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OZADJE

Piki Zuzelk iz reda kozekrilcev (Hymenoptera) so pogosti, a za zdrave
(nealergi¢ne) osebe naceloma niso nevarni. V vecini primerov gre
za lokalne reakcije (bolecina, rde€ina in oteklina omejena na mesto
pika), ki so prehodne (izzvenijo znotraj 24 ur) in so normalna posledica
vazoaktivhega in vnetnega delovanja nekaterih sestavin strupa. Peri
osebah z alergijo za strup kozekrilcev se po ponovnem piku lahko
razvije tezja oblika lokalne reakcije, tj. velika lokalna reakcija (VLR) ali
sistemska alergijska reakcija (SAR) razli¢nih stopenj, lahko tudi Zivljenje
ogrozajoCa anafilaksija. V Severni in Centralni Evropi so alergijske
reakcije (AR) po piku kozekrilcev vecinoma posledica pikov ¢ebel (Apis
Mellifera) in os (Vespula spp.), redkeje papirnih os (Polistes spp.) in
srSena (Vespa spp.).

Cebelarji, njihovi krvni sorodniki in druzinski &lani imajo visoko tveganje
za razvoj alergije za strup koZekrilcev, ker je izpostavljenost in s tem
povezano Stevilo pikov vecja v primerjavi s splodno populacijo. Izsledki
evropskih epidemioloskih raziskav kaZejo, da sta prevalenca za VLR in
SAR pri Eebelarjih znatno visji (VLR: 9 % - 76,5 %; SAR: 4,4 % - 43 %) v
primerjavi s splosno populacijo odraslih (VLR: 2,4 % - 26,4 %; SAR: 0,9
% - 8,9 %). Primeri hudih SAR, vklju¢no z anafilaksijo, so opisani tudi
pri krvnih sorodnikih in druzinskih Clanih Cebelarjev. Najveckrat imajo
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bolniki s SAR po ponovnem piku sicer podobne ali blazje teZave, redkeje
je reakcija hujsa. Ce bolnika pigi ve¢ kozekrilcev v krajsem &asovnem
obdobju (npr. v Easu pregleda Cebeljih druzin) je verjetnost tezje reakcije.
Tisti, ki so SAR preziveli zato Zivijo v nenehnem strahu pred vnovi¢nim
pikom in s tem povezanimi tveganji za neugoden zdravstveni izid,
kar pomembno vpliva na kakovost njihovega Zivljenja. V slovenskem
prostoru je to Se posebej pomembno, saj je ebelarjenje del nase bogate
zgodovine in kulturne dediS€ine. Trenutno je v Sloveniji ve¢ kot 10.000
registriranih Cebelarjev, ki posedujejo vec kot 200.000 Cebeljih druzin.
Po naSem vedenju, podatkov o alergijah za strupe koZekrilcev med
slovensko populacijo ¢ebelarjev, njihovih krvnih sorodnikov in druzinskih
¢lanov ni.

Pri vseh bolnikih z anamnezo SAR (opcijsko tudi pri tistih z anamnezo
VLR) po piku kozekrilca je potrebno izvesti diagnosti¢no testiranje. Pri
tem prihaja v€asih do neujemanja med rezultati diagnosticnih testov
in anamnesti¢nimi podatki, kar otezuje diagnosti¢ni postopek in s tem
pravilno izbiro strupa za bolnika, ki je kandidat za specifi€¢no imunoterapijo
(SIT) s strupi kozekrilcev. Mozni posledici sta tako pre-diagnosticiranje in
s tem povezani visoki stroski zdravljenja ali pod-diagnosticianje in s tem
neustrezno zdravljenje ter tveganje za resno AR po piku kozZekrilca. To
je zlasti pomembno za poklicne ¢ebelarje, ki so za doseganje dohodka
iz naslova Cebelarstva primorani nadaljevati s svojo dejavnostjo kljub
tveganju za ZzZivljenjsko nevarne dogodke v primeru ponovnega pika
koZekrilca.

NAMEN

Razviti napovedni model za opredelitev AR po ponovnem piku pri
Cebelarjih, njihovih krvnih sorodnikih in druzinskih ¢lanih z alergijo za
strup kozekrilcev.



CILJI. 1

Pri opazovanih skupinah (Cebelarji, njihovi krvni sorodniki in druzinski
¢lani z alergijo za strup kozekrilcev) dolociti epidemioloske, klini¢ne in
imunoloske parametre ter odgovor na SIT. 2. Za opazovane skupine
(Cebelarji, njihovi krvni sorodniki in druzinski Clani z alergijo za strup
koZekrilcev) izdelati vpraSalnik in kazalnik izpostavljenosti ter ju uporabiti
kot orodji v diagnosticnemu postopku napovedi AR po ponovnem piku
kozekrilca.

HIPOTEZE. 1

Opazovane skupine (Cebelarji, njihovi krvni sorodniki in druzinski ¢lani
z alergijo za strup kozekrilcev) se statisticno znacilno razlikujejo v
epidemiolo$kih, klini¢nih in imunoloskih parametrih ter v odgovoru na
SIT. 2. Neposredni dejavnik tveganja pri opazovanih skupinah (Eebelariji,
njihovi krvni sorodniki in druzinski ¢lani) napoveduje, da blaga prva SAR
po piku kozekrilca napoveduje blago SAR v primeru ponovnega pika. 3.
Kombinacija dejavnikov tveganja (epidemiolo$ki, klini¢ni in imunoloski)
pri opazovanih skupinah (Cebelarji, njihovi krvni sorodniki in druzinski
¢lani z alergijo za strup kozekrilcev) napoveduje njihovo nagnjenost k
tezki SAR (stopnja llI-IV po Muellerju) v primeru ponovnega pika.

ZASNOVA RAZISKAVE IN METODE

V retrospektivno kohortno raziskavo bomo vklju€ili ¢ebelarje, njihove
krvne sorodnike indruzinske ¢lane zanamnezo alergijske reakcije za strup
kozekrilcev (opazovane skupine), ki so bili obravnavani na Univerzitetni
kliniki Golnik med leti 2005 in 2020, ne glede na to ali so bili zdravljeni
s SIT ali ne. Bolnike (Cebelarje) bomo identificirali iz imunoloske baze
laboratorija za klinicno imunologijo in molekularno genetiko Univerzitetne
klinike Golnik na podlagi vklju€itvenih kriterijev. Z namenom pridobitve
epidemiolo$kih podatkov bomo izdelali vpraSalnik in ga poslali na
naslov bolnikovega stalnega prebivaliS¢a. Iz vrnjenih vpra$alnikov bomo
identificirali bolnikove krvne sorodnike oz. druzinske &lane, jim poslali
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vprasalnik in jih v primeru privolitve v sodelovanje vklju€ili v kon¢&ni
vzorec. Na podlagi dolge ¢asovne vrste epidemioloSkih podatkov bomo
izdelali kazalnik izpostavljenosti, z multivariatno analizo povezanosti med
opazovanim izidom in izpostavljenostjo, standardizirano na potencialne
moteCe dejavnike tveganja, pa ocenili velikost u€inka posameznega
dejavnika. Klinicne in imunoloSke podatke vseh vklju€enih bolnikov
bomo pridobili iz imunoloSke baze laboratorija za klinicno imunologijo in
molekularno genetiko ter bolniSni€nega informacijskega sistema BirPis
Univerzitetne klinike Golnik. Za analizo podatkov bomo uporabili razliéne
statisticne metode, vklju¢no s parametri¢nimiin neparametri¢nimi testi ter
uni- in multivariatnimi analizami in jih analizirali z uporabo statisticnega
programa SPSS verzija 25 ((SPSS Inc., Chicago, lllinois, ZDA). Pri
obdelovaniju in shranjevanju osebnih podatkov bomo upostevali Splosno
uredbo o varstvu podatkov - Uredba (EU) 2016/679. Raziskava je bila
odobrena s strani Komisije Republike Slovenije za medicinsko etiko (St.
0120-423/2020-3, akademska raziskava) (slika 1).
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Slika 1. Prikaz protokola (lasten vir).



