijenata s dijagnozom
CCUS (21).

Zakljucak

CHIP (Clonal Hematopoiesis of Indeterminate
Potential) i CCUS (Clonal Cytopenia of Undeter-
mined/Significant Significance) predstavljaju rane
klonalne poremecaje hematopoeze koji mogu pret-
hoditi razvoju mijeloidnih neoplazija poput MDS-a
ili AML-a.

Poznavaju¢i ogranienja dostupnih klini¢kih
podataka, nalazimo da su citopenije jednako Ceste
kod osoba s malim (2%-10%) CHIP klonovima kao
1 kod osoba s velikim (>10%) CHIP klonovima; me-
dutim osobe s citopenijom koje imaju veliki CHIP
klon imaju znatno povecan rizik od progresije u ma-
lignitet. Stoga su 1 vazni podaci iz klinicke prakse
ili identifikacija pojedinaca koji imaju visi rizik pro-
gresije u mijeloidni /limfoproliferativni poremecaj
ili druge kroni¢ne nemaligne bolesti ovisno o CHIP/
CCUS.

Njihovo pravovremeno prepoznavanje od strane
multidisciplinarnih suradnika omogucuje ranu iden-
tifikaciju osoba s povecanim rizikom za malignu
transformaciju, prac¢enje klonalne dinamike i hema-
toloSkih parametara, te pravovremenu intervenciju.
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Peti sastanak Radne skupine za benigne hematoloSke
bolesti Krohema na Brijunima

Drazen Pulanié

Voditelj Radne skupine za benigne hematoloske bolesti Krohema

Slika 1. Peti sastanak Radne skupine za benigne
hematoloSke bolesti Krohema.
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U rujnu 2025. godine na Brijunima je odrzan 5.
sastanak Radne skupine za benigne hematoloske bo-
lesti Krohema (Slika 1.) podijeljen tematski u dvije
cjeline: u petak 5. rujna se prvo raspravila baza beni-
gnih hematoloskih bolesti, a zatim je taj dan bio po-
svecen razli¢itim anemijama i drugim ne-malignim
1 rijetkim bolestima (aplasticna anemija, paroksiz-
malna no¢na hemoglobinurija, hemoglobinopatije,
autoimunosne hemoliticke anemije, mijeloftizi¢ne
anemije, hemofagocitni sindrom, eozinofilije, Vexas

sindrom, Gaucherova bolest, hemokromatoza). Idu¢i
dan, u subotu 6. rujna, teme su bile dominantno trom-
bocitopenije poput imunosne trombocitopenije (ITP)
1 tromboti¢ne trombocitopeni¢ne purpure, ali i zani-
mljivosti iz podrucja laboratorijske medicine (poput
obrade produzenog PV-a u bolesnika bez jetrene bo-
lesti), interventne radiologije (endovaskularne inter-
vencije u dubokoj venskoj trombozi), pancitopenije
u liSmaniozi, sekundarnih eritrocitoza i znacenja
visokog vitamina B12 u djece i odraslih. Na sastan-
ku je sudjelovalo vise od 70 sudionika, hematologa i
drugi strucnjaka iz velikog broja hrvatskih centara,
a sudjelovali su i specijalisti drugih grana medicine
s kojima usko suraduju hematolozi (transfuziologija,
gastroenterologija-hepatologija, medicinska bioke-
mija, interventna radiologija). Na sastanku je aktiv-
no sudjelovao 1 jedan od najuglednijih stru¢njaka u
svijetu iz podrucja ITP-a prof. dr. Francesco Zaja iz
Italije, s izvrsnim predavanjem o novim terapijima
za lijecenje ITP-a. Nakon svakog predavanja slijedile
su zanimljive rasprave. Sastanak je odrzan u ugod-
nom i vedrom raspolozenju, potaknuvsi nove znan-
stvene i strucne inicijative. Svakako je potrebno ista-
knuti brojne sponzore koji su poduprli odrzavanje
ovog sastanka, a sljedeci 6. sastanak Radne skupine
za benigne hematoloske bolesti Krohema planira se
u rujnu 2026. ponovno na Brijunima.

