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NOVOSTI V UGOTAVLIANJU IN RAZVRSCANJU KRVNIH BOLEZNI
(ZHS IN HLZ)

Stopenjska diagnostika mielodisplasticnega sindroma

Helena Podgornik
Klini¢ni oddelek za hematologijo, Interna klinika, Univerzitetni klinicni center Ljubljana

helena.podgornik@kclj.si

Klasifikacija svetovne zdravstvene organizacije (WHO) je od prve izdaje leta 2001 sluZila kot
mednarodni standard razvricanja limfohematopoetskih novotvorb (1). V letu 2022 smo se soocili
z dvema predlogoma klasifikacij, s kon¢no izoblikovano razvrstitvijo ICC (International Consensus
Classification) (2, 3) ter peto izdajo WHO (4,5), ki je zaenkrat dostopna v elektronski obliki in v
kateri bo morda Se priSlo do dodatnih sprememb. Tako je poleg tega, da so se nadgradila znanja
ter klini¢ni, imunofenotipski in genetski podatki glede na 4. izdajo WHO (WHO 2016), potrebno
zdaj poznati tudi vsebinske in terminoloske razlike med obema klasifikacijama. Do morebitne
uskladitve se namrec priporoca navajanje diagnoze po obeh (1).

Za¢nimo s prvo spremembo, ki je terminoloska. Namesto mielodisplasti¢nih sindromov WHO
uvaja izraz milodisplasticne novotvorbe, pri cemer v izogib zamenjav z mieloproliferativnimi
novotvorbami ohranja okrajsavo MDS. MDS je bolezen, ki jo opredeljujejo citopenije v venski krvi
in displazija v morfologiji, za katero je postavljena prazna vrednost 10% celic posamezne
hematopoetske vrste (4). Zato je za razvrstitev MDS nujno potrebna celotna krvna slika z
diferencialno krvno sliko ter natancna citomorfoloska ocena celic kostnega mozga (KM). To
zadosca za morfoloSko opredelitev podskupin MDS, s katero se v nadaljevanju ne ukvarjam, ker
vedjih sprememb v razvrstitvah ni. Ce smo doslej imeli le eno genetsko definirano podskupino
MDS (sindrom 5q-), pa obe klasifikaciji uvajata dva genetska oznacevalce, razli¢ice v genih SF3B1
in TP53, ki opredeljujejo nove podskupine MDS. DeleZ blastov (v KM oziroma venski krvi) in
prisotnost opredeljujocih somatskih razlicic sta namrec klju¢na kriterija, ki delno razmejujeta
podvrste bolezni na spektru MDS — akutna mieloblastna levkemija (AML) (6). Poleg dvojne
klasifikacije je namre¢ umik jasne meje 20% blastov v KM kot kriterij za postavitev diagnoze AML
in uvedba prekrivne skupine AML/MDS dodatni izziv, s katerim se sreCujemo pri stopenjski
diagnostiki obeh bolezni.



Klasifikacija MDS torej temelji na delitvi med podskupinami z definirajo¢imi genetskimi
preureditvami ter morfolosko dolocenimi podskupinami MDS. Za ustrezno razvrstitev MDS nujno
potrebujemo podatek vsaj o prisotnih razli¢icah v genih TP53 in SF3B1 ter deleZ blastov. MDS s
SF3B1 zamenjuje MDS s prstanastimi sideroblasti, ker je somatska mutacija bolj dolo¢ujoca kot so
prstanasti sideroblasti. MDS s SF3B1 ali del(5q) sta posebni podskupini le pri nizkem delezu
blastov (<5% v KM), s tem, da WHO to poudari Ze vimenu podskupine, ICC pa le v kriterijih (1). Pri
razli¢icah v genu TP53 gre za zahtevnejSe razlikovanje (7). ICC klasifikacija opredeljuje MDS z
mutiranim TP53, WHO pa MDS z bialelno inaktivacijo TP53. ICC namrec locuje med enojno
mutiranim TP53 in t.i. multihit TP53, pri ¢emer uposteva tudi deleZ blastov ter alelno frekvenco
razlicice (VAF). Pod 10% blastov, je MDS opredeljujoc¢a multihit mutacija TP53, pri 10-20% blastov
kakrsnakoli mutacija v TP53 z VAF>10% doloca t.i. AML/MDS z mutiranim TP53, nad 20% blastov
pa imamo AML z mutiranim TP53. Po WHO klasifikaciji vse bialelne inaktivacije TP53 opredeljujejo
MDS, e je delez blastov niZji od 20%.

Z diagnosti¢nega vidika je klju¢no, da razumemo, kako so odlocevalci dorekli »multihit« (ICC)
oziroma bialelno (WHO) mutacijo TP53. Gre namrec za to, katere preiskave nujno potrebujemo,
da tako opredeljene spremembe prepoznamo:

* Dve ali ve¢ mutacij v TP53 (Sekvenciranje, sekvenciranje naslednje generacije - NGS).

* Ena mutacija TP53 z izgubo heterozigotnosti, ki je nevtralna glede na Stevilo kopij
(Sekvenciranje, NGS; VAF>50%).

* Ena mutacija TP53 (Sekvenciranje, NGS, FISH, kariotipizacija in/ali CGH) z izgubo
heterozigotnosti (delecijo na 17p ali po ICC tudi kompleksen kariotip).

V oklepaju zgoraj so navedene metode, ki so potrebne za prepoznavanje sprememb. Zaenkrat
nimamo na voljo ene same in je potrebna njihova kombinacija. Katere preiskave torej nujno
potrebujemo kot del diagnosti¢ne obravnave bolnika z MDS?

Najprej moramo priceti pri definiciji MDS, ki ga opredeljuje vztrajna citopenija. Ta mora potrjeno
trajati vsaj 4 mesece (2), pri cemer je potrebno izkljuciti vse druge vzroke zanjo. Za ta prvi korak
potrebujemo zgolj krvno sliko. Sele nato pridejo na vrsto zahtevnej$e preiskave. Punkcija kostnega
mozga s citomorfolosko oceno KM je pri MDS neizogibna. Natancna citomorfoloska ocena z
dolocitvijo displazij in zlasti deleza blastov ni klju¢na le diagnosti¢no, tudi pri opredelitvi
napovednega pomena je delez blastov parameter z veliko mocjo tako pri mednarodnem
tockovnem sistemu IPSS-R kot IPSS-M. Ne gre le za oceno deleZa blastov nad 5%, pac pa na spodnji
meji tudi med 2% in 5%. Z uvajanjem prekrivne entitete MDS/AML smo dobili $e drugo zelo



pomembno mejo: 10% blastov. Ker gre za nizke vrednosti, je toliko bolj problemati¢na to¢nost
dolocitve njihovega deleza.

Ne moremo mimo dejstva, da so bolniki z MDS praviloma starejsi in pogosto krhki. Zato je pri
odlocitvi o genetskih preiskavah klju¢no vprasanje, ali bo natanéna postavitev diagnoze kakorkoli
vplivala na obravnavo bolnika. Ce se namre¢ odlo¢imo za celovito diagnostiko, je neizogibno, da
izvedemo poleg citogenetskih preiskav tudi NGS, tako zaradi klasifikacije bolezni, zlasti celovite
opredelitve statusa TP53, kot zaradi prepoznavanja napovedno pomembnih razli¢ic v drugih
genih. Poleg zahtevnosti same klasifikacije MDS se namre¢ zdaj sooamo Se s prekrivnostjo
AML/MDS. Po eni strani se je z novima klasifikacijama mocno povecalo Stevilo genetskih
preureditev, ki doloajo AML ne glede na delez blastov, po drugi strani pa prisotnost in vrsta
mutacij v TP53 klju¢no dolo¢a tako podskupine MDS kot AML oziroma AML/MDS. Zato vse govori
v prid dejstvu, da je NGS del rutinske obravnave vsakega bolnika s sumom na MDS. S katerimi
dvomi se torej sreCujemo? S podrocja citogenetike vemo, da je delez preurejenih kariotipov pri
bolnikih, ki so napoteni pod sumom na MDS bistveno manjsi od pri¢akovanih 50%, kar je posledica
velikega deleZa nepotrjenih napotnih diagnoz, te pa so delno posledica upravicenega izogibanja
nepotrebnim ponavljanjem punkcij. Kljuéno je torej, da se izvede dosledno »presejanje« bolnikov
z MDS pred vstopom v diagnosti¢ni proces. Obenem pa tudi ne gre pozabiti, da je preiskave
potrebno pri bolnikih, kjer bolezen traja dlje, pred klini¢nimi odlocitvami ponoviti, ker lahko pride
do novih sprememb.
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Stopenjska diagnostika akutne mieloicne levkemije

Sandra Sucurovic¢
Klinicni oddelek za hematologijo, Interna klinika, Univerzitetni klinicni center Ljubljana

sandra.sucurovic@kclj.si

Kopic¢enje somatskih razli¢ic v krvotvorni maticni celici (KMC), ki omogoc¢a samoobnovo in
razmnozevanje neoplasticnega klona, vodi v razvoj akutne mieloicne levkemije (AML).
Epigenetsko stanje levkemicne celice, mikrookolje kostnega mozga, zdravje normalne KMC in
ostale lastnosti levkemije pomembno vplivajo na potek in razvoj bolezni (1). Za dolocitev AML je
kljuéna imunofenotpizacija, ki s pomocjo fluorescencno oznacenih protiteles razporedi celice na
osnovi njihove velikosti in notranje strukture ter glede na prisotnost povrsinskih in znotrajceli¢nih
oznacevalcev (antigenov). Za dokoncéno opredelitev diagnoze so potrebne Se citogenetske in
molekularno genetske preiskave za dolocitev ponavljajoCih se genetskih sprememb.

V letu 2022 so bile izdane nove smernice svetovne zdravstvene organizacije (WHO-world health
organization, 5. izdaja) in evropske mreZe za levkemijo (ELN — European LeukemiaNet) za
diagnostiko in klasifikacijo akutne mieloic¢ne levkemije (AML). Smernice se nekoliko razlikujejo v
klasifikaciji AML.

Klju€éne spremembe v definiciji in klasifikaciji AML po WHO smernicah

AML je razporejena v dve veliki skupini: AML opredeljena z genetskimi spremembami in AML
opredeljena z diferenciacijo. Podskupina AML, NOS (not otherwise specified; brez dolocene
opredelitve) nivec v uporabi. Za vecino AML, opredeljenih z genetskimi spremembami, prisotnost
vsaj 20% blastov ni ve¢ pogoj za postavitev diagnoze. Izjemi sta AML z BCR::ABL1 ter CEBPA, kjer
Se vedno velja meja 2 20 % blastov.

Podskupina AML s spremembami povezanimi z mielodisplazijo (myelodysplasia-related changes)
je preimenovana v AML povezana z mielodisplazijo (AML-MR; myelodysplasia-related). AML-MR
je razvrscena v skupino AML opredeljeno z genetskimi spremembami in je definirana kot
novotvorba z 2 20 % blastov, ki izrazajo mieloi¢ni imunofenotip s specificnimi citogenetskimi in
molekularno genetskimi spremembami znacilnimi za milodisplasti¢ni sindrom (MDS). Klju¢ne
spremembe za definicijo AML-MR so: ukinitev morfologije kot edinega kriterija za definicijo AML-
MR, nadgradnja citogenetskih kriterijev in uvedba kriterijev, ki temeljijo na prisotnosti razlicic v



enem od 8 genov: SRSF2, SF3B1, U2AF1, ZRSR2, ASXL1, EZH2, BCOR in STAG2. Vec kot 95 % razli¢ic
v teh genih je specifi¢no prisotnih pri AML, ki izhaja iz MDS (2).

Kljuéne spremembe v definiciji in klasifikaciji AML po ELN smernicah

AML je razporejena v Stiri skupine: AML s ponavljajocimi se genetskimi spremembami, AML z
mutiranim TP53, AML z genetskimi spremembami povezanimi z mielodisplazijo in AML s
citogenetskimi spremembami povezanimi z mielodisplazijo.

Pri skupini AML s ponavljajo¢imi se genetskimi spremembami je prisSlo do spremembe v definiciji
AML glede na $tevilo blastov. Ce je v kostnem mozgu ali venski krvi prisotno > 10 % blastov in je
prisotna ena od ponavljajocih se genetskih sprememb, gre za AML. Izjema je AML s fuzijskim
genom BCR::ABL1, kjer mejna vrednost blastov ostaja > 20 %. Prav tako ta meja ostaja za vse ostale
skupine AML.

Ce ima bolnik 10-19 % blastov in ima dolo¢ene razli¢ice v genih ASXL1, BCOR, EZH2, RUNX1,
SF3B1, SRSF2, STAG2, U2AF1 in /ali ZRSZ2, spada v novo podskupino - MDS/AML opredeljena z
genetskimi spremembami. To so primeri, ki so na meji med MDS in AML glede na biologijo in
prognozo bolezni.

Ena vecjih sprememb klasifikacije je, da zdaj jasno navaja hiearhijo genetskih sprememb, ki jih
dolo¢imo z laboratorijskimi analizami. Primarne so AML s ponavljajo¢imi se genetskimi
spremembami, sledijo AML z mutiranim TP53 (neodvisno od socasnih genetskih nepravilnosti je
napovedno neugodna), nato AML z genskimi spremembami povezanimi z mielodisplazijo , ki so
napovedno neugodne in nazadnje AML s citogenetskimi spremembami povezanimi z
mielodisplazijo (1).

Obe organizaciji (WHO in ELN) sta pri AML s ponavljajoCimi se genetskimi spremembami uvedli
novo podskupino, AML z in frame bZIP razlicico v genu CEBPA, ki je napovedno ugodna (1,2).

Ena vecjih sprememb glede napovednega pomena AML je uvrscanje FLT3 ITD razlicice, ne glede
na prisotnost razli¢ic vgenu NPM1, med napovedno vmesne spremembe (1).

V Specializiranem hematoloskem laboratoriju, UKC Ljubljana ob diagnozi AML, ki temelji na
citomorfoloskem izsledku in imunofenotipizaciji, vedno izvedemo Se citogenetske in molekularno
genetske preiskave. Citogenetske preiskave obsegajo kariotipizacijo in preiskavo FISH
(fluorescencna in situ hibridizacija). S kariotipizacijo ugotavljamo ploidnost ter strukturne
spremembe kromosomov. S preiskavo FISH se pri vsaki AML doloca prisotnost preureditve genov
MECOM in KMT2A, glede na imunofenotip pa Se prisotnost fuzijskih genov RUNX1::RUNX1T1 ali



CBFB::MYH11 oziroma PML::RARA. Z molekularno genetskimi preiskavami dolo¢amo prisotnosti
razli€ic ITD in TKI v genu FLT3 ter prisotnost razli¢ic v genu NPM1. Te preiskave so izvedene v treh
delovnih dneh, ker je od njihove prisotnosti odvisen potek zdravljenja bolezni. V primeru, da
citogenetske preiskave pokaZejo prisotnost fuzijskih genov PML::RARA, RUNX1::RUNX1T1 ali
CEBFB:MYH11 izvedemo Se preiskavo za dolocitev izrazanja teh fuzijskih genov. V laboratoriju
lahko z metodo kvantitativne verizne reakcije s polimerazo (qPCR-polimerase chain reaction) pri
AML spremljamo merljivo preostalo bolezen (MRD) za: NPM1 (prepisi tipa A, B in D), PML::RARA
(bcrl, ber2 in ber3), CBFB:MYH11 (Tip A, B in E), RUNX1::RUNX1T1 in BCR::ABL1 (e13a2, el4a2 in
ela2). Za spremljanje MRD je nujno, da smo iz vzorca ob postavitvi diagnoze dolocili izhodis¢no
vrednost. Preiskavo je zaZeleno izvajati na isti vrsti vzorca (kostni mozeg, periferna krvi). MRD
lahko dolo¢amo tudi s pomocjo imunofenotipizacije, ¢e ob postavitvi diagnoze zaznamo fenotip,
ki je specifi¢en za maligne celice.

Po dokoncani primarni diagnostiki izvedemo Se preiskavo sekvenciranje naslednje generacije
(NGS). S to preiskavo analiziramo 37 genov, ki so znacilni za mieloi¢ne novotvorbe, med temi geni
so tudi SXL1, BCOR, EZH2, RUNX1, SF3B1, SRSF2, STAG2, U2AF1 in ZRSZ2, ki so po novih smernicah
kljuéni za klasifikacijo in napovedni pomen AML.
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Akutna limfoblastna levkemija spada glede na klasifikacijo svetovne zdravstvene organizacije
(WHO-world health organization, 5. izdaja WHO klasifikacije Hematolimfoidnih tumorjev) med
limfaticne novotvorbe. Nastane kot posledica pridobljene somatske mutacije in nenadzorovane
rasti v limfatic¢no vrsto (B ali T) usmerjene multipotentne maticne celice. Te ohranijo sposobnost
delitve, izgubijo pa sposobnost dozorevanja, kar vodi v kopicenje spremenjenih nezrelih celic
(kostni mozeg, kri, razli¢ni organi). O levkemiji govorimo, ko v kostnem mozgu najdemo vsaj 25%
blastnih celic. Za dolocitev vrste levkemije (B- ali T-ALL) je kljuéna imunofenotpizacija, ki razporedi
celice na osnovi njihove velikosti in notranje strukture ter glede na prisotnost povrsinskih in
znotrajcelicnih oznacevalcev (antigenov), ki jih zaznamo s pomocjo fluorescenéno oznacenih
protiteles. Ti antigeni so specificni za celi¢no vrsto in stopnjo zrelosti, kar je klju¢no za postavitev
diagnoze. Za dokoncéno opredelitev diagnoze po WHO pa so potrebne Se citogenetske in
molekularno genetske preiskave za dolocitev ponavljajocih se genetskih sprememb.

B-ALL

Glede na WHO Kklasifikacijo spada B-celi¢na limfoblastna levkemija (B-ALL) med neoplazme
prekurzorskih celic B. Njena klasifikacija temelji na spremembah ploidnosti kariotipa
(hiperdiploidnost, hipodiploidnost) kot tudi na kromosomskih spremembah ali prisotnosti drugih
genetskih sprememb. V vecini primerov so spremembe, ki vodijo v nastanek B-ALL znane: iAMP21
(intrakromosomska amplifikacija kromosoma 21), fuzije genov BCR::ABL1, ETV6::RUNXI,
TCF3::PBX1 in IGH::IL3 ter preureditve gena KMT2A. V tej klasifikaciji najdemo 13 podvrst B-ALL
(Tabela 1). V kategorijo B-ALL, NOS (not otherwise specified; brez dolocene opredelitve) uvrstimo
primere, ki jih na podlagi izvedenih preiskav ne moremo razvrstiti v nobeno od ostalih kategorij.
Nova klasifikacija iz leta 2022 je uvedla tri dodatne genetsko dolocene podvrste. B-ALL s fuzijo
TCF3::HLF, ki je redka, a je zanjo znacilen agresiven potek bolezni ter B-ALL z BCR::ABL1 oziroma
ETV6::RUNX1 podobnimi lastnostmi. Studije ekspresije genov in sekvenciranje nove generacije
(NGS) omogocata identifikacijo novih genetskih sprememb, ki vplivajo na klinicne, fenotipske
in/ali prognosti¢ne lastnosti bolezni. Te novo ugotovljene spremembe, ki bodo v prihodnosti
mogoce postale nove podvrste, zaenkrat uvrs¢amo v Se eno dodatno skupino: B-ALL z drugimi



genetskimi spremembami. Sem spadajo preureditve genov DUX4, MEF2D, ZNF384 in NUTM1,
fuzija genov IGH::MYC in spremembe PAX5alt ali PAX5 p.P80R. Zanimivo je, da B-ALL s
preureditvami genov ZNF384, DUX4 ali PAX5 p.P80R kaZejo po zdravljenju, ali Ze ob diagnozi,
monocitno diferenciacijo (izgubijo imunofenotip znadilen za B-celice), kar potrjuje koncept
plasti¢nosti levkemicnih linij. Ta plasti¢nost ima velik vpliv na obravnavo bolezni, vklju¢no z
imunofenotipskim dolocanjem prisotnosti merljivega preostanka bolezni (MRD) (v primeru
spremembe celi¢ne linije bi lahko podcenili MRD, ¢e te spremembe ne bi upostevali).

V naSem laboratoriju ob diagnozi B-ALL vedno izvedemo kariotipizacijo/preiskavo FISH
(fluorescencéna in situ hibridizacija). 1S¢emo t(9;22), preureditve gena KMT2A (najpogosteje
t(4;11)) ter prisotnost hipodiploidnega kariotipa, ki imajo napovedno neugoden pomen in
prisotnost napovedno ugodnega hiperdiploidnega kariotipa. Prisotnost hiperdiploidnega
kariotipa vedno potrdimo s preiskavo FISH. Pri pediatriénih bolnikih dodatno izvedemo Se
preiskavo FISH za napovedno ugodno t(12;21), ki je kripticna in je zato na kariotipu ne vidimo ter
za intrakromosomsko amplifikacijo kromosoma 21 (iAMP21). Ko izlo¢imo nastete ponavljajoce
spremembe nadaljujemo s preiskavo FISH za preureditev gena CRLF2. Ce je ta negativen, je tak
bolnik kandidat za izvedbo preiskave NGS s panelom fuzijskih genov. V primeru neuspesne ali
nepopolne kariotipizacije oziroma ko rezultati kariotipizacije niso zanesljivi, izvedemo presejalni
test tipizacije levkemij (hkratni vgnezdeni RT-PCR; produkte zaznamo z gelsko elektroforezo), ki
nam omogoca detekcijo 28 kromosomskih translokacij in ve¢ kot 145 klinicno pomembnih
kromosomskih prelomnih to¢k. Ce s presejalnim testom ugotovimo prisotnost katerega izmed
fuzijskih genov, s potrditvenim testom opredelimo Se vrsto prepisa fuzijskega gena. Prisotnost
fuzijskega gena nam omogoca spremljanje MRD med in po konfanem zdravljenu. MRD postaja
vedno bolj pomemben kot neodvisni napovedni dejavnik za oceno tveganja ponovitve bolezni in
za izbiro zdravljenja. V nasem laboratoriju lahko z metodo kvantitativne verizne reakcije s
polimerazo (qPCR-polimerase chain reaction) pri B-ALL spremljamo MRD za tri razlicne fuzijske
gene: BCR::ABL1, TCF3::PBX1 in ETV6::RUNX1. Za dolo¢anje MRD pri sledenju bolezni je nujno, da
smo iz vzorca ob postavitvi diagnoze dolodili vrsto prepisa, ki mu lahko sledimo. Preiskavo vedno
izvajamo na isti vrsti vzorca (kostni mozeg, periferna krvi). Pri vseh akutnih levkemijah je zaradi
boljSe obcutljivosti vzorec izbora kostni mozeg. Brez izhodis¢nega vzorca je sledenje MRD
nemogoce.

MRD lahko dolo¢amo tudi s pomocjo imunofenotipizacije. Omejitev metode predstavljata nizko
Stevilo celic v vzorcu kostnega mozga/periferne krvi zaradi ¢esar meja zaznave ni dovolj nizka, da
bi z gotovostjo potrdili odsotnost MRD in kontaminacija kostnega mozga s periferno krvjo, kar
lahko privede do lazno negativnih rezultatov.



Tabela 1: WHO klasifikacija hematolimfoidnih tumorjev, 5. izdaja: razdelitev B-ALL

B-celi¢na limfoblastna levkemija/limfom, NOS

B-celi¢na limfoblastna levkemija/limfom z visoko hiperdiploidnostjo
B-celi¢na limfoblastna levkemija/limfom s hipodiploidnostjo

B-celi¢na limfoblastna levkemija/limfom z iAMP21

B-celi¢na limfoblastna levkemija/limfom s fuzijo BCR::ABL1

B-celi¢na limfoblastna levkemija/limfom z BCR::ABL1 podobnimi lastnostmi
B-celi¢na limfoblastna levkemija/limfom s preureditvami gena KMT2A
B-celi¢na limfoblastna levkemija/limfom s fuzijo ETV6::RUNX1

B-celi¢na limfoblastna levkemija/limfom z ETV6::RUNX1 podobnimi lastnostmi
B-celi¢na limfoblastna levkemija/limfom s fuzijo TCF3::PBX1

B-celi¢na limfoblastna levkemija/limfom s fuzijo IGH::IL3

B-celi¢na limfoblastna levkemija/limfom s fuzijo TCF3::HLF

B-celi¢na limfoblastna levkemija/limfom z drugimi genetskimi spremembami

T-ALL

T-limfoblastne levkemije (T-ALL) so neoplazme prekurzorskih celic T. T-ALL na podlagi
imunofenotipizacije razdelimo na T-ALL, NOS in zgodnjo prekurzorsko T limfoblastno levkemijo.
Kljub znatnemu napredku na podrocju razumevanja genetskega ozadja T-ALL, Se vedno ni dovolj
podatkov, da bi, kot pri B-ALL, T-ALL razdelili na genetsko definirane podtipe, ki bi imeli tudi
klinicni pomen. T-ALL predstavlja 20-25% vseh ALL pri odraslih in 10-15% ALL pri otrocih.
Citogenetske spremembe najdemo pri 50-70% bolnikov s T-ALL. Poleg kariotipizacije vedno
izvedemo preiskavo FISH s katero iS¢éemo preureditve genov KMT2A (11g23), TCR A/D (14q11),
TLX1 (10g24), TLX3 (5g35) in delecijo kratkega kraka kromosoma 9.
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Klasifikacija limfaticnih novotvorb, ki je bila leta 2016 podana s strani WHO (World Health
Organization) (4.izdaja), je nadgrajena leta 2022 tako s strani WHO (5.izdaja) kot tudi s strani ICC
(International Consensus Classification). Obe klasifikaciji sta osnovani na patoloskih, klini¢nih ter,
kjer je relevantno, molekularnih znadilnostih. Razlike med njima so v (re)organizaciji in
terminologiji Ze znanih entitet ter priznavanju novih, ki jih dolocajo klini¢ni podatki, imunofenotip
in molekularne znacilnosti. WHO ne vkljuéuje vec¢ zacasnih entitet, doloCene entitete iz 4.izdaje
WHO klasifikacije so smatrane kot samostojne v obeh klasifikacijah. Obe klasifikaciji navajata
posodobljene nujne in priporocljive diagnostic¢ne kriterije vsake entitete.

Med najbolj vidnimi spremembami v WHO je vkljucitev tumorjem podobnih lezij, nemalignih
stanj, ki se lahko predstavljajo kot limfom v izogib napacne postavitve diagnoze limfoma,
navedene so tudi pomembne diferencialne diagnoze.

Pri zrelih novotvorbah celic B WHO priznava 3 podtipe klonske limfocitoze celic B (MBL) ob
upostevanju absolutne koncentracije klonalnih limfocitov B ter imunofenotipa, ICC MBL ne lo¢uje
na osnovi absolutne koncentracije ter v nasprotju z WHO Se zmeraj priznava MBL tipa atipi¢ne
KLL. Pri KLL WHO uvaja prolimfocitno napredovanje KLL ter umika B-prolimfocitno levkemijo kot
entiteto, medtem ko jo ICC Se zmeraj priznava. lzraz »Richterjev sindrom« ni vec zaZelen v nobeni
od klasifikacij. WHO variantno dlakastocelicno levkemijo klasificira kot spleni¢ni B-celi¢ni
limfom/levkemija z izrazitimi jedrci. Kriteriji za postavitev diagnoze limfoplazmacitnega limfoma
(LPL) so se spremenili, in sicer je za ICC Ze diagnosticnega pomena, ko je infiltracija s klonalnimi
limfoplazmacitnimi agregati v biopsiji kostnega mozga <10%, za WHO je Se zmeraj diagnosti¢nega
pomena infiltracija 210% kostnega mozga.

Pediatricni nodalni limfom obrobnih celic (LOC) je v ICC opisan kot zaCasna entiteta, WHO jo
prepoznava kot samostojno entieteto. Za loCevanje od reaktivnega stanja je potreben dokaz
klonalne preureditve gena za imunoglobuline, vendar je tezko razlikovanje of pediatri¢nega tipa
folikularnega limfoma. Obe klasifikaciji kot samostojno entiteto prepoznavata primarni kozni LOC,
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ki je na osnovi morfologije in imunofenotipa podoben nodalnemu in ektranodalnemu LOC, vendar
brez genetskih sprememb, ki se pojavljajo pri le-teh.

Na podrocju folikularnega limfoma (FL) je najvec sprememb pri WHO z uvedbo 3 (morfoloskih)
podtipov, klasi¢na dolocitev stopnje, osnovana na delezu centroblastov, je opcijska, v nasprotju z
ICC, ki ga Se zmeraj ohranja.

Definicija limfoma plas¢nih celic (LPC) z genetskega vidika poleg peureditev CCND1 vkljucuje tudi
kripticne preureditve promoterjev /Gk ali IGA s CCND1 ali translokacije, ki vklju¢ujejo CCND2 ali
CCND3.

V nasprotju z ICC WHO vkljucuje transformacijo indolentnih B celi¢énih limfomov kot novo
druzZino/entiteto, v katero vkljuCuje agresivne limfome, ki nastanejo iz nizkomalignnih B limfomov
(Richterjeva transformacija, prehod FL in LOC v difuzni velikoceli¢ni B limfom (DVCBL)).
Transformirane celice imajo obicajno izhodis¢ni imunofenotip nizkomalignega limfoma in se lahko
prezentirajo kot nodalna ali ekstranodalna bolezen. Sum na transformacijo obstaja ob vecjih
bezgavkah, visjem LDH ali pojavu sistemskih simptomov, za kon¢no potrditev je potrebna biopsija.

V druZini velikoceli¢nih B limfomov WHO izraz difuzni priporoca le za bolezni z difuznim nacinom
razrasti, sicer priporoca izraz velikoceli¢ni B limfom. Burkittovem limfomu podoben limfom z
nepravilnostjo 11q, ki je bil v prejsnji klasifikaciji predstavljen kot zac¢asna eniteta, kot takega Se
zmeraj prepozvava ICC z novo terminologijo velikoceli¢ni B limfom z nepravilnostjo 11q, WHO pa
ga prepoznava kot samostojno entiteto znotraj druZine velikoceli¢nih B limfomov pod imenom
visokomaligni B celi¢ni limfom z nepravilnostjo 11q.

Kot zadasna entiteta med FL je bil v prejsni klasifikaciji predstavljen velikoceli¢ni B limfom s
preureditvijo IRF4, ki ga kot takega Se zmeraj smatra ICC, WHO ga je najverjetneje zaradi imena
prestavil v kategorijo velikoceli¢nih B limfomov, vendar kot samostojno entiteto.

Visokomaligni B celi¢ni limfom z MYC in BCL2 in/ali BCL6 preureditvijo (double
hit in triple hit limfomi) je ICC razdelil na 2 entiteti, in sicer visokomaligni B celi¢ni limfom s
preureditvijo MYC in BCL2 (z ali brez preureditve BCL6) ter na zacasno entiteto visokomaligni B
celi¢ni limfom s preureditvijo MYC in BCL6. WHO limfome s preureditvijo MYC in BCL2 imenuje
kot DVCBL/visokomaligni B celi¢ni limfom (HGBCL) s preureditvijo MYC in BCL2. Zaradi manj
bioloskih znacilnosti WHO limfome s preureditvijo MYC in BCL6 gleda kot podtip znotraj DVCBL,
brez dodatne opredelitve/HGBCL, brez dodatne opredelitve. V prejsnji klasifikaciji je veljalo, da
limfom z morfologijo DVCBL/HGBCL, ki izraza TdT, spada v kategorijo limfoblastnih
levkemij/limfomov. Ko je CD34 negativen, in so prisotne izolirane ali double hit preureditve MYC,
jih obe novi klasifikaciji smatrata kot DVCBL/HGBCL, brez dolo¢ene opredelitve, z ekspresijo TdT.
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Obe klasifikaciji priznavata primarno bolezen hladnih aglutininov (CAD) kot entiteto, ki se razlikuje
od LPL in IgM monoklonske gamopatije neznanega pomena (MINP), in sicer ICC kot zacasno
entiteto, WHO pa kot svojo entiteto v druZini monoklonskih gamopatij, kamor uvrica Se ne-lgM
MINP, 1gM MINP, slednjega ICC omenja za LPL in ga deli na IgM tipa plazmatk ter IgM, brez
dolocene opredelitve. Monoklonsko gamopatijo ledvicnega pomena, ki ga ICC uvrsca znotraj ne-
IgM MINP, WHO priznava kot entiteto znotraj druzine monoklonskih gamopatij.

Diseminirani plazmocitom ICC razdeli glede na genetske preureditve, WHO jih kot samostojne
entitete ne priznava. Razlike med klasifikacijama so tudi v novi terminologiji primarne amiloidoze,
ICC locuje tudi med sistemsko in lokalizirano obliko amiloidoze. Prav tako ICC locuje med
solitarnim in ektramedularnim plazmocitomom, WHO ju zdruZuje v eno kategorijo. V nasprotju z
ICC WHO kot entiteto priznava tudi sindrom AESOP.

Na podrocju zrelih novotvorb celic T/NK so v WHO spremembe predvsem v terminologiji,
limfoproliferativne bolezni so spremenjene v limfome ter obratno, kjer izraz bolje opisuje naravo
bolezni. Izimen so umaknjene specifikacije, ki se nanasajo na lokacije, kjer se limfom pojavlja tudi
na drugih mestih (npr. ekstranodalni limfom NK/T celic, nazalni v ekstranodalni NK/T celi¢ni
limfom). V obeh klasifikacijah so dodane nove entitete (primarni kozni periferni T celi¢ni limfom,
brez dodatne opredelitve) ter prej samostojne bolezni (angioimunoblastni T celi¢ni limfom,
folikularni T celi¢ni limfom, nodalni periferni T celi¢ni limfom s fenotipom folikularnih pomocniskih
limfocitov) so po novem zajete v druZini nodalni T celi¢ni limfomi s fenotipom folikularnih
pomocniskih limfocitov. V nasprotju z ICC je WHO Sezaryjev sindrom, Ceprav tesno povezan s
fungoidno mikozo, premaknil v kategorijo zrelih T/NK celi¢nih levkemij zaradi klini¢ne prezentacije
in diferencialne diagnoze z drugimi zrelimi T/NK celi¢nimi levkemijami.
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ZDRAVLIENJE MDS IN AML PRI STAREJSIH BOLNIKIH MED 65 — 75
LET (ZHS)

Pomen biologije AML na izbiro prvega zdravljenja

Enver Melkié, Neva Kavcic
Klinicni oddelek za hematologijo, Interna klinika, Univerzitetni klinicni center Ljubljana

enver.melkic@kclj.si, neva.kavcic@kclj.si

Starost bolnika je eden najpomembnejsih neodvisnih napovednih dejavnikov, ki vpliva na slabsi
izhod zdravljenja akutne mieloi¢ne levkemije (AML). Rezultati zdravljenja bolnikov, starejsih od 60
let, ki so bili vkljuceni v razlicne kliniéne raziskave so pokazali veCinoma slabse rezultate od
povprecnih odzivov na zdravljenje bolnikov mlajsih od 60 let. Pri starejSih popolni odziv doseZzemo
zgolj med 50 — 60 % bolnikov. Trajanje remisije pa je obic¢ajno kratko, manj kot 12 mesecev. Ker je
le 30-40 % bolnikov starejSih od 65 let dejansko vkljucenih v raziskave, je izhod zdravljenja v
vsakodnevni praksi verjetno Se slabsi. Slabsi rezultati zdravljenja starejSih bolnikov so posledica
predvsem notranjih znacilnosti bolezni oziroma drugacne biologije levkemije in hkrati dejavnikov,
povezanih z bolnikom samim, na primer manjsa rezerva kostnega mozga, slabsa toleranca za
kemoterapijo in pridruZene bolezni.

Starostne meje za opredelitev bolnikov z AML kot "starejsih" so sporne, zato so v razlicnih Studijah
bile sprejete mejne vrednosti od 55 do 70 let. Glede na postopno staranje sploSne populacije in
zdravljenje s presaditvijo krvotvornih mati¢nih celic tudi pri starejsSih bolnikih, pa trenutne
raziskave uposStevajo predvsem starost nad 65 — 70 let za opredelitev bolnikov za starejse.

AML pri bolnikih starejSih od 65 let ima vec skupnih bioloskih lastnosti s sekundarnimi AML kot
so; vecvrstna displazija, drugacen fenotip, ve¢ neugodnih citogenetskih sprememb in vecjo
izrazenost genov za odpornost proti zdravljenju. Uporaba razli¢nih bioloskih markerjev, nam lahko
pomaga lociti bolnike na tiste, ki jim agresivna kemoterapija dejansko koristi, od tistih, ki jih
zdravimo manj agresivno ali celo odlo¢imo za podporno zdravljenje. Tako bomo s ¢asom oblikovali
strategijo zdravljenja, ki bo manj tvegana glede zapletov zdravljenja in bo izboljsala prezivetje in
kakovost Zivljenja.

Nasprotno od napredka, dosezenega pri mlajSih odraslih, je splosni izid zdravljenja AML pri
starejsih bolnikih izjemno slab. Stevilne $tudije so ocenjevale u¢inke intenzivne kemoterapije in
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pokazale, da se s starostjo zmanjsata tako stopnja popolnega odgovora (CR) kot ¢as trajanja
remisije (RFS). Pri bolnikih, starih nad 60 let, je stopnja CR po intenzivnem zdravljenju med 30 in
50 %. Pri bolnikih, starih med 70 - 75 let in nad 75 let pa je stopnja CR 38 % in 22 %. Se pomembneje
pa je, da je vecina raziskav pokazala, da je mediana RFS pri bolnikih z AML, starejSih od 60 let,
bistveno nizja, tj. 12 mesecev, v nasprotju z mlajsimi odraslimi do 50 let, pri katerih je mediana
RFS skoraj 24 mesecev, 5-letni RFS pa 25-40 %. Tudi razli¢cne druge Studije porocajo o trilethem
RFS, ki je pri bolnikih z AML, starejsih od 60 let, manjsi od 10 %. Pri mlajSih bolnikih pa 5-letni RFS
znasa vec kot 40 %. Zdi se, da so slabsi rezultati zdravljenja predvsem posledica razlik v biologiji
bolezni starejsSih bolnikov. Poleg tega je veliko dejavnikov povezanih z bolnikom, ki lahko vplivajo
na uspesnost zdravljenja, na primer manjsa toleranca za intenzivno kemoterapijo, ki lahko vodi v
povecano tveganje za hude okuzbe, starostna izguba fizioloskih rezerv v delovanju srca, pljuc in
ledvic. Poleg tega imajo starejsi bolniki pogosto tudi druge pridruzene bolezni in socialno-
ekonomske tezave. Dejavniki, ki vplivajo na slabSe prezivetje kot je starost bolnikov in pridruzene
bolezni se dodatno prepletajo z drugimi bioloskimi lastnostmi same bolezni.

Dejavniki, povezani z boleznijo

Bioloska heterogenost akutne mieloicne levkemije (AML) zahteva individualizirano pristop k
zdravljenju, kjer je potrebno upostevati citogenetsko analizo in mutacijski profil pred zacetkom
zdravljenja. Te znacilnosti so neodvisni napovedovalci uspeha standardnega intenzivnega
indukcijskega zdravljenja. Ocena fizicne primernosti bolnika v povezavi z vsemi bioloSkimi
znacilnostmi lahko izboljSa napoved uspeha pri intenzivni kemoterapiji. V sploSnem so
citogenetske nepravilnosti in mutacijski profili, ki predstavljajo vecje tveganje in so opredeljeni v
evropskih smernicah za genetsko stratifikacijo tveganja Leukemia Net, pogostejsi pri starejsih
bolnikih. Pri starejSih bolnikih so druge bioloske znacilnosti AML tudi pogostejse, kot so razvoj iz
predhodnih mieloi¢nih neoplazem in pomembna napovedna vrednost izida zdravljenja. Ceprav so
za mlajSe bolnike sprejeta in potrjena prognosti¢na, njihova napovedna vrednost ni bila dolo¢ena
pri starejSih bolnikih, ki prejemajo manj intenzivne moznosti zdravljenja, kot je na primer
kombinacija venetoklaksa (VEN) z hipometilirajo¢imi agensi (HMA).

Citogenetske nepravilnosti in starost

V analizi dveh raziskav SWOG je bil odstotek bolnikov, starejsih nad 75 let, s citogenetiko z
ugodnim tveganjem le 4 %, medtem ko je bila citogenetika s slabim tveganjem prisotna pri 51 %
bolnikov. V nasprotju s tem so pri 17 % bolnikov, mlajSih od 56 let, ugotovili citogenetske
spremembe z ugodnim tveganjem, pri le 35 % pa citogenetske spremembe, ki so jih povezovali s
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slabim tveganjem. Neugodne citogenetske spremembe, ki so jih opazali pri starejSih bolnikih, so
vklju€evale predvsem izgubo celega ali dela kromosomov 5 ali 7. Tudi v podskupinami bolnikov z
enakimi citogenetskimi tveganji, so se rezultati zdravljenja s starostjo zmanjsevali, stopnja razlike
v izidu zdravljenja med starejSimi in mlajSimi bolniki je bila veliko vecja v skupini z ugodnim
tveganjem kot v skupini z neugodnim tveganjem. Pokazalo se je tudi, da se kompleksni kariotip po
60. letu starosti znatno poveca, kar kaZze na veC genetskih dogodkov, vklju¢no z epigenetskimi
spremembami kromosomov. Prisotnost katere koli vrste monosomije pomeni slabo prognozo. Pri
bolnikih z dvema ali ve¢ avtosomnimi monosomijami ali eno avtosomno monosomijo v
kombinaciji z vsaj eno drugo strukturno kromosomsko nepravilnostjo je 4-letno skupno prezivetje
le 4-odstotno.

Molekularne nepravilnosti in starost

Genetsko raznolikost AML na molekularnem nivoju in njeno uporabnost pri izbiri zdravljenja Sele
zadenjamo razumevati. V zadnjem desetletju je bil dosezen velik napredek na tem podrodju.
Stevilne $tudije so ocenjevale razdirjenost in prognosti¢ni vpliv specifi¢nih genetskih sprememb
pri starejsih bolnikih z AML. V eni od pomembnih publikaciji so Papaemmanuil in sod. opredelili
na tisoCe gonilnih (driver) mutacij v vec kot 70 genomskih regijah. Analiza je pokazala, da je Stevilo
gonilnih mutacij, neodvisno od bolnikove starosti in stopnje levkocitoze, povezano s slabsim
celokupnim preZivetjem, kar kaZze na to, da je starost bolnika verjetno pomembna za nastajanje
mutacij, ki se s€asoma razvijejo v doloceni krvotvorni liniji. Kar zadeva Ze znane prognosti¢ne
oznacevalce ugodnega tveganja, se delez bolnikov z izolirano NPM brez so¢asne mutacije FLT3-
ITD, zmanjSuje po 60. letu starosti. Za razliko od mlajsih bolnikov imajo starejsi bolniki z mutacijo
NPM1, ki so negativni na FLT3-ITD, sicer visjo stopnjo popolne remisije (CR), vendar se cas trajanja
remisije ali celokupno prezivetje teh bolnikov ne podaljsa. Nasprotno pa delez bolnikov z bialelno
mutacijo CEBPa ni povezan s starostjo. Raziskave kaZejo, da imajo starejsi bolniki nasploh vedji
deleZz mutacij, ko so povezane s slabSo prognozo. Med te mutacije pristevamo: ASXL1, TET2 in
DNMT3A.

Mutacija ASXL1 je petkrat pogostejsa pri bolnikih, starejSih od 60 let kot pri mlajsih od 60 let in je
povezana z manjSo stopnjo dosezenih remisij, krajSim casom remisije in krajSim celokupnim
preZivetjem pri tistih bolnikih, ki so sicer razvrsceni v skupino ELN z ugodnim tveganjem.

Mutacija TET2 je tudi pogostejsa pri bolnikih starejsih od 60 let. V tej skupini bolnikov jo dokazemo
v priblizno Cetrtini primerov, v primerjavi z mlajsimi bolniki, pri katerih jo dokazemo pri manj kot
10 % primerov. Pri bolnikih vseh starosti s citogenetskimi spremembami, ki pomenijo srednje
tveganje, prisotnost mutacije TET2 napoveduje krajse skupno preZivetje.
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Mutacija DNMT3A je prisotna pri priblizno tretjini bolnikov, tako starejSih kot mlajsih od 60 let, z
de novo, citogenetsko normalno AML, vrsta mutacije DNMT3A razli¢no vpliva na prezivetje glede
na starost bolnika. Pri starejSih bolnikih je znano, da ima ta mutacija slabsi prognosti¢ni pomen.

Starejsi bolniki z mutacijo R882-DNMT3A imajo bistveno krajsi ¢as doseZene remisije (3 % proti 21
% v treh letih) in celokupno prezivetje (4 % proti 24 % v treh letih). Pri mlajsSih bolnikih z mutacijo
R882-DNMT3A te razlike niso opazili. Mutacije R882-DNMT3A so bile povezane s 76-odstotno
povecanim tveganjem za smrt po prilagoditvi statusa mutacije NPM1 in FLT3-ITD.

Nekatere genetske mutacije so zelo specificne za sekundarno AML. Te vkljuCujejo mutacije v
SRSF2, SF3B1, U2AF1, ZRSR2, ASXL1, EZH2, BCOR ali STAG2 [20]. Kadar se te mutacije pojavijo pri
bolnikih z AML, povezano z zdravljenjem, ali de novo AML, so kliniéno-patoloske znacilnosti
bolezni in klini¢ni potek podobni bolnikom s sekundarno AML, pri katerih sta prognoza in odziv na
zdravljenje pogosto slaba.

Izbira zdravljenja glede na bioloSke znacilnosti AML

V retrospektivni raziskavi v enem centru v Franciji so na skupini bolnikov starih med 60 in 93 let
(mediana 69 let) primerjali prognosticni vpliv molekularnih in citogenetskih oznacevalcev na
preZivetje starejSih bolnikov z AML glede na intenzivnost zdravljenja. Mediana starost bolnikov je
bila 69 let (razpon od 60 do 93 let). Kariotip je bil v ¢asu odlocitve o zdravljenju na voljo le pri 58,6
% primerov v celotni skupini. Mediani ¢as spremljanja celotne skupine je bila 7,62 meseca.
Raziskava je pokazala, da so genetske znacilnosti bistvene za odlocitev o nacinu zdravljenja. Bolniki
z mutacijo IDH2 (vsaj razlicico R140Q), NPM1+ in FLT3TKD+, ne pa FLT3ITD+ so imeli boljse
preZivetje, Ce so jih zdravili z intenzivno kemoterapijo (antraciklin in citarabin) v primerjavi z manj
intenzivnimi nacini zdravljenja kot so nizki odmerki citarabina, azacitidin in decitabin (mediano
prezivetje 10,1 proti 2,9 meseca, p < 0,001). Pri bolnikih z NPM1-FLT3-ITD+ ni bilo razlike v
preZivetju ne glede na strategijo zdravljenja (mediano preZivetje 7,56 vs. 8,15 vs. 1,15 meseca pri
intenzivnem, manj intenzivnem in najboljSem podpornem zdravljenju (BSC) p = 0,2). V skupini
bolnikov z neugodnim tveganjem so bili reZimi zdravljenja z niZjo intenzivnostjo boljsi tako v
preZivetju kot ¢asu brez napredovanja bolezni, vendar le pri bolnikih, starejSih od 70 let (mediano
preZivetje 9,4 proti 7,4 meseca, p = 0,009). Pri bolnikih z alogeno presaditvijo mati¢nih celic, ki so
bili vsi stari pod 70 let, so imeli bolniki, pri katerih so presaditev opravili v prvi remisiji, ne glede
na citogenetsko tveganje, daljSe obdobje brez napredovanja bolezni (mediana 63 mesecev) v
primerjavi s tistimi, ki so jih zdravili samo s kemoterapijo (mediana 15,6 mesecev, p = 0,003), kar
pa se ni prevedlo v daljSe preZivetje. (2)

17



V drugi raziskavi v MD Anderson so raziskovali odgovore na zdravljenje z venetoklaksom v
kombinaciji s HMA ali nizkimi odmerki citarabina pri starejsih bolnikih (mediana starost 74 let) z
AML glede na molekularno-genetske znacilnosti. Bolniki z mutacijami NPM1 in IDH2 so imeli
najbolj$i odgovor na zdravljenje, daljSe obdobje brez napredovanja bolezni in daljSe preZivetje kot
druge skupine bolnikov. 2-letno prezivetje bolnikov z mutacijo NPM1, ki so jih zdravili z
venetoklaksom v kombinaciji s HMA ali nizkimi odmerki citarabina je bilo ve¢ kot 70%, celo boljse
kot pri tistih, ki so jih zdravili z intenzivno kemoterapijo (2-letno prezivetje manj kot 40%). V
raziskavi so jasno pokazali, da je odpornost na zdravljenje z venetoklaksom v kombinaciji z HMA
ali citarabinom povezana z dvema mehanizmoma: aktivacijo kinaznih signalnih poti (FLT3, RAS) in
mutacijo TP53. (3)

Zakljucek

Zdravljenje AML pri bolnikih, starejSih od 60 let, ostaja velik izziv, saj Se vedno ni povsem jasnih
priporocil o izbiri optimalnega zdravljenja glede na kliniéne znacilnosti bolnika in molekularne ter
citogenetske znacilnosti bolezni.

Uvedba novih nacinov zdravljenja, ki temeljijo na kombinacijah z venetoklaksom, je izboljsal
prognozo bolnikov z AML, ki niso primerni za intenzivho kemoterapijo. Za nekatere podskupine
bolnikov (mutacija FLT3ITD, mutacija TP53) pa tudi omenjeno zdravljenje ni optimalno, v
raziskavah preizkusajo nove nacine zdravljenja.
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Vpliv bolnikovih znacilnosti na izbiro prvega zdravljenja AML
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Vedno boljse poznavanje biologije akutne mieloblastne levkemije (AML) in razvoj stevilnih novih
zdravil v zadnjem desetletju sta izrazito spremenila koncept zdravljenja; ¢e smo prej 50 let
uporabljali le en kemoterapevtski rezim (antraciklin v kombinaciji s citarabinom; “3+7”), je sedaj
zdravljenje individualizirano, prilagojeno bolnikovim psihofizi¢nim
sposobnostim/komorbidnostim in molekularno-citogenetskim znacilnostim AML. Medtem, ko se
je prezivetje mlajSih bolnikov z uporabo tarc¢nih zdravil, ki jih dodajamo intenzivni kemoterapiji ter
napredkom v zdravljenju z alogensko presaditvijo krvotvornih mati¢nih celic (PKMC) izrazito
izboljSalo, pri starejsih bolnikih nismo tako uspesni. Razloga sta dva; da tako intenzivna
kemoterapija kot PKMC za vecdino starejSih bolnikov nista primerna postopka zdravljenja in da
imajo starejsSi pogosteje kot mlajsi bolniki neugodne citogenetske (kompleksen kariotip) in
molekularno genetske najdbe (TP53,SRSF2 in ASXL1). Vec je tudi sekundarnih in s predhodno
terapijo povezanih AML, ki so neodvisno povezane s slabSim izhodom. AML z ugodno citogenetiko
(CBF-AML, NPM1) so pri starejSih bolnikih bistveno redkejse kot pri mlajsih.

Starejsi bolniki z AML imajo slabsi izhod kot mlajsi. Na sploSno velja, da ¢e psihofizicno stanje
dopusca, tudi starejsi bolniki profitirajo od intenzivne kemoterapije, saj nizko intenzivne sheme
obic¢ajno ne vodijo v trajno ozdravitev. Hipometilacijska zdravila (HMA) v monoterapiji danes
skoraj ne prihajajo v postev, vseeno pa imajo prednost pred zgolj podporno terapijo. Danes temelj
zdravljenja starejSih bolnikov predstavljajo kombinacije HMA z venetoklaksom, slednjega
uporabljamo tudi v kombinaciji z intenzivnejsimi shemami in tarénimi zdravili.

Pri oceni bolnikove sposobnosti za intenzivno kemoterapijo je bolj kot sama starost pomembna
dobra opredelitev stanja srca, pljuc, ledvic in moZganov, ker ta opredeljujejo zgodnjo smrtnost,
povezano z zdravljenjem. Slabse splo$no stanje se z narascajoco starostjo prevede v vecjo zgodnjo
smrtnost, povezano z intenzivno kemoterapijo, pa tudi spremljajocih bolezni je s starostjo vec. Z
laboratorijskimi preiskavami (jetrni testi, ocena ledvicne funkcije, proBNP in troponin), UZ srca in
spirometrijo ocenimo delovanje organov, osnovno oceno zmogljivosti pa po ECOG in Karnofsky
tockovniku. Za oceno komorbidnosti lahko uporabimo prilagojen Charlson comorbidity index (CCl)
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(Tabela 1). Ce imajo bolniki tako ECOG kot CCl <2, so z medicinskega stali§¢a ocenjeni kot »fit«, v
kolikor sta ECOG in/ali CCI 3 tocke, so »unfit«, ¢e sta ECOG in CCl >3, pa so to krhki bolniki.

PridruZzena bolezen Tocke
miokardni infarkt

sréno popuscanje

cerebrovaskularna bolezen

Zelod¢na razjeda

jetrna bolezen (blaga; kroni¢ni hepatitis, ciroza)

1
1
1
1
1
sladkorna bolezen (brez prizadetosti organov) 1
plju¢na bolezen 1
vezivnotkivna bolezen 1
sladkorna bolezen (s prizadetostjo organov) 2
ledviéna bolezen (zmerna ali huda; kreatinin >260 umol/l, dializno zdravljenje ali 2
presaditev)

solidni tumor (brez metastaz) 2
jetrna bolezen (zmerna ali huda; ciroza s portalno hipertenzijo in varicami) 3

solidni tumor (z metastazami) 6

Tabela 1. Prilagojen Charlson comorbidity index (CCl).

Uporabljajo se lahko tudi drugi tockovniki, ki pomagajo pri napovedi izhoda zdravljenja AML z
intenzivno kemoterapijo: HCT-CI (hematopoietic stem cell transplantation — comorbidity index),
ACE-27 (adult comorbidity evaluation), GA (strukturirana geriatri¢na ocena), 6-minutni test hoje.
Ti tockovniki dopolnijo vtis, ki ga izkusen zdravnik dobi ob pregledu bolnika in pregledu
laboratorijskih izvidov. Lansko leto so izSle kardio-onkoloSke smernice, ki podrobneje narekujejo
preiskave, pomembne za kardiolosko oceno pred pricetkom zdravljenja (npr. za oceno
antraciklinske kardiotoksi¢nosti ob relapsu AML) in tudi ukrepanje ob potrjeni kardiovaskularni
bolezni.

Intenzivna kemoterapija (DA3+7, CPX-351)

Prihaja v postev za bolnike, ki so »fit« in brez ali z malo pridruZenih bolezni. Klasi¢na shema DA3+7
in kasnejse konsolidacijsko zdravljenje s citarabinom je Se posebej primerno za bolnike s core-
binding factor AML (CBF-AML), ker je le-ta dobro obcutljiva na citarabin. Dodatek gemtuzumab
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ozogamicina (GO) dodatno izboljSa izhod teh bolnikov, dodajamo ga lahko pa tudi drugim
bolnikom s CD33 pozitivno AML, razen pri AML z neugodnim tveganjem. Shema DA3+7 je
primerna tudi za druge starejSe fit bolnike z ugodnim ali vmesnim tveganjem (AML z bialelno
CEBPA, NPM1 mutacijo), pri ¢emer bolniki s FLT3 mutacijo prejmejo tudi midostaurin. Uporaba
GO pri starejSih bolnikih zahteva razmislek zaradi hepatotoksi¢nosti, a uporaba GO lahko povzrodi
hitrejSi upad merljive minimalne rezidualne bolezni in tudi zmanjsa Stevilo konsolidacijskih
kemoterapij.

Za bolnike z MR-AML (AML z displasti¢nimi spremembami) in s sekundarno, s predhodno terapijo
povezano AML, je bolj kot standardna shema DA3+7 primeren CPX-351. To je liposomalna
formulacija citarabina in daunorubicina, ki je intenzivna kemoterapija z vsemi stranskimi ucinki, ki
jih sre¢amo pri drugih intenzivnih shemah. Prednost zdravljenja v primerjavi z DA3+7 je vedji
odstotek remisij in izboljSano celokupno preZivetje, predvsem pri bolnikih, ki zdravljenje
nadaljujejo s PKMC.

Neintenzivne sheme

Standard zdravljenja starejsih »unfit« bolnikov danes predstavlja kombinacija HMA z
venetoklaksom. Zdravljenje omogoca daljSe obdobje brez bolezni, vendar bolniki obi¢ajno izgubijo
odgovor. Znano je, da imajo najboljSi odziv na tovrstno shemo bolniki z AML z NPM1 in IDH
mutacijo. Slednji bolniki imajo Se daljSe prezivetje pri kombinaciji azacitidin + ivosidenib (IDH1
inhibitor), vendar zaenkrat ivosidenib pri nas Se ni registriran. Slab odgovor na zdravljenje
(katerokoli trenutno dostopno) imajo bolniki s TP53 mutacijo; ta je pogosto v povezavi z
neugodno kompleksno citogenetiko. Kljub boljSemu odgovoru na zdravljenje s kombinacijo
HMA+venetoklaks v primerjavi s samim HMA, se to ni prevedlo v boljSe celokupno preZivetje.
Magrolimab je zdravilo, ki cilja na CD47 in se je izkazalo za uspesno pri teh bolnikih; zaenkrat je v
uporabi samo v okviru raziskav. lzkazalo se je, da bolniki z akutno monocitno levkemijo naceloma
bolj profitirajo od intenzivne kemoterapije kot od kombinacije azacitidina in venetoklaksa,
obratno velja za bolnike z ASXL1 mutacijo. Pri bolnikih z relapsom ali rezistentno AML z mutacijo
FLT3 lahko uporabimo gilteritinib, ki je registriran kot monoterapija . V randomizirani raziskavi
faze 3 je bilo takSno zdravljenje uspesSnejSe in manj toksi¢no od intenzivnega reSevalnega
zdravljenja s citostatiki. .

Zdravljenje s PKMC

Nemieloablativni (“reduced-intensity”) nacini kondicioniranja, novosti v imunosupresiji in boljse
splosno podporno zdravljenje omogocajo tudi starejSim bolnikom ozdravitev, e dosezZejo remisijo
s katerokoli od nastetih, intenzivnih ali neintenzivnih shem zdravljenja. Podatki ECOG-ACRIN
raziskave so pokazali 43% preZivetje bolnikov starosti 60-73 let, ki so bili transplantirani v prvi
remisiji. Poudariti velja, da bolniki, ki smo jih sprva ocenili kot neprimerne za intenzivno
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zdravljenje in doseZejo remisijo po neintenzivni kemoterapevtski shemi, lahko zdravljenje
nadaljujejo s PKMC, Ce se jim splosno stanje izboljsa (lahko je bilo to slabo zaradi AML).

Kot alternativa PKMC obstaja oralni azacitidin (prej CC-486), ki je v uporabi kot vzdrZevalno
zdravljenje po intenzivni kemoterapiji; neodvisno od MRD lahko podaljsa celokupno prezZivetje in
prezivetje brez bolezni. Pri nas na zalost zaenkrat ni na voljo.
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Biologija in klini¢ni izid pri mielodisplasti¢nih novotvorbah (MDS) sta izjemno heterogena, zato je
napovedovanje tveganja pri bolniku kljuénega pomena za odlo¢anje o zdravljenju. Za
napovedovanje tveganja pri MDS se uporabljajo prognosti¢ni tockovni sistemi, pri ¢emer je
Popravljen mednarodni sistem prognosticnega tockovanja (IPSS-R) Ze desetletje standard za
prognosti¢no opredelitev bolnikov. Temelji na hematoloskih in citogenetskih znacilnostih, vendar
ne uposteva genetskih mutacij. Zaradi tega lahko bolezen pri bolnikih, ki so po oceni IPSS-R
uvrsceni v MDS z nizkim tveganjem napreduje hitreje, kot je bilo napovedano. Sekvenciranje
naslednje generacije (NGS) je odkrilo ponavljajoce se tockovne mutacije genov, ki so se izkazali za
pomembne prognosticne oznacevalce. Do nedavnega ni bilo molekularnega prognosti¢nega
tockovalnega sistema, ki bi bil primeren za vsakodnevno klinicno prakso. Pod okriljem
Mednarodne delovne skupine za prognozo pri MDS (IWG-PM) je mednarodna skupina ekspertov
preucila 2957 bolnikov iz 24 centrov in razvila novi molekularni mednarodni prognosti¢ni
tockovalni sistem (IPSS-M), ki ga je nato potrdila pri 754 bolnikih.

Ocenili so povezavo med mutiranimi geni in izidom glede na tri konc¢ne cilje: preZivetje brez
levkemije (LFS), celokupno prezivetje (OS) in transformacijo v AML. Skupno IPSS-M zahteva 37
parametrov. Poleg petih citogenetskih skupin, Stevila blastov v kostnem mozgu, ravni
hemoglobina in $tevila trombocitov, vkljuuje tudi mutacijski status 31 genov. TP53™!hit muytacije
v FLT3™P*T0 jn KMT2A (MLL)"™® so se izkazale kot glavni napovednik slabega izida. Ob diagnozi je
zato nujno potrebno opredeliti morebitne mutacije v omenjenih genih.

IPSS-M se razlikuje od preostalih prognostic¢nih sistemov, saj je prilagojen posameznemu bolniku
(neprekinjen rezultat s prakticno edinstveno vrednostjo za posameznega bolnika), enostavno
razumljiv (povecanje ocene za eno enoto pomeni podvojeno tveganje) in ponovljiv (spletni
kalkulator, dostopen na https://mds-risk-model.com/). IPSS-M porazdeli bolnike v Sest skupin
tveganija, ki so opredeljene kot zelo nizko (VL) — 14 % bolnikov, nizko (L) —33 %, zmerno nizko (ML)
—11 %, zmerno visoko (MH) — 11 %, visoko (H) — 14 % in zelo visoko (VH) — 17 % bolnikov. Nem3ka
skupina je ugotovila podobno porazdelitev tveganja med skupinami, z nagnjenostjo h kategorijam
z nizkim tveganjem.
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V primerjavi z IPSS-R je IPSS-M pokazal vecjo natancnost napovedi pri vseh dolgorocnih klini¢nih
koncnih ciljih (OS, LFS, transformacija v AML) in prerazporedil skoraj polovico bolnikov z MDS
(46 %). Kot ucinkovit prognosticni model se je izkazal tudi pri sekundarnem oziroma z zdravljenjem
povezanim MDS.