PRICAKOVANI REZULTATI
Za opazovane skupine (Eebelarji, njihovi krvni sorodniki in druzinski ¢lani

z alergijo za strup kozekrilcev) pri¢akujemo, da :

[ se statisticno znacilno razlikujejo v epidemioloskih, klini¢nih in
imunoloskih parametrih ter v odgovoru na SIT;

[1 daneposrednidejavnik tveganja napoveduje, da blaga prva SAR
po piku kozekrilca napoveduje blago SAR v primeru ponovnega
pika;

[l kombinacija dejavnikov tveganja (epidemioloski, klini¢ni,
imunoloski in genetski) napoveduje njihovo nagnjenost k tezki
SAR (stopnja llI-IV po Muellerju) v primeru ponovnega pika.

Prav tako pricakujemo, da bosta vprasalnik in kazalnik izpostavljenosti

z vidika dostopnosti, zanesljivosti in predvidene kontinuitete zbiranja

podatkov primerni orodji za opazovanje variabilnosti opazovanega

izida. |z teh razlogov pri¢akujemo, da bomo z napovednim modelom

za opredelitev AR po ponovnem piku izboljsali diagnosti¢ni postopek za
alergijo za strupe kozekrilcev in s tem presojo o uvedbi SIT ter na tak
nacin zmanijSsali pre-oz. pod-diagnosticiranje ter pomembno doprinesli h
kakovosti Zivljenja opazovanih skupin.
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MASTOCITOZA, VIDIK ALERGOLOGA

Mihaela Zidarn
Univerzitetna klinika za plju¢ne bolezni in alergijo Golnik;
Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta

Mastociti so klju¢ne efektorske celice takojSnje IgE posredovane
alergijske reakcije. Aktivacijo mastocitov pa lahko sprozijo Se druga
imunoloska in vnetna stanja. Izraz mastocitoza zajema heterogeno
skupino redkih klonalnih motenj, za katere je znadilna proliferacija
in kopiCanje mastocitov v razlicnih organih. LocCimo indolentne in
napredovale oblike. Pri otrocih je pogostejSa kozna oblika mastocitoze.
Veclina odraslih oseb ima sistemsko mastocitozo, pri kateri so lahko
prisotne koZzne spremembe in je skoraj vedno prizadet kostni mozeg.
Najpogostejsa je indolentna sistemska mastocitoza. Posledica vecjega
Stevila mastocitov ali zniZanega praga za aktivacijo mastocitov je lahko
vecja dovzetnost za anafilaksijo ali pa hujSa klini€na slika. Alergologi se
najpogosteje sreCamo z mastocitozo za katero je znacilna ekspanzija
KIT p.D816V mutiranih klonov mastocitov. Pred kratkim je bila opisana
dedna a-triptazemija, ki je povezana s povecanim tveganjem za aktivacijo
mastocitov. Najvecje tveganje za anafilaksijo in hudo kardiovaskularno
simptomatiko povezano s spro$€anjem mastocitnih mediatorjev imajo
bolniki, ki imajo obe motnji. Opisan je tudi sindrom aktivacije mastocitov
angl. mast cell activation syndrome (MCAS), ki vkljuCuje bolnike z
ponavljajoCimi se epizodami anafilaksije, ali drugih simptomov, ki so
posledica aktivacije mastocitov, vendar ne izpolnjujejo kriterijev za
mastocitozo.

Poleg tipi¢nih koznih sprememb se mastocitoza lahko kaze s srbezem,
urikarijo, angioedemom, rdecico, slabostjo, bruhanjem in osteopeniijo ali
osteoporozo.

Anafilaksija je pogosto je prva manifestacija bolezni, ob tem bolniki
najveckrat nimajo drugih simptomov in znakov bolezni. Pogostnost
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anafilaksije v sploSni populaciji je ocenjena na do 2%. Pri bolnikih z
mastocitozo pa je ocenjena pogostnost med 22 in 49%.

Raziskave s podroc€ja preobcutljivosti za strupe koZekrilcev so pokazale,
da imajo bolniki z anafilaksijo po piku kozekrilca pogosteje mastocitozo.
Najveckrat gre za indolentno sistemsko mastocitozo, podvrsto pri kateri
je prizadet le kostni mozeg brez koznih lezij ali infiltracije drugih organov.
Velja pa tudi obratno, pri bolnikih z mastocitozo so piki kozekrilcev najbolj
pogost sprozilec anafilaksije, redkeje jo sprozijo zdravila in hrana.

Radko pri bolnikih z mastocitno motnjo in anafilaksijo po piku kozekrilca
ne moremo potrditi IgE posredovanje preobcutljiovsti za strup kozZekrilce.
Taksnih bolnikov ne moremo zdraviti z imunoterapijo. Pri vecini bolnikov
pa dokazemo senzibilizacijo. Bolniki za mastocithno motnjo imajo vec
zapletov med izvajanjem imunoterapije, predvsem pri hitrih uvodnih
shemah. Kljub temu je imunoterapija tudi pri teh bolnikih varna in
ucinkovita. Za sploSno populacijo velja, da je imunoterapija ucinkovita
pri 80-95% zdravljenih bolnikov, ¢e traja zdravljenje od 3 do 5 let. Pri
bolnikih z mastocitno motnjo so relapsi pogostejsi, zaradi tega smernice
priporo¢ajo trajno imunoterapijo. Na splosno velja, da bolniki, ki dobro
prenasajo imunoterapijo med in po zdravljenju ne potrebujejo vec
samoinjektorja adrenalina. Bolnikom z mastocitozo pa priporoamo, da
imajo vedno pri sebi dva odmerja adrenalina v samoinjektorju.

Kot presejalni testa za iskanje mastocitoze pri bolnikih z anafilaksijo po
pikih kozekrilcev smo do sedaj uporabljali merjenje bazalne triptaze in
REMA score, ki poleg bazalne triptaze vklju€uje tudi klinicne podatke. Na
moznost mastocitne motnje kaze anafilaksija, ki se zacne zelo kmalu po
piku kozekrilca in poteka s kolapsom ali pomembnim padcem krvnega
tlaka ter brez kozne simptomatike. Nedavna raziskava, ki jo je opravil
Selb s sodelavci, pa je pokazala, da je smiselno presejalno testiranje
z genetsko preiskavo s katero lahko v vzorcu periferne krvi dolo¢imo
mutacijo KIT p.D816V z metodo qPCR. Izkazalo se je, da je vzrok
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poviSane bazalne triptaze pri bolnikih za alergijo za strup kozekrilcev
pogosteje hereditarna o-tryptasemija kot pa mastocitoza. Po drugi
strani pa ima vecina (74%) bolnikov z mutacijo KIT p.D816V normalno
vrednost bazalne triptaze. Prisotnost mutacije je pogosta predvsem pri
osebah s IV. stopnjo sistemske preobcutljivostne reakcije po Mullerjevi
lestvici. Glede na rezultate te raziskave predvidevamo, da bomo v
bodoce kot presejalno preiskavo za motnje mastocitov poleg bazalne
triptaze uporabljali tudi dolo¢anje KIT p.D816V z metodo qPCR. Ni pa
Se jasno, kateri bolniki s pozitivno KIT p.D816V mutacijo potrebujejo tudi
hematoloSko obravnavo, ki vklju€uje biopsijo kostnega mozga. Pri vecini
bolnikov z mastocitozo je bolezen stabilna, le pri majhnem delezu pride
do progresije v bolj napredovalo oblike bolezni, ki lahko povzroc¢i okvaro
organov. Vecina bolnikov ima normalno pri¢akovano Zivljenjsko dobo.
Evropska mreza za mastocitozo angl. European Competence Network
on Mactocytosis (ECNM) je opredelila nekaj prognosti¢nih dejavnikov pri
bolnikih s koZno in razli¢nimi oblikami indolentne mastocitozo, niso pa
jasno opredelili pri katerih bolnikih je potrebna biopsija kostnega mozga.