Slika 2. Sudionici Petog sastanka Radne skupine za benigne hematoloSke bolesti Krohema na Brijunima.
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Dojmovi s prvog sastanka Sekcije mladih hematologa Hrvatskog druStva za
hematologiju Hrvatskog lije¢ni¢kog zbora

Ana Zeli¢ Kerep

Odjel za hemostazu i trombozu te benigne bolesti krvotvornog sustava KBC Zagreb
predsjednica Sekcije mladih hematologa Hrvatskog drustva za hematologiju HLZ-a,

ambasador Young EHA Committee za Hrvatsku

Sekcija mladih hematologa Hrvatskog drustva
za hematologiju Hrvatskog lije¢ni¢kog zbora (HLZ)
osnovana je u lipnju 2024. godine uz pismo podrske
Europskog hematoloskog drustva (European Hema-
tology Association, EHA), s ciljem da okuplja spe-
cijalizante hematologije i mlade specijaliste, te sluzi
kao platforma za kontinuiranu edukaciju usmjerenu
na hematologe u ranim fazama karijere. Od ostalih
dugoroc¢nih ciljeva Sekcije mladih hematologa jest
1 aktivno identificiranje edukacijskih/karijernih po-
treba specijalizanata/mladih hematologa na podruc-
ju Republike Hrvatske, te poticanje povezivanja i
razmjene klini¢kih iskustava specijalizanata hema-
tologije/mladih hematologa na poc¢etku samostalnog
klini¢kog djelovanja.

S tim na umu, dana 20. 1 21.9.2025. u Rastoka-
ma je odrzan prvi sastanak Sekcije mladih hema-
tologa Hrvatskog drusStva za hematologiju HLZ-a,
a sastojao se od nekoliko edukativnih cjelina gdje
su se obradile glavne skupine bolesti i1 stanja koje
su esencijalne za svakodnevni klinic¢ki rad. Okupilo
se tridesetak specijalizanata i mladih hematologa, a
edukativne sesije bile su vodene od strane mladih
specijalista, koji su moderirali specijalizante u pri-
kazima slucajeva vezanih za odredenu temu.

Skup je otvoren obracanjem profesora Tonija
Valkovica, a edukacija je zapocela pregledom imu-
nosno posredovanih trombocitopenija, kojeg je dao
dr. Marino Naranci¢, specijalist hematolog Odjela za
hemostazu i trombozu te benigne bolesti krvotvor-
nog sustava u KBC Zagreb, koji je ujedno 1 tajnik
Sekcije. Potom je dr. David Ci¢i¢ iz KB Dubrava
uveo auditorij u svijet akutnih leukemija, uz zani-
mljive 1 izazovne prikaze slucajeva iz svakodnevne
klinicke prakse. 1zazova prikaza limfoidnih neo-
plazmi su se prihvatili dr. Tomislav Brbli¢ iz KBC
Sestre Milosrdnice 1 dr. Ivana Vucini¢ Ljubici¢ iz
OB "Dr. Josip Bencevi¢” Slavonski Brod. Drugi dan
skupa je obiljezen cjelinama o multiplom mijelomu

pod vodstvom dr. Karle Misure Jakobac iz KB Mer-
kur, te o kroni¢noj mijeloi¢noj leukemiji, ¢ime je
skup zakljucila dr. Ena Sori¢ iz KB Dubrava.

Skup je u prvi plan doveo specijalizante hema-
tologije iz cijele Hrvatske u svim fazama specijali-
stickog usavrSavanja, te je pokazao da je edukacija
skrojena od mladih za mlade potrebna i prije svega
ucinkovita.

Ovim putem zelim zahvaliti Hrvatskom drustvu
za hematologiju HLZ-a na podrsci, pogotovo pro-
fesoru Toniju Valkovicu, te profesorici Nadiri Du-
rakovi¢, 1 svima koji su na bilo koji nacin ovaj skup
podrzali.