Transformacija v AML je glavni vzrok smrti pri bolnikih z MDS z visokim tveganjem. Alogenska
presaditev krvotvornih maticnih celic (PKMC) ostaja edina moZnost ozdravitve.

Ker je prognoza MDS zelo razlicna, od nekaj mesecev do vec let, PKMC ni priporocljiva za vse
bolnike s to boleznijo. Za oceno primernosti za PKMC moramo upostevati tako bolnikove
znacilnosti kot bolezenske dejavnike. Z bolnikom povezani dejavniki, ki vplivajo na izid po PKMC
so starost, stanje zmogljivosti, krhkost in pridruZene bolezni. Pri opredeljevanju teh dejavnikov si
lahko pomagamo z razlicnimi orodji, kot so stanje zmogljivosti (Karnofsky score) in ocena
komorbidnosti (HSCT-CI). Starost sama po sebi ni kontraindikacija za PKMC. V Studijah ni bilo
bistvene razlike v triletni umrljivosti brez ponovitve bolezni in celokupnem prezivetju med bolniki
starejSimi od 65 let in bolniki med 55 in 64 let. Bolniki z MDS z visokim tveganjem, brez resnih
pridruzenih bolezni, so tako lahko kandidati za PKMC vse do starosti 70-75 let. Pri bolnikih z MDS
z visokim tveganjem se je izkazalo, da s PKMC izboljSamo preZivetje, zato je bolnike z visokem
tveganjem, ki so glede na zgoraj navedene znacilnosti za ta nacin zdravljenja primerni, smiselno
napotiti na PKMC.

Ker IPSS-R ne vkljucuje somatskih mutacij, so lahko bolniki napacno razvrsc¢eni kot MDS z nizkim
tveganjem, Ceprav se bo njihova bolezen v resnici obnaSala bolj agresivno zaradi somatskih
mutacij z visokim tveganjem (ASXL1, RUNX1, TP53, ETV6). Pri teh bolnikih lahko IPSS-M ponudi
boljSe napovedovanje in izbiro kandidatov za PKMC. O PKMC je potrebno razmisliti tudi pri
bolnikih, ki so na podlagi ocene IPSS-R razvr$¢eni v srednje tveganje, e imajo pomembno fibrozo
kostnega mozga, vec kot 5 % blastov v kostnem mozgu, kompleksen kariotip in hude citopenije
(Hb < 80 g/L, nevtrofilni granulociti < 0,8 x 10%/L, trombociti < 50 x 10%/L). Ker so moZnosti
zdravljenja po zdravljenju s hipometilirajo¢imi zdravili (HMA) omejene, poznejsi izidi pa slabi,
moramo o napotitvi na PKMC razmisliti tudi pri bolnikih po odpovedi zdravljena s HMA, ne glede
na prognosti¢no skupino bolezni.

Optimalni ¢as presaditve ni znan. Preucevali so tri strategije presaditve (ob diagnozi, ob
transformaciji in tik pred transformacijo) za vse skupine tveganja. Izkazalo se je, da je pri bolnikih
z nizkim in srednjim tveganjem odloZena presaditev povecala pri¢akovano Zivljenjsko dobo, kar je
Se posebej veljalo za bolnike mlajse od 40 let, medtem ko se je pricakovana Zivljenjska doba
bolnikov z MDS s srednjim ali visjim tveganjem po IPSS-R z odloZitvijo PKMC skrajsala. V analizo
sicer niso bili vkljuceni podatki o somatskih mutacijah z visokim tveganjem ali refraktarnih
citopenijah pri bolnikih z nizkim ali srednje visokim tveganjem.
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Na KO za hematologijo UKC Ljubljana je bilo v obdobju od marca 2020 do marca 2023 na PKMC
napotenih 24 bolnikov z MDS. Od tega 11 Zensk in 13 moskih, mediana starost ob postavitvi
diagnoze je bila 55,5 (38-71) let. Glede na IPSS-R je imelo 17 % bolnikov MDS z zelo visokim
tveganjem, 29 % z visokim tveganjem, 33 % s srednjim tveganjem, 13 % z nizkim tveganjem in 8 %
bolnikov MDS z zelo nizkim tveganjem. Pri 16 bolnikih je bil ob diagnozi opravljen NGS in izracunan
IPSS-M, ki je 12 % bolnikov razvrstil v skupino z zelo visokim tveganjem, 25 % z visokim tveganjem,
25 % s srednje visokim, 19 % s srednje nizkim in 19 % bolnikov z nizkim tveganjem. Ob upostevanju
IPSS-M je bilo 37 % bolnikov prerazporejenih v skupino z visjim tveganjem, 6 % bolnikov v skupino
zZ nizjim tveganjem, pri 57 % bolnikov pa glede na IPSS-R ni priSlo do spremembe tveganja.

Celovita molekularna analiza je postala nov standard za napovedovanje tveganja pri bolnikih z
MDS. Na podlagi temeljite diagnosti¢ne in klini¢ne obravnave lahko bolnikom z uporabo sodobnih
prognostic¢nih tockovalnih sistemov kot je IPSS-M zagotovimo najprimernejse zdravljenje.
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Uvod

Leta 2022 smo prejeli prve kardioloSko-onkoloske smernice, ki celostno obravnavajo  klini¢ni
pristop k onkoloSkemu bolniku. Kardiotoksi¢nost, ki je posledica onkoloskih terapij, namrec
pomembno vpliva na uspesnost celotnega zdravljenja. Zaradi neenotnosti definicij kot tudi
pomanjkanja raziskav s tega podrocja so bile smernice oblikovane predvsem na podlagi konsenza
strokovnjakov, ki so prihajali iz Evropskega zdruZenja za kardiologijo, Evropskega zdruZenja za
radioterapijo in onkologijo ter Mednarodnega zdruzenja za kardio-onkologijo. Namen priporocil
je bil strniti v en dokument to Siroko podrocje, jasno definirati sréno Zilno prizadetost povezano
z onkolosko terapijo in predstaviti celostno vodenje bolnikov, Se zlasti tistih, ki v zdravljenje
vstopajo z 7e prisotnim sréno Zilnim obolenjem (SZ0O) oziroma, je razvoj le-tega ob onkoloski
terapiji zelo verjeten.

Smernice so obseZne in vsebujejo definicijo s kemoterapijo povzrocene prizadetosti sréno-zZilnega
sistema (CTR-CVD, ang. cancer therapy - related cardiovascular toxicity), prikazujejo oceno sréno-
Yilnega sistema (SZS) ob diagnozi rakave bolezni, kot tudi med onkolosko terapijo in ter po
zaklju¢enem zdravljenju. Sistemati¢no opredeljujejo koristi in tveganje zdravljenja z razlicnimi
skupinami protirakavih terapij. Cilj integrirane obravnave med onkologi in kardiologi je v
optimalnem vodenju in ohranjanju zdravja SZS.

Na klinicnem oddelku za hematologijo v Univerzitenem klinicnem centru Ljubljana redno izvajamo
oceno sréno-zZilnega stanja pri bolnikih z akutnimi levkemijami. Na podlagi starosti, kliniéne ocene,
UZ srca in biokemic¢nih kazalcev sréne prizadetosti se odloCamo o intenzivnosti
kemoterapevtskega zdravljenja.
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Opredelitev sréno-Zilnega tveganja ob diagnozi akutne levkemije

Potek razvoja CTR-CDV lahko zelo dinamicéen in je odvisen od zadetne prizadetosti ter od kasnejse
izpostavitve kardiotoksi¢nim zdravilom. Ze dolgo je znano, da dolocene skupine
kemoterapevtikov, kot npr. antraciklini, ki se uporabljajo Ze ve¢ desetletij pri zdravljenju AML,
okvarjajo sréno misico in je njihov ucinek povezan s komulativnim odmerkom.

Pri oceni SZS upostevamo kliniéno oceno in rezultate opravljenih preiskav. Pri klini¢ni oceni
upostevamo anamnezo dosedanjih zdravljenj, anamnezo sréno-zZilne prizadetosti, prisotnost
dejavnikov tveganja za sréno-Zilno obolenje (SZ0), klini¢ni pregled in meritve vitalnih znakov (krvni
tlak, frekvenca srca, indeks telesne mase). Med preiskave za oceno SZS sodijo pro BNP, troponin,
EKG, glukoza na tesce ali HbAlc, ocena ledvi¢nega delovanja, lipidogram in transtorakalni UZ srca.
Bolnike glede na ugotovitve uvrstimo v skupine tveganj za SZO in sicer v nizko, srednje, visoko ali
v skupino z zelo visokim tveganjem. Na drugi strani izbrana kemoterapija vpliva tako na resnost,
trajanje kot obliko SZO. Ce je zelo verjetno, da bolnik utrpi kardiotoksi¢ni u€inek kemoterapije,
vendar blage stopnje, zdravljenja ne prekinjamo. Na drugi strani moramo terapijo prekiniti, kadar
se razvije huda prizadetost srca. Tak primer je npr. poslabSanjem sistolicne funkcije levega
prekata <40% ob terapiji z antraciklini, ki jih uporabljamo v shemah zdravljenja AML.

Kardiotoksi¢nost antraciklinov je dobro poznana in povezana s kumulativnim odmerkom, ki ga ne
smemo preseci. Prejem doksorubicina v odmerku =250 mg/m2 ali ekvivalentnega drugega
antraciklina je povezan z visokim tveganjem za SZO. V tabeli 1 so navedeni ekvivalentni odmerki
antraciklinov.

Tabela 1. Ekvivalentni odmerki antraciklinov

DOKSORUBICIN = EPIRUBICIN = DAUNORUBICIN = MITOKSANTRON | IDARUBICIN

Razmerje 1 0.8 0.6 10.5 5
Ekvivalentni 100 mg/m? 125 167 mg/m? 9.5 mg/m? 20 mg/m?
odmerek mg/m?
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S kemoterapijo povzroceni sréno-zilni zapleti

V priporodilih so natan¢no definirani sréno-zilni zapleti; od kardiomiopatij, srénega popuscanja,
miokarditisov, prizadetosti Zilja, hipertenzije, aritmij do podaljSanje QTc dobe. Definicije stopnje
simptomatske in asimptomatske CRT-CVT so prikazane v tabeli 2.

Tabela 2. Razdelitev in definicija CRT-CVT

S kemoterapijo povzrocena okvara srca

simptomatska zelo huda | inotropno zdravljenje, mehanska podpora cirkulacije,
razmisljanje o presaditvi
huda hospitalizacija zaradi srénega popuscanja
zmerna potreba po intenzivirani diureticni terapiji in uvedbi druge
terapije srénega popuscanja ambulantno
blaga blagi simptomi srénega popuscanja
asimptomatska huda upad LVEF < 40% na novo

zmerna upad LVEF >10% na EF 40-49%
ali dodaten upad LVEF <10% na EF 40-49%
in nov upad GLS za >15%
ali nov porast v sr¢nih biomarkerjev
blaga LVEF 250%
in nov upad GLS >15%
in/ali nov porast srénih biomarkerjev

LVEF-ang. left ventricular ejection function, iztisni deleZ levega ventrikla

Preprecevanje in spremljanje sréno-zilnih komplikacij med zdravljenjem

Pomembno je, da CRT-CVT zgodaj prepoznamo. Pri tem uporabljamo kliniéno oceno, meritve
proBNP in troponina, predvsem pa UZ oceno srca. Ta nam da vpogled v strukturo in funkcijo srca.
Kvantitativnho ocenjujemo velikost, debelino sten, sistolicno funkcijo obeh prekatov, morebitne
segmentne motnje krcenja, diastoli¢no funkcijo, nepravilnosti zaklopk, ocenjujemo tlak v pljucni
arteriji in perikard. Veliko bolj obcutljiv kazalec zgodnje okvare miokarda je GLS (ang. global
longitudinal strain, globalna longitudinalna deformacija). Znizana vrednost GLS lahko pokaze
prikrito okvaro miokarda Se preden jo zaznamo s klasicho meritvijo iztisnega deleZa levega
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prekata. Relativno zmanjSanje GLS za vec kot 15% glede na stanje pred kemoterapijo je kazalec
zgodnje okvare miokarda. Preiskava je zato v smernicah evropskega zdruzenja za kardiologijo pri
obravnavi bolnikov z rakom priporocena kot prednostna, pred klasi¢nimi kazalci sistolicne
funkcije.

Prizadetosti miokarda, ugotovljena bodisi z poslabSanjem GLS ali z Ze jasno znizano sistolno
funkcija levega prekata, je potrebno skrbno spremljati, uvesti ustrezno kardialno terapijo in z
izbiro nadaljnje onkologke terapije zmanjsati verjetnost dodatnega poslabsanja SZO. Hkrati je
pomembno spodbuditi bolnike k ¢im bolj zdravemu Zivljenjskemu slogu in ustrezno zdraviti
dejavnike tveganja SZ0 (povisan krvni tlak, zviS$ane ma$¢obe, sladkorno bolezen).

Prepoznavanje in zdravljenje sréne toksicnosti med zdravljenjem AML

Pri terapiji AML se v standardnih shemah uporablja zlasti daunorubicin. Z antraciklini povzrocena
kardiotoksi¢nost je odvisna od odmerka in je kumulativni proces.

Pri bolnikih, ki imajo visoko ali zelo visoko tveganje SZO, se svetuje redno spremljanje
biomarkerjev (proBNP, troponin). Vedno je potrebno opraviti UZ srca pred zaCetkom
kemoterapije (ocena sistolicne funkcije levega prekata in GLS), 12 mesecev po zakljuceni
kemoterapiji oz. po 3 mesecih pri bolnikih z visokim ali zelo visokim veganjem SZ0. UZ srca se
priporoéa tudi ob vsaki kumulativni prekoraditvi antraciklinov >250mg/m? doksorubicina oz.
ekvivalentnega odmerka drugega antraciklin (glej tabelo 1) Izkazalo se je, da so liposomalne oblike
antraciklinov (liposomalni doksorubicin, liposomalni daunorucibin) manj toksicne za srce, kar se
pripisuje drugacni distribuciji zdravila. Nekatere raziskave so pokazale tudi, da neurohumoralna
terapija (zavora renin-angiotenzin-aldosteronske osi) med terapijo z antraciklini zmanjsa
verjetnost okvare miokarda. Ce ob terapiji bolnik utrpi simptomatsko kardiotoksi¢nost, je pogosto
potrebno terapijo vsaj zaCasno prekiniti in uvesti terapijo srcnega popuscanja (ACE inhibitor ali
sartan, beta blokator, SGLT2 inhibitor in agonist mineralokortikoidnega receptorja). V primeru
nadaljevanja zdravljenja je pomembno, da se odmerek antraciklina zmanjSa na najmanjsi
mozen,lahko se preide na liposomalno obliko zdravila ali pa se so€asno aplicira dexrazoksan, ki je
kardioprotektivno zdravilo. To se Se posebej uporablja, pri presezenem komulativnem odmerku
doksorubicina >300 mg/m? doksorubicina oziroma ekvivalentnega odmerka drugega antraciklina.
Zdravilo se uporablja tudi v primeru ekstravazacije antraciklina. Deluje tako, da veZe Zelezo in
zmanjsa njegovo prisotnost v kompleksih z antraciklinom in zmanjsa nastajanja mocno reaktivnih
kisikovih radikalov, ki se jim pripisuje odgovornost za kardiotoksi¢no delovanje.
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Zakljucek

Celostno vodenje onkoloskih bolnikov postaja ob novim moZnostih zdravljenja vse bolj
kompleksno in interdisciplinarno. Ob uporabi kardiotoksic¢ne terapije je pomembno pravocasno
odkrivanje prizadetosti srca, ustrezno zdravljenje in tudi prepreCevanje poslabsanj. To lahko
dosezemo le s sledenjem priporoceni obravnavi in tudi z vpeljavo dodatnih kazalcev prizadetosti
srca kot je GLS, ki hitreje pokaZe okvaro sréne misSice. Ohranjanje zdravja sr¢no-Zilnega sistema je
namrec kljuéno za kvalitetno dolgoro¢no prezivetje bolnikov z rakom.
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Izbira starejSega bolnika primernega za alogensko PKMC, integracija bolnikovih in
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Alogenska presaditev krvotvornih mati¢nih celic (aloPKMC) neredko predstavlja edino moznost
ozdravitve krvnih bolezni. Zdravljenje je dolgotrajno in umrljivost vezana zanj je lahko visoka. 1-
letno celokupno prezivetje (OS) po aloPKMC je 72.1% in umrljivost, ki ni povezana s ponovitvijo
bolezni (non-relapse mortality - NRM) je 12.2%. Dejavniki tveganja za zaplete aloPKMC so slabo
splosno telesno stanje bolnika (performance status — PS), Stevilne pridruzene bolezni, visja starost,
slabse sodelovanje bolnika pri zdravljenju, vecje Stevilo rezimov kemoterapije pred aloPKMC,
neugodne citogenetske znacilnosti in slabsa ucinkovitost predhodnega zdravljenja. O ustreznosti
za zdravljenje z aloPKMC se odloc¢a od primera do primera upostevajoc klinicno presojo tveganj in
koristi vezanih na bolnika ter bolnikovih Zelja.

Bolezenske znacilnosti

Odlocitev o aloPKMC mora vsebovati oceno osnovne krvne bolezni; vrsta, ucinkovitost
predhodnega zdravljenja ob presaditvi (popolna remisija — CR, delna remisija — PR, pozitivha
minimalna rezidualna bolezen — MRD) in citogenetskih ter molekularno-genetskih znacilnosti.
Tako lahko ocenimo tveganje za ponovitev bolezni po aloPKMC. V vecini primerov lahko s
predhodnim zdravljenjem doseZzemo vsaj delno remisijo, vendar pa neZeleni sopojavi zdravljenja
s kemoterapijo vplivajo na fizi€no kondicijo bolnika pred samo aloPKMC.

Indeks tveganja bolezni ("'disease risk index" oz. DRI) je prognosticni indeks aloPKMC, ki se
osredotoca samo na bolezenske parametre. Na podlagi tega indeksa so bolniki razporejeni v 4
skupine glede na vrsto krvne bolezni in ucinkovitost zdravljenja pred aloPKMC. 2-letni OS po
aloPKMC je 64% za skupino z nizkim tveganjem, 51% za skupino z srednjim tveganjem, 34% za
skupino z visokim tveganjem in 24% za skupino z zelo visokim tveganjem. DRI sicer v klini¢ni praksi
v Sloveniji ne uporabljamo.

Ocena bolnika pred aPKMC

Predpresaditvena ocena vkljuuje natan¢no anamnezo in status, laboratorijske izvide, EKG,
spirometrijo z DLCO, slikovne preiskave (rtg prsnega kosa, UZ srca) in preiskave za opredelitev
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stanja bolezni pred aloPKMC. Pri klinicnem statusu vklju¢imo indeks telesne mase in oceno PS po
ECOG lestvici in Karnofsky lestvici (priporocljivo je, da je kandidat za aloPKMC vsaj ECOG £ 2 in
vsaj Karnofsky 2 70 za mieloablativno kondicioniranje in 250 za nemieloablativno kondicioniranje).

Z bolnikom in svojci se opravi natancen informativni pogovor o kratkorocnih in dolgorocnih
tveganjih in koristih zdravljenja z aloPKMC. Bolniku ponudimo tudi moznost ohranitve plodnosti z
zamrznitvijo jajénih celic ali semenske tekocine. Pogovor na pobudo le¢ecega hematologa opravi
hematolog, ki je usmerjen v zdravljenje z aloPKMC.

Vpliv za bolnikova vezanih dejavnikov tveganja

Ko se odlo¢amo o aloPKMC, upostevamo bolnikovo fiziéno pripravljenost. Slednjo moramo
smiselno oceniti. Posamezen dejavnik tveganja namrec¢ avtomati¢no ne izklju¢uje bolnika za
aloPKMLC.

Starost mora biti vklju¢ena v odlocitev o aloPKMC, vendar ne sme biti edini omejitveni dejavnik.
Z rastoCo starostjo (> 65 let) je odlocitev za aloPKMC teZja, tudi ¢e sam bolnik nima ocitnih
pridruzenih bolezni.

StarejSim bolnikom neredko ni ponujena moznost aloPKMC zaradi ve¢ socasnih pridruzenih
bolezni, slabsega PS, neugodne citogenetike in velje moZnosti za ponovitev bolezni.
Retrospektivna raziskava CIBMTR (Center for International Bone & Marrow Transplant Research)
pri bolnikih 260 let z akutno mieloblastno levkemijo (AML), ki so bili po prvi CR zdravljeni s Se enim
krogom konsolidacijskega zdravljenja vs. z aloPKMC, je pokazala visji NRM pri aloPKMC, vendar pa
je bil 5-letni OS 13.8% vs. 28.6%. Celo pri bolnikih >70 let je CIBMTR Studija ugotovila 2-letni OS
39%. Bolniki, ki so bili zdravljeni z aloPKMC, so bili v povprec¢ju mlajsi (srednja starost 64.2 vs. 67.9
let), vendar so imeli v veéjem Stevilu AML z visokim tveganjem (sekundarna AML, neugodna
citogenetika).

Z razvojem nemieloablativnih rezimov kondicioniranja (NMA) in reZimov kondicioniranja z znizano
intenziteto (RIC) je aloPKMC mogoca tudi pri starejsSih bolnikih in bolnikih z ve¢ pridruzenimi
boleznimi. Toksicnost je namre¢ manjsa. Mieloablativni nacin kondicioniranja povzro¢i daljSo
pancitopenijo, ki zahteva dolgo podporno zdravljenje vseh vrst krvnih celic. Medtem ko NMA
povzroca krajse obdobje pancitopenije. RIC sodi nekje vmes. V primerjavi z mieloablativnim
nac¢inom kondicioniranja je pri NMA/RIC niZji NRM, vendar pa je ve¢ja moznost za ponovitev
bolezni. Mieloablativni nacin kondicioniranja se uporablja okvirno do 55. leta starosti, medtem ko
je bil NMA/RIC uporabljen pri bolnikih tudi do 75. leta, ki so bili v zelo dobri splosni kondiciji.

Starejsi bolniki so zaradi slabSe funkcionalne rezerve bolj podvrzeni vsem zapletom aloPKMC, tudi
bolezni presadka proti gostitelju (GVHD). Slednji je vezan na umrljivost in moc¢no vpliva na
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popresaditveno kvaliteto Zivljenja. Incidenca GVHD je vecja pri mieloabativnem rezimu
kondicioniranja in v primeru HLA-neskladnega nesorodnega darovalca.

V EBMT (European Society for Blood and Marrow Transplantation) retrospektivni raziskavi registra
1333 bolnikov s sekundarno AML ali mielodisplasti¢nim sindromom (MDS) starih 250 let, ki so bili
zdravljeni z aloPKMC je bil v starostnih skupinah 50 do 60 let vs. nad 60 let 4-letni OS 34% vs. 27%
in 4-letni NRM 36% vs. 39%. Tudi druge Studije s strani CIBMTR podpirajo tezo, da je aloPKMC pri
starejSih bolnikih izvedljiva moZnost zdravljenja.

PridruZzene bolezni so pomemben dejavnik pri odlo¢anju o zdravljenju z aloPKMC. Nemalokrat
omogocajo tudi prilagoditev zdravljenja na nacin, ki zmanjsa nadaljnje toksi¢ne ucinke na slabo
delujo¢ organ.

V predpresaditvenem obdobju imamo na voljo ve¢ orodji za oceno NRM in OS. To so mEBMT
lestvica ocene tveganja, HCT-CI lestvica ocene tveganja (Hematopoetic Cell Transplantation-
Specific Comorbidity Index) ipd. Ocena tveganja po mEBMT lestvici vkljuCuje Stiri kategorije;
starost, ucinkovitost zdravljenja pred aloPKMC, histokompatibilnost darovalca in prejemnika ter
spol darovalca in prejemnika. Prvotno je bila misljena za bolnike s kroni¢no mieloi¢no levkemijo
(KML), vendar so jo kasneje razsirili Se na druge krvne bolezni. HCT-CI lestvica ocene tveganja
vkljucuje le bolnikove pridruzene bolezni in predhodna rakava obolenja. Bolniki so razporejeni v
tri skupine; z nizkim tveganjem (0 tock), s srednjim tveganjem (1-2 tocki) in z visokim tveganjem
(23 tocke). 2-letni NRM v skupini z nizkim, srednjim in visokim tveganjem je 14%, 21% in 41% in
2-letni OS 71%, 60% in 34%.

Vsaka posamezna lestvica ocene tveganja je slab napovedni dejavnik OS. V raziskavah kombinacij
lestvic se je kot napovednik za OS najbolj izkazala uporaba HCT-CI skupaj z DRI.

Stanje bolnika, vezano za okuzbe, preverimo pred samo aloPKMC. Bolnik pred aloPKMC ne sme
prebolevati aktivnih okuZzb. Seropozitivnost na dolocene infekcijske bolezni (hepatitis A, B, C, HIV,
tuberkuloza) ni izkljucitveni dejavnik bolnika za aloPKMC, vendar pa je potrebno vedeti stadij
infekcijske bolezni pred aloPKMC.

Pomemben je tudi prehranski status in telesna teza, saj imajo podhranjeniin prekomerno hranjeni
bolniki vec¢ zapletov aloPKMC. Prav tako je distribucija in farmakokinetika zdravil razli¢na.

Psihosocialni in socioekonomski vidik

Pred aloPKMC opravimo psiholosko oceno bolnika. Preverimo tudi, kakSno podporno strukturo
ima bolnik doma in se pogovorimo s svojci, ki mu bodo morali biti v oporo. Slab socioekonomski
status negativno vpliva na uspeh aloPKMC, saj je pogosteje povezan z slabsimi bivalnimi pogoji, ki
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lahko predstavljajo tveganje za okuzbo pri imunokompromitiranih bolnikih po aloPKMC. Prav tako
imajo bolniki s slabsim socioekonomskim statusom pogosto slabsi PS in vec pridruzenih bolezni.

Zakljucek

Z napredkom shem priprave na aloPKMC, alternativnih virov darovalcev (npr. haploidenti¢na
aloPKMC) in vse boljSe popresaditvene nege in oskrbe lahko aloPKMC ponudimo tudi starejsim
bolnikom in bolnikom s pridruzenimi boleznimi. Glede na CIBMTR bazo podatkov je bilo v ZDA leta
2019 skupno 41% aloPKMC opravljenih pri bolnikih 260 let in 10% pri bolnikih 270 let. Kljub vse
vecjemu Stevilu presajenih starejsih bolnikov pa je dejstvo, da se vecina krvnih bolezni, ki jih
zdravimo z aloPKMC pojavlja pri Se starejSi populaciji kot je opisana v navedenih klini¢nih
raziskavah. Srednja starost ob diagnozi AML je namrec€ 68 let in pri bolnikih starejsih od 65 let je
5-letni OS <5%. Odlocanje glede pristopa k zdravljenju starejSih bolnikov je tezko. Potrebne so
nadaljnje raziskave, da bomo lahko varneje in z ve¢jo gotovostjo napotili starejSe bolnike na
aloPKMC.
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Uvod

Policitemija vera je kroni¢na, napredujo¢a mieloproliferativha novotvorba, ki je povezana s
prisotnostjo mutacije JAK2 (ekson 14 ali 12). Mutacija povzroci aktivacijo znotrajceli¢ne signalne
poti JAK/STAT. Incidenca bolezni je ocenjena na 1,9/100 000, z mediano starosti 60 let, desetina
bolnikov je mlajsih od 40 let.

Za bolezen je znacilno povecano Stevilo eritrocitov, lahko pa tudi trombocitov in levkocitov.
Bolniki lahko imajo povecano vranico, pogosto so prisotni tudi B simptomi (hujSanje, nocno
potenje, nenamerna izguba telesne teZe, povisana telesna temperatura) in srbecica koZe. Bolezen
je povezana z nizjo kvaliteto Zivljenja, vecjo pojavnostjo tromboemboli¢nih zapletov in
nevarnostjo za napredovanje v mielofibrozo ali akutno levkemijo. Zdravljenje je usmerjeno v
zmanjSevanje tveganja za trombemboli¢ne dogodke in simptomov bolezni.

Odlocitev o zdravljenju prave policitemije pri bolniku je odvisna od tveganja za trombozo. Bolnike
izhodno zdravimo z venepunkcijami in acetilsalicilno kislino. Ciljne vrednosti hematokrita so pod
45 % pri moskih in pod 42 % pri Zenskah.

Dodatno citoreduktivno zdravljenje potrebujejo bolniki starejsi od 60 let, bolniki s predhodnim
tromboti¢nim dogodkom in bolniki, ki izpolnjujejo enega od kriterijev:

- neprenasanje venepunkcij,

nezadostna kontrola hematokrita z venepunkcijami,

progresivna simptomatska splenomegalija,

vztrajajoda levkocitoza ( > 15 x 10%/L),
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- napredujoca levkocitoza (podvojitev vrednosti ob L > 10 x 10%L, ali 50 % povecanje ob
vrednosti levkocitov > 10 x 10%/L),

- visoka trombocitoza ( > 1500 x 10°/L),
- visoko tveganje za kardiovaskularne dogodke,
- izraziti simptomi bolezni.

Citoreduktivna terapija izbora v prvi liniji je hidroksiurea. V drugi liniji se odlocamo med
zdravljenjem z interferonom alfa in ruksolitinibom.

Zdravljenje z interferonom alfa

Interferoni so citokini z imunomodulatornimi znacilnostmi. Zadnji izsledki raziskav kazejo, da
zdravljenje z interferonom alfa vpliva na aktivnost krvotvornih maticnih celic.

Interferon alfa je lahko terapija izbora v drugi liniji zdravljenja in omogoca dober nadzor nad
eritrocitozo in trombocitozo pri priblizno 80 % bolnikov s policitemijo vero. Pri 5-10% bolnikov je
dodatno opisano tudi zmanjsanje alelnega bremena, kar za druge terapije ni bilo dokazano.

Terapija ucinkovito vpliva na zmanjsanje B simptomov in srbecice ter s tem izboljsa kvaliteto
Zivljenja bolnikov. Hematoloski odgovor pri zdravljenju z interferonom se, za razliko od zdravljenja
s hidroksiureo, s casom zdravljenja poglablja.

Pegiliran interferon ima manj neZelenih stranskih ucinkov v primerjavi s standardnim
interferonom, vendar ga nekateri bolniki Se vedno slabse prenasajo. Pegilirane oblike interferona
imajo podaljSano razpolovno dobo in omogocajo redkejse aplikacije.

V PROUD-PV studiji so primerjali zdravljenje s pegiliranim interferonom alfa in hidroksiureo v
obdobju 3 let. Zgolj 8 % bolnikov je prenehalo s terapijo zaradi neprenasanja zdravila. Raziskave
prenasanja terapije iz klinicnega okolja porocajo slabse podatke, do 30 % bolnikov preneha
zdravljenje zaradi vrocine, bole€in v miSicah in kosteh, slabosti ali bruhanja. V primerjavi s
hidroksiureo ima interferon tudi ve¢ neZelenih ucinkov stopnje 3 in 4. Zraven hematoloske
toksi¢nosti moramo biti posebej pozorni na nevropsihiatricni vpliv (poglabljanje depresije),
hepatopatijo in avtoimune zaplete (hipotiroidizem, hepatits, vaskulitis).

Zdravljenje z interferonom ima trenutno mesto pri bolnikih, mlajsih od 40 let in nosecnicah, ki
potrebujejo citoreduktivno zdravljenje ter v drugi liniji zdravljenja.
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Vloga interferona alfa v prvi liniji zdravljenja bolnikov z malim tveganjem za trombemboli¢ne
dogodke

Vse bolj se preiskujejo moZnosti uvajanja zdravljenja z interferonom alfa pri bolnikih z nizkim
tveganjem. Barburi et al. so v Studiji Low-PV preiskovali ucinkovitost zdravljenja z pegiliranim
interferonom alfa v primerjavi z venepunkcijami pri bolnikih s policitemijo vero z malim
tveganjem. Po enem letu terapije je 84 % bolnikov zdravljenih s pegiliranim interferonom doseglo
ustrezno zniZanje hematokrita v primerjavi z 60 % bolnikov v kontrolni skupini. Bolniki v
preiskovalni skupini so imeli tudi niZje vrednosti levkocitov, trombocitov, uspeSnejSe zmanjsanje
velikosti vranice in zmanjsanje JAK2 V617F alelnega bremena. Varnostni profil pegiliranega
interferona alfa je bil ugoden. Bolniki, ki so prejemali citoreduktivho terapijo, so navajali
izboljSanje kvalitete Zivljenja. Zaradi kratkega trajanja Studije ni dokazov o zmanjSanem tveganju
za tromboti¢ne dogodke. Zdravljenje z interferonom v prvi liniji prinasa kratkotrajne prednosti v
primerjavi s hidroksiureo. Hkrati moramo upostevati varnostni profil in stranske ucinke terapije
ter stroske zdravljenja z interferonom. Potrebne bodo dodatne preiskave, ki bodo natancneje
pojasnile vpliv terapije z interferonom na tveganje za prehod v mielofibrozo, zmanjSanje
tromboticnih dogodkov in izboljSanje kvalitete Zivljenja.

Zdravljenje z ruksolitinibom

Ruksolitinib je selektivni zaviralec JAK in pri bolnikih s policitemijo vero utisa hipersenzitivnost
krvotvorne mati¢ne celice. RESPONSE studija je preiskovala ruksolitinib v drugi liniji zdravljenja
PV. Ruksolitinib je primerjala z najboljSo alternativno terapijo (interferon alfa ali pegiliran
interferon alfa, anagrelid ali opazovanje). Potrebno je poudariti, da je zgolj 14 % bolnikov v
kontrolni skupini prejemalo interferon alfa ali pegiliran interferon alfa. Ruksolitinib je zmanjsal
potrebe po venepunkcijah (zgolj Se 20 % bolnikov) in velikost vranice pri vec kot tretjini bolnikov.
Pri polovici bolnikov je priSlo do zmanjSanja simptomov bolezni. V prvih 6 mesecih opazovanja je
bilo manj tromboemboli¢nih dogodkov. Najvecje izboljsanje kvalitete Zivljenja so porocali bolniki
s simptomatsko splenomegalijo in srbecico.

Vecina bolnikov je terapijo dobro prenasala, saj jih je 83 % ostalo na terapiji ves ¢as opazovanja
(80 tednov). Ob hematoloski toksi¢nosti so imeli bolniki ve¢ herpes zoster okuzb in veéjo pojavnost
koZnega raka.

Za zdravljenje policitemije vere z ruksolitinibom se odlo¢imo v drugi liniji zdravljenja pri bolnikih s
simptomatsko splenomegalijo, izrazito srbecico ali ob napredovanju v mielofibrozo.
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Zakljucek

Zdravljenje je usmerjeno v zmanjsevanje tveganja za tromboemboli¢ne dogodke in simptomov
bolezni. Bolnike z nizkim tveganjem zdravimo z venepunkcijami in acetilsalicilno kislino. V primeru
potrebe po citoreduktivnem zdravljenju se v prvi liniji odlo¢imo za hidroksiureo. Zdravljenje z
interferonom ima trenutno mesto pri mlajsSih od 40 let in nosecnicah, ki potrebujejo
citoreduktivno zdravljenje ali v drugi liniji zdravljenja. V drugi liniji zdravljenja se za ruksolitinib
odlo¢imo pri bolnikih s simptomatsko splenomegalijo, izrazito srbecico ali ob napredovanju v
mielofibrozo.
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Opredelitev

Primarna mielofibroza (PMF) je ena izmed kronicnih mieloproliferativnih neoplazem, kamor
uvrs¢amo Se pravo policitemijo (PRV), esencialno trombocitozo (ET), kroniéno mieloi¢no levkemijo
(KML), kronicno eozinofilno levkemijo, kroni¢no nevtrofilno levkemijo in neopredeljene kroni¢ne
mieloproliferativne neoplazme (MPN), ki jih na podlagi diagnosti¢nih meril ne moremo uvrstiti v
nobeno izmed omenjenih entitet (klasifikacija WHO 2016).

Za PMF vecinoma zbolevajo starejsi, bolezen je pred 50 letom starosti redka, mediana starost ob
postavitvi diagnoze znasa 67 let. Znacilna je klonska proliferacija celic mieloi¢ne vrste, katerih
dozorevanje in funkcionalnost vsaj v zacetni fazi bolezni sicer nista izraziteje motena (za razliko
od mielodisplasti¢nih sindromov), sta pa tako displazija kot disfunkcija s trajanjem bolezni
napredujoca. Znacilno je kopicenje vezivnega tkiva v krvotvornem kostnem mozgu, zaradi Cesar
hematopoetsko funkcijo prevzamejo drugi organi — predvsem vranica in jetra, lahko pa se otocki
krvotvornega tkiva pojavijo prakti¢no kjerkoli v telesu. Naravni potek bolezni vodi od prakti¢no
brezsimptomnega stanja do postopnega razvoja klasicne klinicne slike, ki je posledica
ekstramedularne hematopoeze in odpovedovanja kostnega mozga s posledi¢nimi citopenijami. V
obdobju napredovanja bolezni ali ob transformaciji bolezni v akutno mieloi¢no levkemijo (AML)
se pojavijo simptomi hipermetabolnega stanja. Transformacija v AML, ki se sicer pojavi pri
majhnem deleZu bolnikov, je poleg okuzb, trombemboli¢nih zapletov in krvavitev glavni vzrok
smrti.

Nacin zdravljenja je odvisen od izrazenosti simptomov, so€asnih bolezni, starosti bolnika in ocene
tveganja za napredovanje bolezni in transformacijo v AML. Bolnike lahko zgolj klinicno in
laboratorijsko spremljamo, zdravimo s hidroksiureo, JAK inhibitorji (ruksolitinib), danazolom,
eritropoetini, transfuzijami koncentriranih eritrocitov. Redko pride v postev kirurska
splenektomija ali radioterapija vranice. Za zdaj edina ozdravitvena terapija je alogenska
presaditev krvotvornih maticnih celic (aloPKMC).
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Diagnostika

Diagnozo postavimo na podlagi klini¢ne slike, laboratorijskih preiskav periferne krvi (krvna slika,
osnovna biokemija, molekularno genetske preiskave) in preiskav kostnega mozga ob upostevanju
klini¢nih kriterijev (tabela 1). Slikovne preiskave niso specifi¢ne in ne nudijo dodatnih informacij,
ki bi kakorkoli vplivale na postavitev diagnoze, zato ne spadajo v diagnosti¢ni algoritem.

Klinicna slika

- splo$ni simptomi: utrujenost, izguba telesne teze, blago zvisana telesna temperatura, no¢no
znojenje, srbecica

- simptomi ekstramedularne hematopoeze:

e izrazita splenomegalija s tiS¢anjem v zgornjem delu trebuha, hitro sitostjo in inapetenco,
lahko bolecine ob infarktu ali rupturi vranice

e hepatomegalija, ob napredovanju razvoj portalne hipertenzije z vsemi znanimi
posledicami

e kostne boleCine zaradi osteoskleroze in periostitisa (predvsem vretenca, rebra, dolge
kosti okoncin), sklepne bolecine ob sekundarnem protinu

e hemoptize in dispneja pri hematopoezi v pljucih in pljuéni hipertenziji
- simptomi anemije: utrujenost, zadihanost, bledica, palpitacije, tahikardija

- trombemboli¢ni zapleti: obi¢ajno venske tromboze, pogosto v splanhni¢cnem Zilju (portalna
tromboza)

Laboratorijski izvidi

- anemija, obicajno normocitna, zmerne do hude stopnje (znadilna je anizocitoza, dakriociti in
nezreli eritrociti v periferni krvi, polikromazija)

- lahko levkocitoza (nevtrofilija) in trombocitoza ali levkopenija in trombocitopenija,
levkoeritroblastna krvna slika s pomikom v levo do blastne celice

-povecana aktivnost alkalne fosfataze, LDH, povisana koncentracija sec¢ne kisline in vitamina B12,
patoloski jetrni testi
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- citogenetske preiskave: niso potrebne za postavitev diagnoze, so pa v pomoc pri prognozi

- molekularna genetika: mutacije JAK2 V617F (60-65% bolnikov), CALR (20-25% bolnikov), MPL
(5% bolnikov), 8-10% bolnikov »trojno negativnih«, drugi monoklonski markerji ( ASXL1, EZH2,
TET2, IDH1/IDH2, SRSF2, SF3B1)

Preiskave kostnega mozga
- citoloska punkcija je obic¢ajno suha

- biopsija je obvezna (prikaz fibroze z barvanjem na retikulin, ekspanzija sinusoidov kostnega
mozga z osteosklerozo, znotrajzilna hematopoeza, atipicna megakariocitna hiperplazija, v
posameznih primerih celularne faze PMF izrazita hiperplazija kostnega mozga z le malo fibroze)

Prognosticni pomen citogenetskih preiskav

- visoko tveganje: del7, i(17q), inv(3)/3921, 12p-/12p11.2, 119-/11g23, vse trisomije (npr.
+8/+9/+21/+19)

- srednje tveganje: vse ostale nenormalnosti

- nizko tveganje: normalen kariotip, izolirane nepravilnosti +9, 13g-, 20g-,
translokacije/duplikacije na kromosomu 1, nepravilnosti spolnih kromosomov vkljuéno z izgubo y

Mutacije z velikim tveganjem

- ASXL1 (38% bolnikov)

- SRSF2 (14% bolnikov)

- U2AF1Q157 (8% bolnikov)
- EZH2 (7% bolnikov)

- IDH1/2 (4% bolnikov)
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TABELA 1: DIAGNOSTICNI KRITERIJI (WHO 2016) — lo¢imo polno izrazeno PMF in pre-PMF

MAJOR KRITERIJI - PMF
1. proliferacija in atipija megakariocitov s fibrozo gradusa 2 ali 3
2. ni kriterijev za PRV, ET, BCR/ABL KML, MDS ali druge mieloi¢ne neoplazme

3. mutacija JAK2, CALR, MPL ali drug monoklonski marker (ASXL1, EZH2, TET2, IDH1/IDH2, SRSF2, SF3B1)
in izklju€ena reaktivna mielofibroza

MINOR KRITERUI - PMF (prisoten vsaj 1 ob dveh zaporednih pregledih)
1. anemija brez drugega vzroka

2. levkocitoza >11x10/9/L

3. tipna splenomegalija

4. poviSana aktivnost LDH

5. levkoeritroblastna krvna slika

ZA POSTAVITEV DIAGNOZE: vsi trije major + vsaj en minor kriterij

MAJOR KRITERUI - pre-PMF

1. proliferacija in atipija megakariocitov s fibrozo gradusa >1, povecana celularnost kostnega mozga z
granulocitno proliferacijo in pogosto zavrto eritropoezo

2. ni kriterijev za PRV, ET, BCR/ABL KML, MDS ali druge mieloi¢ne neoplazme

3. mutacija JAK2, CALR, MPL ali drug monoklonski marker (ASXL1, EZH2, TET2, IDH1/IDH2, SRSF2, SF3B1)
in izklju¢ena reaktivna mielofibroza

MINOR KRITERUI - pre-PMF (prisoten vsaj 1 ob dveh zaporednih pregledih)
1. anemija brez drugega vzroka

2. levkocitoza >11x10/9/L

3. tipna splenomegalija

4. povisana aktivnost LDH

ZA POSTAVITEV DIAGNOZE: vsi trije major + vsaj en minor kriterij
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Diferencialna diagnoza

PMF moramo predvsem lo¢iti od drugih mieloproliferativnih bolezni, pri katerih v kostnem mozgu
lahko naletimo na precej fibroze — PRV, ET, KML, MDS, mastocitoze, kroni¢ne mielomonocitne
levkemije. Fibroza kostnega mozga lahko spremlja levkemijo dlakastih celic, limfome,
plazmocitom, metastaze solidnih tumorjev v kosti, nekatere imunsko pogojene bolezni (sistemski
lupus eritematozus, sistemsko sklerozo, polimiozitis, mesano vezivnotkivno bolezen), primarno
pljuéno hipertenzijo, ledvi¢no osteodistrofijo. Mielofibrozi identi¢na klini¢na slika se lahko razvije
pri bolnikih s predhodno znano PRV ali ET, kar imenujemo sekundarna mielofibroza.

Zdravljenje

Na nacin zdravljenja vplivajo znacilnosti bolezni in znacilnosti bolnika. PMF je v ve€ini primerov
bolezen starejSe populacije, pri kateri agresivna kemoterapija in presaditev krvotvornih maticnih
celic nista primerni. Obicajno so to bolniki s pridruzenimi kroni¢nimi boleznimi (predvsem sr¢no-
Zilna obolenja, kroni¢na ledvi¢na bolezen) in splosno telesno krhkostjo, kar moramo upostevati in
izbrati ¢im manj toksicno, predvsem v simptome bolezni usmerjeno zdravljenje. Uporabljamo
citoreduktivno terapijo s hidroksiureo, predvsem ob simptomatski splenomegaliji JAK inhibitorje,
ob simptomatski anemiji zdravimo podporno s transfuzijami koncentriranih eritrocitov,
kortikosteroidi, eritropoetini. Potrebno je preprecevanje trombemboli¢nih dogodkov. Obsevanje
oziroma kirurska odstranitev vranice lahko nudita vsaj za¢asno olajsanje simptomov, vendar se ju
po prihodu JAK inhibitorjev v vsakdanjo klinicno prakso prakticno ne posluZzujemo vec. Z
odstranitvijo vranice tudi tvegamo poslabsanje anemije in vecjo odvisnost od zdravljenja s
transfuzijami eritrocitov, saj vranica obi¢ajno predstavlja glavnho mesto ekstramedularne
hematopoeze. Na samo preZivetje zdravljenje z zdravili nima pomembnega vpliva, se pa lahko
bistveno izboljSajo simptomi bolezni in s tem kakovost bolnikovega Zivljenja. Pogosto se pri
bolnikih, ki nimajo motecih simptomov oziroma izrazite klini¢ne slike odlo¢imo za klini¢no in
laboratorijsko spremljanje brez zdravljenja.

Edini nacin zdravljenja, ki nudi moZnost ozdravitve, je aloPKMC, kar pa seveda spremljajo mozni
Zivljenje ogrozujoci zapleti v ¢asu presaditve in v letih po njej. Za presaditev so primerni mlajsi
bolniki brez pomembnih pridruZzenih kroni¢nih bolezni, pri odlocitvi si lahko pomagamo tudi z
oceno prognoze bolezni in s tem tveganja za hitro napredovanje in prehod v akutno levkemijo. V
uporabi je ve¢ tockovnikov za oceno tveganja — GIPPS (genetically-inspired prognostic scoring
system), MIPSSv2 (mutation- and karyotype-enhanced international prognostic scoring system),
ki poleg citogenetskih znalilnosti uposteva tudi nekatere klinicne kazalnike in DIPSS, ki je
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popolnoma kliniéen in ga lahko uporabimo, ¢e nimamo na voljo citogenetskih in
molekularnogenetskih preiskav. Omenjeni tockovniki so prosto dostopni na medmrezju.
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Uvod

Primarna mielofibroza (PMF) je po WHO klasifikaciji uvrs¢ena v skupino Ph negativnih
mieloproliferativnih novotvorb. Gre za klonsko bolezen, ve¢inoma povezano z mutacijami v genih
JAK2, CALR in MPL. Bolezen se navzven lahko izraza precej heterogeno. Poleg sprememb v krvni
sliki, je znacilna prezentacija bolezni v kostnem mozgu z razlicno hudo izrazeno fibrozo le tega.
Povzroca splosne (B) simptome, povecano vranico, ekstramedularno hematopoezo in predstavlja
povecanje tveganja za napredovanje bolezni v akutno levkemijo. Ugotovitev bolezni, posebej
razlikovanje med prefibroti¢cno fazo PMF in esencialno trombocitemijo (ET) s pozitivno CALR
mutacijo lahko predstavlja Ze velik izziv za patologa in klinika. Vodenje bolnika s PMF je prav tako
zahtevno zaradi heterogenosti izrazanja bolezni in dodatno prisotnih mutacij. Pri odloc¢anju o
posamezni vrsti zdravljenja bolnika si lahko pomagamo z razli¢nimi prognostic¢nimi sistemi.

Moznosti zdravljenja PMF

Ob ugotovitvi PMF si pri nadaljnjem odlo¢anju o zdravljenju pomagamo lahko z ve¢ dostopnimi
mednarodnimi prognosti¢nimi toc¢kovniki, ki v grobem razdelijo bolnike s PMF v skupine z nizkim,
srednjim (intermediate -1 in 2) in visokim oz. zelo visokim tveganjem. Po literaturi se zaenkrat
najvec uporablja DIPSS plus toc¢kovnik (Dynamic International Prognostic Scoring System — plus),
ki se ga lahko posluZzujemo v katerikoli fazi bolezni in ne le ob ugotovitvi bolezni (D — dynamic oz.
dinamicni tockovnik). DIPSS plus kot spremenljivke, ki vplivajo na prognozo bolezni uposteva
bolnikovo starost, raven hemoglobina, Stevilo levkocitov, delez blastov v venski krvi, B simptome,
transfuzijsko odvisnost, Stevilo trombocitov in prisotnost dodatnih neugodnih sprememb v
kariotipu. Z dodatnim poznavanjem in opredelitve dodatnih neugodnih mutaciji, ki jih lahko
dokazemo z NGS (sekveniranje naslednje generacije) so se pojavili novi prognosticni sistemi, zadnji
v vrsti je MIPSS70 plus, razlic¢ica 2.0, ki upoSteva genetske in klinicne spremenljivke bolezni.
MIPSS70 plus razlicica 2.0 se uporablja pri bolnikih, mlajsih od 70 let, ki so kandidati za alogensko
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presaditev kostnega mozga. Obstaja pa tudi tockovnik GIPSS, ki upoSteva le genetske
spremenljivke bolezni. Vsi omenjeni prognosti¢ni sistemi so napravljeni na bolnikih s primarno
mielofibrozo. Za napoved poteka bolezni pri bolnikih s sekundarno mielofiborzo po pravi
policitemiji ali esencialni trombocitemiji pa uporabljamo prognosti¢ni tockovnik MYSEC-PM, ki
razvrsti bolnike v Stiri prognosti¢ne skupine s podobnimi posledicami za obravnavo kot pri
primarni MF.

Mutacije v genih JAK2, CALR in MPL se Stejejo kot vodilne (driver) mutacije in so prisotne v vec kot
90% pri bolnikih s PMF. Trojno negativni bolniki imajo prognosti¢no slabSo napoved poteka
bolezni. Pri obeh skupinah je prognosticno pomembna tudi prisotnost dodatnih mutacij (non-
driver) in njihovo Stevilo: ASXL1, SRSF2, EZH2, in IDH1/IDH2.

Glede na uvrstitev bolnika v razliéne prognosti¢ne skupine, se odlo¢amo za uvedbo zdravljenja. In
sicer izbiramo med spremljanjem bolezni, citoreduktivnim zdravljenjem, zdravljenjem z inhibitor;ji
JAK2 (predvsem ruksolitinib), simptomatskim zdravljenjem z nadomescanjem krvnih komponent
in zdravljenjem z alogensko presaditvijo krvotvornih maticnih celic (alo PKMC). Le zadnja zaenkrat
zagotavlja moZnost ozdravitve bolezni, vendar pa je povezana z mnogimi zapleti in ni primerna za
bolnike nad starostjo 70 let (ki pa ni absolutna meja, odlo¢amo se individualno).

Napotitev na alogensko PKMC

Bolniki, ki se uvrstijo v prognosti¢no srednjo skupino 2 (intermediate 2) in visoko rizi¢no skupino,
imajo mediano preZivetje manj kot 5 let po ugotovitvi bolezni in so kandidati za zdravljenje z
alogensko PKMC. Bolniki z nizkim tveganjem ob nastopu bolezni niso kandidatni za alogensko
presaditev kostnega mozga, saj je mediana prezivetja teh bolnikov ve¢ kot deset let. lzziv
predstavljajo bolniki v skupini intermediate 1, Se posebej mlajsi. V teh primerih je odlocitev o
zdravljenju z alogensko PKMC individualizirana. Potrebno je upostevati Se nacin Zivljenja,
simptome bolezni in nenazadnje tudi dostopnost sorodnega darovalca kostnega mozga (KM).

Izbira ¢asovnice zdravljenja z alogensko PKMC ostaja eden vecjih izzivov. Prezgodnje zdravljenje z
alogensko PKMC in s tem povezano toksic¢nostjo se je statisticno odrazilo s povisano prezgodnjo
umrljivostjo. Medtem ko predolgo odlaganje zdravljenja z alogensko PKMC vodi v vecjo smrtnost
zaradi visje starosti bolnika ali zapletov povezanih z napredovalo boleznijo.

Zdravljenje pred presaditvijo

Trenutno se priporoca zdravljenje z ruksolitinibom pred alogensko PKMC pri bolnikih s sploSnimi
simptomi in povecano vranico. Glede na raziskave, je odgovor na zdravljenje z ruksolitinibom
povezan z boljSim preZivetjem bolnikov po alogenski PKMC. Pri teh so zaznali, da je celokupno
prezivetje 2 leti po alogenski PKMC 91%, napram 32% pri tistih, pri katerih ni bilo odgovora na
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zdravljenje z ruksolitinibom, ali je celo med zdravljenjem prislo do progresa bolezni. Trenutno se
glede na raziskave priporoca, da se zdravljenje z ruksolitinibom vzdrzuje vse do zacetka
kondicioniranja pred presaditvijo. Med kondicioniranjem se ruksolitinib postopno ukinja v
padajocih odmerkih, v izogib zapletom, kot so odtegnitvena reakcija in povecana verjetnost
okuzb, predvsem virusnih.

Nadaljevanje zdravljenja z ruksolitinibom po alogenski PKMC se ve¢inoma ne priporoca, saj zvisuje
tveganje za reaktivacijo citomegalovirusa (CMV) in druge virusne okuzbe. Priporoca se le v
kontekstu relapsa bolezni zaradi zmanjsevanja simptomov bolezni ali zdravljenja reakcije
presadka proti gostitelju (GvHD). V preteklosti se je priporocala Se splenektomija pred alogensko
PKMC ali obsevanje vranice. Predvsem splenektomija se ne izvaja vec, zaradi vel
periproceduralnih zapletov z visoko umrljivostjo. Sicer je glede na raziskave pri splenektomiranih
bolnikih prislo do hitrejSega vgnezdednja maticnih celic (engraftmenta), vedar pa so zaznali tudi
vec relapsov bolezni.

Alogenska PKMC pri bolnikih z PMF

Odlo¢amo se za mieloablativno in nemieloablativno kondicioniranje, na izbiro le tega pa vpliva
starost bolnika in njegov klini¢ni status, pridruzene bolezni. Glede na dostopnega darovalca
(sorodni in nesorodni) se odlo¢amo Se o preprecevanju reakcije presadka proti gostitelju z
antitimocitnim globulinom.

Faktoriji, ki vplivajo na izhod zdravljenja PMF po alogenski PKMC

- Starost bolnika: starost sama po sebi ni omejujoCi dejavnik, moZna je izbira manj
toksi¢nega, nemieloablativnega kodicioniranja. Odlo¢amo se glede na status zmogljivosti
bolnika in pridruzene bolezni.

- Mutacijski status bolezni: prisotnost CALR mutacije je prognosticno ugodna, medtem ko
pri JAK mutaciji ni ¢isto jasen vpliv na izhod zdravljenja. Predvideva se da je »divji tip«
JAK-2 prognosti¢no neugoden.

- Gradus fibroze KM: Izkazalo se je, da ne vpliva na izhod zdravljenja. Predstavlja celo
indikator uspesnosti zdravljenja. Bolniki, ki so prej dosegli zmanjsanje fibroze kostnega
mozga po alogenski PKMC imajo boljsi izhod zdravljenja in manjso verjetnost ponovitve
bolezni.

- Vrsta darovalca: e vedno velja, da je preZivetje po sorodni alogenski PKMC boljse kot pri
nesorodni alogenski PKMC, vendar se je z optimizacijo kondicioniranja, GvHD profilakse
in boljSim podpornim zdravljenjem tudi nesorodna alogenska PKMC po varnosti priblizala
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sorodni alogenski PKMC, kar so potrdile tudi primerjalne raziskave med obdobjema v letih
od 2000 - 2010 in 2011-2014.

- Vir maticnih celic: raziskave niso potrdile pomembnih razlik med presadki pridobljenimi z
aferezo periferne krvi ali presadki iz kostnega mozga. Je pa visja verjetnost vgnezditve pri
alogenski PKMC s presadki, pridobljenimi z aferezo. Alogenska PKMC s presadki
pridobljenimi iz umbilikalne krvi se odsvetujejo zaradi slabSe vgnezditve.

Levkemicna transformacija PMF

Do levkemicne transformacije pri PMF pride pogosteje kot pri pravi policitemiji in esencialni
trombocitemiji. Prognoza po levkemi¢ni transformaciji je slaba, mediano prezivetje je 3 mesece.
Dejavniki tveganja za levkemi¢no transformacijo so prisotne neugodne kromosomske
nenormalnosti, neugodne tockovne mutacije, vecji delez blastov v krvi. Klju¢no pri zdravljenju je,
da doseZzemo remisijo bolezni z ustrezno kemoterapijo, ki ji sledi zdravljenje z alogensko PKMC.
Le to trenutno edino omogoca dolgotrajnejSe prezivetje bolnikov.

Zakljucek

Zdravljenje primarne mielofibroze Se naprej ostaja zahtevno. Zaenkrat nimamo na voljo
ucinkovitih zdravil, s katerimi bi lahko dosegli remisijo bolezni. Edino moZnost ozdravitve
predstavlja alogenska PKMC, ki pa v skupini bolnikov s PMF z nizkim in nizkim srednjim tveganjem
ne odtehta povecanega tveganja smrtnosti zaradi zdravljenja z alogensko PKMC. V nasprotju s
prepricanji izpred let, starost bolnika ne predstavlja ve¢ najpomembnejSega omejitvenega
dejavnika in na alogensko PKMC lahko napotimo bolnike do starosti 70 let, izjemoma tudi starejse.
Odlocitev o zdravljenju z alogensko PKMC je za vsakega bolnika individualizirana. Pri odlocitvi si
pomagamo s kombinacijo prognosti¢nih sistemov, statusa zmogljivosti bolnika, pridruzenimi
boleznimi, upoStevamo pa tudi Zelje bolnikov.
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Uvod

Med klasi¢ne Ph-negativne mieloproliferativne novotvorbe (MPN) sodijo primarna mielofibroza
(PM), esencialna trombocitemija (ET) ter prava policitemija (PV). Njihovi glavni zapleti so
tromboze, krvavitve, prehod v akutno mieloi¢no levkemijo (AML) ali fibroticno obliko bolezni. K
obolevnosti in smrtnosti pomembno prispevajo tromboticni zapleti, arterijski in venski, ki so
znatno pogostejsi kot v splosni polpulaciji. Vklju€ujejo mikrovaskularne dogodke, ki vplivajo na
kakovost Zivljenja in makrovaskularne (obi¢ajno arterijske > venske), ki prispevajo k obolevnosti
in prognozi.

Epidemiologija

Vecina tromboti¢nih dogodkov se pojavi kratek ¢as pred oz. ob postavitvi diagnoze. Po podatkih
meta-analize iz leta 2019 je prevalenca tromboti¢nih dogodkov ob postavitvi diagnoze MPN vse
do 20%. Najpogosteje se pojavljajo pri PV (pojavnost ocenjena na 5,5 na 100 bolnik-let). NiZja je
pojavnost pri ET (1-3 na 100 bolnik-let) in PM (2 na 100 bolnik-let). Po podatkih Svedske kohortne
raziskave, so imeli bolniki z MPN tri mesece po postavitvi diagnoze trikrat vecje tveganje za
arterijsko in desetkrat vecje tveganje za vensko trombozo v primerjavi z zdravimi ljudmi. Sicer so
pri bolnikih z MPN arterijske tromboze 2x pogostejse kot venske. So glavni razlog smrtnosti in se
najpogosteje kaZejo kot cerebrovaskularni dogodki (moZganska kap, TIA), miokardni infarkt in
tromboze perifernih arterij. Med venskimi trombozami so najpogostejSe globoka venska
tromboza spodnjih okoncin in plju¢na embolija. Pogosteje kot v splodni populaciji pa se pri bolnikih
z ET in PV pojavljajo tromboze na neobicajnih mestih (tromboza venskih sinusov, splanhni¢na
venska tromboza). Okoli 40% bolnikov z Budd-Chiarijevim sindromom ima MPN in 30% bolnikov s
portalno vensko trombozo. Splanhni¢na venska tromboza pri teh pacientih velikokrat vodi v
diagnozo MPN. Mikrotromboze se lahko kaZejo z glavobolom, omotico, eritromelalgijo,
parestezijami, motnje vida, akrocianozo in v koncni fazi ishemiéno nekrozo konic prstov. Pogosteje
se pojavljajo pri ET, medtem ko so makrovaskularni dogodki cerebro- ali kardiovaskularni
trombotic¢ni dogodki ter splanhni¢ne venske tromboze pogostejsi pri PV.
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Etiopatogeneza

Patogeneza tromboz pri MPN je vecfaktorska. VkljuCuje prisotnost somatatskih mutacij
(predvsem JAK2), aktivacijo nevtrofilcev in ne-mieloi¢nih vnetnih celic, povecano nastajanje
trombocitov in eritrocitov, nastanek pro-vnetnega okolja, vezavo in adhezijo trombocitov,
eritrocitov in levkocitov ter aktivacijo endotelija. Velik prispevek dodajo tudi pridruzene bolezni.

Dejavniki tveganja

Med dejavnike tveganja za nastanek tromboz uvr§¢amo starost > 60 let, predhodne tromboticne
dogodke, pridruzene bolezni oz. dejavnike tveganja za sréno-zZilna obolenja (debelost, povisan
krvni tlak, hiperlipidemija, kajenje), prisotnost somatskih mutacij (JAK2, CLR, MPL) in dolocene
hematoloske parametre (levkocitoza in eritrocitoza).