Bolniki z motnjami v delovanju mastocitov so tudi bolj ogroZeni za
perioperativno in idiopatsko anafilaksijo. Na podrocju mastocitoze in
preobcutljivosti za zdravila je podatkov manj. Priporo¢a se, da se pri
anesteziji ne uporablja zdravil, ki sproZijo sproS¢anje mediatorjev iz
cisatrakurij naj ne bi povzrocali nespecificne aktivacije mastocitov in na
sploSno redkeje povzrocajo anafilaksijo. Namesto morfinov se predlaga
uporabo fentanila in sorodnih zdravil. Mozni sprozilec anafilaksije so
tudi radiokontrastna sredstva. Pomembno je, da je pri vsaki presikavi
z radiokontrastnimi sredstvi prisoten tim, ki lahko prepozna in zdravi
anafilaksijo
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OSTEOPOROZA PRI BOLNIKIH Z MASTOCITOZO

Tomaz Kocjan

Kliniéni oddelek za endokrinologijo, diabetes in bolezni presnove, Interna
klinika, Univerzitetni klini¢ni center Ljubljana

Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta

Mastocitoze so redka skupina bolezni s kopi¢enjem mastocitov v razli¢nih
tkivih. Pri otrocih je najpogostejSa kozna mastocitoza, pri odraslih pa
prevladuje sistemska mastocitoza (SM) s prizadetostjo drugih organov
in tkiv z ali brez prizadetosti koze.

KLINICNE ZNACILNOSTI Z VIDIKA KOSTI

Kostna prizadetost je ena najpogostejSih manifestacij SM pri odraslih.
Bolniki imajo lahko nejasno lokalizirane, vC€asih tudi zelo motece,
boleCine v kosteh, difuzno osteopenijo ali osteoporozo z zlomi zaradi
krhkosti kosti, patoloSke zlome zaradi lokalne osteolize, redkeje difuzno
ali lokalno osteosklerozo. Lokalna osteoliti¢na in osteosklerotiCna Zaris¢a
so v€asih prisotna tudi isto¢asno. To¢na prevalenca osteoporoze pri SM
ni znana, verjetno pa se giblje med 10-15% pri bolnicah in med 30-35%
pri bolnikih. Vecina raziskav potrjuje domnevo, da je nizka mineralna
kostna gostota (MKG) enako pogosta pri SM s kozno prizadetostjo,
kot brez nje. V podskupini bolnikov z indolentno SM brez anafilaksije
pa je verjetno veC osteoporoze. Vse to govori v prid domnevi, da je
lahko osteoporoza edina manifestacija SM, ta pa veckrat ostane skrita.
Incidenca SM pri idiopatski osteoporozi ni znana.

Bolj je prizadeta trabekularna, kot pa kortikalna kost, zato se najpogosteje
pojavljajo (multipli) zlomi vretenc, in sicer tudi v vratnem predelu, kar pri
drugih oblikah osteoporoze niobi¢ajno. V vedji presecni raziskavi je imelo
vsaj en zlom vretenca 20% bolnikov in 14% bolnic s SM. Zlomi vretenc
so tipicno bikonkavne oblike. Redkeje pride do nevreten¢nih zlomov,
vklju€no z zlomi kolka. Prepoznani dejavniki tveganja za zlom pri SM so
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moski spol, visoke vrednosti C-terminalnih telopeptidov kolagena tipa
| (CTX) v serumu, vnos alkohola, visja starost in viSje vrednosti metil-
histamina v urinu. Poroc¢ali so tudi, da imajo bolniki s SM brez pigmentne
urtikarije veCje tveganje za osteoporozne zlome. Vrednost triptaze v
serumu ni zelo uporaben kazalec kostne prizadetosti. Bistveno bolje
napove zlome triptaza v kosthem mozgu. Pri agresivnih oblikah bolezni
z zelo visokimi vrednostmi triptaze v serumu lahko v€asih najdemo
zviSsano MKG in difuzno osteosklerozo. Osteoskleroza je vec€inoma
asimptomatska, morda pa prispeva k hitremu pojavu osteoartritisa.

PATOGENEZA
OsteoporozapriSMvglavnemnenastanezaradilokalneinfiltracijekostnega
mozga z mastociti, pa€ pa zaradi lokalnega spros$€anja najrazlicnejsih
mediatorjev iz njih s posledi¢no pospesdeno kostno razgradnjo. Aktivacija
mastocitov se za¢ne v nekaj sekundah z degranulacijo in sprostitvijo v
celicah shranjenih mediatorjev, kot so histamin, triptaza, proteoglikani in
citokini. Cez nekaj minut sledi izloganje prostaglandinov in levkotrienov,
kasneje pa Se obilno sproS€anje provnetnih citokinov, kot so TNF-alfa,
IL-1 in IL-6, ki spodbujajo osteoklaste. Vsi ti mediatorji nastajajo tudi
kroni¢no brez jasnega sproZilca in pomembno prispevajo k nastanku
osteoporoze. Ta se pojavi predvsem na presnovno aktivnejsi trabekularni
kosti in pri mo3&kih, verjetno zaradi hormonskih vplivov. Klju&ni mediator
je histamin, ki neposredno spodbuja osteoklaste in pre-osteoklaste.
Vpliva tudi na osteoblaste, da izlo¢ajo ve¢ RANKL (ligand za receptor
aktivator jedrnega faktorja k-B) in tako aktivirajo signalno pot RANK/
RANKL, ki je klju€na za razgradnjo kosti.

Spremenjeno kostno prenovo lahko opredelimo z merjenjem
oznaCevalcev kostne prenove v serumu. Kot oznalevalec kostne
razgradnje uporabljamo Ze omenjeni CTX, za opredelitev gradnje kosti
pa kostni izoencim alkalne fosfataze (S-ALP), predvsem pa N-terminal
propeptida prokolagena tip | (PINP). Pomembno je vedeti, da normalne
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vrednosti oznaCevalcev kostne prenove niso zagotovilo, da bolnik s SM
ne bo utrpel zloma vretenca zaradi lokalnega neravnovesja med gradnjo
in razgradnjo kosti, ki ga z laboratorijskimi preiskavami ne zaznamo.

DIAGNOSTIKA

Bolniku z novoodkrito SM izmerimo MKG na ledveni hrbtenici in kolku
z dvoenergijsko rentgensko absorpciometrijo (DXA; angl. dual energy
X-ray absorptiometry). Pri pomenopavznih Zzenskah in moskih nad 50
let diagnozo postavimo s pomocjo T-vrednosti, pri mlajSih pa uporabimo
Z-vrednosti. Obcutljivost in specific(nost DXA za napoved zlomov je
zaradi moznosti lokalne prizadetosti kosti pri SM omejena in priblizno
polovica bolnikov z zlomi ima normalne vrednosti MKG. Ce ugotovimo
osteoporozo, je dobro izkljuditi tudi njene druge sekundarne vzroke z
obiajnimi preiskavami (hemogram, kalcij, fosfat, kreatinin, AF, AST,
ALT, TSH, eventualno proteinogram in celokupni testosteron). Vedno
napravimo izhodno rentgensko slikanje celotne hrbtenice za prikaz
klinicno nemih zlomov vretenc. Ponekod lahko v ta namen uporabimo
kar DXA z ustrezno nadgradnjo. Veclina ekspertov priporo¢a tudi
rutinsko doloCanje oznacevalcev kostne prenove. Visoke vrednosti CTX
ob odkritju SM namre¢ negativno korelirajo s spremembami MKG v
naslednjih nekaj letih. Znatno zviSane vrednosti oznacevalcev so lahko
pokazatelj pomembne kostne prizadetosti v sklopu SM. Scintigrafija
skeleta prikaZe asimptomatska lokalna Zari§€a v kosteh, ki jih dodatno
opredeli usmerjeno rentgensko slikanje. Razmik med kontrolnimi DXA
prilagodimo bolniku, nacelno pa velja, da pri osteoporozi preiskavo
ponavljamo na eno do dve leti, pri osteopeniji pa na dve do tri.

ZDRAVLJENJE

Nefarmakoloski ukrepi za za&€ito kosti vkljuCujejo zdrav Zivljenjski
slog brez pretiranega vnosa alkohola in kajenja, prehrano, bogato s
kalcijem in beljakovinami, ter redno telesno vadbo. Zenskam nad 50 let,
in moskim nad 70 let, priporoCamo uzivanje 1200 mg kalcija dnevno,
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mlajSim pa 1000 mg dnevno. Najbolje je, da predpisano dnevno koli¢ino
kalcija zauzijejo s hrano, dodatki so rezervna moznost. Pri bolnikih s SM
so dokazali visoko prevalenco pomanjkanja vitamina D, zato svetujemo
dodajanje. Pri tem smo Se posebej dosledni, ¢e se bolniki ze zdravijo z
zdravili za osteoporozo . V prvem mesecu zdravljenja zapolnimo zaloge
vitamina D s holekalciferolom (vitamin D3) v odmerku 2.000 E (50 ug)
dnevno ali 14.000 E tedensko (Plivit D3 10 kapljic dnevno oziroma
70 kapljic enkrat tedensko ali Oleovit D3 v polovicnem odmerku).
Nadaljujemo z vzdrzevalnim odmerkom holekalciferola 800-1.000 E
dnevno ali 5.600-7.000 E tedensko. Dvakrat ali trikrat vecje vzdrzevalne
dnevne odmerke vitamina D potrebujejo vsi z indeksom telesne mase
(ITM) nad 30 kg/m? in bolniki, ki jemljejo antiepileptike, glukokortikoide
ali zdravila proti HIV.

