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POPIS KRATICA

ATM - ataksija-telangiektazija mutirani gen (engl. Ataxia-telangiectasia mutated gen)
BTK — Bruton tirozin kinaza (engl. Bruton's tyrosine kinase)

CLL - kroni¢na limfocitna leukemija (engl. Chronic lymphocytic leukemia)

FISH - fluorescencijska in situ hibridizacija (engl. Fluorescence in situ hybridization)
HSC - hematopoetska mati¢na stanica (engl. Hematopoetic stem cell)

IGHV - geni varijabilne regije teskog lanca imunoglobulina (engl. immunoglobulin heavy chain

variable region genes)

IWCLL — Medunarodna radionica 0 kroni¢noj limfocitnoj leukemiji (engl. International

Workshop on Chronic Lymphocytic Leukemia)

KBC - Klinic¢ki bolni¢ki centar

OS - ukupno prezivljenje (engl. Overall survival)

TTM — ukupna tumorska masa (engl. Total Tumor Mass)

WHO - Svjetska zdravstvena organizacija (engl. World Health Organization)
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1. UvOD

Kroni¢na limfocitna leukemija (CLL od engl. Chronic lymphocytic leukemia) je indolentna
zlo¢udna novotvorina zrelih B-limfocita. Velik broj istrazivanja usmjeren je na ispitivanje i
primjenu novih oblika lijecenja, no jednako je tako vazno ispitivanje i pronalazenje razlicitih
parametara koji bi se mogli koristiti kao relevantan prognosticki ¢cimbenik u lijecenju ili ishodu

lije¢enja navedene bolesti.

1.1. Kroni¢na limfocitna leukemija

1.1.1. Definicija
CLL je oblik leukemije koju karakterizira klonalna proliferacija i nakupljanje zrelih,
tipicno CD5-pozitivnih limfocita u koStanoj srzi, perifernoj krvi, limfnim ¢vorovima i slezeni
(1). U vise od 95 % slucajeva radi se o B-limfocitima, dok se u ostalom, manjem broju slu¢ajeva
(<5 %) radi o T-limfocitima ili NK-stanicama (2). Svjetska zdravstvena organizacija (WHO,
od engl. World Health Organization) klasificirala je CLL zajedno s limfomom malih stanica u
neoplazme B-stanica, a temeljna je njihova razlika u mjestu nastanka bolesti, tj. CLL nastaje u

koStanoj srzi i krvi, a limfom malih stanica nastaje u limfnom tkivu (2).

1.1.2. Epidemiologija

CLL predstavlja oblik leukemije koji se najces¢e susrece u Zapadnim zemljama (3). U
Republici Hrvatskoj CLL ¢ini 42 % svih leukemija, s time da postoji razlika u incidenciji
izmedu spolova, koja je za musSkarce procijenjena na 2,59 na 100 000 muskaraca, a za Zene 1,6
na 100 000 zena godiSnje (4). Prosje¢na je incidencija od 4 do 5 novootkrivena bolesnika na
100 000 stanovnika (5). Prilikom postavljanja dijagnoze medijan dobi iznosi 72 godine, dok se
bolest rijetko pojavljuje u osoba mladih od 40 godina 1 ¢eS¢e se pojavljuje u muskaraca (6).
CLL ima najvecu stopu incidencije u zemljama s visokim sociodemografskim indeksom kao
Sto su zemlje Zapadne Europe, Sjeverne Amerike 1 Australije, dok najniZzu stopu incidencije
imaju zemlje Juzne Azije, Sredi$nje subsaharne Afrike i Zapadne subsaharne Afrike (7). Postoji
odredena genetska sklonost za pojavu bolesti te je kod osoba koje u obitelju imaju oboljelog od
CLL-arelativni rizik obolijevanja oko 8 do 9 puta veci u odnosu na osobe koje imaju negativnu

obiteljsku anamnezu (8).

1.1.3. Etiologija
Kako je ve¢ navedeno, CLL nastaje kao posljedica klonalne proliferacije zrelih B-
limfocita, rjede T-limfocita ili NK-stanica, a to¢an uzrok i mehanizam te ekspanzije ostaje

nepoznat (2). Medutim, odredene spoznaje upucuju na mogucénost da je za stvaranje klonalnih
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B-limfocita potrebna hematopoetska mati¢na stanica (HSC od engl. Hematopoetic stem cell),
Sto sugerira da bi primarni leukemogeni dogadaj mogao ukljucivati multipotentnu HSC (9). U
velikim kohortnim studijama u kojima je sveobuhvatno opisan genom stanica u CLL-u, uo¢eno
je da bolest ¢esto moze biti potaknuta delecijom ili adicijom kromosomskog materijala, kao $to
je primjerice delecija 13q, delecija 11q, trisomija 12 i sl., nakon ¢ega slijede dodatne mutacije
koje mogu bolest uciniti jos agresivnijom (10). Od genetskih mutacija koje se povezuju s CLL-

om najcesce je rije¢ o mutacijama TP53, SF3B1, MYD88, ATM i NOTCHL1 (2).