Ze raziskava ECLAP je pokazala, da sta bila starost 260 let in predhodni trombotiéni dogodki glavna
prognosti¢na dejavnika za kardiovaskularne dogodke, predhodni tromboti¢ni dogodki pa za nove
trombotic¢ne dogodke (venski za venske in arterijski za arterijske) pri PV. Novejse raziskave so to
potrdile. Arterijski tromboti¢ni dogodki so bili pogosteje porocani pri moskem spolu, venski pa pri
Zenskem. Eritrocitoza (neglede na vzrok) je povezana z vecdjim tveganjem za nastanek
tromboticnih dogodkov. Povecan hematokrit vodi v hiperviskoznost, kar vodi v povecano adhezijo
trombocitov in njihovo aktivacijo ter nastanek strdkov. Pri PV pride do dodatnih, ve¢inoma od
JAK2 odvisnih mehanizmov, ki prispevajo k nastanku tromboti¢nih dogodkov. Pri bolnikih s PV je
pomembno vzdrZevanje hematokrita pod 45%!

Razli¢ne Studije so ugotovile povezavo med povisanimi vrednostmi levkocitov in tromboti¢nimi
dogodki, na podlagi cesar so bila oblikovana priporocila za pri¢etek zdravljenja MPN s
citoreduktivno terapijo ob vrednosti levkocitov nad 15 x 10%/L. Patogeneza nastanka tromboti¢nih
dogodkov naj bi bila povezana s povecano aktivacijo nevtrofilcev, nastankom NETs (neutrophil
extracellular traps), pa tudi z agregacijo levkocitov s trombociti in endotelijskimi celicami.
Trombocitoze po drugi strani niso dokazano povezali s tromboti¢nimi dogodki, temvec predvsem
s krvavitvami, posebno pri vrednostih > 1000 x 10°/L. Potrebno je testiranje na pridobljeno von
Willebrandovo bolezen. Na vedji nastanek tromboti¢nih dogodkov pri MPN torej bolj kot samo
Stevilo trombocitov vpliva prekomerna aktivacija trombocitov in nastanek pro-vnetnega okolja.

JAK2 V167F mutacija dokazano korelira s pogostostjo tromboti¢nih dogodkov pri MPN.
Prospektivna studija je pokazala, da je visoko JAK2 V617F alelno breme (> 75%) povezano s 3,5x
vecjim tveganjem za tromboti¢ne dogodke kot v splosni populaciji. Pri bolnikih s CALR mutacijo
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pa je manj tromboti¢nih dogodkov kot pri bolnikih z JAK2 V167F mutacijo ali s trojno negativnim
mutacijskim statusom. Ni jasno, zakaj ti dve mutaciji, ki obe aktivirata JAK-STAT signalno pot,
razliéno vplivata na nastanek tromboti¢nih dogodkov. Debelost, povisan krvni tlak, hiperlipidemija
in kajenje so bili prav tako opredeljeni kot dejavnik tveganja za nastanek predvsem arterijskih
tromboti¢nih dogodkov pri bolnikih z MPN.

Glede na stopnjo tveganja za trombotic¢ne dogodke so PV bolniki razdeljeni v dve skupini: visoko
(starost vec kot 60 let ali predhodni tromboti¢ni dogodek) ali nizko (odsotnost obeh dejavnikov
tveganja). Bolniki z ET so bili predhodno opredeljeni s pomocjo IPSET (international prognostic
score for essential thrombocythemia) to¢kovnika, ki je vkljuceval tudi dejavnike tveganja za sréno-
Zilne dogodke. Njegova revidirana razli¢ica paciente glede na stopnjo tveganja razdeli v Stiri
skupine: visoko (predhodni tromboti¢ni dogodek ali starost ve¢ kot 60 let in prisotnost JAK2
mutacije), srednje (starost vec kot 60 let, brez predhodnega tromboti¢nega dogodka, odsotnost
JAK2 mutacije), nizko (starost 60 let ali manj, brez predhodnega tromboticnega dogodka,
prisotnost JAK2 mutacije), zelo nizko (starost 60 let ali manj, brez predhodnega tromboti¢nega
dogodka, odsotnost JAK2 mutacije).

Zdravljenje
Pri PV in ET je glavni cilj zdravljenja preprecevanje tromboti¢nih dogodkov in krvavitev.

PV - Pri vseh bolnikih s PV (ce ni kontraindikacije) uvedemo acetilsalicilno kislino in vzdrzujemo
hematokrit pod 45% z venepunkcijami. Citoreduktivno terapijo uvedemo bolnikom z visokim
tveganjem oz. tistim z nizkim tveganjem in slabo toleranco za venepunkcije ali vztrajno levkocitozo
nad 15 x 10%L ali simptomatsko progresivno splenomegalijo. Priporocena je tudi pri bolnikih z
nizkim tveganjem in vrednostmi trombocitov nad 1500 x 10%/L, s progresivno levkocitozo (100 %
povecanje pri zaetni vrednosti levkocitov < 10 x 10°%/L ali vsaj 50% povecanje vrednosti pri zaetni
vrednosti > 10 x 10%L), prekomernimi venepunkcijami (6 ali vec¢krat letno, vsaj 2 leti). O
citoreduktivni terapiji je potrebno razmisliti tudi pri bolnikih z nizkim tveganjem in sréno-zZilnimi
dejavniki tveganja ter pri tistih s hudo simptomatiko. Terapija izbora sta hidroksiurea in interferon
alfa. Ruksolitinib se zaenkrat za zdravljenje PV uporablja v drugi liniji pri slabem odgovoru ali
intoleranci.

ET - Pri ET ne obstajajo randomizirane raziskave, ki bi podpirale uporabo acetilasalicilne kisline pri
vseh bolnikih. Ta je potrebna pri bolnikih z visoko stopnjo tveganja in priporocljiva tudi pri
srednjem in nizkem tveganju v starosti > 60 let, JAK2 V617F mutaciji ali pridruzenih sréno-Zilnih
dejavnikih tveganja. Citoredukcija - v prvi liniji s hidroksiureo ali interferonom alfa — je prav tako
potrebna v primeru visokega tveganja ali pridruZzenih neurejenih sréno-Zilnih dejavnikov tveganja.
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Uvod

Okuzbe so pri bolnikih po presaditvi krvotvornih mati¢nih celic (PKMC), ki sodijo med najbolj
imunokompromitirane bolnike, glavni razlog umrljivosti, zato je preprecevanje le-teh eden
temeljnih podpornih stebrov obravnave in preprecevanja.

Zdravljenje z avtologno in alogeni¢no PKMC lahko povzroci okvaro tako humoralne kot celi¢ne
imunosti, kar lahko poveca tveganje za okuzbe. Okuzbe so Se posebej nevarne pri bolnikih, ki trpijo
zaradi dolgotrajnej$e nevtropenije (ve¢ kot 7 dni) in hude nevtropenije (manj kot 0,1x10°%/L), ter
ko so naravne ovire, kot so sluznica in osrednji venski kateter, porusene zaradi npr. mukozitisa.
Pri alogeni¢ni PKMC lahko dodatno zmanjSamo delovanje imunskega sistema z imunosupresivnim
zdravljenjem, zaradi ¢esar so bolniki bolj dovzetni za okuzbe, Se posebej tisti z reakcijo presadka
proti gostitelju (GvHD). Poleg tega imajo vecje tveganje za invazivne glivicne okuzbe tudi bolniki z
aplasti¢no anemijo pred PKMC ter tisti, ki so podvrzeni tveganju za razvoj hudega GvHD (kot so
skladen nesoroden darovalec (MUD), neskladen soroden darovalec (MMDR), haploidenti¢na
PKMC).

Skrb za preprecevanje glivicnih, bakterijskih in virusnih okuzb je klju¢na in se izvaja v skladu z
lokalnimi smernicami, kot so standardni operativni postopki KO za hematologijo UKC Ljubljana. V
tem prispevku se osredotoCamo na najnovejSe smernice za preprecevanje teh okuzb, ki jih
priporoca European Conference on Infections in Leukemia (ECIL-9) in so bile objavljene leta 2022.
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Profilakticno zdravljenje
Bakterijska profilaksa

Vsi bolniki po aloPKMC in po avtoPKMC, ki razvijejo hudo nevtropenijo (e zlasti pod 0.1x10%/L) v
trajanju vec kot 7 dni, prejemajo protibakterijsko profilakso z levofloksacinom. Tako poskuSamo
prepreciti hudo potekajoce Gram negativne sepse, ki so bile pred uvedno profilakticnega
zdravljenja, najpogostejsi razlog umrljivosti. Posledica uporabe antibiotikov pa je zal pripeljala do
razvoja na fluorokinolone odpornih po Gramu negativnih bakterij v populaciji, zaradi ¢esar je
potrebno poznati lokalno mikrobiolosko floro in jo spremljati. Problemati¢ni postajajo na
fluorokinolone odporni sevi Escherichie coli, Klebsiella pneumoniae in Pseudomonas aeruginosa
ter nekaterih stafilokokov. Rutinska protibakterijska profilaksa proti po Gramu pozitivnim
bakterijam se ne priporoca. Prav tako se ne priporoca profilaksa proti Clostridium difficile s
fidaksomicinom.

Virusna profilaksa
HERPES VIRUSI

Herpes virusi so mocno razsirjeni v populaciji in se z njimi pogosto okuzimo Ze zgodaj v Zivljenju.
Za preprecevanje reaktivacije po PKMC vsem seropozitivnim bolnikom uvedemo sekundarno
protivirusno profilakso z valaciklovirjem 500 mg /12 ur za vsaj 6 mesecev po presaditvi oz. dokler
traja imunosupresivno zdravljenje v primeru alogenicne PKMC. V primeru, da je bolnik
seronegativen, se primarna protivirusna profilaksa okuzbe z virusom varicele zostra (VZV) in
okuzbe s herpes simpleks virusi (HSV-1 in HSV-2) ne priporoca.

Ker lahko do reaktivacije VZV pride tudi v obdobju po 6 mesecih profilakse, v bodoce pri¢akujemo
mozZnost cepljenja z rekombinantnim cepivom (Shingrix®). Trenutno je na voljo le cepivo z
oslabljenim virusom, ki pa je pri osebah z oslabelim imunskim sistemom kontraindicirano.
Cepljenje z rekombinantnim cepivom je v raziskavi pri bolnikih po avtoPKMC preprecilo okuzbo v
68%, pri bolnikih s krvnimi raki pa v 87 %. Cepljenje odraslih bolnikov se izvaja z dvema
odmerkoma cepiva v razmaku 2-6 mesecev, za bolnike pri katerih se pri¢akuje, da bodo prejeli
imunosupresivno terapijo lahko drugi odmerek prejmejo Ze po 1-2 mesecih, vendar vsaj 4 tedne
pred predvidenim kondicioniranjem.

Bolniki po PKMC bodo lahko cepljenje prejeli po ukinitvi imunosupresivne terapije, ko ne bodo
imeli GvHD in ki bodo prejeli zadnjo aplikacijo intravenskih imunoglobulinov pred najmanj 8
meseci. Cepljenje se priporoca tudi bolnikovim svojcem, ki Se niso preboleli noric in sicer vsaj 6
tednov pred predvidenim fizicnim stikom z osebo po PKMC.
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CITOMEGALOVIRUS
Seropozitivni bolniki po PKMC (CMV R+) ali seronegativni prejemniki KMC

seropozitivnega dajalca (CMV D+/R-) v sklopu sekundarne pofilakse prejemajo letermovir 480 mg
dnevno (ob socasnem prejemanju ciklosporina 240 mg dnevno). Profilakticno zdravljenje
dopolnjujemo s spremljanjem CMV-antigenemije in CMV predbolezenskim zdravljenjem. Mnenja
glede primarne ter sekundarne profilakse in predbolezenskega zdravljenja CMV okuzbe so
nekoliko deljena. Vsekakor je umrljivost CMV bolezni Se vedno visoka in moramo navkljub
profilakticnemu zdravljenju pomisliti na moznost razvoja rezistence in CMV bolezni.

VIRUS EPSTEIN-BARR

Ucinkovite protivirusne profilakse proti EBV reaktivaciji ni. Bolnikom po alogeni¢ni PKMC z visokim
tveganjem okuzbe (EBV D+/R-) spremljamo EBV DNK virusno breme s PCR iz limfocitov periferne
krvi vsaj enkrat tedensko od dneva D+0 do dneva D+90. Spremljanje bolnikov z a/cGvHD traja
dokler prejemajo imunosupresivno zdravljenje.

VIRUSI HEPATITISOV

ECIL-9 priporocila omenjajo vecje tveganje za okuzbo z virusom hepatitisa E (HEV) pri prejemnikih
KMC. Obicajno se HEV prenasa z okuzeno hrano, vendar je mozen tudi prenos preko transfuzij ali
preko darovalcevih KMC. Serolosko presajanje prejemnikov na HEV se ne priporoca, diagnozo
postavimo s pomocjo PCR HEV. Zaenkrat testiranje darovalcev na HEV PCR ni v priporocilih.
Primarna in sekundarna profilaksa ne obstaja, po potrjeni okuzbi zdravimo z ribavarinom.

COVID-19

Pri prejemnikih KMC je smrtnost po okuzbi z COVID-19 visja, zlasti pri tistih, ki razivjejo okuzbo v
prvih 30 dni po presaditvi, pri starejSih, bolnikih z izhodis¢no slabSim telesnim stanjem in pri
bolnikih na imunosupresivni terapiji. Prezivetje je nizje pri CMV seropozitivnih bolnikih. Priporoca
se cepljenje proti COVID-19 vsaj 6 mesecev po PKMC. Priporocila glede cepljenja ter ostalih oblik
zdravljenja se spreminjajo v skladu s prevladujoCim virusnim sevom in njegovo odzivnostjo na
razpoloZljiva zdravila.

VIRUSNE OKUZBE DIHAL

Bolniki po PKMC so bolj dovzetni za okuzbe z respiratornimi virusi, katerih potek je daljsi in bolj
zapleten, dlje c¢asa so tudi kuZni. PogostejSi so zapleti s sekundarnimi bakterijskimi
superinfekcijami in invazivnimi glivicnimi okuzbami. Svetuje se cepljenje proti sezonski gripi in
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zdravljenje s oseltamivirjem v primeru okuzbe z virusem Influence A in B. V primeru okuzbe s
respiratornim sincicijskim virusom se priporo¢a zdravljenje z ribavarinom in poliklonskimi
imunoglobulini v odmerku 500-750 mg/kg.

Protiglivicna profilaksa

Bolniki po avtologni PKMC imajo nizko tveganje za invazivne glivicne okuZbe ne glede na osnovno
bolezen. Primarna protiglivicna profilaksa zato ni priporocena, z izjemo flukonazol 200 mg / 12 ur
za preprecevanje sluzni¢ne okuzbe s Candida sp. tekom nevtropenije. Skladno z lokalnimi
priporocili uporabljamo flukonazol 200 mg /12 ur v sobah s HEPA filtracijo ali posakonazol (300
mg /12 ur prvi dan, nato 300 mg/dan) v primeru kolonizacije z na flukonazol rezistentno Candido
(npr. C. glabrata).

Visoko tveganje za invazivno gliviéno bolezen imajo tisti bolniki, ki imajo pred alo PKMC Se vedno
aktivno bolezen, ki so po presaditvi popkovni¢ne krvi ali haplo PKMC ter bolniki, ki so Ze utrpeli
glivicno okuzbo. Dejavnik tveganja za invazivne glivicne okuzbe v obdobju post-ugnezditve sta
akutni in kroni¢ni GvHD, predvsem aGvHD gradus Il in IV, aGvHD gradus Il bolnika po haploPKMC,
GVHD neobdutljiv na kortikosteroidno zdravljenje in cGvHD po predhodnem aGvHD. Tveganje za
invazivno glivicno okuzbo se poveca ob socasni okuzbi s CMV. Prva izbira protiglivicne profilakse
je peroralni posakonazol z udarnim odmerkom 300 mg /12 ur prvi dan nato 300 mg/d, saj deluje
tako proti kandidam kot aspergilusu. Pri bolnikih z cGvHD brez predhodnega aGvHD se uporaba
protiglivicne profilakse ne priporoca.

Pneumocystis jirovecii (PCP) in Toxoplasma gondii

Novosti na podrocju preprecevanje PCP ni; s preprecevanjem PCP pricnemo takoj po vgnezditvi
presadka s trimetoprim/sulfametoksazolom 80 mg/400 mg 2 tbl. 3x na teden (ponedeljek, sreda,
petek). TMP/SMX deluje profilaktiéno tudi proti Toxoplasma gondii. Bolniki, ki so alergi¢ni na
zdravilo, prejemajo pentamidin inhalacije v odmerku 300 mg vsake 4 tedne. Inhalacije
pentamidina ne omogocajo zascite pred Toxoplasma gondii, zato bolnikom, alergicnim na
TMP/SMX in

v preteklosti pozitivnih na okuzbo s Toxoplasmo, predpisemo Dapson v odmerku 50 mg/12 ur.
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Cepljenje po PKMC

Cepljenje oseb po PKMC je priporocljivo, ker se raven protiteles proti boleznim, ki jih
prepreCujemo s cepljenjem, zmanjSuje Se vec let po presaditvi, e osebe ne revakciniramo.
Cepljenja z zivimi cepivi ni priporocljivo zaceti prej kot 24 mesecev po PKMC. Zaradi preprecevanja
prenosa okuzb je priporocljivo svetovati cepljenje druzinskih in bliznjih kontaktnih oseb bolnika
proti covid-19 in gripi, pa tudi proti noricam, Ce jih $e niso preboleli. Novost s podrocja cepljenja
sta rekombinantno cepivo proti noricam, ki Se ni na voljo in je omenjeno v sklopu virusne
profilakse ter pozivitveni odmerek 23-valentnega cepiva proti Pnevmokoku po 5 letih.

Antimikrobna profilaksa bolnikov po zdravljenju s CAR-T celicami

Antibioti¢no profilakso bolnik prejme le v primeru podaljSane kriti¢cne nevtropenije. Bolnike z
Zivljenjsko ogroZajoco okuzbo z enkapsuliranimi bakterijami in hipogamaglobulinemijo < 4 g/L
zdravimo z intravenskimi imunoglobulini. Protivirusna profilaksa (valaciklovir 500 mg /12 ur) in
profilaksa proti PCP (TMP/SMX 2 tbl 3x tedensko) se priporoéa od prvega dneva
limfodeplecijskega zdravljenja do 1 leta po CAR-T zdravljenju in ob vrednosti CD4+ > 0.2 x 10°/L.
Protiglivicna profilaksa se rutinsko ne priporoca, izjemoma jo prejmejo bolniki s hudo
nevtropenijo (< 0,5x10%L), ki traja nad 14 dni in ob kortikosteroidnem zdravljenju > 72 ur.

Zakljucek

Preprecevanje okuzb, bodisi s profilakticnim protimikrobnim zdravljenjem kot cepljenjem, je zelo
pomemben del podpornega zdravljenja bolnikov po presaditvi krvotvornih mati¢nih celic. Cetudi
smo s protimikrobnim zdravljenjem pomembno zmanj3ali obolevnost in smrtnost zaradi okuzb,
pa uporaba antibiotikov vodi v razoj odpornih klic, ki postajajo vedno vecji problem. Skladno s tem
je nujno spremljanje in poznavanje lokalnega epidemioloskega stanja in ustrezno izbirati
antimikrobno terapijo. Pri cepljenju pri¢akujemo novo rekombinantno cepivo proti VZV, ki se je
Ze izkazalo za ucinkovito in varno pri hematoloskih bolnikih. Po 5 letih se priporoc¢a revakcinacija
s 23-valentnim cepivom proti pnevmokoku. Glede na naravo virusnega spreminjanja, lahko
pri¢akujemo Se nadaljnje spreminjanje smernic cepljenja proti COVID-19.

58



Bolezen/ povzroéitelj Priporocena shema
- cepivo (presledki v mesecih)

Davica, tetanus, oslovski kaselj,
hemofilus, influence tip b, otroska
paraliza

- 5-val mrtvo (DiTePer/Hib/IPV)

3 odmerki
(0,2,6-12)

Gripa 1 odmerek
- mrtvo

Norice 2 odmerka
- ivo oslabljeno (0,2)

1 odmerek
2 odmerka (0, 1)

Meningokok
- 4-val konjugirano mrtvo (A, C, W-
135,Y)

- rekombinantno mrtvo (B)

Klopni meningoencefalitis
- mrtvo

3 odmerki (0, 1-3, 5-12);
Revakcinacije na 3 0z. 5 let -
samoplacnisko

Tabela 1: Shema cepljenja bolnikov po PKMC
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Nova dognanja o prehrani po presaditvi krvotvornih maticnih celic

Skopec Barbara, Rozman Matija
Klini¢ni oddelek za hematologijo, Interna klinika, Univerzitetni klini¢ni center Ljubljana

Barbara.skopec@kclj.si

Uvod

Okuzbe in z njimi povezani zapleti v obdobju nevtropenije po presaditvi krvotvornih maticnih celic
(PKMC) so povezani z vecjo obolevnostjo in umrljivostjo. Izguba integritete gastrointestinalne
sluznice zaradi visokodozne kemoterapije (KT) in/ali radioterapije, imunosupresija in podaljSana
nevtropenija so dejavniki tveganja za razvoj hudih okuzb z izvorom v prebavilih. Glavni patogeni
so predvsem gram negativni bacili, ki jih najdemo v crevesju — Pseudomonas, Escherichia,
Klebsiella, Proteus in od plesni Aspergillus. Najvec skrbi povzroca bakterijska translokacija preko
¢revesne stene, ki omogoca nastanek zZariS¢ okuzbe tudi izven ¢revesja. Pred vec kot 50 leti so
domnevali, da bi zmanjsanje Stevila patogenov v prebavnem traktu z izkljucitvijo dolocenih Zivil,
ki lahko delujejo kot vektor za bakterije, lahko koristilo bolnikom z nevtropenijo. Prva dieta, katere
cilj je bil zagotoviti vnos hrane popolnoma brez mikrobov, je bila razvita v Sestdesetih letih
prejsnjega stoletja. Danes je restriktivna dieta z majhno vsebnostjo bakterij standard oskrbe.
Kljub temu, da njena dobrobit ni bila nikoli podkrepljena in potrjena v znanstvenih klini¢nih
raziskavah, vecina transplantacijskih centrov se Se vedno uporablja v vsakodnevni klini¢ni praksi.
European Society for Clinical Nutrition and Metabolism (ESPEN) je v svojih klini¢nih smernicah iz
leta 2021 (ESPEN practical guideline: Clinical Nutrition in Cancer) zakljudila, da zaradi pomanjkanja
ustreznih dokazov o ucinkovitosti, nevtropenicna dieta ni priporocljiva. Podobno mnenje je podala
tudi Klini¢na skupina za bolnisni¢no higieno in preventivo infekcijskih bolezni pri nemskem Robert
Koch institutu v leta 2021. Slovenska priporocila za prehrano pri nevtropenicnih bolnikih in tistih
po PKMC so iz leta 2019. Svetujejo prehrano z majhno vsebnostjo bakterij bolnikom po zdravljenju
s KT dokler se vrednosti nevtrofilnih granulocitov ne normalizirajo, bolnikom po avtologni PKMC
6 mesecev, po alogenski PKMC pa 3 mesece po konc¢anem zdravljenju z imunosupresivnimi
zdravili. Na 64. lethem srecanju in razstavi AmeriSkega zdruZenja za hematologijo (ASH) je
italijanska raziskovalna skupina pod vodstvom Federica Stelle predstavila rezultate prve
prospektivne raziskave faze Ill.
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Raziskava Neurodiet

Gre za multicentri¢no, randomizirano, neinferiorno raziskavo faze Ill. Vkljucili so 247 bolnikov,
randomizirali so 224 bolnikov (razmerje 1:1). V ¢asu od zacetka KT do prenehanja nevtropenije je
112 bolnikov prejemalo restriktivnho prehrano (protective diet- PD), 112 pa nerestriktivno
prehrano (non-restrictive diet- NRD). PD je bila sestavljena iz hrane, kuhane pri >80°C in je
izkljucevala vso surovo hrano, medtem ko je bila dieta NRD skladna z bolniSni¢nimi higienskimi
standardiin je izkljucevala surove ribe in meso. Bolnike po alogenski PKMC so spremljali do D+100,
ostale do D+30.

Primarni opazovani dogodek je bil dokazati odsotnost pomembnih razlik v okuzbah in smrtih v
obdobju nevtropenije med obema krakoma. Sekundarne koncne tocke so vklju¢evale oceno okuzb
prebavil (Gl), vrocino neznanega izvora, spremembo telesne teze, dolZino bivanja v bolnisnici, 30-
dnevno ocenjeno skupno preZivetje in kumulativno incidenco akutne GvHD (aGvHD).

Kliniéne in demografske znacilnosti vkljucenih bolnikov so bile v obeh skupinah podobne. Roki sta
bili dobro uravnotezeni glede na spol, starost, bolezen, uporabo protimikrobne profilakse in
trajanje nevtropenije. Sestinsedemdeset odstotkov analiziranih bolnikov so zdravili z avtologno
PKMC, 21 % pa alogensko PKMC.

V kumulativni incidenci okuzb niso ugotovili nobene razlike: okuzbe stopnje >2 so se pojavile pri
38 (34 %) in 44 bolnikih (39 %), ki so bili v skupini PD oziroma NRD (p =0,5).

Incidenca vrocine neznanega izvora (vklju¢no s febrilno nevtropenijo) in sepse je bila podobna v
obeh krakih, 43 % pri PD v primerjavi s 39 % pri NRD (p=0,2) in 11 % pri PD v primerjavi s 14 % pri
NRD (p=0,5). Bakterije, ki so bile najpogosteje izolirane iz hemokultur, so pripadale druZini
Enterobacteriaceae v obeh rokah.

Incidenca potrjenih okuzbe prebavil, opredeljenih kot prisotnost simptomov prebavil, driske in
mikrobioloske izolacije, je bila med krakoma primerljiva (7 % pri PD proti 3 % pri NRD, p=0,7). V
obeh krakih je bila Clostridium difficile najpogosteje izolirana bakterija pri testu blata.

Skupina NRD je imela manjsSo izgubo telesne teze po 1 mesecu (povprec¢no -2,7 kg proti -3,7 kg v
skupini PD; P =,04). Statisticno pomembnih razlik niso ugotovili pri incidenci slabosti in mukozitisa
(16 % pri PD proti 15 % pri NRD p>0,99 in 62 % pri PD proti 60 % pri NRD; p=0,8), dolzZini
hospitalizacije (povprecno 21 dni pri PD v primerjavi z 22 dnevi pri NRD, p = 0,47), uporabi
parenteralne prehrane (23 % proti 26 %; p = 0,8) in trajanje uporabe parenteralne prehrane
(povprecno 6,9 dni proti 6,7 dni, p =0,8).

Pri bolnikih, ki so jih zdravili z alogensko PKMC, je bila incidenca aGVHD stopnje 22 med krakoma
podobna (17 % pri PD proti 25 % pri NRD, p=0,7). Prav tako niso ugotovili razlik v pojavnosti akutne
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GVHD katere koli stopnje in ¢revesne akutne GVHD, oziroma 30 % pri PD vs. NRD (RR =1,6; 95 %
IZ=0,3-7,4, p =0,6) in 13% pri PD napram 8% pri NRD (p=0.6).

V 30 dneh so porocali le o eni smrti zaradi sindroma sprosScanja citokinov po zdravljenju
ruksolitinibom pri bolniku v kraku NRD po alogenski PKMC zaradi mieloproliferativhe neoplazme.
Najvedja in statisticno pomembna razlika med podskupinama je bila pri zadovoljstvu bolnikov s
prehrano. Iz analize dnevnikov, ki so jih izpolnili bolniki, je bila NRD povezana z vecjim
zadovoljstvom (35% proti 16%, p = 0,006).

Zakljucek

Rezultati prve prospektivne randomizirane raziskave, ki je dokazala neinferiornost nerestriktivne
prehrane v primerjavi z restriktivno dieto z majhno vsebnostjo bakterij pri bolnikih po PKMC,
skupaj s podatki, objavljenimi v okoljih, ki niso posttransplantacijski, kaZzejo, da je uporaba
restriktivne diete nepotrebno breme za kakovost Zivljenja bolnikov in da je morda prisel ¢as, da
vsaj pri bolnikih po avtologni PKMC Se dodatno sprostimo omejitve pri prehranjevanju po posegu.
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PreprecCevanje mukozitisa ob PKMC

Mojca Huber
Klini¢ni oddelek za hematologijo, Univerzitetni klinicni center Ljubljana

huber29@gmail.com

Oralni mukozitis ali stomatitis je akutno vnetje sluznice ustne votline in ustnega dela Zrela.
Povzroca ga vecina kemoterapevtikov, ki se uporabljajo za sistemsko zdravljenje malignih bolezni.
Ti kemoterapevtiki se uporabljajo kot predpriprava na presaditev krvotvornih mati¢nih celic
(PKMC). Oralni mukozitis povzroca neprijetne obcutke, od pekocine do hujse bolecine, ki oteZijo
Zvecenje, poziranje in govor.

Znacilnosti oralnega mukozitisa

Glede na stopnjo izrazenosti razdelimo oralni mukozitis na vec stopenj, ki sledijo ¢asovnemu
poteku dogodkov in s tem intenzivnosti mukozitisa. Temu so prilagojena tudi priporocila za
preventivno in terapevtsko ukrepanje.
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Stopnje prizadetosti ustne sluznice in znaki

Simptomi in ukrepi

STOPNJA O
Normalna sluznica

Ni simptomov
-ukrepi za vzdrZevanja ustne higiene in
preprefevanje nastanka vnetja

STOPNJA |
Rdecina (eritem), obloZen jezik

Ni simptomov ali blaga pekoca bolecina
-ukrepi za vzdrZevanja ustne higiene in
preprecevanje nastanka vnetja

STOPNJAII
Posamezne manjse in plitve razjede

Zmerna bolecina, ki ne vpliva na vnos hrane,
oteZeno poziranje

-antiseptiki, pripravki, blagi analgetiki
-prilagojena hrana

STOPNJAIII
Obsezne in globoke razjede
Krvavitve Zze ob manjsi posSkodbi

Huda bolecina, oteZzeno poziranje ali nezmoznost
poZiranja, zmanjSan vnos hrane, nevarnost
sistemske okuzbe

-antiseptiki, protivnetni pripravki, mo¢ni analgetiki
-hranjenje po sondi ali intravenskem katetru
-antibiotiki, antimikotiki ob znakih okuzbe

STOPNJA IV
Propad tkiva
Hude in spontane krvavitve

Ogroza zivljenje
-urgentno posredovanje
-bolnisni¢no zdravljenje

Tabela 1: Stopnje prizadetosti ustne sluznice, znaki, simptomi in ukrepi.

Oceno ustne sluznice izvajamo enkrat dnevno pri stopnjah ni¢ in ena, ter dvakrat dnevno pri
stopnjah dve do stiri.

Znaki in simptomi

Vnetje sluznic v ustni votlini in Zrelu se kaze z rdecino in oteklino, ki se lahko pojavi 5 do 7 dni po
zaCetku apliciranja kemoterapije in PKMC. Obcutek sprva rahlo pekoce bolecine ob stopnjevanju
vnetja, predvsem pa s pojavom razjed po sluznici, lahko preide v zmerno ali hudo bolecino. Ta je
Se posebej izrazena pri govoru, Zvecenju in pozZiranju hrane, tekocine ali sline oz. je posledica
gubanja poskodovane sluznice med govorjenjem in aktom pozZiranja. Slina se lahko zgosti in lepi
na zobe in sluznico. Slino je tako tezje je izpljuniti ali poZreti, kar prispeva k nastanku zobnih oblog,
v katere se ujamejo ostanki hrane, ki predstavljajo ugodno gojis¢e za bakterije in glive. Te
spremembe lahko privedejo do spremenjene sestava ustne mikroflore, poveca se delez
anaerobnih bakterij, razrascati se pri¢cnejo glive, kot npr. Candida albicans, kar ob prisotnih
razjedah in zmanjSanju Stevila belih krvnih telesc (levkocitov) v krvi bolnikov, povecuje nevarnost

65



za nastanek okuzb v ustih in Zrelu;. Tem teZzavam se pridruzuje delna ali popolna izguba obcutka
za okus (hipogevzija in agevzija).

Preprecevanje in zdravljenje oralnega mukozitisa po PKMC

Nastanka oralnega mukozitisa pri bolnikih po PKMC se ne da popolnoma prepreciti, lahko pa
odlozimo nastanek in omilimo njegov potek ter zmanjSamo Ze nastale tezave. Priporoceni
preventivni ukrepi so usmerjeni v izboljSanje ustne higiene.

Pred zacetkom zdravljena se bolnikom opravi pregled ustne votline in zob. Za natancen pregled
zobovja se praviloma opravi tudi slikanje zob (ortopan). V kolikor je potrebno ekstrakcija bolnih
zob, je potrebna 10 dnevna pavza pred zacetkom zdravljenja, zaradi celjenja ran.

S¢etkanje zob se izvaja dvakrat dnevno, po ostalih obrokih ter vmes se izvaja redno in natan¢no
nego ustne votline in jezika. Priporoca se uporabo mehkih zobnih s¢etk. Agresivne nacine ¢iscenja
zob in ustne votline z uporabo elektricne zobne prhe in zobne nitke se zaradi moznosti poskodb
medzobnih prostorov odsvetuje. Ustna votlina se ne sme izsusiti, za vlazenje uporabljamo Zajbljev
Caj, raztopino Sode bikarbone ali druge asepticne pripravke glede na stanje ustne sluznice. Ustna
nega se izvaja minimalno 6 krat dnevno, poskrbeti je potrebno tudi za navlazene ustnice.

ZauZita hrana naj bo primerne temperature (mlacna, ne vroca) in blago zacinjena oz. prilagojena
zmoznosti zve€enja in poziranja, da ne povzroc¢a dodatnega drazenja ali poskodb sluznice ter
spodbuja nastanka zobne gnilobe (karies).

Poskrbeti je potrebno za bolniku primeren koli¢insko ustrezen vnos tekolin za zagotovitev
ustrezne hidracije telesa in vlaznosti sluznic. Priporoca se pitje dveh litrov vode ali nesladkanega
¢aja, pitje gaziranih pijac in alkohola se zaradi draZenja in suSenja sluznice odsvetuje. V kolikor
vnos hranil zaradi stanja ustne sluznice ne moZen se svetuje uvedba parenteralne prehrane.

Viri

1. https://www.zbornica-zveza.si/sites/default/files/publication__attachments/ustna_nega_-
_vloga_zdravstvene_nege_za zdravje_ustne_votline.pdf

2. https://core.ac.uk/download/pdf/333595888.pdf

3. https://www.zobozdravnikmaribor.si/blog/kemoterapija-in-vpliv-na-ustno-votlino/

66



HEMATOLOGIJA IN TRANSFUZIJSKA MEDICINA (ZHS IN ZTMS)

Avtoimunske citopenije, vzrok in diagnostika

Mihela Sajn, Matevz Skerget
Klini¢ni oddelek za hematologijo, Interna klinika, Univerzitetni klini¢ni center Ljubljana

Mihela.sajn@kclj.si

Avtoimunske citopenije so posledica motenega uravnavanja imunskega sistema, ki povzroci
izgubo imunske tolerance na glikoproteine, izrazene na povrsini krvnih celic. Avtoprotitelesa se
vezejo na zrele krvne celice in njihove mlajse oblike, nato jih makrofagi fagocitirajo in odstranijo
iz krvnega obtoka. Avtoimunska hemoliticna anemija, avtoimunska trombocitopenija in
avtoimunska nevtropenija se pojavljajo izolirano ali kombinirano. Lahko so primarne ali
sekundarne. Med sekundarnimi vzroki gre najpogosteje za maligna obolenja, okuzbe,
izpostavljenost nekaterim zdravilom in vezivnotkivne bolezni.

Ugotavljanje avtoimunske etiologije zahteva skrbno vkljucitev klinicne anamneze, klini¢nega
pregleda in laboratorijskih preiskav. Pogosto ni posebnega diagnosti¢nega testa, zaradi cesar je
avtoimunska citopenija diagnoza izkljucitve.

Avtoimunska hemoliti¢na anemija (AIHA)

Incidenca je 1/100.000. Tradicionalno jo razvrs¢amo glede na temperaturno odvisnost vzro¢nega
avtoprotitelesa. Topla protitelesa povzrocijo 90 % AIHA pri odraslih. So protitelesa IgG in se najbolj
ucinkovito veZejo pri telesni temperaturi okoli 37 °C, kar povzroci ekstravaskularno hemolizo.
Hladna protitelesa oz. aglutinini so protitelesa IgM in se najbolj ucinkovito veZejo pri temperaturi
okoli 4 °C, kar povzroci aktivacijo komplementa in intra- ali ekstravaskularno hemolizo. Za Evansov
sindrom je znacilen pojav dveh ali ve¢ imunskih citopenij, najveckrat AIHA in ITP. V priblizno 50 %
primerov je AIHA primarna, brez jasne povezave z osnovno boleznijo. Sekundarna se najpogosteje
pojavi v kontekstu malignih obolenj, avtoimunskih bolezni ali zaradi zdravil (tabela 1).
Laboratorijske preiskave pokaZejo normocitno anemijo, retikulocitozo, zvisano laktat
dehidrogenazo (LDH), povisan nekonjugiran (direktni) bilirubin, znizan haptoglobin, pri
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intravaskularni hemolizi Se pozitiven test z merilno pali¢ico na kri v urinu, hemosiderin v urinu. V
komentarju pri diferencialni krvni sliki (DKS) zasledimo sferocitozo, polikromazijo, ¢e so prisotni
hladni aglutinini Se aglutinacijo eritrocitov. Kljuéna preiskava je pozitiven direktni antiglobulinski
test (DAT, poimenovan tudi Coombsov test)* v odsotnosti drugega ocitnega vzroka hemolize. Test
zazna IgG protitelesa in/ali C3d del komplementa, vezane na membrano rdecih krvnih celic.
Bolnikove eritrocite se spere in se jim nato doda specificna protitelesa proti 1gG in C3
komplementu. Ce sta IgG in komplement vezana na membrano rdeéih krvnick, pride do
aglutinacije in test je pozitiven. Pri bolnikih pozitivnih na C3 £ IgG, je treba dolociti Se morebitno
prisotnost hladnih protiteles oz. aglutininov z uporabo neposrednega aglutinacijskega testa
(DAggT) pri sobni temperaturi. Ce je test pozitiven dolo¢imo $e titer hladnih aglutininov, klini¢no
pomembni so titri enaki ali vecji od 1:64.

Nadaljnje preiskave so namenjene izkljucitvi sekundarnega vzroka in morajo vkljucevati virusno
serologijo (HIV, HBV, HCV), elektroforezo beljakovin z imunofiksacijo in laboratorijske preiskave v
smeri avtoimunskih obolenj (ANA, ENA, Anti-DNA). Za izkljucitev limfoproliferativnega obolenja je
potrebno razmisliti o racunalniski tomografiji (CT) vratu/prsnega kosa/trebuha. Pri bolnikih z
boleznijo hladih aglutininov, ki so stari 260 let, pri katerih anamneza, klini¢ni pregled in krvna slika
kaZejo na infiltracijo kostnega mozga, opravimo biopsijo kostnega mozga.

*Bolniki z AIHA so redko DAT negativni, na primer zaradi nizke afinitete protiteles, nizkih ravni protiteles, ali zaradi imunoglobulina, ki
ni testiran (npr. AIHA samo za IgA). Bolniki z DAT-negativno AIHA imajo na splosno blaZjo anemijo in se odzivajo na steroide.

Avtoimunska trombocitopenija (ITP)

Incidenca v Evropi je 2 do 5/100.000. Pri nastanku je vpletenih ve¢ mehanizmov. Glavna motnja
je nastanek protiteles proti trombocitom. Protitelesa aktivirajo makrofage, ki trombocite
fagocitirajo, kar povzroci razpad v retikuloendotelijskem sistemu vranice in jeter, ali pa privedejo
do aktivacije komplementa in neposredne lize trombocitov. Poleg protiteles proti zrelim
trombocitom so prisotna tudi protitelesa proti megakariocitom in relativno pomanjkanje
endogenega trombopoetina, kar vodi v zmanjSano trombopoezo. Pomembno vlogo ima tudi
motnja T celicne imunosti, nesorazmerje med T regulatornimi celicami, T celicami pomagalkami
in izguba T celicne tolerance. Laboratorijske preiskave pokaZzejo izolirano nizko Stevilo
trombocitov <100 x 10°/L. Pomembno je, da izklju¢imo laZno trombocitopenijo in sindrom
diseminirane intravskularne koagulacije (DIK). Nadaljnje preiskave so indicirane za izkljucitev
sekundarnega vzroka (tabela 1), saj je ITP diagnoza izkljucitve. Z biokemicnimi laboratorijskimi
preiskavami krvi izklju¢imo bolezen jeter, ledvic, $¢itnice (TSH, T3, T4) in vezivnotkivne bolezni
ANA, ENA, C3, C4, Anti-DNA, antifosfolipidna protitelesa). Izklju¢imo okuzbo s H.pylori (antigen v
blatu ali dihalni test) in opravimo virusno serologijo (HIV, HBV, HCV, CMV, EBV, parvo B19).
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Vrednost LDH je pri ITP ve¢inoma normalna, povecana lahko govori v prid limfoproliferativnega
obolenja.

CitolosSki pregled kostnega mozga ni rutinska preiskava. Priporoamo jo pri bolnikih, ki so
neodzivni na zdravljenje z glukokortikoidi, pri starejsSih od 60 let za izklju¢itev mielodisplasti¢nega
sindroma in pri bolnikih, pri katerih nac¢rtujemo zdravljenje s splenektomijo.

Avtoimunska nevtropenija (AIN)

Je heterogena skupina bolezni, za katero je znacilna proizvodnja protiteles IgG, usmerjenih proti
nevtrofilcem, kar povzroci fagocitozo in razpad v retikuloendotelijskem sistemu vranice. Lahko je
primarna ali sekundarna (tabela 1). Primarna oblika je prevladujoca pri otrocih, pri odrasli gre
ve¢inoma za sekundarno kroni¢no obliko. Kroni¢na benigna/avtoimunska nevtropenija je v
glavnem diagnoza izkljuitve. Meritve protiteles proti nevtrofilcem nimajo velike vloge pri
diagnozi, saj ima vecina testov visoko stopnjo lazno negativnih in pozitivnih rezultatov. Obstajajo
specializirani testi za protitelesa proti posameznim epitopom, ki so lahko bolj specifi¢ni.

Nevtropenija je lahko znak resnejSe krvne bolezni, imunske pomanjkljivosti ali sistemske
vezivnotkivne boleni. V sklopu diagnostike opavimo presejalne revmatoloske priskave (ANA, ENA).
Ceprav obstaja $irok spekter imunskih pomanijkljivosti, ki so povezana z nevtropenijo, obi¢ajno
zadostuje kvantativna dolocitev podvrst imunoglobulinov. Veliko uporabno vrednost ima
elektroforeza beljakovin, poliklonska hipergamaglobulinemija lahko nakazuje sistemsko bolezen
veziva, zniZana vrednost gamaglobulinov imunsko pomanjkljivost. Za citoloski pregled kostnega
mozga se odlo¢imo ob poslabsanju nevtropenije ali pojavu drugih citopenij. Izjema so huda
okuzba, hud stomatitis, B simptomi, bi/pancitopenija, ko punkcijo kostnega mozga za izkljucitev
resne krvne bolezeni opravimo ¢im pre;j.
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Sekundarni vzroki avtoimunskih citopenij

AIHA ITP AIN
Zdravila penicilini, cefalosporini, penicilini, linezolid, penicilini,
rifampicin, kinidin, rifampicin, sulfonamidi, sulfonamidi,
levodopa, fludarabin, kinin, fenitoin, propiltiouracil,
kladribin, prokainamid karbamazepin, kinin, fenitoin
itd. valproat, NSAR, cepiva
Limfoproliferativne KLL, drugi NHL KLL, LGL, drugi NHL, HL  LGL, DCL, HL
bolezni
Sistemske bolezni  SLE, antifosfolipidni SLE, antifosfolipidni Feltyjev sindrom,
veziva sindrom sindrom SLE,
antifosfolipidni
sindrom,
Sjogrenov
sindrom,
sistemska
skleroza
Okuzbe HIV, EBV, CMV, VZV, HIV, HBV, HCV, EBV, EBV, TBC, H.
HCV, TBC, Leishmania CMV, Parvo B19 pylori
Imunske CVID CVID CVID
pomanijkljivosti
Transfuzije, Predhodna transfuzija, = Predhodna PKMC
presaditve PKMC, presaditev
solidnega organa
Druge Gravesova bolezen Gravesova
avtoimunske bolezen
bolezni
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Imunihematolosko testiranje pri avtoimunskih hemoliti¢nih anemijah (DCT+ in
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Izhodisca

Avtoimunska hemoliticna anemija (AIHA) je dekompenzirana pridobljena hemoliza, ki je posledica
delovanja bolnikovega imunskega sistema proti lastnim eritrocitnim antigenom [1]. Direktni
Coombsov (antiglobulinski) test (DCT), s katerim ugotavljamo na eritrocite vezane imunoglobuline
(Ig) in komponente komplementa, ostaja najpomembnejsi seroloski test za diagnozo AIHA. Z
indirektnim Coombsovim (antiglobulinskim) testom (ICT) pri teh bolnikih presejalno ugotavljamo
prisotnost prostih avtoprotiteles (avtoPt) v plazmi. Prisotnost eritrocitnih avtoprotiteles (avtoPt)
lahko vodi do skrajSanega preZivetja eritrocitov. Glede na seroloske rezultate imunohematoloskih
(IH) preiskav se AIHA razvrsca v 4 tipe: AIHA s toplimi protitelesi (65%), AIHA s hladnimi protitelesi,
bolezen zaradi hladnih aglutininov (29%) in paroksizmalna hemoglobinurija zaradi ohladitve (1%)
ter mesani tip AIHA (5%). Pred desetletji je AIHA z negativnim DCT (DCT-) predstavljala dodatno
skupino primerov AIHA. Vsi nasteti tipi AIHA lahko potekajo idiopatsko (primarna AIHA) ali v
sklopu nekaterih drugih bolezni, zdravil ali okuzb (sekundarna AIHA). V dolocenih primerih
hemoliti¢nih anemij zaradi zdravil so vpletena od zdravil neodvisna eritrocitna avtoprotitelesa, ki
jih glede na seroloske rezultate ne moremo locevati od AIHA s toplimi protitelesi.

Pred uvedbo obcutljivejSe gelske tehnike testiranja sredi 90. let prejSnjega stoletja, ki je
nadomestila standardno testiranje DCT v epruveti, je AIHA (DCT-) predstavljala 5-10% primerov.
Opisani so trije mozni vzroki, ki so prevladujoce vezani na standardno testiranje DCT v epruveti:

1. Sstevilo molekul Ig vezanih na eritrocit je pod mejo zaznave testiranja (DCT v epruveti zazna
okrog 200, DCT v gelski tehniki 100 molekul/ eritrocit)

2. protitelesa so vezana z nizko afiniteto (pri DCT v epruveti se med postopki pranja izgubijo)

3. za DCT v epruveti se uporablja le specifine reagente anti-IgG in anti-C3d (manjkajo drugi
specificni reagenti npr. anti-IgA in anti- IgM)
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V Sloveniji Ze skoraj 3 desetletja rutinsko uporabljamo gelsko tehniko testiranja eritrocitnih IH
preiskav, zato so pri¢akovano primeri AIHA (DCT-) malostevilni, vendar njihovega natancnega
Stevila ne poznamo. V literaturi navajajo pri testiranju v gelski tehniki AIHA DCT- v 3%.

Pri primerih suma na AIHA DCT- je pred uvedbo zdravljenja s kortikosteroidi na eni strani treba
izvesti obcutljivejSe IH teste, na drugi pa mora lececi zdravnik diferencialno diagnosti¢no izkljuditi
alternativne vzroke hemoliti¢éne anemije (prirojene in pridobljene imunske / neimunske).

Priporocila za diagnosti¢no obravnavo AIHA DCT- so:

1. uporaba gelske tehnike testiranja z monospecifi¢nimi reagenti anti-1gG, anti-IgM, anti-IgA,
anti-C3c, anti C3d

2. testiranje eluata
3. testiranje z encimi

4. uporaba obcutljivejsih testov npr. s preto¢nim citometrom ali radioimunskih testov
(zaznava 78,5 molekul / eritrocit) ipd.

Z izjemo obcutljivejsih komplementarnih testov (tocka 4) v Sloveniji Ze sedaj lahko sledimo
navedenim priporocilom. Problem pa so pomanjkljive informacije o pacientu, saj pogosto od
lec¢ecih zdravnikov ne prejmemo podatkov kot so diagnoze, transfuzijska anamneza ali klini¢ni
potek. Dodatne IH preiskave lahko izvajamo le, kadar smo s strani klinika opozorjeni na primer
klinicne hemolize z DCT-.

Imunohematoloske preiskave za diagnostiko AIHA, ob prevladujoci odsotnosti diagnoz, ve¢inoma
izvajamo zaradi reaktivnosti, ki jo ugotovimo pri presejalnih DCT in ICT. Na eni strani so usmerjene
v diagnostiko tipa AIHA in odkrivanje lastnosti avtoPt, na drugi pa v odkrivanje prisotnosti prikritih
aloprotiteles (aloPt), kar je klju¢nega pomena za zagotavljanje skladnih eritrocitov za transfuzijo.
V prispevku so prikazani nekateri rezultati imunohematoloskega testiranja bolnikov z AIHA na
Zavodu RS za transfuzijsko medicino v letih 2006-2022.

Imunohematoloske preiskave

Rutinsko jih izvajamo v gelski tehniki. Seroloski dokaz prisotnosti avtoPt obic¢ajno pridobimo z DCT,
pri cemer lahko uporabimo monospecificne reagente reagenti anti-IgG, anti-IgM, anti-IgA, anti-
C3c, anti-C3d. Sledijo postopki eluiranja avtoPt iz eritrocitov in ugotavljanje prisotnosti oz.
specificnosti odkritih avtoPt v eluatu. Prosta avtoPt razreda I1gG v plazmi odkrivamo z ICT. Pri
pozitivnem ICT nadaljujemo z ugotavljanjem specificnosti avtoPt.

73



Pri sumu na prisotnost hladnih avtoPt (npr. tezave pri orientacijski dolocitvi KS) ali kadar je DCT
pozitiven zaradi C3 je potrebno orientacijsko dolociti reaktivnost hladnih aglutininov (razred IgM)
na sobni temperaturi, kar izvajamo v epruveti. Ce so prisotni, dolo¢imo temperaturni optimum
hladnih aglutininov z ugotavljanjem njihovega titra pri temperaturah +4 °C, +20 °C, +30 °C in +37
°C. Kliniéno so pomembni le hladni aglutinini s termalno amplitudo > 30 °C. Pri teh primerih
priporo¢imo transfundiranje eritrocitov ogretih na 37 °C. Pri sumu na paroksizmalno hladno
hemoglobinurijo (redki primeri, prevladujoce pri otrocih z virusnimi okuzbami) izvedemo Donath-
Landsteinerjev test, s katerim specificno dokazemo prisotnost bifaznega hemolizina.

Bolnikom z AIHA obicajno Ze pri prvi obravnavi rutinsko dolo¢imo poleg rutinske krvne skupine
ABO, RhD in K $e vsaj fenotip Rh in druge najpogostejse kliniéno pomembne antigene (Ag): Jk #/®,
Fy®, Ss, M. Ce s seroloskimi testiranjem ne pridemo do zanesljivih rezultatov ali kadar je bolnik
pred testiranjem prejemal transfuzije se odlocimo za genotipizacijo eritrocitnih Ag iz genomske
DNK. Rutinsko zaradi odsotnosti monoklonskega reagenta anti-Fya z genotipizacijo dolo¢amo Ag
Fy?.

Pri bolnikih z AIHA posebno pozornost zahteva odkrivanje prisotnosti aloPt. Kljub zamudnosti
postopkov, s katerimi odstranjujemo prisotnost avtoPt, moramo predvsem pri bolnikih z
anamnezo predhodnih transfuzij in nosecnosti sistemati¢no odkrivati in izkljucevati prisotnost
aloPt usmerjenih proti antigenom DCcEe, Kk, Jk¥°, Fy*® Ss in M. Nasteta aloPt so klini¢no
pomembna in lahko v primerih transfuzije neskladnih eritrocitov pospesijo hemolizo, ki Ze sicer
lahko poteka pri teh bolnikih.

Za odstranjevanje avtoPt iz plazme bolnika izvajamo postopke adsorbcije plazme na avtologne
eritrocite, na alogenske, ki so identi¢ni z bolnikovimi v klinicno pomembnih Ag ali postopke
diluiranja plazme. Imunohematolosko testiranje se obicajno zakljuci z izbiro enot eritrocitov za
transfuzijo. Vecini bolnikov zaradi prisotnosti panaglutininirajocih avtoPt v plazmi ne moremo
zagotoviti eritrocitov z negativnimi navzkriznimi preizkusi. Pri izbiri darovalcev obvezno
upostevamo specificnosti odkritih aloPt, ne pa avtoPt. UpoStevanje specifi€nosti avtoPt je
omejeno na primere hude hemolize, ko z izbiro eritrocitov skladnih z avtoPt poskusamo doseci
blazji potek hemolize. Dodatno zaradi varnosti in preventive senzibilizacij bolnikom z AIHA
rutinsko zagotavljamo eritrocite skladne vsaj v fenotipu Rh in K, vecini pa v okviru razpoloZljivih
enot tudi v drugih najpogostejsih klinicno pomembnih Ag.

Po zakljucku vseh preiskav rezultate kliniku povzamemo in interpretiramo v zakljuénem mnenju.
V njem klinike tudi opozorimo na posebne ukrepe, kot je npr. segrevanje eritrocitov, in na
zamudnost IH testov in iskanja razsSirjeno antigensko skladnih enot, ki lahko traja tudi vec¢ ur ali
dni.
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Rezultati

V letih 2006-2022 smo na Zavodu RS za transfuzijsko medicino obravnavali od 36 do 75
(povprecno 61) pacientov, ki so imeli seroloske rezultate skladne z AIHA, na leto. Prevladovali so
pacienti s prostimi panspecificnimi avtoPt, plazemska avtoPt dolocenih specificnosti smo ugotovili
pri 8,2 do 21,4 % (v povprecju 14,2%) pacientov. Hkratno prisotnost avtoPt in aloPt v plazmi smo
ugotovili pri 9,4 do 25% (v povprecju 16,1%) obravnavanih pacientov z AIHA (Tabela 1).
Najpogosteje smo ugotovili aloPt usmerjena proti Ag iz sistema Rh in K. Pri 22,4% vseh
aloimuniziranih pacientov smo dokazali kombinacijo dveh ali ve¢ aloPt.

90 -

M avtoPt nerazvidne spec. M spec. avtoPt ™ avtoPt+aloPt

Tabela 1 prikazuje Stevilo obravnavanih pacientov z AIHA v letih 2003-2022, pri katerih smo
ugotovili panspecifi€na avtoPt, avtoPt dolocene specificosti in avtoPt v kombinaciji z aloPt.

Zakljucki

Imunohematoloska diagnostika pri bolnikih z AIHA nam omogoca s prouc¢evanjem lastnosti avtoPt
ugotoviti tip AIHA, z odkrivanjem aloPt pa zagotavljanje z aloPt skladnih eritrocitov. Kljub
zamudnosti postopkov moramo odkrivanje prikritih in izklju€evanje potencialnih aloPt izvajati
sistemati¢no, saj smo jih dokazali pri 16,1% vseh pacientov z AIHA. Pri izbiranju enot KE za
transfuzijo se posluzujemo razlicnih pristopov, ki ne smejo odloZiti nujnih transfuzij. S
preventivnim izdajanjem eritrocitov identi¢nih s pacientovimi v klinicho pomembnih Ag
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preprec¢imo hemolizo pri senzibiliziranih pacientih oziroma preprecujemo nove senzibilizacije. V
nujnih primerih izdajamo eritrocite skladne le v ABO, RhD, K in fenotipu Rh.
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Uvod

Krvnoskupinski sistem Rh je za sistemom ABO klini¢no drugi najpomembnejsi. Kodirata ga dva
evolucijsko visoko homologna gena RHD in RHCE, ki izrazata dva proteina RHD in RHCE. Celoten
sistem Rh zajema 56 eritrocitnih antigenov (Ag), med njimi je zaradi svoje izjemne imunogenosti
klinicno najpomembnejsi antigen D, sledijo mu antigeni C, c, E in e. Posamezniki, ki nimajo alela z
zapisom RHD, so RhD-negativni in se zato lahko senzibilizirajo na RhD antigen ob neskladni
transfuziji krvi, predhodni nosecnosti ali transplantaciji. Protitelesa anti-D so klinicno pomembna,
saj lahko povzrocijo hemoliti¢no transfuzijsko reakcijo, pri nosecnicah pa hemoliticno bolezen
ploda in novorojenca. Pravilna dolocitev prisotnosti ali odsotnosti Ag RhD na eritrocitih
preiskovanca je zaradi tega izjemno pomembna. Prispevek opisuje izgubo Ag RhD pri bolniku, ki
je posledica izgube heterozigotnosti za gen RHD in pojav klonalne eritropoeze.

Osnove genskega izrazanja Ag RhD

Gen RHD se nahaja tesno skupaj z genom RHCE na kratkem kraku kromosoma stevilka 1, na tako
imenovanem lokusu RH. Gena RHD in RHCE sta v kodirajoCi regiji 97 % homologna. Njun genski
zapis in gensko izrazanje velikokrat interpretiramo kot celoto. Vsak kodira po eno polipeptidno
molekulo, ki sta si strukturno in funkcijsko podobni. Gen RHD kodira proucevani Ag RhD ali protein
D, medtem ko gen RHCE kodira Ag RhCcEe, ki lahko nastopa v stirih kombinacijah proteina, to so
Ce, ce, cE ali CE. Oba proteina skupaj podajata t.im. fenotip Rh, na podlagi katerega lahko
sklepamo o podedovanem haplotipu.

Gen RHD je v evoluciji doletela delecija, ki pa ni ogrozala zdravja, ker vrsi podobno funkcijo
homologni protein RHCE. RhD-negativne osebe so zatorej homozigoti z delecijo RHD, katere
posledica je popolna odsotnost Ag RhD. Oba gena sistema Rh sta doZivela mnogo mutacij, Se
posebno zaradi svoje visoke homologije, zato obstaja visoko Stevilo variant tega sistema.
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Dolocanje Ag RhD in razreSevanje diskrepantnih seroloskih rezultatov

Ag RhD rutinsko dolo¢amo s serolosko metodo aglutinacije in ga opredelimo kot pozitivnega ali
negativnega. Pri nekaterih posameznikih pa lahko opaZzamo isto¢asno prisotnost tako RhD-
pozitivnih kot RhD-negativnih eritrocitov, kar imenujemo dvojnocelicna ali mesSanoceli¢na
populacija. Najpogostejsa razloga zanjo sta predhodne transfuzije RhD-neidentic¢nih eritrocitov in
stanje po presaditvi krvotvornih matic¢nih celic (KMC). V bistvu gre pri tem za transfuzijski ali
transplantacijski himerizem, ki je posledica prisotnosti dveh tkiv oz. celi¢nih linij, ki so nastale iz
dveh ali vec zigot. V redkih primerih lahko v sistemu Rh opazimo tudi pojav mozaicizma, ki je
posledica prisotnosti celi¢nih linij razliénih fenotipov, ki pa so nastale iz ene zigote. Spremenjena
krvna skupina je v tem primeru posledica delne ali pa popolne klonalne eritropoeze kot posledice
somatske mutacije gena RHD.

Na podlagi izsledkov raziskav je najpogostejsi mehanizem za pojav klonalne eritropoeze in s tem
mozaicizma RhD izguba heterozigotnosti vzdolZ variabilnih regij kromosoma 1, ki zajema lokus RH.
Da bi dokazali slednje, se posluzujemo vedstopenjske diagnostike, pri ¢emer lahko uporabimo
razlicne seroloske in molekularne metode, kot so npr:

1. Dolocitev Ag RhD na eritrocitih s serolosko metodo aglutinacije

Rutinsko dolo¢imo Ag RhD z uporabo razlicnih monoklonskih protiteles anti-D in lahko dobimo
rezultat dvojnoceli¢ne populacije.

2. Dolocitev Ag RhD na eritrocitih s pretocno citometrijo

Z izborom monoklonskih protiteles anti-D dolo¢imo delez RhD-pozitivnih in RhD-negativnih
eritrocitov.

3. Dolocitev antigenov Rh s pretocno citometrijo

S pomocjo pretocno-citometricnega locevalca in uporabe specificnih monoklonskih protiteles
celice z jedri razvrstimo v razli€ne vrste, podskupine in razlicne razvojne stopnje. Namen je
izolacija razli¢nih klonov eritroidne vrste za nadaljnjo kultivacijo in analizo. S primerjalno analizo
krvotvornih celic druge vrste in razli¢nih razvojnih stopenj lahko ugotovimo, na kateri razvojni
stopnji se je pojavila genska sprememba oziroma izguba Ag RhD.
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4. Vzgajanje kolonij progenitorske celice eritroidne vrste (BFU-E).

Pri tem vzgojimo iz KMC vec celi¢nih linij eritrocitne vrste, njihovo lo¢evanje na razli¢nih stadijih
razvoja ter klonsko locevanje pa nam omogoci njihovo analizo s preto¢no citometrijo, po izolaciji
DNK pa Se molekularno testiranje.

5. Genotipizacija RHD

Na podlagi izolirane genomske DNK iz posameznih kolonij BFU-E in hematopoetskih celic druge
vrste in razlicne razvojne stopnje opravimo gensko tipizacijo RHD z metodo verizne reakcije s
sekvencno specificnim prileganjem (PCR) ali s sekvenciranjem. Dolo¢imo lahko tudi zigotnost gena
RHD.