Glavni mehanizem kostne prizadetosti pri SM je relativna ali absolutna
prevlada kostne razgradnje, zato za zdravljenje v prvi vrsti uporabljamo
zaviralce kostne razgradnje, predvsem bisfosfonate. Z denosumabom
je zaenkrat v tej populaciji le malo klini¢nih izku$enj, Ceprav je zaradi
direktne zavore sistema RANK/RANKL vsaj teoreticno odli¢na
izbira. Raziskave zaenkrat niso potrdile, da bisfosfonati pri bolnikih s
SM zmanjSajo tveganje za zlome, dokazano pa izboljSajo MKG in
normalizirajo oznaCevalce kostne prenove v serumu. Znacilne difuzne
boleCine v kosteh lahko po uvedbi zdravljenja hitro izginejo.

Ce bolniki s SM in osteoporozo $e niso utrpeli zlomov, bisfosfonate
odmerjamo enako, kot pri pomenopavzni osteoporozi. Alendronat in
risedronat sta izklju¢no peroralna bisfosfonata, ibandronat pa lahko
dajemo v obliki enkratmesecne tablete ali injekcije vsake tri mesece.
Ker imajo bolniki s SM pogosto tezave z zgornjimi prebavili, je dobra
izbira zoledronska kislina v odmerku 5 mg, Ki jo apliciramo v obliki kratke
infuzije enkrat letno. Ce gre za bolj agresivno SM z zlomi, interval med
aplikacijami skrajSamo in dajemo 4 mg i.v. vsake 4 tedne, podobno kot
pri plazmocitomu. V takih primerih je smiselno dodati Se interferon a, ki
ima sinergistine ucinke z bisfosfonati, ali pa kladribin, ¢e so bolniki na
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interferon refraktarni. Zas¢€itne ucinke na kost pri SM imajo morda tudi

blokatorji receptorjev H1 in H2, medtem ko podatkov o tovrstnem vplivu

zaviralcev tirozinske kinaze $e nimamo.
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MASTOCITOZA: PATOMORFOLOSKA DIAGNOSTIKA

Gorana Gasljevic¢
Oddelek za patologijo, Onkolo$ki inStitut Ljubljana

uvoD

Mastocitoza je klonalna, neoplasti¢na proliferacija mastocitov, ki se
kopiCijo v enem ali ve¢ organskih sistemih. Za bolezen so znadilni
infiltrati atipicnih mastocitov v obliki multifokalnih kompaktnih skupkov ali
kohezivnih agregatov. Bolezen je klini€no heterogena, poteka lahko le s
pojavom koznih sprememb, ki spontano regredirajo do visoko agresivnih
oblik z multiorgansko odpovedjo in slabim prezivetiem. Za potrditev
diagnoze je nujna histopatolodka preiskava.

Razlikujemo vec tipov (variant) mastcitoze, ki jih lo€imo na podlagi
klinicne slike, distribucije sprememb in histopatoloskih preiskav.

Kozna mastocitoza

» Urticaria pigmentosa/makulopapularna kozna mastocitoza

» Difuzna kozna mastocitoza

*  Kozni mastocitom

Sistemska mastocitoza

* Indoletna sistemska mastocitoza* (vkljuéno z mastocitozo v kostnem
mozgu)

+ Tleca sistemska mastocitoza*

» Sistemska mastocitoza povezana z drugo hematolosko neoplazmo*

* Agresivna sistemska mastocitoza*

* Mastocitna levkemija

Mastocitni sarkom

« *Diagnoza teh variant zahteva informacije glede obstoja kriterijev
skupine »B« in »C« (v nadaljevanju teksta) za katere ni nujno, da so
prisotni pri prvotni diagnozi.
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PRIZADETI ORGANI

Pri kozni mastocitozi je mastocitni infiltrat omejen na kozo, pri sistemskih
oblikah bolezni pa je prizadet vsaj en ekstrakutani organ z ali brez
prisotnih koznih lezij. Infiltracija je lahko prisotna v kateremkoli organu,
vendar pogosteje v vranici, bezgavkah, jetrih in sluznici prebavnega
trakta. Priblizno 80% pacientov z mastocitozo ima prizadeto kozZo. Pri
sistemski mastocitozi je prakticno vedno prizadet kostni mozeg, zato
so morfoloSke in molekularne preiskave kostnega mozga pri odraslih
pacientih nujne za potrditev oz. izklju€itev diagnoze. Redko bolezen
poteka kot mastocitna levkemija, kjer v periferni krvi najdemo veliko
koli€ino cirkulirajo€ih atipi€nih mastocitov.

HISTOPATOLOSKA DIAGNOZA

Normalni mastociti so celice z okroglim do ovalnim jedrom, kondenziranim
kromatinom, brez nukleolov in z obilno citoplazmo polno metakromati¢nih
granul, dobro vidnih predvsem v barvanjih po Giemsi, s toluidinskim
modrilom ali po Romanowskem. V H&E barvanju so granule komaj
vidne. Mastociti so pozitvni na citokemi¢no barvanje na naftol kloracetat
esterazo, ne izrazajo pa mieloperoksidaze. Imunohistokemicne
preiskave olajSajo prepoznavo mastocitov, Se posebej v primerih, ko so
izrazito hipogranulirani . Prav tako olajSajo najdbo manjsSih kompaktnih
agregatov, ki jih v histokemi¢nih barvanjih lahko spregledamo in
omogocijo prepoznavo neoplastiCnih mastocitov (aberantna ekspresija
CD25 in/ali CD2). Normalni/reaktivni in neoplasti¢ni mastociti izrazajo
KIT (CD117) in vec€ina tudi triptazo (pri priblizno 1-5% pacientov je lahko
triptaza negativna).

Za diagnozo mastocitoze morajo v biopsiji biti prisotni kohezivni
agregati ali strnjeni skupki mastocitov. Difuzni, razrahljani intersticijski
infiltrati niso patognomonicni, saj se lahko pojavijo tudi pri reaktivni
hiperplaziji mastocitov. Pri mastocitozah so mastociti praviloma atipi¢ni
(vretenastoceli¢ni, s hipogranulirano citoplazmo). Pri visoko-malignih
mastocitozah so citoloSke atipije izrazitejSe, lahko se pojavjo celice z
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bilobiranim ali multilobuliranim jedrom (promastociti) ali metakromati¢ni
blasti, znacilni za mastocitno levkemijo. Le pri redkih bolnikih s sistemsko
mastocitozo so mastociti dobro diferencirani, brez atipij in brez aberantne
ekspresije CD25.

Mastociti lahko aberantno izrazajo Stevilne hematopoetske antigene
(mielomonocitne, limfoidne, dendritiCne, histiocitne...), zaradi Cesar lahko
mastocitozo zamenjamo za katero drugo hematopoetsko neoplazmo. Pri
manjSem delezu mastocitoz mastociti izrazajo CD30, kar pri agresivnih
oblikah bolezni omogoc¢a zdravljenje z anti-CD30 protitelesi.