Na kraju je ostala pozitivna atmosfera i zelja da
se ovakvi skupovi nastave, za Sto svakako ne manj-
ka podrSke i entuzijazma, te ujedno najavljujem 1
drugi sastanak Sekcije koji se planira za tre¢i vikend
u rujnu 2026. godine, 19. 1 20.9.
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Blood Global Hematology novi je asopis s otvo-
renim pristupom (eng. open-access) iz portfelja ¢a-
sopisa Blood (najznacajnijeg hematoloSkog ¢asopisa
na svijetu), koji je fokusiran na studije iz regija koje
su manje zastupljene u medicinskoj literaturi. Cilj
tog novog Casopisa je objavljivati visokokvalitetna
hematoloska istrazivanja, kao i lokalne prilagodbe
klinickih smjernica, epidemiologiju i analize javnog
zdravlja te radove koji se bave hematoloskim proble-
mima globalnog utjecaja.
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Glavni urednik tog novog casopisa je dr. Jorge
Cortes iz Georgia Cancer Center iz SAD-a, a prof.
Drazen Pulani¢ postao je ¢lan uredniStva kao prvi
¢lan medunarodnog uredniStva iz Europe. Poziva-
ju se zainteresirani kolege da razmotre slanje svojih
radova u Blood Global Hematology (https://ashpub-
lications.org/bloodglobal/pages/About).
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Zbirka pjesama ,,Postajemo otoci profesora Valkovi¢a

Nas ¢lan prof. dr. sc. Toni Valkovi¢ tijekom ove
godine promovirao je u rodnoj Rijeci svoju prvu
objavljenu zbirku pjesama ,,Postajemo otoci“ koja je
2023. godine tiskana u nakladi biblioteke ,,Knjigo-
lijek*, nakladnika ,,Medicinska naklada®“ Zagreb, a
glavna urednica bila je prof. Anda Raic. Zbirka sadr-
7176 pjesama od kojih je svaka originalno ilustrirana.
Zbirka ,,Postajemo otoci“ plod je viSegodisnjeg pisa-
nja pjesama, a pojedine pjesme su do sada objavlje-
ne jedino u lokalnom krékom casopisu ,,Krcki val®,
Njegova pjesma ,,Preobrazaj* (koja nije uvrStena u
ovu zbirku) nagradena je 2024. godine za najbolju
pjesmu pisanu na standardnom hrvatskom jeziku od
strane Nezavisnog internetskog portala ,,Otok Krk.
org® te multimedijalne udruge ,,Krcka beseda™.

U sljedec¢em tekstu izdvojeni su neki osvrti na
zbirku ,,Postajemo otoci‘.

Prof. Anda Raic, urednica biblioteke
»Knjigolijek“: Lijecnici pjesnici, Biblioteka
»Knjigolijek“, Lije¢ni¢ke novine, broj 241,
srpanj 2025, stranica 66-67.

,»--.Ako postoji knjiga koja apsolutno odgovara
nasoj ediciji Knjigolijek, onda je to upravo ova knji-
ga. Zasto? Knjiga kipti od zivotne radosti. Mnoge
su pjesme ditirambi nazorovskog tipa, s pastoralnim
ugodajem i pozivom na uzivanje... Valkoviéeve su
pjesme ode kvarnerskom podneblju i srediSnjem
Otoku. U tu hvalu uklju¢eni su mnogi mediteranski
motivi: sunce, more, valovi, grote, Skoljke, masline,
borovi, smokve, brodice, moreplovci... Budu¢i da
ozraCje opustanja, nirvane, ali i nadolazeée ener-
gije djeluje iscjeljujuce, mozemo govoriti o ucinku

ekoterapije... Zavicajni krajolik uglavnom je antro-
pomorfiziran, stopljen s lirskim subjektom, zenom
1 Bogom, u sluzbi dosljednoga panteizma. Drugi u
odnosu stapanja najcesce je Zena, pa slijede upecat-
ljivi motivi ljubavi, Zelje i zudnje...Inace, neke Val-
kovi¢eve pjesme podsjecaju na haiku-poeziju. To su
blic-sli¢ice zaustavljenog trenutka. ..