6. Dolocanje polimorfizma s pomocjo analize polimorfizmov multiplih genov ali mikrosatelitov

Himerizem lahko dolo¢amo naceloma tudi z analizo polimorfizmov razlicnih genov, razporejenih
po celem genomu. Na tak nacin lahko ugotovimo, ali v krvi obstojajo zapisi za 3 razli¢ne alele, v
tkivu pa za obicajna dva alela nekega gena, kar pomeni da gre za himerizem po transplantaciji.
Podobno lahko storimo tudi s primerjalno analizo visoko polimorfnih avtosomnih mikrosatelitnih
lokusov na DNK, izolirani iz polne krvi in somatskih celic nehematopoetske vrste (npr. epitelijske
celice bukalne sluznice), s ¢imer lahko izklju¢imo prirojeni ali pridobljeni himerizem kot vzrok za
pojav klonske eritropoeze. Te metode lahko s ciljanjem na doloéeno regijo genomske DNK, ki jo
izoliramo iz krvi ter razli¢nih somatskih celic uporabimo tudi za dokaz mozaicizma RhD v razli¢nih
fazah ontogenetskega razvoja.

7. Fluorescencna in situ hibridizacija (FISH)

FISH je citogenetska metoda, ki omogoca dolocanje prisotnosti ali odsotnosti specifi¢nih
sprememb na kromosomih, vkljuéno z delecijami, rekombinacijami in duplikacijami, ki lahko
povzrocijo izgubo heterozigotnosti za gen RHD. V primerjavi z molekularnimi metodami je ta
metoda dosti manj obcutljiva.

Klini¢na stanja povezana s pridobljeno izgubo antigena RhD

Izguba Ag RhD je bila v literaturi Ze veckrat opisana pri bolnikih s hematoloskimi obolenji, kot so
akutna ali kroni¢na levkemija mieloidne vrste, mielodisplasti¢ni sindom in mieloproliferativne
bolezni. Spontano izgubo Ag RhD so opisali tudi pri zdravih RhD-pozitivnih posameznikih,
predvsem starostnikih in bolnikih z nehematoloskimi obolenji kot so malignomi in srénoZilna
obolenja. Potencialno nevarni so tovrstni krvodajalci, ki imajo zaradi te konverzije Se vedno
nezaznavno koli¢ino RhD-pozitivnih eritrocitov in lahko zato Se vedno povzrodijo senzibilizacijo
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RhD-negativnih prejemnikov. Seveda so podobni primeri v transfuzijski praksi redki, a jih moramo

poznati in upoStevati.

Sklep

Izguba Ag RhD je redko prepoznano stanje, ki lahko vpliva na klini¢no vodenje bolnikov in izbiro

ustreznega transfuzijskega zdravljenja. Z uporabo seroloskih, molekularnih in citogenetskih

preiskav lahko natanéno opredelimo vzrok za klonsko eritropoezo. Nove Studije kaZejo na

dolgotrajno skupno ontogenezo z drugimi linijami hematopoeze, zlasti mieloidne vrste. Boljse

razumevanje hematopoeze na tej ravni ter nadaljnje raziskave v povezavi s klonsko preobrazbo

lahko privedejo do novih diagnosticnih in terapevtskih pristopov, morda tudi upocasnitve procesa

staranja in z njim povezanih bolezni.
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Konzervativni pristop k transfuzijskem zdravljenju
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Nadomescanje eritrocitov

Vrednosti v krvni sliki, pri katerih se odlo¢imo za transfuzijsko zdravljenje s pripravki eritrocitov,
so se skozi leta spreminjale. Izoblikovala so se Stevilna priporocila, ki nam pomagajo pri odlocitvi.
Glede na patofizioloski vidik izboljSanja oksigenacije tkiv s transfuzijo eritrocitov, bi bilo mo¢
sklepati o ugodnejSem izhodu za pacienta, ki je prejel transfuzijo eritrocitov prej (visji prazni
hemoglobin) in bo imel visjo potransfuzijsko vrednost hemoglobina, v primerjavi z bolnikom, ki je
prejel transfuzijo eritrocitov kasneje (niZji prazni hemoglobin) in bo imel niZjo potransfuzijsko
vrednost hemoglobina. Ugodnejsi izhod bi pricakovali ne glede na bolezensko stanje pri bolniku..

V nasprotju s pricakovanji pa so Stevilne randomizirane Studije pokazale, da je varno v dolocenih
okolis¢inah vzdrzevati vrednost hemoglobina med 70 in 80 g/L, kar je znacilno za restriktivni
pristop, nasproti t.i. liberalnemu pristopu, pri katerem je prag za transfuzijo pri 100g/L. Poleg
vrednosti hemoglobina je potrebno upostevati indikacije, klini¢no sliko ter pridruZzene bolezni, ki
vplivajo na potek zdravljenja.

Nadomescanje eritrocitov pri vrednosti hemoglobina < 70g/L (konservativni ali restriktivni
pristop) pride v postev pri bolnikih, ki so brez simptomov anemije ter so kardiorespiratorno
stabilni.

Primeri, kjer se restriktivnega pristopa ne posluzujemo:

- akutni koronarni sindrom oziroma miokardni infarkt. V primeru akutne ishemije ali
nestabilnosti je smiselno vzdrZevati vrednosti hemoglobina >100g/L. Izkazalo se je, da je
v skupini, ki je prejemala nadomescanje po restriktivnem pristopu vec¢ kardiovaskularnih
dogodkov v prvih 30 dneh.

- akutne krvavitve, kjer se zanasamo na vitalne znake in hemodinamsko stabilnost ter
dinamiko stanja bolnika.
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- bolniki, ki navajajo simptome anemije v smislu zadihanosti, slabSe zmogljivosti in hitrejse
utrudljivosti. V ta sklop spadajo tudi bolniki, ki prejemajo kroni¢no nadomeséanje krvnih
pripravkov.

Transfuzijsko zdravljenje je na splosno varno, kljub temu pa lahko predstavlja za bolnika dolo¢eno
tveganje, zato je vedno potreben premislek ali se je moZno transfuziji izogniti. Klini¢no
najpomembnejsi nezeleni ucinki transfuzije so volumska preobremenitev (angl. TACO), akutna s
transfuzijo povezana poskodba plju¢ (angl. TRALI), alergijske in anafilakticne reakcije,
obremenitev z Zelezom, prenos bakterijskih in virusnih okuzb ter senzibilizacija na eritrocitne
antigene. Predvsem TACO, TRALI in anafilakticne reakcije lahko akutno Zivljenjsko ogrozijo
bolnika. Poleg klini¢no jasnih nezelenih ucinkov je populacija kriticno bolnih dodatno ogrozena
zaradi diskretnih imunosupresivnih in mikrocirkulatornih ucinkov transfuzij eritrocitov.

V zadnjih letih so se pojavili Stevilni pristopi, ki zasledujejo restriktivni pristop k transfuziji krvnih
komponent. Priporocila ameriskega zdruZenja za hematologijo tako odsvetujejo liberalne
transfuzije  eritrocitov, kar pomeni, da je potrebno zasledovati najmanjSe mozno Stevilo
transfundiranih enot eritrocitov. Pri hospitaliziranih bolnikih, ki niso kardioloski in so stabilni, je
cilj olajsanje simptomov anemije ali dvig hemoglobina v varno obmocje 70-80g/I.

Presenetljivi so bili izsledki Studij TRICC in TRISS, kjer so analizirali kriticno bolne v intenzivnih
enotah ter bolnike s septi¢énim Sokom. Izkazalo se je, da je konservativni pristop varen pri obeh
skupinah pacientov.

Za hemato-onkoloske bolnike veljalo enaka navodila pri nadomesc¢anju krvnih pripravkov kot za
ostale stabilne paciente in je meja, kjer nadome$¢amo eritrocite postavljena med 70-80g/I. Studija
DeZerna in sod. je pri bolnikih z akutno levkemijo denimo pokazala, da niZji transfuzijski prag
70g/1 v primerjavi z 80g/| ni imel nobenega ucinka na trajanje hospitalizacije, simptome anemije
ter pojavnost febrilne nevtropenije in krvavitev.

Omeniti moramo Se Cochranovo sistematic¢no Studijo iz leta 2021. Zajela 48 klini¢nih Studij, ki so
vkljucevale 21433 bolnikov, ki so prejeli transfuzije eritrocitov zaradi najrazlicnejSih indikacij.
Zakljucek je bil, da obstajajo mocni dokazi, da se je mogoce varno izogniti transfuziji eritrocitov
pri vecini bolnikov, ki imajo vrednost hemoglobina med 70 in 80 g/l, kar z drugimi besedami
pomeni, da je restriktivni pristop varen. Obstajajo pa podskupine bolnikov, pri katerih je potrebno
vzdrZevati visje vrednosti hemoglobina.

Nadomescanje trombocitov

V primeru hematoloskih bolnikov, pri katerih je poleg anemije prisotna huda trombocitopenija,
konservativni pristop k nadomescanja krvnih pripravkov ne pride v postev, saj so le ti bolj nagnjeni
k spontanim krvavitvah. V studiji PLADO so med drugim pokazali, da je vrednost hematokrita, nizja
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od 0,25, povezana s povecano verjetnostjo za krvavitev. Po drugi strani pa lahko pri hemato-
onkoloskih bolnikih pride do krvavitev tudi pri visjih vrednostih trombocitov zaradi socasnih
motenj v koagulaciji, nepovezanih z vrednostjo trombocitov, zato samo nadomescanje
trombocitov ne pomeni nujno manjse verjetnosti za nastanek le- te.

Glede na Stevilna priporocila je potrebno s profilakticnimi transfuzijami koncentriranih
trombocitov zaceti pri vrednosti nizji od 10 x10%/I. Se posebej so zaradi potencialnih krvavitev
ogrozeni bolniki z akutno levkemijo. V klini¢nih Studijah se je izkazalo, da so imeli krvavitve visje
stopnje (stopnja 3 ali 4 po WHO) tisti bolniki z akutno mieloi¢no levkemijo, ki niso dobivali
profilakti¢nih transfuzij trombocitov in so imeli vrednosti trombocitov pod 10x10%/I.

V prid restriktivnemu pristopu pri transfuzijah trombocitov govorijo rezultati dveh klini¢nih Studij
bolnikov z akutno levkemijo (Heckman in Rebulla), ki nista ugotovili statisticno pomembnih razlik
v pojavnosti krvavitev med skupino bolnikov, ki je prejemala transfuzije trombocitov pri vrednosti
trombocitov 20x10°/L in skupino bolnikov, ki je prejemala transfuzije pri vrednosti 10 x10°/L. Se
vedno veljajo priporotila o nadomes&anju pri vrednosti trombocitov <100 x10°/L v primeru
nevrokirurskih ali okulisti¢nih posegov, pri vedji operaciji <50 x10°/L pri laporoskopskih operacijah
med 30-50 x10%/L ter pri manj invazivnih posegih med 20 in 30 x10°/L .

Zakljucek

Konservativni (restriktivni) pristop k transfuziji eritrocitov je bil potrjen v mnogih klini¢nih Studijah
in je varen. Pozorni morami biti na skupine bolnikov, pri katerih je oksiformna kapaciteta krvi
kljuéna za ugoden izhod zdravljenja (akutni koronarni sindrom, nestabilni krvaveci bolniki,
simptomatski bolniki) in pri njih indicirati transfuzije eritrocitov prej — pri visjih vrednostih
hemoglobina. Pri bolnikih, ki potrebujejo profilakticne transfuzije trombocitov je potrebno
izpostaviti bolnike z akutno levkemijo, pri katerih moramo dosledno vzdrZevati vrednost
trombocitov nad 10x 10°/L.
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AVTOMATIZACIJA LABORATORIJSKIH PREISKAV (ZTMS)

Popolna avtomatizacija predtransfuzijskih preiskav —izkusnje ZTM

lvica Mari¢
Zavod Republike Slovenije za transfuzijsko medicino
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Predtransfuzijske preiskave so z zakonom opredeljeni obvezni testi, ki jih moramo izvesti pred
transfuzijo krvnih komponent. Za zdravljenje bolnikov na letni ravni v Sloveniji izdamo priblizno
100.000 enot krvnih komponent, od tega vec kot 45% na ZTM Ljubljana. Glede na Stevilo izdanih
enot je Odsek za predtransfuzijske preiskave ZTM najvecji imunohematoloski (IH) laboratorij v
drzavi. Popolna avtomatizacija preiskav je cilja vsakega laboratorija, saj se posledi¢no izboljsata
varnosti in sledljivost preiskav/rezultatov. Moderni IH analizatorji po prednastavljenih algoritmih
interpretirajo rezultat, ki ga uporabnik bodisi potrdi ali zavrne, kar predstavlja dodatno stopnjo
varnosti, saj se zmanjSa moznost Cloveske napake. Vrsto let smo se trudili avtomatizirati
predtransfuzijske preiskave na ZTM, vendar so posebnosti obstojecega informacijskega sistema
(1S), nasega nacina testiranja ter laboratorija predstavljali velik izziv.

Vevyv

Odlocili smo se, da razis¢emo ponudbo na trziS¢u ter eventualno testiramo potencialne IH
analizatorje. Konec leta 2017 smo v poskusno testiranje dobili analizator podjetja Ortho, kasneje
so Se ostala podjetja ponudila v testiranje svoje analizatorje, tako da smo do konec leta 2018
testirali 5 razli¢nih analizatorjev 3 ponudnikov (Ortho, BioRad in Grifols). V letu 2019 smo izvedli
javno narocilo (JN) za najem IH analizatorjev s potrosnim materialom in reagenti. Vse ponudbe so
ustrezale zahtevam JN. Vsi trije ponudniki so predvideli 2 analizatorja velikega formata za namene
predtransfuzijskega testiranja, kar so izracunali na podlagi posredovanih podatkov glede obsega,
koli€ine testiranja, Stevila vzorcev ter dnevnih nihanj. Izbrali smo najugodnejSega ponudnika, in
sicer podjetje Mediline, ki je zastopnik proizvajalca Grifols. Podpisu pogodbe konec leta 2019 je
sledilo razreSevanje obstojecih ovir, saj smo morali optimizirati nacin testiranja, ukiniti navzkrizni
preizkus v tehniki z encimom (eM) ter poiskati IT resitev glede povezljivosti IH analizatorjev in
obstojecega IS.
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RazreSevanje povezljivosti

Pred zaCetkom uporabe analizatorjev Erytra, smo morali razresiti tezavo povezljivosti med
analizatorjem in obstoje¢im IS. V zahtevah v JN smo predvideli, da mora ponudnik vzpostaviti
povezavo med analizatorjem in transfuzijskim 1S, kar je predstavljalo velik izziv, saj IS, ki ga
uporabljamo, ni sodoben. S pomocjo zunanjega izvajalca in sodelovanja ZTM je ponudnik uspel
preko vmesnika povezati analizatorje in IS. Namen vmesnika je »prevod« iz Grifols kode v Datec
kodo. Izdelava in postavitev vmesnika sta trajali skoraj 1 leto. Pred vpeljavo v rutinsko delo smo
obsezno validirali delovanje vmesnika in konec leta 2020 prevzeli analizatorja v uporabo. V JN smo
predvideli samo enosmerno povezljivost (analizator = IS) za prenos rezultatov, kar pomeni ro¢ni
vnos narocila v analizator in avtomatski prenos rezultata v IS. Ker tak nacin dela ni varen, saj
predstavlja izjemno visoko moznost cloveske napake, zlasti v laboratoriju s tako visoko
obremenitvijo, smo se odlocili za nadgradnjo vmesnika na dvosmerno komunikacijo (IS =
analizator > 1S), kar pomeni IS posreduje narocilo v analizator, ki po zakljuéenem testiranju
posreduje rezultat v IS. Nadgradnja vmesnika je za dodatne 4 mesece zavlekla izvedbo
avtomatiziranih IH preiskav. V drugi polovici aprila 2021 smo priceli z izvedbo navzkriznega
preizkusa s pomocjo dvosmerne komunikacije vmesnika.

Ukinitev navzkriznega preizkusa v tehniki z encimom

Ze pred avtomatizacijo predtransfuzijskih preiskav je obstajala namera o ukinitvi eM, saj smo
pogosto zaznali klinicno manj pomembna protitelesa, ki so bila reaktivha samo v tehniki z
dodatkom encima (NaCl-e). Nespecifi¢na reaktivnost vencimu (NRE) je podaljSevala cas testiranja
in posledi¢no izdaje krvnih komponent ter zviSevala stroSke testiranja. Z avtomatizacijo IH
preiskav smo bili primorani ukiniti eM, saj izbrani analizator ne podpira izvedbe eM. Za namene
natancnejSe razjasnitve protiteles , smo v prehodnem Sestmesecnem obdobju presejano testirali
vse prejemnike eritrocitov s papainiziranimi eritrocitnimi testnimi celicami (IT-P) ter dodatno
specificirali protitelesa, reaktivna samo v tehniki zencimom. V petmese¢nem obdobju smo izvedli
4972 testov IT-P, od tega jih je bilo pozitivnih (IT-P poz, ICT neg) 489 (9,8%). Med vsemi pozitivnimi
rezultati je bilo le 25 takih, ki so imeli razvidno specifi¢nost, in sicer 14 primerov protiteles anti-E,
4 anti-C%, 4 anti-Le?, 1 anti-Le®, 1 anti-P1 ter 1 anti-Lu®. Zakljudili smo, da visja obcutljivost
testiranja pripomore k odkrivanju vec bolnikov s protitelesi, ki pa so bodisi naravno prisotna ali pa
klinicno manj pomembna. Po uspeSno zaklju¢enem petmesecnem prehodnem obdobju smo
varno ukinilieM in IT-P iz rutinskega testiranja. Do danasnjega dne nismo zaznali primera odloZene
hemoliti¢ne reakcije zaradi ukinitve eM.
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Ukinitev potrjevanja krvne skupine donacije (ABO in RhD) v sklopu NP

Posebnost nasega nacina testiranja je bila, da smo vsaki¢ potrdili krvno skupino (ABO in RhD)
donacije v sklopu NP, kar je predstavljalo tezavo pri avtomatizaciji NP, saj se rezultat potrditve
krvne skupine donacije nikamor ne vpisuje. Pravega vzroka za vzpostavitev tega varnostnega
mehanizma ni nih¢e poznal, vendar naj bi bil povezan z napakami pri prenosu rezultata KS donacije
med IS za testiranje krvodajalcev in IS za testiranje bolnikov. Za obdobje zadnjih 20 let (2000-
2020) smo preverili napake pri dolocitvi KS donacije in ugotovili, da ni bilo primera napacne
doloditve KS ali napake pri prenosu KS krvodajalca/donacije. Zakljuéili smo, da lahko varno
ukinemo potrjevanje krvne skupine pri donaciji v sklopu NP.

Ukinitev testa avtokontrole (AK) v sklopu NP

Ker je kapaciteta analizatorja zelo omejena, smo optimizirali izvajanje predtransfuzijskih preiskav,
saj vsak (nepotreben) test dodatno obremeni analizator in podaljSa cas testiranja. Po dolgem
premisleku smo se odlodili, da test AK pri vecini bolnikov ne predstavlja pomembnega testa, zato
smo ga ukini iz rutinskega testiranja v sklopu NP.

Optimizacija delovnega procesa

Avtomatizacija predtransfuzijskih preiskav ne pomeni dobesedne preslikave ro¢nega dela v
avtomatizirani nacin, ampak zahteva Stevilne prilagoditve. V primerjavi z ro¢nim delom je poleg
spremenjenega nacina izvedbe testa, spremenjen nacin validacije rezultatov, izdaje izvidov,
preverjanja ustreznosti krvnih komponent, itd. Vpeljali smo stevilne izboljsave IS, predvsem dodali
dodatne varnostne mehanizme in zapore, ki preprecujejo izdajo neskladnih enot, nepotrjenih
rezultatov testiranja, preverjanje skladnosti enot na vec¢ ravneh, itd. Ravno tako smo prilagodili
izvajanje internih kontrol.

Zakljucek

Avtomatizacija predtransfuzijskih preiskav je zelo zahteven in dolgotrajen proces. Zahteva dobro
poznavanje delovnih procesov in principov IH testiranja. Vsak proces ima svoj potek dela.
Spoznavanje z »novo« tehnologijo, uporabe novih gelskih kartic, z naborom drugacnih testov kot
smo jih vajeni, z novimi kloni, in Se spoznavanje analizatorja zahteva svoj Cas. Vse zaplete smo
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sproti reSevali. Zaradi visokih standardov in zahtev na podrocju predtransfuzijskega testiranja so
se z vpeljavo resSitve velikokrat odprli novi zapleti. Tudi ¢e smo se Se tako trudili, vseh moznih
zapletov nismo mogli predvideti. Klju¢ni sta bili potrpezljivost in sodelovanje. Z obseznim delom,
ki smo ga opravili na ZTM Ljubljana ter pridobljenimi izkusnjami, smo omogocili avtomatizacijo IH
preiskav tudi drugim transfuzijskim ustanovam v Sloveniji.
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Avtomatizacija imunohematoloskih preiskav v laboratoriju za
prenatalne preiskave (izkusSnje ZTM)

Ajda Mihori¢, Mateja Pipus, Irena Bricl, Ilvica Mari¢
Zavod Republike Slovenije za transfuzijsko medicino

ivica.maric@ztm.si

Zaradi povecanega Stevila preiskav in dotrajanosti laboratorijskih aparatov Swing in Saxo, ki sta
omogocala polavtomatsko testiranje omejenega Stevila vzorcev (18+kontrole), se je pokazala
potreba po vzpostavitvi avtomatiziranega sistema za izvedbo imunohematoloskih preiskav v
nosecnosti in po porodu.

Avtomatiziran sistem nam zagotavlja popolno pozitivno identifikacijo in sledljivost testiranih
vzorcev in uporabljenih reagentov, diluentov, ID gelskih kartic, kontrol kakovosti, izvajalcev in
potrjevalcev rezultatov ter prenos potrjenih rezultatov v nas informacijski sistem (IS Datec).

Leta 2013 je bil na nasem trziS¢u na razpolago laboratorijski sistem IH-1000 (DiaMed danes
BioRad), ki je imel popolnoma avtomatiziran sistem za ID-kartice z moznostjo neprekinjenega
dodajanja vzorcev in reagentov. Sam laboratorijski aparat sestavlja predel za reagente in vzorce,
predel za luknjanje kartic in skladiS¢enje delno izrabljenih kartic, predel za pipetiranje in dve
neodvisni roki za pipetiranje, inkubator, 3 centrifuge, predal za zalogo ID-kartic, predel s posodami
za dekontaminacijsko, 2x sistemsko in 2x odpadno tekocino ter koS za porabljene ID-kartice in
integriran zaslon na dotik ter 2 integrirana racunalnika. Sistem dopolnjuje Se programska oprema
IH-Com in IH-Client. Sistem ima kapaciteto za 180 vzorcev, 240 ID-kartic (do 20 razli¢nih) in 28
reagentov. Omogoca polnjenje/odstranjevanje tekocin med procesom. Omogoca prednostno
testiranje nujnih vzorcev (STAT funkcija). Ima integrirano lastno varnostno kopiranje podatkov,
kar omogoca hitro in nemoteno obdelovanje vzorcev.

Omogoca tudi uporabo majhnih pediatri¢nih vzorcev (500 ul). Vedno imamo vpogled v zalogo
reagentov in ID-kartic.

IH-Com je programska oprema za upravljanje s podatki in interpretacijo rezultatov. Ima integriran
in nastavljiv modul za nadzor nad kontrolami kakovosti za posamezne reagente, diluente in ID-
kartice, ki opozarja uporabnika na datum izteka posamezne kontrole.
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Validacija rezultatov lahko poteka avtomatsko, v enem koraku in kot v nasem primeru na principu
dveh parov oci.

Pred integracijo laboratorijskega sistema IH-1000 sta bili potrebni kvalifikacija in validacija. In sicer
po protokolu kvalifikacije opreme, kjer smo potrdili ustreznost delovanja v delovnem okolju,
ocenili skladnost z nasimi zahtevami in pri¢akovanji (pravilnost, hitrost in kvaliteta izvedbe IH
preiskav), povezava IH-Com z IS Datec ter po protokolu validacije procesa, kjer smo vzporedno
testirali 300 vzorcev z aparatoma Swing (pipetiranje) in Saxo (Citalec). Preverjali smo, ¢e so bili
rezultati skladni. Dodatno je sistem uspesSno izvedel preiskave iz majhne koli¢ine vzorcev
(pediatri¢ni vzorci) in iz popkovnic¢ne krvi. Z vzporedno izdajo izvidov v testnem programu IS Datec
smo preverili prenos v IS Datec in delovanje algoritmov (priporocila glede preventivne zascite z Ig
anti-D). Konec leta 2013 je potekalo Se Solanje vseh uporabnikov s strani serviserja DiaHem.

Leta 2014 smo zaceli uporabljati nov sistem, ki je zamenjal polavtomatski sistem, pri katerem je
aparat Swing pipetiral vzorce in reagente, nato smo jih rocno inkubirali in centrifugirali ter kartice
vstavljali v Citalec ID-kartic Saxo za prvo interpretacijo s strani lab. inZ. ter prenos rezultatov v IS
Datec. Sledil je prenos kartic v stojala za koncno interpretacijo in validacijo s strani transfuziologa.
Polavtomatski sistem smo uporabljali samo za redne preiskave z zadostno koli¢ino vzorca. Vendar
je bil Ze integriran prenos rezultatov iz polavtomatskega sistema v IS Datec pomemben korak k
popolni avtomatizaciji.

Popolnoma avtomatiziran sistem za ID-kartice smo uspesno integrirali v delo v laboratoriju za
prenatalne preiskave. Danes ga uporabljamo tako za redne kot nujne preiskave, vzorce
popkovnicne krvi ter pediatri¢ne vzorce. Ro¢no izvajamo le Se preiskave, ki jih na avtomatiziran
nacin ni mozno.

V sklopu imunohematoloske (IH) prenatalne diagnostike dolo¢amo krvno skupino ABO/D in K pri
nosecnicah in novorojenckih po porodu, izvajamo presejalno testiranje na nepricakovana
eritrocitna protitelesa (ICT) v zaCetku nosecnosti in v 26. tednu nosecnosti pri D-negativnih
nosecnicah, ki nosijo D-pozitiven plod, preverjamo prisotnost na eritrocite vezanih protiteles pri
novorojencih (DCT), podajamo oceno obsega fetomaternalne krvavitve (FMK) po porodu ter
spremljamo na eritrocitne antigene senzibilizirane nosecnice z rednimi kontrolami titra protiteles.
Od oktobra 2018 izvajamo nacionalni program ciljane zascite D-negativnih nosecnic na podlagi
prisotnosti plodovega gena RHD v periferni krvi matere. Preiskave v laboratoriju izvajamo v
rednem delovniku od ponedeljka do petka.
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Tabela 2: stevilo opravljenih avtomatiziranih prenatalnih IH preiskav v obdobju 1.1.2014-
31.12.2022 (povzeto po IS Datec)

Preiskava Stevilo opravljenih storitev
Dolocitev krvne skupine ABO/D 64.221
Dolocitev antigena D 23.482
Dolocitev antigena K 57.315
Indirektni Coombosov test 113.048
Direktni Coombosov test 10.191
Zakljucek

Z avtomatizacijo preiskav se poveca sledljivost opravljenih storitev, izboljSa se izkoristek
reagentov ter optimizira se delo v laboratoriju. Prehod iz ro¢nega na avtomatiziran nacin izvajanja
preiskav zahteva natancen protokol validacije, spremljanje Stevilnih kazalnikov kakovosti ter
natanéno poznavanje strokovnega podro¢ja in delovnih procesov v laboratoriju. Ze skoraj deset
let izvajamo avtomatizirane prenatalne IH preiskave. V tem obdobju nismo zaznali napak ali
odklonov v delovanju IH analizatorja, kar govori v prid varnosti in robustnosti avtomatiziranega
sistema. Vseh preiskav ni mogoce avtomatizirati. Nas kratkorocni cilj je avtomatizirano izvajanje
titracije protiteles ter nadgradnja informacijskega sistema.
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ERITROCITI (HLZ)

Eritrocitna vrsta in njeno vrednotenje v mikroskopskem pregledu krvnega razmaza

Helena Podgornik
Klini¢ni oddelek za hematologijo, Interna klinika, Univerzitetni klinicni center Ljubljana

helena.podgornik@kclj.si

Pod pojmom mikroskopski pregled krvnega razmaza praviloma razumemo predvsem
diferenciacijo in oceno levkocitne vrste, medtem ko je vrednotenje ostalih dveh vrst, eritrocitne
in trombocitne, pogosto zapostavljeno in prepusceno izkuSenosti pregledovalca. Vendar je
mikroskopski pregled eritrocitne vrste, ki vkljucuje prepoznavanje sprememb v velikosti, obliki,
razporeditvi, obarvanosti eritrocitov ter prisotnost vklju¢kov v njih, zelo pomembno tudi za
prepoznavanje nekaterih ogrozajocih klini¢nih stanj. Nekatera odstopanja v eritrocitni vrsti sodijo
celo med kriticne najdbe.

Priporocila o mikroskopskem vrednotenju razmaza krvi Slovenskega zdruZenja za klini¢no kemijo
in laboratorijsko medicino (SZKKLM, 2012) so poenotila terminologijo za posamezne morfoloske
spremembe in tudi izrazoslovje za opisovanje teh sprememb. Tako v mednarodnem prostoru kot
pri nas je njihovo ocenjevanje semikvantitativno, veCinoma tri do Stiristopenjsko in kot tako med
laboratorijsko slabo primerljivo. Se ve¢, tudi znotraj laboratorijsko je zelo odvisno od izku$enj in
presoje posameznika. Predvsem pa so doslej manjkala natan¢na merila za semikvantitativno
stopnjevanje. V ¢asu od nastanka Priporocil o mikroskopskem vrednotenju razmaza krvi smo tudi
v mednarodnem prostoru dobili smernice, kako naj bi pravilno vrednotili eritrocitno krvno sliko
in kako k temu pristopamo, da je ¢im bolj objektivizirano in ponovljivo. Ter da z izvidom pregleda
ustrezno opozorimo na klinicno pomembne najdbe. in Na osnovi teh porocil je delovna skupina
za laboratorijsko hematologijo (DSLH) pri SZKKLM pripravila in 1.2022 na svoji spletni strani
objavilo gradivo »Vrednotenje in porocanje sprememb v eritrocitni krvni sliki«, ki je prosto
dostopno slovenskim laboratorijem in ostali zainteresirani javnosti. V teh priporocilih so
poenoteni Stevil¢ni kriteriji za opredeljevanje morfoloskih sprememb. To olaj$a delo in v veliki
meri preseze pomanjkljivosti subjektivnega opredeljevanja.

Klju¢no izhodis¢e uspesnega vrednotenja eritrocitne krvne slike je gotovo dobro pripravljen, susen
in obarvan krvni razmaz. Eritrocitna krvna slika je namrec najbolj obcutljiva za morebitne
predanalitske in tehni¢ne napake pri pripravi razmaza. Z neustrezno pripravo vnasamo artefakte
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(npr. ehinociti pri starih vzorcih). Za zanesljivo semikvantitativno oceno (posamezni/blaga,
malostevilni/zmerna, Stevilni/izrazita) moramo vrednotiti vsaj 1000 eritrocitov. Ker v rutinskem
delu tega ne poc¢nemo, mora vsak laboratorij za razpoloZljive mikroskope dolociti Stevilo
eritrocitov na vidno polje in nato na osnovi te vrednosti preracunati, kolikSen je dejanski delez
odstopajocih eritrocitov.

Mednarodne smernice so precej zadrzane glede porocanja sprememb v krvni sliki in poudarjajo,
da se moramo osredotocati le na klinicno pomembne spremembe, medtem ko se opisovanju
nepomembnih izogibamo. To velja za vecdino sprememb v obliki in obarvanosti kot za vkljucke.
Sprememb, ki so posamezne/blage vecinoma ne poro¢amo. Ob tem je pomembno poudariti, da
je Steviléna meja za spremembe, ki se porocajo, veCinoma visoka (>10%). Seveda pa so nekatere
najdbe, kjer se meja porocanja zmanjsa, ker je njihov klini¢ni pomen ved;ji.

Pri stopnjevanem opisu za anizocitozo, mikro/makrocitozo in hipokromijo je zelo pomembno
upostevati eritrocitne indekse hematoloskega analizatorja (MCV, MCH, RDW). Ti indeksi so zaradi
velikega Stevila vrednotenih eritrocitov praviloma zanesljivejSi. Obenem se moramo zavedati, da
je npr. povecana vrednost RDW, kljub normalni vrednosti MCV, lahko posledica prisotnosti
mikrocitov oziroma makrocitov, zato moramo vrednost realno ovrednotiti pod mikroskopom.
Naceloma smernice priporocajo vecjo specificnost v izrazoslovju (npr. akantocitoza, hipokromija)
kot pa uporabo SirSih pojmov, kakrsni so npr. anizocitoza, poikilocitoza in anizokromija razen, ¢e
so izrazito prevladujoca najdba.

Pri spremembah v obliki gre izpostaviti shizocite, ki so ob parazitih edina kriticna najdba v
eritrocitni krvni sliki, zahtevajo posebno pozornost priizobraZevanju laboratorijskega osebja, da
je njihovo porocanje pravilno. Meja za porocanje je 1%, ki je ob trombocitopeniji in anemiji tudi
vrednost, ki mo¢no podpira klini¢ni sum na mikroangiopatsko dogajanje. Meja 1-2% velja tudi za
drepanocite, ki so v nasem okolju izjemno redka najdba ter za vkljucke v eritrocitih, ki jih
srecujemo pogosteje.

Gradivo DSLH je pripravljeno v pregledni tabelaricni obliki, da bi laboratorijem lahko sluZilo pri
rednem vrednotenju krvnih razmazov. Opozoriti velja, da je prav eritrocitna krvna slika tista, ki
zaradi raznolikosti v spremembah oblike in obarvanosti za¢etnikom povzroca teZave. Zato je
nujno, da odgovorni poskrbijo tudi za ustrezno slikovno gradivo, ki vrednotenje olajsa.
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Bolezni eritrocitne vrste s strani hematologa

Sasa AnZej Doma
Klini¢ni oddelek za hematologijo, Interna klinika, Univerzitetni klinicni center Ljubljana

sasa.anzej.doma@kclj.si

Bolezni rdece vrste so razlicne vrste anemij in eritrocitoze. Anemija je eno najpogostejsih stanj v
medicini, pri ¢emer je etiologija zelo Siroka in vkljuuje reaktivna in neoplasti¢na stanja.
Eritropoezo uravnavajo snovi, ki so pomembne za zaznavanje in regulacijo kisika, rastni faktorji,
med njimi najpomembnejsi eritropoetin, in drugi dejavniki, npr.regulatorji metabolizma Zeleza.
Motnje v istih dejavnikih lahko vodijo tudi v eritrocitozo. Klonska eritropoeza v kostnem mozgu
lahko vodi v eritrocitozo, a po drugi strani tudi v anemijo, kadar gre za displazijo in motnjo v
dozorevaniju.

Osnovni preiskavi, ki nam pomagata opredeliti anemijo, sta dololitev povprecnega volumna
eritrocitov (PVE) in Stevilo retikulocitov. Stevilo retikulocitov, manj$e od 100 x10°/L, odraza
pomanjkljivo nastajanje eritrocitov (hipoproliferativne anemije in anemije zaradi motnje v
dozorevanju). Obratno pa se pri anemiji zaradi krvavitve ali hemolize poveca stevilo retikulocitov.
Glede na PVE delimo anemije v mikrocitne, makrocitne in normocitne. Etiologijo anemije pogosto
lahko ugotovimo iz anamneze in biokemicnih preiskav. V tabeli 1 so predstavljeni najpogostejsi
razlogi anemij.
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Tabela 1: Najpogostejsi razlogi anemij glede na povprecen volumen eritrocitov (PVE)

mikrocitna anemija pomanjkanje Zeleza,
(PVE <80 fL) talasemija,
zastrupitev s svincem,
prirojena sideroblastna anemija

normocitna anemija  anemija kroni¢nega vnetja (tudi ob maligni bolezni)
(PVE 80-100fL) z zdravili povzrocena anemija
anemija ob ledvicni bolezni
hemoliza
izguba krvi
klonalne hematoloske bolezni
mieloftiza/mielofibroza
kombinirano pomanjkanja (Zeleza, folata, vitamina B12, bakra)

makrocitna anemija  pomanjkanje vitamina B12 ali folatov
(PVE >100 fL) jetrna bolezen, alkoholizem
hipotiroza
visoka retikulocitoza
aplasti¢na anemija, mielodisplasti¢ni sindrom
zdravila, ki se vpletajo v sintezo DNA

Najpogosteje je anemija posledica pomanjkanja Zeleza (zaradi premajhnega vnosa in izgub
Zeleza), po pogostnosti ji sledi anemija vnetja. Ta spremlja najrazlicnejsa stanja: okuzbe, kronicna
vnetja, rakave bolezni, akutna bolezenska stanja, kroni¢no ledvi¢no ali jetrno bolezen, sréno
popuscanje, nekatere endokrine bolezni. Prva je pogosteje mikrocitna, druga normocitna, mozno
je prekrivanje. Kadar je anemija makrocitna, najprej pomislimo na pomanjkanje vitamina B12 in
folatov, Ceprav je to bistveno redkejse kot pomanjkanje Zeleza. Za hematologa zanimivejse so
anemije zaradi hemolize. Eritrociti lahko razpadajo v krvnem obtoku (intravaskularna hemoliza)
ali v retikuloendotelijskem sistemu, predvsem v vranici (ekstravaskularna hemoliza).
Laboratorijski znaki hemolize so povisan nekonjugiran bilirubin in laktatna dehidrogenaza.
Intravaskularna hemoliza povzrodi vezavo in zmanjsanje haptoglobina v plazmi, pri hujsi hemolizi
pa pojav prostega hemoglobina v plazmi (hemoglobinemija) in tudi v urinu (hemoglobinurija),
lahko pa pride do vezave hema na albumin (methemalbuminemija). Hemosiderin v urinu je znak
kroni¢ne ali ponavljajoe se intravaskularne hemolize. Hemoliticha anemija je obicajno
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normocitna, ce je Stevilo retikulocitov veliko, pa je makrocitna. Pri hudi anemiji se v krvi pojavijo
tudi eritroblasti.

Ko ugotovimo, da je anemija hemoliticna, jo poskusamo nadalje opredeliti. V¢asih Ze znacilne
morfoloske spremembe eritrocitov v krvnem razmazu sugerirajo vzrok (shizociti- mehanicna
okvara eritrocitov; sferociti- dedna sferocitoza ali avtoimunska hemoliticna anemija; drepanociti-
hemoglobin S; kodociti- HbC, HbD, talasemija; Heinzova telesca- pomanjkljiva aktivnost glukoza-
6-fosfat dehidrogenaze, nestabilni hemoglobini; akantociti-jetrna bolezen).

S Coombsovimi testi ugotavljamo, ali je anemija avtoimunska, tj povzrocena s protitelesi proti
antigenom lastnih eritrocitov (pozitiven direktni Coombsov test, redkeje indirektni). Glede na
temperaturo, pri kateri se protitelesa vezejo na antigene eritrocitov, razlikujemo pogostejso
avtoimunsko hemoliticno anemijo s toplimi protitelesi in redkejSo avtoimunsko hemoliticno
anemijo s hladnimi protitelesi. Lo¢imo ju na osnovi klini¢nih podatkov in seroloskih znacilnosti
avtoprotiteles. Avtoimunska hemoliticna anemija je lahko pridruzena limfoproliferativnemu
obolenju, revmatski bolezni, okuzbi.

Pri negativnih Coombsovih testih moramo pomisliti na druge razloge hemolize: dedna sferocitoza
je pri nas najpogostejsa vrsta dedne hemoliticne anemije. Zaradi nenormalnosti v beljakovinskem
ogrodju eritrocitne membrane sferociti v vranici bolj razpadajo. PVE pri bolnikih s sferocitozo je
normalen ali nekoliko zmanjsan. Za postavitev diagnoze uporabljamo preiskavo z barvilom eozin-
5-maleimidom (EMA), ki temelji na pretocni citometriji, moZna je tudi genetska potrditev
diagnoze. Za paroksizmalno no¢no hemoglobinurijo (PNH), ki nastane zaradi napake v eritrocitni
membrani, da postane bolj dovzetna za liticni kompleks komplementa, je znacilna kombinacija
intravaskularne hemolize, citopenij (ker gre za klonsko bolezen krvotvornih maticnih celic) in
nagnjenosti k trombozam. Hemoglobinurijo po spanju vecina bolnikov nima, vedno pa je prisotna
hemosiderinurija. Odlocilna preiskava za dokaz PNH je preto¢na citometrija. Za
mikroangiopati¢no hemoliticno anemijo so znacilni shizociti, pogosto ji je pridruZena
trombocitopenija. V tem kontekstu moramo ob ustrezni klini¢ni sliki (huda mikroangiopaticna
hemoliticna anemija in trombocitopenija, nevroloskiizpadi, prizadetost prebavil, Sibkost) pomisliti
na tromboticno trombocitopeniéno purpuro, ki je urgentno stanje. Drugi razlogi za
mikroangiopati¢no anemijo (in trombocitopenijo) so maligna arterijska hipertenzija, nose¢nostni
zapleti, okuzbe, karcinomi z zasevki, zavrnitvena reakcija ledvice ali krvotvornih maticnih celic,
hemoliticno uremicni sindrom, diseminirana intravaskularna koagulacija. Hemoliticne anemije
lahko nastanejo tudi zaradi neposredne poskodbe eritrocitov pri opeklinah, valvularnih hibah,
zastrupitvah z arzenom, svincem itd, po pikih nekaterih ka¢ in ZuzZelk, pri nekaterih okuzbah
(malarija, bartoneloza) in po transfuziji. Tudi dolo¢ena zdravila sproZijo hemolizo, posebna dedna
motnja pa je zmanjSana aktivnost glukoza-6-fosfat dehidrogenaze, ki povzro¢i hemolizo po
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zauzitju zdravil (in tudi nekaterih Zivil) z oksidacijskim ucinkom. Motnje v sintezi globina,
talasemije in hemoglobinopatije, so dedne bolezni, ki jih karakterizira neucinkovita eritropoeza in
ekstravaskularna hemoliza. Nekatere hemoglobinopatije povzroéajo cianozo. Diagnozo
postavimo z elektroforezo hemoglobina in molekularno- genetskimi preiskavami. Pri anemiji, ki je
ne uspemo pojasniti z do sedaj nastetimi razlogi, napravimo preiskave kostnega mozga. Te lahko
odkrijejo/potrdijo razli¢cna hematoloska obolenja, na katere sicer lahko posumimo Ze na osnovi
diferencialne krvne slike ali laboratorijskih najdb (prisotnost monoklonskega proteina-
diseminirani plazmocitom, limfom). Pretoc¢na citometrija nam pomaga pri opredeljevanju klonskih
bolezni, diagnosti¢ni in prognosticni pomen imajo tudi genetske in citogenetske preiskave. V
kostnem mozgu pa lahko najdemo Se zasevke nehematoloskih rakov, povzrocitelje okuZbe
(tuberkuloza), bolezni skladis¢enja. Sideroblastne anemije, ki se kazejo z znacilnim kopi¢enjem
prstanastih sideroblastov v kostnem mozgu, so lahko tudi dedne. Anemija pri mielodisplasticnem
sindromu je makro- ali normocitna, lahko so ji pridruzene Se druge citopenije, znacilna je displazija
in hiperplazija, pogoste so citogenetske nepravilnosti. Klonska ekspanzija eritroidnih prekurzorjev
v kostnem mozgu lahko vodi tudi v eritrolevkemijo, tj. popolno motnjo dozorevanja na stopnji
zgodnje eritropoeze. Pridobljena Cista aplazija rdece vrste je redek razlog anemije, ki jo
karakterizira nizko $tevilo retikulocitov (<10x10°/L oz. <0,5%) in prakti¢na odsotnost eritroidnih
prekurzorjev v kostnem mozgu. Lahko gre za primarno (idiopatsko avtoimuno) obliko ali pa
sekundarno (pridruzeno limfoproliferativnim obolenjem, kroni¢ni mieloi¢ni levkemiji ali primarni
mielofibrozi, revmatskim obolenjem, ali pa je posledica ABO neskladja pri presaditvi krvotvornih
maticnih celic, nekaterih zdravil in okuzb -Parvovirus B19, EBV, tudi nekaterih drugih rakov in celo
nosecnosti). lzmed eritrocitoz je za hematologa najbolj zanimiva policitemija vera, ki je
najpogostejsa pridobljena primarna eritrocitoza, t.j. eritrocitoza zaradi napake v kostnem mozga.
Enostavno jo potrdimo z doloditvijo JAK2 mutacije (pozitivha pri ve¢ kot 95% bolnikov) in
koncentracijo eritropoetina, ki je tipicno znizana. PogostejSe so sicer sekundarne eritrocitoze, ki
jih sprozijo stanja hipoksemije (bolezni srca in pljuc, hipoventilacija, kroni¢na izpostavljenost
ogliikkovemu monoksidu, Zivljenje na visoki nadmorski visini) ali pa neustrezno izlocanje
eritropoetina (paraneoplasti¢no, ledvicne bolezni, eksogen vnos). Prirojene eritrocitoze so redke
in jih lahko dokaZzemo z genetskim testiranjem.
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V Specializiranem hematoloSkem laboratoriju, UKC Ljubljana s preto¢no citometrijo analiziramo
eritrocite bolnikov, pri katerih obstaja sum na (dedne) hemolitiéne anemije, ki nastanejo zaradi
napake v eritrocitni membrani.

Podedovana sferocitoza (PS), eliptocitoza (PE) in stomatocitoza so dedne hemoliticne anemije, ki
nastanejo zaradi napake v eritrocitni membrani. PS nastane zaradi pomanjkanja spektrina,
ankirina, beljakovine 3 ali proteina 4.2. PE nastane zaradi pomanjkanja proteina 4.1R ali
kvalitativne okvare spektrina, t.i. variant spektrina. Podedovana piropoikilocitoza (HPP)
predstavlja eno izmed hudih oblik PE, pri kateri pride do in vivo fragmentacije eritrocitov.
Nastanejo mikrosferociti, ki imajo zmanjSano vsebnost spektrina.

Diagnoza se postavi na osnovi klini¢ne slike, druzinske anamneze, krvne slike, Stevila retikulocitov,
morfologije eritrocitov, biokemije ter presejalnih testov. Za koncno potrditev diagnoze so
potrebne dodatne preiskave, kot so natrij dodecil sulfat (SDS) poliakrilamidna gelska elektroforeza
proteinov eritrocitne membrane, meritve monovalentnih kationov ter molekularno genetske
analize. Slednje pridejo v postev na koncu diagnosti¢nega algoritma, predvsem pri boleznih, ki se
dedujejo recesivno, Ce obstaja sum na novo nastalo mutacijo ter pri sestavljenih heterozigotih.

Med presejalne teste spada tudi EMA test, ki ga izvajamo v Specializiranem hematoloskem
laboratoriju, UKC Ljubljana s pretocno citometrijo. Eozin-5 -maleimid (EMA) je derivat eozina.
Maleimidi reagirajo s prostimi sulfhidrilnimi skupinami cisteina v proteinih. Nepri¢akovano pa
EMA reagira z amino skupino lizina beljakovine 3, ki predstavlja 25% proteinov v membrani
eritrocita ter s prostimi sulfhidrilnimi skupinami 4-ih transmembranskih proteinov (Kell, CD47, Rh
glikoprotein in Rh protein), ki pa so prisotni v manjsih delezih. EMA se lahko veZe na vse eritrocite,
ne glede na velikost in obliko. Z EMA testom lahko zaznamo PS, pri kateri je koli¢ina proteinov na
membrani eritrocitov zmanjsSana, kar se kaze kot zmanjsana povprecna fluorescenca sferocitov
(PFE) v primerjavi z normalnimi eritrociti. Podobne, pozitivne rezultate lahko dobimo tudi pri SAO
(South East Asian ovalocytosis), kriohidrocitozi in kongenitalni diseritropoeti¢ni anemiji tipa II.
Razlikovanje med entitetami temelji na morfologiji eritrocitov in SDS poliakrilamidni gelski
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elektroforezi proteinov eritrocitne membrane. Z EMA testom lahko zaznamo tudi HPP, kjer
eritrociti kaZzejo Se niZjo PFE kot eritrociti pri PS.

Vsi vzorci morajo biti testirani znotraj 3-eh dni po odvzemu, ker lahko pri bolniku z izrazito
hemolizo pride do ex vivo lize najbolj dovzetnih eritrocitov. Ce je pri bolniku s PS ali HPP prisotna
mesana populacija eritrocitov, prav tako ne dobimo prave slike o sestavi eritrocitov, ¢e je
testiranje ¢asovno zamaknjeno. Lazno negativen rezultat dobimo tudi, ko analiziramo vzorec
bolnika, ki je pred kratkim prejel transfuzijo eritrocitov, saj je potrebno priblizno 8 tednov, da se
celice iz transfuzije izlo€ijo iz obtoka.

EMA test se lahko uporabi kot samostojni presejalni test, ko so na voljo ustrezni klini¢ni in
laboratorijski izvidi. lzvid EMA testa je lahko laZzno negativen, zato je priporocljivo, da se pri
znacilnih klini¢nih znakih, t.j. blaga kroni¢na hemoliticna anemija, povisan bilirubin, Zol¢ni kamni,
retikulocitoza in splenomegalija, uporabi dva presejalna testa. Slabost testa je pomanjkanje
enotnih referencnih vrednosti, ker so odvisne od nastavitev pretocnega citometra v laboratoriju.

Pri vsaki preiskavi EMA testa vzporedno z bolnikovim vzorcem vrednotimo 3 normalne kontrolne
vzorce, pri cemer en kontrolni vzorec delamo v duplikatu.

Dolo¢imo odstotek zmanj$anja PFE bolnika glede na vrednost PFE kontrolnega vzorca. Ce je
zmanjSanje PFE manjse od 15%, izvid interpretiramo kot negativen za PS, ce je velje od 20%, izvid
interpretiramo kot pozitiven za PS. ZmanjSanje med 15-20% predstavlja obmocje sive cone, ki
zahteva analizo sorodstva.

Paroksizmalna no¢na hemoglobinurija (PNH) je edina pridobljena hemoliticna anemija zaradi
napake v eritrocitni membrani. Bolezen je klonska; eritrociti, trombociti in levkociti, ki imajo za
PNH znacilno napako v membrani, izvirajo iz iste, z mutacijo spremenjene maticne celice. Napaka
v celiéni membrani, ki je posledica pomanjkanja nekaterih membranskih proteinov, povzroci
povecano dovzetnost za liti¢ni ucinek komplementa in zato razpad eritrocitov. V krvi sta hkrati
dve populaciji eritrocitov: normalna in tista z napako v membrani. Stopnja hemolize je odvisna od
razmerja med njima. Majhni kloni PNH se pojavljajo tudi pri aplasti¢ni anemiji (AA) in
mielodiplasticnemu sindromu (MDS).

Imunoloske celicne oznacevalce, znacilne za PNH, doloéamo na membrani eritrocitov in
levkocitov (nevtrofilni granulociti in monociti) periferne krvi. Za oceno velikosti PNH klona
eritrocitov uporabimo CD59 v kombinaciji s CD235a. Glede na intenziteto fluorescence odcitamo
delez CD235a pozitivnih eritrocitov, ki so povsem negativni na CD59 (tip IIl), delez Sibko pozitivnih
na CD59 (tip Il) in deleZ z normalno izrazeno fluorescenco CD59 (tip 1). Vsota deleZev eritrocitov
tipa Il in tipa lll predstavlja PNH klon na eritrocitih.
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Priporocljiva meja kvantifikacije za nevtrofilne granulocite je 0,1% za monocite 0,5% ter za
eritrocite 0,01%. Ce zaznamo ve¢ kot 50 celic PNH, v izvid izdamo kvantitativen rezultat. Ce
zaznamo vec kot 20 celic PNH, vendar manj kot 50 celic PNH, izdamo izvid kot pozitiven, vendar
pod mejo kvantifikacije.

PNH klon dolo¢amo izklju¢no na zrelih celicah. V primeru pomika v levo vzorec ni primeren za
analizo zaradi laZzno pozitivnih rezultatov. Prav tako preiskave ne izvajamo po prejemu transfuzije
zaradi laZzno negativnih rezultatov.

V izvidu navedemo, ce je klon PNH prisoten. V kolikor je klon PNH prisoten, za porocanje
uporabimo terminologijo, ki je skladna s smernicami CSLI (The Clinical and Laboratory Standards
Institute), ter ob tem navedemo velikost klona PNH med eritrociti (velikost celotnega klona PNH,
velikost klona tipa Il in tipa Ill), velikost klona PNH na levkocitih, in sicer na nevtrofilnih granulocitih
in monocitih. V izvid navedemo tudi oznacevalce za zamejitev in diagnosti¢ne oznacevalce, ki jih
uporabimo v testiranju za PNH, ter mejo kvantifikacije za eritrocite in za nevtrofilne granulocite,
Ce obstaja sum na AA ali MDS. Navedemo tudi priporocila za ponovno testiranje in pogostost le-
tega.
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Eritrociti v periferni krvi Zivijo povpre¢no med 100 in 120 dni. Celice nimajo jedra, njihova
citoplazma nima organelov, RNA in ribosomov, ki bi sodelovali pri sintezi proteinov. Zato so
odvisni od procesa razgradnje glukoze. Koncentracija glukoze v eritrocitih je priblizno 5 mM.
Presnavlja se po 2 metabolnih poteh: z glikolizo (kjer nastaja ATP) in heksoza monofosfatno potjo
(kjer nastaja NADPH). Pri slednji poti se porabi 5-10 % celi¢cne glukoze. NADH se vkljucuje v
redukcijo glutationa, ki celice s¢iti pred oksidativnim stresom.

Skupna lastnost encimopatij eritrocitov so hemolize. Kljub razli¢ni klini¢ni sliki so laboratorijske
najdbe, simptomi in zapleti pri bolnikih podobni. Ker je Zivljenska doba eritrocitov skrajsana, so
bolniki slabokrvni, epizode hemoliz pa so blage ali tezke. Pri tezkih so pogosto potrebne
transfuzije. Za bolnike je znacilna kompenzatorna eritropoeza, ob hemolizah pa kot posledica
visokega nekonjugiranega bilirubina rumene belocnice ali zlatenica. Znacilne laboratorijske
najdbe so: nizek hemoglobin, normalen ali visok MCV, visoki retikulociti, visok indirektni bilirubin,
viSja aktivnost LDH. Za izkljuéitev encimopatije so ugotovljeni negativni rezultati direktnega
Coombsovega testa, membranskih nepravilnosti (EMA test), elektroforeze hemoglobinov, v
krvnem razmazu pa ne najdemo odstopanj v morfologiji eritrocitov.

Najpogostejsa motnja delovanja eritrocitnih encimov, za katero je prizadetih vec kot 400 milijonov
ljudi na svetu, je pomanjkanje glukoza- 6- fosfat dehidrogenaze (G6PD). Gen za encim lezi na X
kromosomu, zato se bolezen obicajno izrazi pri moskih. Heterozigotne Zenske imajo povprecno
50% aktivnost encima in najveckrat nimajo klini¢ne slike s hemolizo. Klasifikacija bolezni, kot jo
predlaga svetovna zdravstvena organizacija, opredeljuje razrede od I-IV glede na encimsko
aktivnost in izraZene stopnje hemolize. Opredelitev genetskih variant je pomembna predvsem za
napoved klinicnega poteka bolezni. Genetske variante so velikokrat demografsko znacilne. Najvec
variant povzrocCi sprememba enega nukleotida. Posledice so bodisi kvali- ali kvantitativne
spremembe encima. Encim je zaradi spremembe nestabilen in njegov razpolovni ¢as je bistveno
krajsi od normalnega (iz 60 dni se skrajsa na 14 dni ali celo manj). Zaradi neaktivnosti encima pride
do padca znotrajcelicnega NADH, zmanjSane zascite pred oksidativnim stresom in tako postanejo
eritrociti neodporni na poskodbe. Cas v katerem se odstranijo iz obtoka v retikuloendotelnem
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sistemu je zato kratek. Diagnostika temelji na opredelitvi encimske aktivnosti G6PD ter se
dopolnjuje z genetskimi testi. DolocCitev aktivnosti encima je lahko kvalitativna (redkeje
uporabljena in ne omogoca klasifikacije bolezni) ali kvantitativna. Slednja temelji na
spektrofotometricnem principu pretvorbe NADP v NADPH. Vzorec izbora je polna kri z dodatkom
antikoagulanta. Referenéni interval je med 1,97 — 2,40 pkat/10*? eritrocitov. Bolniki imajo lahko
aktivnost encima tudi normalno, ¢e so v trenutku odvzema najhuje prizadeti eritrociti Ze
odstranjeni iz obtoka ali ¢e je bolnik dobil transfuzijo eritrocitov. V takem primeru je potrebno
encimsko analizo ponoviti ¢ez 3 mesece. Fluorescencni test se uporablja pogosteje pri presejalnih
programih odkrivanja pomanjkanj. V Sloveniji presejanje za to bolezen ne poteka. Diferencialno
diagnosti¢no pri novorojenckih pomislimo na motnjo pri izraziti nepojasnjeni hiperbilirubinemiji,
pri starejSih pa ob neimunogeni hemoliti¢ni anemiji, Se posebno po okuzbah, ob jemanju
nekaterih zdravil ali zauZitju boba. Poleg encimske aktivnosti pacientom v sklopu laboratorijskih
preiskav doloc¢imo krvno sliko z retikulociti, v mikroskopskem pregledu krvnega razmaza najdemo
t. i. »blister« celice (keratociti), v nekaterih primerih tudi sferocite, v serumu dolo¢imo indirektni
bilirubin in LDH. Pri novorojenckih je dolocanje encimske aktivnosti otezeno, saj se raven encima
v prvih tednih spreminja zaradi drugacne eritropoeze po rojstvu. V naslednji stopnji z metodo
elektroforeze izklju¢ujemo hemoglobinopatije in motnje eritrocitne membrane (EMA test).
Genetsko testiranje je v Sloveniji omogofeno na Pediatricni kliniki in zajema direktno
sekvenciranje gena G6PD po Sangerju, ter v primeru negativnega najdbe uporabo qPCR MLPA
metode in sekvenciranja naslednje generacije. NajpogostejSa, a Se vedno redka motnja
glikoliticnega cikla je pomanjkanje encima piruvat kinaze (PK). Vecina teh motenj je odkritih v
otroski dobi, priblizno cetrtina bolnikov pa ima teZave Ze in utero. V neonatalni obdobju je
prisotna huda zlatenica, lahko je potrebna izmenjalna transfuzija. Pojavljajo se kroni¢na anemija,
retikulocitoza in indirektna hiperbilirubinemija ob splenomegaliji. Pri otrocih hemoliticne krize
veckrat sproZijo okuzbe (npr. s parvovirusi). V genu za PK v eritrocitih (PKLR) je opisanih Ze vec kot
300 razlicnih mutacij. Bolniki so homozigoti s patogeno varianto ali sestavljeni heterozigoti dveh
variant. Klini¢na slika je odvisna od narave spremembe encima in je lahko blaga do tezka. Pri vseh
se zniza koli¢ina nastalega ATP, kar povzrodi hitrejsi razpad celic v vranici. Koli¢ina ATP se manjsa
s starostjo retikulocita oz. eritrocita. V laboratorijskem preiskovanju najdemo v krvnem razmazu
anizocitozo, poikilocitozo, polikromazijo eritrocitov, posamezni eritrociti imajo lahko izrastke. S
supravitalnim barvanjem lahko zaznamo Heinzova telesca, ki so nahajajo ob membrani eritrocita.
Aktivnost PK merimo s kvantitativno encimsko spektrometri¢cno metodo. Bolniki imajo aktivnosti
encima, ki znasajo 5 — 25 % normalne aktivnosti. Kadar so aktivnosti mejne, je smotrno hkrati
dolocati aktivnosti tudi drugih eritrocitnih encimov. Stopnja hemolize in nivo aktivnosti PK nista
povezana. Genetske tehnike dopolnjujejo biokemi¢ne metode. Prepoznava bolnikov zna biti
kompleksna, sploh ¢e potrebujejo ob hemolizah pogoste transfuzije.
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Pomanijkljivosti ostalih eritrocitnih glikoliticnih encimov so Se redkejSe. Pomanjkanje glukoza-6-
fosfat izomeraze (ni nastanka 2,3-difosfoglicerata, ki je pomemben za uravnavanje afinitete kisika
do hemoglobina) predstavlja do 5% vseh encimopatij, pomanjkanje pirimidin 5' nukleotidaze
(prizadene metabolizem razgradnje purinskih nukleotidov) do 3 % in pomanjkanje heksokinaze
(prizadeta pot glikolize in metabolizma glutationa) ter drugih encimskih motenj pa <1%
encimopatij. Klini¢ni znaki so zelo podobni tistim pri pomanjkanju PK. Motnje eritrocitnih encimov
so redke motnje, ki jih opredeljujemo pri bolnikih s kroni¢no hemolitiéno anemijo. Ob osnovnem
zacetnem laboratorijskem preiskovanju, nadaljevalni pristop pri vseh motnjah vkljucuje izvedbo
specificne encimske metode in molekularno genetsko testiranje. Postavitev diagnoze je
pomembna za primerno podporno obravnavo bolnikov, spremljanje akutnih in kronic¢nih zapletov
ter zdravljenja.

Viri

1. Grace RF, Glader B. Red Blood Cell Enzyme Disorders. Pediatr Clin North Am.
2018;65(3):579-95.

2. Luzzatto L, Nannelli C, Notaro R. Glucose-6-Phosphate Dehydrogenase Deficiency. Hematol
Oncol Clin North Am. 2016;30(2):373-93.

3. Arunachalam AK, Sumithra S, Maddali M, Fouzia NA, Abraham A, George B, Edison ES.
Molecular Characterization of G6PD Deficiency: Report of Three Novel G6PD Variants. Indian
J Hematol Blood Transfus. 2020;36(2):349-55.

4. Bianchi P, Fermo E, Glader B, Kanno H, Agarwal A, Barcellini W, et.al.; with the endorsement
of EuroBloodNet, the European Reference Network in Rare Hematological Diseases.
Addressing the diagnostic gaps in pyruvate kinase deficiency: Consensus recommendations
on the diagnosis of pyruvate kinase deficiency. Am J Hematol. 2019;94(1):149-161.

