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Ob rob 7. kongresu Zdruzenja za transfuzijsko medicino Slovenije

TRANFUZIJA- NAJSTAREJSA OBLIKA ZDRAVLIENJA S CELICAMI

Hiter razvoj celicne terapije Se naprej preseneca medicinsko in lai¢no javnost. Ker gre pri
zdravljenju s celicami za prenos lastnih ali tujih celic bolniku, lahko imamo transfuzijo za
najstarejSo obliko celicnega zdravljenja. Sprva je Slo seveda za neuspesno nadomestno zdravljenje
s celicami, ki se v telesu prejemnika ne razmnozujejo, kar pricajo prvi zapisi o transfuzijah krvi I.
1492 inI. 1676, po odkritju krvnih skupin I. 1900 pa se je uspesneje nadaljevalo. Neuspesni so bili
tudi poskusi prenosa Zivalskih celic z namenom pomlajevanja konec 19. in na zacetku 20. stoletja.
Zdravljenje s celicami, ki ohranijo tudi sposobnost razmnoZevanja in diferenciacije pa se je pricelo
Sele po |. 1960 s presajanjem kostnega mozga in danes strokovna javnost govori o t.im.
naprednem zdravljenju, to je zdravljenju s celicami, tkivi in gensko terapijo. Pri tem nacinu
zdravljenja lahko uporabljamo nespremenjene ali pa bistveno spremenjene celicne pripravke,
slednje pa imenujemo zdravila za napredno zdravljenje (ZNZ).

Vsako sestavino ¢loveskega telesa, ki se odvzame dajalcu, imenujemo snov Cloveskega izvora
(angl. Substance of Human Origin - SoHO). Preskrbo s SoHO, torej s krvjo, celicami in tkivi ter
drugimi SoHO, trenutno urejajo v nacionalno zakonodajo prenesene evropske direktive. V
prihodnje bo to podrocje urejala nova skupna Uredba EU o kakovosti in varnosti snovi ¢loveSkega
izvora (SoHO), ki je v postopku sprejemanja’.

Transfuzijske ustanove so bile zaradi svoje zgodovinske povezanosti s celi¢nimi pripravki in
infrastrukturo Ze od samega zacetka primerno mesto za razvoj tako celicnega zdravljenja kot tudi
naprednih zdravljenj. V veliki meri pripravljajo tudi celi¢ne pripravke, ki so izhodis¢ni material za
celi¢éno in tkivno terapijo ter napredna zdravljenja. Pogosto proizvajajo tudi zdravila iz plazme v
lastnih frakcionaznih obratih. Zato se transfuzijske ustanove tudi najlazje prilagodijo pogojem za
pridobitev statusa ustanove za celice in tkiva ter dovoljenja za proizvodnjo ZNZ. Stevilni avtorji
zato pri¢akujejo nadaljevanje Siritve in prodor naprednega zdravljenja v transfuzijskih ustanovah?,
ki so tako postale centri naprednega zdravljenja3. Zavod RS za transfuzijsko medicino (ZTM) ima
dolgoletne izkusnje na podrocjih preskrbe s krvjo pa tudi preskrbe s celicami in tkivi ter naprednim
zdravljenjem. V zadnjih 30 letih je razvil razlicne celi¢ne terapije, tkivno inZenirstvo, banke celic
in tkiv, transplantacijsko dejavnost z odvzemom in obdelavo maticnih celic, mednarodni register

1 UREDBA (ES) 3t. 1394/2007 EVROPSKEGA PARLAMENTA IN SVETA z dne 13. novembra 2007 o zdravilih za napredno zdravljenje ter o
spremembi Direktive 2001/83/ES in Uredbe (ES) $t. 726/2004

2Horan A., Sarreth S., Tor H.W., Waters A. The expanding role of blood and tissue establishments in the development of advanced
therapy medicinal products. Cytotherapy 00 (2024)1 -7.

3 Bonig Halvard, Feliciano Rich, Galea George, Homburg Keld, RoZman PrimoZ, Weitekamp Lee Ann, Seifried Erhard. The role of blood

establishments in cellular therapies: scope of activities. V: Folléa, Gilles (ur.). Blood, tissues, and cells from human origin: the European
Blood Alliance perspective. Amsterdam: European Blood Alliance (EBA), cop. 2013., str. 255-275.



nesorodnih darovalcev kostnega mozga SlovenijaDonor, laboratorije za tipizacijo tkiv ter Se
nekatera druga podrocja naprednega zdravljenja, ki jih je tudi pomagal zakonsko urediti in jih
danes izvaja po mednarodnih navodilih in standardih®. S tem je pridobil tudi vse zahtevane
mednarodne akreditacije (ISO9002, EFI, JACIE, itd.). Uspeh je tudi nedavna pridobitev certifikata
GMP (dobre proizvodne prakse). Med prva poskusna ZNZ v Sloveniji sodijo npr. alogenski
trombociti za zdravljenje zlomov, ali pa krvotvorne mati¢ne celice za intrakardialno aplikacijo pri
srénem popuscanju, ki jih je ZTM pripravil v uspesnih raziskovalnih projektih z UKC v Ljubljani.
Trenutno je ZTM tudi edina javna ustanova z dovoljenjem za proizvodnjo ZNZ>.

Medtem ko je transfuzijska dejavnost v Evropi vecinoma javna in zaradi daljSe tradicije tudi
primerno urejena, prihaja na podrocju produkcije ZNZ do kompeticije med javnim in zasebnim
sektorjem kot tudi znotraj obeh. Rezultat je nepreglednost pri razvoju bioterapij. Podobno se
dogaja v Sloveniji, kjer Zelijo proizvajati ZNZ tudi privatne ustanove, kar je naceloma zelo
dobrodoslo, vendar se ustanavljanja lotevajo Se javne ustanove, ki podvojujejo dejavnost ZTM-ja,
in njihovo financiranje povrhu poteka iz javnih sredstev. Za zas¢ito javnih zdravstvenih sredstev,
ki so omejena, bi bilo smiselno najprej oblikovati jasno strategijo mreze javnih ustanov za celice
in tkiva.

Kaze, da sta kljub navidezni zakonski pokritosti tako program preskrbe s krvjo kot tudi program
preskrbe s celicami in tkivi ter naprednim zdravljenjem pomanijkljiva. Stroka se je namrec razvijala
hitreje kot pa drzavna administracija, zato potrebujemo poleg jasne nacionalne politike preskrbe
s krvjo in zdravili iz krvi tudi nacionalno politiko preskrbe s celicami, tkivi in naprednim
zdravljenjem, ki mora vsebovati uradno stalis¢e drzave o kljucnih organizacijskih, financnih,
tehni¢nih in pravnih aspektih te preskrbe. Edino odgovorno je, da se pri tem javna sredstva
usmeri v ustanove, ki Ze imajo vso ustrezno infrastrukturo, kadre in know-how. Le na ta nacin bo
zdravstveni sistem bolnikom V Sloveniji omogocil sodobno zdravljenje s ¢lovesko krvjo, celicami
in tkivi ter ZNZ.

Pri zagotavljanju tega zdravljenja v javni zdravstveni mrezi je torej nujno na drzavni ravni
uskladiti principe racionalnosti in sodelovanja med proizvajalci in uporabniki ZNZ, ki je dolga leta
dobro delovalo in tako prepreciti, da bi parcialni lokalni interesi prevladali nad nacionalnimi.

PrimozZ RoZman in Dragoslav Domanovic

Ljubljana, Amsterdam, april 2024

4 Guide to the quality and safety of tissues and cells for human application. https://www.edgm.eu/en/guide-to-the-quality-and-
safety-of-tissues-and-cells-for-human-application1
5 Urban Svajger, Primo? Pozenel. ZTM zagotavlja zdravila za napredno zdravljenje. Revija ISIS,18: marec 2024;18-19.



Mikroskopski pregled krvnega razmaza in njegovi izzivi (HLZ)

Specificne najdbe v krvnem razmazu — pogled hematologa

Klara Slajpah
KO za hematologijo, UKC Ljubljana

klara.slajpah@kclj.si

Kljub razvoju avtomatizacije in molekularnih tehnik v hematologiji ostaja mikroskopski pregled
krvnega razmaza, ali kompletna krvna slika (KKS), klju¢na, cenovno dostopna in hitra diagnosti¢na
metoda. Nudi vpogled v delovanje kostnega mozga (KM) in pomaga odkrivati razlicne, potencialno
smrtno nevarne krvne bolezni, pri éemer je hitro ukrepanje lahko Zivljenjskega pomena. Okrog 70
% klini¢nih odlocitev temelji na rezultatih laboratorijskih testov, zato je natancéna interpretacija
KKS nujna za uspesno klini¢no prakso. V hematologiji se pregled krvnega razmaza Steje za "peti
vitalni znak", enako pomemben kot ostali vitalni znaki. KKS obi¢ajno predpiSe zdravnik glede na
klinicne indikacije ali pa laboratorij na podlagi neobicajnih rezultatov ali opozoril s strani
hematoloSkega analizatorja. Pomembno je, da so kriteriji za testiranje jasni in vnaprej doloceni

ter usklajeni z naro¢nikom preiskave.
Eritrocitna krvna slika

Razumevanje nepravilnosti glede oblike in velikosti eritrocitov pomaga pri diagnosticiranju in
razlikovanju med vrstami anemije. Ovalna makrocitoza je npr. povezana z megaloblastnimi
anemijami zaradi pomanjkanja folatov ali vitamina B12, mielodisplazijo in nekaterimi zdravili

(hidroksikarbamid), med tem ko je okrogla povezana z boleznimi jeter in alkoholizmom.

Vkljucki v eritrocitih so pogosto posledica nepravilnega zorenja eritrocitov, oksidativnih poskodb

celic ali okuzb. Howell-Jollyjeva telesa so ostanki DNK, ki jih najdemo pri bolnikih brez delujoce



vranice (po splenektomiji, funkcionalna asplenija), bazofilne punktacije so denaturirani fragmenti
RNK v citoplazmi eritrocitov, povezane s talasemijo, zastrupitvijo s svincem ali arzenom, hudimi
okuzbami, sideroblastno in megaloblastno anemijo ter pomanjkanjem pirimidin 5' nukleotidaze.
V eritrocitih lahko zasledimo intracelularne parazite kot sta malarija ali Babesia. Retikulociti so
nezreli eritrociti, ki se sprostijo iz sinusoidov kostnega mozga in potrebujejo priblizno dva dni, da
dozorijo v perifernem obtoku in kaZejo na aktivnost kostnega mozga. Eritroblasti so nezrele celice
eritrocitne vrste, ki imajo jedro in jih obi¢ajno ne opazimo v periferiji, razen pri novorojenckih.
Kazejo na hudo obremenitev KM; njihovo prisotnost v periferni krvi skupaj z nezrelimi levkociti
imenujemo levkoeritroblastna krvna slika. Najdemo jo pri fibrozi KM, stresnih dejavnikih v KM
(hipoksija, huda hemoliticna ali hemoragicna anemija, huda sepsa), infiltraciji KM (levkemija,
limfom, plazmocitom, sekundarne metastaze), obremenitvi KM z rastnimi dejavniki (G-CSF) in
ekstramedularni hemopoezi. Shizociti (fragmentirani eritrociti) so delno raztrgani ali
fragmentirani eritrociti. Najpogosteje nastanejo zaradi mehanske poskodbe eritrocitov, ki je
posledica fibrinskih vlaken, tvorjenih pri intravaskularni hemolizi (diseminirana intravaskularna
koagulacija (DIK), mikroangiopaticna hemoliticna anemija (MAHA)). Kadar so v krvni sliki prisotni
trombocitopenija, anemija in shizociti (> 1 %) in ob tem prisotni parametri hemolize gre za Zivljenje
ogrozajoce stanje — tromboti¢no trombocitopeni¢no purpuro (TTP). Obicajno gre za avtoimunsko
bolezen z nastankom protiteles proti ADAMTS13. Nezdravljena ima ve€ kot 90 % smrtnost, ¢e pa
Ze ob sumu na TTP (trombocitopenija in anemija s shizociti) pricnemo s plazmaferezami in
kortikosteroidi je smrtnost pod 10 %. Eritrociti se obifajno v krvnem razmazu razporedijo
enakomerno, zlepljanje ali nenormalne razporeditve so znak bolezenskega stanja. Rouleaux (rulo)
formacije eritrocitov nastanejo zaradi zvecane koncentracije proteinov (fibrinogena,
imunoglobulinov ali prisotnosti monoklonskih imunoglobulinov). Zlepljeni eritrociti se hitreje
posedajo in so vzrok pospesene sedimentacije pri vnetjih in plazmocitomu. Aglutinacija je vidna
kot skupek eritrocitov pri bolezni hladnih aglutininov zaradi IgM protiteles, pri okuzbi, limfati¢nih
novotvorbah (Waldenstromova makroglobulinemija) ali avtoimunskih boleznih. V hemogramu

opazimo znacilno kombinacijo zmanjSane koncentracije eritrocitov in moc¢no povecanega MCV.