Prof. dr. sc. Ivan Damjanovi, dr. med: Lije¢nici
pjesnici, Biblioteka ,,Knjigolijek*, Lije¢nicke
novine, broj 241, srpanj 2025, stranica 68.

»--. Toni Valkovi¢ jedan je od tih rijetkih lije¢ni-
ka-pjesnika koji je svoje pjesme sabrao i izdao kao
zanimljivo 1 dopadljivo oslikanu zbirku pjesama...
S morem autora povezuje i ljubav prema Zeni, koja
se spominje u nekoliko dojmljivih stihova. A spo-
minje se i Bog, bez kojega svega toga ne bi bilo...
Edgar Degas je rekao da umjetnost nije ono sto ljudi
vide u slici na prvi pogled, ve¢ ono $to ih umjetnik
nagovori da bi trebali vidjeti. To se nacelo moze pri-
mijeniti i na Tonija Valkovic¢a, vizualnog umjetnika,
koji svojim stihovima donosi slike i metafore, a mi
ih onda dozivljavamo kao njegovu, a kojiput i vlasti-
tu poetsku stvarnost. ..

Prof. dr. sc. Nikola Petkovié, hrvatski
knjiZevnik, sveuciliSni profesor, knjiZevni
kritic¢ar i publicist: predgovor zbirke pjesama
»Postajemo otoci*

»--. PjesniCki prvijenac rijecko-krckog pjesnika
Tonija Valkovi¢a zreo je tekstualni dokument ¢vrsto
strukturirane trijade: lirsko-neopastoralne pjesme u i
o zavicaju, duhovna 1 spiritualna (u velikoj mjeri pan-
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teisticka) promisljanja o prvim i posljednjim stvarima
te propitivanje pojma i koncepta ljubavi... Nakon nje-
gova izlaska iz tiska Citatelj s pravom ocekuje nasta-
vak poetskog prebiranja ovog ¢utilnog autora Ciji ¢e
prepoznatljiv glas jamacno obogatiti nacionalnu pje-
snicku pozornicu, bez obzira koliko ova bila sustavno
urusavana od sadasnjosti koja je rezistentna upravo
na segmente koje u ovom prikazu isti¢em: na dru-
gog 1 empatiju, na nasusnu potrebu za duhovnoscu te
ohola kada se obraca ljubavi za koju pretpostavlja da
je se moze komodificirati... Stoga, nadam se, zapra-
vo objektivno istinito vjerujem da ¢e poezija Tonija
Valkovica, osim estetskog ucinka kojega ¢e poluciti,
trenutku u kojem zivimo posluziti i kao korektiv.. .
Na kraju, evo i nekoliko Tonijevih pjesama...

GRANICA ZAVICAJA
Gdje granica je zavicaja?

Ako okom odredujemo:

U biblijski zelenom masliniku
Sto zivi u daljini;
ZapusStenom vinogradu

Tvoga oca;

Ili crti gdje nebo se

Isto¢ilo u more.

Ako srcem prosudujemo:

U ku¢i gdje stara me mati
S tanjurom brodeta
Ve¢ satima ceka.

RASTOCEN U MORE

U snu se rastocih u more:
Tijelo u kaplje,

Misli u pjenu,

Zudnja u vale,

A sjecanja u ribe 1 koralje.

Pa rastoCen u more

Konac¢no, sa sobom se sastah.

ZENA U GROTI

Na primorskoj groti
Lezim gol i sam,

I s tobom u mislima
ljubav opet ponavljam.

A grota Ti si

I ja sam na Tebi.

Na sol vonjas ko’ uvijek ljeti,
I ¢utim zudnju Tvoje topline

Koju od sunca uzela si za me.

A kapi mora ko’ kapi znoja
Padaju s mene

na Tvoje kameno tijelo

ko’ no¢u kad u tebi ronim.

I svud oko mene vonj lavande i kusa
Bas ko’ pod nasim lancunima bijelim.