5. KimY, Park J, Kim M. Diagnostic approaches for inherited hemolytic anemia in the genetic
era. Blood Res. 2017;52(2):84-94.

6. Tavazzi D, Taher A, Cappellini MD. Red blood cell enzyme disorders: an overview. Pediatr
Ann. 2008;37(5):303-10.

105



MASTOCITOZA (HLZ)

Mastocitoza- pogled hematologa
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Mastociti so prisotni v vezivnem tkivu Stevilnih organov, kjer sodelujejo pri imunski toleranci,
angiogenezi in zas¢iti pred mikroorganizmi z izlo¢anjem aktivnih snovi shranjenih v znotrajceli¢nih
granulah. Med pomembnejSe molekule, ki jih izlo¢ajo, sodijo serotonin, histamin in heparin.
Mastocitoza je nekontrolirana klonska razrast mastocitov v tkivih, ki lahko povzrodi simptome
zaradi infiltracije organov in izloc¢anja aktivnih snovi. Pri napredovali obliki mastocitoze lahko
obsezna infiltracija vodi do osteoporoze, osteolize in zlomov kosti. Prizadetost kostnega mozga
lahko povzroci pancitopenijo, infiltracija organov pa hepatosplenomegalijo in jetrno okvaro.
Indolentna sistemsko mastocitoza se kaze predvsem z izlo¢anjem aktivnih snovi, kar povzroca
koZzne simptome, driske, epizode zardevanja in srbecice ter vecje tveganje za hudo in hitro
potekajoCo anafilakti¢no reakcijo. Sindrom aktivacije mastocitov je podoben in se lahko pojavi
tudi pri bolnikih brez histolosko dokazane mastocitoze. Pri bolnikih s klonskim sindromom
aktivacije mastocitov pa najdemo prisotnost mutacije na c-KIT, vendar bolnik nima histoloskih
znakov za sistemsko mastocitozo.

Svetovna zdravstvena organizacija (SZ0O) deli mastocitozo na koZno in sistemsko, to pa glede na
prizadetost organov. Pri koZni mastocitozi je koZa edini prizadeti organ, oblika pa je pogosta pri
otrocih in do pubertete mine sama brez zdravljenja. Najpogosteje se kaze kot makulopapularen,
temneje pigmentiran izpuscaj - urtikarija pigmentoza. Redkejse so oblike z difuzno prizadetostjo
koze ali z ve¢jo tumorsko spremembo - mastocitom. Pri odraslih s prizadeto koZo pa vefinoma
najdemo tudi prizadetost ostalih organov, zato govorimo o sistemski mastocitozi. To lahko lo¢imo
glede na klinicno sliko in laboratorijske pokazatelje. Pri indolentni sistemski mastocitozi niso
prisotni znaki agresivnejSega poteka. Pri tleci sistemski mastocitozi so prisotni B pokazatelji, kot
so moc¢no povecana serumska triptaza (> 200 ng/mL), povecani organi in vecja infiltracija kostnega
mozga z mastociti (> 30 %). O agresivni sistemski mastocitozi govorimo, ko zaradi infiltracije z
mastociti pride do okvare delovanja organov, predvsem motnje v delovanju jeter, malabsorpcije
in pancitopenije (C pokazatelji). V letu 2022 so v klasifikacijo dodali tudi sistemsko mastocitozo
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kostnega mozga, pri kateri ne najdemo prizadetosti koZe in drugih organov. Zanjo je znacilno
predvsem vecje tveganje za pojav osteoporoze, ki je posledica izloanja aktivnih snovi in velikega
tveganja za anafilaksijo. Mastocitna levkemija in sarkom sta redki bolezni. Tabela 1 prikazuje
delitev mastocitoze, tabela 2 pa diagnosti¢na merila po SZO

Tabela 1: Delitev mastocitoze po Svetovni zdravstveni organizaciji 2022

1. KoZna mastocitoza

2. Sistemska mastocitoza
Indolentna sistemska mastocitoza
Sistemska mastocitoza kostnega mozga
Tleca sistemska mastocitoza
Sistemska mastocitoza s pridruzeno krvno novotvorbo
Agresivna sistemska mastocitoza
Mastocitna levkemija

3. Mastocitni sarkom

Tabela 2: Diagnosti¢na merila za sistemsko mastocitozo po Svetovni zdravstveni organizaciji 2022.
(SM: sistemska mastocitoza)

Glavno merilo za SM Multifokalni agregati mastocitov v kostnem mozgu ali drugem
organu (>15 mastocitov na agregat)

Pomozna merila za SM i. Mastociti s patolosko vretenasto obliko (> 25%)

ii. Prisotnost mutacije na KIT na mestu 816

iii. Mastociti s patoloskim izrazanjem CD2 in/ali CD25 in/ali CD30

iv. Serumska triptaza > 20 ng/ml (ne ob pridruzeni hematoloski
klonalni bolezni

Potrebno je eno glavno in eno pomozno merilo ali tri pomoZna merila

Pri sledenju bolnikov v klini¢ni praksi nam pomaga dolocanje serumske triptaze in alelnega
bremena za c-KIT mutacijo iz venske krvi. Triptaza odraza predvsem maso bremena z mastociti in
je visja pri bolnikih z napredovalo obliko mastocitoze. Nasprotno pa je alelno breme c-KIT pogosto
visje pri bolnikih s sistemsko mastocitozo in pridruzeno krvno novotvorbo, saj je mutacija prisotna
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tudi v drugih mieloi¢nih celi¢nih vrstah. Molekularne preiskave so pri sistemski mastocitozi odkrile
tudi druge toc¢kovne mutacije, ki so prisotne pri mieloiénih novotvorbah. Te mutacije so nam v
pomo¢ pri opredelitvi prognoze. Mutacije v genih ASXL1/RUNX1/NRAS predstavljajo neodvisen
negativni prognosticni pokazatelj.

Zdravljenje bolnikov je odvisno od tipa bolezni in bolnikovih tezav. Indolentna sistemska
mastocitoza in mastocitoza kostnega mozga posebnega zdravljenja ne potrebujeta. Bolnikove
simptome zdravimo z antihistaminiki. Vsi bolniki potrebujejo tudi set za samopomoc¢ z avto
injektorjem adrenalina, kar je podrobneje opisano v prispevku alergologa. Bolnike z napredovalo
sistemsko mastocitozo trenutno zdravimo s tirozinskima zaviralcema midostavrinom in
avapritinibom. Redkeje lahko uporabimo standardne citostatike in kortikosteroide. Pri bolnikih s
sistemsko mastocitozo in pridruzeno krvno novotvorbo presodimo o izbiri zdravljenja posamezno.
Naceloma velja, da je potrebno zdraviti tisto bolezen, ki bolnika bolj ogroza. V preteklosti smo se
vecinoma odlocali za zdravljenje krvne bolezni, vendar nova spoznanja kazejo, da je c-KIT mutacija
prisotna tudi v ostalih mieloi¢nih vrstah, zato je mogoce tudi zdravljenje s midostavrinom.
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Uvod

Bolezni povezane z prekomernim delovanjem mastocitov so zelo heterogena skupina in imajo tudi
razlicne klini¢ne fenotipe. Nekatere so zelo redke in bolj ohlapno klini¢cno opredeljene — npr.
sindrom aktivacije mastocitov, drugi pa pogostejSe kot npr. sistemska mastocitoza. V tem
prispevku se bomo omejili na povezavo z motnjo v aktivaciji mastocitov in anafilaksijo po piku
koZekrilcev - ker je ta povezava najbolj raziskana in trenutno tudi klini¢cno najpomembnejsa.

Anafilaksija

Anafilaksija je akutna tezka sistemska preobcutljivostna alergijska reakcija, ki je lahko usodna.
Razvije se v minutah in kliniéni simptomi in znaki so prizadetosti (edem sluznice grla,
bronhospazem) in kardiovaskularnega sistema (hipotenzija, sinkopa). Pri vecini bolnikov so
prisotne tudi spremembe na kozi in sluznicah (srbez, urtikarija in angioedem) ter tahikardija. Do
smrtnih primerov pogosto pride ob prvi sistemski reakciji. Incidenca anafilaksije je med 50 in 112
epizodami na 100 000 oseb na leto, medtem ko je ocenjena vseZivljenjska prevalenca od 0,3 do
5,1%. V Sloveniji je zabelezenih 0,55 smrti zaradi anafilaksije na leto. Dejavniki tveganja za
anafilaksijo z smrtnim izidom vklju€ujejo visjo starost, moski spol, belo raso, bolezni srca in oZilja,
mastocitozo, neuporabo ali prepozno uporabo adrenalina, oddaljenost od nujne medicinske
pomocdi in pokoncen polozaj med anafilaksijo. Najpogostejsi povzroditelji sistemskih alergijskih
reakcij so hrana, strupi Zuzelk in zdravila. V Evropi je najpogostejsi povzrocitelj alergija na strup
kozZekrilcev (Cebele, ose in srseni). Vsaj 56,6 - 94,5 % ljudi dozZivi vsaj en pik koZekrilca v Zivljenju.
Vecjo verjetnost za pik imajo Cebelarji ter njihovi druzinski ¢lani, vrtnarji, gozdarji, sadjariji,
motoristi in ljudje, ki veliko ¢asa prezivijo v naravi. Vecina ljudi po piku koZekrilca nima zapletov,
Cetrtina ljudi lahko razvije veliko lokalno reakcijo, pri 5 - 7,5 % pa se lahko razvije sistemska
alergijska reakcija. TeZa sistemskih reakcij ima razpon od generaliziranih koZnih sprememb, do
tezke anafilaksije s smrtnim izidom. Vecina smrti se zgodi pri odraslih moskih. V zbirki nacionalnih
podatkov o vzrokih smrti v Sloveniji so v desetih letih (2010 - 2019) zabelezili 27 smrti zaradi
anafilaksije. Med smrtnimi primeri je bilo 47 % smrti zaradi anafilaksije po piku koZekrilca. Pri vseh
preiskovancih, razen enega, je bila smrtna anafilaksija njihova prva alergijska reakcija v Zivljenju.
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Bolezen mastocitev in anafilaksija

Najpomembnejsi dejavnik tveganja za tezji potek anafilaksije je bolezen mastocitov. Motnje v
aktivaciji mastocitov (angl. MCAD, mast cell activation disorders) so heterogena skupina bolezni,
pri katerih mastociti neustrezno in prekomerno spro$cajo kemic¢ne mediatorje. Simptomi, ki
nastanejo zaradi prekomernega izlo¢anja mediatorjev, so srbez, rdecica, urtikarija, palpitacije,
slabost in predvsem pogostejSe anafilaksije. Te se lahko pojavijo tudi spontano, brez zunanjih
dejavnikov, ob psihicnem ali fizicnem stresu. Veliko pogostejSe kot v splosni populaciji pa so tudi
tezje anafilakti¢ne reakcije ob piku ZuZelke. Za te paciente je znadcilen klini¢no drugacen potek
anafilakti¢ne reakcije: reakcija se pojavi zelo hitro, v ¢asu do 5 minut po piku; je tezka s takojSnjimi
znaki prizadetosti kardiovaskularnega sistema, kot so vrtoglavica, hipotenzija, kolaps in izguba
zavesti, ob tem pa pacienti pogosto nimajo znakov prizadetosti koze, kot so urtikarija ali
angioedem.

Sistemska mastocitoza je bolezen, kjer pride do klonalne proliferacije morfoloSko in imuno-
fenotipsko nenormalnih mastocitov, ki se kopicijo v ve¢ kot enem organu. Za diagnozo je potreben
dokaz skupkov mastocitov v biopsiji kostnega mozga ali katerega koli drugega organa,
najpogosteje koZe. Poleg tega so diagnosticni kriteriji dolo¢en imunofenotip mastocitov (CD25+),
dokaz aktivirajoe mutacije cKIT D816V v krvi ali v kostnem mozgu ter zviSan nivo bazalne triptaze
nad 20 ng/ml. Klini¢na slika je zelo razlicna in odvisna od stopnje prizadetosti posameznih
organov. Najpogostejsa oblika je indolentna mastocitoza, pri kateri ima pacient klinicno samo
simptome povecane aktivnosti mastocitov, redkejSe pa so agresivnhe oblike sistemske
mastocitoze, ki napredujejo v levkemijo. Sistemska mastocitoza je redka bolezen, prevalenca v
splosni populaciji je ocenjena na 0,96 - 1,3/10.000 odraslih.

Ocenjeno pa je, da ima celo do 7,9 % pacientov z alergijo na ¢ebelji strup sistemsko mastocitozo
in 8 - 15 % dolo¢eno motnjo v aktivaciji mastocitov, vendar pa ne dosegajo vseh kriterijev za
postavitev diagnoze sistemske mastocitoze. Strupi Zuzelk so tudi najpogostejsi vzrok anafilaksije
med pacienti z mastocitozo in reakcija je lahko prvi znak bolezni. Natan¢ni mehanizmi za povecano
vecjo dovzetnost za anafilakti¢ne reakcije na strup ZuZelk pri teh pacientih zaenkrat niso dokonéno
znani. Predvideva se, da povecano breme mastocitov privede do vecjega spros¢anja mediatorjev
v primeru pika in da razporeditev mastocitov ob krvnih Zilah povzroca neposredni vstop
mediatorjev v sistemski krvni obtok. Aktivirajo¢a mutacija cKIT D816V preprecuje apoptozo ter
povecuje delitev in diferenciacijo mastocitov. Komponenta strupa Zuzelk fosfolipaza A2 pa lahko
povzroci tudi neposredno spros¢anje mastocitnih mediatorjev.
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Analiza 153 bolnikov z mastocitozo, ki so v odrasli dobi doZiveli pik koZekrilca, je pokazala, da je
54,2 % bolnikov reagiralo s sistemsko reakcijo. Prva sistemska reakcija je bila tezka pri 69,9 %
bolnikov z mastocitozo. Resnost anafilaksije je domnevno povezana s ¢ezmernim spros¢anjem
mediatorjev iz mastocitov zaradi velikega Stevila spremenjenih mastocitov. Do 7,9 % bolnikov z
alergijo na strup koZekrilcev ima klonsko bolezen mastocitov. Vendar je bila pogostnost
mastocitoze v prejSnjih analizah bolnikov z anafilaksijo zaradi strupa verjetno podcenjena. V
prejsnjih Studijah pri preiskovancih z normalno bazalno vrednostjo serumske triptaze niso opravili
analize kostnega mozga. Nedavne Studije so pokazale, da ima veliko bolnikov z alergijo na strup
in mastocitozo normalno vrednost bazalne triptaze. Nova obcutljiva metoda je omogocila iskanje
mastocitoze z dolo¢anjem D816V mutacije v genu KIT v vzorcu krvi.

Tudi trije nedavni primeri smrti po piku kozekrilca v Sloveniji, so opozorilo, da je potrebna vecja
pozornost na prisotnost D816V mutacije. Pri vseh treh smrtnih primerih, za katere smo uspeli
pridobiti vzorec krvi ali kostnega mozga za analizo, je bila po smrti ugotovljena mutacija D816V
gena KIT. V splosni populaciji pa je pogostnost te mutacije redka.

Klini¢ni pomen dokazane mutacije D816V gena KIT pri pacientih z anafilaksijo

Trenutne smernice za anafilaksijo se do pacientov z cKIT mutacijo Se ne opredeljujejo. Glede na
dostopne klini¢ne podatke in rezultate Studij pa vemo da so pacienti z mutacijo bolj ogrozeni za
tezji potek anafilaksije po piku Zuzelke, imajo vec zapletov med imunoterapijo ter je verjetnost
relapsa po zakljucku zdravljenja vecja. Tudi mejo detekcije za dokaz specifi¢nih IgE uporabljamo
nizjo (0.1 kU/ml). Priporo¢amo jim tudi dozivljenjsko imunoterapijo, kljub temu pa morajo biti
ves Cas opremljeni z 2 avtoinjektorjema adrenalina.
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Gen KIT kodira protein, ki je transmembranski receptor s tirozin kinazno aktivnostjo. Njegov
aktivator je citokin, ki je dejavnik maticnih celic (SCF, stem cell factor), ki z vezavo na receptor KIT
aktivira signalne poti MAPK/ERK, PI3K/AKT, JAK/STAT ter s tem regulira $tevilne celi¢ne procese,
kot so: razmnoZevanje, prezivetje, apoptoza, adhezija in angiogeneza. Strukturno KIT vsebuje
ekstracelularno domeno s petimi imunoglobulinom (Ig) podobnimi domenami, tri od petih tvorijo
SCF-vezavno mesto, transmembransko domeno in intracelularno domeno, ki je sestavljena iz
jukstamembranske domene, ki ima regulatorno vlogo (represor kinazne aktivnosti) in tirozin
kinazne domene z dvema kataliticnima funkcionalno aktivhima domenama, lo€enima z insercijo
dolgo 80 aminokislin (1, 2).

V hematopoezi receptor KIT sodeluje pri samoobnavljanju krvotvorne matic¢ne celice ter pri
diferenciaciji v mieloidno in limfoidno vrsto. lzrazanje gena KIT se zmanjSuje z diferenciacijo
krvotvornih celic, vendar ostaja moc¢no izrazen v mastocitih in dendriti¢nih celicah (3).

Gen KIT je pri rakavih obolenjih (hematoloskih, gastrointestinalnih, melanomih) pogosto mutiran.
Somatske razli¢ice praviloma vodijo v pridobitev funkcije, ki povzro€i od liganda SCT neodvisno
fosforilacijo intracelularne domene in konstitutivno aktivacijo signalizacije. Pri hematoloskih
obolenjih je gen KIT najbolj pogosto mutiran pri mastocitozi (>90 % bolnikov) ter akutni mieloi¢ni
levkemiji (AML) in sicer pri priblizno 4—6 % odraslih bolnikov z novoodkrito AML in 20-40 %
odraslih bolnikov z novoodkrito CBF-AML (3).

Mehanizem konstitutivne aktivacije receptorja KIT je pri > 90 % bolnikov s sistemsko mastocitozo
(SM) pojasnjen z obstojem somatskih aktivacijskih to¢kovnih mutacij, ki se nahajajo v eksonu 17
gena KIT, kjer se nahaja kataliticna domena receptorja. Najpogostejsa razlicica v genu KIT, najdena
v SM, je razlicica p.D816V, ki je sestavljena iz zamenjave asparaginske kisline z valinom na polozaju
816 proteinskega receptorja (4). Pri AML se razlicice v genu KIT skoraj izklju¢no pojavljajo v eksonu
8 in eksonu 17. V eksonu 17 sta najbolj pogosti razli¢ici p.D816V ali p.N822K (3). Razli¢ice v KIT so
tare za zdravljenje s tirozin kinaznimi inhibitorji (TKI). Prva generacija TKI ucinkuje pri
prekomernem izrazanju divjega tipa, prisotnosti razlicic v eksonu 11 gena KIT ter pri
gastrointestinalnih rakavih obolenjih, pri katerih se 80 -90 % bolnikov odziva na zdravljenje.
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Razli¢ice v kinazni domeni (tudi p.D816V) so rezistentne na zdravljenje s prvo generacijo TKI. TKI
naslednjih generacij ucinkujejo tudi na razli¢ice v kinazni domeni, odvisno od specificne lastnosti
posameznih TKI (5).

V Specializiranem hematoloskem laboratoriju, UKC Ljubljana, izvajamo preiskavo za doloditev
prisotnosti razli¢ice p.D816V v genu KIT. Razli¢ico dolo¢amo s preiskavo alelno specifi¢ni PCR, pri
kateri je obcutljivost reakcije 1 mutirana celica na 100 normalnih (1072). Vzorec izbire za analizo
prisotnosti razliice pri mastocitozi je kostni mozeg. V primeru ko v analizo dobimo vzorec venske
krvi preiskavo sicer izvedemo, vendar pri negativnem rezultatu podamo opozorilo, da gre lahko
za laino negativen rezultat, ker gre za suboptimalni vzorec ter prosimo za odvzem kostnega
mozga. Razlog temu je lahko tudi majhno tumorsko breme v vzorcu venske krvi ali premajhna
obcutljivost metode. Ostale razlicice v genu KIT lahko zaznamo s sekvenciranjem naslednje
generacije (NGS).
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Genetski vzrok za povisano bazalno triptazo
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Triptaze

Triptaze so serinske proteaze, ki jih skoraj izklju¢no izlo¢ajo mastociti, v manjsi meri tudi bazofilci.
Le-ti so kljuéne efektorske celice pri z IgE posredovani anafilaksiji. Iz pro-triptaz preko zaporednih
proteoliti¢nih cepitev nastane zrela tetramerna triptaza, ki je shranjena v granulah mastocitov.
Pro-triptaze se lahko tudi konstitutivno izlo¢ajo v serum kot encimsko neaktivni pro-peptidi.
Poznamo tri topne oblike triptaz (a, B in 8) in eno triptazo (Y) vezano na membrano, vendar
natancna vloga razlicnih triptaz Se ni znana. Vecina testov meri skupno triptazo, ki je vsota zrele
in pro-oblik a- in B-triptaz. Pri bolnikih z anafilaktiéno reakcijo je potrebno locevati med
koncentracijo triptaze med samo reakcijo (ob degranulaciji mastocitov) in med koncentracijo
bazalne triptaze (ni degranulacije mastocitov). Glavna razloga za povisano bazalno triptazo (nad
11,4 ng/mL) sta klonalne bolezni mastocitov (ve¢inoma posledica pridobljene aktivirajoce razlic¢ice
p.D816V v genu KIT) in dedna a-triptazemija (posledica prirojenih podvojitev gena TPSAB1).

Dedna a-triptazemija

Dedna a-triptazemija (HaT, angl. hereditary alpha tryptasemia) je genetska lastnost, ki je
posledica preseznih kopij gena TPSABI, ki kodira a-triptazo, kar vodi do poviSane koncentracije
bazalne triptaze v serumu. Dedovanje je avtosomno dominantno, s popolno penetranco, tako da
imajo skoraj vse osebe s HoT povisano koncentracijo bazalne triptaze (obi¢ajno nad 8 ng/mL). HaT
je prisotna v 4-6 % splosne populacije, in tako predstavlja najpogostejsi vzrok za povisano
koncentracijo bazalne triptaze v serumu, saj je HaT prisoten pri ~90 % posameznikov iz splosne
populacije s povisano bazalno triptazo.

Simptomi HaT so raznoliki in dokaj nespecifi¢ni, veliko oseb s HaT je tudi brez kakr$nihkoli
simptomov. Najpogostejsi simptomi pri HaT so kroni¢na srbedica/rdecica, gastrointestinalne
tezave, ohranjena primarna denticija, sistemska reakcija (anafilaksija) po pikih koZekrilcev in
mastocitoza. Stevilne raziskave so potrdile, da je HaT pomemben dejavnik tveganja predvsem za
sistemsko reakcijo po pikih koZekrilcev in mastocitozo.
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Genetika triptaznega lokusa

Genetika Cloveskega triptaznega lokusa je kompleksna. Lokus je sestavljen iz Stirih paralognih
genov (TPSG1: y-triptaza, TPSB2: B2-3-triptaza, TPSAB1: a/P1-triptaza in TPSD1: 6-triptaza), ki se
nahajajo v nestabilni subtelomerni regiji (p13.3) kromosoma 16 (Slika 1). Ceprav vsi ti geni kodirajo
triptaze, samo gena TPSB2 in TPSAB1 kodirata stiri glavne izomerne oblike (B1 (B), B2, B3 in a), ki
predstavljajo glavno, biolosko pomembno triptazo, ki jo obi¢ajno merimo kot triptazo v serumu.
Gen TPSB2 kodira samo B-triptazo, medtem ko TPSAB1 nosi zapis bodisi za izoobliko a ali B. Ker
so posamezne izooblike iziemno podobne (vec kot 97 % podobnost), je razlikovanje med razlicnimi
izooblikami izjemno teZavna.

Chr. 16

TPSB2 TPSAB1

TPSG1 TPSD1
.
(5] e
| S |
1 ——— T —
| S )

Slika 1: Grafi¢ni prikaz triptaznega lokusa na kromosomu 16p13.3.

Do nedavnega je veljalo, da imajo posamezniki po eno kopijo TPSB2 in TPSAB1. Najpogostejsi
genotipi TPSAB1 so a/a, a/B in B/B, medtem ko sta na TPSB2 prisotni dve dodatni kopiji B-triptaze.
Posamezniki z genotipom 2a:2B (a,B/a,B) imajo dve kopiji a-triptaze na nasprotnih alelih (po ena
kopija podedovana od vsakega starsa), kar ne predstavlja povecanega Stevila kopij TPSABI.
Priblizno 5 % oseb pa podeduje dodatne kopije zaporedij, ki kodirajo a-triptazo na istem alelu
(duplikacija (aa), triplikacija (aaa)), kar privede do povisane bazalne triptaze v serumu in HaT.

Genotipizacija triptaznega lokusa

Zaradi zapletene genetske strukture, prisotnosti zaporedij z visokim delezem GC, in velike
podobnosti med zaporedji, ki kodirajo izoobliki a-triptaze in B-triptaze, ter prisotnosti vec
paralogov na enem lokusu, je natan¢na dolocitev Stevila kopij posamezne izooblike na triptaznem
lokusu tehni¢no zahtevna. Zaradi te strukturne kompleksnosti in podobnosti zaporedij je
sekvenciranje nove generacije (angl. next-generation sequencing, NGS) omenjenega lokusa
tezavno, podobno kot tudi razlikovanje med razli¢nimi izooblikami triptaz na proteinski ravni. Kot
reSitev za zahtevno genotipizacijo triptaznega lokusa so Lyons in sodelavci razvili metodo, ki s
pomocjo digitalnega kapljicnega PCR (ddPCR, angl. Digital Droplet PCR), omogoca natancno
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dolocitev Stevila kopij gena TPSAB1. Z omenjeno metodo tudi v Laboratoriju za kliniéno
imunologijo in molekularno genetiko Klinike Golnik s pomocjo ddPCR QX200 (Bio-Rad) direktno
kvantificiramo Stevilo kopij a-triptaze in B-triptaze s pomocjo specifi¢nih oligonukleotidov in sond
za a- in B-triptazo.

Dedna a-triptazemija je posledica preseznih kopij gena TPSABI1, ki kodira o-triptazo, in je
najpogostejsi vzrok povisane koncentracije bazalne triptaze v serumu. Dedna a-triptazemija je
prisotna pri priblizno 5 % populacije z raznolikimi in nespecificnimi simptomi in predstavlja
pomemben dejavnik tveganja za anafilaksijo po pikih kozekrilcev in mastocitozo.
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KoZzna mastocitoza
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Mastocitoze so skupina bolezni, za katere je znacilno pretirano kopicenje mastocitov v enem ali
vec razli¢nih tkivih. Bolezen je klinicno heterogena in jo delimo na koZno mastocitozo (KM), kjer
je prizadeta le koZa; in sistemsko mastocitozo (SM), kjer je prizadet najmanj en notranji organ, s
prizadetostjo koze ali brez.

KM se lahko pojavlja v obliki makulopapulozne koZzne mastocitoze (urtikaria pigmentosa), difuzne
prizadetosti koZe (difuzna koZzna mastocitoza) ali koZnega mastocitoma. Telangiectasia macularis
eruptiva persistans sedaj spada v makulopapulozno obliko.

Po novejsi razdelitvi v SM sodijo indolentna sistemska mastocitoza, tle¢a SM, sistemska
mastocitoza s pridruZzeno ne-mastocitno hematolosko klonalno boleznijo, (vklju¢no z mastocitozo
v kostnem mozgu), agresivna SM, mastocitna levkemija, mastocitni sarkom ter mastocitom v
drugem organu.

Mastocitoza je redka motnja, s prevalenco 1/10.000. Vecinoma zbolijo otroci do treh let, vecje
Stevilo bolnikov pri¢akujemo tudi v starostni skupini po 15.letu. Najpogostejsa oblika pri otrocih
je KM, ki predstavlja priblizno 90% primerov v skupini do 18 let. S koZno obliko zboli manj kot 5%
vseh odraslih bolnikov.

Vecina prizadetih otrok razvije kozno simptomatiko Ze v prvem letu Zivljenja, oziroma so lezije
prisotne ob rojstvu. Izboljsanje ali popolno regresijo bolezni pricakujemo do/v puberteti.

Patogeneza vseh oblik mastocitoz je posledica tako kroni¢nega kot sporadicnega sproscanja
mediatorjev iz mastocitov, ki se kopicijo v enem ali ve¢ tkivih. V mastocitih so shranjene razli¢cne
biolosko aktivne snovi, kot so histamin, triptaza, heparin, razli¢ni citokini. Pod vplivom notranjih
in/ali zunanjih dejavnikov pride do njihove aktivacije. Nastanejo simptomi in znaki, kot so
zardevanje, srbecica, glavobol, omoti¢nost, hipotenzija, sinkopa, tahikardija, slabost, bruhanje,
driska, bolecine v trebuhu, celo anafilaksija.

Nastanek mastocitoze povezujemo z razliCicami v genu za tirozin kinazni receptor, c-KIT. Pri vec
kot 90% odraslih bolnikov s SM gre za razli¢ico mutacije D816V, ki je vidna tudi pri posameznikih
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s kozno obliko bolezni. Pri otrocih je pogostost te razlicice manjsa, pri priblizno 40% bolnikov
najdemo druge razlicice.

NajpogostejSa je makulopapulozna oblika KM (urtikarija pigmentoza), ki predstavlja 70 do 90%
vseh pediatri¢nih primerov. Za bolezen je znacilen pojav posameznih ali Stevilnih, polimorfnih,
rumeno rjavkastih do rdece rjavih makulopapuloznih vzbrsti. Redko vidimo noduse ali plake, ki
lahko varirajo v velikosti. Vzbrsti se pojavljajo na okoncinah in trupu - obraz, dlani in stopala so
praviloma brez sprememb. Spontano ali po mehanskem draZzenju (drgnjenju) postanejo vzbrsti
rdece, oteCene in srbece oziroma na nastane urtika, kar opiSemo kot pozitiven Darierjev znak.
Nastajajo lahko tudi mehurji, Se posebej pri dojencih. Vecina otrok je brez drugih klini¢nih
simptomov, lahko pa se pojavi zardevanje in srbez.

Poleg polimorfne oblike makulopapulozne mastocitoze, je mozZna tudi monomorfna klini¢na
razli¢ica. PogostejSa je pri odraslih, pri otrocih so le redko vidne manjSe, do 3 mm velike
monomorfne lezije.

V odrasli dobi so poleg koznih sprememb pogostejsi sistemski simptomi, ki so posledica delovanja
mastocitnih mediatorjev. Pri vecini odraslih bolnikov je koZna simptomatika manifestacija
sistemske bolezni - priblizno 80% odraslih pacientov s SM ima monomorfno makulopapulozno
obliko. Otroci z monomorfnimi lezijami imajo vecje tveganje za nastanek SM, zlasti e se lezije
razvijejo pozneje v otrostvu ali po puberteti.

Med makulopapulozne oblike spada posebna klini¢na razli¢ica teleangiectasia macularis eruptiva
persistans, ki se pojavlja praviloma pri odraslih s Stevilnimi rjavo rdeckastimi makulami ali
zlivajoCimi se plaki s teleangiektazijami. Bolezen ima kronicen potek in redko preide v sistemsko
obliko.

Za solitarni mastocitom, ki prizadene 10 do 15 odstotkov otrok s koZno mastocitozo, je znacilen
eden do trije rdeckasto rjavi nodusi ali plaki, ki so prisotni Ze od rojstva ali se pojavijo v prvih
mesecih Zivljenja. Spontano involucijo pricakujemo pred puberteto. Sistemski znaki so redki,
bolniki nimajo povecanega rizika za razvoj SM.

Pri 1-3% bolnikov se koZna mastocitoza lahko kaZe v obliki difuzne prizadetosti koZe, ki je skoraj
vedno prisotna le v otroski dobi. KoZa celega telesa je infiltrirana, zadebeljena in edematozna,
rumeno rdece barve s poudarjenimi koZznimi gubami. Spremembe so prisotne Ze ob rojstvu ali
nastanejo v prvem letu. Pri dojenckih se lahko izrazi kot bulozna mastocitoza. Spontano ali pod
vplivom sprozilnih dejavnikov se pojavijo mehurji na koZi oziroma sistemski znaki.
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SM je v otroski dobi redka bolezen, pojavlja se pri manj kot 10% pediatri¢nih bolnikov. Vidne so
makulopapulozne spremembe, ki so majhne in enotne. Obicajno je SM indolentna, redke so
napredovale in agresivne oblike.

Pri 60% odraslih bolnikov z indolentno SM je prisotna urtikarija pigmentoza. Kozna simptomatika
spremlja okoli 40% bolnikov z agresivno sistemsko mastocitozo, pri mastocitni levkemiji ali
izolirani mastocitozi kostnega mozga pa je ta praviloma odsotna.

Progonoza kozne mastocitoze je zelo dobra, zlasti pri otrocih je pogosta spontana regresija. V
kolikor vzbrsti vztrajajo po puberteti, je verjetnost prehoda v SM ve¢ja.

Za postavitev diagnoze koZzne mastocitoze so izdelani natanéni diagnosticni kriteriji. Pri bolniku je
diagnoza mozZna le v primeru prisotnosti koZnih lezij s tipi¢no klini¢no sliko. V nejasnih primerih
mora biti diagnoza histopatolosko potrjena, ob odsotnosti kriterijev za SM.

Diagnozo koZne mastocitoze veCinoma postavimo klinicno, zato sta zelo pomembna natancna
anamneza in klini¢ni pregled, pri katerih uposStevamo zgoraj nasteta merila.

Med kliniénim pregledom je potrebno poleg koznih lezij opredeliti prisotnost klini¢nih znakov, ki
bi nakazovali mastocitno infiltracijo drugih organskih sistemov.

Pri obravnavi bolnika so potrebne laboratorijske preiskave, vsem bolnikom je potrebno dolociti
tudi nivo triptaze v serumu (pri koznih oblikah je obi¢ajno normalen). Pomembno je, da lahko tudi
do 10% (odraslih) bolnikov s SM (z/brez koZnih manifestacij) normalen serumski nivo triptaze. Pri
sumu na SM opravimo dodatno diagnostiko, za izkljucitev prizadetosti notranjih organov.

Zdravljenje mastocitoze je individualno, glede na prizadetost organa in simptome.

Bolnikom svetujemo izogibanje sproZilnim dejavnikom aktivacije mastocitov, predvsem drgnjenju
koZe, nenadnim spremembam temperature, stresu, vbodom Zuzelk in ka¢, uzivanju alkohola,
zacinjeni hrani ter drugim morebitnim sproZilcem, ki so jih sami odkrili. Potrebno je poznati
tveganje in se izogibati zdravilom, ki lahko povzrocijo aktivacijo mastocitov: npr. acetilsalicilni
kislini, nesteroidnim antirevmatikom, kodeinu, morfinu, rentgenskim kontrastnim sredstvom,
nekaterim misi¢nim relaksansom, splo$nim anestetikom, analgetikom.

Pri blagih koZnih oblikah mastocitoze zadostuje topikalno kortikosteroidno zdravljenje. Sistemski
antihistaminiki zmanjSajo srbecico in zardevanje, koristni pa so predvsem pri bolnikih s
pridruZzenimi urtikarijo, dermografizmom, alergijskim rinitisom ali drugimi atopijskimi boleznimi.
StarejsSe otroke in odrasle bolnike s tezjo obliko bolezni, ki ne odreagirajo na intenzivno lokalno
terapijo, lahko zdravimo s fototerapijo. Bolnike s sumom/potrjeno diagnozo SM obravnavamo
multidisciplinarno.
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Uvod

Umivanje rok spremlja clovestvo kot del osebne higiene, v preteklosti predvsem v povezavi z
verskimi in kulturnimi obicaji. Znanstvene temelje higieni rok je v sredini 19. stoletja postavil Ignaz
Semmelweis, ki je umivanje rok s klorirano apneno vodo pred porodom iz babiskega okolja
prenesel k zdravnikom. S tem ukrepom je smrtnost porodnic zaradi poporodne okuzbe v obeh
okoljih izenacil, z izhodis¢no nizZjo smrtnostjo pri babicah. Umivanje rok kot pomemben ukrep
prepreCevanja prenosa okuzb je uradno priznanje v zdravstvu pridobilo pozno, v 80' letih
prejsnjega stoletja, z objavo prvih smernic v Zdruzenih drzavah Amerike (ZDA), katerim so sledile
druge drzave in posodobitve. V letih 1995 in 1996 je Ameriski center za nadzor nad nalezljivimi
boleznimi (Centers for Disease Control and Prevention (CDC) /Healthcare Infection Control
Practices Advisory Committee (HICPAC) ) v ZDA umivanju rok z vodo in milom pridal moznost
umivanja rok z antisepti¢nimi raztopinami. Z letom 2002, ko so v posodobljenih smernicah HICPAC
v zdravstvu priceli s promoviranjem razkuZevanja rok z alkoholnimi razkuZili, se je oblikoval pojem
higiene rok kot nadpomenka za umivanje, razkuzevanje in kirursko umivanje. Danes pojem higiena
rok vkljuuje tudi urejenost in nego rok. Didier Pittet je bil, po uspesno zaklju¢enem
multimodalnem projektu preprecevanja bolnidni¢nih okuzb v Zenevski bolnici v zacetku tega
stoletja, povabljen k sodelovanju s Svetovno zdravstveno organizacijo (SZ0). Skupaj so oblikovali
model kriti¢nih petih trenutkov higiene rok, ki se danes uporablja po celem svetu pod sloganom
»Save Lives: Clean Your Hands« z vsakoletno promocijsko kampanjo.

Z zdravstveno oskrbo povezane okuzbe

Z zdravstveno oskrbo povezane okuzbe predstavljajo veliko breme zaradi povecane obremenitve
zdravstvenega sistema, morbidnosti in mortalitete pacientov, zato so potrebni in smiselni vsi
ukrepi za preprecevanje okuzb. Zadnja prevalencna raziskava bolnisni¢nih okuzb v evropskih
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drzavah v letu 2017 je prikazala, da je vsakodnevno v bolnisni¢ni obravnavi pri enem pacientu od
petnajstih prisotna vsaj ena bolnisni¢na okuzba; od teh naj bi jih bila polovica preprecljivih. Med
sploSnimi previdnostnimi ukrepi, pojmovanimi tudi standardni ukrepi, pod katerimi so zajete vse
enotne aktivnosti v diagnostiki, zdravljenju in rehabilitaciji pacientov z namenom preprecevanja
okuzb, je higiena rok kljuéna. Higiena rok je preprosta, hitra, ucinkovita in kadar izvajamo
razkuzevanje, izvedljiva brez infrastrukturnih omejitev.

Urejenost rok

Za ucinkovito izvajanje higiene rok je pomembno, da je koZa rok neposkodovana in roke urejene.
K urejenosti sodijo kratko postrizeni nohti, dolZzina nohta naj ne presega jagodice prsta, nanosov
na nohtih in nakita. Umetni nohti so bili prepoznani kot dejavniki tveganja pri prenosu bolnisni¢nih
okuzb. Dokazano se pod njimi pogosteje zadrZujejo po Gramu negativne bakterije, zato so pri
zdravstvenem osebju odsvetovani. O geliranih nanosih na nohtih jasnih dokazov, ki bi podpirali
varno uporabo ni. Amerisko zdruZenje za bolnisni¢no epidemiologijo (Society for Healthcare
Epidemiology of America (SHEA) in Amerisko zdruzenje za infekcijske bolezni Infectious Diseases
Society of America (IDSA) sta v tem kontekstu zavzeli varno stalisc¢e s konservativnim pristopom,
da se gelirani nanosi obravnavajo kot umetni nohti in naj se ne nosijo v visoko rizi¢nih okoljih
(enote intenzivne terapije, operacijske dvorane, oddelki z novorojenci in imunsko oslabelimi
bolniki). V kolikor smo z doslednostjo pri higieni rok odli¢ni, so tudi tukaj dovoljena Sirsa
odstopanja.

RazkuZevanje rok

V zdravstvu zaradi prihranka Casa, prijaznosti do koZe in vecje ucinkovitosti, roke prednostno
razkuzujemo. V ta namen uporabljamo razkuZilna sredstva s 60-85 % vsebnostjo alkohola. Za
ucinkovito razkuZevanje potrebujemo 3 ml razkuzila. Bolj kot tehnika izvedbe razkuZevanja, je
pomembno, da zaobjamemo celotno povrsino rok. Najbolj kriticha so podrocja medprstnih
prostorov, jagodice prstov in palec. Obvezno roke umijemo, kadar so vidno umazane, umivanje
ima prednost pri ravnanju s pacienti, ki prebolevajo virusne gastroenteritise. Umivanju sledi
razkuzevanje, kadar imamo opravka s prisotnostjo Clostridioides difficile.

Pet trenutkov za higieno rok

Znotraj zdravstva je za preprecevanje prenosa mikroorganizmov klju¢nih pet priloZnosti:
e Pred stikom z bolnikom
e Po stiku z bolnikom

e Postiku s pacientovo okolico

123



e Pred asepti¢nimi posegi
e Po potencialnem stikom z izlo¢ki (Rokavice ne nadomescajo higiene rok!)

Na podlagi teh trenutkov je oblikovan kazalnik kakovosti higiene rok, kjer opazovalci ocenjujejo
doslednost izvajanja. Za zagotavljanje varnega okolja je zazelena vsaj 80 % doslednost.

Uporaba rokavic

Zascitne (preiskovalne) rokavice ne nadomescajo higiene rok. Vedno si roke razkuzimo pred
namescanjem in po snemanju rokavic. Uporabljamo jih pred moznim ali pricakovanim stikom s
pacientovimi izlo¢ki ter v namene zagotavljanja kontaktne izolacije. Zaradi pojava mikroperforacij
ob uporabi, je priporocen ¢as noSenja do 20 min.

Zakljucek

Higiena rok je najpomembnejsi in najpreprostejSi ukrep preprecevanja Sirjena mikroorganizmov.
Z doslednim in pravilnim izvajanjem higiene rok prispevamo k varnemu delovnemu okolju in
zmanjSevanju bremena z zdravstvom pogojenih okuzb. Samo poznavanje higiene rok e ne prinese
rezultatov, saj je njena ucinkovitost celosten odraz znanja, odnosa, vedenja in prepri¢anja v
dolo¢enem okolju.
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Gradnje in zascita
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Uvod

Vsaka zdravstvena ustanova mora pri prenovah ali novogradnjah upostevati slovenske prostorske
tehni¢ne smernice (TSG-12640-001: 2008), ter njihove dopolnitve, ki so bile sprejete 2021.
Prostorsko tehni¢ne smernice so razdeljene v Stiri podrocja in sicer: splo$ni del, bolnisni¢ni del,
zdravstveni domovi in zavod za zdravstveno varstvo (Ministrstvo za zdravje, 2008).

Najpomembnejse je upostevanje velikosti prostorov, da ne prihaja do krizanja Cistih in necistih
poti, zadostni razmak med posteljami, pravilno odlocanje in svetovanje pri izgradnjah izolacijskih
sob, dovolj veliki prostori za paciente, pravilna izbira materialov, ki se lahko Cistijo in razkuzujejo,
primerna urejenost sanitarnih prostorov, dovolj ustreznih locenih skladiS¢nih prostorov za
shranjevanije Cistih in necistih pripomockov in opreme, necisti prostor za odpadke. Pomembno je,
da se v pripravljene nacrte vnese tudi navodila glede zaséite pri izvajanju gradenj oziroma
adaptacij v zdravstvenih ustanovah. V Univerzitetnem kliniénem centru Ljubljana imamo za ta
namen pripravljen obrazec »Zascitni ukrepi pri izvajanju gradbenih del«, ki ga morajo izvajalci pri
delih dosledno upostevati (SPOBO, 2013).

Glive

Glive se nahajajo v zunanjem in notranjem okolju, nahajajo se v razli¢nih gradbenih materialih.
Nosilci virusov, bakterij in gliv smo lahko tudi ljudje, ZuZelke in Zivali. Glive so sposobne rasti na
skoraj vseh naravnih in sinteti¢nih materialih, Se zlasti se najbolj razvijajo v vlaznem okolju. Dobro
gojisce za Aspergillus fumigatus in Aspergillus versicolor je anorganski material (Samet&Spengler,
2003). V bolnisnicnem okolju je Se posebej pomembno vzdrZevanje klimatskih in prezracevalnih
naprav, saj so ti lahko vir okuzb za paciente. Ugotovljeno je, da ljudje kar 80% ¢asa preZivimo v
notranjih prostorih, bodisi da gre za bivalne ali delovne prostore (Bernstein et al., 2008).

Glive na cloveka vplivajo na tri nacine: v obliki okuzb (mikoz), zaradi toksi¢nih ucinkov
mikotoksinov, ki jih nekatere vrste izlo¢ajo v okolje in v obliki preobcutljivostnih reakcij na njihove
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alergene. Mikotoksini so razlicni sekundarni metaboliti, ki jih ob rasti in razmnoZevanju izlocajo
glive (Soroka,et al., 2008). Toksigene glive so izolirali iz gradbenega materiala in zraka v vlaznih
stavbah, ko so pri prebivalcih opazili povecano stevilo dolocenih klini¢nih znakov kot so kaselj,
drazenje koze, sluznic oci in dihal, glavobol, utrujenost. To lahko kaze na povezavo med
mikotoksini v zraku in slabsim zdravjem izpostavljenih (Bonetta, et al., 2010). Najpogostejse glive,
ki so prisotne v bivalnem okolju in zunanjem okolju so glive iz rodu Cladosporium, Alternaria,
Penicillium in Aspergillus. Na njihovo rast vpliva predvsem prisotnost vode in vlage ter slaba
izolacija stavb, kondenz in ne nazadnje neustrezno prezracevanje (Méheust, et al., 2014). Zaradi
vseh teh dejavnikov je potrebno spremljati mikroklimatske pogoje kot so temperatura, relativna
vlainost in prezracevanje (Pasquarella,et al., 2012). Vzor¢enje zraka je zaenkrat najpogostejsa
metoda za ugotavljanje prisotnosti gliv v prostoru, predvsem v bolnisniénih okoljih, kjer je
preprecevanje glivnih okuzb izrednega pomena (Muiioz, et al., 2001; Sehulster, et al., 2004).
Glivne bolnisni¢ne okuZbe so dokaj pogoste in se hitro Sirijo. Zdravljenje je dolgotrajno in se lahko
konc¢a tudi s smrtjo. Pacienti lahko pridobijo bolnisniéno okuzbo neposredno iz bolnisni¢nih
prostorov, tekom zdravljenja v bolnisnici. Vir spor so okrasne rastline, cvetje, razpadajoci organski
material, sveZe sadje, voda in gradbena dela v okolici bolnisnice (Kordbachen, et al., 2005).

Legionela

Razlicna vodna okolja so naravni Zivljenjski prostor legionel. Legionela je tip bakterije, ki je
prisotna v vodi in v zemlji. Dobre pogoje za razmnoZevanje legionele predstavljajo vodovodni
sistemi, Se posebej slepi vodi. V manj pretocnih pipah pride do zastajanja vode, legionele pa okrog
svoje kolonije ustvarijo biofilm, ki deluje kot zascita za bakterije.

Najugodnejsa temperatura za razmnoZevanje legionel je med 25°C in 42°C. V kolikor Zelimo
preprecevati njihovo razmnoZevanje, rast in Sirjenje v vodovodnem sistemu mora biti
temperatura vode ali nad 50°C, ali pod 20°C, (Hojs, et al., 2002).

Sluzba za preprecevanje in obvladovanje bolnisni¢nih okuzb (SPOBO) Univerzitetnega klinicnega
centra Ljubljana ima napisana priporocila oziroma navodila ob adaptaciji ali gradnji, katera
vklju€ujejo posege v vodovodno omrezje ustanove.

Bakterije

Pseudomonas aeruginosa je tudi lahko bolnisni¢na okuzba. Je gram negativna paliCasta bakterija
s kapsulo, ki lahko povzroci bolezen pri ¢loveku, rastlinah in Zivalih. PAE je razsirjenja, ter lahko
povzroca bolnisni¢ne okuzbe kot so pljuénica zaradi umetnega predihavanja in sindrome

126



povezane s sepso, saj izkazuje odpornost proti Stevilnim antibiotikom. Velja za priloZznostnega
povzrocitelja saj hujSe okuzbe povzroca pri posameznikih s prisotnimi boleznimi, kot sta cisti¢na
fibroza ali hude opekline (Diggle & Whiteley, 2020).

Zakljucek

Osnova za smiselne ukrepe pri gradnjah je priprava ocene tveganja za paciente in ocene tveganja
s strani izvajalcev gradbenih del. Dolociti je potrebno pristojnosti in odgovornosti pri izvajanju
gradbenih del, ter dolociti odgovorne osebe za nadzor nad upostevanjem zascitnih ukrepov.
Zaposlene je potrebno seznaniti s tveganji za prenos in pojav okuzb v ustanovi in podajati jasna
navodila za preprecevanje in obvladovanje okuzb povezanih z zdravstvom. Zagotoviti je potrebno,
da vsi zaposleni poznajo navodila in opravljajo zadolzitve svojega delokroga v skladu s predpisi
dela ter oceno tveganija s strani bolnikov in posegov. V prvi vrsti moramo v bolnisnici poskrbeti za
varnost pacientov in svojih zaposlenih.
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Uvod

Uporaba glukokortikoidov je v sodobni klinicni praksi zelo razsirjena. Zaradi mocnega
protivnetnega ucinka, so osnovna terapija pri zdravljenju Stevilnih avtoimunskih in kroni¢nih
vnentih bolenzni. Predstavljajo pomemben del imunosupresornega zdravljenja pri presaditvi
organov, onkologiji ter osnovno zdravljenje tezjih oblik COVID-19. Kljub ugodnim terapevtskim
ucinkom so neZeljeni ucinki glukokortikoidov Stevilni in tezavni. Hiperglikemija je med najbolj
pogostimi in Skodljivimi neZeljenimi ucinki, ki poveca tveganje za obolevnost in umrljivost.
Zdravljenje je zato klju¢nega pomena, ki pa se pomembno razlikuje od drugih oblik zdravljenja
sladkorne bolezni.

S steroidi povzrocena sladkorna bolezen

Glukokortikoidi povzrocijo motnje presnove glukoze na vecih nivojih. Zmanjsajo izlo¢anja inzulina,
zmanjSajo obdcutljivost na inzulin v tarénih tkivih in povefajo proizvodnjo glukoze oz.
glukoneogenezo. Zaviralni u¢inek na izlo¢anje inzulina je takojsnji, po nekaj urah se nato zmanjsa
Se obcutljivost tkiv na inzulin in traja tudi vec ur oziroma dni. Kon¢ni ucinek na glikemijo je odvisen
tudi od velikosti odmerka in moci glukokortikoida. Tabela 1 prikazuje klju¢ne znacilnosti
glukokortikoidov. Ucinek glukokortikoidov je pricakovano najvecji ob sistemskem jemaniju, torej
parenteralno ali peroralno. V nasprotju s sploSnim prepri¢anjem k nastanku sladkorne bolezni
pomembno prispevajo tudi topikalni in inhalacijski nacini vnosa glukokortikoidov.
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Vrsta Ekvivalentni Cas delovanja  Vpliv na glikemijo (ure)

glukokortikoida odmerek (mg) (ure)

Zacetek | Vrh Konec
Hidrokortizon 25 8-12 1 3 6
Metilprednizolon 5 12-36 4 8 12-16
Deksametazon 1 36-72 8 razlicno 24-36

Tabela 1: prikaz ekvivalentnih odmerkov glukokortikoidov, njihov ¢as delovanja in ¢as vpliva na
glikemijo.

Tveganje za nastanek hiperglikemije oz. sladkorne bolezni je velje pri osebah, ki imajo Ze prisotno
motnjo v presnovi glukoze ali genetsko nagnjenost. Tako je verjetno vecja pri starostnikih, pri
debelih, pri osebah z mejno bazalno glikemijo ali moteno toleranco za glukozo in pri tistih, ki imajo
sladkorno bolezen tipa 2 prisotno v druzini. Na podlagi klini¢nih raziskav lahko pri¢akujemo, da se
bo sladkorna bolezen razvila pri priblizno tretjini bolnikov zdravljenih z glukokortikoidi, v
bolnisnicnem okolju, kjer se pogosteje predpisuje vecje odmerke glukokortikoidov, pa je delez
precej vegji, do 70 %. S steroidi povzroéena bolezen je praviloma reverzibilna motnja. Ce
hiperglikemija vztraja po ukinitvi glukokortikoidnega zdravljenja, pomeni, da je bila verejtno Ze
predhodno prisotna sladkorna bolezen tipa 2.

Hiperglikemija ima Skodljive ucinke na zdravje. V bolnisni¢cnem okolju je hiperglikemija povezana
z daljSo hospitalizacijo, vejo verjetnostjo za okuzbe in zaplete ter ve¢jo umrljivostjo. Pri
onkoloskih bolnikih in pri bolnikih po presaditvi organa, ki so razvili steroidno sladkorn bolezen,
so belezili velje Stevilo zapletov in ve¢jo umrljivost.

Klini¢ne znacilnosti

Hiperglikemija se obi¢ajno pojavi Ze po zauZitju prvega obroka, nato po vsakem naslednjem
obroku postopno naras¢a in do konca dneva doseZe najvisjo vrednost. Tekom noci ucinek
glukokortikoida popusca in se praviloma povsem normalizira.

Zaradi hiperglikemije po obrokih je oralni glukozni toleranéni test (OGTT) bolj uporabna metoda
za presejanje kot zgolj dolocanje glukoze zjutraj na tesce, ko je lahko pogosto normalna. V
hospitalnem okolju je uporabnost in izvedba OGTT omejena, zato se svetuje doloc¢anje glukoze
trikrat dnevno pred obroki in naklju¢no. Diagnosticni kriteriji za postavitev diagnoze veljajo
povsem enaki kot za ostale oblike sladkorne bolezni: glikemija 7,0 mmol/L ali ve¢ na tesce in/ali
11,1 mmol/L ali ve¢ 2 uri po obroku ali nakljuéno, kar je treba potrditi s ponovno meritvijo na drug

130



dan. Uporabnost metode dolocanja glikiranega hemoglobina (HbAlc) je ob samem zacetku
zdravljenja zelo omejena, saj je negativha napovedna vrednost slaba. Povsem drugace je ob
povisanih vrednostih, saj vrednost 6,5 % ali ve¢, ob potrditvenem testu, Ze zadostuje diagnozi
sladkorne bolezni. Povisana vrednost HbAlc ob samem zacetku zdravljenja z glukokortikoidi nam
pove, da je bila sladkorna bolezen zelo verjetno prisotna Ze prej in lahko pricakujemo pomembno
porast glikemije, ki bo zahtevala tudi trajno antihiperglikemi¢no zdravljenje.

Antihiperglikemic¢no zdravljenje

Hospitalizirane bolnike pricnemo zdraviti, ko glikemija pred obrokom veckrat preseze 7,8 mmol/L
0z. po obroku 11,0 mmol/L. Za peroralno zdravljenje se odloéamo pri relativnho blagi
hiperglikemiji, do 15 mmol/L, pri bolnikih, ki so v stabilnem klinicnem stanju in se predvidljivo
prehranjujejo.

Ce peroralna terapija ne zadostuje oz. pri pogosto visokih vrednostih glikemije in pri akutno
prizadetih bolnikih (npr. v intenzivni enoti), pride v postev subkutano inzulinsko zdravljenje.

Ker pri¢akujemo najvedji porast glikemije po zajtrku, nekoliko manjsi pred kosilom in najmanjsi
pred vecerjo, temu primerno odmerjamo tudi antihiperglikemicno terapijo tako, da jutranjemu
odmerku obi¢ajno namenimo 50 % celodnevnega odmerka, opoldanskemu 30-40 % in ve¢ernemu
le 10-20 %. Vecerni odmerek pogosto ni potreben. Zaradi obcasne zapoznele absorpcije
glukokortikoida pride do najvecjega porasta glikemije Sele po kosilu. Zacetni odmerek
antihiperglikemika dolo¢imo na podlagi izhodis¢nih vrednosti glikemije, nato ga postopno
povecujemo, da doseZzemo stabilno glikemijo.

Pri peroralnih antihiperglikemikih dajemo prednost inzulinskim sekretagogom, predvsem
repaglinidu, katerega ucinek je hiter in kratkotrajen ter tako primeren za pokrivanje obrokov. Je
tudi varna izbira pri ledvi¢ni okvari. Med sulfonilse¢ninami se najpogosteje uporablja glikvidon, ki
ima podobne farmakoloske lastnosti kot repaglinid. Pri preostalih peroralnih antihiperglikemikih
je veliko manj klini¢nih izkusenj. Zaradi relativne varnosti in ucinkovitosti zdravila iz skupine
inkretinov predstavljajo dobro alternativo. Pri bolnikih z znano sladkorno boleznijo, se praviloma
povecajo odmerki Ze obstojece terapije oz. uvede dodaten antihiperglikemik ali inzulin.

Inzulinsko zdravljenje temelji na pokrivanju obrokov s kratko delujo¢imi inzulinskimi analogi.
Podobno kot pri peroralnih antihiperglikemikih, se zacetni odmerek postopno titrira do
ustreznega ucinka. Odmerjanje je individualno, saj nekateri bolniki potrebujejo zelo visoke
odmerke, drugim pa zadostuje manj kot 10 enot inzulina na obrok. Pri doloc¢anju velikosti odmerka
upostevamo vrednost glikemije pred obrokom in predvideno potrebo inzulina za dolo¢en obrok.
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Pri tem se opiramo na predhodne odmerke iz preteklih dni. Odmerke prilagajamo postopno, tako
da povecujemo oz. zmanjsujemo odmerek za 10-20 % na dan. Pri sladkorni bolezni tipa 1 obiéajno
povec¢amo vse odmerke inzulina, predvsem prandialne. Ce se glikemija tekom no¢i ne normalizira
0z. je na teSce povisana, je potrebna Se uvedba bazalnega inzulina pred spanjem.

V hospitalnem okolju je ciljna glikemija med 7,8 in 10,0 mmol/L, oz. med 6,1 in 7,8 mmol/L pri
tistih z nizkim tveganjem za hipoglikemijo. Pri ambulantno vodenih bolnikih, je cilj zdravljenja
individualiziran glede na bolnikovo starost, pridruzene bolezni in kognitivhe zmoZnosti. Za vecino
bolnikov so to vrednosti med 5,0 in 7,0 mmol/L pred obroki in do 10,0 mmol/L 2 uri po obroku in
vrednost glikiranega hemoglobina (HbA1lc) enako ali manj kot 7,0%.

Zdravljenje z glukokortikoidi je dinamicen proces. Odmerki se lahko precej spreminjajo
(zmanjsevanje odmerkov v fazi umirjanja bolezni oziroma povecfevanja odmerkov v fazi
poslabsanja), zato je potrebno antihiperglikemike pogosto prilagajti, kar predstavlja velik izziv za
bolnika, kot za zdravnika. Edukacija bolnika je zato klju¢nega pomena. Naceloma velja, da se
spremembi odmerkov glukokortikoidov v enakem razmerju prilagodi tudi antihiperglikemicno
terapijo (npr. pri 50 % zniZzanju odmerka glukokortikoida se za 50 % zmanjSa odmerek
antihiperglikemika). Pri ciklicnem odmerjanju glukokortikoidov (npr. premedikacija pri
kemoterapiji) se za krajsi ¢as dvigne odmerek obstojece antihiperglikemicne terapije.

Zakljucek

Sladkorna bolezen je pomemben in pogost zaplet zdravljenja z glukokortikoidi, ki je povezan s
povecano obolevnostjo in umrljivostjo. Zato je kljutnega pomena CimprejSnja diagnoza in
zdravljenje.

Viri

1. Gulliford MC, Charlton J, Latinovic R. Risk of diabetes associated with prescribed
glucocorticoids in a large population. Diabetes Care. 2006;29(12):2728-29.

2. Fong AC, Cheung NW. The high incidence of steroid-induced hyperglycaemia in hospital.
Diabetes Res Clin Pract. 2013;99(3):277-80.

3. Liu XX, Zhu XM, Miao Q, Ye HY, Zhang ZY, Li YM. Hyperglycemia induced by glucocorticoids
in nondiabetic patients: A meta-analysis. Ann Nutr Metab. 2014;65(4):324-32.

4. Umpierrez GE, Hellman R, Korytkowski MT, Kosiborod M, Maynard GA, Montori VM, et al.
Management of hyperglycemia in hospitalized patients in non-critical care setting: An
endocrine society clinical practice guideline. J Clin Endocrinol Metab. 2012;97(1):16-38.

132



Zdravljenje z inzulinom

Miodrag Jani¢

Klinicni oddelek za endokrinologijo, diabetes in presnovne bolezni, Interna klinika, Univerzitetni
klini¢ni center Ljubljana

miodrag.janic@kclj.si

Uvod

Sladkorno bolezen pricnemo zdraviti z vnosom eksogenega inzulina, kadar ima oseba delno ali
popolno pomanjkanje izlo¢anja lastnega (endogenega) inzulina. Namen je vzdrzevati normalne
oz. sprejemljive koncentracije glukoze v krvi, s ¢imer preprecujemo simptomatiko hiperglikemije,
akutne zaplete sladkorne bolezni ter dolgoroc¢no tudi kronicne zaplete. Zdravljenje z inzulinom je
nujno potrebno pri vseh osebah s sladkorno boleznijo tipa 1 od odkritja sladkorne bolezni dalje,
pri ostalih populacijah oseb s sladkorno boleznijo, se odlo¢amo individualno glede na razlicne
dejavnike.

Zdravljenje z inzulinom mora biti prilagojeno tako, da vecino casa zagotavlja normalne
koncentracije glukoze v krvi, tako podnevi kot ponodi in je ob tem ¢im bolj varno, torej z majhnim
tveganjem za hipoglikemijo. Najbolj optimalno bi bilo, da bi eksogeni inzulini posnemali delovanje
endogenega inzulina.