Levkocitna krvna slika

V krvnem razmazu so levkociti najvecje celice, ki se razlikujejo po jedru. Razlicne tipe lahko
identificiramo glede na velikost, obliko in barvo jedra (strukturo in gostoto kromatina) ter barvo
in prisotnost citoplazme ter vkljuckov v citoplazmi. V periferni krvi se delez polimorfonuklearnih
celic v primerjavi z mononuklearnimi celicami spreminja s starostjo, vendar je pri odraslih
nevtrofilcev najvec. Zmanjsanje ali povecanje Stevila levkocitov je lahko absolutno ali relativno.
Nevtrofilija je pogosto odziv na bakterijske okuzbe, drugi vzroki so akutna vnetja (npr. miokardni
infarkt), opekline, uporaba kortikosteroidov, maligne bolezni, kroni¢na mieloi¢na levkemija (KML).
Pomik v levo se uporablja za opis nenormalnega povecanja deleza mieloi¢nih prekurzorjev. Huda
nevtrofilija s prisotnostjo granulocitnih prekurzorjev na razlicnih stopnjah zorenja, imenovana
levkemoidna reakcija se lahko pojavi med hudimi infekcijskimi ali toksiénimi procesi ter pri
nekaterih malignomih. Razlikovanje med levkemoidno reakcijo in KML je lahko teZavno zaradi
pomanjkanja ocitne morfoloske atipije pri granulocitnih prekurzorjih. Prisotnost nezrelih ali
netipi¢nih monocitov in granulocitnih prekurzorjev, kot so mieloblasti, promielociti in mielociti, v
periferni krvi lahko kaZe na hematoloSko bolezen. Pojav celic, ki so bolj nezrele od metamielocitov,
se obicajno Steje za patoloskega, razen pri novorojenckih in med nosecénostjo. Levkemicni "hiatus"
ali vrzel v zaporedju zorenja celic je pomembna diagnosti¢na znacilnost, pogosto povezana z
akutno levkemijo. Hipogranulacijo citoplazme in druge znake displazije v periferni krvi najdemo
pri mielodisplasti¢nih neoplazmah (MDS). Pomik v desno ali hipersegmentacija nevtrofilcev je
diagnosticna znacilnost megaloblastne anemije. Limfociti v periferni krvi imajo razlicno
morfologijo. Reaktivni (aktivirani) limfociti so veliki, z vrezanim ali nepravilnim jedrom in obilno
citoplazmo, lahko imajo nukleole. Limfoblasti, so prav tako veliki in primerljivi z aktiviranimi
limfociti, vendar imajo visoko razmerje jedro:citoplazma. Relativno limfocitozo obi¢ajno opazimo
pri otrocih, mlajSih od 5 let, akutnih virusnih okuzbah, boleznih vezivnega tkiva, tirotoksikozi in
adrenokortikalni insuficienci. Vzroki za absolutno limfocitozo so reaktivna stanja, kot so infekcijska
mononukleoza, hepatitis, okuzbe s citomegalovirusom, oslovski kaselj, kroni¢ne znotrajceli¢ne
bakterijske okuzbe (tuberkuloza ali bruceloza), kroni¢na limfocitna levkemija (KLL) in akutna

limfoblastna levkemija (ALL). Gumprechtove sence nastanejo zaradi mehanske poskodbe



levkocitov med izdelavo krvnega razmaza, Se posebej nagnjeni k temu so krhki limfociti. Te sence
lahko opazimo pri vseh vrstah krvnih bolezni, pa tudi v razmazih normalne krvi, vendar je
povecano Stevilo teh senc zelo znacilno za KLL. Pri alergijah in okuzbah s paraziti se lahko pojavi
znatna eozinofilija, izrazita (>1500/ml) pa kaZe na hipereozinofilni sindrom (zlasti s pridruzeno
poskodbo tkiva) ali neoplasticno entiteto, Ce je pridruzena celi¢na displazija (kroni¢na eozinofilna
levkemija). Bazofilija se pojavlja pri preobcutljivostnih stanjih in malignih stanjih, kot so limfomi
in KML. Monociti so najvecje celice na periferiji. Monocitoza se pojavlja pri kroni¢nih bakterijskih
okuzbah (tuberkuloza), vnetnih stanjih (Crohnova bolezen) in hematoloskih malignomih (KML in

akutna mieloi¢na levkemija (AML), zlasti FAB M4/5).
Trombocitna krvna slika

Trombociti so brez jedra, okrogle ali ovalne oblike, v njih so vidne azurofilne granulacije, ki so
razporejene po celotni citoplazmi ali zgoS¢ene v sredini trombocita. Trombocitopenija je lahko
posledica zmanjSanega nastajanja (MDS), povecane periferne destrukcije (DIK) ali povecane
sekvestracije v vranici (hipersplenizem). Trombocitopenija je lahko laZzna (psevdo-
trombocitopenija) pri agregaciji trombocitov, ki jo povzroci EDTA, ali prisotnosti strdkov v vzorcu
krvi. Vzroki za trombocitozo so lahko vecje operacije, stanje po splenektomiji, krvavitve, akutna
hemoliza, pomanjkanje Zeleza, okuzbe, bolezni vezivnega tkiva (npr. sistemski lupus eritematozus,
revmatoidni artritis). Lahko je povezana z malignimi boleznimi, zlasti mieloproliferativnimi
novotvorbami (MPN). Z mikroskopskim pregledom razmaza krvi lahko opazimo velike trombocite,
ki so obi¢ajno posledica hiperaktivnosti megakariocitov zaradi povecanih potreb. Lazno povisano
Stevilo trombocitov iz avtomatskega analizatorja je lahko posledica fragmentov eritrocitov pri
MAHA, fragmentov levkemicnih celic ali celo glivic. Gigantski trombociti (velikosti eritrocita ali vec)
se pojavljajo pri dednih stanjih, kot so sindrom Bernard Soulier, May-Haggelinova anomalija ali

sindrom Wiskott Aldrich in pridobljenih stanjih, kot so megaloblastna anemija in MPN.



Zakljucek

Diagnoza, ki temelji na KKS mora biti v skladu s kliniénimi simptomi pacienta. Hematologi igrajo
kljuéno vlogo pri povezovanju simptomov s hematoloskimi izvidi za postavitev specificnih ali
diferencialnih diagnoz, Se posebej pri iskanju hematoloskih obolenj ali sistemskih bolezni s
hematoloskimi znaki. To zahteva poglobljeno razumevanije razli¢nih citoloskih anomalij in njihovih
vzrokov. Medtem ko lahko nekatere bolezni diagnosticiramo neposredno s KKS, v drugih primerih
ta sluzi kot uvodni korak, ki vodi k nadaljnji diagnostiki. Hitro prepoznavanje resnih stanj s
pregledom krvnega razmaza omogoca takojsnje ukrepanje, kar je lahko kljuénega pomena za
reSevanje zivljenj. Zato je nujno, da se v hematologiji redno preverja "peti vitalni znak" — razmaz

periferne krvi pacienta.
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Atipicni limfociti — pogled onkologa
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Danasnja obravnava bolnika zahteva minimalno dobro anamnezo, kliniéen pregled in
laboratorijske preiskave. Pri slednjih so nepogresljive preiskave krvne slike, ki lahko razkrijejo ali
vsaj postavijo sum na marsikatero obolenje. Osnovna analiza krvne slike je avtomatiziran proces
v aparatu, vendar pa se dostikrat pojavi situacija, ko se ne da enostavno pojasniti citopenije
(levkopenijo, anemijo ali trombopenijo), levkocitoze (predvsem limfocitoze in monocitoze) in
znakov hemolize ali pa se sumi na primarno krvno obolenje, tako na akutne kot tudi kroni¢ne
mielo- ter limfoproliferativne bolezni. Razmaz periferne krvi lahko v teh primerih osvetli problem
oz. nejasnosti v krvni sliki z natanc¢nejSim vpogledom v morfologijo celic, poleg tega je uporaben

tudi pri spremljanju ucinka zdravljenja tovrstnih bolezni. (1)

V prispevku se bomo osredotocili na limfocitozo, ki je definirana v grobem kot porast absolutnega
Stevila limfocitov na veé kot 4,0x10%/L, vendar se meja nekoliko spreminja po drzavah (v Sloveniji
je npr. meja 3,5x10%/L). V omenjeno populacijo so zajeti vsi podtipi limfocitov, tj. limfociti Bin T
ter naravne celice ubijalke (NK celice). Vzroki za porast limfocitov so Stevilni in nemalokrat je tezko

razlikovati med reaktivnimi/benignimi in malignimi spremembami. (2)

Vzroki reaktivnih limfocitoz so najpogosteje infekcijske narave. Med virusnimi obolenji gre lahko
za okuzbo z virusom Epstein-Barr (EBV), citomegalovirusom (CMV), virusom humane imunske
pomanjkljivosti (HIV) ob primarnih okuzbah, najdemo jo lahko tudi pri okuzbah z drugimi virusi,
npr. pri gripi, virusnem hepatitisu, mumpsu, rdeckah, okuzbah z adenovirusi, humanim T

limfocitnim virusom tipa 1 (HTLV-1) in Covid-19. (2, 3)



Od bakterijskih okuzb lahko najdemo limfocitozo pri bolezni macje opraskanine (Bartonella
henselae), oslovskem kaslju (Bordetella pertussis), brucelozi, sifilisu in malariji in tuberkulozi. Od

parazitov jo lahko povroca toksoplazma in babezija. (2)

Od neinfektoloskih vzrokov se lahko limfocitoza pojavi pri preobcutljivostnih reakcijah zaradi
dolocenih zdravil (npr. alopurinol, karbamazepin, vankomicin, sulfonamidi), po aplikaciji
adrenalina (v smislu demarginacije levkocitov v periferni krvi) ali pa kot odziv na zdravljenje (npr.
pri ibrutinibu, zaviralcu Brutonove tirozin kinaze (BTKi), v zacetnih fazah zdravljenja, ko je
limfocitoza bolj odraz izplavljanja celic iz limfoidnih organov v periferno kri). Poleg tega jo lahko
najdemo ob mocnih stresnih situacijah, npr. pri epilepticnemu statusu ali akutnem kardioloskem

stanju, ter po splenektomiji, kjer lahko raven teh celic ostane stabilna skozi leta. (2)

Kroni¢na limfocitna levkemija (KLL) je eden od najpogostejsih vzrokov za klonalno limfocitozo.
Pogoj za diagnozo je prisotnost vsaj 5,0x10°/L klonalnih B-limfocitov ali ve¢. Mediana starosti ob
diagnozi bolezni je 70 let, le okoli 9 % vseh bolnikov je mlajsih od 45 let, pogosteje so prizadeti
moski. Razlikovati jo treba ob monoklonalne limfocitoze B (MBL), pri kateri so pogoji prisotnost
manj kot 5,0x10°/L klonalnih B-limfocitov ter odsotnost hepatosplenomegalije, limfadenopatije,
citopenij v krvni sliki ter z boleznijo povezanih simptomov. Letno napreduje 1-2 % vseh
monoklonalnih B-limfocitoz v KLL. Na razmazu periferne krvi so klonalni limfociti tipi¢no majhni, z
zrelim jedrom, ozkim robom citopazme, dokaj znacilne (vendar ne izklju¢no znacilne za KLL) so
tudi t. i. Gumprechtove sence — gre za razpadle celice limfocitov, ki nastanejo zaradi mehanskih

poskodb pri pripravi razmaza krvi. (4)

Infiltracijo kostnega mozga, posledi¢no pogosto tudi levkemizacijo limfomskih celic, najdemo tudi
pri tretjini vseh primerov nekaterih ne-Hodgkinovih limfomov. Primeri teh so folikularni limfom,
limfom plasc¢nih celic, marginalnoceli¢ni limfom, difuzno velikoceli¢ni B-celi¢ni limfom (DVCBL),
limfoplazmacitni limfom in zreli T-celi¢ni limfomi. Pri petini primerov bolnikov z ne-Hodgkinovim
limfomom, ki imajo infiltracijo kostnega mozga, je opazno neskladje med morfologijo limfomskih
celic v kostnem mozgu ter iz drugih tkiv, npr. iz bezgavke (nemalokrat gre za transformacijo

nizkomalignega limfomskega obolenja v visokomaligno obolenje v dolocenih infiltratih). (5)



Morfologija limfomskih celic se razlikuje med zvrstmi limfomov. Pri celicah folikularnega limfoma
je npr. opazna globoka zareza v jedro, pri limfomu plasénih celic Stevilne zareze in vdolbine v jedru,
pri limfoplazmacitnem limfomu je jedro ekscentri¢no lezece, z modro citoplazmo in objedrnem
svetlejSem obrocem, vilozne limfocite opazimo pri spleni¢cnem limfomi marginalne cone, medtem

ko so drobni lasasti izrastki vidni pri dlakastoceli¢ni levkemiji. (1)