1.1.4. Klinic¢ka slika i tijek bolesti

Kod vecine je bolesnika CLL asimptomatska bolest koja se uglavnom slucajno
dijagnosticira prilikom laboratorijske obrade u kojoj se uocava limfocitoza nejasne etiologije,
a takoder uz to moze biti prisutna i limfadenopatija (2, 11). Kod bolesnika koji imaju
simptomatsku bolest najéesée su prisutni nespecifi¢ni simptomi poput gubitka tjelesne tezine,
umor, malaksalost, povisena tjelesna temperatura te moze biti prisutno no¢no znojenje (12).
Povecani broj klonalnih leukemijskih stanica moze uzrokovati infiltraciju bilo kojeg organskog
sustava, medutim to se obi¢no nalazi u bolesnika koji imaju uznapredovalu bolest (13). Kako
bolest napreduje tako klonalne stanice infiltriraju kosStanu srz zbog ¢ega dolazi do supresije
normalne hematopoeze te se posljedi¢no tome javlja simptomatska anemija, trombocitopenija
i neutropenija zbog ¢ega je povecana sklonost infekcijama, osobito onima koje su uzrokovane
gram-negativnim bakterijama i gljivicama (2, 14). Treba napomenuti da recidivirajuce
oportunisti¢ke infekcije virusima i gljivicama, kao i teske infekcije uzrokovane inkapsuliranim
mikroorganizmima, nisu samo posljedica neutropenije ve¢ 1 hipogamaglobulinemije i

poremecéenog imunoloskog odgovora (15).

1.1.5. Dijagnoza

Glavni je laboratorijski nalaz prisutnost apsolutne limfocitoze > 5 x 10°/L mono-
klonalnih B-limfocita u perifernoj krvi (16, 17). Apsolutna limfocitoza ujedno je i najées¢i nalaz
koji budi sumnju na CLL, a koja se u vecini slucajeva (70 % - 80 %) otkrije prilikom rutinske
pretrage krvi, dok u manjem broju slu¢ajeva (20 % - 30 %) limfadenopatija i/ili splenomegalija
ili simptomi povezani sa CLL-om predstavljaju nalaz koji budi sumnju na bolest (17). Za
dijagnozu B-CLL fenotipa, imunofenotipizacijski je potrebno dokazati restrikciju lakih lanaca
imunoglobulina te prisutnost biljega CD5 uz pozitivnost na jedan ili vise B-stani¢nih biljega
(CD19, CD20, CD23) (2, 17). Citogenetska i molekularna dijagnostika nemaju veci
dijagnosticki znacaj, medutim, odredene citogenetske i/ili molekularne promjene povezuju se s

razli¢itim klinickim ishodom zbog Cega se ove pretrage primarno koriste u prognosticke svrhe

2
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(2). Tako se, primjerice, prisutnost delecije 13q povezuje s boljim klinickim ishodom, dok se

prisutnost delecije 11q i delecije 17p povezuje s losijim klini¢kim ishodom (2).

1.1.6. Procjena prosirenosti bolesti

Za procjenu prosirenosti bolesti u klinickoj se praksi naj¢es¢e koriste Rai i Binet
klasifikacija (Tablica 1) (18, 19). Prema Rai klasifikaciji CLL se moze podijeliti u 5 stadija koji
se numeric¢ki oznacavaju od 0 do IV. Binet klasifikacija dijeli CLL u tri stadija koja se
obiljezavaju slovima A, B i C. Osim ovih dviju klasifikacija, ¢esto se koristi i TTM (engl. Total
Tumor Mass) klasifikacija koja kvantitativno procjenjuje tumorsku masu u 3 glavna stanicna
odjeljka neovisno o insuficijenciji koStane srzi (17). Tri temeljna odjeljka u kojima je
rasporedena tumorska masa jesu: periferna krv 1 kosStana srz (TM1), limfni ¢vorovi (TM2) i
slezena (TM3) (2). Takoder, TTM klasifikacija omogucuje procijeniti dinamiku progresije

bolesti i odgovor na terapiju (20).

Tablica 1. Rai i Binet klasifikacija

Rai stadiji

STADUJ OPIS RIZIK

0 Limfocitoza u perifernoj krvi >15x10°L i 40% u kos$tanoj srzi Nizak

I Stadij 0 uz povecani limfni ¢vor (¢vorove) Umjereni

] Stadij 0-1 uz splenomegaliju, hepatomegaliju ili oboje Umjereni

= Stadij 0-11 uz hemoglobin < 110 g/L Visoki

IV* Stadij 0-IIT uz trombocite < 100 x 10%/L Visoki

Binet stadiji

STADUJ OPIS RIZIK

A Hemoglobin > 100 g/L i trombociti > 100 x 10%L i <3 zahvacene regijet Niski

B Hemoglobin > 100 g/L i trombociti > 100 x 10°/L i > 3 zahvacene regije Umjereni

Cc* Hemoglobin < 100 g¢/L i/ili trombociti < 100 x 10%L i bilo koji broj | Visoki
zahvacéenih regija