KOZNA MASTOCITOZA
Diagnosti¢ni kriteriji:
1. Kozne lezije s tipitno klini€no sliko urtikarije pigmentose/

makulopapularne  kutane  mastocitoze, difuzne kutane
mastocitoze ali solitarnega mastocitoma

2. HistoloSko potrjeni gosti infiltrati (fokalni/multifokalni ali difuzni) v
reprezentativnem odvzemku koze

3. Odsotnost kriterijev za sistemsko mastocitozo.

Histopatoloski pregled koZe v urtikariji pigmentozi tipiéno pokaZze
agregate vretenastoceliCnih mastocitov, ki izpolnjujejo papilarni dermis
in se v skupkih razsirjajo v retikularni dermis, pogosto periadneksalno in
perivaskularno. Pri odraslih je koli€¢ina mastocitov v infiltratih praviloma
manjsa kot pri otrocih, podobna kot v reaktivnih hiperplazijah pri vnetnih
dermatozah. Za potrditev diagnoze so zato v€asih potrebne veckratne
biopsije z imunohistokemi¢no analizo. V difuzni kozni mastocitozi, ki
se pojavlja izkljuéno pri otrocih, v biopsiji obi¢ajno najdemo pasaste
infiltrate mastocitov v papilarnem in retikularnem dermisu. Pri koZnem
mastocitomu, ki se prav tako pojavlja izklju¢no pri otrocih, je prisoten
gost infiltrat mastocitov zrelega videza, ki se lahko S$iri tudi v podkozno
mascevije. Citoloskih atipij niin to je glavni kriterij, ki omogoca razlikovanje
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med koznim mastocitomom in zelo redkim koZznim mastocitnim sarkomom

SISTEMSKA MASTOCITOZA
Diagnozo sistemske mastocitoze lahko postavimo, ko sta izpolnjena
major kriterij in vsaj 1 minor kriterij ali 23 minor kriteriji.

Major kriterij:
Multifokalni gosti infiltrati mastocitov (215 mastocitov v agregatih) v
kostnem mozgu in/ali drugih ekstrakutanih organih.

Minor kriteriji:
1. V biopsiji kostnega mozga ali drugega ekstrakutanega organa:

>25% mastocitov v infiltratih je vretenastoceli¢nih (atipicnih) ali

>25% mastocitov v aspiratu kostnega mozga je nezrelih ali
atipi¢nih

2. potriena KIT mutacija kodona 816 (KIT D816V)v kostnem mozgu,
periferni krvi ali drugem

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

4. Serumska triptaza >20 ng/mL razen v primerih, ko obstaja
pridruzena mieloi¢na neoplazma (v teh primerih parameter ni
veljaven).

Dodatni kriteriji potrebni za opredelitev rali¢nih variant sistemske
mastocitoze:

B (»Burden of disease«) najdb:
1. Veliko mastocitno breme (dolo€eno na biopsiji kostnega mozga):
>30% infiltracija z mastociti in serumska triptaza >200 ng/mL
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2.

Znaki displazije ali mieloproliferacije v ne-mastocitnih celicah
vendar brez dosezenih kriterijev za diagnozo pridruzene
hematoloSke neoplazme, brez vedjih odstopanj v KKS in DKS

Hepatomegalija z ohranjeno jetrno funkcijo, palpabilna
splenomegalija brez hipersplenizma in/ali limfadenopatija
(klini€no ali z radioloSkimi metodami)

C (»Cytoreduction-requiring«) najdbe:

1.

Disfunkcija kostnega mozga povzro¢ena z mastocitnimi infiltrati,
ki se kaze kot 21 citopenija (Neu <1x10% Hb <100 g/L; Trc
<100x10°)

Palpabilna hepatomegalija z izpadom jetrne funkcije, ascitesom
in/aliprisotno portalno hipertenzijo

Prizadetost skeleta z velikimi osteolitiCnimi lezijami z ali
brez patoloskih fraktur (!!!patoloSke frakture, ki so posledica
osteoporoze ne Stejejo v »C« najdbe)

Palpabilna splenomegalija s hipersplenizmom

Malapsorpcija z izgubo teZe zaradi mastocitnih infiltratov v
prebavnem traktu.

Sistemska mastocitoza se lahko kaze v 6-ih razlicnih kliniénih
variantah. Pri vsaki od njih morajo biti poleg kriterijev za
sistemsko mastocitozo izpolnjeni Se naslednji pogoji:

1.

Indolentna sistemska mastocitoza

Odsotnost najdb »C«

Ni pridruzene hematoloSke neoplazme

Majhno mastocitno breme (low mast cell burden)
Kozne lezije so skoraj vedno prisotne
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2. Mastocitoza kostnega mozga
Isto kot indolentna sistemska mastocitoza s prizadetostjo
kostnega mozga vendar brez kozne prizadetosti

3. Tleca sistemska mastocitoza
Obstoj 22 »B« najdb vendar brez »C« najdb
Ni pridruzene hematoloSke neoplazme
Veliko mastocitno breme (high mast cell burden)
Ni kriterijev za mastocitno levkemijo

4. Sistemska mastocitoza s pridruzeno hematolosko neoplazmo
Obstoj druge hematoloSke neoplazme (MDS, MPN, AML,
limfoma... po kriterijih WHO klasifikacije)

5. Agresivna sistemska mastocitoza
21 »C« najdba
Ni kriterijev za mastocitno levkemijo
Ponavadi ni koznih lezij

6. Mastocitna levkemija
V biopsiji kostnega mozga so prisotni difuzni (ponavadi
gostoceli¢ni) infiltrati z atipi¢nimi, nezrelimi mastociti
V aspiratih kostnega mozga je 220% mastocitov
V klasi¢nih primerih je v periferni krvi 210% mastocitov vendar
so bolj pogoste ti. alevkemi¢ne variante z <10% cirkulirajo¢ih
mastocitov
Ponavadi ni koznih lezij.

Histopatoloski pregled kosthega mozga v sistemski mastocitozi lahko
pokaze obstoj strnjenih, gostih infiltratov zgrajenih iz atipi¢nih mastocitov
(major kriterij), ki jih pogosto spremlja reaktivha limfati¢na populacija
B in T limfocitov. Agregati so lahko intersticijski, peritrabekularni in/ali
perivaskularni. Kompaktni agregati niso nujno prisotni pri vseh pacientih
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pri katerih klini€éno obstaja sum na obstoj mastocitoze. Zato se za potrebe
diagnoze sistemske mastocitoze vpostevajo major in minor Kriteriji.

V agresivni sistemski mastocitozi je delez mastocitov v kostnem mozgu
zviSan vendar <20% celotne nukleirane celi¢ne populacije v kostnem
mozgu. Ce je delez >5%, govorimo o agresivni sistemski mastocitozi
v transformaciji. Pri takih pacientih je pogosta progresija v mastocitno
levkemijo v kateri je v kostnem mozgu >20% atipi¢nih, nezrelih
mastocitov (najpogosteje okroglaste oblike). V mastocitni levkemiji pri
kateri je prognoza slaba, so dokaj pogoste KIT mutacije v nhon-D816V
lokusih (!!!sekvenciranje). V primerih , ko so mastociti bolj zrelega videza
in ni  »C« najdb (indikativne za hipofunkcijo posameznih organov),
govorimo o kroni¢ni mastocitni levkemiji.

Mastocitni sarkom je izrazito redek. Gre za lokalno destruktivhen
tumor zgrajen iz zelo atipi¢nih celic ¢&igar narava se pokaze Sele z
imunohistokemicnimi barvaniji. Najpogosteje so opisani v grlu, debelem
Crevesu, meningah, kosteh in kozi. V svojih zaCetnih fazah je bolezen
lokalizirana vendar zelo hitro pride do razsoja in terminalne faze, ki je
podobna mastocitni levkemiji.
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c-KIT RAZLICICE — KAKSEN JE NJIHOV POMEN IN KJE

JIH NAJDEMO?

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

Ce naj razlozimo vlogo razli¢ic v genu ¢-KIT, moramo najprej razumeti
nekaj osnovnih znacilnosti zgradbe gena ter proteina, ki ga ta zapisuje in
kaksSne so spremembe, ki jih mutacije v tem genu povzrocijo.

c-KIT, ki ga poznamo tudi pod imenom CD117, je transmembranski
protein s tirozin kinazno aktivnostjo. Ligand receptorja c-KIT je citokin
dejavnik mati¢nih celic (SCF). Vezava SCT na ¢c-KIT povzroc¢i homologno
dimerizacijo in sprozi intracelularno signalizacijo. Izlo€ajo ga fibroblasti in
endotelijske celice povsod v telesu (1, 2). SCT najdemo v dveh oblikah:
kot membransko vezanega in topnega. Obe obliki, topna in membranska,
imata domeno, ki se veze na ekstracelularno domeno c-KIT. Pri tem
nastane dimer, ki preko fosforilacije intracelularne domene povzrodi
intrinzicno tirozin kinazno aktivnost. Ta sprozi signalizacijo preko poti
MAPK/ERK, PI3K/AKT, JAK/STAT ter Se nekaterih drugih, ki so vpletene
v regulacijo Stevilnih celi¢nih procesov, kot so razmnozevanje, prezivetje,
apoptoza, adhezija in angiogeneza (3).