Sama morfologija limfomskih celic v periferni krvi sicer ni zadostna za natancnejSo dolocitev zvrsti
limfomskega obolenja, temvec je treba opraviti imunofenotipizacijo s preto¢nim citometrom, kar
nas bolj usmeri v konéno diagnozo, ter analizirati vzorce kostnega mozga (tako punktat kot tudi
biopsijo). Treba je poudariti, da je pri kon¢ni diagnozi limfomskega obolenja Se vedno odlodilna
histopatoloska preiskava biopsije reprezentativnega infiltrata; le redko je kostni mozeg edina

dostopna lokalizacija za postavitev diagnoze limfomskega obolenja. (6)
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Posebnosti in redke najdbe v krvnem razmazu
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Krvni razmaz je diagnosticni postopek, ki se uporablja za pregled krvnih celic. Pregled krvnega
razmaza je osredotocen na oceno razlicnih vrst krvnih celic, kot so rdece krvne celice (eritrociti),
bele krvne celice (levkociti) in trombociti. Z diferencialno krvno sliko dobimo podatke o relativnem
deleZzu posameznih vrst levkocitov v venski krvi. Pri izdelavi krvnega razmaza se vzorec krvi,
odvzete z antikoagulantom EDTA, nanese na objektna stekelca in se ga pobarva po Pappenheimu.
Razmaze pripravimo tako, da na sredino predmetnega stekla, tik pod matiranim robom kanemo
kapljo krvi. Pri tem si lahko pomagamo s posebnim nastavkom za pripravo razmazov, s katerim
prebodemo zamasek ali s pomocjo pipete. Volumen kaplje krvi mora biti tolikSen, da dobimo
ustrezno dolzino razmaza (3-4 cm). V naslednjem koraku se s krovnim steklom, ki je nagnjen
priblizno pod kotom 45°, dotaknemo kaplje krvi in jo razpotegnemo po celotni Sirini predmetnega
stekelca. Pri tem moramo dobiti razmaz z ustreznim podroc¢jem, v katerem Stejemo celice. V tem
podrocju se eritrociti ne smejo prekrivati ampak morajo biti porazdeljeni drug ob drugem.
Pomemben dejavnik pri kakovosti razmaza je njegova debelina, ne sme biti pretanek ali predebel.
Z debelino je povezan tudi ¢as susenja preparatov pred barvanjem. Tako pripravljene razmaze je
potrebno posusiti na zraku in jih Sele nato pobarvati. Pri barvanju po Pappenheimu uporabljamo
dve vrsti reagentov; May-Griinwald in Giemsa. S tema dvema reagentoma doseZzemo fiksacijo in
barvanje celic, saj pride do interakcij alkalnih in kislih barvil (eozin, metilensko modro in azur) s
posameznimi komponentami celic, kot so citoplazma, vkljucki v citoplazmi, kromatin,... Nove;jsi
aparati nam Ze omogocajo tudi avtomatsko pripravo in barvanje krvnih razmazov. Na ta nacin siv
laboratoriju lahko olajSamo delo, ¢as priprave razmazov se skrajsa in posledi¢no lahko veliko prej

izdamo izvid. Na ta nac¢in nimamo vec teZav z razlicno pripravljenimi razmazi (predolgi, prekratki,
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predebeli, pretanki,...), saj je nanos kaplje krvi na objektno stekelce in naklon krovnega stekelca
avtomatiziran.

S to metodo lahko pod mikroskopom jasno razlikujemo med razli¢nimi vrstami krvnih celic.

Pri pregledu krvnega razmaza izkusen laboratorijski delavec natan¢no pregleda vzorec krvi pod
mikroskopom. Pomembno je, da se ocenjujejo razlicne znacdilnosti krvnih celic, kot so oblika,
velikost, barva in prisotnost morebitnih nepravilnosti ali vkljuckov ter na prisotnost mlajsih oblik.
Levkociti: potrebno je biti pozoren na morebitne morfoloske nepravilnosti jedra ali citoplazme. V
izvidu diferencialne krvne slike je potrebno opisati tudi morebitne vkljucke v celicah (Auerjeve
paliCice, toksi¢ne granulacije, vakuole,...).

Eritrociti: pozorni moramo biti na velikost, obliko, obarvanost ter razlicne vkljucke (Bazofilne
punktacije, Howell-Jollyeva telesca,...).

Trombociti: opisati moramo spremembe velikosti, granuliranosti in razporeditve trombocitov
(agregati trombocitov, satelitski trombociti).

Krvni razmaz je relativno hiter in poceni diagnosti¢ni postopek, ki omogoca zdravnikom hitro
pridobiti pomembne informacije o zdravstvenem stanju pacienta. Kljub svoji preprostosti je zelo
informativen in lahko ponudi dragocen vpogled v pacientovo zdravstveno stanje. Ceprav je
pogosto uporabljen za diagnosticiranje razli¢nih stanj pa ima tudi svoje omejitve. Ravno zaradi teh
omejitev se je potrebno za celostno diagnostiko hematoloskih obolenj posluzevati tudi bolj

kompleksnih metod, kot so preto¢na citometrija in molekularno genetske metode.
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Komentariji v izvidu krvne slike

Helena Podgornik, Katarina Rebersek
KO za hematologijo, UKC Ljubljana

helena.podgornik@kclj.si

Mikroskopski pregled krvnega razmaza je edini nacin, s katerim nedvomno prepoznamo
morfoloska odstopanja v krvni sliki. Kaj, kdaj in kako poro¢amo morfoloske spremembe v krvni
sliki, predpisujejo mednarodna priporocila, na njih sloneca priporocila imajo tudi slovenski
laboratoriji. Medtem ko morfoloska odstopanja v levkocitni krvni sliki delno podaja Ze Stevil¢ni del
diferencialne krvne slike, pa na morfoloska odstopanja v eritrocitni in trombocitni krvni sliki
opozarjamo izkljuéno s komentariji. 1z tega jasno izhaja, da so komentarji ne le dodana vrednost,
pac pa so ob patoloskih spremembah nujen del izvida krvne slike. Za porocanje morfoloskih
sprememb v opombe k izvidu mikroskopske diferencialne krvne slike imamo precej natancno
opredeljena merila in navodila. Opombe oziroma komentarji gotovo ne smejo vnasati zmede.
Namenjeni so namre¢ lazji in hitrejsi odlocitvi klinika pri obravnavi bolnika, zato je potrebno
njihovo polno razumevanje na strani naro¢nika. Ne le pri sumu na doloc¢eno krvno bolezen, v
veliko pomo€ so lahko tudi za SirSi vpogled v bolezensko dogajanje pri posamezniku. Za
oblikovanje jasnih komentarjev je potrebno suvereno obvladovanje citomorfologije na strani
laboratorijskega osebja. To mora natancno vedeti, katere najdbe so pricakovane, da ne pride do

prekomernega vnasanja opomb.

Mikroskopski pregled krvnega razmaza navadno opravimo zaradi Stevilcnih odstopanj ali sumljivih
opozoril, ki jih izda hematoloski analizator. Prav zaradi tega je vecina teh opozoril uvrs¢ena v
odlocitvena merila, ki laboratoriju narekujejo, da z mikroskopskim pregledom krvnega razmaza
preveri dejansko prisotnost morfoloskih odstopanj. Pri celicah levkocitne vrste razvrs¢éamo celice
glede na njihovo zrelost ter sistemati¢no pregledamo in vrednotimo odstopanja v znacilnostih

jedra in citoplazme.
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Nezrele celice mieloi¢ne vrste porocamo v DKS kot locene skupine celic in ¢e morfolosko ne
odstopajo od tistega, kar pricakujemo od mlajSih razvojnih stopenj, potem komentarji niso
potrebni. Naceloma pa vsa izrazita morfoloska odstopanja v strukturi jedra in citoplazme sodijo v
komentarje. Pri levkemi¢no spremenjenih celicah lahko opazimo spremembe, ki jasno kazejo na
maligno preobraZene celice in so zato dragoceno opozorilo pri hitrejSi obravnavi bolnika. TakSne
so Auerjeve palicice v mieloblastih ali Sultanina telesca v promielocitih. Blasti so tudi sicer lahko
morfolosko zelo raznoliki in opombe vkljuCujejo opise taksnih morfoloskih znadilnosti (izrastki
citoplazme, zaZeta jedra..). lzrazita vakualizacija ali granulacija citoplazme granulocitov
opozarjata na okuzbe. V opombe sodi tudi hiper/hipogranulacija citoplazme ter

hiper/hiposegmentacija jedra.

Limfocitna vrsta je zahtevna zaradi prekrivnosti med atipi¢nimi limfociti in blasti ter atipi¢nimi in
reaktivno spremenjenimi limfociti. Opombe, ki opisujejo morfoloSka odstopanja v limfocitni vrsti
lahko pomagajo zlasti takrat, ko posameznih podvrst limfomskih celic ne diferenciramo loéeno.
Limfociti z izrastki citoplazme, preloZzena jedra ter izrazita jedrca nakazujejo na prisotnost
atipiti¢nih limfocitov. Obilna citoplazma heterogene populacije celic pa na verjetno prisotnost
reaktivnih limfocitov. Veliki granulirani limfociti so normalno prisotni v krvni sliki. Sele njihova

Stevilénost, ki presega 25% je razlog, da nanje posebej opozarjamo v opombah.

Monocitna vrsta je precej heterogena, zato v opombah najmanjkrat opozarjamo na odstopanja v
tej vrsti. Ce smo dovolj suvereni, potem promonocite lahko diferenciramo v lo¢eno skupino celic,

sicer pa med blaste, pri cemer lahko opozarjamo na njihove posebnosti.

Opombe h krvni sliki so kot re¢eno edini nacin vrednotenja morfologije eritrocitne in trombocitne
vrste. Raznovrstnost morfoloskih sprememb v eritrocitni krvni sliki je velika, obenem je
kvantifikacija sprememb teZja kot pri levkocitni vrsti. Uporabljamo semikvantitativno,
tristopenjsko ocenjevanje izrazitosti (blaga, zmerna, izrazita) ali Stevil¢nosti (posamezni,
malostevilni, Stevilni) sprememb. Harmonizacija poroc¢anja morfoloskih sprememb v eritrocitni in
trombocitni krvni sliki je vnesla nekaj pomembnih sprememb v njihovo porocanje v izvide. Pri

morfoloskih lastnostih, ki jih objektivho vrednoti hematoloski analizator (velikost, vsebnost
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hemoglobina), se pri oceni odstopanj opremo na parametre analizatorja (MCV, MCH, RDW) in
opombe semikvantitativno poro¢amo skladno z njimi. Ob tem pa moramo prepoznati tudi stanja,
kjer so vrednosti eritrocitnih parametrov zavajajoCe (npr. dvojne populacije eritrocitov). Pri
porocanju morfoloSkih sprememb v eritrocitni populaciji se je zelo dvignil prag za kakrsnokoli
porocanje. Odstopanj najnizje stopnje (npr. posamezni akantociti, blaga hipokromija) praviloma
ne porocamo vec. Vecino teh sprememb namrec¢ v majhnem Stevilu najdemo pri vecini razmazov
in niso povezane z resnimi oziroma specificnimi bolezenskimi stanji. Zato njihovo porocanje ne
doprinasa k boljSi obravnavi bolnika, pa¢ pa lahko vnasa zmedo. Za odstopanja so postavljene
Steviléne vrednosti za deleze posameznih morfoloskih sprememb, ki jih opredeljujemo s
posamezno semikvantitativno stopnjo. Te vrednosti so precej visoke. V razmazu moramo npr.
opaziti vsaj 5% ehinocitov, da jih sploh poro¢amo in kar 20%, da jih poro¢amo kot Stevilne. Izjema
so shizociti in drepanociti, za katere imamo mnogo niZje meje porocanja, ker so klinicno

pomembne.

Najmanj opomb h krvni sliki je namenjeno trombocitni vrsti. Glede na manjSo zanesljivost
hematoloskih analizatorjev pri dolocitvi trombocitnih indeksov in parametrov pa je ob izrazitih

odstopanjih vendarle potrebno, da jih poro¢amo v opombe.

Prepoznavanje morfoloskih sprememb krvnih celic je v veliki meri odvisno od znanja in subjektivne
presoje posameznika, ki ocenjuje krvni razmaz. V laboratorijih imamo dobre podlage za
objektivizacijo najdb in harmonizacijo njihovega porocanja. Tako kot morajo laboratorijski
strokovnjaki pripraviti natancna in pregledna merila za pregled krvnega razmaza, morajo poenotiti
in natancno oblikovati tudi opombe k izvidu krvne slike. Ve¢ino morfoloskih sprememb se namrec
poroca veckrat in te je potrebno porocati enotno. Laboratorijski informacijski sistemi vecinoma
podpirajo pripravo seznamov opomb. Le iziemoma najdemo morfoloska odstopanja, za katera

vhasamo proste opise.