*imune citopenije ne ulaze u ovu definiciju stadija
tregije limfnih ¢vorova: cervikalna, aksilarna, ingvinalna, hepatomegalija, splenomegalija

1.1.7. Lijecenje
Prema smjernicama Medunarodne radionice o kroni¢noj limfocitnoj leukemiji (iwCLL,
od engl. International Workshop on Chronic Lymphocytic Leukemia), lijecenje je indicirano
kada je ispunjen barem jedan od sljedecih kriterija: a) manifestna mijelosupresija, tj. teska
anemija i/ili trombocitopenija, b) masivna ili progresivna splenomegalija i/ili limfadenopatija,
d) progresija bolesti koja se ocCituje povecanjem broja limfocita, e) pojava izraZzenih B
simptoma, f) razvoj autoimune hemoliticke anemije i/ili trombocitopenije koji imaju slabi

odgovor na terapiju glukokortikoidima, g) funkcionalna ili simptomatska esktranodalna
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manifestacija (21). Medutim, vecina bolesnika ne zahtjeva specificno lijeCenje ve¢ samo
redovito pracenje i1 kontroliranje (2). Utvrdeno je da je pet ¢imbenika neovisno povezano s
ukupnim prezivljenjem i predvidanjem vremena do zapocinjanja prve terapije u bolesnika s
prethodno nelijeCenom bolesti, a ti ¢imbenici ukljuc¢uju¢u dob > 65 godina, Rai stadij I-1V,
serumski beta-2 mikroglobulin > 3,5 mg/L, nemutirane gene varijabilne regije teSkog lanca
imunoglobulina (IGHV, od eng. immunoglobulin heavy chain variable region genes) i delecija
17p ili mutacija TP53 (22). Prisutnost ovih ¢imbenika smanjuje vrijeme do zapocinjanja prve
terapije 1 smanjuje ukupno petogodisnje prezivljenje (22). Dva su pristupa u lijeCenju CLL-a.
Prvi pristup odnosi se na antineoplasti¢nu terapiju koja ukljucuje primjenu kemoterapije,
monoklonskih protutijela, inhibitora B-stani¢nih signalnih putova, bcl-2 inhibitora,
radioterapiju i transplantaciju kostane srzi (17). Osim antineoplasti¢nog, lijeCenje moze biti i
potporno. U zadnje se vrijeme promijenio naéin lijeenja bolesnika s CLL-om na nadin da
kemoterapija vi$e nije prvi izbor lijeCenja nego primarni izbor lije¢enja predstavljaju tzv. kemo-
free terapijski postupci koji se odnose na primjenu inhibitora Bruton tirozin kinaze (BTK, od
engl. Bruton's tyrosine kinase) i bcl-2 inhbitora (23). BTK inhibitori (ibrutinib, akalabrutinib)
primjenjuju se kao kontinuirana terapija, dok se bcl-2 inhibitor (venetoklaks) uz obinutuzumab
primjenjuje kao terapija ogranienog trajanja (1 godina), a FCR protokol (fludarabin,
ciklofosfamid, rituksimab), koji je prije bio prva linija lije¢enja, danas i dalje moze biti opcija
za bolesnike s CLL-om koji imaju mutirani IGHV (23). Stariji bolesnici i bolesnici loSije
kondicije kao prvu liniju lijeCenja mogu koristiti bendamustin ili klorambucil s ili bez
rituksimaba (2). Drugu liniju lije¢enja mogu ¢initi anti-CD20 antitijela, a na raspolaganju su
ofatumumab i obinutuzumab (2). U jednom je istrazivanju dodavanje ublituksimaba (anti-CD20
antitijelo) ibrutinibu rezultiralo statisti¢ki viSom stopom ukupnog odgovora bez utjecaja na
sigurnosni profil monoterapije ibrutinibom u bolesnika s relapsom ili refraktornom
visokorizi¢nim CLL-om (24). Osim spomenutih lijekova na raspolaganju se nalaze i noviji
lijekovi poput inhibitora B-stani¢nih putova (2). Ukoliko se navedenim medikamentim

lijeCenjem ne postigne zadovoljavajuc¢i odgovor, u obzir dolazi i transplantacija koStane srzi

(2).

1.1.8. Odgovor na terapiju

Kako se BTK inhibitori primjenjuju kao kontinuirana terapija, procjena se terapijskog
odgovora radi svakih 6 mjeseci, dok se kod lijekova koji se ne primjenjuju kontinuirano
terapijski odgovor procjenjuje najmanje 2 mjeseca nakon zavrSetka terapije te se za svrhu

procjene terapijskog odgovora koriste kriteriji koji su predlozeni od strane iwCLL-a, a mogudi
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terapijski odgovori su: kompletna remisija (KR), parcijalna remisija (PR), stabilna bolest (SB)

I progresija bolesti (PB) (21).