Biologija in vrste inzulinov

Inzulin je beljakovina, zato ga je treba aplicirati v podkozje (subkutano), saj bi se ob zauzitju preko
ustne votline (per os) v prebavilih razgradil. Le izjemoma je potrebno inzulin pri akutnih stanjih,
diabeti¢ni ketoacidozi, hiperglikemicnem hiperosmolarnem sindromu ali izjemno visokih
koncentracijah glukoze v krvi (npr. zdravljenje v enoti intenzivne terapije) aplicirati intravensko (v
kontinuirani infuziji).

Inzulini glede na molekularno strukturo

Glede na molekularno strukturo lo¢imo humane inzuline in njihove analoge. Humani inzulin je
enak molekuli ¢loveskega inzulina, molekula inzulinskega analoga pa je pridobljena s pomocjo
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rekombinantne tehnologije in modificirana tako, da ima bolj ugodne farmakokineti¢ne in
farmakodinamicne lastnosti.

Inzulini glede na trajanje ucinkovanja

Po trajanju u¢nikovanja razdelimo inzuline na ultrakratkodelujoce in kratkodelujoce analoge, ki
delujejo 3—4 ure, kratkodelujo¢i humani inzulin, ki deluje do 6 ur, srednjedolgodelujoc¢i humani
inzulin, ki deluje do 18 ur, dolgodelujoCe inzulinske analoge, ki delujejo do 24 ur, ter
ultradolgodelujo¢e inzulinske analoge, ki delujejo do 42 ur. Dodatno so na voljo tudi
predpripravljene fiksne mesanice humanih inzulinov ali analogov (dvofazni insulini), ki vsebujejo
dolocen fiksni delez kratkodelujocega inzulina (kar je v imenu preprata oznaceno s Stevilko),
preostanek pa predstavlja srednjedolgodelujoci inzulin.

Inzulini glede na naslavljanje potreb

Pri zdravih se ves cas, tudi v casu stradanja, izlota majhna koli¢ina inzulina, ki zavira
glukoneogenezo v jetrih in predstavlja t.i. bazalno izloanje. Ob zauZitju hrane pa se iz celic
trebusne slinavke izloCijo vecje koli¢ine inzulina, t.i. prandialno izloc¢anje, ki zagotovijo
uskladis¢enje glukoze, ki se sprosti v krvni obtok po zauzitju obroka. Opisane fizioloSke vzorce
izlo¢anja inzulina poskusamo oponasati z aplikacijami in kombiniranjem eksogenega inzulina.
Tako uporabljamo srednjedolgodelujoc¢e, dolgodelujoce in ultradolgodelujoce inzuline za
nadomescanje bazalnih potreb, imenujemo jih tudi bazalni inzulini. Za nadomes¢anje prandialnih
potreb pa uporabljamo ultrakratkodelujoce in kratkodelujoce inzuline.

V tabeli 1 so zbrani v Sloveniji trenutno dostopni humani inzulini in analogi. Poznavanje imen je
smiselno zaradi laZjega razumevanja shem zdravljenja in prilagajanja odmerkov v vsakodnevni
klini¢ni praksi.
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Tabela 1. V Sloveniji dostopni inzulini glede na trajanje uc¢inkovanja ter naslavljanje potreb. NPH

— neutral protamine hagedorn; NPL — neutral protamine lispro; PA — protamine aspart; GLP-1 —
glukagonu podoben peptid-1.

Opis Preparat Komercialnoime | Zacetek Vrh Trajanje
delovanja | delovanja | delovanja
(min) (h) (h)
PRANDIALNI INZULINI
Ultrakratkodelujoci | aspart Fiasp 15-20 1,5-2 5-7
analogi
lispro-aabc Lyumjev 15-17 1 4,5-7
Kratkodelujodi glulisin Apidra 15-30 1-3 2-4
analogi -
lispro Humalog 15-30 1-3 2-4
aspart Novorapid 10-30 0,5-3 3-5
Kratkodelujodi regular Actrapid, Humulin | 30-60 2,5-5 4-12
humani R
BAZALNI INZULINI
Srednjedolgodelujo | NPH Humulin N, 60-120 4-8 <18
¢i humani (NPH) Insulatard
Dolgodelujoci glargin Lantus, Abasaglar | 60-240 brez 2224
analogi - -
detemir Levemir 60-240 brez 12-20
Ultradolgodelujoci | glargin U300 Toujeo 60-360 brez 24-36
analogi
degludek Tresiba 60-540 brez; >42
stabilno
stanje 2—
3 dni
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DVOFAZNI INZULINI

Humani 30 % regular, 70 | Humulin M3, 30-60 2-12 18-24

% NPH .
Mixtard 30

Analogi 25 % lispro, 75 Humalog Mix (25) | 10-30 1-6 14-24
% NPL
50 % lispro, 50 Humalog Mix (50) | 10-30 1-14 14-24
% NPL
30 % aspart, 70 | NovoMix (30) 10-20 1-4 18-24
% PA
50 % aspart, 50 | NovoMix (50) 10-20 1-4 14-24
% PA

INZULIN V FIKSNI KOMBINACIJI Z AGONISTOM GLP-1

Ultradolgodelujo¢i | degludek + Xultophy / / /

+ agonist liraglutid

receptorjev GLP-1

Ultradolgodelujoci | glargin + Suliqua / / /

+ agonist lixisenatide

receptorjev GLP-1

Inzulinske sheme

Inzulini so na voljo v standardni koncentraciji 100 E/ml. Nekateri inzulini pa so pripravljeni v vecjih
koncentracijah, 200 E/ml ali 300 E/ml, tako da lahko z manjSim volumnom apliciramo enako
Stevilo enot (lispro U200, degludek U200, glargin U300).

Za zdravljenje lahko uporabljamo samo eno vrsto insulina, lahko pa jih med seboj kombiniramo.
Obi¢ajno kombiniramo inzuline razliénega trajanja delovanja. Cas zaéetka in doseg vrha delovanja
posameznih inzulinov je zapisan v tabeli 1. Pozorni smo, da na pravocasno aplikacijo opozorimo
osebo s sladkorno boleznijo, saj je obi¢jano potrebno humani kratkodelujoci inzulin injicirati 30—
45 min pred obrokom, analog kratkodelujocega inzulina pa le 10-15 minut pred obrokom oziroma
tudi neposredno pred obrokom, ¢e uporabljamo analog ultrakratkodelujocega inzulina. Nacin, ki
najbolj posnema fiziolosko izlo¢anje inzulina, imenujemo bazalno-bolusno inzulinsko zdravljenje
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oz. intenzivirano zdravljenje. Pri tem nacinu si oseba s sladkorno boleznijo bazalni insulin aplicira
enkrat ali dvakrat dnevno, prandialni inzulin pa pred glavnimi obroki (obicajno trikrat dnevno), kar
je prikazano na sliki 1, ki prikazuje tudi druge oblike inzulinskega zdravljenja in njihov ucinek v
primerjavi s fizioloSkim izloCanjem glukoze. Zdravljenje z inzulinom kombiniramo tudi s
peroralnimi antidiabetiki.

Odmerki inzulina so prilagojeni posamezniku in se med osebami s sladkorno boleznijo lahko
mocno razlikujejo. V povprecju je celokupni dnevni odmerek insulina 0,6-0,8 E inzulina na
kilogram telesne teze. Pri debelih, ki imajo pomembno poveéano odpornost na inzulin, so odmerki
inzulina lahko tudi pomembno (2 do 3-krat) vecji. Od celokupnega dnevnega odmerka inzulina
40-50 % predstavljajo odmerki bazalnega inzulina, 50-60 % pa odmerki prandialnega inzulina.
Odmerek prandialnega inzulina obi¢ajno razdelimo na 50 % pred zajtrkom, 30 % pred kosilom in
20 % pred vecerjo. Pri sladkorni bolezni tipa 1 lahko osebe nadomeséajo inzulin tudi s pomocjo
inzulinske Crpalke.

Bazalni inzulin Prandialni inzulin

Fiziolo3ko izlo€anje inzulina

koncentracija inzulina

koncentracija inzulina

7 f
T T T pred spanjem T T T pred spanjem
zajtrk kosilo  velerja zajtrk kosilo  veterja

Bazalno bolusna inzulinska shema Dvofazni inzulin

koncentracija inzulina

T T T pred spanjem
zajtrk kosilo vederja

koncentracija inzulina
koncentracija inzulina

pred spanjem T T T pred spanjem
zajtrk kosilo  velerja zajtrk kosilo  velerja

Slika 1. Prikaz fizioloskega izloc¢anja inzulina in razli¢nih inzulinskih shem oziroma kombiniranja
razliénih inzulinov.

Hipoglikemija
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Najpogostejsi nezeleni ucinek zdravljenja z inzulinom je hipoglikemija, ki je posledica vec
vzrokov. O hipoglikemiji moramo osebe s sladkorno boleznijo ustrezno educirati ter nauciti, kako
ob njej ukrepati in jo preprecevati.

Namesto zakljucka

Oseba s sladkorno boleznijo, ki je zdravljena z inzulinom, potrebuje strukturirano edukacijo, ki
zajema edukacijo o uporabi medicinskih pripomockov, merjenju koncentracije glukoze v krvi oz.
uporabi senzorskega sistema za dolocanje koncentracije glukoze v podkozju, vedeti mora zakaj
ima postavljene dolocene ciljne vrednosti in kak$ne le-te so, kako si aplicirati inzulin, kako
titrirati odmerke, osnove o hipoglikemiji, prehrani, varnost voznje in hitrih spremembah
glikemije.
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Samovodenje — prilagajanje odmerkov insulina

Milenka Poljanec Bohnec

Klinicni oddelek za endokrinologijo, diabetes in presnovne bolezni, Univerzitetni klini¢ni center
Ljubljana

milena.bohnec@kclj.si

Uvod

Samovodenje je del oskrbe osebe s sladkorno boleznijo in pomeni, da ukrepa na podlagi
samokontrole, samostojnega merjenja koncentracije glukoze. Ukrepa lahko na razliéne nacine,
med katerimi se lahko samostojno odloca ter glede na svojo zmoznost za ustrezno odlo¢anje. To
so lahko npr. ustrezno prilagajanje odmerkov antihiperglikemicnih zdravil (tablet ali/in insulina)
na podlagi rednih meritev glukoze, zauzite kolicine in vrste hrane, na¢rtovanje telesne dejavnosti.

Kadar so meritve, ki jih izvaja posameznik, del nacrta zdravljenja in je posameznik hkrati opremljen
z vesc¢inami v sklopu strukturiranega izobrazevanja, namenjenega spremembam vedenja, lahko
privedejo do doseganija ciljnih vrednosti glukoze in preprecevanja hipoglikemij. (1). V nadaljevanju
je kot primer opisano prilagajanje odmerkov nekaterih vrst insulina.

Mnogi posamezniki, ki Zivijo s sladkorno boleznijo, teZko dosegajo zastavljene cilje za
obvladovanije sladkorne bolezni. Dolgotrajna uporaba zdravil in sprememba Zivljenjskega sloga sta
potrebni za uspesno obvladovanje tako sladkorne bolezni tipa 1 kot sladkorne bolezni tipa 2 (2).

Samovodenje in zdravljenje z insulinom

Insulinsko shemo v zdravljenju prilagodimo posamezniku. Poznamo ve¢ vrst insulinskih pripravkov
z razliéno hitrim zacetkom delovanja in razli¢no dolgim ¢asom delovanja. Za pokrivanje potreb po
insulinu po obrokih hrane uporabljamo t. i. kratkodelujoci (ultrakratkodelujoci, bolusni) insulin, za
nadomes$c¢anje osnovnih dnevnih potreb telesa po insulinu pa dolgodelujoci
(srednjedolgodelujodi, bazalni) insulin.

Bolusni insulin se obi¢ajno vbrizga tik pred obrokom. Ko zauZijemo obrok, ki vsebuje Zivila z
ogljikovimi hidrati (npr. kruh, krompir, kosmici, sadje itd.), se raven glukoze dvigne, saj se hrana z
ogljikovimi hidrati spremeni v glukozo. Insulin je kot klju¢ in odklene celi¢na vrata, da omogoci
glukozi iz krvnega obtoka vstop v telesne celice, da ustvari energijo.
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Bazalni insulin je insulin, ki ga telo potrebuje ves ¢as — podnevi in ponoci — tudi med obroki (5).

Uporabljamo tudi zdravila, kjer sta kombinirana insulina z razlicnima zacetkoma in dolzino
ucinkovanja oziroma je insulin kombiniran z zdravilom iz drugih farmakoloskih razredov. Ta
prispevek ne vsebuje primerov samovodenja s temi nacini zdravljenja.

Merjenje koncentracije glukoze ob insulinskem zdravljenju

Ves €as zdravljenja z insulinom je treba meriti koncentracijo glukoze takrat, kadar je to potrebno
zaradi varnosti zdravljenja in doseganja glikemicnih ciljev. Meritve se lahko izvajajo npr. pred
vsemi glavnimi obroki in pred spanjem.

Se natanc¢nejsi vpogled dajejo meritve po obrokih hrane (od 90 do 120 minut po zacetku obroka)
ter izjemoma ponoci med drugo in tretjo uro. Priporo¢amo Se dodatne meritve glukoze pri vseh
spremembah pocutja in v posebnih okolis¢inah (1).

Uvedba insulinskega zdravljenja

Zdravljenje navadno za¢nemo z izhodiS¢nimi odmerki insulina, ki jih nato postopoma prilagajamo
glede na izmerjene vrednosti glukoze (zacetno prilagajanje). Ko dolo¢imo posameznikove
izhodis¢ne odmerke, je v nadaljevanju zdravljenja potrebno sprotno prilagajanje odmerkov
(samovodenije), pri katerem upostevamo vec dejavnikov:

e zauZito koliCino in vrsto hrane,
e nacrtovano telesno dejavnost,
e jzmerjeno vrednost glukoze v krvi,

e morebitne posebne okoliscine (3, 4).
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Zacetno prilagajanje odmerkov insulina ob uvedbi zdravljenja
Pravilo postopnosti

Pravilo postopnosti pomeni, da odmerek insulina prilagodimo, ¢e zaporedoma pridobimo vec
neustreznih meritev glukoze ob koncu ¢asa delovanja posameznega insulina.

- Ceje vrednost glukoze previsoka, odmerek insulina zve¢amo.
- Ceje prenizka, pa odmerek insulina zmanj$amo (3, 4).

Prilagoditve odmerkov izvajamo v manjsih korakih (na primer za 1-2 enoti vsak drugi ali tretji dan).

Nacelo odmerjanja dolgodelujocega insulina

Bazalni (dolgodelujoci) odmerek insulina prilagajamo pred prilagajanjem drugih bolusnih
(kratkodelujocih) odmerkih insulina. Bazalni insulin mora ohraniti glukozo stabilno ¢ez noc¢ in med
obroki. Obic¢ajno ga vbrizgavamo enkrat dnevno, v nekaterih primerih tudi dvakrat dnevno. Hkrati
je treba vbrizgavati insulin vsak dan (ali v rednih 12-urnih intervalih, ¢e se daje dvakrat dnevno).
Meritev glukoze pred spanjem je potrebno izvesti vsaj 2 do 4 ure po jedi in vbrizgu
kratkodelujocega insulina pred vecerjo (5).

Primer odmerjanja pred spanjem

Odmerek dolgodelujocega (bazalnega) insulina pred spanjem bo vplival na izmerjeno vrednost
glukoze naslednje jutro na tesce. Na vrednost glukoze zjutraj na tesce torej vplivamo s
spreminjanjem odmerka dolgodelujocCega insulina pred spanjem.

- Ce je vrednost glukoze zjutraj na tei¢e ve¢ dni zaporedoma previsoka, odmerek
dolgodelujocega insulina pred spanjem zvecamo.

- Ce je vrednost glukoze zjutraj na te$¢e ve¢ dni zaporedoma prenizka, odmerek
dolgodelujocega insulina pred spanjem zmanjsamo (3, 4, 5).

Opozorilo: V zgodnjih jutranjih urah (med drugo in ¢etrto uro) je vrednost glukoze tudi pri zdravih
osebah navadno najniZja. VecCanje odmerka dolgodelujocega insulina pred spanjem, ki vpliva na
vrednost glukoze ponodi in na tesce, lahko ob presezku povzroci no¢no hipoglikemijo, ki bolnika
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prebudi. Vcasih ¢lovek nocne hipoglikemije ne zazna in jo prespi, raven glukoze pa se zaradi
delovanja insulinu nasprotujo¢ih hormonov do jutra lahko celo zvisa. V obeh primerih je odmerek
dolgodelujocega insulina pred spanjem treba zmanjsati (3, 4, 5).

V primeru, da je glukoza med drugo in tretjo uro zjutraj, ter na tes¢e vec dni zapored previsoka je
treba zvecati bazalni insulin pred spanjem (5).

Bazalni inzulin je idealno titriran, ko so meritve ali odéitki glukoze stabilni, zlasti ez noc¢ in do jutra
(gre za privzem glukoze, ki jo proizvajajo jetra, ne glukoze, pridobljene iz hrane) (6).

Nacelo odmerjanja kratkodelujocega insulina

Kratkodelujoci insulin vbrizgamo pred obrokom (v idealnem primeru 5 do 15 minut pred
obrokom), da zmanjsamo porast glukoze po obroku (pri¢akovan porast je priblizno za 3 mmol/I).
Ce je glukoza znotraj zastavljenega cilja 3 do 4 ure po zacetku zauZitja obroka, je odmerek insulina
pred tem obrokom ustrezen. Stetje ogljikovih hidratov lahko izbolja natanénost bolusnih
odmerkov insulina (5).

Primer odmerjanja insulina pred zajtrkom

Odmerek insulina pred zajtrkom bo vplival na izmerjeno vrednost glukoze pred kosilom. Na
vrednost glukoze pred kosilom torej vplivamo s spreminjanjem odmerka insulina pred zajtrkom.
Upostevati je treba tudi morebitne malice.

- Ce je vrednost glukoze pred kosilom ve¢ dni zaporedoma previsoka, odmerek insulina
pred zajtrkom zve¢amo.

- Cejevrednost glukoze pred kosilom ve¢ dni zaporedoma prenizka, odmerek insulina pred
zajtrkom zmanjsamo (3, 4, 5).

Enako nacelo velja tudi za preostale odmerke kratkodelujocega insulina pred vsemi obroki.

Zacetno prilagajanje odmerkov insulina poteka ve¢ dni zaporedoma. Se zlasti v tem &asu
je treba redno spremljati glukozo v krvi. Tako posameznik pridobiva dragocene lastne izkusnje in
se uci samovodenja.

Pravilo postopnosti ne velja v posebnih okolis¢inah, na primer med prebolevanjem akutne bolezni
(gripa, angina, ¢revesne in druge okuzbe), med zdravljenjem v bolnisnici, pri tes¢ih stanjih itd. V
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takih okolisc¢inah se vrednost glukoze lahko izraziteje in hitreje spreminja, zato je potrebno tudi
hitrejse in sprotno prilagajanje odmerkov insulina (3, 4, 5).

Sprotno prilagajanje odmerkov insulina

Potem ko dolo¢imo posameznikove izhodis¢ne odmerke insulina, je v nadaljevanju zdravljenja
potrebno sprotno prilagajanje odmerkov (samovodenje). Pri tem ne velja pravilo postopnosti.
Spremembe odmerkov insulina so lahko izrazitejse in razlicne od dneva do dneva. Predvsem to
velja za odmerjanje kratkodelujocega insulina.

Osnovno nacelo naprednega prilagajanja odmerkov kratkodelujo¢ega insulina izhaja iz
vsakokratne ocene vrste in koli¢ine zauZite hrane (predvsem koli¢ine ogljikovih hidratov) in
predvidene telesne dejavnosti, ki bo morda sledila vbrizgavanju insulina. Ce je vrednost glukoze v
krvi pred obrokom previsoka, to prav tako upostevamo pri odmerjanju kratkodelujocega insulina
in dodamo nekaj enot za popravek (t. i. korekcijo).

ODMEREK = HRANA + KOREKCIJA — GIBANJE

Izhodis¢ni odmerek dolgodelujocega insulina spreminjamo redkeje. Takrat upoStevamo predvsem
trajanje in intenzivnost nacrtovane ali nedavno zakljucene telesne dejavnosti ter morebitne
posebne okolis¢ine (npr. prebolevanje akutne bolezni).
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Predstavitev dnevne bolnisnice oddelka za hematologijo in onkologijo Splosne
bolnisnice Celje.

Damijan Slakan
Oddelek za hematologijo in onkologijo, SploSna bolnisnica Celje

s.damjan@hotmail.com

V sklopu Drzavnega programa obvladovanja raka je bil izdelan nacrt decentralizacije sistemskega
zdravljenja onkoloskih bolnikov, ki predvideva ureditev dejavnosti tudi v dolocCenih regijskih
bolnisnicah. Z vzpostavitvijo enote, ki smo jo poimenovali Dnevna bolniSnica, smo maja 2013 v
Splosni bolnisnici Celje zaceli med drugim z izvajanjem sistemskega in podpornega zdravljenja
bolnikov z rakom dojk in rakom debelega ¢revesa in danke.

16. januarja 2023 je bila otvoritev etape 1 nadomestne novogradnje Splosne bolnisnice Celje, v
katerem je tudi dnevna bolnisnica.

Prednost enodnevne obravnave je skrajSan cas bivanja v bolnisnici saj bolnik odide domov,
praviloma Se isti dan.

Enota obsega trakt P;
e hematoloska ambulanta, onkoloska ambulanta, ¢akalnica, odvzem krvi,
e cCakalnica za dnevno bolnisnico,

e soba za posege, v kateri se izvajajo diagnostic¢no terapevtski posegi (punkcije in biopsije
kostnega mozga) (v letu 2022 je bilo opravljenih preko 100 tovrstnih posegov pri
hematoloskih bolnikih), v sosednjem prostoru je prostor za opazovanje po posegu.

e ambulanta, ki je namenjena pregledu bolnikov pred aplikacijo terapije in pogovoru glede
predvidenega zacetnega oz. nadaljevalnega zdravljenja,

e prostor za aplikacijo terapije:

- vosrednjem prostoru sta dve postelji za aplikacijo dolgotrajnih terapij in osem (eden
v sobi za izolacije) pocivalnikov za kratkotrajne aplikacije, prav tako je v tem prostoru
tudi reanimacijski voz,
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- vsak prostor ima monitor za spremljanje Zivljenjskih funkcij katerega lahko nadziramo
tudi centralno

- centralni pult, skozi katerega imamo nadzor nad celotno dnevno bolnisnico,

- v izolacijski sobi se nahaja en pocivalnik, prostor pa je posebej urejen za bolnike, ki
imajo veckratno odporne bakterije,

e od funkcionalnih prostorov ima dnevna bolnisnica sobo za pripravo terapij, kjer poteka
priprava premedikacij, sprejem sistemske terapije iz lekarne in krvnih pripravkov iz transfuzijskega
centra, prostor za hladilno omaro, arhiv za stekelca sternalnih punkcij, dnevni prostor za osebje,
sanitarne prostore za osebje in bolnike, ¢akalnico in shrambe.

V dnevni bolnisnici se:

e izvaja sistemsko zdravljenje za podrocje onkologije, hematologije,  gastroenterologije,
revmatologije, dermatologije in urologije (hormonska terapija), pri ¢imer uporabljamo 39
citostatikov in bioloskih zdravil,

e aplikacija vseh krvnih pripravkov, Zelezovih preparatov,
e aplikacija bisfosfonatov in rastnih faktorjev.

Optimalno oskrbo hematoloskih in onkoloskih bolnikov ter ostalih bolnikov zagotavlja tesno
sodelovanje multidisciplinarnega tima.

Osnovni tim v dnevni bolniSnici sestavljajo zdravnik (internist, usmerjen v onkologijo in
hematologijo), diplomirani medicinski sestri in farmacevt.

Celoten tim je odgovoren za strokovno in varno aplikacijo terapij in razumljivo zdravstveno
vzgojno delo. Vsi zaposleni se vklju€ujejo tudi v delo na oddelku. Tako zdravniki kot medicinske
sestre v dnevni bolnisnici so poleg rutinskega dela vklju¢eni v pedagosko delo, nacrtovanje
nemotenega poteka dela, pripravo standardov in ustrezne dokumentacije ter koordinacijo med
razli€nimi izvajalci.

Diplomirane medicinske sestre opravljajo izobraZevanje (delavnice) s podrocja oskrbovanja
podkoznih venskih valvul ter izobrazevanja apliciranja krvnih derivatov za zaposlene medicinske
sestre v Splosni bolnisnici Celje.

S podrocja oskrbovanja podkoznih venskih valvul so bile izvedene 4 delavnice v letu 2022, prav
tako 4 delavnice s podrocja hipodermoklize. V letu 2023 sta bili z obeh podrodij narejene po dve
delavnici.
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Ustreznega in strokovno varnega dela si ne moremo predstavljati brez farmacevtov in
farmacevtskih tehnikov, ki so odgovorni za nadzor nad nasimi narocili in predpisanimi shemami,
izdelavo pripravkov in strokovno podporo pri izobrazevanju. Priprava sistemske terapije v celoti
poteka v lekarni. Zaradi kompleksnega zdravljenja onkoloskih bolnikov, polifarmakoterapij,
moznih interakcij in stranskih u¢inkov je sodelovanje s farmacevti nujna oblika sodelovanja.

Ker na$ racunalniski program Cato za narocanje sistemske terapije Se ni zaZivel, imajo tako
medicinske sestre v dnevni bolnisnici kot tudi farmacevti izjemno veliko dela. Sestre morajo
prebrati vsak ambulantni zapisnik bolnika in narocilo vnesti v matriko, ki jo v natisnjeni obliki
posljejo v lekarno.

V lekarni farmaceuvti te podatke vnesejo v racunalniski sistem. Klini¢na pot od narocila sistemske
terapije do izvedbe je naslednja:

1. zdravnik v ambulanti doloci shemo zdravljenja in odmerke zdravil,

2. v dnevno bolnisnico javi vse potrebne podatke in predviden termin aplikacije sistemske
terapije,

3. medicinska sestra v dnevni bolniSnici podatke za lekarnisko narocilo vnese v matriko in
bolnika vpiSe v plansko knjigo, kjer doloci tudi cas predvidene aplikacije glede na
organizacijske mozZnosti,

4. transportna ekipa narocilo odnese v lekarno, kjer ga racunalnisko obdelajo farmaceuvti in
pristopijo k izdelavi pripravka,

5. ko pride bolnik v dnevno bolniSnico, ga najprej pregleda in se Se enkrat z njim pogovori
zdravnik, ter ga napoti v sobo za aplikacijo terapije,

6. tukaj se bolnik seznani z osebjem, ki opravi zdravstveno vzgojo in aplicira predpisano
premedikacijo,

7. ko farmacevti pripravijo zdravilo, ga transportna ekipa v posebnih prenosnih torbah
dostavi v sobo za pripravo terapije,

8. po preverjanju bolnikovih podatkov, izmerjenih vitalnih funkcijah in identifikaciji bolnika
se pricne postopek aplikacije sistemske terapije,

9. zakljucek sistemske terapije se izvede z meritvijo vitalnih funkcij, potrebnim ¢asom
opazovanja pri dolocenih terapijah, napotki za premagovanje stranskih uc¢inkov, navodili
za rezim zdravljenja doma, navodili za kontrolni pregled ali aplikacijo potrebnih rastnih
faktorjev doma,
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10. po odhodu bolnika se pri¢ne postopek narocila in nacrtovanje za naslednji ciklus terapije.

Podatke o predpisanih odmerkih zdravil glede na izbrano shemo ob vsakem krogu preveri tudi
farmaceuvt, zaradi kontrole in morebitnih prilagoditev odmerkov. V prihodnosti si tako medicinske
sestre, kot farmacevti Zelimo elektronski list sistemske terapije, s ¢imer bi Se dodatno zmanjsali
tveganje Cloveske napake in hkrati u¢inkovitejSe izrabili ¢as.

Pripravili smo protokole zdravljenja s posameznimi shemami sistemskega zdravljenja, s katerimi
smo Zeleli na enem mestu zdruziti vse bistvene podatke o posamezni shemi zdravljenja.

Pred odprtjem dnevne bolniSnice, so ti bolniki lezali na oddelku, ter zasedali prostor drugim
bolnikom. Pred otvoritvijo smo ustrezno izobrazili kader, pripravili ustrezne prostore in dorekli na
novo doloceno logistiko.

Protokoli so osnovani na povzetkih glavnih znadilnosti zdravil (SmPC), navodilih za posamezno
shemo terciarnih centrov in drugi strokovni literaturi. Protokoli pri nas ne nadomescajo
temperaturnega lista.

Zdravnik predpisan protokol terapije in krog zdravljenja napiSe na temperaturni list. Nasa
zdravstveno-negovalna dokumentacija pa ima izdelan list aplicirane terapije. Vsak list aplicirane
terapije vsebuje identifikacijske podatke bolnika, razpredelnico z vpisanimi zdravili
(premedikacija, podporna terapija, citostatiki), prostor za vitalne funkcije in nezelene ucinke ter
prostor za podpis odgovorne osebe.

V nasi dnevni bolnisnici izvajamo v najvecji meri adjuvantno sistemsko zdravljenje, nekaj
neoadjuvantnega in paliativno oskrbo. Nacin aplikacije je najpogosteje intravenozni, ki mu sledi
subkutani. Trajanje aplikacij je lahko od nekaj minut do nekaj ur. Casovno in prostorsko najveé
¢asa namenimo aplikacijam krvnih pripravkov, sledijo citostatske sheme in taréna zdravila.

Povprec¢no obravnavamo 20 bolnikov dnevno. Sedanje prostorske kapacitete so zasedene med
90- in 100-%. V letu 2022 je bilo izvedenih preko 5.000 obravnav. Velikokrat je potrebno dnevno
prilagajanje dejavnosti glede na razli¢ne potrebe.

V dnevni bolnisnici zagotavljamo:
e sodelovanje tima protibole¢inske ambulante — analgezija,
e sodelovanje dietetika — prehranska podpora, ocena prehranskega statusa,

e individualen posvet s farmacevtom glede strokovnega mnenja o uporabi alternativnih
zdravil,
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e psihosocialno oskrbo — strokovno podporo, terapevtski pogovor in svetovanje v tezki
Zivljenjski situaciji.

Vsak bolnik na sistemskem zdravljenju pred prvo aplikacijo terapije dobi pisna in ustna navodila

glede nadaljnjih ukrepov v domaéem okolju. Navodila se osredotocajo na jemanje zdravil,

neZelene ucinke zdravljenja ter ukrepe za zmanjsSanje le-teh. Zajemajo tudi priporocila glede

telesne aktivnosti, razvad in prehrane med zdravljenjem, pisna navodila glede ustne higiene ter
priporocila, kdaj je potrebno poiskati zdravnisko pomoc ter ustrezne kontaktne Stevilke.
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Zdravstvena nega odraslega bolnika, ki prejema blinatumomab

Sara Kos
Klinicni oddelek za hematologijo, Univerzitetni klinicni center Ljubljana

sara.kos@kclj.si,

Zdravljenje z blinatumomabom

Zdravilo blinatumomab Blincyto© je bioloSko zdravilo, ki omogo¢a imunskemu sistemu, da
napade in unic¢i nenormalne rakave bele krvne celice.

Blinatumomab je indiciran kot monoterapija za zdravljenje:

- Odraslih bolnikov s CD19-pozitivho recidivno ali refraktarno akutno limfoblastno
levkemijo (ALL — acute lymphoblastic leukaemia) predhodniskih celic B. Bolniki z ALL
predhodniskih celic B s pozitivnim Philadelphia kromosomom morajo imeti neuspesno
zdravljenje z vsaj 2 zaviralcema tirozin kinaze (TKI — tyrosin kinase inhibitor) in nimajo
nobenih alternativnih moznosti zdravljenja.

- Odraslih bolnikov s CD19-pozitivho ALL predhodniskih celic B z negativnim Philadelphia
kromosomom pri prvi ali drugi popolni remisiji z vrednostjo minimalne rezidualne bolezni
(MRD — minimal residual disease), ki je vecja ali enaka 0,1 %.

- Pediatri¢nih bolnikov, starih 1 leto ali ve¢, s CD19-pozitivho ALL predhodniskih celic B z
negativnim Philadelphia kromosomom, ki je refraktarna ali recidivna po vsaj dveh
predhodnih zdravljenjih oziroma recidivna po opravljeni predhodni alogenski presaditvi
hematopoetskih mati¢nih celic.

- Pediatri¢nih bolnikov, starih 1 leto ali ve¢, s prvim recidivom CD19-pozitivhe ALL
predhodniskih celic B z negativnim Philadelphia kromosomom z visokim tveganjem, in
sicer kot del konsolidacijskega zdravljenja.

Razli¢ne raziskave na podrocju zdravljenja z blinatumomabom ugotavljajo bistveno daljSe splosno
preZivetje, v primerjavi z drugimi vrstami kemoterapij pri odraslih bolnikih z relapsom in
refraktornim ALL prehodniskim B-celicam.
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Zdravljenje z zdravilom blinatumomab:

Za zacetek zdravljenja z blinatumomabom je priporocljiva hospitalizacija bolnika in zdravljenje pod

nadzorom zdravnika. Bolniki, ki tehtajo 45kg ali ve¢, prejmejo fiksni odmerek. Trajanje

bolnisni¢nega zdravljenja je odvisno od vrste malignoma in ciklusa zdravljenja. V prvem ciklusu

lahko po 9 dneh bolniSni¢nega zdravljenja, nadaljujemo zdravljenje v domaci oskrbi, v drugem

ciklusu pa po 2 dneh. Zdravljenja odraslih na domu v Sloveniji zaenkrat Se ne izvajamo, v tujini pa
je ta oblika Ze vpeljana.

Stranski ucinki terapije

Pri zdravljenju z zdravilom blinatumomab so opazili naslednje stranske ucinke:

nevroloski ucinki, ki so lahko privedli tudi do smrtnih izidov. Nevroloski ucinki so
vkljucevali encefalopatijo, konvulzije, motnje govora, motnje zavesti, zmedenost in
dezorientiranost ter motnje koordinacije in ravnotezja. Starejsi bolniki so bolj dovzetni za
resne nevroloSke ucinke. Bolniki z anamnezo nevroloskih znakov in simptomov so imeli
vecdji delez nevroloskih ucinkov (kot so tremor, omotica, stanje zmedenosti, encefalopatija
in ataksija) med zdravljenjem. Vecina nevroloskih ucinkov je klinicno reverzibilnih in po
ukinitvi zdravljenja izzvenijo.

Sindrom sproscanja citokinov (CRS) je eden izmed smrtno nevarnih stranskih ucinkov.
Simptomi, ki spremljajo CRS so poviSana telesna temperatura, glavobol, slabost,
hipotenzija, povisani jetrni encimi in bilirubin ter prisotnost diseminirane intravaskularne
koagulacije (DIK).

Priblizno 25% bolnikov, ki je prejemalo blinatumomab v kliniénem preizkusanju, so imeli
resne okuzbe, kot so sepsa, plju€nica, katetrska okuzba, med katerimi so bile nekatere
smrtno nevarne ali so se koncale s smrtnim izidom.

Sindrom tumorske lize (TLS).
Nevtropenija in febrilna nevtropenija.
Povisani jetrni encimi.

Pri bolnikih, ki so prejemali Blincyto v kombinaciji z deksamethasonom so porocali o
smrtnem pankreatitisu.
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- Levkoencefalopatija: Ceprav kliniéni pomen ni znan, so pri bolnikih, ki so prejemali
zdravilo blinatumomab, opazili spremembe magnetne resonance lobanje (MRI), ki kaZzejo
na levkoencefalopatijo, zlasti pri bolnikih, ki so se predhodno zdravili z obsevanjem
lobanje in antilevkemi¢no kemoterapijo.

Zdravstvena nega bolnika, ki prejema blinatumomab

Blinatumomab se aplicira 28 dni, 24 ur na dan z neprekinjenim intravenskim infudiranjem preko
infuzijske ¢rpalke. Crpalka mora omogocati prilagajanje programa, ne sme biti elastomerna in
mora imeti alarm. Ker tece zdravilo kontinuirano je pomembno, da se ob menjavi infuzijskega
sistema, sistem odzraci z zdravilom. V ta namen je v infuzijski vsebnik dodan pribitek zdravila za
polnjenje infuzijskega sistema. Medicinska sestra mora poskrbeti, da bolnik prejme pravilen
odmerek. Aplikacija mora potekati preko sterilnega, apirogenega linijskega filtra z velikostjo por
0,2um, ki minimalno veze proteine. Pri pacientih, ki so tekom aplikacije hospitalizirani, medicinska
sestra po narocilu zdravnika pacientu aplicira zdravilo kontinuirano, vedno v isti lumen. Zdravila
se ne odklaplja, samega lumna pa ne prebrizgava. Veckrat dnevno je potrebno venski pristop
preveriti in se prepricati, da aplikacija poteka pravilno in brez tezav. Medicinska sestra
vsakodnevno izvaja monitoring pacienta, ki zajema merjenje vitalnih funkcij, odvzem venske krvi
za laboratorijske preiskave ter spremljanje nevroloskega statusa, s postavljanjem istih vprasanj. V
primeru prisotne nevtropenije po narocilu zdravnika aplicira profilakticno terapijo antibiotikov.
Poleg postopka aplikacije je naloga medicinske sestre tudi, da bolnika pouci o pravilni aplikaciji
terapije in hitremu ukrepanju ob alarmu crpalke, o stranskih ucinkih terapije ter ukrepih ob pojavu
le teh. Bolnik dobi vodnik za bolnike in skrbnike, navodilo za uporabo ter kartico za bolnika.
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Zdravstvena nega otroka, ki prejema blinatumomab — predstavitev primerov

Mojca Toplisek

Klinicni oddelek za otrosko hematologijo in onkologijo, Pediatricna klinika, Univerzitetni klini¢ni
center Ljubljana

mojc.toplisek@gmail.com

Zdravilo so razvili v nemsko-ameriskem podjetju Micromet leta 2012. Decembra 2014 je bilo
zdravilo odobreno za uporabo v ZDA. Blinatumomab je vrsta imuno terapije, ki se veZe na protein
imenovan CD 19, ki ga v vecini najdemo na limfocitih B. Zdravljenje z blinatumomabom v
danasnjem casu prihaja vedno bolj v ospredje, saj so rezultati zelo spodbudni.

Terapevtske indikacije

Zdravljenje z blinatumomabom je indicirano kot monoterapija za zdravljenje bolnikov od prvega
leta dalje s CD 19 pozitivno akutno limfoblastno levkemijo (ALL).

Odmerjanje in nacin uporabe

Zdravljenje se mora zaceti pod vodstvom in nadzorom izkusenega zdravstvenega tima, ki izvaja
stalni nadzor bolnika.

Pred pricetkom aplikacije blinatumomaba je potrebno bolnika premedicirati. Priporocena je
uporaba antipiretika redno med celotnim ciklusom.

Zapleti
- Nevroloski ucinki
- Okuzbe
- Sindrom sproscanja citokinov (citokinski vihar)
- Sindrom lize
- Nevtropenija in febrilna nevtropenija

- Pankreatitis
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Predstavitev primerov

Na nasem oddelku smo do sedaj zdravili 4 bolnike z blinatumomabom. Dva bolnika smo zdravili z
blinatumomabom zaradi kombinacije relapsa, ter rezistentne levkemije, druga dva zaradi
toksi¢nih ucinkov kemoterapije.

Primer 1

Tedaj 5 letni decek je bil diagnosticiran za ALL. Zdravljen je bil s klasi¢no kemoterapijo in po dveh
letih redno zakljucil z vzdrzevalnim zdravljenjem.

Dve leti po kon¢anem zdravljenju je pri decku priSlo do relapsa bolezni. Pricel je z zdravljenjem s
klasiéno kemoterapijo, a je po zaklju¢ku prvega bloka terapije prislo do resnih zapletov:

- PRESS sindrom
- konvulzije
- hepatopatija

Nadaljeval je s klasicno kemoterapijo, sicer delno prilagojeno a so vsakemu bloku sledili zapleti
(sepsa, mukozitis, akutni pankreatitis,...). Kljub zapletom smo s klasicno kemoterapijo dosegli
zadovoljivo remisijo. Nadaljeval je z vzdrzevalnim zdravljenjem, a je zal prisSlo do ponovnega
relapsa bolezni, kar je indiciralo zdravljenje z blinatumomabom.

Decek je prejel 1. ciklus blinatumomaba. Zaradi zgodovine zapletov je bila de¢ku uvedena
profilakticna antiepilepti¢na terapija. Prvi dan postane visoko febrilen, z mrzlico. Laboratorijski
izvidi pokaZejo na citokinski vihar, tretji dan apliciran —tocilizumab- Roactemra© (antiinterlevkin).
S tem smo zavrli prekomerni vnetni odziv. Naslednji dan decek postane afebrilen, vnetni
parametri so v upadanju. S ciklusom smo nadaljevali, saj prekinitev ni trajala dolgo. Preostali del
cikla je potekal brez zapletov po protokolu. Po koncanem ciklu je bila pri decku opravljena
transplantacija krvotvornih mati¢nih celic (KMC).

Sama transplantacija je potekala kot pri¢akovano, potreboval je dodatek kisika, + 25 dan je prislo
do dihalne stiske, decka smo premestili v intenzivno enoto, kjer je prisSlo do zagona GVHD, ki je bil
poleg redne podpore zdravljen z mezenhimskimi celicami.

Po vec odmerkih mezenhimskih celic, ter terapijo z ekstra korporalno fotoferezo (ECP) je decek
odsel na rehabilitacijo v Soco.

Decek je vso prejeto terapijo blinatumomaba prejel v bolnisnici.

Danes decek obiskuje zavod za usposabljanje invalidne mladine Kamnik.
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Primer 2

Takrat 8 letni decek je bil diagnosticiran za B - ALL. Po kon¢anem prvem zdravljenju s klasi¢no
kemoterapijo je po dveh letih zakljuéil z vzdrZevalnim zdravljenjem. Po letu dni je prislo do relapsa
bolezni. Takrat 11 letni decek je pricel s kemoterapijo.

Zaradi toksi¢nih u¢inkov kemoterapije:
- sepsa
- okuzba zgornjih dihal
- osteomielitis
- celulitis
- obseZna Psevdomonas aeruginosa okuzba presakralno
- absces sakruma
- rezistentna ALL,

smo se odlodili za zdravljenje z blinatumomabom. Med prvo aplikacijo je pri decku prislo do blage
hipotenzije in nekajkrat povisane telesne temperature z mrzlico. Prejel je dva bloka
Blinatumomaba. Pri drugem bloku ni imel posebnih tezav. Ob preveritvi kostnega mozga je bil
ugotovljen relaps bolezni, zato smo nadaljevali s kemoterapijo s katero smo dosegli remisijo.
Indicirana je bila transplantacija KMC. Manj kot leto dni po opravljeni alogeni transplantaciji KMC
je prislo ponovno do relapsa bolezni. Pri de¢ku smo nato opravili zdravljenje s chimeric antigen
receptorjem (CAR-T) terapijo v tujini. Nekaj dni po aplikakiciji CAR-T je prislo do citokinske nevihte,
prejel je tocilizumab (antidot).

Zal pa je pridlo do ponovnega relapsa bolezni, zato je deéek pricel z zdravljenjem z inotuzumab
ozogamicinom, s ¢imer smo dosegli remisijo in nato opravili transplantacijo KMC sorodnega
dajalca (oce). Decek je vso terapijo blinatumomaba prejel v bolnisnici. Danes 16 letni decek
obiskuje 1. letnik gimnazije in se pocuti odli¢no.

Primer 3

Deklica se je zdravila za ALL, Ze v zaCetku zdravljenja je spadala v rizicno skupino in je bila
zdravljena po protokolu za HR. Zaradi dolgotrajnih zavor po vsakem bloku (sepse, zavora
delovanja kostnega mozga, febrilne nevtropenije,...) nismo uspeli redno nadaljevati zdravljenja,
prav tako so bili zapleti vedno intenzivnejsi.
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Pricela je zdravljenje z blinatumomabom, ki ga je izpeljala brez vecjih zapletov. Prvi ciklus
blinatumomaba je prejela v velini med bolnisnicnim zdravljenjem, med katerim smo
vsakodnevno spremljali njen klini¢ni status, vzporedno pa smo pridobili vso tehni¢no podporo
(¢rpalko za zdravljenje na domu, priucili mamo rokovanja z infuzijsko ¢rpalko, ter kako ukrepati
ob morebitnih zapletih). Ob prejemu crpalke in infuzijskih sistemov je 48 ur prejemala terapijo v
bolnisnici. Zapletov ni bilo, zato je deklica odsla domov in zadnji teden ciklusa terapijo prejemala
v domacem okolju. Drugi ciklus zdravljenja z blinatumomabom je pricela v bolnisnici, kjer smo po
protokolu spremljali njeno zdravstveno stanje. Ker tezav ni imela, je od drugega tedna ciklusa
prejemala zdravilo doma. Redno je prihajala na oddelek, kjer je bila menjana vrecka z zdravilom,
opravljena kontrola krvnih izvidov, ter klinicnega statusa. Danes je v remisiji in uZiva med
domacimi.

Primer 4

Takrat 7 letni decek je prisel v naSo ambulanto zaradi bolecin v sklepih. Diagnosticirana mu je bila
ALL pre B. PriCel je z zdravljenjem s kemoterapijo. Po aplikaciji pegilirane asparaginaze-
Oncospara®© so se pojavili rahli glavoboli, opravljen je bil nevroloski test na latentno parezo
spodnjih okoncin, ki pokaze pozitiven izvid. Posnetek EEG je imel normalen. Po aplikaciji
tethotreksata intratekalno se od doma vrne zaradi febrilne nevtropenije, uvedemo antibioti¢no
terapijo. Tretji dan hospitalizacije opazamo povesen D ustni kot, ter monoplegijo D roke. MR
preiskava pokaZze citokinski edem in toksi¢no leukoencefalopatijo, prislo je do okvare mozgan. Ob
podporni terapiji se je nekaj dni deckovo stanje Se vedno slabsalo, nato pa postopno izboljsalo.

Nadaljevali smo s prirejeno klasicno kemoterapijo. Zaradi nevrotoksi¢nosti po aplikaciji
Metotreksata smo blok M, ko bolniki prejemajo metotreksat zamenjali z dvema blokoma
blinatumomaba. Prvi dan aplikacije de¢ek postane febrilen, ob tem so vnetni parametri nizki.
Pojavi se glavobol, asimetrija v koordinaciji gibov L in D roke zato je uvedena antiedematozna
terapija (deksametazon). Stanje se pocasi izboljSa, opazamo obcasen tremor ene ali druge roke.
Mati se je priucila rokovanja s c¢rpalko za domaco uporabo. Deveti dan smo decka odpustili v
domaco oskrbo. Prihajal je na vsakodnevno menjavo vreck z zdravilom, ob tem smo dnevno
spremljali njegov klini¢ni status. Zdravljenje na domu je potekalo brez vecjih zapletov, v primeru
kakrsnekoli spremembe ali nejasnosti pa smo bili mami vedno dosegljivi za telefonski posvet, tako
medicinske sestre, kakor tudi zdravniki.

Ob blintumomabu je prejemal tudi intratekalno terapijo (Ara-C in prednisolon)

Po 14 dnevnem premoru je prejel Se drugi blok blinatumomaba, pri tem je postal prvi dan febrilen,
ponovno se je pojavil tremor rok, zato je bil uveden deksametazon. Decek je bil 5 dni
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hospitaliziran, nato smo ga odpustili v domaco oskrbo, kjer je nadaljeval z zdravljenjem. Sprva je
hodil vsak dan, nato pa na 48 ur na menjavo vrecke z zdravilom, ter kontrolo klinicnega statusa in
krvnih izvidov. Nadaljeval je zdravljenje po protokolu Il. — kemoterapija. Med tem je prebolel tudi
okuzbo s COVID-19. Danes decek Se prejema vzdrzevalno terapijo. Pocuti se dobro, nevroloskih

znakov nima.

Viri

1. Pogovor z dr. Tomaz Prelog

2. Zdravstvena dokumentacija ISPEK

3. https://www.ema.europa.eu » product-information
4, https://www.cancer.gov > news-events
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PRIPRAVA, SHRANJEVANJE IN IZDAJA KRVNIH KOMPONENT
(SMSZT)

Pomen dobrega sodelovanja med Zavodom za transfuzijsko medicino in Klini¢nim
oddelkom za hematologijo na nivoju zdravstvene nege

Ana Marija Kovacic Tonejc
Oddelek za preskrbo s krvjo, Zavod Republike Slovenije za transfuzijsko medicino, Ljubljana

Anamarijakovacic-tonejc@ztm.si

Uvod

Transfuzijska medicina kot stroka zagotavlja z upostevanjem zakonskih predpisov, pravilnikov,
standardno operativnih postopkov, sistema kakovosti in strokovnih smernic ustrezno in varno
zdravljenje s transfuzijo krvi.

Varna in zadostna preskrba s krvjo je odvisna od pridobivanja in vzdrzevanja zadostnega Stevila
prostovoljnih krvodajalcev, ki imajo majhno tveganje okuZenosti z virusi in drugimi povzrocitelji
bolezni, ki se prenasajo s krvjo in so hkrati pripravljeni redno darovati kri.

Osnova vseh komponent krvi je polna kri, odvzame se jo pod to¢no dolo¢enimi pogoji in standardi
in je izhodis¢e za kakovost vseh komponent, ki jih iz nje pridobimo. Priprava komponent krvi
zahteva postopke, ki so skrbno nacrtovani in nadzorovani s strani usposobljenega zdravstvenega
osebja. Lastnosti komponent krvi se spremlja v procesu koncne kontrole kakovosti in morajo
dosegat visoke standarde.

Shranjevanje komponent krvi zahteva stalen in neprekinjen nadzor (npr. nadzorovanje
temperature) in se izvaja samo s kvalificirano in kalibrirano opremo.

Za zagotovitev varne transfuzije pri bolniku je klju¢nega pomena strokovno izvajanje postopkov
pri naroc¢anju komponent krvi, predtransfuzijskih postopkih ter ob transfuziji krvi.

Cloveska napaka je ena glavnih vzrokov obolevnosti in smrtnosti po transfuziji krvi. Do napake
lahko pride na vsaki stopnji transfuzijske verige, npr. pri jemanju bolnikove krvi, med
laboratorijskim testiranjem, pri izdaji komponent krvi in med samim postopkom transfuzije.
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Vsi udelezeni, ki sodelujejo pri algoritmu narocanja krvi si prizadevajo, da se prepreci nezelene
dogodke ob transfuziji krvi.

Zakaj je pomembno sodelovanje v zdravstvenem timu in kaksna je vloga medicinske sestre

Sodelovanje med razlicnimi udeleZenci v transfuzijski verigi je pomembo in je zagotovilo za varno
in ucinkovito uporabo komponente krvi. Vloga medicinske sestre je kljuéna in je poleg zdravnika
in laboratorijskega osebja odgovorna, da bolniki prejmejo varno in ustrezno komponento krvi ter,
da se postopek transfuzije izvaja po standardno operativnem postopku in ob upostevanju
strokovnih smernic.

1. Pomoc pri ocenjevanju zdravstvenega stanja bolnika

Poleg zdravnika, kateri je glavni nosilec zdravljenja, bo medicinska sestra izvedla vse postopke, ki
so potrebni za pred transfuzijsko testiranje in narocanje krvi.

2. Pridobitev pisnega pristanka

Bolniku bodo posredovane vse potrebne informacije o koristih in tveganju transfuzije krvi na
njemu razumljiv nacin. Pred transfuzijo se pridobi pisni pristanek.

3. Spremljanje bolnikovega zdravstvenega stanja med transfuzijo krvi

Med postopkom transfuzije bo medicinska sestra pozorno spremljala bolnika glede morebitnih
znakov neZelene reakcije, kot so zviSana telesna temperatura, mrzlica ali koprivnica. Redno
spremlja bolnikove vitalne znake, po potrebi prilagodi hitrost transfuzije in ravna po navodilu
zdravnika.

4. Zdravstveno vzgojno delo

Zdravstveno vzgojno delo igra pomembno vlogo pri izobraZevanju bolnikov in zdravstvenega
osebja o varni in ucinkoviti rabi komponent krvi o postopku transfuzije, tveganjih in koristih
transfuzije krvi ter kako prepoznati in obvladovati morebitne neZzelene dogodke ob transfuziji
krvi.
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Strategije za izboljSanje sodelovanja med zdravstvenim osebjem v multidisciplinarnem timu pri
transfuziji krvi

1. Spodbujanje odprte komunikacije

Odprta in postena komunikacija omogoca, da je transfuzija najucinkovitejSa, najvarnejsa in
popolnoma razumljena oblika zdravljenja.

Spodbujanje ¢lanov tima, vklju¢no z bolnikom, da postavljajo vprasanja, izrazajo pomisleke in
delijo informacije, ki so potrebne za zagotovitev varne transfuzije komponent krvi je pri tem
klju¢nega pomena.

2. Spodbujanje kulture sodelovanja

Ustvarjanje okolja, v katerem se vsi ¢lani zdravstvenega tima pocutijo prijetno, ko prispevajo svoje
ideje in strokovno znanje. Sodelovanje pri reSevanju problemov in sprejemanju odlocitev
pripomore k uspesnejSemu delovanju in sodelovanju tima.

3. Vzpostavitev jasnih komunikacijskih poti

Komunikacija je klju¢nega pomena pri skupnem prizadevanju za skupne cilje, to je zagotavljanje
varne transfuzije krvi.

4. Standardizacija postopkov

Standardizacija postopkov v transfuzijski medicini pomaga zmanjsati moZnost napak in zagotoviti,
da zdravstveno osebje uposteva iste protokole pri postopkih dela.

5. Zagotavljanje izobraZevanja in usposabljanja

Zagotavljanje izobraZevanja in usposabljanja omogoca zdravstvenemu osebju, da imajo vsi znanje
in vescine, ki jih potrebujejo za varno in ucinkovito delo.

6. Vzpostavitev ukrepov za nadzor kakovosti

Vzpostavitev ukrepov za nadzor kakovosti pomaga zagotoviti, da se postopki transfuzije krvi
izvajajo pravilno in da se napake odkrijejo pravocasno.
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Metode

Na Zavodu za transfuzijsko medicino (ZTM) smo iz informacijskega sistema Datec pridobili podatke
o vseh komponentah krvi izdanih na Klini¢ni oddelek za hematologijo od |. 2019 do I. 2022.
Zanimalo nas je koliko posameznih komponent krvi je bilo izdanih in kaksen je bil trend izdaje po
vrsti komponente krvi.

Rezultati in razprava

Iz Tabele 1 in Slike 1 je razvidno, da se na KO za hematologijo izda najvec eritrocitov. V letu 2020
je viden trend zmanjsanja narocanja in posledi¢no izdaje komponent krvi, razen sveZe zmrznjene
plazme, verjetno kot posledica epidemije s Covidom in strogih ukrepov, ki so takrat veljali. Najvec
trombocitov pridobljenih iz polne krvi, obdelanih s psoralenom je bilo narocenih in izdanih v letu
2022, trombocitov pridobljenih s postopkom afereze in patogensko inaktiviranih pa v letu 2019.
Najvec sveze zmrznjene plazme je bilo izdane v letu 2020, v letu 2022 pa se belezi visok trend
upadanja narocanja in izdaje sveze zmrznjene plazme.

Tabela 1: Izdaja komponent krvi na KO za hematologijo od leta 2019 do 2022

IZDAJA KOMPONENT KRVI NA KO ZA HEMATOLOGIJO OD
LETA 2019 DO 2022

2019 2020 2021 2022 SKUPAJ

6257 5024 6074 5967 23322

FA
[KEF
I
[kTE

0 0 13 23 36
KT 5 0 2 1 8
130 176 366 1234
51 43 39 9 142
2036 2773 2948 10217
5 58 88 153
597 568 21 1685

7835 9703 9423 36797

Legenda : KEF — Eritrociti odstranjeni levkociti v ohranitveni raztopini ; SZP - SveZa zmrznjena plazma; KTF — Trombociti
afereza odstranjeni levkociti; TAP - Trombociti pridobljeni s postopkom afereze, obdelani s psoralenom; TFB —
Trombociti pridobljeni iz polne krvi, zlitje, odstranjeni levkociti levkociti; TBP — Trombociti pridobljeni iz polne krvi,
zlitje, obdelani s psoralenom ; KLF — Granulociti afereza; EOS — Eritrociti, odstanjeni levkociti, oprani v ohranitveni
raztopini ; KK — Komponente krvi
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Izdaja po vrsti komponente krvi po letih
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Slika 1: Gibanje izdaje po vrsti komponente krvi v letih od 2019 do 2022.

Zakljucek

Klju¢na kompetenca vseh udeleZenih v zdravstvenem timu, ki sodeluje v transfuzijski verigi je
gotovo vescina sodelovanja in povezovanja. Ob upostevanju zakonskih dolocil, sledenju krvi od
vene do vene ter prijavljanju in porocanju o neZelenih reakcijah se zagotovi bolniku optimalno
zdravljenje s transfuzijo krvi.

Znanje, odprtost za spremembe, povezovanje, komunikacijska podpora, vlaganje v razvoj in
razvijanje potencialov pri sodelujocih so predpogoj za izgradnjo zaupanja, ki je osnovni pogoj za
sodelovanje.
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Priprava, shranjevanje in izdaja trombocitov

Ales Ladiha, Jani Lovsin
Zavod Republike Slovenije za transfuzijsko medicino

ales.ladiha@ztm.si, jani.lovsin@ztm.si

Uvod

Funkcija trombocitov/krvnih ploséic je prenos snovi, pomembnih za strjevanje krvi in prehodno
mehansko krpanje poskodovanih Zil. Glavna fizioloska naloga trombocitov je zaustavljanje
krvavitve. Poleg vloge pri vzdrZevanju hemostaze so trombociti oz. bioloSko aktivne snovi, ki jih
vsebujejo, pomembne tudi priimunskem odzivu in pri celjenju ran kot glavni nosilci regenerativnih
procesov. Transfuzija trombocitov se uporablja za zdravljenje ali preprecevanje krvavitev zaradi
trombocitopenije/trombocitopatije, maligne bolezni krvotvornih organov, odpoved kostnega
mozga, masivna transfuzija, kirurski posegi, idiopatska trombocitopenija, prirojene in pridobljene
motnje funkcije trombocitov pri normalnem Stevilu trombocitov. Transfuzija trombocitov je
kontraindicirana pri tromboti¢ni trombocitopenicni purpuri (TTP) in s heparinom povzroceni
trombocitopeniji (HIT).

Priprava trombocitnih komponent
Trombociti iz polne krvi, zlitje, odstranjeni levkociti, v ohranitveni raztopini (TFB)

Komponento pridobimo iz petih donacij polne krvi iste krvne skupine. 1z polne krvi, s pomocjo
centrifugiranja pridobimo levkocitno — trombocitne plasti (buffy coat). Z njihovim zlivanjem,
centrifugiranjem in filtriranjem levkocitov pridobimo koncno komponento, ki ji dodamo
ohranitveno raztopino. S tem postopkom ohranimo maksimalno Stevilo trombocitov namenjenih
v terapevtske namene. Komponenta je ob ustreznem shranjevanju uporabna 5 dni od datuma
odvzema.

Trombociti pridobljeni s postopkom afereze (KTF)

Afereza je postopek pridobivanja ene ali ve¢ komponent krvi s strojno obdelavo (celi¢ni
locevalec), po katerem se druge komponente krvi med samim postopkom ali po njem vrnejo
krvodajalcu. Postopek odvzema in loCevanja poteka socasno, med postopkom odvzema se
preostale sestavine krvi vrnejo krvodajalcu, tako da se lahko odvzame vecje Stevilo trombocitov.
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Prednosti postopka pridobivanja trombocitov s celi¢nimi locevalci je manj nezelenih ucinkov
vezanih na tuje antigene v primerjavi s trombociti pridobljenimi iz polne krvi. Postopek je
popolnoma avtomatiziran. Komponenta je ob ustreznem shranjevanju uporabna 5 dni od datuma
odvzema.

Patogenska inaktivacija trombocitnih komponent

Inaktivacija patogenov je novejsi pristop k zagotavljanju varne transfuzije. Patogenska inaktivacija
je dodatna obdelava trombocitnih komponent katera inaktivira patogene povzroditelje bolezni
(virusi, bakterije, paraziti), inaktivira levkocite, manjSa pogostost alo-imunizacije ter nezelene
ucinke transfuzije. Nadomesti iskanje cytomegalo sirus (CMV) negativnih dajalcev, bakteriolosko
kontrolo in gama obsevanje. Po ucinkovitosti in varnosti so primerljivi z ostalimi pripravki
trombocitov. Postopek se izvaja s pomocjo psoralena in ultraviolicnih A (UVA) Zzarkov.
Komponenta je ob ustreznem shranjevanju uporabna 7 dni od datuma odvzema.

Obsevanje trombocitnih komponent

Obsevanje je dodatna obdelava trombocitnih komponent. Obsevajo se samo komponente
trombocitov, ki niso patogensko inaktivirane. Obsevanje poteka z rentgenskimi (RTG) Zarki.