Med porocanimi morfoloskimi odstopanji so nekatera, ki narekujejo hitro ukrepanje, ker je
bolnikovo Zivljenje neposredno ogroZeno, druge pa nadaljnjo diagnostiko v smeri prepoznavanja

krvne bolezni. Ostala so lahko v pomoc pri prepoznavanju drugih bolezenskih dogajanj pri bolniku.
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Zato so morfoloske najdbe, ki jih laboratoriji poro¢ajo v opombe k izvidom diferencialne krvne
slike, pomemben dodaten rezultat k Stevilénim vrednostim diferencialne krvne slike, ki ga nikakor

ne gre zanemariti ali prezreti.
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Predstavitev magistrskih nalog (HLZ)

Prepoznava cirkulirajocih endotelijskih celic in endotelijskih prekurzorskih celic s
pretoéno citometrijo

Katarina Klinar, Helena Podgornik, Katarina Rebersek
Klini¢ni oddelek za hematologijo, Interna klinika, Univerzitetni klini¢ni center Ljubljana
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Cirkulirajoce endotelijske celice (CEC) so zrele celice, ki se ob Zilni poskodbi sprostijo v kri in tako
predstavljajo obetaven oznacevalec endotelijske poskodbe. K popravilu poskodovanega
endotelija pa prispevajo endotelijske prekurzorske celice (EPC), ki izvirajo iz kostnega mozga in
sodelujejo pri obnovi zil, saj imajo sposobnost, da po mobilizaciji iz kostnega mozga preko krvi
pridejo na mesto poskodbe Zilja, tam proliferirajo in tako vzdrzujejo endotelij »zdrav«. Pomembne
pa so tudi pri nastanku novih Zil. EPC zato predstavljajo moZen oznacevalec endotelijske tkivne
obnove. Spremembe v Stevilu CEC in EPC so bile dokazane pri razlicnih sréno-Zilnih, ledvicnih,

avtoimunih in infekcijskih boleznih, sladkorni bolezni ter (hematoloskih) malignih obolenjih.

EPCin CEC so v krvi izjemno redke, zato je zelo pomembno, da za njihovo dolo¢anje uporabljamo
obcutljivo metodo. Za njihovo prepoznavo in kvantifikacijo je pogosto uporabljena preto¢na
citometrija, saj dopus¢a analizo velikega Stevila celic v relativho kratkem casu, poleg tega
omogoca velparametrsko analizo posamezne celice, kar je Se posebej pomembno, saj ne
poznamo celi¢nega oznacevalca, ki bi bil popolnoma specificen za omenjene celice. Njihova
prepoznava tako temelji na uporabi kombinacije razli¢nih antigenov izrazenih na povrsini CEC in

EPC.

V Specializiranem hematoloskem laboratoriju smo pripravili in validirali 7-barvni panel za
prepoznavo CEC in EPC s pretocno citometrijo. V panel smo vkljucili najpogosteje uporabljene

oznacevalce omenjenih celic, to so CD34, CD45, CD133, CD146 in CD309, poznan tudi kot receptor
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za endotelijski rastni faktor-2 (VEGFR-2). Utemeljitev uporabe posameznih oznacevalcev je
prikazana v preglednici 1. Za izkljucitev vpliva nespecificne vezave protiteles smo poleg specifi¢nih
celicnih oznacevalcev v panel vkljucili tudi oznacevalec Zivosti 7-aminoaktinomicin (7-AAD) in
barvilo Syto40, s katerim oznacimo le celice, ki vsebujejo nukleinske kisline. Poleg tega pa smo za

vsak vzorec uporabili tudi izotipsko kontrolo.

Tabela 1: Utemeljitev uporabe posameznih oznacevalcev CEC in EPC.

OZNACEVALEC RAZLOG UPORABE

CD34 Oznacevalec CEC, EPC in krvotvornih maticnih celic

CD45 Izkljucitev levkocitov iz analize

CD133 Razlikovanje med CEC (CD133-) in EPC (CD133+)

CD146 Oznacevalec CEC

VEGFR-2 Oznacevalec EPC

Syto40 Izkljucitev celic brez nukleinskih kislin, kar prispeva k zmanjSanju nespecifi¢nih
signalov

7-AAD Izkljucitev mrtvih celic, na katere se protitelesa pogosto vezejo nespecificno

CEC smo prepoznali kot Zive celice z jedrom, ki so CD45 negativne ali Sibko pozitivhe/CD34
pozitivne/CD146 pozitivhe/CD133 negativne. EPC pa kot Zive celice z jedrom, ki so CD45 Sibko
pozitivne/CD34 pozitivne/VEGFR-2 pozitivhe/CD133 pozitivne.

Ker je v na$ protokol vklju¢eno tudi dolo¢anje CD34 in CDA45, ki sta pomembna za prepoznavo
krvotvornih mati¢nih celic (KMC), smo na podlagi dolocanja le-teh dokazali, da je postopek
ponovljiv, poleg tega dolo¢anje Stevila KMC z naSo metodo glede na Spearmanov koeficient
korelacije kaze na zelo visoko povezanost z rezultati doloCitve KMC po protokolu ISHAGE
(International Society of Hematotherapy and Graft Engineering), ki ga za dolocanje KMC

uporabljamo v vsakdaniji klinicni praksi.
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Vzorci periferne krvi za dolocitev CEC in EPC morajo biti analizirani takoj po odvzemu, saj ze po 4
h shranjevanja tako pri sobni temperaturi kot pri 4 °C njihovo Stevilo pade za vec kot 20 % glede
na zacetno vrednost. Vzorce pa moramo med transportom hraniti pri sobni temperaturi, kar je Se
posebej pomembno pri dolocitvi EPC, ki jih po 4 h hrambe pri 4 °C nismo vec zaznali. Zato bi bilo

priporocljivo preveriti stabilnost vzorcev ob uporabi sredstva za stabilizacijo celic.

Tocénost metode smo dokazali s kliniéno validacijo, in sicer z dolo¢anjem CEC in EPC pri pacientih
s sladkorno boleznijo tipa 1, ki so bili vklju¢eni v kontrolirano, randomizirano, intervencijsko
Studijo, katere glavni namen je bil ugotoviti smiselnost dopolnilnega zdravljenja z dvema
antidiabetikoma, za katera je bil dokazan ugoden vpliv na sréno-zZilni sistem. Pacienti v testnih
skupinah so bili zdravljeni z semaglutidom, ki deluje kot analog glukagonu podobnega peptida-1
(GLP-1) ali zaviralcem natrij-glukoznega prenasalnega sistema 2 (SGLT- 2) empagliflozinom.
Medtem ko pacienti v kontrolni skupini dopolnilnega zdravljenja niso prejemali. Stevilo CEC se je
po 12 tednih dopolnilnega zdravljenja znacilno zniZalo pri pacientih, ki so prejemali semaglutid,
medtem ko se je pri pacientih, ki so prejemali semaglutid ali empagliflozin, Stevilo EPC znacilno
povisalo. V kontrolni skupini, pricakovano, znacilnih razlik v Stevilu CEC in EPC nismo zaznali. Kljub
dobljenim rezultatom pa so EPC z uporabljenim imunofenotipom v periferni krvi zelo redke
oziroma je njihova (do)locitev otezena, Se posebej zaradi Sibke intenzitete fluorescence za VEGFR-
2 glede na izotipsko kontrolo, zato bi bilo v prihodnje potrebno doloditi imunofenotip, ki ima

najvecjo diagnosti¢no obcutljivost in specifi¢nost.
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Kroniéno limfocitno levkemijo (KLL) uvrs¢amo med limfati¢ne novotvorbe zrelih limfocitov B ali
ne-Hodgkinove limfome. Predstavlja najpogostejSo obliko levkemije v zahodnem svetu. Nastane
zaradi razrascanja rakavo spremenjenih zrelih limfocitov B, ki se kopicijo v kostnem mozgu (KM),
krvi in sekundarnih limfati¢nih organih. KLL pri Stevilnih bolnikih poteka indolentno in je ne
zdravimo. Redkeje se pojavi v agresivni obliki, ki jo je potrebno ¢imprej zaceti zdraviti. Kljuéni
preiskavi za potrditev diagnoze predstavljata pregled krvne slike, ki vkljucuje tudi mikroskopski
pregled krvnega razmaza, in imunofenotipizacija. Med najpomembnejSe napovedne dejavnike

sodi mutacijski status gena IGHV.
Mutacijski status gena IGHV

Predstavlja neodvisen dejavnik, ki ostaja med boleznijo nespremenjen, zato zados¢a enkratna
dolocitev z metodami sekvenciranja. Omogoca razvrstitev bolnikov v 2 podskupini-mutirano (M-)
ter nemutirano (ang. unmutated, U-) KLL. Za M-KLL je znacilna manj kot 98% identi¢nost z zarodno
progo, za U-KLL pa vec kot 98% identi¢nost. S Stevilnimi raziskavami so ugotovili, da je M-KLL
ugodnejsa, saj so pri velini primerov zaznali indolentni potek. Pri bolnikih z U-KLL so poleg

znalilnega agresivnega poteka zaznali Se dolo¢ene neugodne genomske nepravilnosti, hitrejse
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napredovanje bolezni in pretezno neugodne klinicne izide (krajSe celokupno prezivetje in

preZivetje brez napredovanja bolezni) v primerjavi z M-KLL.

Pomembno odkritje so predstavljali primeri bolnikov z nepri¢akovanimi klini¢nimi in bioloskimi
znacilnostmi glede na mutacijski status gena IGHV. Nakazali so na heterogenost KLL, ki ni samo
posledica razlik v mutiranosti omenjenega gena. Pojasniti so jo uspeli s stereotipnostjo B-celicnega

receptorja (BCR).
Stereotipnost BCR

Stereotipnost BCR predstavlja pojavnost strukturno zelo podobnih ali identi¢nih receptorjev pri
nesorodnih bolnikih. Posameznike s stereotipnimi BCR na podlagi dolocenih kriterijev razdelimo
na posamezne podtipe. Primeri znotraj posameznega podtipa so si podobni z vidika
imunogenetike, genetike in epigenetike. Poleg tega pri njih opazimo podoben klini¢ni potek in
izide ter odziv na zdravljenje. Najpogostejsi podtipi in njihove glavne znacilnosti so predstavljeni
v Preglednici 1. Po najnovejsih smernicah Evropskega konzorcija za izvajanje raziskav o KLL za leto
2022 v laboratorijski izvid navedemo le podtipa KLL#2, ki predstavlja neugoden napovedni
dejavnik ne glede na mutacijski status gena IGHV, in KLL#8, ki je povezan s povecanim tveganjem

za Richterjevo transformacijo.
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Preglednica 1: Glavne znacilnosti najpogostejSih podtipov stereotipnih BCR (Prirejeno po (1))

. Status SHM Znacilen gen . Klini¢ni potek

Podtip (M-/U-KLL) IGHV Genomika
Del(11q),

KLL#1 U-KLL IGHV 1, 5,7 razlicice v genu Agresiven
NOTCH1
Del(11q),

KLL#2 M- in U-KLL IGHV3-21 Razli¢ice v genu | Agresiven
SF3B1

KLL#4 M-KLL IGHV4-34 Del(13q) Indolenten
+12, Agresiven

KLL#8 U-KLL IGHV4-39 Razlicice v genu tvge anie z'a RT
NOTCH1 gan)

Del(11q)- delecija na dolgem kraku kromosoma 11, Del(13q)- delecija na dolgem kraku

kromosoma 13, +12- trisomija kromosoma 12, RT- Richterjeva transformacija
Rezultati

Za potrebe magistrske naloge smo uporabili podatke bolnikov s KLL z narofeno preiskavo
mutacijski status IGHV, ki so jih v okviru rutinske obravnave sprejeli v Specializiranem
hematoloskem laboratoriju (SHL) med letoma 2016 in 2022. Vsi bolniki so oddali soglasje za
izvedbo preiskav in uporabo anonimiziranih podatkov v raziskovalne namene, kar je odobrila
eti¢na komisija UKC Ljubljana (140223 /toc¢ka2). Zbirali smo podatke o spolu bolnikov, mutacijskem
statusu gena IGHV, genih IGHV-D-J, stereotipnosti BCR in mutacijskem statusu TP53. S pomocjo
statisticnega testa Chi kvadrat (x3) smo ugotavljali povezanost sledelih spremenljivk:
stereotipnost BCR in mutacijski status gena IGHV, nepravilnosti gena TP53 in mutacijski status

gena IGHV, mutacijski status gena IGHV in nepravilnosti gena TP53 ter spol.
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Namen zbiranja navedenih podatkov je bil primerjati rezultate z navedbami iz literature, da bi
ugotovili, ¢e je preiskava mutacijski status /IGHV v SHL dovolj kakovostna in ¢e so v slovenski

populaciji prisotne morebitne posebnosti.