1.2. Prognosticka vrijednost fluorescencijske in situ hibridizacije

Fluorescencijska in situ hibridizacija (FISH od eng. Fluorescence in situ hybridization)
tehnika je molekularne genetike koja omogucuje vizualizaciju promjena koje su prisutne u
metafaznim kromosomima i u interfaznim jezgrama, a temelji se na hibridizaciji dviju
komplementarnih sekvenci, $to predstavlja jedno od temeljnih nacela molekularne genetike.
2000. godine Dohner i sur. objavili su studiju u kojoj su pokazali da se primjenom FISH metode
u vise od 80% slucajeva mogu otkriti kromosomske aberacije leukemoidnih stanica u interfazi
(25). Rezultati studije pokazali su da se u vise od 50% slucajeva radilo o deleciji 13q, dok su
ostale najcesc¢e promjene ukljucivale deleciju 11q, trisomiju 12, deleciju 17p i deleciju 6q (25).
Promjene koje su pokazale da imaju najkrace vrijeme do pojave progresije bolesti i koje se
povezuju s losijim klini¢kim ishodom jesu delecija 17q i delecija 11q (25). Tumor supresorski
gen p53 nalazi se na lokusu 17p13.1. te je on u veéini slucajeva zahvacen delecijom 17p (25,
26). Delecija 11q dovodi do zahva¢anja ATM gena (eng. Ataxia-telangiectasia mutated gen)
koji se nalazi na lokusu 11g22-23 (27). ATM gen kodira kinazu koja sudjeluje u regulaciji
tumor supresorskog gena p53 (28). Bitna uloga tumor supresorskog gena p53 je da je on ¢uvar
genoma, tj. on kontrolira popravak i eliminira stanicu koja ima oste¢en DNK, a sudjeluje i u
regulaciji mitoze i apoptoze (26, 29). ldentifikacija navedenih citogenetskih promjena
rezultirala je novim spoznajama te je potaknula provodenje novih studija u kojima se ispituju i
traze nove prognosticke vrijednosti citogenetskih promjena na samu terapiju i klini¢ki ishod u

bolesnika s CLL-om.
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2. HIPOTEZA

Bolesnici s dijagnosticiranom kroni¢nom limfocitnom leukemijom, a kojima su dokazane
citogenetske promjene primjenom fluorescencijske in situ hibridizacije, imati ¢e losiji terapijski
odgovor na konvencionalnu kemoimunoterapiju i krace prezivljenje u odnosu na bolesnike koji

nemaju dokazane citogenetske promjene.
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3. CILJEVIISTRAZIVANJA

Ciljevi ovog istrazivanja su:

1. ispitati zastupljenost citogenetskih promjena u oboljelih od kroni¢ne limfocitne leukemije

koji su dijagnosticirani u Klinickom bolni¢kom centru (KBC) Osijek.

2. ispitati postoji li povezanost citogenetskih promjena u oboljelih od kroni¢ne limfocitne

leukemije s odgovorom na kemoimunoterapiju i prezivljenje.
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4. ISPITANICI | METODE

4.1. Ustroj studije
Studija je ustrojena kao presjecno istrazivanje s povijesnim podacima.

4.2. Ispitanici
U istrazivanje su ukljuceni pacijenti kojima je u razdoblju od Ol.sije¢nja 2017. do

O1l.sije¢nja 2021. utvrdena dijagnoza CLL-a u KBC Osijek. Iz istrazivanja su iskljuceni
pacijenti kojima pri dijagnozi nije ucinjena FISH analiza. Pregledom arhiva Zavoda za
hematologiju KBC-a Osijek identificirani su pacijenti koji ispunjavaju kriterije za uklju¢ivanje

u istraZivanje.

4.3. Metode
Iz dostupne medicinske dokumentacije prikupili su se sljede¢i podatci o bolesniku: dob,

spol, datum postavljanja dijagnoze, inicijalna laboratorijska obiljezja novodijagnosticiranih
pacijenata s CLL-om (vrijednost eritrocita, hemoglobina, leukocita, limfocita, trombocita,
Sirina  distribucije eritrocita, laktat dehidrogenaze, C-reaktivnhog proteina, serumska
koncentracija albumina, beta-2 mikroglobulina), terapija, datum pocetka terapije, odgovor na
terapiju, datum posljednje kontrole i status bolesnika (tj. je li bolesnik Ziv ili je preminuo). Iz
medicinskih zapisa Zavoda za patologiju preuzeli su se rezultati FISH analize
novodijagnosticiranih pacijenata s CLL-om. Kategoricki su podaci predstavljeni apolutnim i
relativnim frekvencijama. Razlike u kategorickim podatcima testirale su se y? testom, a po
potrebi Fisherovim egzaktnim testom. Normalnost raspodjele numerickih varijabli testirana je
Shapiro - Wilkovim testom. Kontinuirani podaci su opisani medijanom i granicama
interkvartilnog raspona. Za testiranje razlika kontinuiranih varijabli izmedu dvije skupine
koristio se Mann Whitney U test. Coxovom regresijom ispitala se prediktivna vrijednost
citogenetskih promjena na prezivljenje, koje je prikazano Kaplan — Meier-ovim krivuljama. Sve
P vrijednosti su dvostrane. Razina znacajnosti je postavljena na Alpha =0,05. Za analizu
podataka koriSten je statisticki program MedCalc® Statistical Software version 20.218
(MedCalc Software Ltd, Ostend, Belgium; https://www.medcalc.org; 2023) i IBM SPSS 23
(IBM Corp. Released 2015. Armonk, NY: IBM Corp.).