Kriterij ustreznosti trombocitnih pripravkov

Osnova vseh krvnih komponent je polna kri, ki jo odvzamemo pod tocno dolocenimi
pogoji/standardi medicinsko primernemu krvodajalcu. Kakovost tako pridobljene polne krvi je
izhodis¢e za kakovost vseh komponent, ki jih iz nje pridobimo. 1z polne krvi se s fizikalnim
locevanjem pridobi vrsto krvnih pripravkov/komponent, ki se nato uporabijo pri razli¢nih klini¢nih
indikacijah. Lastnosti krvnih komponent se skrbno spremlja v procesu koncne kontrole kakovosti,
tako da so vrednosti klju¢nih parametrov znotraj predpisanih meja, ter ¢im manj varirajo. Pri
koncentriranih trombocitih se doloca Stevilo trombocitov, volumen, Stevilo levkocitov in
bakterioloska kontrola pri naklju¢no izbranih komponentah.
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Tabela 1: Kriterij ustreznosti trombocitnih pripravkov

Parameter Kriterij sprejemljivosti
Volumen TBP: 300 — 400 ml
TFB: 330 — 420 ml
TAP: 265 - 310 ml
KTF: 285 - 315 ml

Trombociti > 200 x 10°/enoto
Levkociti < 1,0 x 10%/enoto
pH - preteceni <6,4

Bakterioloska kontrola — pred NEG
inaktivacijo

Legenda: TBP — Trombociti pridobljeni iz polne krvi, zlitje, obdelani s psoralenom; TFB — Trombociti pridobljeni iz polne
krvi, zlitje, odstranjeni levkociti; TAP - Trombociti pridobljeni s postopkom afereze, obdelani s psoralenom; KTF —
Trombociti pridobljeni s postopkom afereze

Pogoji shranjevanja trombocitnih komponent

Trombocitne komponente se shranjujejo v vreckah, ki morajo biti prepustne za pline, tako da
zagotavljajo trombocitom dotok kisika in odvajanje CO ,. Trombolator je namenska oprema za
shranjevanje trombocitnih komponent. Shranjuje se pri temperaturi med 20°Cin 24°C ob stalnem
mesanju, ki zagotavlja enakomerno izmenjavo plinov. Trombolator je sestavljen iz inkubatorja, ki
zagotavlja Zeleno temperaturo in stresalnika, ki omogoca vodoravno gibanje polic na katerih
shranjujemo trombocite. Pomembno je, da ustrezno temperaturo zagotavljamo med transportom
in na klinicnem oddelku.

Narocanje, izdaja in transfundiranje trombocitnih

Trombocitne komponente se narocajo z narocilnico Narocilnica za krvne pripravke, ki mora
vsebovati vse potrebne podatke o bolniku in naroceni komponenti. Narocilnica na hrbtni strani
vsebuje vse potrebne podatke glede narocanja komponent. Za izdajo trombocitnih komponent
navzkrizni preizkus ni potreben, potrebno je doloditi krvno skupino ABO prejemnika.

Medicinska sestra na zavodu Republike Slovenije za transfuzijsko medicino (ZTM) pri izdaji
pregleda narocilo in izda trombocitno komponento kurirju, reSevalcu, drugi pooblas¢eni osebi ali
v cevno zracno posto. Med transportom do prejemnika je potrebno zagotavljati ustrezno
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temperaturo v ustreznih transportnih torbah. Neposredno pred transfundiranjem trombocitov je
potrebna identifikacija prejemnika, potrebno je primerjati podatke na narocilnici in izdajnici ter
izvidu krvne skupine.

Cas transfudiranja je od 30 min do 4 ure skozi 150 mikronski filter. Transfuzijski sistem in filter je
potrebno predhodno navlaZiti s fizioloSko raztopino, s tem se zmanjsa lepljenje trombocitov na
steno sistema ali filtra.

NeZeleni ucinki zdravljenja s transfuzijami trombocitov

Vse neZelene ucinki zdravljenja s transfuzijami trombocitov je potrebno prijaviti na obrazec:
Prijava nezelene reakcije ob transfuziji krvi zaradi zagotavljanja hemovigilance.

NeZeleni ucinki so: febrilna nehemoliticna transfuzijska reakcija, volumska preobremenitev,
hemolitiéna reakcija, prenos okuzb, alergicne in anafilakticne reakcije, aloimunizacija, akutna
poskodba pljuc v zvezi s transfuzijo (TRALI), reakcija presadka proti gostitelju po transfuziji krvi
(TA-GVHD), potranfuzijska purpura, hipotenzivna reakcija...

Zakljucek

Ustrezna uporaba trombocitnih koncentratov je odvisna od dobrega sodelovanja med
strokovnjaki v transfuzijski ustanovi in kliniki, kjer zdravijo bolnika. Vsak bolnik v Republiki
Sloveniji, ki potrebuje zdravljenje s krvjo, prejme kakovostno in varno transfuzijo. To omogocajo
krvodajalci, ki so osnovni pogoj za preskrbo s krvjo. Samo z varnimi in ucinkovitimi postopki za
pridobivanje krvodajalcev in pripravkov iz krvi bomo pripomogli h kakovostnem in uspeSnem
zdravljenju bolnikov. lzboljSevati in izpopolnjevati je potrebno opremo za kakovostno
pridobivanje pripravkov. Zaposleni v transfuzijski sluzbi se morejo stalno strokovno izpopolnjevati,
pri ¢emer imajo medicinske sestre in zdravstveniki zelo pomembno vlogo. Poleg izvajanja
kakovostne zdravstvene nege pri krvodajalcih in promocije pomena varne transfuzije pri drugih
zaposlenih v zdravstvu, morajo medicinske sestre pridobiti tudi prakticne vescine in tehnic¢na
znanja.
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Obsevanje krvnih pripravkov

DraZen Franic
Zavod Republike Slovenije za transfuzijsko medicino

drazen.franic@ztm.si

Uvod

S transfuzijo povezana reakcija presadka proti gostitelju (angl. Transfusion associated graft versus
host disease, TA-GvHD) je redek, vendar Zivljenje ogrozujoc¢ zaplet po transfuziji krvnih pripravkov.
TA-GvHD je v klini¢ni praksi neozdravljiva bolezen z visoko stopnjo umrljivosti. VeCinoma se pojavi
pri bolnikih z imunsko pomanjkljivostjo, le iziemoma pri bolnikih z dobrim imunskim sistemom.

Najbolj ucinkovit nacin za inaktiviranje limfocitov T v krvnem pripravku je obsevanje z
ionizirajocimi Zarki. Z obsevanjem celicam z jedrom denaturiramo DNA in jim tako preprec¢imo
delitveno sposobnost ter s tem proliferacijo limfocitov T.

Na Zavodu za transfuzijsko medicino od leta 2007 izvajamo obsevanje krvnih pripravkov za vse
bolnike v Sloveniji. V ta namen smo do zacetka leta 2020 uporabljali obsevalnik Gammacell 1000
Elite, ki je imel za vir ionizirajocega radioaktivnega sevanja izotop Cs-137. Od zacetka leta 2020 je
v uporabi RTG obsevalnik Radgil 2, pri katerem je vir ionizirajo¢ega sevanja RTG cev. Priporocen
osrednji obsevalni odmerek je znotraj 25-50 Gy. Ciljna absorbirana doza, ki jo prejmejo krvni
pripravki pri obsevanju na Zavodu za transfuzijsko medicino, je 30 Gy in je usklajena z
mednarodnimi priporocili.

Obsevamo eritrocite, granulocite ter trombocite pridobljene z zlivanjem ali postopkom afereze,
kadar niso patogensko inaktivirani.

Sevanje

Sevanje je energija v obliki valovanja ali delcev. Razdelimo ga lahko na dve glavni vrsti: ionizirajoce
in neionizirajoce sevanje. Sevanje, ki ima dovolj energije, da razbije kemijske vezi in povzroci
nastanek ionov, imenujemo ,ionizirajoCe sevanje”. S poskodovanjem celicne DNK lahko povzrodi
mutacije, ki lahko, ¢e se prenasajo prek novih generacij celic, povzrocijo raka ali druge Skodljive
ucinke na zdravje. lonizirajoCe sevanje je lahko v obliki delcev, kot so alfa delci ali nevtroni, ali v
obliki Zarkov, kot so gama Zarki ali rentgenski Zarki.
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RTG Zarki nastanejo v rentgenski cevi, ki je vakuumska cev s katodo in anodo, med katerima je
visoka napetost (200 kV). Ko se kovinska katoda segreje iz nje izhajajo elektroni. Elektroni v
elektricnem polju med katodo in anodo zelo pospesijo in dobijo veliko kineti¢no energijo. Ko tréijo
v anodo, med ustavljanjem svojo energijo oddajo v obliki rentgenskih Zarkov. Samo 1% elektronov
se spremeni v rtg Zarke ostalih 99% pa v toplotno energijo.

Obsevanje
Naprava

Na Zavodu republike Slovenije za transfuzijsko medicino od zacetka leta 2020 uporabljamo
napravo Radgil 2 proizvajalca Giraldoni. RADGIL 2 je medicinski pripomocek, ki uporablja
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rentgenske Zarke za obsevanje krvnih pripravkov v plasti¢nih vreckah z namenom preprecevanja
TA-GVHG.

Rentgenski aparat kot vir ionizirajoega sevanja ne uporablja radioaktivnega sevanja. Sevanje
oddaja le kratek ¢as ob vklopu visoke napetosti. Sevanje preneha v nekaj milisekundah po
izklopu napetosti. Tudi po daljSem delovanju rentgenski aparat in njegovi sestavni deli ne sevajo.
Glede na to, da se med postopkom nastajanja rentgenskih Zarkov ustvarja toplotna energija, je
aparat med delovanjem potrebno ohlajati. Ohlajamo ga z vodo iz vodovodne napeljave, ki
zadosca kriterijem glede pretoka in tlaka in je predhodno omehcana.

Vrste vzorcev za obsevanje
Vzorci za obsevanje so komponente krvi, ki se po obsevanju transfundirajo bolnikom.
Krvni pripravki, ki jih je potrebno obsevati:

e KEF — eritrociti odstranjeni levkociti v ohranitveni raztopini,

e KEK — eritrociti resuspendirani v AB plazmi,

e KTF —trombociti afereza odstranjeni levkociti,

e TFB —trombociti pridobljeni iz polne krvi, zlitje, odstranjeni levkociti,

e KLF —granulociti afereza,

e EOS - eritrociti, odstanjeni levkociti, oprani v ohranitveni raztopini,

e EOF — eritrociti, odstranjeni levkociti, oprani v fizioloski raztopini,

e  KLB - koncentrirani levkociti, »buffy coat«.

Obsevan pripravek ne seva!

Uporabnost obsevanih krvnih pripravkov

Eritrocite lahko obsevamo do 14 dni od datuma odvzema. Transfundiramo jih ¢imprej,
najpozneje v 14 dneh po obsevanju. Enote, ki jih ne izdamo v roku 14 dni od obsevanja, damo v
unicenje. EOF, EOS in KEK so uporabni 24 ur po obsevanju. TFB in KTF lahko obsevamo kadarkoli
znotraj roka uporabnosti, rok uporabnosti se po obsevanju ne spremeni.
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Za novorojencke, nedonosencke in za intrauterino transfuzijo obsevamo do 5 dni stare eritrocite
in jih transfundiramo takoj oz. najpozneje v roku 24 ur po obsevaniju.

SveZe zmrznjene plazme, trombocitov »zlitje, obdelani s psoralenom« in trombocitov »afereza,
obdelane s psoralenom« ne obsevamo. Zaradi razli¢nih temperatur shranjevanja krvnih
pripravkov je pomembno, da KEF in TFB/KTF ne obsevamo skupaj.

Postopki ob narocilu obsevanih krvnih pripravkov

Za narocilo obsevanega krvnega pripravka je potrebno na narocilnici poleg narocila za vrsto
pripravka in koli¢ine, oznaciti pod »dodatna obdelava« — obsevani. Sprejem narocila in izdajo
krvnega pripravka izvaja srednja, visja ali diplomirana medicinska sestra. Na ustrezen krvni
pripravek med pripravo za navzkrizni preizkus nalepi nalepko »OBSEVATI »in pripravek shrani;
eritrocite shrani v predal hladilnika »OBSEVANE KOMPONENTE«, trombocite postavi na
trombolator. Eritrocite obsevamo, ko so opravljeni vsi laboratorijski testi in je koncan navzkrizni
preizkus. Vsa dodatna obdelava krvnega pripravka se izvede pred obsevanjem. Obsevanje izvaja
usposobljeno osebje z opravljenim te¢ajem iz varstva pred sevanji.

Pred obsevanjem medicinska sestra odstrani nalepko »OBSEVATI« in nalepi indikator sevanja na
sprednjo stran pripravka pod osnovno etiketo. Na indikator predhodno napiSe datum in uro
obsevanja.

Podatke v obsevalnik vnasamo preko opti¢nega Citalca in preko tipkovnice v racunalnisko bazo
podatkov obsevalnika. Ko vnesemo vse potrebne podatke (Stevilka in vrsta krvnega pripravka,
vrsta indikatorja sevanja), se krvni pripravek postavi v zato pripravljeno posodo. Po konéanem
obsevanju medicinska sestra pregleda indikator sevanja in ob ugotovitvi, da se je indikator
ustrezno obarval nalepi na pripravek nalepko z napisom »OBSEVAN PRIPRAVEK«. Obsevan
pripravek do izdaje na kliniko oz. oddelek shranimo na primernem mestu. Pri izdaji krvnih
pripravkov Se enkrat preverimo indikator sevanja in vse tri liste izdajnice oznacimo s Stampiljko
»OBSEVAN PRIPRAVEK«.

172



Pregled obsevanih pripravkov

FO00

GO0

S000

A0

F000

2000

1000

0

Stevilo obsevanth pripravkov

G453
6056 G288

5878 5899
5240
4850
4135 408s
3525
2838 2974
I 2188 I I

2009 010 2011 2012 203 2014 2015 2006 2017 xOAE 2049 2020 2021 2022

GO9E

Zakljucek

Obsevanje krvnih pripravkov je zanesljiv nacin preprecevanja nastanka postransfuzijske reakcije
presadka proti gostitelju.

Za obsevanje na Zavodu RS za transfuzijsko medicino uporabljamo obsevalnik Radgil 2, ki
uporablja rentgenske Zarke za obsevanje krvnih pripravkov ter omogoc¢a nadzorovano in
validirano odmerjanje koli¢ine potrebnega sevanja. Ob tem je pomembno, da je obsevalnik
varen za okolje in izvajalce, ki s tem aparatom upravljajo.
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KRVODAJALSTVO IN PRESKRBA S KRVJO (ZTMS)

Zbiranje plazme s postopkom plazmafereze, merila za izbor krvodajalcev, postopek
in kontrola kakovosti

Valentina Filipovi¢ Samec, Polonca Mali, Zdravko KvrZi¢
Zavod Republike Slovenije za transfuzijsko medicino

valentina.filipovic-samec@ztm.si

Uvod

Plazma je tekoCi del krvi, vsebuje vodo (90-92%), 6-8 % razlicnih beljakovin (albumini,
imunoglobulini, faktorji strjevanja krvi), elektrolite. Sestava plazme je odvisna od starosti, spola,
prehrane, dednosti, spremembe v sestavi lahko nastanejo kot posledice bolezni. V telesu vzdrzuje
hemodinamsko homeostazo, opravlja transport hranljivih in konénih produktov presnove, snovi
imajo vlogo pri imunskem odzivu organizma.

Plazmo, kot krvno komponento lahko pridobimo s predelavo iz darovane polne krvi ali s posebnim
postopkom odvzema plazme na celicnem locevalcu-plazmaferezo (PLF). Plazmafereza (grsko.
Aferezis- loCevanje, odvzem) je postopek zbiranja plazme, pri katerem krvodajalcu odvzamemo
polno kri, izlo¢imo plazmo in vrnemo krvne celice nazaj v krvni obtok, ki ga opravljamo na Zavodu
RS za transfuzijsko medicino (ZTM). Krvodajalcu odvzamemo 500 do 700 ml plazme. Postopek
odvzema plazme traja priblizno pol ure.

Prvi princip lo¢evanja tekocin izhaja iz mle¢ne industrije, t.im. De Lavalovega locevalca za pripravo
smetane v poznih 1800- tih. Po Il. svetovni vojni je ta princip uporabil Edwin Cohn za izdelavo
stroja za kontinuirano preto¢no centrifugiranje in lo¢evanje.

Vrste plazmaferez:
1. Terapevtska plazmafereza, za razlicna bolezenska stanja :

-avtologna plazmafereza je odvzem /vradanje lastne plazme pri bolniku, pogosto je del postopka
zdravljenja ;

-izmenjalna plazmafereza odvzeto plazmo bolnika nadomesc¢amo s plazmo darovalca, albumini
in/ali s fiziolosko raztopino.
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2. Zbiranje plazme s postopkom plazmafereze pri kvodajalcu ( donorska plazmafereza) , je
pridobitev plazme, ki je kot krvna komponenta- sveZze zmrznjene plazme (SZP) namenjena
za kliniéno uporabo pri bolniku (zaradi posebnost le plazma moskih), kot tudi za namene
izdelave zdravil iz krvi.

Merila za izbor krvodajalcev za postopek plazmafereze

Merila za izbor krvodajalcev za ta postopek, so enaka kot veljajo za darovalce polne krvi, z
upostevanjem dodatnih pogojev za varen odvzem in zascito krvodajalca.

Zaradi potreb po povecanju koli¢ine zbrane plazme za izdelavo zdravil iz krvi, kot tudi zaradi
vodenja in uravnavanja krvne komponente- eritrocitov, v praksi preusmerjamo krvodajalce na
plazmaferezo pri pozitivnem rezultatu direktnega Coombsovega testa (DCT), pri presezku
filtriranih koncentriranih eritrocitov (KEF) krvne skupine AB ali K+. Primerni so krvodajalci, ki so
vsaj 2-krat uspesno darovali polno kri, in ustrezajo dodatnim merilom za izbor dajalca pred
plazmaferezo. Postopki potekajo na posebnih aparatih, zato se morajo krvodajalci na odvzem
predhodno telefonsko naroditi, zaradi preverjanja primernosti za darovanje pred prihodom,
optimizacije delovnega procesa, glede razpolozljivosti strojev in kadra. S preusmerjanjem
krvodajalcev na odvzem krvi s plazmaferezo iz darovanja polne krvi, kadar uravnavamo tudi
zaloge krvi doloc¢enih krvnih skupin ( zlasti presezkov enot krvi podskupine Kell pozitivna), tako
obstaja velika mozZnost, da se krvodajalci na vabila k, darovanju krvi odzivajo na odvzem tudiv
prihodnje. Pred darovanjem plazme, pregledamo Se ustreznost Zilnega pristopa, pojasnimo
postopek odvzema in moznosti nezelenih uc¢inkov darovanja.
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Priorocila: EDQM 20. EDQM 21. IZDAJA ZTM
IZDAJA
Izvajanja PLF Do 33x/letno Do 33x/letno
Minimalni interval med 96h 1-2 tedna 2tedna
posameznimi PLF
Trombofereza (TRF)/ 48h 48h
PLF nato odvzem polne
krvi (PK)
Odvzem polna kri in 1 mesec 4tedne 4tedne
nato PLF/TRF
TRF/PLF, nato PLF / 1-2tedne 4tedne
PLF nato TRF / 1-2tedne Atedne
Konc.Hb(g/L) 120< 7, 130s M 120< 7, 130 M 125<7,135s M
Celokupni proteini Vsaj 1x/letno, Vsaj 1x/letno, Pred vsakim
60 g/L < 60 g/L < odvzemom
Dolo¢itev konc.lgG g/L vsaj 1x/letno ali vsaj 1x/letno alivsako | /

vsako 5. darovanje,
kaj je prej,
pogostnost
darovanja mozna:
IgG<6, odklon 3t

6 <IgG< 8, 1x/2tedna
8 <lgG< 10, 1x/

26.darovanje, kaj je
prej

pogostnost darovanja
mozna:

IgG<6, odklon 3tedne
6 <lgG< 8, 1x/2tedna
8 <IgG, 1x/teden

teden
10 <IgG, 1x/teden

Princip postopka v celichem locevalcu

Za odvzem uporabljamo asepticni pristop in posebne sete, ki jih namestimo na celi¢ni lo¢evalec.
Pred zacetkom odvzema fizioloSka raztopina navlaZi separacijsko komoro, antikoagulantno
sredstvo (ACD-A) pa ostali del seta. V fazi ¢rpanja krvi iz vene dajalca, C¢rpalka za kri takoj in
samodejno ob nadzorovani hitrosti dodaja ob stiku s polno krvjo ACD-A. Zaradi preprecevanja
strjevanja krvi- aktivacije koagulacijskih procesov, na vsakih 100ml polne krvi, dodaja 8mI| ACD-A,
tako da je razmerje citrat: polna kri 1:12,5. Polna kri pomesana z ACD-A se precrpa s hitrostjo
120ml/minuto. do lo¢evalne komore, ki vrti z visoko hitrostjo s 3600 obrtljajev na minuto. Zaradi
delovanja centrifugalnih sil v locevalni komori, membranske filtracije ali kombinaciji obeh
(odvisno od proizvajalca stroja) se celice in plazma v komori locijo po specificni teZi v plasteh, na

eritrocite, ki so spodaj, v sredini je levkocitno- trombocitna plast (buffy coat), zgoraj je plast
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plazme. V primeru zbiranja plazme, se le ta v zbirno vrecko, ostale se komponente vrnemo
darovalcu s hitrostjo 130 ml/min, z ali brez nadomescanja odvzete tekocine. Proces lahko poteka
kontinuirano (slabosti so vecji zunajtelesni volumen- ECV in hitrejsi pretok) ali intermitentno, v
ciklin, do pridobitve zadostne koli¢ine plazme.

Pri postopku PLF na celicnem locevalcu Aurora (Fresenius) , ki ga imamo na ZTM uporabljamo
enoigelni pristop, postop je popolnoma avtomatiziran, ECV je le 200 ml, kot tudi razmerje med
antikoagulantom in krvjo, omogoc¢a samodejni prenos in arhiviranje podatkov. Odvzem plazme
traja priblizno 30 minut, v 6 ciklih ali ve¢, zberemo od 500-700 ml, odvisno od celokupnega
krvnega volumna dajalca, ki ga dolo¢imo po nomogramu telesne mase in visine, upostevamo tudi
indeks telesne teze, ki mora biti vsaj 18,5.

Med afereznim postopkom so mozni podobni zapleti kot pri darovanju polne krvi. Na mestu vboda
v Zilo lahko nastane podplutba ali lokalni zaplet, splosni zapleti so slabost, omotica ali vrtoglavica
zaradi zmanjsanja krvnega tlaka. Pri aferezi se odvzeta polna kri mesa z antikoagulansom, ki veze
kalcij, zato vracanje sestavin v krvi z antikoagulansom lahko pri darovalcu sprozi pomanjkanje
kalcija v krvi z znaki, kot so mravljinéenje v prstih na rokah in nogah, okoli ust in na glavi. V hujsih
primerih tudi krci v miSicah. Ti znaki zelo hitro izzvenijo, ko upoc¢asnimo postopek afereze ali po
zauZitju raztopine kalcija oz. infuziji kalcija.

Ostale nezeleni ucinki, ki o mozni zaradi ve¢ pogostih darovanj in odvzemov, so vpliv na gostoto
kosti, hipomagneziemija, poslabsSanje respiratorne alkaloze, podaljSanje QT-intervala, redko
zracna embolija in strojna hemoliza (senzorji loCevalca ob zaznavanju le-teh vstavijo stroj), kot
tudi anemija pri krvodajalcu zaradi zmanjsanja zalog Zeleza.

NeZelene ucinke spremljamo v sistemu hemovigilance, najpogostejSi neZeleni ucinki ob
plazmaferezi pri nas, so tako blage citratne reakcije, hematom in slabost.

Kontrola kakovosti

Zbrani volumen plazme med postopkom in na koncu plazmafereze vklju¢no zdodanim
antikoagulantnim sredstov ne sme preseci 16% celokupnega krvnega volumna (TBV) dajalca. V
tabeli prikazujemo potrebne Poleg v tabeli zgoraj so navedeni pogoji in prirocene vrednsoti
dolocenih parametrobv, ki jih moramo izvajati zaradi zascite dajalca kot tudi prejemnika in
zagotavljanja kakovosti odvzete plazme, ki jih izvajamo po predpisanih ¢asovnih obdobjih.
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Zbrani volumen plazme lahko odstopa za +10% od navedenega, fakor VIII > 70 1U/100 ml po
skladi$éenju plazme 1 mesec od datuma zbiranja, dovoljena je koli¢ina levkocitov pod 10°%/ enoto,
eritrocitov < 6x10° /L, trombocitov < 50x 10°/L.
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Nova komponenta krvi: patogensko inaktivirana plazma

Urska Dolinar
Zavod Republike Slovenije za transfuzijsko medicino

Urska.dolinar@ztm.si

V Sloveniji smo v letu 2021 izdali 12391 enot sveZe zmrznjene plazme (SZP). Plazmo izdajamo ob
masivnih transfuzijah, pri terapevtski izmenjavi plazme, pri koagulopatijah za katere ne obstajajo
specifi¢ni nadomestiki faktorjev, pri tromboti¢ni trombocitopeniéni purpori ter pri pomanjkanjih
faktorjev strjevanja krvi.

Presejanje krvodajalcev ter razvoj obcutljivih testov za testiranje krvi na najpogostejse patogene,
ki se prenasajo s krvjo, pomembno vpliva k izboljSani varnosti vsake transfuzije. Obvezno
testiranje krvi ureja Pravilnik o obveznem testiranju krvi na sledi okuzb s povzrocitelji bolezni, ki
se prenasajo s krvjo. Poleg povzrociteljev okuzb, za katere je testiranje obvezno, se v svetu stalno
pojavljajo novi patogeni, za katere diagnosti¢ni testi niti ne obstajajo. Dokler virusa in njegovih
lastnosti ne spoznamo, obstaja tveganje za njihov prenos s transfuzijo.

V letih med 2013 in 2022 smo na ZTM zaznali Sest prenosov patogenov z enotami sveze zmrznjene
plazme, in sicer virus hepatitisa B (HBV). Natancneje, leta 2013 smo imeli dva prenosa HBV z
enotama plazme, leta 2015 smo imeli tri prenose HBV z enotami plazme in v letu 2016 smo
zabelefZili en prenos HBV z eno enoto sveZe zmrznjene plazme. Skupno vsem primerom je, da so
bili vsi rezultati virusnega testiranja nereaktivni, saj je bila vsebnost virusa v testiranem vzorcu
pod mejo detekcije metode za neposredno ugotavljanje virusne nukleinske kisline (NAT - nucleic
acid testing). Bolniki, ki so od istih krvodajalcev prejeli zlitja patogensko inaktiviranih trombocitov,
se niso okuZzili.

Za zagotavljanje ¢im bolj varne krvi odvzete bodisi v obdobju diagnosti¢nega okna bodisi testiranje
za dolocenega povzrocitelja ne obstaja ali se ga ne izvaja, so razvili metode za patogensko
inaktivacijo.

Tak proaktiven nacin preprecevanja s transfuzijo prenesenih okuzb (angl. transfusion transmitted
infection -TTI) v transfuzijskih ustanovah je postopek patogenske inaktivacije. Cilj vsake
patogenske inaktivacije je zmanjsanje Stevila povzrociteljev bolezni pod infektivno dozo. Za to
lahko v transfuzijskih ustanovah uporabljamo metodo z metilenskim modrilom, metodo
inaktivacije z riboflavinoma ali amotosalenom v kombinaciji z UVA svetlobo. V industrijskem
okolju se uporablja tudi metoda s topilom/detergentom (angl. solvent-detergent - S/D). Vsaka od
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metod ima svoje omejitve. Metoda z metilenskim modrilom je neucinkovita proti intracelularnim
virusom ter nekaterim bakterijam, metoda topilo/detergent inaktivira le viruse z lipidno ovojnico,
metoda z riboflavinom ali amotosalenom ne inaktivira virusa HAV, HEV ter poliovirusa.

Slednjo metodo v Sloveniji od leta 2009 uporabljamo za patogensko inaktivacijo enot
trombocitov, zato smo na Zavodu RS za transfuzijsko medicino validirali tudi postopek za Pl
plazme.

Postopek patogenske redukcije z metodo z amotosalenom in UVA osvetljevanjem omogoca
inaktivacijo patogenov in levkocitov, s Cimer se zniZza moznost prenosa s transfuzijo povezane
okuzbe in s transfuzijo povezane bolezni presadka proti gostitelju. Derivat psoralena amotosalen,
dobro prehaja celicno membrano in celi¢no steno ter se z veliko afiniteto veze na pirimidinske
baze nukleinskih kislin. Pod vplivom UV-A Zarkov tvori kovalentne vezi, ki nepovratno preprecijo
podvajanje nukleinskih kislin.

Metoda omogoca uspesno inaktivacijo Sirokega spektra patogenov: Gram negativne bakterije
(Klebsiella pneumoniae, Yersinia enterocolitica, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter cloacae,
Anaplasma phagocytophilum), Gram pozitivne bakterije (Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus aureus), virusi z in brez ovojnice (HIV-1, DHBV (model za HBV), BVDV (model za
HCV), HTLV-I, HTLV-Il, WNV, Chikungunya, Influenza A, SARS-Associated Coronavirus, Parvovirus
B-19, Bluetongue virus, Adenovirus), prazivali (Trypanosoma cruzi, Plasmodium falciparum,
Babesia microti), spirochete (Treponema pallidum, Borrelia burgdorferi). Ta postopek inaktivira
tudi limfocite T uCinkoviteje kot alternativni postopki z obsevanjem. Ne inaktivira pa nekaterih
virusov brez ovojnice (HAV, HEV, poliovirus) ter spore Bacillus cereus.

Pri samem postopku uporabljamo INTERCEPT set za plazmo, ki vsebuje 15 ml 6 mM amotosalena,
vrecko za obsevanje, preto¢no blazinico za absorbcijo preostalega amotosalena (CAD) in tri 400
ml EVA vrecke za dolgorocno shranjevanje zmrznjene plazme. Vrecko s filtrirano aferezno plazmo
sterilno poveZemo s setom za inaktivacijo. Plazmo in fotosenzibilizator amotosalen preto¢imo v
vrecko za obsevanje. Tekocino premesamo, iztisnemo zrak ter odvarimo od primarne vrecke.
Zmes tekocin v obsevalni vrecki vloZimo v aparat za obsevanje z UVA Zarki. Aparat za
fotoinaktivacijo z mocjo 3 J/mm2 osvetljuje pripravek z UVA Zarki 7 do 9 minut. Po obsevanju
plazmo pretocimo skozi disk z adsorbentom, ki veze preostali (nevezani) amotosalen iz pripravka.
Tako je v konénem pripravku koncentracija rezidualnega amotosalen manjsa kot 2 gM .Obsevano
plazmo odzracimo ter enakomerno razdelimo v konéne vrecke primerne za zamrzovanje. Tako
plazmo lahko hranimo na temperaturi niZji od -25°C do 24 mesecev.
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Naziv krvne komponente, ki jo z opisanim postopkom dobimo je »plazma, afereza, odstranjeni
levkociti, obdelani s psoralenom« (PAP). Pripravek je primeren za klinicno uporabo, ¢e vse meritve
vsebnosti FVIII in fibrinogena dosegajo zahteve znotraj standardov kakovosti, ki jih predpisujeta
pravilnik in Priporocila Sveta Evrope, ter je prijavljen pri JAZMP kot nova komponenta.

Glede na to, da so bile donacije trombocitov istih krvodajalcev (glej zgoraj) patogensko
inaktivirane in niso prenesle okuzbe (HBV) na prejemnike, retrogradno sklepamo, da bi
patogenska inaktivacija plazme uspesno inaktivirala tudi prisotne viruse v plazmi in do prenosa
virusa ter razvoja bolezni ne bi prislo.
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IMUNOHEMATOLOGIJA (ZTMS)

Predstavitev klinicnega primera bolnika z aloprotitelesi anti-Co(b)

Aleksandra Bajt, Ivica Mari¢
Zavod Republike Slovenije za transfuzijsko medicino

aleksandra.bajt@ztm.si

Termin krvna skupina (KS) se obi¢ajno nanasa na posameznikovo kombinacijo antigenov na
povrsini eritrocitov. Antigeni (Ag) so specificna mesta na razlicnih membranskih proteinih,
glikoproteinih ali glikolipidih, na katere se lahko odziva imunski sistem. Ti proteini imajo razlicne
funkcije: membranski transporteriji (tudi Colton Ag), receptorji in adhezijske molekule, regulatorni
glikoproteini komplementa, encimi, strukturne komponente ali komponente glikokaliksa. Na Ag
se vezejo protitelesa (Pt), ki so prisotna bodisi naravno, kot odziv na ubikvitarne antigene v okolju,
bodisi pridobljena z aktivno imunizacijo po stiku s tujimi eritrocitnimi Ag, najpogosteje po
transfuzijah ali nosecnostih. Prisotnost ali odsotnost dedovanih razlicic Ag na eritrocitih doloca
posameznikovo KS. Krvnoskupinski sistemi so po definiciji sistemi enega ali vec antigenov, ki jih
doloca eden ali vec povezanih homolognih genov. Delovna skupina za imunogenetiko eritrocitov
in terminologijo krvnih skupin ISBT (angl. The International Society of Blood Transfusion) je do
decembra 2022 potrdila 44 krvnoskupinskih sistemov z 354 eritrocitnimi Ag, ki jih doloca 49
genov.

Krvnoskupinski sistem Colton (ISBT 015) vkljucuje 4 Ag: Co(a), ki je z 99,8 % visokoprevalencen
antigen; polimorfen Co(b), ki je njegov antiteticni antigen in ima prevalenco 8,5 % pri potomcih
Evropejcev, pri ostalih etnicnih skupinah pa je redkejSi. Co3 in Co4 sta prav tako
visokoprevalencna antigena, Co3 je prisoten na vseh celicah, razen tistih, ki so fenotipa Co(a-b-).
Najpogostejsa fenotipa sta Co(a+b-) in Co(a+b+), ostali so redki (Tabela 1). Ag so rezistentni na
delovanje proteoliticnih encimov. Colton Ag so del membranskega glikoproteina akvaporina-1
(AQP1), ki tvori vodni kanalcek. Je 269 aminokislin velik produkt akvaporin-1 gena (AQP1), ki se
nahaja na kratkem kraku kromosoma 7 (7p14). Sest a-heliksov prehaja membrano, imajo pet
zank; ena ekstracelularna (E) in ena citoplazemska (B), vsaka z asparagin-prolin-alanin (NPA)
sekvenco. Pri prehodu skozi membrano tvorita vodni kanalcek. AQP1 se povezujejo v tetramere,
na posameznem eritrocitu je od 120.000 do 160.000 molekul AQP1. Nahajajo se 3e v ledvicah (na
apikalnih in bazolateralnih membranah proksimalnih tubulov, tankih descendentnih delih
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Henlejevih zank in vasa recta descendens), endotelijih kapilar, pljucih, mozZganih, jetrih in Zol¢niku
ter na razliénih strukturah ocesa. AQP1 omogocajo > 70 % resorpcije vode v ledvicah, hitro
rehidracijo eritrocitov in regulirajo permeabilnost Zil v plju¢ih. Njihova odsotnost pomeni motnjo
v homeostazi vode, okrnjena je funkcija koncentriranja urina v ledvicah in manjSa povrsina ter
krajsa Zivljenjska doba eritrocitov.

Protitelesa anti-Co so vecinoma IgG razreda, nekatera imajo zmozZnost vezave komplementa. Z
indirektnim Coombsovim testom (ICT) dobimo pozitivno reakcijo, reaktivnost se ojaca s testnimi
celicami, obdelanimi s proteazami. Nekatera Pt anti-Co lahko povzro¢ajo hudo hemoliti¢no
bolezen ploda in novorojencka (HBPN), druga akutne ter odloZzene hemoliticne transfuzijske
reakcije (HTR). Anti-Co(b) so redka Pt, veCinoma jih najdemo pri pacientih, pri katerih so prisotna
Se druga eritrocitna Pt. So IgG razreda, redko veZejo komplement. Lahko povzrocijo akutne in
blage do zmerne odloZene HTR, v strokovni literaturi ni porocil o hudih HBPN. Priporocene so
transfuzije enot koncentriranih eritrocitov (KEF) z negativnimi navzkriznimi preizkusi.

Dne 21. 10. 2022 so v dezurni sluzbi za 65-letnega bolnika s transplantirano ledvico in krvavitvijo
narocCili iz Klinicnega oddelka za nefrologijo Univerzitetnega klinicnega centra Ljubljana (KON
UKCLJ) — Centra za transplantacijo ledvic najprej 4, nato pa Se 4 enote KEF. Bolniku so leta 2012
transplantirali ledvico zaradi ledviéne odpovedi ob avtosomno dominantni policisti¢ni bolezni
ledvic in jeter, sedaj pocasi odpoveduje tudi presadek. Je po operaciji adenokarcinoma Zelodca
leta 2019, zaradi cist jeter in ponavljajocih se okuzb le-teh je priSlo do ciroze in poslabsanja
funkcije jeter. Ni ve¢ kandidat za novo transplantacijo ledvice, v ¢asu pisanja tega prispevka je bil
ponovno hospitaliziran na KON zaradi sepse. Pred odkritjem aloprotiteles anti-Co(b) je od leta
2012 prejel 20 enot KEF in skupno 14 aferetskih in trombocitnih zlitij (TAP/TBP). Na dan narocila
je bil 1 od 8 AHG majorjev ponovljivo pozitiven, direktni Coombsov test (DCT) te enote KEF pa
negativen. Prav tako sta bila negativna strojno izvedena indirektni Coombsov test (ICT) Grifols
Serascan Diana 4 in indirektni test z encimom papainom (IT-P) Grifols Serascan Diana 4P (Tabela
2). Avtokontrola je bila negativna. Ro¢no opravljena ICT BioRad ID-DiaCell I-ll-lll in ICT-P BioRad
ID-DiaCell IP-1IP-IIIP sta bila z eno od testnih celic primerljivo pozitivna 2+, zato je bila sprva
narejena specifikacija eritrocitnih protiteles v plazmi L/C z dodatkom encima papaina (BioRad ID-
DiaPanel-P) in postavljen sum na prisotnost redkih aloprotiteles anti-Co(b). Za potrditev je bilo
opravljenih Se vec specifikacij eritrocitnih Pt v plazmi: Grifols Identisera Diana, Immucor Panocell-
20, BioRad Biotestcell-111. Povsod je bila prisotna reaktivnost z bodisi Co(b+) celicami bodisi z
nekaterimi na Co(b) netestiranimi celicami. Bolniku smo dolocili Se eritrocitne antigene: D+C+E-c-
e+, Co(b-). Izdali smo enote KEF z negativnimi navzkriznimi preizkusi. Naknadno smo v rednem
delovnem casu na Co(b) testirali izdane enote KEF (vse negativne) in netestirani pozitivni celici ICT
BioRad ID-DiaCell I-lI-1ll in ICT-P BioRad ID-DiaCell IP-1IP-IIIP, ki sta bili pozitivni na Co(b) Ag.
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V plazmi bolnika smo dokazali prisotnost zelo redkih eritrocitnih aloprotiteles anti-Co(b). Verjetno

je prislo do imunizacije s katero od dotlej prejetih enot KEF. Protitelesa anti-Co(b) lahko v primeru

Co(b+) transfuzije eritrocitov po strokovni literaturi povzrocijo akutno ali blago do zmerno

odlozeno hemoliti¢no transfuzijsko reakcijo. Bolnik sme prejemati le Co(b-) enote KEF na podlagi

dokoncanih negativnih navzkriznih preizkusov. Zaradi ¢asovne oddaljenost od transplantacije

ledvice nismo mogli preveriti, ¢e je bil donor Co(b+). AQP1 so prisotni na razlicnih ledvi¢nih

strukturah, ni pa znano, ali so izpostavljeni delovanju imunskega sistema tudi Co Ag in ali bi imela

prisotnost Pt anti-Co(b) v primeru Co(b+) donorske ledvice negativhe posledice na delovanje

transplantiranega organa.

FENOTIP PREVALENCA (v vecini populacij)
Co(a+b-) 90 %
Co(a-b+) 0,5%
Co(a+b+) 9,5 %
Co(a-b-) <0,01 %

Tabela 1: Pogostnost Co fenotipov
PREISKAVA TEHNIKA REZULTAT
Indirektni Coombsov test (ICT) (BioRad | gel, antihumani globulin pozitiven
ID-DiaCell I-1I-111) (AHG)
Indirektni Coombsov test (ICT) — P gel, AHG, encim papain pozitiven

(BioRad ID-DiaCell IP-1IP-I1IP)

Specifikacija eritrocitnih protiteles (Pt)
v plazmi (Grifols Identisera Diana,
Panocell-20, BioRad Biotestcell-111)

Specifikacija eritrocitnih protiteles (Pt)
v plazmi— P (BioRad ID-DiaPanel-P)

Eritrocitni antigeni

gel, AHG

gel, AHG, encim papain

gel

Tabela 2: Opravljene imunohematoloske preiskave
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prisotna aloprotitelesa
anti-Co(b)

prisotna aloprotitelesa
anti-Co(b)

D+C+E-c-e+, Co(b-)
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Potrjevanje eritrocitnih antigenov v sklopu navzkriznih preizkusov

Katja Berk Lahajner, Ivica Maric
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katja_berk-lahajner@ztm.si

Pri kroni¢nih prejemnikih transfuzij je preprecevanje aloimunizacij izjemnega pomena, saj le-te
poleg tveganja za hemoliti¢ne posttransfuzijske reakcije pomenijo ve¢ (kompleksnejsih) seroloskih
preiskav, podaljSan ¢as do izdaje krvnih komponent in visji stroSek celotne storitve.

S Stevilom transfundiranh enot eritrocitov se sorazmerno veca verjetnost aloimunizacije, zato je
zaradi zagotavljanja antigensko skladnih komponent kroni¢nim prejemnikom in s tem povezane
njihove tipizacije bistvenega pomena pravocasno seznanjanje transfuzijskega centra s pacientovo
diagnozo oz.potekom bolezni.

Zacetne stroske fenotipizacije transfundiranih enot lahko zmanjSamo tako, da pri predhodno
tipiziranih enotah eritrocitov antigenov ne potrjujemo vedno znova, razen v primeru prisotnih
specific¢nih protiteles za dolofene antigene. Vec kot 70% novonastalih protiteles je usmerjenih v
antigene sistema Rh in K, zato se postavlja vprasanje ali je smiselno preventivno zagotavljanje
antigensko skladnih enot zunaj tega okvirja.

Pri nas je prakti¢no vsak krvodajalec ob prvi donaciji tipiziran v Rh sistemu in K, kar nam omogoca
Siroko bazo takoj dostopnih fenotipov za antigene iz omenjenih skupin.

Priporocila za zagotavljanje antigensko skladnih eritrocitov so povzeta po smernicah Britanskega
zdruZenja za transfuzijsko medicino (BCSH Guidelines, 2012). SOP na Zavodu RS za transfuzijsko
medicino jim sledijo, morebitne razlike so opisane v leZecem tisku.

Aloprotitelesa

Klinicno pomembna aloprotitelesa so po definiciji tista protitelesa, ki so reaktivna v testu z AHG
pri 37st.C. V to skupino sodijo protitelesa proti eritrocitnim antigenom Rh sistema, Kk, Jk(a,b),
M,S,s,U in Fy(a,b). V vseh teh primerih je smiselno zagotavljati tudi potrjeno K- eritrocite, saj je
anti-K v prisotnosti drugih aloprotiteles tezko izkljuciti. Pacientu s protitelesi iz sistema Rh naj bi
zagotavljali skladne komponente v celotnem Rh sistemu z namenom preprecevanja nadaljnjih
aloimunizacij. Potrjeno antigensko negativna enota mora biti izdana tudi v primeru, da so
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trenutno sicer Ze znana protitelesa pod mejo detekcije. V primeru nizkofrekvencnih klini¢éno
pomembnih protiteles (npr. anti-Wr) so enote lahko izdane na osnovi dokoncnega negativnega
kriznega preizkusa, razen v primeru, ko gre za multipla aloprotitelesa - takrat moramo zagotoviti
za inkriminiran antigen negativne enote. Tudi v primeru klinicno nepomembnih aloprotiteles
izdamo eritrocite na osnovi negativnega kriznega preizkusa; kadar je protitelo reaktivno pri nizkih
temperaturah, moramo navzkrizni preizkus narediti pri 37st.C (Tabela 1).

AIHA

Pacienti z novoodkrito avtoimunsko hemoliticno anemijo so Se posebej podvrzeni tveganju za
odloZzene hemoliticne transfuzijske reakcije zaradi moZnega soCasnega obstoja klini¢no
pomembnih aloprotiteles, ki naj bila v takih primerih prisotna v 20-40%. Ker je v primeru moc¢no
reaktivnih avtoprotiteles odkrivanje aloprotiteles otezeno oz. omejeno s Stevilom adsorbcij, je
zagotavljanje razsirjeno antigensko skladne krvi bistvenega pomena, s ¢imer preprecujemo tudi
morebitne nove senzibilizacije.

Navzkrizne preizkuse delamo z alo- oz.avtoadsorbirano plazmo, saj so z nativno plazmo obicajno
pozitivni.

V kolikor pacient nima prisotnih aloprotiteles, potrjevanje eritrocitnih antigenov ni potrebno in
zadostuje izbira razsirjeno antigensko skladnih eritrocitov (za klinicno pomembne antigene) po
izpisu (t.j.predhodno tipiziranih krvodajalcev).

Terapija s tar¢nimi monoklonskimi protitelesi (update BCSH Guidelines 25.4.2017)

Monoklonska protitelesa motijo serolosko predtransfuzijsko testiranje (pozitiven ICT in navzkrizni
preizkusi) in s tem podaljsajo ¢as do izdaje krvnih komponent. V teh primerih je zato komunikacija
med klinikom in transfuziologom klju¢nega pomena. Pred pricetkom terapije z monoklonskimi
protitlesi je potrebno zagotoviti feno/genotipizacijo pacienta v ABO, Rh CcDEe, MNSs, K(k ¢e je
K+), Jk(a,b), Fy(a,b) sistemih in izkljuciti morebitna aloprotitelesa oz. jih identificirati. Zagotavljanje
popolnoma skladnih komponent obic¢ajno ni mogoce.

Anti-CD38 (DARATUMUMARB): ne vpliva na testiranje KS, moti pa testiranja z anti-humanimi
globulini. Po pricetku terapije doloéamo ABO in Rh z obicajnimi metodami, za izklju¢evanje
/identifikacijo protiteles in navzkrizne preizkuse pa je potrebno izniciti u¢inek anti-CD38, za kar
uporabimo obdelavo reagencnih eri z ditiotreitolom (DTT). DTT unici antigene sistema Kell, zato
je potrebno zagotavljati K- eritrocite, razen v primeru, ko je pacient znan K+ in v redkih primerih
tudi k- (takrat zagotavljamo tudi k- eri).
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Anti CD-47 (CAMELIA): CD47 je izrazen tako na tkivnih celicah kot na eritrocitih. Terapija z anti-
CD47 se vpleta tako v testiranje KS ABO in Rh, kot tudi v presejani test za dolocanje protiteles (ICT)
in njihovo identifikacijo, DCT in/ali AC. Pred uvedbo terapije je potrebno (tako kot pri anti-CD38)
doloditi ABO in Rh, prisotnost/identifikacijo aloprotitles in razsirjeno feno-/genotipizacijo
pacienta. Po uvedbi zdravljenja testiramo KS kot obi¢ajno; ¢e je ni mozno dolociti, zagotovimo eri
skupine 0. Posluzujemo se metode z adsorbcijami.

Pri obeh terapijah je namen razsirjene Ag tipizacije zagotavljanje eritrocitov skladnih v sistemu Rh
in Kell ter zagotavljanje dodatnih informacij v primeru aloimunizacije. V primeru, da specifi¢na
aloprotitlesa niso prisotna, britanske smernice priporocajo zagotavljanje skladnosti le v sistemu
Rh in Kell. ObseZnejSega Ag ujemanja se posluzujemo le v primeru, ko z adsorbcijami ne uspemo
izkljuditi/identificirati aloprotiteles ali v primerih, ko le-ta dokazemo. Na ZTM je praksa
zagotavljanja razsirjeno Ag skladnih eritrocitov po uvedbi anti-CD38 podobna, le da Ze v
preventivne namene ob odsotnosti protiteles skuSsamo zagotoviti eritrocite skladne v ¢imvec¢
klinicno pomembnih antigenih (glej tabelo), ki pa jih potrjujemo samo v primeru alosenzibilizacij..

Kronicni prejemniki transfuzij

a) Srpastoceli¢na anemija (SCA) : zaradi visoke incidence aloprotiteles pri teh pacientih so pogoste
hude hemoliticne transfuzijske reakcije. Zato je nujno zagotavljanje ¢imbolj Siroko antigensko
skladnih eritrocitov (minimalno v Rh in Kell sistemu), kar preprecuje tudi nove alosenzibilizacije.

b)Ne-SCA: talasemije, aplasticha anemija, paroksizmalna nocna hemoglobinurija (PNH),
mielodisplasticni sindrom (MDS). Aloimunizacija pri teh skupinah ni tako pogosta, zato
zadostujejo profilakti¢no skladni eritroiciti v Ag sistemih Rh in K.

Na ZTM v obeh primerih zagotavljamo enote eritrocitov, skladne v klinicno pomembnih antigenih,
ki pa jih dodatno potrejujemo samo v primeru alosenzibilizacij.
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Tabela 1

SISTEM

ABO
Rh
Rh
Kell
Kell
Kidd

MNS

MNS

MNS
MNS
Duffy

P

Lewis
Lutheran
Diego

H

Vsi

SPECIFICNOST KLINICNA
POMEMBNOST pri
transfuziji

Anti-Al Ne

Anti-D,-C,-c,-E,-e Da

Anti-Cw Ne

Anti-K,-k Da

Anti-Kpa Ne

Anti-Jka,-Jkb Da

Anti-M (reakt.pri Da

37st.C)

Anti-M (nereakt.pri Ne

37st.C

Anti-N Ne

Anti-S,-s-,-U Da

Anti-Fya,-Fyb Da

Anti-P1 Ne

Anti-Lea,-Leb,-Lea+b Ne

Anti-Lua Ne

Anti-Wra (anti-Di3) Da

Anti-HIl (pri Al in A1B Ne

skup.)

Aktivni pri 37st.Cz AHG Da

PRIPOROCILO ZA IZBIRO
ERI ZA TRANSFUZIJO

neg AHGM 37stC
Ag neg

neg AHGM*

Ag neg

neg AHGM*

Ag neg

Ag neg

neg AHGM 37stC

neg AHGM 37stC
Ag neg

Ag neg

neg AHGM 37stC
neg AHGM 37stC
neg AHGM 37stC
neg AHGM*

neg AHGM 37stC

Individualno

* Pravilo velja le v primeru, ko je to edino protitelo. Ce se pojavlja v kombinaciji z drugimi, je

potrebno zagotoviti antigensko skladno kri.

** Tabela povzeta po BCSH Guidelines 2012
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Zakljucek

Potrjevanje eritrocitnih antigenov v sklopu navzkriznih preizkusov se izvaja v primeru senzibilizacij
za klinicno pomembna protitelesa, medtem ko je zagotavljanje antigensko skladnih enot
(predvsem v sistemu Rh in K) pomembno pri kroni¢nih prejemnikih transfuzij, prisotnosti toplih

avtoprotiteles in terapiji s tarénimi monoklonskimi protitelesi.
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RazreSevanje diskrepantnih rezultatov testiranja v sistemu ABO

Erika Hrastar, Ivica Mari¢
Zavod Republike Slovenije za transfuzijsko medicino

erika.hrastar@ztm.si

Uvod

ABO sistem je leta 1900 odkril Karl Landsteiner in Se vedno ostaja najpomembnejsi krvnoskupinski
sistem v transfuzijski medicini. ABO antigene najdemo predvsem na eritrocitih, v manjsih koli¢inah
pa so prisotni tudi na trombocitih, endoteliju, ledvicah, srcu, ¢revesju, pljucih, pri sekretorjih tudi
v telesnih tekocinah. Transfuzija ABO neskladne krvi lahko povzrodi akutno intravaskularno
hemolizo, transplantacija ABO neskladnih organov pa lahko vodi v hiperakutno humoralno
zavrnitveno reakcijo. In ravno zaradi resnih posledic povezanih s transfuzijo/transplantacijo ABO
neskladnih krvnih komponent/organov je pravilna doloditev krvne skupine ABO temelj za varno
predtransfuzijsko testiranje in klju¢ni del predtransplantacijske priprave.

Krvnoskupinski sistem ABO

ABO krvnoskupinski sistem obsega Stiri glavne krvne skupine (KS): A, B, O in AB. Prisotnost
antigenov ABO in s tem fenotipskega izrazanja krvne skupine je odvisna od delovanja
glikoziltransferaz. Pri posameznikih s krvno skupino O je prisoten t.i. antigen H, ki je prekurzor
tako za antigen A kot antigen B. Kateri antigen se bo razvil je odvisno od prisotnosti
oligotransferaz, ki dodajajo razli¢ne oligosaharide na antigen H ter tako tvorijo antigen A oz. B.

Zgoraj nasteti Stirje fenotipi so serolosko doloceni glede na prisotnost oz. odsotnost antigena A in
antigena B na eritrocitih ter prisotnost oz. odsotnost protiteles (t.i. izohemaglutininov) v plazmi,
ki so usmerjena proti manjkajocim antigenov. To pomeni, da so antigeni in protitelesa v obratnem
sorazmerju, kar opisuje t.i. Landsteinerjevo pravilo. Ob seroloski dolocitvi krvne skupine imamo
tako dvojno kontrolo, ujemati se morata direktni del KS (prisotnost antigenov na eritrocitih) in
reverzni del KS (prisotnost izohemaglutininov v plazmi). Pricakovane rezultate seroloske dolocitve
KS ob rutinskem testiranju si lahko ogledate v tabeli 1.
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Tabela 1: Pricakovani rezultati ob seroloski dolocitvi krvne skupine ABO in prevalenca dolocenih
fenotipov v evropski populaciji

Reakcija eritrocitov z Reakcija seruma/plazme z Interpretacija Prevalenca (%)

reagencnimi  protitelesi reagencnimi eritrociti (reverzni del v evropski
(direktni del KS) KS) populaciji
Anti-A Anti-B Al B 0 ABO KS

0 0 + + 0 0 45

+ 0 0 + 0 A 40

0 + + 0 0 B 11

+ + 0 0 0 AB 4

0 0 + + + Bombay* redko

*Bombay je redka avtosomno recesivna krvna skupine, opredeljena z odsotnostjo antigenov H, A
in B antigenov na eritrocitih in sekrecijah.

Poleg Stirih glavnih fenotipov ABO poznamo tudi celo vrsto podskupin ABO, ki jih obi¢ajno
odkrijemo zaradi odstopanj med direktnim in reverznim delom KS oz. zaradi Sibkejsih reakcij ob
testiranju. V nadaljevanju bomo predstavili najpogostejSe vzroke za diskrepance ob doloditvi
krvne skupine ABO ter kako jih razreSujemo.

Diskrepance ob testiranju ABO

Do odstopanj ob dolocitvi krvne skupine ABO lahko pride zaradi ve¢ vzrokov. Za lazjo opredelitev
zato diskrepance razdelimo v 3 vecje skupine:

e odstopanja ob testiranju eritrocitov,
e odstopanja ob testiranju plazme/seruma

e tehnicCne tezave ob testiranju.

Odstopanja ob testiranju eritrocitov (nepri¢akovani rezultati v direktnem delu KS):
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- Sibka ekspresija antigenov: podskupina ABO, levkemija in druge maligne bolezni,
nosecnost, transfuzija, transplantacija, otroci do 4. leta starosti (nezrelost prekurzorjev
ABO), prebitek topnih substanc KS.

- Dodatna reaktivnost: avtoaglutinini, hladna protitelesa, visoke koncentracije serumskih
proteinov, protitelesa proti sestavinam reagentov, transfuzija, transplantacija, pridobljeni
fenotipi (npr. pridobljeni B), poliaglutinacija.

- Dvojnoceli¢na populacija: nedavna transfuzija, transplatacija, podskupina ABO (npr. A3),
himerizem, mozaicizem, fetomaternalna krvavitev.

Odstopanja ob testiranju plazme/seruma (nepric¢akovani rezultati v reverznem delu KS):

- Sibka reakcija: starost < 4-6 mesecev (endogena sinteza anti-A in anti-B se za¢ne v starosti
3-6 mesecev), podskupina ABO, hipogamaglobulinemija, transplantacija KMC,
hemodilucija, prozone efekt, odsotnost anti-A pri pacientih na imunoglobulinih Zivalskega
izvora (konjskih), odsotnost anti-B pri otrocih na dolgotrajni parenteralni/enteralni
prehrani in v sterilnem okolju (vzrok pojava izohemaglutininov naj bi bile ¢revesne in
okoljske bakterije, saj vsebujejo ABO podobne strukture, na katere se senzibiliziramo in
tvorimo protitelesa).

- Dodatna reaktivnost: hladna avto- ali aloprotitelesa, protitelesa proti sestavinam
reagenta, prebitek serumskih proteinov, roloji, fibrin, transfuzija plazemskih komponent,
transplantacija, infuzija intravenskih imunoglobulinov, anti-CD47.

Tehnicne teZave ob testiranju:

- zamenjava vzorcev, premocne o0z. preSibke suspenzije eritrocitov, hemoliza,
neupostevanje navodil proizvajalca.
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RazreSevanje diskrepanc ABO

Algoritem testiranja in mozne metode, ki jih uporabimo ob diskrepantnih rezultatih dolocitve KS,

so predstavljeni na shemi 1.

Shema 1: RazreSevanje ABO diskrepanc

DISKREPANTNI REZULTAT
DOLOCITVE KS

/

Ponovitev testov iz istega vzorca:

- doloditev direktnega dela KS na ploséici

- dolo¢itev KS na gelu (monoklonska,

oliklonska kartica)
- doloéitev KS v erouveti

/Motn;a v direkinem delu KS: \

- testiranje z opranimi eritrociti

- uporaba razliénih gelskih kartic
- testiranje z lektini (sum na A2)

- anti-Bag (sum na pridobljeni B)
- "topla tehnika" (sum na hladna

protitelesa)

& enotipizacija

J
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- Pridobitev novega vzorca in ponovna
dolocitev KS na plos¢ici in gelu

- Pridobitev preiskovanéeve anamneze
(predhodne transfuzije, transplantacije,

/ ‘agnoza terapija ...)

Motn;a v reverznem delu KS: \
- testiranje z opranimi eritrociti

- uporaba reagentov razli¢nih proizvajalcev
- indirektni Coombsov test

- tehnike adsorpcije, elucije

- pretoéna citometrija

- inkubacija na 4°C (Sibka reakcija)

- "topla tehnika" (sum na hladna
protitelesa)

- uporaba fizioloSke raztopine oz. citrata




Prva stopnja v razreSevanju diskrepantnih rezultatov je ponovitev testa z istim vzorcem, s tem
izklju¢imo moznost tehni¢ne napake. Ob sumu na WBIT (napacna kri v epruveti) zaprosimo za nov
vzorec krvi in preiskave ponovimo z novim vzorcem. Pridobimo tudi preiskovanéevo anamnezo.

Metode in tehnike, ki jih uporabimo v nadaljevanju so odvisne od vrste odstopanja. Uporabimo
lahko razli¢ne gelske kartice (monoklonske, poliklonske). V primeru suma na prebitek plazemskih
proteinov testiranje ponovimo z opranimi eritrociti. Ob prisotnih hladnih aglutininih uporabimo
t.i. toplo tehniko, ko vzorec in nato tudi gelsko kartico inkubiramo na 37°C.

V primeru Sibkih reakcij v reverznem delu KS se veckrat posluzujemo inkubacije na 4°C, saj so
izohemaglutinini obi¢ajno razreda IgM in so mocneje reaktivni na hladnem. Uporabimo lahko tudi
metode adsorpcije in elucije ter preto¢no citometrijo. Za razlikovanje rolo formacije od prave
aglutinacije v reverznem delu KS namesto LISS raztopine ob testiranju uporabimo fiziolosko ali
citratno raztopino. Za izkljucitev prisotnih aloprotiteles naredimo indirektni Coombsov test, v
primeru suma na protitelesa proti sestavinam reagenta pa uporabimo reagente razli¢nih
proizvajalcev.

Pri sumu na podskupino A2 si pomagamo s testiranjem vzorca z lektinom Dolichos biflorus, ki
aglutinira samo podskupino Al, ne pa A2 oz. drugih Sibkih A podskupin. Testiramo tudi z anti-H
lektinom Ulex europaeus, saj skupina A2 vsebuje precej vec substance H kot A1. Namesto lektinov
lahko uporabimo komercialne reagente anti-H in anti-Al. Pri sumu na pridobljeni B (prehodno
stanje, ko posameznik s KS A Sibko izraza antigen B, obicajno pri gastrointestinalnih okuzbah)
testiramo z reagentom anti-Baq.

Pri tezavnih primerih se lahko posluzimo tudi genotipizacije. Problem pri molekularnih metodah
(PCR SSP) je, da dolocitev najpogosteje zastopane skupine Al poteka po principu izkljucevanja.
Ko izklju¢imo prisotnost skupine O, B in A2, kot rezultat podamo, da je najverjetnejsa krvna
skupina A1, Zal pa ni potrjena in Se vedno ostaja moznost prisotnosti redke podskupine A. Zaradi
teh omejitev genetske metode niso prva izbira za opredelitev ABO diskrepanc.

Zakljucek

Pravilna dolocitev krvne skupine ABO je kljucnega pomena za zagotovitev varnih krvnih
komponent ter celic oz. tkiv v primeru transplantacije. Kljub temu se v transfuzijski medicini
veckrat sreCamo z diskrepantnimi rezultati, ki nam oteZujejo pravilno dolocitev. Prva stopnja v
primeru odstopajocih rezultatov je ponovitev preiskav, sledi pridobitev novega vzorca krvi ter
preiskovanceve anamneze. V nadaljevanju se za uporabo razli¢nih metod odlo¢amo glede na vrsto
odstopanja. Z napredovanjem znanosti se je nabor teh metod zelo razsiril, zato je kljucno
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poznavanje njihovih omejitev in indikacij za uporabo. Izdelane imamo algoritme testiranja, vendar
je prirazreSevanju dikrepanc Se vedno najpomembnejSa komunikacija s kliniko, da lahko na koncu
z zanesljivostjo dolo¢imo pravilno KS ABO.
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Predstavitev klinicnega primera napacne krvne skupine v informacijskem sistemu
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Hud nezelen dogodek je kakrsenkoli nezelen dogodek v zvezi z zbiranjem, testiranjem, predelavo,
shranjevanjem in razdeljevanjem krvi in komponent krvi, ki bi utegnil povzroditi smrt ali ogroziti
Zivljenje ter povzrociti stanje invalidnosti ali nezmoZnosti za delo, ali ima za posledico
hospitalizacijo ali zbolevnost ali podaljsanje hospitalizacije oziroma zbolevnosti. NeZelene
dogodke razdelimo na prave dogodke, ko napako spregledamo in vpliva na transfuzijo ter na
skorajsnje napake (angl. near miss), ko napako pravocasno ugotovimo in preprecimo transfuzijo.
Skorajsnja napaka je dogodek, pri katerem bi napaka, ¢e je ne bi zaznali, vodila do dolocitve
napacne krvne skupine ali izdaje nepravilne ali neustrezne komponente krvi. Med taksne primere
spada napacna kri v epruveti (angl. wrong blood in tube, WBIT).