Zbrali smo podatke 434-ih bolnikov s KLL. Vecino (64%) so predstavljali moski. Prevladoval je
nemutiran status gena IGHV (60%). Najpogosteje prisotni geni IGHV so bili: IGHV1-69, IGHV4-34,
IGHV3-23, IGHV1-2, IGHV3-30, IGHV3-48, IGHV3-21, IGHV3-7, IGHV4-39 in IGHV3-11. Vsi, z izjemo
IGHV4-34, IGHV3-23 in IGHV3-7, ki so prevladovali pri bolnikih z M-KLL, so bili ve¢inoma prisotni
pri bolnikih z U-KLL. Vsi navedeni podatki so v skladu z literaturnimi navedbami. Podatki o
stereotipnosti BCR so edini odstopali od navedb v literaturi. Odkrili smo jo pri 12% bolnikov, kar
je manj od deleza (30-35%), navedenega v literaturi. Poleg tega smo le pri dveh bolnikih nasli
podtip KLL#8 in pri nobenem KLL#4, ki sta dva izmed Stirih najpogostejsih podtipov. Preostala dva
(KLL#1 in KLL#2) sta prevladovala tudi v obravnavani populaciji. Vecina bolnikov (ve¢ kot 80%) je

imela nemutirani gen TP53.

Z uporabo testa x?> smo dokazali, da se skladno z navedbami v literaturi spremembe v genu TP53
in stereotipni BCR statisticno pogosteje pojavljajo pri nemutiranemu statusu gena IGHV. Znacilnih
povezav med spolom bolnikov in mutacijskim statusom gena IGHV ter nepravilnostmi gena TP53
nismo uspeli dokazati. Ugotavljamo, da so razlike v delezih moskih in Zensk z nemutiranim
statusom gena IGHV in nepravilnostmi gena TP53 posledica veéjega Stevila moskih v nasem

vzorcu, ki je posledica vecje pogostosti KLL pri moskih.

S to nalogo smo dobili prvi celovit vpogled v mutacijski status gena IGHV pri slovenskih bolnikih s
KLL. Glede na dobro primerljivost nasih rezultatov z literaturnimi navedbami bi lahko sklenili, da
je kakovost preiskave ustrezna. O posebnostih v populaciji, kljub dolo¢enim odstopanjem, ne
moremo govoriti. Nanje bi lahko sklepali, ¢e bi bilo Stevilo nasih bolnikov podobno kot v obseZnih

raziskavah v literaturi in bi ugotovili vidnejsa odstopanija.
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Pridobljene motne hemostaze- diagnostika, delavnica (HLZ)

Laboratorijska diagnostika pridobljenih motenj hemostaze

Ksenija Dvorsak
Klini¢ni oddelek za hematologijo, Specializirani hematoloski laboratorij, UKC Ljubljana
ksenija.dvorsak@kclj.si

Laboratorijska diagnostika pridobljenih motenj hemostaze se osredotoca na prepoznavanje in
obravnavo motenj v procesu strjevanja krvi, ki so klju¢ni za preprecevanje krvavitev. Pridobljene
motnje strjevanja krvi so lahko del patofiziologije Stevilnih bolezni, vklju¢no s sréno-zilnimi,
jetrnimi, avtoimunskimi in malignimi motnjami. Razvijejo se kasneje v Zivljenju posameznika.
Vzroki so lahko razli¢ni, vklju¢no s pomanjkanjem vitamina K, boleznimi jeter, diseminirano
intravaskularno koagulacijo (DIK), von Willebrandovo bolezen, hemofilijo in drugimi stanji.
Prepoznavanje simptomov in laboratorijskih znakov je klju¢ do diagnoze. Pridobljene motnje
lahko vodijo do razli¢nih klini¢nih izidov, od manjsih krvavitev do smrtno nevarnih stanj, pri cemer

je kljuénega pomena hitra in natan¢na diagnostika.

Hemostaza vkljucuje kompleksne procese, v katerih sodelujejo trombociti, koagulacijski faktorjiin

krvne Zile.

Teste hemostaze razdelimo glede na njihov namen na presejalne, diagnosti¢ne in na teste za
spremljanje zdravljenja. Prepoznavanje bolezni v laboratoriju zaénemo s preiskavami prvega reda,
kot so dolocanje Stevila trombocitov in merjenje ¢asov strjevanja krvi (zapiralna ¢asa Kol/Epi in
Kol/ADP). Odvisno od rezultata, za opredelitev bolezni, sledijo preiskave drugega reda, kot so
opti¢na agregometrija, preiskave za von Willebrandovo bolezen. Posebno pozornost namenjamo
nepojasnjenim podaljSanjem protrombinskega ¢asa / Mednarodno normalizirano razmerje
(PC/INR), aktiviranega parcialnega tromboplastinskega ¢asa (APTC) in trombinskega ¢asa (TC), saj

lahko kaZejo na specifiéne motnje v koagulacijskem sistemu. V laboratoriju se izvajajo tudi testi za
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ugotavljanje prisotnosti specificnih antikoagulantnih zdravil (npr. heparin) in kvantitativno

merjenje fibrinogena, D - Dimera ter koagulacijskih faktorjev.

Preiskave so klju¢ne za dolocanje specificnih terapevtskih pristopov, vklju¢no z obravnavo
pomanjkanja koagulacijskih faktorjev, ter za razlikovanje med dednimi in pridobljenimi stanji, ki
vplivajo na hemostazo. Ucinkovito upravljanje s temi motnjami zahteva celovit pristop, ki vkljucuje

tako klini¢no oceno kot tudi podrobno laboratorijsko analizo.
Teste hemostaze izvajamo stopenjsko.

Pri obravnavi nepojasnjeno podaljSanega aktiviranega parcialnega tromboplastinskega casa
(APTC) ponovimo testiranje APTC, da izklju¢imo laboratorijsko napako ali prehodno motnijo.
Ocenimo kliniéni kontekst in pacientovo anamnezo glede uporabe antikoagulantov. Preverimo
zgodovino krvavitev, tromboti¢nih motenj ali avtoimunskih stanj in nedavno izpostavljenost
heparinu. Opravimo osnovne koagulacijske teste, vkljuéno s PC/INR, TC, fibrinogenom (Fib), D-
Dimer-om in dolocitvijo Stevila trombocitov ter zapiralnim ¢asom Kol/Epi in Kol/ADP. Tako dobimo
bolj celovito sliko koagulacijskega sistema. Ce so testi patoloski, izmerimo Anti - Xa, da izlo¢imo
vpliv antikoagulantnega zdravljenja. Sledijo preiskave drugega reda hemostaze, koncentracija
(antigen) in aktivnost von Willebrandovega faktorja in FVIII ter mesalni test s 50% normalne
plazme — APTC. Ce se APTC normalizira, to kaZe na pomanjkanje faktorja, medtem ko persistenca
podalj$anja nakazuje prisotnost inhibitorja. Ce mesani test kaze na pomanjkanje faktorja, sledijo
specifi¢ni testi za dolocitev aktivnosti posameznih koagulacijskih faktorjev (faktorji VIII, IX, XI, XI1).
Ce mesani test kaie na prisotnost inhibitorja, izvedemo dodatne teste za identifikacijo
specificnega inhibitorja, kot je lupusni antikoagulant ali specificni inhibitorji koagulacijskih

faktorjev (doloditev titra protiteles - Bethesda test).

Algoritem laboratorijskih testov za nepojasnjeno podalj$an PC/INR je usmerjen v iskanje vzroka
za motnjo v zunanji in skupni poti koagulacije. Preverimo zgodovino pacienta za morebitno
uporabo antikoagulantov (npr. varfarin) ali drugih zdravil, ki lahko vplivajo na PC/INR. Izvedemo
mesalni test s 50% normalne plazme — PC. Ce se PC normalizira, to kaze na pomanjkanje faktorija,

medtem ko persistenca podalj$anja nakazuje prisotnost inhibitorja. Ce mesani test kaZe na
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pomanjkanje faktorja, testiranje usmerimo na faktorje zunanje poti koagulacije FVII in FV. V
primeru suma na pomankanje vitamina K $e Fll, FX in FIX. Ce me$ani test kaZe na prisotnost
inhibitorja, izvedemo dodatne teste za identifikacijo specificnega inhibitorja, kot je lupusni
antikoagulant ali specifi¢ni inhibitorji koagulacijskih faktorjev (dolocitev titra protiteles - Bethesda

test).

Nepojashjeno podalj$anje trombinskega ¢asa (TC) zahteva sistemati¢en pristop, saj lahko kaZe na
ve€ moznih vzrokov, vkljuéno s hipofibrinogenemijo, disfibrinogenemijo, prisotnostjo heparina ali
drugih antikoagulantov in drugih stanj. Algoritem laboratorijskih testov pri nepojasnjeno
podaljfanem TC je namenjen identifikaciji osnovnega vzroka. Nizka raven fibrinogena
(hipofibrinogenemija) ali nenormalna funkcija fibrinogena (disfibrinogenemija) lahko povzrocita
podalj$anje TC. TC ocenjuje zadnjo stopnjo koagulacije (trombinska cepitev fibrinogena v fibrin).
Podaljsa se lahko tudi s heparinsko aktivacijo antitrombina. Reptilaza (kacji strup) prav tako
aktivira fibrinogen v fibrin. Ce je reptilazni ¢as normalen in je trombinski ¢as podalj$an, je to dokaz,

da vzorec plazme vsebuje heparin.

Laboratorijska diagnostika pridobljenih motenj hemostaze zahteva celovit pristop, ki vkljuéuje
tako osnovne kot napredne laboratorijske teste. Razumevanje teh testov in njihova pravilna
interpretacija sta klju¢na za pravilno diagnozo in upravljanje pacientov z motnjami hemostaze.
Podrocje se hitro spreminja, zato je potrebno tesno sodelovanje vseh vkljuéenih v vodenje
bolnikov. Zaradi kompleksnosti hemostatskega sistema pa je pogosto potrebna multidisciplinarna
obravnava, vklju¢no z hematologi, laboratorijskimi strokovnjaki in drugimi specialisti, za

optimizacijo pacientove oskrbe.
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Slika 1: Laboratorijski pristop k domnevno pridobljeni motnji strjevanja krvi.
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Koagulacijski faktor XIlI

Martina Fink
Klini¢ni oddelek za hematologijo, Interna klinika, Univerzitetni klini¢ni center Ljubljana

martina.fink@kclj.si

Faktor XIII (FXIII), imenovan tudi fibrin stabilizirajoci faktor, je transglutaminaza, ki se nahaja v krvi
in deluje kot faktor koagulacije. Odkrit je bil leta 1944. To, da je pomanjkanje FXIII klini¢no

pomembno, pa je bilo opaZzeno leta 1961, kar je zadnje med vsemi faktorji koagulacije.

Za vzdrzevanje hemostaze je FXIII nujen in njegovo pomanjkanje povzroca krvavitve, ki so odvisne
od stopnje pomanjkanja FXIIl. Intrakranialne krvavitve so najpogostejsi vzrok smrti bolnikov s
pomanjkanjem FXIIl. Pomanjkanje FXIll razdelimo na tezko (nemerljiva raven (< 0,05 E / ml),
srednje (< 0,30 E / ml) in lahko (> 0,3 E / ml). Ravni pod 0,05 E /ml so zelo redke in predstavljajo
veliko ogroZenost za bolnike. Ker so rezultati presejalnih testov hemostaze (protrombinski cas
(PC), aktivirani parcialni tromboplastinski ¢as (APTC) trombinski ¢as (TC), ¢as krvavitve in $tevilo
trombocitov) v mejah referenénega obmocdja ob pomanjkanju FXIIl, njegovega pomanjkanja s
presejalnimi testi hemostaze ne moremo zaznati in posumiti nanj. Vse to mocno oteZi diagnostiko
pomanjkanja FXIll. Zato mora biti diagnostika pomanjkanja FXIII ciljna, ki temelji na klini¢nih
opazanjih. Pomanjkanje FXIIl je zato verjetno najbolj poddiagnosticirano in spregledano

pomanjkanje med vsemi faktorji koagulacije.