REZULTATI

5. REZULTATI

Istrazivanje je provedeno na 62 bolesnika, od kojih je 37 (60 %) muskaraca i 25 (40 %)

zena. Medijan dobi bolesnika je 67 godina, u rasponu od najmanje 33 do najviSe 83 godine

(Tablica 2).

Tablica 2. Osnovna obiljezja bolesnika

Spol [n(%)]
Muskarci 37 (60)
Zene 25 (40)

Dob kod postavljanja dijagnoze (godine)
[Medijan (IQR)]

67 (61— 74)

Citogenetske promjene dokazane su FISH metodom kod 31 (50 %) bolesnika i to najcesce
trisomija 12 kod 9 (15 %) bolesnika i del 13g14.3 kod 8 (13 %) bolesnika, dok se ostale

promjene nalaze kod manjeg broja bolesnika (Tablica 3).

Tablica 3. Raspodjela po prisutnosti i vrsti citogenetskih promjena otkrivenih FISH metodom

Broj (%) bolesnika

Citogenetske promjene dokazane FISH metodom 31 (50)

FISH promjene
delecija 13q14.3 8 (13)
trisomija 12 9 (15)
delecija ATM* 3(5)
delecija p53+ 1(2)
delecija 13914.3 + delecija p53 1(2)
delecija 13914.3 + delecija ATM 3(5)
delecija 13914.3 + monosomija 12 1(2)
delecija p53 + delecija ATM 1(2)
delecija p53 + trisomija 12 2(3)
delecija ATM + trisomija 12 1(2)
delecija 13914.3 + trisomija 12 1(2)

*ataksija-telangiektazija mutirani gen
Ftumor supresorski gen p53



REZULTATI

Od 62 bolesnika, kod njih 28 (45 %) je bilo potrebno zapoceti lijeenje. Najcesce je
primjenjivan ibrutinib kod 7/28 (25 %) bolesnika, te kod 6/28 (21 %) bolesnika je terapija
bendamustin uz rituksimab (protokol R-bendamustin) (Tablica 4).

Tablica 4. Raspodjela bolesnika u odnosu na terapiju

Broj (%) bolesnika

Terapija (n = 28)

acalabrutinib 1(4)
kortikosteroidna terapiju uz klorambucil 2 (8)
klorambucil 1(4)
R-FC protokol (rituksimab, fludarabin, ciklofosfamid) 5 (18)
bendamustin uz rituksimab (protokol R-bendamustin) 6 (21)
obinutuzumab uz klorambucil (G-klorambucil protokol) 4 (14)
ibrutinib 7 (25)
rituksimab uz klorambucil 2(7)

Kod 4/28 (14 %) ispitanika terapija je rezultirala stabilnom bolesti, kod 17/28 (61 %) ispitanika
doslo je do parcijalne remisije, a kod 7/28 (25 %) bolesnika do kompletne remisije. Smrtni
ishod imalo je 7/62 (11 %) bolesnika (Tablica 5).

Tablica 5. Odgovor na terapiju i ishod lijeCenja

Broj (%) bolesnika

Odgovor na terapiju (n = 28)

stabilna bolest 4 (14)

parcijalna remisija 17 (61)

kompletna remisija 7 (25)

progresija bolesti 0 (0)
Ishod (n = 62)

Ziv 55 (89)

Smrtni ishod 7(11)

Nema znacajnih razlika u spolu, odgovoru na terapiju ili u ishodu s obzirom na dokazane

citogenetske promjene FISH metodom (Tablica 6).
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REZULTATI

Tablica 6. Raspodjela bolesnika po spolu, odgovoru na terapiju i ishodu s obzirom na dokazane

citogenetske promjene FISH metodom

Broj (%) bolesnika s obzirom na dokazane

citogenetske promjene FISH metodom p*
Bez promjena Promjene Ukupno
Spol
Muskarci 19 (61,3) 18 (58,1) 37 (59,7) 0,80
Zene 12 (38,7) 13 (41,9) 25 (40,3)
Odgovor na terapiju
stabilna bolest 1(8,3) 3 (18,75) 4 (14,3)
parcijalna remisija 8 (66,7) 9 (56,25) 17 (60,7) 0,967
kompletna remisija 3(25,0) 4 (25,0) 7 (25,0)
Ishod
Ziv 30 (96,8) 25 (81) 55 (89) 0,107
Smrtni ishod 13,2 6 (19) 7 (11)

*y2 test; TFisherov egzaktni test

Nema znacajnih razlika u dobi bolesnika i u biokemijskim pokazateljima kod bolesnika s

obzirom na dokazane citogenetske promjene FISH metodom (Tablica 7).