IZRAZANJE RECEPTORJA C-KIT

Normalno delujoCi c-KIT je torej vpleten v Stevilne pomembne celicne
procese. lzraZzajo ga hematopoetske mati¢ne celice (1-4% celic kostnega
mozga ter 60-75% CD34+ celic), med diferenciranimi hematopoetskimi
celicami pa mastociti ter dendriticne celice. Kot mitogen je pomemben za
normalni razvoj melanocitov, zato njegovo normalno delovanje pogojuje
pravilno pigmentacijo. Dve tretjini zarodnih celic in spermijev izraza
c-KIT, ki tako regulira oogenezo in spermatogenezo. C-KIT izrazajo
tudi Cajalove intersticijske celice prebavnega traku, ki so odgovorne za
normalno delovanije peristaltike. Izraza se v nevroproliferativnih podrocjih
mozganov odraslega in omogoCa migracijo zarodnih nevronskih
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celic na obmocja poskodb. Njegova vloga je zelo pomembna tudi v
kardiovaskularnem sistemu tako v normalnih kot patoloskih okoli§¢inah,
receptor namrec izrazajo Stevilne celice tega sistema. NovejSe Studije
so pokazale, da c-KIT vzdrzuje tudi integriteto plju¢nega tkiva (1, 2).

ZGRADBA GENA IN PROTEINA

Gen c-KIT, ki zapisuje transmembranski receptor enakega imena,
sestavlja 21 eksonov v skupni dolZini 90 kb. Nahaja se na kromosomskem
podro¢ju 4g11-12, njegovo izrazanje regulirajo transkripcijski faktorji
ter miRNA. Do eksona 9 so zapisi za ekstracelularno domeno (519
aminokislin), ekson 10 zapisuje transmembransko domeno (23
aminokislin), ostali pa intracelularno domeno (433 aminokislin). Protein
velikosti 145 kDa je zgrajen iz 976 aminokislin (1). Po zgradbi je c-KIT
tip 1l tirozin kinaza, zelo podobna tako FLT3 kot receptorju za PDGFR.
Za receptorje tega tipa je znacilno, da imajo na ekstracelularni strani pet
imunoglobulinom (lIg) podobnih domen in prisotnost 70-100 aminokislin
dolge insercije v sredini intracelularne kinazne domene. SCF se veze na
prve tri Ig-podobne domene, preostali dve sta klju¢ni za dimerizacijo. 30
aminokislin dolg jukstamembranski del ima zelo pomembno regulatorno
viogo. Deluje namreC€ kot represor kinazne aktivnosti. Intracelularna
kinazna domena je sestavljena iz dveh subdomen, ki ju prekinja 80
aminokislin dolga insercija. Najvec fosforilacijskih mest, ki se pojavijo z
vezavo liganda na ekstracelularnem delu, vsebujejo jukstamembranska
domena, kinazna insercija in C-terminalni del proteina (1, 2).

MUTACIJE GENA C-KIT PRI RAKAVIH BOLEZNIH

Kjer je c-KIT klju€en za normalno delovanje tkiv, navadno najdemo tudi
njegovo nastopanje v vlogi dereguliranega onkogena. Zarodne razliCice,
ki vodijo v izgubo funkcije, se kazejo v spremembah pigmentacije koze
in las, kot gluhost ter megakolon. Nasprotno pa somatske mutacije,
povezane z nastankom in razvojem raka, praviloma vodijo v pridobitev
funkcije. RazliCice v genu c-KIT povzrocijo od liganda SCT neodvisno
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fosforilacijo intracelularne domene in konstitutivno aktivacijo. V celoti
mehanizma za konstitutivno aktivacijo Se ne razumemo. Aktivacijske
mutacije vklju€ujejo tako toCkovne mutacije kot delecije, duplikacije in
insercije. NajpogostejSa podro¢ja mutacij v genu c-KIT so membransko
podrocje ob dimerizacijskih regijah (eksona 8 in 9), jukstamembransko
podro€je (ekson 11) in podrocje kinazne domene (ekson 17).
NajpogostejSa genetska razliCica v c-KIT je drugacnosmiselna mutacija,
pri kateri pride do zamenjave nukleotida adenin v timin na mestu 2447
nukleotidnega zaporedja (NM_000222.2: c.2447A>T) in posledi¢no do
zamenjave aspartata z valinom na mestu 816 (NP_000213.1: p.D816V).
Povzroci strukturno spremembo aktivacijske zanke kinazne domene in
na ta nacin njeno konstitutivno delovanje (1).

C-KIT mutacije so povezane s Stevilnimi malignimi boleznimi, kot so
gastrointestinalni stromalni tumorji, akutna mieloblastna levkemija,
mastocitoza, seminomi in melanomi, ki si jih bomo podrobneje pogledali.
Poleg tega pa najdemo podatke o poveCanem izraZzanju c-KIT tudi pri
nekaterih sarkomih, Ne-Hodgkinovih limfomih in Stevilnih drugih rakih

(3).

MASTOCITOZA

Bolezen kopi¢enja mastocitov in njihovih predniskih celic ter njihova
prekomerna aktivacija je bolezen, ki jo najprej povezujemo z razliCicami
v genu c-KIT. Te najdemo pri domala vseh odraslih bolnikih s sistemsko
mastocitozoin prive¢ kot 90% gre zarazli¢ico D816V. Pridesetini bolnikov,
kjer razliice ne zaznamo, gre lahko tudi za lazno negativen rezultat, ki ga
pripisujemo suboptimalnemu vzorcu, majhnemu tumorskemu bremenu
oziroma premajhni obcutljivosti metod. Ta mutacija je pri mastocitozi
vodilna, povezana tudi z agresivnejSim potekom, kar zaznamo kot visje
alelne frekvence pri bolnikih z napredovalo boleznijo. Pri otrocih je njena
pogostost manjSa (okrog 40%), pri priblizno 40% bolnikov pa najdemo
druge razli¢ice (izven eksona 17) (5).
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AKUTNA MIELOBLASTNA LEVKEMIJA (AML)

Akutne levkemije so maligne bolezni hematopoetskih predniskih celic.
Glede na to, da je SCF klju¢ni rastni faktor hematopoetske matic¢ne
celice, ni presenetljivo, da ve¢ kot 80% levkemicnih celic bolnikov z
AML izraza c-KIT. Obenem levkemicne celice pogosto izlo€ajo tudi SCF,
kar vodi v avtokrino zanko. Pri bolnikih z akutno limfoblastno levkemijo
najdemo izrazanje c-KIT bistveno redkeje (2% bolnikov). Razli¢ice v
genu c-KIT najdemo priblizno pri tretjini bolnikov z AML in se navadno
izklju€ujejo z mutacijami druge receptorske kinaze, FLT3. Najpogosteje
jihnajdemo prit.i. CBF (core binding faktor) levkemijah, ki jih opredeljujeta
dve znacilni kromosomski spremembi, namrec translokacija t(8;21) ter
inverzija inv(16). c-KIT mutacije najdemo pri Cetrtini do tretjini bolnikov
s CBF AML, ki skupno predstavljajo okrog 15% vseh bolnikov z AML.
Mutacije najdemo skoraj izklju€no v eksonih 8 ter 17, najveckrat razliici
D816 ali N822K. Pri AML nosi razliCica D816V napovedni pomen. Bolniki
s CBF levkemijami se premestijo iz sicer napovedno ugodne skupine ob
potrditvi mutacije ¢-KIT med napovedno vmesne (6).