V krvi se FXIll nahaja kot neaktiven heterotetramer, ki je sestavljen iz dveh verig A (kataliti¢na) in
dveh verig B (prenasalna). V aktivno obliko FXIII pretvori trombin v prisotnosti Ca?* ionov. FXIII
deluje tako, da premreZi verige fibrina v fibrinskem strdku. FXIIl tudi kovalentno veie a2 -

plazminski inhibitor na fibrin in tako dodatno zasciti nastali fibrinski strdek. Na ta nacin je nastali
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fibrinski strdek bolj stabilen in deloma zasciten pred prezgodnjo encimsko razgradnjo. FXIII pa
sodeluje tudi v angiogenezi, celjenju ran, vzdrZzevanju nosec¢nosti, vnetnem odgovoru, regulira
prirojeni in pridobljeni imunski odgovor, ... Zaradi vseh teh funkcij lahko FXIII imenujemo tudi

molekularni kirurg, ki ohranja in reSuje endotelno bariero.

Gen za verigo A FXIlI se nahaja na kromosomu 6, za verigo B pa na kromosomu 1. Zaradi razli¢ne
funkcije verig A in B FXIII, ko veriga B deluje kot prenasalna molekula, veriga A pa kataliti¢na, je
klinicna slika ob pomanjkanju verige B veCinoma milejSa, kot ob pomanjkanju verige A.
Identificiranih je bilo Ze 197 genetskih variant v genih za FX/Il, 172 genetskih variant je bilo
dolocenih v genu, ki kodira verigo A in 25 v genu, ki kodira verigo B. Veriga A se sintetizira v
megakariocitih, placenti, maternici in makrofagih, veriga B pa se sintetizira v hepatocitih.
Razpolovna doba FXIIl v krvni plazmi je 9 do 14 dni. Ob aktivaciji FXIIl se verige A in B locijo in

nastane FXllla, ki katalizira kovalentno povezavo gama in alfa fibrinskih verig.

Dedno pomankanje FXIII je zelo redka (1:2,000,000), avtosomalno recesivha motnja. Posamezniki
z heterozigotnim pomanjkanjem FXIIl, so obicajno asimptomatski. Vecina bolnikov ima mutacijo
v verigi A. Prvi klini¢ni znak pomanjkanja FXIII, je obicajno krvavitev iz popkovine, pogoste pa so
tudi intrakranialne krvavitve, ki so lahko spontane, ali pa posledica le manjsih poskodb. Se pa pri
posameznikih s pomanjkanjem FXIIl pojavljajo tudi druge motnje v strjevanju krvi, kot je
prekomerno nastajanje modric, intramuskularne in subkutane krvavitve, hemoartroza,
prekomerne menstrualne krvavitve,... Pri pomanjkanju FXIll porocajo tudi o upocasnjenem
celjenju ran in teZzavah v nosec¢nosti s ponavljajo¢imi spontanimi splavi, kar kaze na zelo raznolike
funkcije FXIII. Pri vecini bolnikov z aktivnostjo FXIII niZjo kot 0,05 E / ml (5 %) se pojavljajo

krvavitve. Resnost krvavitve dobro korelira s plazemsko ravnjo FXIII.
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Pridobljeno pomanjkanje FXIII (raven FXIlIl med (0,20 — 0,70 E / ml (20 - 70 %)) je bolj pogosto kot
prirojeno in je posledica povecane porabe (krvavitve ob vecjih operacijah ali poskodbah, ter izgub
ob obsezZnih opeklinah), zmanjSane sinteze (bolezni kostnega mozga (veriga A) ali bolezni jeter
(veriga B)) ali pa pojava specificnih protiteles (inhibitorjev) proti FXIIl. Pri bolnikih s hudimi
poskodbami, ki imajo raven FXIIl pod mejo referenénega obmocja se opaza vecjo porabo krvnih
preparatov, kot pri poskodovancih, ki imajo raven FXIIl v mejah referenénega obmocja. Zato je

znizana raven FXIIl indikacija za uporabo nadomestkov FXIII pri bolnikih s hudimi poSkodbami.

Za zdravljenje pomanjkanja FXIIl se lahko uporablja sveze zmrznjena plazma, krioprecipitat,

koncentrat FXIII ali rekombinantni FXIII.

Raven faktorja Xl dolocamo laboratorijsko v citratni plazmi. V preteklosti so pomanjkanje FXIII
ugotavljali s preiskavo 'Raztapljanje fibrinskega strdka - Clot solubility test', ki pa se danes ne
uporablja veé. Ta test bazira na opaZanju, da fibrinski strdek ni topen v 5 M secnini ali 1 %
monoklorocetni kislini, ob pomanjkanju FXIll pa je. TeZavo predstavljajo zelo slaba obcutljivost in
specificnost te preiskave, ki zazna le hudo pomanjkanje FXIll in lahko moc¢no podceni pomanjkanje
FXIll. Test tudi ni standariziran. Sodobne metode za dolocitev FXIIl so avtomatizirene in
standarizirane in nam omogocajo bodisi dolocitev koncentracije (antigena, obicajno verige A) ali
pa aktivnosti FXIIl. Pomanjkanje FXIIl lahko zaznamo tudi s tromboelastomerijo (Rotem), kjer se
opaza zmanj$an nastanek strdka in pospesena fibrinoliza, pri tej preiskavi pa ne moremo dolociti

ravni FXIIl. Tromboelastometrija le nakaze na moZno pomanjkanje FXIII.

V laboratoriju SHL dolo¢amo aktivnost FXIIl s kromogeno metodo z reagencnim kompletom
Berichrom FXIIl na analizatorju Sysmex CS-2500. Metoda je avtomatizirana, dobro standarizirana,
hitra (meritev traja priblizno 10 min), ponovljiva, a slabo obdutljiva (meja obdutljivosti je 0,05 E /
ml (5,0%)). Omejitve metode so koncentracija fibrinogena pod 0,8 g in nad 6,0 g / |, ter

koncentracija amonijaka nad 0,5 mmol /L. Okvirne referenéne vrednosti so 0,70- 1,40 E/ ml (70
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- 140 %). Merilno obmocje nase metode je med 0,05 - 1,50 E / ml (5,0 - 150 %). Preiskavo izvedemo

v plazmi, ki jo pripravimo iz venske krvi odvzete v epruveto z Na-citratom.

Pojav protiteles proti FXIIl je izredno redek (~100 porocanih primerov). 50 % primerov je
idiopatskih, 50 % je posledica avto-imunih bolezni, solidnih tumorjev, mielo in limfoproliferativnih
novotvorb, uporabe nekaterih zdravil in nosecnosti. Pojav protiteles proti FXIIl je pogostejsi pri
starejSih bolnikih. Protitelesa povzroc¢ajo moc¢no znizane ravni FXIll in posledicno mocne krvavitve.
Protitelesa proti FXIll so lahko nevtralizrajota ali pa ne - nevtralizirajo¢a. Prisotnost
nevtralizirajoCih protiteles proti FXIll dolotamo z mesalnimi testi, ko plazmi bolnika dodamo
normalno plazmo in izmerimo raven FXIIl. Prisotnost ne - nevtralizirajoCih protiteles pa se doloca

z ELISA metodami.
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Redke bolezni (ZHS)

Langerhansova histiocitoza in Erdheim-Chesterjeva bolezen
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Uvod

Langerhansova histiocitoza (LCH) in Erdheim-Chesterjeva bolezen (ECD) sodita v skupino
histiocitoz, kroni¢nih vnetnih mieloproliferativnih novotvorb, za katere je znacilna
granulomatozna infiltracija tkiva s histiociti (monociti, makrofagi, dendriticnimi celicami) in
vnetnimi celicami. Sta redki bolezni, ki se med seboj lahko prekrivata. Za LCH navadno zboli 1-1,5
na 1.000.000 prebivalcev, Se redkejsa je ECH, do sedaj je bilo v literaturi opisanih nekaj vec¢ kot
800 primerov. Ve¢inoma prizadene moske srednje starosti, pojavi pa se tudi pri otrocih. V skupino
histiocitoz sodijo Se Rosai-Dorfmanova bolezen (RDD), maligna histiocitoza (MH), hemofagocitna
limfohistiocitoza in prirojeni sindrom aktiviranja makrofagov ter razlicne kutane in subkutane
oblike, kamor sodi juvenilni ksantogranulom (JXG). Bolezni se med seboj lahko prekrivajo, visoka
je tudi incidenca pridruzenih malignomov — predvsem mieloi¢nih novotvorb, limfomov, raka pljuc,
ledvic ali S¢itnice. Potek bolezni in klini¢na slika sta razlicni, simptomi so velikokrat raznoliki in
neznacilni, prizadet je lahko prakti¢no vsak organ ali vec organskih sistemov hkrati. Diagnozo tako

lahko ugotovimo Sele ve¢ mesecev ali let po pojavu simptomov.

Etiologija bolezni Se ni dokon¢no raziskana, znana pa je pot aktivacije preko mitogensko aktivirane
protein kinazne (MAPK) poti, ki jo sestavljajo geni RAS-RAF-MEK-ERK, ki so vkljuéeni v celi¢no rast,
proliferacijo, diferenciacijo in prezivetje celice. Najpogostejsa med njimi je mutacija BRAF-V600E.

Ta je bila kot protoonkogen prepoznana Ze pri malignem melanomu, papilarnem karcinomu
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SCitnice in dlakastoceli¢ni levkemiji. Dolocitev mutacij omogoca tarcno zdravljenje s kinaznimi

inhibitorji. BRAF je pri LCH pozitivna pri 55%, pri ECH pa pri 50% bolnikov.

Klini¢na slika

Klini¢na slika je pestra, simptomi se pogosto prekrivajo, prizadet je lahko prakti¢no vsak organ ali
tkivo. Lo¢imo enosistemsko obliko, kjer je prizadet le en organ ali tkivo, ali vecsistemsko obliko.
Najveckrat so prizadete kosti, pri ECD je znacilna simetri¢na osteoskleroza metafiz dolgih kosti, pri
LCH liticne lezije lobanje, medenice in vretenc. Izolirana prizadetost plju¢ je najveckrat tipi¢no
povezana s kroni¢nim kadilstvom in v vecini primerov spontano izzveni po prenehanju kajenja.
NajznacilnejSa endokrina motnja pri obeh tipih histiocitoze je diabetes insipidus zaradi infiltracije
posteriorne hipofize. Tudi nevrodegenerativne spremembe niso redke, kazejo se s cerebelarnimi
znaki, kognitivnim upadom. Za ECD so znacilne ksantelazme vek, infiltracija v retroperitoneju, ob
vecjih zilah ob ledvicah in aorti, kar lahko vodi v ledvi¢no in sréno popuscanje. Pojav citopenij,
hepatosplenomegalija in hepatopatija pomenijo prizadetost kostnega mozga, jeter in vranice, kar

nakazuje na agresivnejsSo obliko sistemske bolezni.

Diagnostika

Pri vseh bolnikih opravimo laboratorijske preiskave s krvno sliko in DKS, biokemi¢ne preiskave s
hepatogramom, kazalniki vnetja, pregled hipotalamo-hipofizne osi (rastni hormon, gonadotropin,
tirotropin, kortikotropin, prolaktin, estradiol). Glede na visoko koincidenco za pridruzene
mieloi¢ne novotvorbe so priporocene tudi preiskave kostnega mozga, predvsem ob nepojasnjenih
citopenijah ali citozah. Najpomembnejsa slikovna diagnosticna preiskava je FDG PET-CT za oceno
razSirjenosti bolezni in dolocitev metabolno najbolj aktivne lezije, ki bi bila najbolj primerna za
histolosko oceno. Biopsija prizadetega tkiva in molekularno genetske preiskave za mutacijo BRAF
V600E in druge mutacije MAPK-ERK signalnih poti (z NGS) so namrec kljuéne pri postavitvi
diagnoze. Histolosko prepoznamo znacilne granulomatozne lezije histiocitov (CD1a+, CD207+
(langerin), S100+, Birbeckove granule pri LCH in CD68+, CD163+, faktor Xllla+ in fascin pri ECD) in

vnetnih celic.
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Glede na prizadetost organov je potrebno opraviti dodatno diagnostiko s CT in MRI, npr. MRI glave
ob diabetes insipidusu ali infiltraciji hipotalamus-hipofizne osi; teste plju¢ne funkcije in HRCT ob
pljucnih infiltratih, MRCP ali ERCP ob holestazi za izkljucitev skerozantnega holangitisa, ... Pri
dokonéni postavitvi diagnoze je potrebna klinicna, radioloska, histoloska in molekularno

diagnosti¢na povezava.