Tablica 7. Dob ispitanika te biokemijski pokazatelji u bolesnika s obzirom na dokazane

citogenetske promjene FISH metodom

Medijan (interkvartilni raspon) kod bolesnika s obzirom na

dokazane citogenetske promjene FISH metodom p*
Bez promjena Promjene Ukupno
Dob (godine) 65 (60 — 71) 69 (61 — 75) 67 (61 —74) 0,21
Biokemijski pokazatelji
Eritrociti (-10%?) 4,54 (3,8 -5,11) 45 (3,9-4,8) 4,54 (3,86 - 4,92) 0,61
Hemoglobin 140 (111 - 154) 134 (112 - 143) 135 (112 - 147) 0,41
Leukociti (-10°) 26,9 (15,9 - 52,2) 26,1(17,3-51,8) 26,5 (16,68 - 51,9) 0,77
Limfociti (-10°) 20,3 (9,2 -43,9) 22 (12,8-109,1) 21,08 (11,9-55,8) 0,29
Trombociti (-10°) 178 (151 - 232) 170 (137 - 212) 173 (141,8 - 214,8) 0,25
RDW+ 14 (13,2 - 14,9) 14,3 (13,6 - 17,8) 14 (13,5 - 15,6) 0,21
LDH 180 (154 - 213,5)  183,5 (151 - 242,3) 183 (153 - 235) 0,75
CRP§ 1,6 (0,9-5,9) 1,7(1,1-3,7) 1,6 (0,9-4,4) 0,84
Albumin 45 (43,8 - 46,5) 44 (40,5-46,1) 44,2 (42,5 - 46,2) 0,23
B2-mikroglobulin 2(1,8-4,2) 2,6(2,4-31) 2,5(1,9-3)9) 0,46

*Mann Whitney U test
+Sirina distribucije eritrocita
iLaktat dehidrogenaza

§C — reaktivni protein
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Cox-ovom regresijskom analizom nismo potvrdili da je loSija prognoza za bolesnike s

dokazanom citogenetskom promjenom FISH metodom (Tablica 8).

Tablica 8. Procjena prezivljenja s obzirom na citogenetske promjene (Cox-ova regresija)

HR (95%
B .
raspon pouzdanosti)
Ukupno prezivljenje
Citogenetske promjene (dokazane vs. 2,04 0,06 7.70 (0,92 do 64,41)

bez promjena)
13 — regresijski koeficijent

Kaplan Meierovom krivuljom prikazali smo ukupno prezivljenje (OS) s obzirom na
citogenetske promjene, koje je znacajno krace kod bolesnika s dokazanim citogenetskim

promjenama (log-rank test, P = 0,03) (Tablica 9, Slika 1).

Tablica 9. Prezivljenje (OS) u odnosu na citogenetske promjene

Citogenetske Aritmeticka 95% raspon Log - PreZivljenje
promjene sredina (mjeseci) pouzdanosti rank test (%)
Bez promjena 69,6 65,4 —73,8 0.03 80
Dokazane promjene 57,3 49,8 — 64,7 ’ 56
Ukupno 64,4 59,5 -69,3 69
100 ™TT
. I
90 [— 1
'-_-H_'H'|
80 I——r-l
b
) nrE= : ----- L g — 1
% 60 -
g 50 |-
;1
30—
20 |~
Dokazane citogenetske promjene (FISH)
] R Lo
o ! ] 1 ] IS (R |
10 20 30 40 50 60 70 80

Vrijeme OS (mjeseci)

Slika 1. Kaplan — Meierova krivulja ukupnog prezivljenja (OS) u odnosu na citogenetske
promjene FISH metodom
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RASPRAVA

6. RASPRAVA

CLL se pojavljuje kao oblik leukemije koji se u Zapadnim zemljama dana$njice najceSce
susre¢e (3). Razvoj novih lijekova i njihovo primjenjivanje u lijecCenju ove bolesti, kao i
primjena novih protokola u lijeCenju, utjece na poboljSanje ishoda ove bolesti. Isto tako nova
istrazivanja stavljaju vaznost i naglasak na ispitivanje i pronalazak razli¢itih ¢imbenika koji bi
bili relevantni prognosticki ¢imbenici u predvidanju terapijskog odgovora i klinickog ishoda s
obzirom na prisutnost citogenetskih promjena.