GASTROINTESTINALNI STROMALNI TUMORJI (GIST)

Ti tumoriji izhajajo iz Cajalovih intersticijskih celic in skupno predstavljajo
okrog 1% vseh tumorjev prebavil. 70% teh tumorjev prizadene zelodec,
20-30% tanko c&revo, manj kot 10% ostale dele prebavil. Redko
metastazirajo in le 10-30% je malignih. Domala vsi GIST izrazajo c-KIT
in pri ve€ kot 80% bolnikov najdemo aktivirajo€e mutacije v tem genu,
skupno so nasli Zze veC¢ kot 150 razlicnih. Najveckrat jih najdemo v
eksonu 11, ki ustreza jukstamembranskemu delu receptorja, pri Eemur
gre veCinoma za delecije. Redkeje najdemo mutacije v eksonih 9 in 17
(1% vseh GIST). Redkeje mutacije najdemo v ATP veznem delu (ekson
14), medtem ko sicer najpogostejSo mutacijo D816V pri GIST najdemo
redko, razlogi za to pa niso znani (1, 2).
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MELANOMI

Ceprav je pri melanomih najpogostej$a razli¢ica v genu BRAF, pa so
odkrili pri priblizno Cetrtini bolnikov z akralnimi melanomi nog in rok,
39% mukoznih melanomov in 28% melanomoy, ki so posledica soncnih
opeklin, aktivirajo€e mutacije v c-KIT. 70% razli€¢ic najdemo v eksonih
11 (L576P) in 13 (K642E), D816V pa bistveno redkeje. Ve€inoma gre za
drugacnosmiselne substitucije, ki se praviloma izklju€ujejo z mutacijo v
genu BRAF. Ugotovili so tudi, da pri melanomi razli¢nih podrocij najdemo
razli¢no Stevilo kopij gena, pri koZnih je Stevilo kopij niZje kot pri ostalih

(7).

DROBNOCELICNI RAK PLJUC (SCLC)

Prekomerno izrazanje ¢-KIT najdemo pri okrog 70% bolnikov s SCLC. Ta
je najveckrat posledica mutacije v eksonih 9in 11. Ob tem maligne celice
prekomerno izlo€ajo tudi SCF, kar ustvari avtokrino zanko. Napovedni
pomen prekomernega izrazanja pri tej podvrsti raka Se ni razjasnjen (1,
2).

TESTIKULARNI KARCINOMI

So najpogostejsi  karcinomi mladih moskih. Pri priblizno c&etrtini
seminomov najdemo razli¢ico D816V in njeno doloanje sluzi tudi kot
oznacevalec bilateralne bolezni (2).

TARCNO ZDRAVLJENJE RAKOV Z MUTACIJAMI V GENU C-KIT

Prav vpletenost c-KIT v prezivetje in proliferacijo, obenem pa pogosto
aberantno izraZzen pri raku, je napeljalo na iskanje inhibitorjev te kinaze.
Konstitutivha aktivacija tirozin kinaz je vodila v razvoj selektivnih tarénih
inhibitorjev (TKI), ki so se ze uspesno uveljavili pri zdravljenju raka. Po
drugi strani se zdravljenje s protitelesi zaradi velikega intracelularnega
dela tirozin kinaznih receptorjev ni izkazalo kot ucinkovito, razen pri
prekomernem izrazanju divjega tipa. TKI prve generacije so se kot
uc€inkoviti izkazali pri zdravljenju GIST. 80-90% bolnikov z GIST se vsaj
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odzivana zdravljenje, desetina jih doseze popolno remisijo. TKI u€inkujejo
tako na prekomerno izrazanju divjega tipa ter na razlicice v eksonu 11,
ki so najpogostejSe pri GIST, medtem ko so razli€ice v kinazni domeni,
tudi najpogostejSa D816V, na zdravljenje s TKI rezistentne. Dodatna
tezava je, da se s€asoma vzpostavi tudi rezistenca na zdravljenje s TKI.
V ozadju razvoja rezistence so nove mutacije v kinazni domeni oziroma
amplifikacija gena. TKI naslednjih generacij u€inkujejo tudi na razliCice v
kinazni domeni, vendar pa ima vsaka od njih specifiéne lastnosti (1). Ce
Zelimo uspesno uporabljati taréno zdravljenje, je prvi kljucen korak, da
pri posameznem bolniku opredelimo prisotne razli€ice, ki napovedujejo
odgovor na posamezno terapijo (3). Zato potrebujemo zanesljivo
laboratorijsko diagnostiko, ki razpolaga z ustrezno opremo in znanjem.

Strukturne in funkcijske raziskave receptorja c-KIT, ki so pomembne tudi
zaradi razvoja tar¢nih zdravil, so pokazale njegovo veliko kompleksnost.
Ker mutirana oblika proteina c-KIT ne odstopa od normalne le v
kvantitativnem delovanju, pa¢ pa tudi v kvalitativnem, se odpirajo
nadaljnje moznosti v razvoju bolj specificnega tarénega zdravljenja (2).
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TESTIRANJA YV KRVI

Matija Rijavec
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bolezni in alergijo Golnik

Za bolezni mastocitov, med katere sodita tudi sindrom aktivacije
mastocitov in mastocitoza, je znacilno prekomerno kopiCenje in
nepravilno delovanje mastocitov (1,2). Prekomerno in nekontrolirano
sproS¢anje razli€nih mediatorjev iz mastocitov, lahko privede do raznolikih
klini¢nih tezav, med drugimi tudi do hude sistemske alergijske reakcije,
anafilaksije. Bolniki z mastocitozo tako pogosto dozivijo anafilaksijo,
predvsem po pikih kozekrilcev (Hymenoptera) (1,2,3,4). Ravno tako
pa je pri bolnikih z mastocitozo pogosta tudi idiopatska anafilaksija ter
anafilaksija po hrani in zdravilih (4).

DOLOCITEV MUTACIJE P.D816V V GENU KIT V KRVI

Velika vecina odraslih bolnikov z boleznimi mastocitov ima aktivirajoco
mutacijo p.D816V v genu KIT (mutacija KIT), kar vodi do kinazne
aktivnosti od odsotnosti liganda in nekontrolirane rasti in proliferacije
mastocitov (1,3,5,6,7). Prisotnost mutacije KIT v izven-koznih organih
velja za enega izmed pomoznih kriterijev za postavitev diagnoze
sistemske mastocitoze (1,2). Dokazovanje prisotnosti le-te predstavlja
velik tehnicni izziv, ker je delez celic z omenjeno mutacijo pogosto nizek
v vseh tkivih. Analizo se obiajno opravi na aspiratu kostnega mozga,
saj se predvideva, da je delez mutiranih mastocitov tam najvisji (1,2,3).
Vendar lahko mutacijo KIT z zelo obd&utljivimi molekularno genetskimi
metodami, kot sta kvantitativni PCR (qPCR) ali digitalni kapljicni PCR
(ddPCR), dolo¢imo tudi v krvi (5,6,7). Z omenjenima metodama so v
krvi zaznali okrog 90 % mutacij p.D816V v genu KIT, ki so jih pri bolnikih
z mastocitozo dolocili v kostnem mozgu, docim pri zdravih osebah
omenjene mutacije niso zaznali (5,6,7). Za dolo€itev mutacije p.D816V v
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genu KIT v krvi sta se obe metodi, gPCR in ddPCR, izkazali za primerni,
rezultati primerjave metod so bili skladni (7).

V Laboratoriju za klinicno imunologijo in molekularno genetiko Klinike
Golnik dolo¢amo prisotnost mutacije p.D816V (c.2447A>T) v genu KIT
v krvi s pomocjo metode qPCR. Na podlagi pomnozevanja in vrednosti
C, referencne/kontrolne (KIT_Control) in tarCne/mutacijske (KIT_D816V)
reakcije izvedene v trojnikih, dolo¢imo vzorec za pozitivhega v primeru,
da je C, tarcne/mutacijske (KIT_D816V) reakcije nizji od 44 pri vsaj dveh
ponovitvah, podobno kot je bilo ze predhodno opisano (5,6). Frekvenco
omenjene mutacije (angl. variant allele frequency, VAF) dolo¢imo s
pomocjo formule: x%100. Meja detekcije omenjene metode je 0,01 %
mutacije p.D816V v izolirani DNA, saj pri taki frekvenci prisotnost
mutacije p.D816V v genu KIT Se zanesljivo dolo¢imo.