Zdravljenje

Izbira zdravljenja je odvisna od razSirjenosti bolezni in prizadetosti organov. Asimptomatske
bolnike lahko le spremljamo, lokalizirane lezije lahko zdravimo kirursko in z radioterapijo. Ker pa
bolezen v veliki velini odkrijemo v razSirjeni obliki, je potrebno sistemsko zdravljenje. Pri
zdravljenju je izredno pomembna doloc¢itev MAPK-ERK mutacij, saj imamo na voljo taréno
zdravljenje z BRAF inhibitorji, kot sta vemurafenib (960 mg p.o. 2x / dan) in dabrafenib, ter MEK
inhibitorji, cobimetinib (60 mg p.o. 21 dni/ 28 dni) in trametinib, ki prideta v postev predvsem pri
tistih z odsotno BRAF mutacijo oz. potrjeno drugo mutacijo v MAPK-ERK poti (ARAF, KRAS, NRAS
ali MAP2K1 mutacijo). Odgovori na zdravljenje so odli¢ni, remisija bolezni je doseZzena v vec kot
85%. Kot glavni neZeleni ucinki se pojavijo artralgija, utrujenost, driska, povisanje jetrnih encimov

in koZne spremembe, ki lahko napredujejo tudi do ploscatocelicnega karcinoma.

Najbolj uporabljena in uveljavljena terapija pa je Se vedno pegiliran interferon alfa (135 — 180 mcg
s.c. / 7dni), ki je povezan z dolo¢enimi sopojavi in pri¢akovanim 50-80 % odgovorom. Kemoterapiji
s kladribinom (0,14 mg / kg i.v. ali s.c. ali 5 mg / m? 5 dni vsakih 28 dni za 6 ciklov) ali citarabinom
(100 mg / m?s.c. alii.v. 5 dni vsakih 28 dni 1 leto) sta preizkuseni in varni, bolniki imajo $e najvec
tezav zaradi citopenij in okuzb. V primeru neodzivnosti na zdravljenje ali ponovitve bolezni se v
drugi liniji zdravljenja uporablja tudi antagoniste IL6 (tocilizumab), TNFalfa (infliksimab,
etanercept), druge kinazne inhibitorje (imatinib) ali imunosupresive (prednizon, metotreksat,
sirolimus). Odgovor na zdravljenje ocenjujemo s FDG PET-CT vsake 3 mesece, po dosezenem

metabolnem odgovoru lahko ta interval podaljSujemo na 6 do 12 mesecev.
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V preteklosti smo zdravili s kombinacijo kortikosteroidov in kemoterapije z vinblastinom, tudi
metotreksatom, vendar se je tako zdravljenje izkazalo manj uspesno kot pri otrocih, predvsem na

racun prekinitev zaradi toksi¢nosti.

Nase izkusnje

Na KO za hematologijo, UKC Ljubljana, smo do danes obravnavali 36 bolnikov z LCH ali ECD. Vecina
bolnikov, ki je potrebovala zdravljenje, je prejela uveljavljene terapije z inerferonom, kladribinom,
citarabinom, sprva pa tudi vinblastinom v kombinaciji z drugimi zdravili. V zadnjih letih pa smo z
odobritvijo ZZS v drugo linijo in visje linije uvedli zdravljenje z vemurafenibom in cobimetinibom.
Bolniki so zdravljenje dobro sprejeli. Zdravili smo tri bolnike z vemurafenibom in dva bolnika s
cobimetinibom. Sopojavi, ki so zahtevali prilagoditev odmerka zdravila, so bili predvsem kozni. V
primeru odpovedi oz. neuspesnosti vemurafeniba, smo dosegli odgovor s cobimetinibom. Pri
enem bolniku je priSlo do smrti zaradi pojava nevroloske bolezni. Uspesnost zdravljenja smo pri
vseh bolnikih spremljali s PET-CT. Potrebno bo prouciti moZnosti zdravljenja teh bolnikov po

odpovedi novih terapij.

Zakljucek

LCH in ECD sta redki bolezni, ki zaradi svoje raznolikosti klinicne prezentacije privedeta do pozne
ugotovitve bolezni. Preiskava s PET-CT je postala standard pri spremljanju napredovanja oz.
odgovora na zdravljenje. Zdravljenje je prilagojeno vsakemu bolniku posebej in obsega
uveljavljene citostatike in interferon. V zadnjih letih smo uspesno uvedli zdravljenje z BRAF in MEK
inhibitorji, vemurafenibom in cobimetinibom. Izkusnje so zaenkrat pozitivne, potrebno pa bo

prouciti moznosti zdravljenja bolnikov po odpovedi navedenih oblik zdravljenja.
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Uvod

Mastocitoza je skupina redkih boleznih, za katere je znacilna razrast mastocitov v tkiva. V kolikor
se mastociti razras¢ajo zgolj v koZi, govorimo o kozni mastocitozi, ki je pri odraslih redko (< 5%)
edina manifestacija bolezni. Za sistemsko mastocitozo (SM) je znacilno razras¢anje mastocitov
poleg koze Se v drugih organih, najpogosteje v kostnem mozgu. Klini¢cna slika je na eni strani
posledica infiltracije in prizadetosti organov, na drugi strani sproscanja aktivnih snovi (histamin,
triptaza, levkotrieni, heparin, idr.) iz granul mastocitov. Sproscanje aktivnih snovi lahko sprozijo
okuzbe, stres, piki koZekrilcev, pikantna hrana, operativni posegi, idr., kar lahko vodi v
vazodilatacijo, hipotenzijo, diarejo, rdecico koZe in anafilakti¢no reakcijo. Infiltracija organov se
kaZe s pojavom citopenij, splenomegalije, hepatopatije, osteoporoze, malabsorpcije in koznih

izpuscajev.

Gre za redke bolezni, prevalenca vseh oblik je 1/10.000 prebivalcev. Razlikujemo vel tipov
mastocitoze (tabela 1), ki imajo razli¢cno klini¢no sliko in potek. NajpogostejSa SM je indolentna
sistemska mastocitoza. Med napredovale oblike SM z najslabSo prognozo sodijo agresivna SM,
mastocitna levkemija in SM s pridruzeno hematolosko novotvorbo (SM-PHN), slednja predstavlja

60-70% vseh napredovalih oblik SM.
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kozna mastocitoza

9

9

9

urticaria pigmentosa/makulopapularna kozna mastocitoza
difuzna kozna mastocitoza

kozni mastocitom

sistemska mastocitoza

9

indolentna sistemska mastocitoza

mastocitoza kostnega mozga

tleca sistemska mastocitoza

sistemska mastocitoza s pridruzeno hematolosko (mieloidno) novotvorbo
agresivna mastocitoza

mastocitna levkemija

mastocitni sarkom

Tabela 1. Razdelitev mastocitoz.

Diagnozo SM lahko postavimo, ko sta izpolnjena glavno diagnosticno merilo in vsaj 1 pomozno ali

>3 pomozna merila (tabela 2). Za postavitev diagnoze je potrebna histopatoloska preiskava

kostnega mozga, redkeje prizadetega organa. Kljucna je tudi doloCitev mutacije c-KIT,

najpogostejsa je KIT D816V, v < 5% so moZne tudi mutacije izven eksona 17.
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Glavno diagnosti¢no merilo

Multifokalni infiltrati mastocitov (215 mastocitov v agregatih) v kostnem mozgu in/ali drugih

izvenkoZnih organih

Pomozna diagnosti¢na merila

1. V biopsiji kostnega mozga ali drugega izvenkoZnega organa: >25% mastocitov v
infiltratih je atipi¢nih.
2. potrjena KIT mutacija kodona 816 (KIT D816V) v kostnem mozgu, periferni krvi ali

drugem izvenkoZnem organu.

3. Mastociti v kostnem mozgu, krvi ali drugih izvenkoznih organih izrazajo CD25 in/ali CD2

in ali CD30.

4. Serumska triptaza >20 ng/mL (razen v primerih, ko obstaja pridruzena hematoloska

novotvorba).

Tabela 2. Diagnosti¢na merila za sistemsko mastocitozo. Diagnoza je postavljena, Ce je

izpolnjeno glavno diagnosti¢no merilo in vsaj 1 pomoZno ali 23 pomoZna merila.

Sistemska mastocitoza s pridruzeno hematolosko novotvorbo

Po razli¢nih podatkih je 20-40% SM pridruzenih hematoloski novotvorbi, v vecini primerov gre za
mieloidno pridruzeno neoplazmo, zato so po novi mednarodno sprejeti klasifikaciji (ang. ICC —
International Consensus Classification) ime spremenili v SM s pridruZzeno mieloidno neoplazmo.
Najpogosteje gre za mieloproliferativho obolenje (=40%), kroni¢no mielomonocitno levkemijo
(=30%), mielodisplasti¢ni sindrom (=20%) ali akutno mieloi¢no levkemijo. Redki so opisani primeri,
ko gre za pridruzeno SM limfomu, diseminiranemu plazmocitomu ali kroni¢ni limfocitni levkemiji.

Za postavitev diagnoze veljajo enaka diagnosticna merila kot so opisana predhodno (tabela 2),
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vendar morajo bolniki izpolnjevati tudi kriterije za hematolosko novotvorbo, za slednjo so klju¢ne

biopsija kostnega mozga in dodatne molekularno-citogenetske metode.

Raven serumske triptaze je lahko povisana pri bolnikih z dedno alfa triptazemijo in s hematolosko
boleznijo (brez SM), zato je kot kriterij izvzet oz. nezanesljiv. Prav tako so razlicice mutacij c-KIT
prisotne pri tretjini bolnikov z akutno mieloi¢no levkemijo, kar ne pomeni, da imajo bolniki

pridruzeno SM.
Zdravljenje

Bolniki s SM-PHN lahko imajo simptome in klinicno sliko zaradi SM ali zaradi ne-mastocitne
hematoloske bolezni. Za nadaljnjo obravnavo ter zdravljenje bolnikov je pomembno, da
razlikujemo, katera bolezen bolnika bolj ogroza oz. mu povzroca ve¢ simptomov. Jasnih klini¢nih
smernic ni, odlocati se je potrebno na individualni ravni in pri tem upostevati breme ter prognozo
PHN. Priporoceno je, da zdravimo PHN kot bi jo zdravili, ¢e bolnik ne bi imel pridruzene SM in
obratno. Seveda obstajajo primeri, ko lahko s specificnim zdravljenjem zdravimo obe bolezni
hkrati, kot je to pri FLT3 pozitivni akutni mieloi¢ni levkemiji z midostaurinom, pegiliranim

interferonom pri mieloproliferativnih obolenjih ali kladribinom pri dlakastoceli¢ni levkemiji.

Simptomatsko in podporno zdravljenje SM je enako, kot ¢e bolnik ne bi imel PHN. Bolniki morajo
imeti samoinjektor adrenalina. V kolikor so imeli anafilakti¢no reakcijo ob piku ZuZelke, je smiselna
imunoterapija s strani alergologov. Ob srbecici koZe predpisujemo H1 antagoniste, ob
gastrointestinalnih simptomih zaviralce protonskih ¢rpalk, ob osteopeniji lahko bolniki prejemajo
bisfosfonate za preprecevanje osteoporoti¢nih zlomov. Merila za zacetek citoreduktivnega
zdravljenja SM so enaka kot pri ostalih napredovalih SM. Najboljsi nadzor simptomov ter bolezni
doseZzemo s tirozin kinaznimi zaviralci. Nekaj let Ze imamo na voljo midostaurin, na novo imamo
moznost zdravljenja s selektivnejSim KIT zaviralcem avapritinibom. V kolikor ni prisotna c-KIT
mutacija, se lahko posluZujemo zdravljenja z imatinibom. Pri koZni simptomatiki in kostni
prizadetosti je moZno zdraviti tudi s pegiliranim interferonom, vendar je ob zacetku zdravljenja

priporocen dodatek kortikosteroidov za preprecevanje morebitne anafilaksije.
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Kot edino moZno ozdravitev napredovale SM Se vedno predstavlja alogenska presaditev
krvotvornih mati¢nih celic (PKMC), ki je Se posebej primerna pri nekaterih PHN, kot je akutna
mieloi¢na levkemija, kronicna mielomonocitna levkemija in mielodisplasti¢ni sindrom s
presezkom blastov. Pri napredovalih SM je najvec izkuSenj z alogensko PKMC ravno v skupini s
SM-PHN, kjer je bila PKMC izvedena zaradi ne-mastocitne hematoloske bolezni. Tudi preZivetje in
uspehi zdravljenja z alogensko PKMC so pri tej skupini bolnikov boljsi kot pri mastocitni levkemiji

ali agresivni SM.
Prognoza

Bolniki s SM-PHN imajo slabo prognozo, mediana preZivetja je zgolj 2 leti. Za samo prognozo je
pomembna PHN, ki je pridruzena SM. Najkrajse preZivetje je pri bolnikih z akutno mieloi¢no
levkemijo in mielodisplasticnim sindromom, najboljSo prognozo imajo bolniki s pridruzenim
mieloproliferativnim obolenjem. Obstaja vec¢ prognosticnih modelov, nekateri upostevajo kot
neugoden dejavnik dodatne molekularne najdbe (mutacija ASXL1, NRAS, RUNX1), ki pomenijo tudi