I sad kad Te nema ja ipak lezim
na tvom zivom kamenom tijelu.

CITATELJU

Tebi, to su mozda rijeci §to nizu se i prolaze
(dani u godini, raspolozenja djevojke)....
Slike - ponekad nejasne i nestalne

(morska pjena il’ pustinjski pjesak)...

Misli- pocesto zbrkane i prijeporne
(osjecaji ljubavnika, proljetna kisa)....

Ali znaj,

Ja se u svakoj pjesmi rodim,

[li umrem za te.

NEPOZNATOJ ZENI
Svakoga jutra

Sre¢em ti oci

I tugu u njima.

A ispod tuge
Proplamsaji tijela,
Sto Zeljeti zna itekako.

Svako jutro
Ukraseno tugom
Tvojega oka,

Za mene je jutro
Ustalo iz ljepote.

JATO RIJECI

Na vjetrometinama i
Vododjelnicama zivota
PokuSavam uhvatiti
Jato razigranih rijeci,
Sto pjevaju i lete

U daljine, visine,

I sje¢anja moga uma.

I uvijek mi neka,
Neuhvatljiva i prava
Nedostaje do bola.
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NJISEMO SE

NjiSemo se kao klatna:

Od casa kad volimo

Kroz duge zamahe samoce
Do trena kada smo voljeni.

Kao trava u savanama
Zatalasana proganjanim antilopama
NjiSemo se u nasim voljenjima.

DODIRI LJUBAVI

U stvarnosti u kojoj postoji
Vrijeme za radanje,

I tijelo za voljenje

I rijeci za zaljenje,

I zemlja za pokapanje,
Cesto ne ¢utimo
Nevidljive dodire ljubavi.

GEOMETRIJA JUTRA
Usporedne i daleke dodirnice
Mora, kopna i neba
ProSarane putanjama broda

I ve¢ nevidljivog zrakoplova
Stvorile su geometriju jutra
U kojem zivot sporo i tiho
Ali nezaustavljivo raste

Iz nekoliko nijansi modrine,
Sunca i skrivenih strasti.

BIJEG

Tvoja mladost

Vristala je u meni

Poput jata gladnih galebova.

Kao kisa Zelio sam pljustati
Uzdizati se kao more
I kao vjetar zudio Sibati.

Na kraju sam tek kao zora pobjegao.

NA KRAJU MENE
Na rubu ostarjelog tijela
I koncu svake misli

na samom kraju mene
Stoji more.

Jer jedino more
Na mom Otoku
Za mene

Uvijek je ondje.

MOJI SINOVI
Valovi moji:

Dugo 1 njezno
Zapljuskujte zalove
Snazno al’ mudro
Razbijajte rtove
Bez straha
Zaljuljajte brodove
Radosno i strasno
pohodite uvale

Sinovi, moji valovi.

TRENUTAK

SavrSenstvo kasnog ljeta
Prepoznato u trenutku-
Kada Ti na pramcu

A Janakrmi

Poglede smo ispleli,

I njima ljubav

Mornarskim ¢vorom vezali.
Blistavi trenutak kasnog ljeta
Vec¢ izgubljen

U labirintu vremena.

PANDEMIJSKA PJESMA
Koliko su divni nasi zivoti?

I gledanje juzine na moru

kada se sve inacice modrine

izmijesaju u jednom jedinom valu...

I kad mi ruku, blijedu, al’ toplu,
kriomice polozi§ na bedara...

I kad u nekom velikom i dalekom gradu
stojim s tobom u gomili neznanih i
nasmijanih ljudi

shvacaju¢i da te volim...

PREOBRAZAJ

Iz mojih starih 1 kvrgavih ruku
pocele su rasti maslinove grane.
I usta koja skoro da su nijema
najednom zaSumila su morem.
Dah koji jedva jos da struji

iz utrobe posta tramontana

A noge klecave i slabe

duboko ulaze u zemlju

1 korjen su mlade loze sada.

Umrijjeti necu nikad
jer svoje potroseno tijelo
pretvaram u otok.
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