WBIT lahko razdelimo na dve skupini: v epruveti je kri napacnega bolnika, oznacena pa je z
mati¢nimi podatki zelenega bolnika ali pa je v epruveti kri Zelenega bolnika, opremljena pa je z
mati¢nimi podatki napacnega bolnika. Tak vzorec pomeni tveganje za napacno transfuzijo ali
napacno zdravljenje, ki lahko v primeru akutne hemoliticne transfuzijske reakcije povzroci smrt
bolnika. Zamenjavo lahko v transfuzijskem laboratoriju ugotovimo le, ¢e ima bolnik Ze prej
dolo¢eno krvno skupino (KS) ABO v racunalniskem informacijskem sistemu, ki se razlikuje od KS,
dolocene iz testiranega vzorca. V primeru WBIT v sklopu prenatalne diagnostike lahko pride do
resnih, Zivljenje ogroZajoc¢ih zapletov pri materi ali plodu. Klju¢na varnostna in preventivna
mehanizma, ki preprecujeta usodne napake in zamenjave pred postopkom transfuzije sta
ustrezno preverjanje bolnikove identitete in orientacijska dolocitev KS ob postelji bolnika (t.i.
bedside test).

Novembra 2022 smo v Odseku za prenatalno diagnostiko na Zavodu Republike Slovenije za
transfuzijsko medicino ugotovili primer WBIT, ki je bil zaradi takojSnjega ukrepanja ob zaznavi
neskladja KS hitro razresen. Dne 9.11.2023 smo prejeli narocilnico in vzorec krvi za dolocitev KS in
indirektnega Coombsovega testa (ICT) pri nosecnici, rojeni 7.5.1996; diagnoza: grav. 10. tednov.
Vzorec in narocilnica sta bila poslana iz dispanzerja za Zene iz bolniSnice Postojna. Pri dolocitvi
orientacijske KS smo dolocili KS A, RhD poz., Kell (K) poz. in s tem zaznali neskladje. V naSem
informacijskem sistemu (IS) je bila KS omenjeni nosecnici namrec Ze doloc¢ena 26.4.2010 kot A,
RhD neg., K neg. Takoj smo poklicali v dispanzer in narocili nov vzorec krvi, ki je prispel naslednji
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dan. 1z obeh vzorcev krvi smo orientacijsko in strojno dolocili KS A, RhD poz., K poz. Iz arhiva smo
v naslednjih dveh dneh pridobili originalno narocilnico iz leta 2010- takrat so iz Klini¢cnega oddelka
(KO) za otrosko onkologijo in hematologijo narocili eno enoto obsevanih koncentriranih
eritrocitov (KE), ki je bila izdana; diagnoza ni bila pripisana. Iz dispanzerja za Zene smo pridobili
telefonsko sStevilko gospe, ki se je strinjala s pogovorom z nami. Gospa nam je potrdila, da so
navedeni kontaktni podatki na narocilnici iz leta 2010 njeni. Zanikala pa je, da je bila leta 2010 na
Pediatric¢ni kliniki, prav tako ni Se nikoli prejela transfuzije. V starosti 6. let je bila na Pediatri¢ni
kliniki zaradi testiranja prisotnosti alergij. Na originalni narocilnici iz leta 2010 je bil pri tocki 9.
(dolocitev KS na ploscici pri odvzemu vzorca) ro¢no pripisan podatek: KS A, RhD neg., 71107146
(19.1.2010). Na osnovi tega podatka- Stevilka Z1107146 namrec predstavlja Stevilko izdanega
izvida, smo v nasem IS izsledili, da izvid pod omenjeno stevilko pripada pacientki, roj. 31.7.2004,
ki je KS A, RhD neg., K neg. in je v letu 2010 glede na podatke iz nasega IS prejela vec transfuzij KE
na KO za otrosko onkologijo in hematologijo. S tem smo potrdili, da je bila 26.4.2010 na KO za
otrosko onkologijo in hematologijo storjena huda napaka - poslali so narocilnico in vzorec krvi, ki
je bil od zZelene pacientke, vendar opremljen z mati¢nimi podatki druge pacientke. Zaradi varstva
o varovanju podatkov ne smemo razkriti imen in priimkov pacientk, lahko pa razkrijemo, da imata
zgoraj omenjeni pacientki enako ime, priimka sta zelo podobna- gre zgolj za zamenjavo ¢rk jn/nj
na dolo¢enem mestu v priimku. Po ugotovitvi napake smo takoj sprejeli ustrezne korektivne
ukrepe: podali smo prijavo hudega neZelenega dogodka Sluzbi za hemovigilanco, obvestili smo
pristojni bolnisni¢ni transfuzijski odbor, predstojnici KO za otroSko onkologijo in hematologijo smo
poslali dopis, v katerem smo priporocili vec¢jo pozornost pri predtransfuzijski identifikaciji, v nasem
IS smo naredili blokado pacientke, pri kateri je bila napa¢no doloc¢ena KS v letu 2010 in odprli novo
pacientko s pravilno dolo¢eno KS, pri pacientki, roj. 31.7.2004, pa smo v nas IS zabeleZili podatek,
da je leta 2010 prejela enoto KE pod napacnimi mati¢nimi podatki.

V letu 2021 je bilo v Sloveniji 1113 skorajSnjih napak. Med njimi je bilo najve¢ napacno izpolnjenih
narocilnic za kri in krvne komponente ter transfuzijske preiskave (561) in napacnih orientacijskih
dolocitev KS ABO na bolnisni¢nih oddelkih (232). Bilo pa je tudi 19 primerov WBIT, kar je zelo huda
napaka. Primerjave Stevila skorajsnjih napak v zadnjih letih kaZejo, da se kljub izobraZevanju vseh
vpletenih v transfuzijo krvi njihovo Stevilo Zal ni bistveno zmanjsalo. Povprecje WBIT v Sloveniji v
deset-letnem obdobju (od 2012 do 2021) znasa 18,3 (podatki so pridobljeni iz hemovigilan¢nih
porocil za posamezna leta in so prikazani v Tabeli 1). Ti podatki so najverjetneje podcenjeni, saj
primerov WBIT ne moremo zaznati, v kolikor nimamo predhodno dolo¢ene KS v nasem IS.
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Leto 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021
Stevilo
napacnih

vzorcev 19 10 18 30 23 16 12 13 23 19
krvi v

epruveti
(WBIT)
Tabela 1: Stevilo napaénih vzorcev krvi v epruveti (WBIT) glede na posamezno leto v Sloveniji

Na vseh izobraZevanjih zato poudarjamo pomen pravilnega odvzema krvi in identifikacije bolnika
za transfuzijske preiskave ter izjemen pomen obposteljnega testa. Resitev vidimo v doloditvi KS
pacientov iz dveh razlicnih vzorcev krvi. Klju¢no je izobraZevanje osebja, da dvakratni odvzem
vzorca sprejme in razume kot standard bolj kakovostne obravnave bolnika. Dokazano je bilo, da
tak nacin ne poveca dela v laboratoriju ali izdaje O RhD negativne krvi, hkrati pa zmanjsa
verjetnost napacne transfuzije zaradi napacne doloditve KS in s tem pomembno pripomore k
povecanju varnosti. Enaka Studija je tudi dokazala, da zgolj izobrazevanje osebja ne pripomore k
statisticnemu zmanjsanju Stevila WBIT, zato si Zelimo, da bi v Sloveniji v prihodnosti postala
standardna praksa dolo¢anja KS pacientov iz dveh razlicnih  vzorcev  krvi.
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CELICNE TERAPIE (ZTMS)

Deplecija limfocitov T alfa/beta (+/-CD19) v presadku krvotvornih maticnih celic

PrimoZ PoZenel
Zavod Republike Slovenije za transfuzijsko medicino

primoz.pozenel@ztm.si

Uvod

Pri skladni alogenski transplantaciji krvotvornih mati¢nih celic (KMC) zasledujemo zelo visoko
ujemanje v pomembnih antigenih HLA med bolnikom in darovalcem. Pri haploidenti¢ni
transplantaciji je polovica antigenov sistema HLA neskladnih s prejemnikom. V izogib unicujoci
bolezni presadka proti gostitelju (angl.GVHD ) so poizkusali in uveljavili razlicne pristope in vivo
ter ex vivo za zmanjSanje bremena limfocitov T.

Preprecevanje GVHD, ohranitev imunske sposobnosti presadka

V patogenezi GVHD imajo glavno vlogo limfociti T in sicer citotoksi¢ni limfociti T, zato so v izogib
hudemu GVHD najprej poskusali s selektivnim odstranjevanjem teh celic. Izkazalo se je, da ima
presadek KMC, ki so mu ex vivo odstranili vse limfocite T (CD3+) ali pa samo citotoksi¢ne limfocite
(CD8+), ve¢ pomanijkljivosti. Bolniki, ki so prejeli tako obdelan presadek, so imeli po transplantaciji
pogostejSe ponovitve bolezni in pogostejSe okuzbe zaradi prenizkega odmerka celic T ter
posledi¢ne pocasne rekonstitucije celi€éne imunosti.

Velik napredek je prinesla metoda deplecije celic T in vivo z uporabo ciklofosfamida, ki naj bi v
tej situaciji deloval preko naslednjih mehanizmov:

1) selektivna izlocitev aloreaktivnih celic T

2) klonska delecija aloreaktivnih prekurzorjev celic T v timusu

3)indukcija regulatornih celic T

Vzporedno s tem so se pojavili pristopi, ki so uporabljali princip imunoselekcije oziroma deplecije

ex vivo. Taréne celice v presadku so limfociti T alfa/beta, ki predstavljajo ve¢ kot 90% vseh
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limfocitov T. Limfociti T alfa/beta so klju¢ne celice v patologiji akutnega GVHD, Se posebej kmalu
po alogenski transplantaciji, ko je vnetje v prejemniku posledica kondicioniranja.

Po depleciji alfa/beta v presadku ostanejo limfociti gama/delta, ki lahko v ¢asu regeneracije
oziroma aplazije nadomestijo odsotnost vecje populacije limfocitov T. Gama/delta limfociti so
majhna populacija limfocitov v periferni krvi, ki so sposobni hitrega citotoksi¢nega
protitumorskega odziva ter sproscanja vnetnih citokinov kot sta IFN-y ali IL-17. Pomembno vlogo
imajo kot prva linija obrambe proti okuzbam v razlicnih organih (koza, pljuca, ¢revo). V periferni
krvi se celice gama/delta zelo hitro pomnozujejo v odziv na razlitne povzrocitelje
(citomegalovirus, plazmodij), sproscajo citokine in delujejo citotoksicno.

Mehanizem deplecije alfa/beta limfocitov T (+/-CD19) iz presadka krvotvornih mati¢nih celic

Limfocite T alfa/beta odstranimo iz presadka krvotvornih mati¢nih celic na aparatu, ki omogoca
imunomagnetno selekcijo. Taréne celice (limfociti T alfa/beta) oznadimo s protitelesi,
usmerjenimi proti alfa in beta verigi receptorja celic T. Dodamo Se sekundarna protitelesa, ki so
usmerjena proti primarnim in imajo vezane imunomagnetne mikrokroglice. Tako oznacene celice
spustimo skozi magnetno polje. Celice T alfa/beta, ki imajo vezana primarna in sekundarna
protitelesa, v magnetnem polju obstanejo (pozitivna frakcija), vse ostale celice (CD34+, celice NK
in limfociti gama/delta) pa so v negativni frakciji, ki jo zberemo v vrecki za koné¢ni produkt. S tem
postopkom iz presadka krvotvornih mati¢nih celic odstranimo vedji del celic T alfa/beta ter
ohranimo pomemben del celic CD34+, celice NK ter celice T gama/delta. Tako obdelan presadek
ima pomembno zmanjsan delezZ celic, ki so vkljucene v patogenezo GVHD, obenem pa ohranjene
krvotvorne maticne celice ter imunske celice, ki v ¢asu regeneracije celic iz presadka zagotavljajo
obrambo pred mikroorganizmi in protitumorsko aktivnost. Pomembna populacija celic, ki ostane
v presadku, so celice NK. Le-te imajo pomembno vlogo, ker delujejo protitumorsko in s tem
preprecujejo ponovitev krvne bolezni. Pri sodobnejSih napravah je omogocena tudi hkratna
deplecija limfocitov B (CD19), kar zmanjSuje tveganje za potransplantacijsko limfoproliferativno
bolezen.

Izkusnje ZTM

Na ZTM smo leta 2022 uspesno opravili 2 validaciji postopka deplecije alfa/beta ter limfocitov B
( CD19). V vzorcu levkocitnega pripravka zdravega darovalca (angl. buffy coat) smo dolocili Stevilo
celic CD45+, limfocitov T alfa/beta, limfocitov T gama/delta, limfocitov B in viabilnost celic CD45+.
Sledila je deplecija alfa/beta in nato smo presteli celice v konénem produktu. Dosegli smo znizanje
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Stevila limfocitov T alfa/beta za 4,32 in 5,14 logaritmov (cilj je bil med 3,8 in 5,5), limfocitov B za
2,8 in 4,37 logaritmov, hkrati pa smo ohranili slabo polovico vseh limfocitov gama/delta iz
zaetnega vzorca. Viabilnost levkocitov v konénem pripravku je bila 96% in 97%. Cilje validacije, ki
so primerljivi s tujimi Studijami, smo dosegli, kar pomeni, da smo ustrezno zmanjsali vsebnost
limfocitov T alfa/beta, limfocitov B ter ohranili ustrezno raven limfocitov T gama/delta. Nasledniji
korak je priprava osiromasenega presadka (deplecija alfa/beta in CD19) za klini¢no uporabo.

Klini¢ne studije

Deplecija alfa/beta z ali brez deplecije celic CD19 (limfociti B) je v zadnjih letih z razvojem
avtomatiziranih platform postala zanesljiv postopek in daje predvidljive rezultate. Kljub temu da
z njo bistveno zmanjsamo vsebnost limfocitov T alfa/beta, je izplen celic CD34+ v povpredju visok
in je med 70 in 80%. Izplen celic gama/delta je bolj variabilen in je v povprecju med 40 in 80%.
Glavni razlog za uporabo deplecije alfa/beta je haploidenti¢na transplantacija, drugi razlogi so
pozivitvena »booster« transplantacija zaradi primarne odpovedi ali slabo delujoCega presadka v
kontekstu haploidenti¢ne, sorodne in nesorodne skladne transplantacije. Pojavnost akutnega
GVHD niZje stopnje (gradus l in Il) je bil v razli¢nih studijah v razponu od 10 do 25%, akutni GVHD
gradusa lllin IV se je pojavljal redko. Z osiromasenimi presadki so do sedaj zdravili tako pediatri¢ne
kot odrasle bolnike z malignimi (AML, ALL, MDS) in nemalignimi boleznimi (adrenolevkodistrofija,
Fanconijeva anemija, SAA, WAS). Neposredne prospektivne klinicne primerjave med
haploidenti¢nimi transplantacijami, pri katerih so izvajali in vivo deplecijo (post Cy) ter ex vivo
deplecijo (deplecija alfa/beta) Se ni bilo. Retrospektivni podatki pa kaZejo, da je preZivetje obeh
skupin pediatri¢nih bolnikov, ki sta prejeli ciklofosfamid po transplantaciji ali ex vivo procesiran
presadek, primerljivo.

Zakljucek

Deplecija alfa/beta je zmogljiv in zanesljiv postopek, ki omogoca predvidljivo (odmerki vseh
kljuénih populacij celic so pred transplantacijo znani) in varno obdelavo presadka krvotvornih
matic¢nih celic ex vivo za namen haploidenti¢ne transplantacije. V zadnjem casu prihaja vse vec
novih kliniénih indikacij in poizkusov , npr. obdelava donorskih limfocitov, obdelava skladnih
presadkov KMC in poZivitvenih »booster« presadkov, ki Sirijo aplikativnost ex vivo deplecije
limfocitov alfa/beta.
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Pridobivanje JACIE akreditacije na Centru za afereze Oddelka za terapevtske
storitve ZTM

Ana Milojkovi¢
Zavod Republike Slovenije za transfuzijsko medicino

Ana.milojkovic@ztm.si

Presaditev krvotvornih matic¢nih celic je osrednji in najbolj zahtevni del zdravljenja najbolj
neugodnih  hematoloskih, onkoloskih-in nekaterih dednih bolezni.. Kompleksnost samega
postopka presaditve, potreba po multidisciplinarnem pristopu in medsebojna povezanost vseh
udelezenih (registri darovalcev, laboratoriji, kliniéni oddelki, odvzemni centri, laboratoriji za
obdelavo in shranjevanje celic se v marsi¢em razlikuje od drugih podrocij v medicini in dodaja
novo dimenzijo tradicionalnemu pristopu zdravljenja. Zato je bila Ze v 90-tih letih prejSnjega
stoletja prepoznana potreba po robustnem sistemu, ki bi zagotavljal kakovost in varnost, bil v
skladu z veljavno zakonodajo ter obenem uposteval biolosko variabilnost celi¢nih terapij.

Na pobudo organizacije »European Group for Blood and Marrow Transplantation« (EBMT) in
evropskega dela Mednarodnega ZdruZenja za Celi¢ne terapije (International Society for Cellular
Therapy; ISCT) je bil z namenom nadzora in akreditacije za podrocje presajanja krvotvornih
maticnih celic leta 1998 ustanovljen JACIE (Joint Accreditation Committee — ISCT & EBMT). Pri
snovanju koncepta JACIE je bila zgled organizacija »Foundation for the Accreditation of Cellular
Therapy« (FACT), ki je bila dve leti pred tem ustanovljena v ZDA.

Ze od same ustanovitve JACIE in FACT tesno sodelujeta pri postavljanju in vzdrievanju enakih meril
mednarodno sprejetih standardov, ki pokrivajo vse tri glavne stebre transplantacijske dejavnosti,
in sicer klini¢ni del, zbiranje ter procesiranje celic. Transplantacijska dejavnost je perspektivno in
hitro razvijajoce se podrocje in poleg presaditev krvotvornih maticnih celic vkljucuje tudi druge
celi¢ne, imunske ter citotoksi¢ne terapije. Standardi se posodabljajo in Sirijo skladno z razvojem
podrodja in izhajajo vsake tri leta. Trenutno je v veljavi 8. izdaja. Oblikovanje vsake nove verzije
standardov temelji na transparentnem in strukturiranem delu, ki upoSteva mnenje mednarodnih
ekspertov kot tudi SirSe javnosti.

205



Proces akreditacije je razdeljen v tri faze. Prva faza zajema pripravo in posiljanje relevantne
dokumentacije presojevalcu na vpogled. V drugi fazi oziroma tekom same presoje presojevalec
fizicno pregleda prostore, postopke, opravi pogovore z osebjem ter pregleda dodatno
dokumentacijo. Presojevalci podajo svoje mnenje komiteju (komisija?) JACIE, ki pregleda porocilo
ter doloc¢i morebitne dodatne korake. V tretji fazi presojani center poslje dokazila o odpravljenih
neskladjih ter dodatnih uvedenih postopkih, ki jih je zahteval presojevalec oziroma JACIE komite.
Po pridobljeni akreditaciji mora center nadaljevati z dobro prakso, ki jo predpisuje standard, e
Zeli uspesno opraviti reakreditacijo, ki se ponavlja vsake 4 leta.

Zakaj se sploh odlociti za akreditacijo JACIE? Kak$sno dodano vrednost nam je prinesla?

Nasa odlocitev za pridobitev akreditacije JACIE temelji na Zelji po konstantnem napredku in
spodbujanju visoke kvalitete oskrbe pacientov in laboratorijskih storitev v procesu zbiranja
procesiranja celic ter transplantacij KMC. JACIE standard zdruZuje in ureja vse omenjene stebre
transplantacijske dejavnosti, kar je bolj kot ne izjema v primerjavi z drugimi regulativami, ki so po
pravilu bolj ozko usmerjene na doloc¢eno podrocje. Nenazadnje JACIE omogoca tudi mednarodno
prepoznavnost in primerljivost.

Na Centru za afereze (CA) smo s pripravami zaceli leta 2016. Priznanje same dejavnosti s strani
nacionalnih institucij ter vpeljan sistem kakovosti je osnova, brez katere sam proces akreditacije
ne bi bil mogoc. Prav tako je bilo klju¢nega pomena poznavanje celotnega transplantacijskega
programa ter dobra medsebojna komunikacija vseh udelezenih. Prva faza akreditacije je bila
najdaljSa in najbolj zahtevna. Na zacetku smo dolocili osebje, ki bo sodelovalo pri pridobivanju
akreditacije JACIE, razdelili zadolzitve, in definirali skupne dejavnosti, poti komuniciranja ter
dolocili ¢asovnico. Osnovni dokument presoje je predstavljal t.i.»Inspection check list« v obliki
Excelove tabele, ki je razdeljena na vec podrodij in sicer: »B« klini¢ni del, »C« zbiranje (afereze),
»CM« zbiranje (kostni mozeg), »D« procesiranje. Vsako od navedenih podrocij vsebuje tudi
poglavje »QM«(quality management - kakovost) ter poglavje o darovalcih. Posebej je obdelano
tudi oznacevanje ter transport produktov. Center, ki je v procesu pridobivanja akreditacije, na t.i.
»Inspection check listi« sam oznaci ali je doti¢no podrocje v skladu z zahtevami standarda ali ne
in za vsako trditev predloZi ustrezno dokumentacijo v obliki SOP-jev, prilog, dokumentov,
pogodb... Tekom dela se je pokazalo, da je potrebno nekatere SOP-je dopolniti, dolocene pa
napisati na novo.
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Najvec pozornosti je bilo namenjene naslednjim podroc¢jem:

- Komunikacija med vsemi udelezenimi v procesu transplantacije in njihove
aktivnosti(doloc¢anje indikacije ter narodanje odvzema KMC, pregled darovalca/bolnika,
laboratorijsko testiranje (virusni markerji, krvna skupina), spro$éanje darovalca /bolnika,
nacin posiljanja povratne informacije, narocanje pripravkov, infuzija ..)

- Dolocanje kriterijev sprejemljivosti bolnika/darovalca za odvzem, upoStevanje
pridruzenih bolezni, terapije, Zilnega pristopa, starosti, hemograma pred odvzemom
(hemoglobin, trombociti, elektroliti, testi hemostaze v dolocenih primerih), dolocanje
ustreznega Stevila CD34+ celic za zacetek postopka.

- Ustrezno prilagajanje parametrov zbiranja glede na zgoraj navedeno (volumen predelane
krvi, antikoagulans, potreba po izpolnjevanju stroja s koncentriranimi eritrociti za
pediatri¢no populacijo, nadomescanje kalcija v infuziji...)

- Definiranje nezelenih ucinkov ter nacin ukrepanja

- Kriteriji sprejemljivosti pripravka ter poti v primeru odstopanij

- lzredno sproscanje (darovalec oziroma pripravek, ki ne ustreza vnaprej dolocenim
kriterijem, vendar v dani situaciji predstavlja najboljSo terapevtsko opcijo za bolnika)

- Ukrepanje v primeru pozitivnih mikrobioloskih kontrol

- lzdaja, shranjevanje,transport pripravka

- Oznacevanje produktov (avtologni, alogenski, biolosko tveganje)

S kritiénim vpogledom v svoje delo smo v nekem trenutku prisli do zakljucka, da ima center za
kriobiologojo (CK) bolj dorecene SOP-je in da je pri samem delu manj spremenljivk, ki jih je
potrebno upostevati kot ¢e je v proces vpleten bolnik oz darovalec. Glede na to, da so z vsako
novo izdajo standarda kriteriji bolj strogi in doloCene zahteve, ki so bile sprva opredeljene le kot
priporocilo, postanejo obvezne, je CK nadaljeval proces akreditacije samostojno in ga uspesno
zakljucil maja 2020.

Na CA smo vso potrebno dokumentacijo oddali decembra 2020. Ker so bile presoje v casu
pandemije SARS-CoV-2 ustavljene, smo ¢akali na nov poziv ter februarja 2022 poslali
posodobljeno dokumentacijo. Presojo smo dejansko opravili 25. in 26.maja 2022. Sama presoja
je bila zahtevna, vendar je bila opravljena s strani mednarodnih strokovnjakov, ki se vsakodnevno
ukvarjajo z delom, ki ga presojajo in je potekala v spostljivem vzduSju s smiselnimi ter
dobronamernimi vsebinskimi komentariji.

Po dvodnevnem obisku kriticnih neskladnosti ni bilo ugotovljenih. Po pridobitvi konénega porocila
septembra 2022 smo zaceli s pripravo na odgovor. Komentarji so se nanasali predvsem na
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dokumentiranje izbire darovalcev (potrditev, da se izvaja test za nosecnost pri darovalkah pred
stimulacijo, evalvacija glede hemoglobinopatij, spremljanje donorjev po zbiranju, kriteriji
sprejemljivosti mladoletnih darovalcev...). V sodelovanju s klini¢nimi oddelki smo vse potrebno
ustrezno dokumentirali ter februarja 2023 poslali odgovor na JACIE. V kratkem smo dobili
sporocilo JACIE komiteja, ki je uradno potrdilo, da ustrezamo standardu JACIE za podrocje aferez,
s ¢imer smo za to podrocje pridobili i akreditacijo.

Zavedamo se, da je to Sele zacetek in da je za vzdrZevanje akreditacije potrebnega veliko dela in
predanosti. Pridobitev akreditacije JACIE je vsekakor dobra popotnica za prihodnost, ker je JACIE
v dolocenih drzavah EU Ze zakonsko obvezna, prav tako pa jo dolo¢ene klini¢ne Studije zahtevajo
kot pogoj za sodelovanje. To se predvsem nanasa na Studije, ki se ukvarjajo z naprednimi celi¢nimi
terapijami, kjer se zahteva visok nivo kvalitete produkta, sledljivosti ter klini¢ne obravnave bolnika
po aplikaciji celicnega pripravka.

Veliko zadovoljstvo nam predstavlja dejstvo, da je nase delo po mednarodnih merilih prepoznano
kot odlicno ter da se lahko postavimo ob bok najboljSim centrom v Evropi, ki izvajajo afereze in
procesiranje celic.

Viri

1. JA Snowden, E McGrath, RF Duarte, R Saccardi, K Orchard, N Worel et. al. JACIE
accreditation for blood and marrow transplantation: past, present and future directions of
an international model for healthcare quality improvement. Bone Marrow Transplant. 2017;
52:1367-1371.

2. S Marmor, JW Begun, J Abraham, BA Virnig. The impact of center accreditation on
hematopoietic cell transplantation (HCT). Bone Marrow Transplant. 2015; 50:87-94.

3. Magri, M., Martin, R.E. (2021). The Accreditation Process. In: Aljurf, M., Snowden, J.A.,
Hayden, P., Orchard, K.H., McGrath, E. (eds) Quality Management and Accreditation in
Hematopoietic Stem Cell Transplantation and Cellular Therapy. Springer, Cham.
https://doi.org/10.1007/978-3-030-64492-5 14
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Register darovalcev granulocitov

Katja Petrusa
Zavod Republike Slovenije za transfuzijsko medicino

katja.petrusa@ztm.si

Transfuzije granulocitnih pripravkov so v uporabi za zdravljenje in preprecevanje Zivljenje
ogrozujoCih okuzb pri nevtropeni¢nih pacientih Ze vec¢ kot 40 let, kljub stalno prisotnim
pomislekom glede njihove ucinkovitosti. Indikacije za zdravljenje s transfuzijami granulocitnih
pripravkov so lahko terapevtske ali profilakticne. Terapevtske transfuzije so indicirane pri
zdravljenju okuZb bolnikov s hudo nevtropenijo (<0,5 x10%/1), ki se ne odzivajo na protimikrobna
zdravila, profilakti¢ne transfuzije pa so indicirane za sekundarno profilakso pri bolnikih, ki so imeli
hude bakterijske ali glivicne okuzbe in potrebujejo nadaljevanje citostatskega zdravljenja oz.
presaditev krvotvornih maticnih celic.

Zdravljenje s pripravki granulocitov izvajajo hematologi ali specialisti druge stroke v sodelovanju
s hematologi. Zbiranje granulocitov izvajamo le na Zavodu Republike Slovenije za transfuzijsko
medicino, pri iskanju primernih darovalcev pa sodelujejo vse transfuzijske ustanove Sirom
Slovenije. Za darovanje granulocitov so primerne zdrave osebe, stare od 18 do 65 let, ki
izpolnjujejo sploSna merila za darovanje krvi in krvnih komponent. Pri pregledu darovalcev
moramo biti posebej pozorni na morebitna zdravstvena stanja, ki predstavljajo kontraindikacijo
za prejem zdravil, ki jih darovalci kot stimulacijo prejmejo dan pred samim odvzemom. Izbrane
darovalce v predpisanem obsegu testiramo na prisotnost oznacevalcev bolezni, ki se prenasajo s
krvjo (hepatitis B, hepatitis C, sifilis, HIV). Glede na »citomegalovirusni (CMV) status« bolnika,
lahko vse darovalce dodatno testiramo tudi na CMV in zagotovimo ustrezne granulocitne
pripravke. Zaradi sorazmerno visokega deleZa eritrocitov v granulocitnih pripravkih morajo biti
darovalci ABO in RhD skladni s prejemnikom, pred izdajo pripravka pa je potrebno opraviti tudi
navzkrizni preizkus. Pred izbiro darovalce vedno informiramo o vseh vidikih darovanja
granulocitov in moznih zapletih. Pred postopkom mora vsak darovalec podpisati izjavo o
poucenosti in pristanek na odvzem.

V literaturi je moc zaslediti, da se prakse glede nacina priprave granulocitnih pripravkov in izbire
dajalcev med drzavami, ponekod pa tudi znotraj iste drzave, razlikujejo. Vecina raziskav si je
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enotna, da je ucinek transfuzije granulocitov pogojen s prejeto dozo granulocitov. Granulocitne
pripravke lahko pridobimo na 2 nacina, in sicer z zlitjem levkocitno-trombocitne plasti, t.i. buffy
coatov, pripravljenih iz polne krvi ve¢ darovalcev iste krvne skupine ali z afereznim postopkom iz
krvi enega dajalca. Za ucinkovitejSe zbiranje granulocitov s postopkom afereze je potrebno
darovalca stimulirati z zdravili, kortikosteroidi in/ali granulocitne kolonije stimulirajo¢im
faktorjem (G-CSF), s cCimer vplivamo na dozorevanje ter izplavljanje granulocitov iz zalog v
kostnem mozgu v periferno kri, v krvnem obtoku pa na prehod granulocitov iz marginalnega poola
v centralni. Zaradi boljSega izkoristka zbiranja je potrebno med afereznim postopkom uporabljati
sedimentirajo¢e sredstvo, ki vpliva na boljSe loCevanje plasti nevtrofilnih granulocitov od
eritrocitov. Z granuloferezo stimuliranih darovalcev zberemo pripravke granulocitov, ki imajo v
primerjavi z drugimi nacini priprave najvec nevtrofilnih granulocitov z najmanjSim volumnom in
Stevilom preostalih krvnih celic, zato se za ta nacin zbiranja odlo¢amo tudi pri nas. Pripravke
granulocitov je priporocljivo transfundirati ¢im hitreje po postopku zbiranja, shranjevanje pa je
omejeno na najve¢ 24 ur od odvzema na sobni temperaturi (22+/- 2 st. C) brez nenehnega
mesanja. Neposredno pred izdajo je potrebno granulocitni pripravek obsevati, ker so v zbranem
pripravku viabilni limfociti, ki lahko povzrodijo s transfuzijo povezano reakcijo presadka proti
gostitelju.

Na Zavodu Republike Slovenije za transfuzijsko medicino iskanje moZnih darovalcev granulocitov
poteka preko vnaprej doloc¢enega koordinatorja, ki je najpogosteje pacientov sorodnik ali dobri
znanec. Le-ta skrbi za zadostno Stevilo razpoloZljivih darovalcev, dostavo zdravil za stimulacijo
darovalca pred odvzemom in pomaga pri koordinaciji in komunikaciji z darovalci. Potencialni
darovalci, ki jih poiS¢e koordinator, se za prvi pregled in oceno primernosti za darovanje
granulocitov po predhodnem dogovoru zglasijo v za njih najbliZji transfuzijski ustanovi. Vecer pred
odvzemom darovalec prejme G-CSF (480 mcg sc.) in tableto metilprednizolona (48 mg) zaradi
boljSega izplena zbiranja. Zdravila za stimulacijo darovalcu priskrbi koordinator, ki le-ta prejme na
Klinicnem oddelku za hematologijo Univerzitetnega klini¢cnega centra Ljubljana. Transfuziolog se
za aplikacijo G-CSF dogovori z osebjem v za darovalca najblizji zdravstveni ustanovi. Odvzem
granulocitov izvedemo z afereznim postopkom. Med granuloferezo odvzeti krvi dodajamo
sedimentacijsko sredstvo - hidroksietilni skrob (HES). Med darovanjem granulocitov lahko
nastanejo neZeleni ucinki, ki so povezani z dajanjem zdravil ali s samim afereznim postopkom,
vendar so praviloma blagi in darovalcev navadno ne odvrnejo od ponovnih darovanij. Isti darovalec
lahko daruje granulocite do trikrat v presledku 5 do 10 dni med posameznima postopkoma.
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Vloga koordinatorja prinasa veliko breme in odgovornost in je za marsikaterega svojca v Ze tako
stresni situaciji zelo zahtevna. Veliko ljudi ima z iskanjem primernih darovalcev teZave, nekateri
pa imajo tezave bolj z obvladovanjem prevelikega Stevila ljudi, ki bi radi priskocili na pomoc.
Koordinacija in Stevilna usklajevanja predstavljajo svojevrsten izziv tudi za nas. Praviloma je
pregledov potencialnih darovalcev, ki terjajo ¢as in so nenazadnje povezani tudi s stroski, veliko
veC kot je dejansko primernih kandidatov za darovanje granulocitov. V izogib zgoraj opisanim
tezavam v prihodnosti nadrtujemo vzpostavitev registra darovalcev granulocitov. Vanj bi po
predhodni seznanitvi z darovanjem granulocitov in podpisani privolitvi vkljucili krvodajalce, ki so
v preteklosti vsaj dvakrat uspesno darovali polno kri, trombocite ali plazmo. V register bi vkljucili
omejeno Stevilo krvodajalcev vseh krvnih skupin ABO in RhD in ga sproti posodabljali oz.
dopolnjevali. Ob izkazani indikaciji za prejemanje transfuzij granulocitov bi na tak nacin lahko
hitreje vzpostavili in organizirali zbiranje granulocitov, hkrati pa razbremenili svojce pacientov.
Register darovalcev granulocitov bi pomenil velik kakovostni in logisti¢ni preskok na podrocju
zdravljenja Zivljenje ogrozujocih okuzb ob hudi nevtropeniji.

Viri

1. Cukjati M, Domanovic D, Zver S. Pripravki granulocitov in priporocila za njihovo uporabo.
Zdrav. Vestn. 2011;80(6):439-50.

2. Morton S, Stanworth S, Lozano M, Harrison SJ, Hong FS, Dennington P, et al. Vox Sanguinis
International Forum on provision of granulocytes for transfusion and their clinical use. Vox
Sang. 2017;112(7):48-68.

3. Gea Banacloche. Granulocyte transfusions: a concise review for practitioners. Cytotherapy.
2017;19(11): 1256-69.

4. Axdorph N, Sollen Nilsson A, Lundahl J. Eighteen years experience of granulocyte donations-
acceptable donor safety? J Clin Apher. 2015;30(5):265-72.

211



SISTEM KAKOVOSTI (ZTMS)

Sistem vodenja kakovosti na Zavodu RS za transfuzijsko medicino

Apolonija Uran

Zavod Republike Slovenije za transfuzijsko medicino

apolonija.uran@ztm.si

Zavod RS za transfuzijsko medicino (ZTM) je javni zdravstveni zavod, ki opravlja dejavnosti

preskrbe s krvjo, preskrbe s tkivi in celicami, diagnosti¢no dejavnost ter preskrbo z zdravili iz krvi.

Izvajanje razli¢nih dejavnosti je podvrZzeno zahtevam razlicne zakonodaje in podzakonskih aktov.

Skupna zahteva vseh je zahteva po vzpostavljenem in vzdrzevanem sistemu vodenja kakovosti

(SVK):

Zakoni in podzakonski akti

Zahteva

Zakon o preskrbi s krvjo (Ur.l. RS 104/06) in
Pravilnik o standardih in tehni¢nih zahtevah
sistema kakovosti za transfuzijsko dejavnost
(Ur.l. RS 09/07)

¢len IV. Transfuzijski zavod ali transfuzijski
center vzpostavi in vzdrzuje sistem kakovosti,
ki temelji na nacelih dobrih praks

Pravilnik o pogojih, ki ga morajo izpolnjevati
laboratoriji za izvajanje preiskav na podrocju
laboratorijske medicine (Ur.l.RS 64/04)

¢len 7. Medicinski laboratorij mora vzpostaviti
in vzdrZevati sistem zagotavljanja kakovosti,...

Zakon o kakovosti in varnosti ¢loveskih tkiv in

celic, namenjenih za zdravljenje (Ur.LRS

61/07)

¢len 21. Ustanova za tkiva in celice ima in
posodablja sistem kakovosti, ki temelji na
nacelih dobrih praks.

Zakon o zdravilih (Ur..LRS 17/14, 66/19) in
podzakonski akti

¢len 6. Dobra proizvodna praksa je sistem
kakovosti, ki zagotavlja dosledno proizvodnjo
in kontrolo zdravil in ucinkovin v skladu s
standardi kakovosti....

Dobra
kakovosti, ki

distribucijska praksa je sistem
se nanasa na organizacijo,

izvajanje in nadzor shranjevanja izdelkov....
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Zahtevo po vzpostavljenem SVK prinasa tudi nov predlog Uredbe evropskega parlamenta in sveta
o standardih kakovosti in varnosti za snovi ¢loveskega izvora (SCl), namenjene za uporabo na
ljudeh, ter o razveljavitvi direktiv 2002/98/ES in 2004/23/ES (¢len 50. Sistem vodenja kakovosti (
Ustanove za SCI vzpostavijo, vzdriujejo in po potrebi posodabljajo SVK...)). Tudi Nacionalna
strategija kakovosti in varnosti v zdravstvu (2023-2031) doloca zahteve in aktivnosti v zvezi s
kakovostjo in varnostjo v zdravstvu.

Sistem pomeni skupino medsebojno odvisnih procesov in ljudi, ki skupaj opravljajo skupno nalogo.
SVK pa je formaliziran sistem, s katerim se dokumentirajo struktura, odgovornosti in postopki,
potrebni za zagotovitev ucinkovitega vodenja kakovosti.

Nacela vodenja kakovosti so osredotoCenost na odjemalce, voditeljstvo, angaziranost ljudi,
procesni pristop, izboljSevanje, odlocanje na podlagi dejstev in upravljanje odnosov.

ZTM je Ze leta 2004 vzpostavil SVK v skladu z zahtevami standarda 1SO 9001. Glavno vlogo pri
vzpostavitvi SVK je imela Sluzba vodenja sistema kakovosti. Seveda pa brez podpore takratnega
vodstva ter z njegovo zavezanostjo in razumevanjem kakovosti, cilja ne bi dosegli. Odlocitev, da
se v SVK vkljuci celoten ZTM, je bila pravilna. Nas prvi korak pri uvajanju SVK je bilo izobrazevanje
in usposabljanje vseh zaposlenih s podrocja SVK, kajti bistveno je, da sistem razumejo, sprejmejo
in v njem sodelujejo vsi zaposleni. Na vsakem oddelku/centru smo imenovali osebe-zastopnike za
kakovost, ki so odgovorni za vsakodnevno izvajanje nalog s podrocja SVK. Za njih smo organizirali
posebne delavnice, na katerih smo jim predstavili dokumentacijo SVK in postopke kvalifikacije
opreme. Sami so morali pripraviti navodilo za pripravo turske kave. To je bil na$ prvi primer
standardnega operativnega postopka (SOP).

Sledila je priprava obsirne dokumentacije SVK (Poslovnik kakovosti, SOP-ji, obrazci) ter vpeljava
organizacijskih postopkov za pritoZzbe, neskladnosti, izvajanje vodstvenega pregleda, notranje
presoje, kvalifikacijo opreme ter validacijo procesa.

Podrocje SVK smo vkljucili v uvajalne programe za novo zaposlene in v programe izobrazevanj, ki
jih izvajamo na ZTM za zunanje udeleZence.

SVK zahteva aktivno vklju¢enost vodstva. Vodstvo je tisto, ki zagotavlja razpoloZljivost virov, doloci
politiko kakovosti in cilje kakovosti, ki morajo biti usklajeni s strategijo, spodbuja izboljSevanje ter
izvaja redne vodstvene preglede. Vodstvo ZTM izvaja redne letne preglede, na katerih ocenimo
ustreznost in uspesnost SVK ter podamo moznosti za izboljSave.

Z zastopniki za kakovost, katerih Stevilo je v teh letih naraslo na 24, se redno sestajamo in
predajamo novosti, prav tako se sestajamo tudi z nosilci procesov in vodstvom. Nenehno
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izobraZevanje je pomemben del vzdrzevanja SVK. Vsak zaposleniigra pomembno vlogo pri razvoju
in vzdrzevanju sistema.

SVK izboljSujemo tudi s spremljanjem zadovoljstva odjemalcev (ankete), z belezenjem in
obravnavo njihovih pritozb, z merjenjem procesov in belezenjem neskladnosti. Pobude za
izboljsave SVK so dobrodosle tudi s strani zaposlenih.

Dokumentacija SVK je Ze od leta 2010 racunalnisko obvladovana, in sicer v aplikaciji Bussines
Connect. V sistemu je trenutno 3152 dokumentov. Aplikacija omogoca tudi vnos in obravnavo
neskladnosti, nadzor nad izvajanjem zunanjih in notranjih presoj ter ukrepov, podpira izvajanje
vodstvenega pregleda, kvalifikacijo opreme in validacijo procesa. V primeru uvajanja novih
informacijskih resitev pa imamo moznost vnosa protokola validacije informacijske resitve ter
zakljuckov.

Po pridobljenem certifikatu ISO 9001, smo zaceli opazati, da je vzdrZevanje le tega teZje kot sama
pridobitev. Zaznavali smo, da pada elan in motiviranost zaposlenih in da ni pravega casa za
izvajanje aktivnosti s podrocja SVK, povecevala se je tudi obremenjenost zastopnikov za kakovost.
Tudi sami zaposleni, ki smo jih ob 10. obletnici certifikata zaprosili za mnenja in komentarje, so to
potrdili:

e »SVK je povecal obseg nasega dela, je pa pozitivno vplival na kvaliteto nasega dela.
Pripomogel je k boljsi standardizaciji postopkov in boljsi sledljivosti.«

e »Nimam razporejenega ¢asa za vzpostavljanje sistema kakovosti, le to moram opraviti
med opravljanjem rutinskega dela, za to je to velikokrat stresno.«

e » Sistem je dobro zaZivel, vendar je opaziti zamiranje in zmanjsevanje tolerance. Potrebna
je oZivitev in dodatna motivacija zaposlenih.«

Podobne komentarje bi dobili tudi danes po 20 letih vzdrZevanja sistema.

Kljub manjsi motiviranosti za izvajanje aktivnosti, pogostim menjavam vodstva in drugim oviram,
Se vedno uspesno vzdrZzujemo certifikat 1ISO 9001. SIQ nas je na zadnji obnovitveni presoji pohvalil
in v poroCilu zapisal« Sistem vodenja je zrel. Zavedanje zaposlenih o pomenu kakovosti in odli¢nosti
storitev je na visoki ravni. » Kar kaZe na to, da SVK Zivi v nas zaposlenih in da smo ga sprejeli kot
del nasega dela. Po anketi SiOK Merjenje organizacijske klime in zadovoljstva zaposlenih, se odnos
do kakovost v zadnjih treh letih ni bistveno spremenil:
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Postavka 2020 2021 | 2022

Odnos do kakovosti 3,75 3,68 3,76

Zaposleni se cutimo | 4,08 4,11 4,20
odgovorne za
kakovost nasega dela

SVK smo v zadnjih letih nadgradili in dopolnili z zahtevami drugih mednarodnih standardov in
akreditacij na podrocju medicinskih laboratorijev (ISO 15189) in na podrocje tkiv in celic (JACIE-
Joint Accreditation Committee). SVK smo povezali v enovit integriran sistem, ki je kot konglomerat
sestavljen iz zahtev razlicne zakonodaje in standardov. Vsako novo zahtevo vpeljujemo na nacin,
da ohranjamo celovitost sistema. Sistem nam omogoca preglednejse, enostavnejse in skladnejse
delovanje. Nenehno se izboljSujemo, manj je podvojenih aktivnosti, presoje so celovitejSe, poraba
virov pa optimalnejSa. Na ta nacin se razvijamo v odli¢no organizacijo.
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Neskladnosti na Zavodu RS za transfuzijsko medicino

Maja Grahek
Zavod Republike Slovenije za transfuzijsko medicino

maja.grahek@ztm.si

Kaj je neskladje? Neskladje je vsakr$no odstopanje od standarda, zakonodaje oz. dogovorjenega
postopka dela. Kako Se drugace poimenujemo neskladje? Ponekod lahko zasledimo tudiizraze kot
so odklon, napaka, deviacija, neustreznost ipd..

Sistem beleZenja in poroc¢anja o neskladjih je element sistema vodenja kakovosti, ki omogoca
odkrivanje kriti¢nih tock v procesu, zato je pomembno, da se odkrijejo, prepoznajo in analizirajo
z namenom preprecitve napak in izboljSanjem postopka ali sistema vodenja kakovosti, nikakor pa
se z odkrivanjem neskladij ne iS¢e krivca, katerega bi bilo potrebno kaznovati.

Ce se zaposleni in nadrejeni tega ne zavedajo, bodo napako lahko prikrili, saj je v ¢loveski naravi,
da za storjeno napako pride posledica tj. kazen. Pri neskladjih pa posledica ne sme biti kazen,
ampak odprava vzroka za napako. Ob primerni obravnavi in iskanju vzrokov za napake lahko
prepre¢imo ponavljanje oz. pogostost ponavljanja napak, ki bi lahko ogrozila nas konéni produkt.
Zato je lahko misljenje, da se bo ob odkriti napaki kaznovalo domnevnega krivca zelo nevarno
oziroma celo skodljivo.

Obravnavanje odkritih neskladij na oddel¢nih sestankih je lahko v poduk tudi ostalim zaposlenim,
saj so bistvo sistema vodenja kakovosti ravno zaposleni, ki s svojim delom prispevajo k vzdrZzevanju
le tega.

Na Zavodu RS za transfuzijsko medicino (ZTM) Ze od leta 2005 neskladja obravnavamo po
organizacijskem postopku OP-08 BeleZenje neskladnosti. Postopek obravnava vodenje
neskladnosti od njihove zaznave, beleZenja, porocanja in korektivnih ukrepov.

Ugotovljeno neskladnost zabeleZi osebje, ki je neskladnost ugotovilo, in sicer v obrazec OP-08
Priloga 2 BeleZenje, porocanje in odprava neskladnosti. Po ugotovitvi neskladnosti sledi
neposredna korekcija neskladnosti, Ce je le mogoca.

Nosilec procesa, Ce je potrebno za reSevanje neskladja, doloci odgovorno osebo zaizvedbo in nato
na podlagi ugotovljenega vzroka predlaga in uvede korektivne ukrepe, ki se zapisejo na obrazec.
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Nosilec procesa lahko neskladje zaklju¢i sam ali pa so za razreSitev slednjega potrebni ukrepi s
strani drugih nosilcev druge organizacijske enote.

Pred zakljuckom neskladja s strani nosilca procesa oz. odgovorne osebe je potrebna Se opredelitev
ali je imelo neskladje (medicinske) posledice za pacienta, zaposlene in javno zdravje, saj je bila to
zahteva zunanje presoje po standardu ISO 15189.

Vsa neskladja morajo biti vnesena v aplikacijo BusinessConnect (BC). Vnesejo se lahko sproti ali
naknadno, ¢e osebje, ki je odkrilo neskladje, nima dostopa do aplikacije BC. Vnesejo se na nacin,
da zastopnik za kakovost v svoji organizacijski enoti v aplikaciji BC izpolni »masko« za neskladja,
izbere kljuéne podatke o neskladnosti, opredeli datum, ga Sifrira in doda potrebne priponke ter
ga posreduje nosilcu svoje organizacijske enote. Nosilec nato svoje ugotovitve in morebitne
korektivne ukrepe vpisuje v wordov dokument. Neskladje je potrebno obravnavati, ko se zgodi in
ne Sele po vnosu v aplikacijo BC.

Zapisi o neskladnostih se shranjujejo v aplikaciji BC (rac¢unalnisko) in so trajno dostopni preko
spletne aplikacije.

Nosilce procesa spodbujamo k uporabi modula Mape KU / PU Vir 2 v BC, ki je namenjen sledenju
korektivnim ukrepom, ki so bili izreceni v primeru vecjega neskladja oz. ponavljajocih se neskladij.

V Sluzbi vodenja sistema kakovosti o belezenju neskladij pripravimo polletno in letno porocilo.

Za Sifriranje neskladij uporabljamo enotni Sifrant zaveden v dokumentu SOP-H.K-01-P01 —
Neskladja Sifrant. Vsako neskladje se Sifrira na dveh nivojih, razen kadar gre za neskladje povezano
z neustreznim ravnanjem s celicami v drugih ustanovah, neustreznim medicinskim pripomockom
ali neskladjem, ki se ga po obstojecem Sifrantu ne da opredeliti in se ga Sifrira kot drugo. Neskladja,
ki so opredeljena kot »transfundirana napacna komponenta, transfundirana komponenta ne
ustreza zahtevam, napacno ravnaje s krvjo izven transfuzijskega centra, skorajSnje napake,
reakcije pri dajalcih, reakcije pri bolnikih, tehni¢ne teZave in transport« je potrebno Se dodatno
Sifrirati na drugem nivoju. Pomembno je, da se 1.nivo in 2.nivo ujemata (npr. nezelen dogodek D,
na 2. nivoju izberes med oznakami skupine D).

Na Zavodu RS za transfuzijsko medicino je bilo v letu 2022 zabeleZenih 643 neskladij. V letu 2022
je bilo najvec neskladij zabeleZenih na podrocju skorajsnjih napak (361), reakcij pri dajalcih (99),
tehnicnih teZav (69), transporta (46) in neskladij, ki se jih po obstojecem Sifranti ne da opredeliti
(36). V letu 2023 bomo spremljali neskladja Sifrirana pod drugo in eventualno v prihodnjem letu
razsirili Sifrant. Pri skorajsnjih napakah izstopajo neskladja, ki so povezana z napac¢no dolocitvijo
orientacijske krvne skupine (191), kjer gre vecino pripisati napacni dolocitvi orientacijske krvne
skupine na klinikah pri izvajanju obposteljnega testa. Veliko je neskladij, vezanih na prejete
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pomanjkljive narocilnice, vzorce ali administrativne napake (87). Tu se beleZijo napake tako s
strani narocnikov kot s strani osebja na ZTM. S strani naroc¢nika smo v letu 2022 8-krat zabelezili
napacno kri v epruveti. Neskladja so bila zabeleZena v Ljubljani (3), Novem mestu (2), Novi Gorici
(2) in v Slovenj Gradcu (1).

Pri tehnicnih teZavah izstopajo neskladja povezana z informacijsko tehnologijo (51), pri neskladjih
povezanih s transportom pa teZzave povezane z registratorji temperature (29). Neskladja Sifrirana
pod drugo so zelo specificna in se redko ponovijo ali sploh ne, zato jih je tezko opredeliti v Sifrantu
neskladij.

Stevilo obravnavanih neskladnosti
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Slika 1: Stevilo obravnavanih neskladnosti na ZTM v zadnjih 10-ih letih (Vir: lasten)

Na sliki 1 je prikazano Stevilo zabeleZenih neskladij v zadnjih 10-ih letih. Leta 2016 je bil nenaden
porast zabeleZenih neskladij zaradi novega Sifranta, ki zajema tudi neskladja povezana s
hemovigilanco. V letih 2020, 2021 in 2022 lahko opazimo manjsi obseg zabeleZenih neskladij, saj
je nase delo krojila epidemija COVID. Predvidevamo, da se bo trend beleZenja neskladij ponovno
pricel povedevati. Stevilo zabelezenih neskladij je povezano z uvajanjem ali opu$¢anjem metod
dela, spremembo Sifranta in drugih dejavnikov, ki vplivajo na proces dela. Letno tako zabelezimo
in obravnavamo priblizno 700 neskladij. Vecje Stevilo neskladnosti ne pomeni, da so zaposleni
nedosledni ali neodgovorni pri svojem delu, ampak da je nas sistem vodenja kakovosti in nase
dojemanje kakovosti dovolj zrelo, da tovrstnih primerov ne »pospravimo pod preprogo«, ampak
jih zabelezimo, spremljamo in se na tak nalin izboljSujemo. O neskladnostih se odkrito
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pogovorimo, jih obravnavamo, podamo korektivne in preventivne ukrepe ter ne kaznujemo
tistega, ki je neskladje odkril.

Hvala vsem, ki dnevno skrbite za neskladja in vzdrZujete sistem vodenja kakovosti!
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Presoje sistema vodenja kakovosti na Zavodu RS za transfuzijsko medicino

Apolonija Uran
Zavod Republike Slovenije za transfuzijsko medicino

apolonija.uran@ztm.si

Uvod

Na Zavodu Republike Slovenije za transfuzijsko medicino (ZTM) imamo Ze od leta 2004
vzpostavljen sistem vodenja kakovosti (SVK) po standardu I1SO 9001, ki predstavlja stratesko
usmeritev ZTM in omogoca kar najboljSe izpolnjevanje osnovnega poslanstva zagotoviti varno,
kakovostno in ucinkovito preskrbo s krvjo, krvnimi komponentami in zdravili iz krvi ter skrbeti za
razvoj transfuzijske in transplantacijske medicine ter naprednega zdravljenja. Sistem vodenja
kakovosti je tako Ze vrsto let podvrzen razlicnim inSpekcijskim nadzorom ter zunanjim in notranjim
presojam.

InSpekcijski nadzor je nadzor nad izvajanjem in spoStovanjem zakonov in drugih predpisov in ga
izvrsujejo inSpektorji kot uradne osebe s posebnimi pooblastili in odgovornostmi.

Presoja je sistemati¢en, neodvisen in dokumentiran proces pridobivanja stvarnih dokazov in
njihovega objektivnega vrednotenja, da se ugotovi, v kolikSnem obsegu so izpolnjeni kriteriji
presoje. Enostavno lahko presoje delimo na notranje ter na zunanje. Notranje presoje izvaja
organizacija sama, zunanje presoje pa izvajajo nadzorstveni organi in druge pooblascene
organizacije ter certifikacijske hise. V prispevku je opisano izvajanje notranjih in zunanjih presoj
sistema vodenja kakovosti na ZTM.

Notranje presoje na ZTM

Notranje presoje se na ZTM izvajajo Ze vse od pridobitve certifikata ISO 9001 in potekajo po
organizacijskem postopku OP-09 Notranje presoje. Postopek opisuje nacine presojanja, zahteve
za notranje presojevalce in aktivnosti ob zaklju¢ku presoje. Namen notranje presoje je ugotoviti,
ali sistem vodenja kakovosti ustreza zakonskim zahtevam in zahtevam standardov ter ali se
ucinkovito izvajajo postavljena notranja pravila in dogovori.

Na ZTM imamo trenutno Sest usposobljenih notranjih presojevalcev. V trilethem obdobju so
pregledani vsi primarni procesi (preskrba s krvjo, diagnosticne storitve, preskrba s celicami in
tkivi) kot tudi podporni procesi (proces kadrovanja, nabave, servisne dejavnosti, ...), ki se izvajajo
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na ZTM in dislociranih enotah Centrih za transfuzijsko dejavnost. Ce je potrebno, izvajamo tudi
izredne notranje presoje kot npr. pred napovedano zunanjo presojo, na zahtevo vodstva, ob
ugotovljeni vecji neskladnosti. Uporabljene metode so razgovor s presojancem, pregled
dokumentacije sistema kakovosti, pregled prostorov in opreme ter pregled ostalih elementov SVK
kot npr. pritozbe, ocena tveganja, neskladnosti, osebje, .... Kriteriji presoje so referencni
dokumenti: 1ISO 9001, I1SO 15189, zahteve JACIE, zahteve EFI, dokumentacija SVK (standardni
operativni postopki, postopki za ravnanje z opremo, zapisi) ter zakonodaja in podzakonski akti.
Med presojo skupaj z nosilcem procesa iS¢emo priloznosti za izboljSave. V letu 2018 smo v IS
Bussines Connect vzpostavili modul Presoje, v katerega vnasamo zaklju¢na porocila presoj, tako
notranjih kot zunanjih, ugotovitve presoj ter njihovo resevanje v obliki korektivnega ukrepa,
korekcije oz. priporocila. Na ta nacin laZje sledimo statusom ukrepov in priporodil (v izvedbi,
izveden, zakljucen-ucinkovit, zaklju¢en-neucinkovit).

Tabela 1: Prikaz Stevila izvedenih notranjih presoj ter stevila izre¢enih ukrepov/priporocil med leti
2004 in 2022 (Vir: lasten)

Stevilo NP Stevilo

Leto (redne in izredne) KU/PU
2004 22 122
2005 16 94
2006* - -
2007 15 94
2008 20 139
2009 18 177
2010 12 108
2011 20 163
2012 22 110
2013 21 127
2014 14 82
2015 16 86
2016 17 113
2017 16 108
2018 13 80
2019 19 56
2020 10 37
2021 17 47
2022 18 27

*V letu 2006 ni bilo NP (porodniska odsotnost)
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NajpogostejSe ugotovljene pomanjkljivosti na notranji presoji predstavljajo nedoslednosti pri
izpolnjevanju razlicnih obrazcev, vpeljava sprememb ne poteka vedno skladno s postopkom,
usposabljanje zaposlenih ni dosledno zabeleZeno, oprema pa je velikokrat pomanjkljivo
obvladovana in manjkajo zapisi.

Zunanje presoje na ZTM

ZTM je podvrzen tudi razliénim inSpekcijskim nadzorom in zunanjim presojam, ki jih izvajajo
razli¢ni nadzorstveni organi kot npr. Javna agencija za zdravila in medicinske pripomocke (JAZMP)
in  Ministrstvo za zdravje (MZ), certifikacijske hise kot npr. Slovenski institut za kakovost in
odli¢nost (SIQ) ter akreditacijski organi Slovenska akreditacija (SA), Joint Accreditation Committee
(JACIE) in European Federation for Immunogenetics (EFI).

JAZMP je leta 2008 zacela s prvimi verifikacijskimi pregledi dejavnosti preskrbe s krvjo in
dejavnosti preskrbe s ¢loveskimi tkivi in celicami ter nam v istem letu izdala prvo dovoljenje za
podrocje dejavnosti preskrbe s krvjo. Leto kasneje smo pridobili dovoljenje za podrocje dejavnosti
preskrbe s tkivi in celicami.

Komisije s strani MZ izvajajo zunanje preglede medicinskih laboratorijev in podeljujejo dovoljenja
za delo za dobo petih let.

V letu 2004 smo pridobili certifikat ISO 9001 s strani SIQ za vzpostavljen sistem vodenja kakovosti,
ki smo ga kasneje integrirali in prepletli z zahtevami drugih mednarodnih standardov in
akreditacij na podrocju medicinskih laboratorijev ( 1ISO 15189), podrocju celic in tkiv (JACIE) ter
tipizacije tkiv (EFI).

Najpogosteje ugotovljene pomanijkljivosti na zunanjih presojah v zadnjih letih se navezujejo na
nepravilno obvladovanje dokumentov kakovosti in odstopanja od dobrih praks, pomanijkljive
zapise ali odsotnost le teh ter na neurejeno pogodbeno razmerje z drugimi izvajalci. Vse
ugotovljene pomanjkljivosti odpravimo v predpisanem roku, saj bi v nasprotnem primeru izgubili
dovoljenje za delo. Ponavadi potekajo inSpekcijski pregledi in zunanje presoje redno letno, lahko
pa je to obdobje tudi daljSe, in sicer dve oz. pet let.
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Tabela 2: Stevilo indpekcijskih nadzorov JAZMP in ugotovljenih pomanjkljivosti v letih od 2010 do
2022 (Vir:lasten)

Stevilo Stevilo pomanijkljivosti
Leto nadzorov — - Priporocila
kriticne  velike  ostale

2010 12 1 122 164 /
2011 5 / 8 62 /
2012 5 / 35 70 4
2013 5 / 89 104 17
2014 5 / 29 8
2015 6 / 9 21
2016 3 / 1 25 3
2017 4 / 6 10 2
2018 5 / 4 50 6
2019 4 / 2 7 /
2020 2 / / 16 2
2021 9 / 11 76 6
2022 3 / 3 16 2
> 68 1 292 638 71

Zakljucek

Vsak inSpekcijski nadzor in zunanja presoja ter Se posebno notranje presoje so orodje za
izboljSanje sistema vodenja kakovosti. InSpektorji so bolj togi in strogi kot zunanji presojevalci.
Vcasih je nevarnost, da se presoja sprevrie v zbirokratizirano evidentiranje dejstev. Presoja
vzpodbuja vodstvo, da pristopi k reSevanju pomanijkljivosti. Preko presoj pridobivamo tudi nove
izkuSnje in znanja.

Pri notranjih presojah skupaj z nosilcem procesa iS¢emo boljSe resitve v procesu in spodbujamo
nosilca po iskanju novih priloZnosti za izboljsave.

Po drugi strani pa so presoje tudi stro$ek, kajti odpravljanje neskladnosti zahteva vire in ¢as. Ce
smo se odlocili, da gremo po poti vzpostavitve in vzdrzevanja SVK, nam presoje ne bi smele
predstavljati bremena temvec le dodano vrednost.
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