Provedenim je istrazivanjem ispitana prognosticka vrijednost citogenetskih promjena,
dokazanih FISH metodom, na terapijski odgovor i klinicki ishod kod bolesnika s
dijagnosticiranim CLL-om. U ovom istrazivanju primjenom FISH metode dokazane su
citogenetske promjene u 31/62 (50 %) bolesnika. Pri tome je najée$c¢a promjena bila trisomija
12 koja je nadena u 9/62 (15 %) bolesnika, a druga najc¢esc¢a promjena je bila del 13q14.3 koja
je dokazana u 8/62 (13 %) bolesnika. Medutim, tu je rije¢ o samostalnim citogenetskim
promjenama, ali ako se u obzir uzmu i bolesnici koji imaju dokazane dvije citogenetske
promjene, onda dolazimo do zakljucka da se kao najcesc¢a promjena pojavljuje delecija 13q14.3
koja se, sveukupno gledajuci, moze naéi u 14/62 (23 %) bolesnika. Na isti se na¢in, Sveukupno
gledajuci, trisomija 12 nalazi u 13/62 (21 %) bolesnika, dok se delecija 17p (tj. delecija p53)
nalazi u 4/62 (6 %) bolesnika. Razli¢ita su istrazivanja pokazala razliitu ucestalost pojave
citogenetskih promjena. U jednom od istrazivanja koje je bilo provedeno na 325 bolesnika
uoceno je da se u vise od 80 % bolesnika mogu naci citogenetske promjene (25). Studija koju
su proveli Quijano, Lopez i suradnici, a koja je provedena na 180 bolesnika, pokazala je da je
prisutnost citogenetskih promjena dokazana u 50 % bolesnika, §to je identicno ovom
istrazivanju, dok je studija koju su proveli Rahimi, Sadeghian i suradnici, pokazala ucestalost
citogenetskih promjena u 45 % bolesnika (30, 31). Isto tako, nekoliko je studija pokazalo da je
najéeSce dokazana citogenetska promjena bila delecija 13q, dok se od ostalih promjena ¢esto
nalazi delecija 11q, delecija 17p i trisomija 12 (25, 30, 31). Sto se ti¢e Republike Hrvatske, u
istrazivanju koje je provedeno 2017. godine u Klinickoj bolnici Merkur, na uzorku od 70
bolesnika, ucestalost citogenetskih promjena dokazana je tek u 28,6 % bolesnika, a najcesce
dokazana promjena bila je delecija 13q14, nakon koje slijedi delecija 17p, dok je trisomija 12
nadena u samo jednog bolesnika (32).

Gledajuéi odgovor na terapiju, kod 4/28 (14 %) bolesnika postignuta je stabilna bolest, 17/28
(61 %) bolesnika postiglo je parcijalnu remisiju, dok je kompletnu remisiju postiglo 7/28
(25 %) bolesnika.
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Rezultati ovog istrazivanja pokazali su da nema znacajnih razliku u odgovoru na terapiju s
obzirom na citogenetske promjene, tj. bolesnici koji imaju prisutne citogenetske promjene nisu
imali znacajne razlike u odgovoru na terapiju u odnosu na bolesnike koji nemaju citogenetske
promjene, a isto tako prisutnost citogenetskih promjena nije pokazala statisti¢ki znacajan
utjecaj na ishod bolesti. Medutim, OS u bolesnika s dokazanim citogenetskim promjenama je
krac¢e u odnosu na bolesnike bez dokazanih promjena. Ovi se rezultati djelomi¢no razlikuju od
drugih istrazivanja, ukljucujuéi istrazivanje provedeno u Republici Hrvatskoj iz 2017. godine,
u kojima je uoceno da delecija 17p predstavlja statisticki znacajan ¢imbenik u ishodu bolesti te
da bolesnici s tom promjenom imaju najlosiji ishod i najkraée prezivljenje (25, 32).

U ovom je istrazivanju 28/62 (45 %) bolesnika primalo terapiju, s time da je najceSce
primijenjena terapija bio ibrutinib kojeg je uzimalo 7/28 (25 %) bolesnika. Druga najéesc¢a
terapija bila je bendamustin uz rituksimab (R-bendamustin protokol) koji su bili koriSteni u
6/28 (21 %) bolesnika, a u 5/28 (18 %) bolesnika primjenjivao se rituksimab, fludarabin i
ciklofosfamid (R-FC protokol). Usporedbe radi, u istrazivanju iz 2017. godine u KB Merkur,
najéesc¢a primijenjena terapija bila je R-FC protokol, koji se primjenjivao u 50 % bolesnika,
nakon ¢ega po ucestalosti slijedi monoterapija klorambucilom (31 %) i klorambucil s
rituksimabom (15 %) (32). To je potpuno shvatljivo jer se do prije nekoliko godina kao prva
linija lijeCenja najCeS¢e primjenjivao R-FC protokol, dok danas tendenciju za prvu liniju
lijeCenja, kako je ve¢ navedeno, predstavljaju kemo-free terapijske opcije (23).

Nadalje, neke su studije pokazale kako postoji moguénost da tijekom bolesti dode do razvija
novih citogenetskih promjena te je uocena veca pojava delecije 17p u bolesnika koji su lijeceni,
u odnosu na bolesnike koji nisu lijeceni (33). Upravo se iz tog razloga preporucuje ponoviti
FISH metodu prije ordiniranja nove terapije.

Ovo istrazivanje ima nekoliko bitnih ogranienja koja se trebaju uzeti u obzir. Nedostatci su
relativno mali broj bolesnika koji su sudjelovali u ovom istrazivanju, relativno mali broj
bolesnika koji imaju dokazane citogenetske promjene te mali broj bolesnika kojima je
indicirana terapija (45 %). Takoder je jedno od ograniCenja i Cinjenica da je istrazivanje
provedeno na bolesnicima jednog klinickog centra.