slabsi odgovor na zdravljenje s tirozin kinaznimi zaviralci.
Zakljucek

SM je redka bolezen, v vecini gre za indolentne oblike, ki potrebujejo zgolj podporno zdravljenje
za obvladovanje simptomov in preprecevanje anafilakticnih reakcij. Prognoza bolnikov z
napredovalo SM se je ob pojavu novih tirozin kinaznih zaviralcev (Se posebej avapritiniba) mocno
izboljSala. Najvedji izziv ostaja zdravljenje bolnikov s SM-PHN, kjer je potek bolezni vecinoma
odvisen od pridruZzenega hematoloskega obolenja in kjer dodatne mutacije pomenijo rezistenco

na novejsa zdravila.
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uvoD

Paroksizmalna no¢na hemoglobinurija (PNH) je redka nemaligna klonska hematoloska bolezen za
katero je znacilno pomanjkanje regulatorjev komplementa, vezanih na glikozil fosfatidil inozitolno
sidro (GP1) na membrani krvotvornih celic, zaradi ¢esar so te dovzetne za poskodbe, ki jih povzroca
komplement. Z odkritjem inhibitorja C5 komponente komplementa, ekulizumaba, smo leta 2007
prejeli prvo moznost zdravljenja te bolezni. Navkljub blokadi C5 komponente komplementa
nekateri bolniki utrpijo t.i. prebojne hemolize (BTH, ang. break-through hemolysis), ki se klinicno
kaZejo z nenadno makroskopsko hemoglobinurijo in simptomi poslabsanja anemije. Zato so
znanstveniki poleg inhibitorjev C5 (ekulizumab, ravulizumab) razvili nove molekule, ki zavirajo
komplement v proksimalnem delu, nad skupno potjo. Novi inhibitorji komplementa so usmerjeni
na komponento C3, faktor B in D. Uporaba inhibitorjev komplementa se Siri tudi na podrocje
ostalih bolezni, ki so povezane s prekomerno aktivacijo le te-ga: atipi¢ni hemoliticno uremicni
sindrom, bolezni hladnih aglutininov, tromboti¢éna mikroangiopatija po presaditvi krvotvornih
mati¢nih celic, refraktarna generalizirana miastenija gravis, specificna oblika nevromielitisa

vidnega Zivca, C3 glomerulopatija.
KOMPLEMENT

Komplement ima v telesu pomembno imunsko vlogo, saj skrbi za obrambo proti mikrobom,
odstranjuje celi¢ni debris in odmrle celice. Aktivacija komplementa sproZi nastanek Stevilnih
vnetnih mediatorjev med njimi anafilatoksinov. Ti vplivajo na kemotakso, aktivacijo Stevilnih celic

(endotelnih in drugih celic, ki so vklju¢ene v imunski odziv), vplivajo na kontrakcijo gladkih misic,
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na dilatacijo Zil. Komplement sodeluje tudi pri odstranjevanju imunskih kompleksov, v
angiogenezi, mobilizaciji maticnih celic in regeneraciji tkiv. Sestoji iz treh poti in sicer klasi¢ne,
alternativne in lektinske poti. Celokupno vkljuCuje preko 50 beljakovin in je natanéno in
kompleksno uravnavan sistem v telesu. Alternativha pot sodi med najstarejSe prirojene
obrambne imunske sisteme, ki za svojo aktivacijo ne potrebuje prisotnosti protiteles ali lektina. Je
vseskozi blago aktivna in vodi v nastanek C3b, ki pa se hitro razgradi v prisotnosti regulatorjev na
zdravih tkivih in celicah. V primeru okuzbe se njeno delovanje ojaca preko klasi¢ne poti, katere
aktivacija je odvisna od prisotnosti imunoglobulinov vezanih na antigene mikrobov. Koncni
rezultat aktivacije je nastanek MAC (ang. membrane attack complex). MAC porusi celovitost
celiéne membrane in vodi v propad mikrorganizma ali celice. Patolosko se lahko aktivira tudi v
primeru avtoimunih bolezni. Prekomerno aktivacijo komplementa fizioloSko preprecujejo na
membrano vezani ali topni regulatorni proteini, ki uravnavajo komplement. Ti imajo pomembno

vlogo pri patogenezi s komplementom posredovanih bolezni.
PNH

Paroksizmalna no¢na hemoglobinurija (PNH) je redka nemaligna klonska hematoloska bolezen za
katero je znacilno pomanjkanje regulatorjev komplementa, vezanih na GPl na membrani
krvotvornih celic, zaradi Cesar so te dovzetne za poskodbe, ki jih povzroca komplement.
Intravaskularna hemoliza (IVH), moc¢no povecana nagnjenost k trombozam in odpoved kostnega
mozga so znacilnosti bolezni in so povezane z visoko obolevnostjo in umrljivostjo. Pridobljena
somatska mutacija mostickov/sidris¢ PIG-A vodi v pomanjkanje regulatorjev komplementa na
vseh celicah, ki se razvijejo iz prizadete matic¢ne celice. Na povrsini imajo odsotno beljakovino
CD55 (ang. DAF-Decay Accelerating Factor) in CD59 (ang. MIRL- Membrane Inhibitor of Reactive
Lysis). Pri nastaneku MAC klju¢no sodeluje C5 komponenta (terminalna del kaskade). Ob uporabi
C5 inhibitorja eritrocite zascitimo pred z MAC posredovano intravasularno hemolizo, vendar
pomanjkanje CD55 povzroci aktivacijo proksimalnega dela komplementa z nenadzorovano
aktivnostjo C3 konvertaze. Aktivacija komplementa proksimalno vodi v C3b posredovano
opsonizacijo in fagocitozo eritrocitov. Tako pride do ekstravaskularne hemolize (EVH). To pomeni,

da se navkljub terapiji e vedno lahko pojavlja tako blaga IVH kot EVH zaradi ¢esar je pomemben
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delez bolnikov anemicen in nekateri ostanejo odvisni od transfuzije. Zaplet predstavljajo tudi
farmakokineti¢éne (prenizek odmerek zdravila) in farmakodinami¢ne ( ob mocni aktivaciji
komplementa, npr. v primeru okuZzb) prebojne hemolize (BTH, ang. break-through hemolysis).
Blokada C3 komponente (proksimalnega dela komplementa) lahko vodi v bistveno boljsi nadzor
bolezni s popolno korekcijo anemije, vendar je delez PNH eritrocitov v krvi tako velik, da pride v

primeru t.i. BTH do hude anemije, celo do urgentnega stanja.

Za bolezen so znacilni simptomi utrujenosti, simptomi povezani z anemijo. Distonija gladkih misic
in vazokonstrikcija Zilja vodita do kréev poZziralnika in disfagijo, pojavljajo se bolecine v trebuhu ali
hrbtu ter erektilna disfunkcija. Tem se pridruZijo simptomi, povezani s trombozo in/ali ishemijo
ter pojavi zlatenice in ocitne hemoglobinurije. Pri bolnikih lahko pride tudi do odpovedi ledvic,
plju¢ne hipertenzije ali drugih sekundarnih posledic, kot so Budd-Chiarijev sindrom, ¢e PNH ne
prepoznamo dovolj zgodaj. PNH namre¢ sodi med najbolj trombogena stanja. Simptomi se lahko
poslabsajo ob okuzbah, operativnih zdravljenji, po cepljenju ali ob drugih komplement

stimulirajocih dejavnikih.
ZDRAVLIENJE

V zadnjih 20 letih je zdravljenje PNH temeljilo na inhibiciji terminalnega dela komplementa s
protitelesi. Zdravilo ekulizumab je bilo odobreno leta 2007, od 2019 pa je na voljo ravulizumab,
prav tako monoklonsko protitelo, ki inhibira C5 komponento komplementa vendar z daljSo
razpolovno dobo, kar omogoca aplikacijo na 8 tednov (namesto na 14 dni). Zdravilo apliciramo
intravenozno. Odkritje inhibitorja komplementa C5, ekulizumaba, ki zavre komplement v
terminalnem delu, je vodilo v njegovo takojsnjo uporabo pri PNH bolnikih. Nadzor konéne kaskade
aktivacije komplementa in s tem preprecevanje intravaskularne hemolize (IVH), je bilo prelomno
in je pomembno spremenilo Zivljenje bolnikom s PNH. Prvi bolniki so bili v sklopu klini¢nih raziskav
zdravljeni v letu 2002. Petletno preZivetje bolnikov s PNH se je povecalo iz 30 % na priblizno 97 %.
Bolniki so pred tem umirali predvem zaradi tromboti¢nih zapletov. Zaviranje komponente
komplementa C5 z ekulizumabom je postalo standard zdravljenja v drzavah, kjer je bilo zdravilo

na voljo. Vendar so nekateri bolniki zaradi vztrajanja blage IVH in novo nastale EVH ter BTH ostajali
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anemicni. Tako so bili razviti inhibitorji proksimalnega dela komplementa. Prvo tovrstno zdravilo,
pegcetacoplan, usmerjeno na C3 komponento, je bilo odobreno leta 2021. Je prvo zdravilo, ki ga
lahko apliciramo v obliki podkoZne injekcije/kratke infuzije. V razvoju so inhibitorji faktorja B
(proksimalni del komplementa), med njimi pri¢akujemo prvo peroralno zdravilo iptakopan. V
razvoju so inhibitorji faktorja D, ki prav tako sodeluje v proksimalnem delu komplementa
(danikopan, vemirkopan). MozZna bo dvojna inhibicija, terminalni in proksimalni del komplementa
skupaj pri nekaterih bolnikih. Veca se tudi nabor inhibitorjev C5, ki jih bomo lahko aplicirali
podkozno (krovalimab, ravulizumab, pozelimab, cemdiseran). V Sloveniji imamo na trzis¢u tudi Ze

genericno obliko ekulizumaba.

Za razumevanje prebojnih hemoliz ob novih zdravilih, je pomembno upostevati vpliv zdravila na
delez PNH eritrocitov v krvi. Zavora komplementa na ravni C5 prepreci, da bi PNH eritrociti sli v
hemolizo, kar bistveno spremeni delez PHN eritrocitov v krvi. Pri nezdravljeni PNH ima lahko na
primer bolnik raven Hb 70 g/L in od tega le 33 % PNH eritrocitov. Pojav BTH vodi v hemolizo
tega, relativno majhnega deleza PNH eritrocitov. Ce pri bolniku zavremo komplement
proksimalno, na ravni C3, lahko pride do popolne korekcije anemije (Hb 140 g/L) vendar 299 %
prisotnostjo PNH eritrocitov. Ti so kar Sestkrat bolj dovzetni za s komplementom posredovano
hemolizo ob BTH. Tako se kljub impresivni terapevtski koristi blokade C3 oz drugih proksimalnih
komponet komplementa lahko soo¢amo s hudimi BTH, ki lahko predstavljajo masivno hemolizo z
Zivljenje ogrozajoco anemijo. V takem slucaju je poleg podporne terapije s transfuzijami nujno

takojs$nje dodatno zdravljenje bodisi z inhibitorjem C5 ali dodatnim odmerkom inhibitorja C3.

Odziv na zdravljenje ocenjujemo s koncentracijo hemoglobina, potrebami po transfuzijah, ravnjo
LDH in stevilom retikulocitov. Hkrati ocenjujemo stopnjo utrujenosti in so¢asne simptome bolezni
(bolecine, motnje poZiranja, erektilno disfunkcijo). V ta namen so razvili vprasalnik FACIT/FATIG,

ki ga imamo tudi v slovenskem jeziku.

Zdravljenje z inhibitorji komplementa povzro¢a oslabljen imunski odziv, kar se kaZze s povecano
nagnjenostjo h okuzbah z enkapsuliranimi bakterijami, zlasti meningokoknimi. Pred uvedbo

kateregakoli inhibitorja komplementa je potrebo bolnika cepiti proti Neisserii meningitidis, pa
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tudi proti okuzbi s Streptococcus pneumoniae in Haemophilus influenzae. Ker zascita ni popolna
moramo bolnike pouciti, da v primeru okuzbe takoj pois¢ejo zdravnisko pomoc€ in prejmejo

antibioti¢no zdravljenje.
ZAKLJUCEK

PNH kot posledica motnje v regulaciji komplementa ostaja prototip bolezni, pri kateri odkrivamo
kompleksnost nasega naravnega imunskega sistema, komplementa. Na modelu PNH se razvijajo
nove moznosti zdravljenja bolezni komplementa. Novi inhibitorji komplementa, ki delujejo na
elemente proksimalne poti, predstavljajo dodatne moZnosti zdravljenja zlasti za tiste PNH
bolnike, ki so ob inhibiciji C5 ostali slabokrvni in odvisni od transfuzij. Vendar se ob teh zdravljenjih
pojavljajo novi izzivi, zlasti v obliki obseznih BTH, ki jih je potrebno pravocasno prepoznati in

zdraviti.
Literatura

1. Gavriilaki E, de Latour RP, Risitano AM. Advancing therapeutic complement inhibition
in hematologic