Zakljucno, citogenetske promjene dokazane FISH metodom mogu pruZziti relevantne
prognosticke vrijednosti u oboljelih od CLL-a, medutim za daljnje spoznaje i poboljSanje
predvidanja terapijskog odgovora 1 ishoda bolesti, potrebno je provesti istrazivanja koja ¢e

obuhvatiti veci broj bolesnika.
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ZAKLIJUCAK

7. ZAKLJUCAK

Na temelju rezultata dobivenih provedenim istrazivanjem mogu se predociti sljedeci

zakljucci:

Nije uocena znacajna razlika u odgovoru na terapiju u bolesnika koji imaju dokazane
citogenetske promjene u odnosu na bolesnike koji nemaju dokazane citogenetske
promjene.

Nije uoCena znacajna razlika u ishodu bolesti kod bolesnika kojima su dokazane
citogenetske promjene u odnosu na bolesnike koji nemaju dokazane citogenetske
promjene.

U bolesnika s dokazanim citogenetskim promjenama uoceno je znac¢ajno krace ukupno

prezivljenje u odnosu na bolesnike bez dokazanih citogenetskih promjena.
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SAZETAK

8. SAZETAK

Cilj: Ispitati zastupljenost citogenetskih promjena u oboljelih od kroni¢ne limfocitne leukemije
(CLL) te ispitati imaju li bolesnici s dokazanim citogenetskim promjenama loSiji terapijski
odgovor na konvencionalnu kemoimunoterapiju i krace prezivljenje u odnosu na bolesnike koji

nemaju dokazane citogenetske promjene.
Nacrt studije: Presje¢no istrazivanje S povijesnim podatcima.

Ispitanici i metode: U studiju su ukljuceni oboljeli od CLL-a kojima je pri dijagnozi u¢injena
FISH analiza, a kod kojih je bolest dijagnosticirana u razdoblju od 01.sije¢nja 2017. do
01.sije¢nja 2021. u KBC Osijek.

Rezultati: Istrazivanje je provedeno na 62 bolesnika od kojih je 37 (60 %) muskaraca i 25
(40 %) Zena. Medijan dobi bolesnika iznosi 67 godina, a kre¢e se u rasponu od najmanje 33 do
najvise 83 godine. Citogenetske su promjene dokazane FISH metodom kod 31 (50 %) bolesnika
i to najcesce trisomija 12 kod 9 (15 %) bolesnika i del 13q14.3 kod 8 (13 %) bolesnika. Kod
4/28 (14 %) bolesnika postignuta je stabilna bolest, parcijalnu remisiju postiglo je 17/28 (61 %)
bolesnika, a kod 7/28 (25 %) bolesnika doslo je do kompletne remisije. Smrtni ishod imalo je
7/62 (11 %) bolesnika. Ukupno prezivljenje (OS) s obzirom na citogenetske promjene,
statisticki je znacajno krace kod bolesnika s dokazanim citogenetskim promjenama (log-rank
test, P = 0,03)

Zakljucak: Nije pronadena znacajna razlika u odgovoru na terapiju i ishodu bolesti, ali je
ukupno prezivljenje u bolesnika koji imaju dokazane citogenetske promjene kra¢e u odnosu na

bolesnike koji nemaju dokazane citogenetske promjene.

Kljuéne rijeci: citogenetske promjene; fluorescencijska in situ hibridizacija; kroni¢na

limfocitna leukemija
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9. SUMMARY

Prognostic value of fluorescence in situ hybridization (FISH) in patients with chronic

lymphocytic leukemia

Objectives: The aim of study is to test prevalence of cytogenetic changes in patients with
chronic lymphocytic leukemia and to examine whether patients with proven cytogenetic
changes have a worse therapeutic response to conventional chemoimmunotherapy and shorter

survival compared to patients without proven cytogenetic changes.
Study design: cross-sectional survey with historical data.

Participants and methods: Subjects of the study are patients with chronic lymphocytic
leukemia who were diagnosed with FISH analysis and whose disease was diagnosed between
January 1, 2017 and January 1, 2021 at the Osijek Clinical Hospital Center.

Results: The research was conducted on 62 patients, of whom 37 (60 %) were men and 25
(40 %) were women. The median age of the patients is 67 years, ranging from a minimum of
33 to a maximum of 83 years. Cytogenetic changes were proven by the FISH method in 31
(50 %) patients, most often trisomy 12 in 9 (15 %) patients and del 13914.3 in 8 (13 %) patients.
Stable disease was achieved in 4/28 (14 %) patients, partial remission was achieved in 17/28
(61 %) patients, and complete remission was achieved in 7/28 (25 %) patients. 7/62 (11 %)
patients had a fatal outcome. Overall survival (OS) with regard to cytogenetic changes is
statistically significantly shorter in patients with proven cytogenetic changes (log-rank test, P =
0.03).

Conclusion: No significant difference was found in the response to therapy and the outcome
of the disease, but overall survival in patients with proven cytogenetic changes is shorter

compared to patients without proven cytogenetic changes.

Key words: chronic lymphocytic leukemia; cytogenetic changes; fluorescence in situ
hybridization
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