BOLEZNI MASTOCITOV IN ANAFILAKSIJA

Kot omenjeno, bolniki z mastocitozo, pogosto dozivijo anafilaksijo,
predvsem po pikih kozekrilcev (1,3). Mastocitoza je tako eden
najpomembnejSih dejavnikov tveganja za hudo anafilaksijo, ne samo po
pikih kozekrilcev, ampak tudi za anafilaksijo drugih sprozilcev (zdravila,
hrana). To so nedavno potrdili podatki evropskega registra anafilaksije
(8). Pogostost mastocitoze pri bolnikih z anafilaksijo je tezko natan¢no
oceniti. Velina raziskav, ki je preuCevala pogostost mastocitoze med
bolniki z anafilaksijo se je osredotoCala na bolnike z anafilaksijo po pikih
kozekrilcev, vklju€evala pa je samo bolnike s povisano bazalno triptazo.
V omenjenih raziskavah so pridli do zaklju¢kov, da je med bolnikih z
anafilaksijo po pikih kozekrilcev 1 do 8 % takih z mastocitozo (3).

Kljub prepri¢ljivim dokazom o vzro€ni povezavi med mastocitozo
in anafilaksijo je pri bolnikih z anafilaksijo mastocitoza premalokrat
diagnosticirana (1,3,8,9). Eden izmed razlogov za to je, da je fenotip
mastocitoze pri bolnikih z anafilaksijo pogosto klini€no neviden, saj
bolniki velikokrat nimajo izrazitih koznih lezij ter poviSane bazalne

33



triptaze. Zlasti pri bolnikih z normalno bazalno triptazo je mastocitoza
pogosto spregledana, saj se biopsija in preiskave kosthega mozga za
izkljucitev mastocitoze obi€ajno ne izvajajo (1,9,10).

V raziskavi, ki so jo opravili Zanotti in sodelavci (11) so na manjsi skupini
izbranih bolnikov z anafilaksijo po pikih kozekrilcev, brez koznih lezij in
normalno triptazo v serumu, potrdili mastocitozo pri kar 16 od 22 bolnikov.
Zakljucili so, da je potrebna obravnava za izkljucitev mastocitoze pri vseh
bolnih z anafilaksijo po pikih kozekrilcev, pri kateri pride do hipotenzije
ter poteka brez urtikarije ali angioedema, ne glede na vrednosti bazalne
triptaze v serumu (11). Nadalje so v nedavni raziskavi s pomocjo
obdcutljive metode gPCR v krvi zaznali mutacijo p.D816V v genu KIT pri 5
% (6/123) bolnikov z anafilaksijo in normalno bazalno triptazo v serumu
(10). Vzrok za anafilaksijo pri bolnikih s potrjeno mutacijo KIT v krvi je bil
pik kozekrilcev pri Stirih in hrana pri dveh osebah (10). UpoStevajoc le
podskupino bolnikov z anafilaksijo po piku kozekrilca je ta delez narastel
na vec kot 8 % (9).

Podobno smo tudi v raziskavi, ki je vkljuCevala veliko Stevilo oseb z
anafilaksijo po pikih kozekrilcev odkrili, da ima mutacijo p.D816V v genu
KIT v krvi kar 23 % oseb s tezko reakcijo (Mueller 1V) po piku kozekrilca,
9 % bolnikov s stopnjo Il reakcije po Muellerju, medtem ko omenjene
mutacije v krvi ni imel noben bolnik z blazjo reakcijo (Mueller l'in Il) [P =
0,003, OR = 3,9 (95% CI 1,6-9,4)] (12). Velika vecina bolnikov, in sicer
74 %, z mutacijo KIT v krvi je imela normalne vrednosti bazalne triptaze
v serumu (12). Ti rezultati kazejo na pomen dolo€anja mutacije v krvi pri
bolnikih z anafilaksijo ne glede na rezultate bazalne triptaze, torej tudi pri
normalnih vrednostih bazalne triptaze.

Na pomen dolo¢anja mutacije gena KIT v krvi pri bolnikih z anafilaksijo
pri izklju€itvi mastocitoze so Ze pred ¢asom opozorili v raziskavi tudi
Carter in sodelavci (13), v kateri so predlagali, da se v priporocila za
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presejanje za mastocitozo poleg znacilnih klini€nih znakov, spola in
bazalne triptaze vkljuci tudi rezultate doloc¢itve mutacije p.D816V v genu
KIT v krvi (13). V omenjeni raziskavi so sicer potrdili mastocitozo pri kar
14 % bolnikov z idiopatsko anafilaksijo (13).

ZAKLJUCEK

Za dolocitev mutacije p.D816V (c.2447A>T) v genu KIT v krvi je potrebna
uporaba zelo obcutljive molekularno genetske metode. Kar je lahko
v pomo¢ pri identifikaciji in pravilni obravnavi bolnikov, ob znacilnem,
hudem klinicnem poteku anafilaksije (t.j. s hipotenzijo) ne glede na
vrednosti bazalne triptaze v serumu, torej tudi pri normalnih vrednostih
bazalne triptaze.
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VLOGA PODVOJITEV GENA TPSAB1 (HAT) PRI

ANAFILAKSIJI

Julij Selb
Univerzitetna klinika za plju¢ne bolezni in alergijo Golnik

ANAFILAKSIJA IN TRIPTAZA

Anafilaksija je resna sistemska preobcutljivostna reakcija. Pojavi se hitro
po stiku z antigenom/alergenom (npr. dolo¢ena hrana, pik kozekrilca,
zdravila) in lahko povzrodi Zivljenje ogrozajoCe tezave povezane
z dihalnim ter sréno-Zilnim sistemom, katere ponavadi spremljajo
spremembe na kozZi in sluznicah (1). Je eklatanten primer neravnotezja
med koristmi in kvarnimi posledicami aktivacije (prekomerne) imunskega
sistema. Pomembno vlogo pri nastanku anafilaksije igrajo triptaze -
serinske proteaze, ki jih proizvajajo tkivni efektorski mastociti. Le-ti so
glavne celice IgE-posredovane anafilaksije (1).

Efektorsko obliko triptaz predstavlja tetramer pro-triptaz (predvsem ain/
ali B pro-triptaze; glej spodaj - genetika triptaznega lokusa). Po sprostitvi
iz sekretornih granul mastocitov (ob IgE posredovani aktivaciji le-tega),
zreli triptazni tetrameri povzrocijo cepljenje ekstracelularnega matriksa,
fibrinogena in s strani proteaz aktiviranih receptorjev ter na ta nacin
doprinesejo k znakom/simpotmom anafilaksije (2).

o/B-heterotetrameri naj bi imeli vecjo proteoliticno aktivnost kot
zgolj B-homotetrameri (2). In-vitro proteoliticna aktivnost zgolj
a-homotetramerov je zanemarljiva (2). Nadalje smo pred kratkim
pokazali, da a/B-heterotetrameri povzro€ijo aktivacijo PAR2 (angl.
'protease activated receptor'), dolim zgolj B-homotetrameri te
aktivacijske sposobnosti nimajo (2). Produkti cepljenja PAR2 povzrocijo
zviSanje vaskularne permeabilnosti, kar bi lahko vplivalo na tezo
anafilaksije povzro¢ene s strani a/p-heterotetramerih triptaz v primerjavi
z anafilaksijo povzro€eno s strani zgolj B-homotetramerih triptaz.

TRIPTAZA MED ANAFILAKSIJO/BAZALNA TRIPTAZA

Kot opisano, na vrednost triptaze, izmerjene pri bolnikih med anafilakti¢no
rekacijo, mocno vpliva prisotnost zrelega (tetramernega) encima, ki se

ob degranulaciji zaradi IgE posredovane aktivacije mastocitov, sprosti
iz sekretornih granul le-teh (2). Po drugi strani pa k bazalni ravni
triptaze (bazalna triptaza - BT), to je ravni, ki jo zaznamo med obdobji
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degranulacije mastocitov, prispeva predvsem konstitutivha sekrecija ne-
efektorskih, pro-triptaz (a in/ali B pro-triptaze).

DEDNA A - TRIPTAZEMIJA

PoviSana bazalna triptaza (BT; 211.4 ng/ml) je prisotna v 4-6% sploSne
populacije (3,4). Pred kratkim so ugotovili, da se poviSana vrednost
BT v kontekstu sindroma atopije z/brez nepravilnosti vezivnega tkiva
deduje na Mendelski (avtosomno dominanten) nacin (5). Ta sindrom,
poimenovan sindrom »dedne a-triptazemije«, so povezali s triptaznim
lokusom na kromosomu 16 (v regiji 13.3) (6). Klini¢no sliko sindroma, ki
med drugim vklju€uje tudi poviSano BT, definira Stevilo ponovitev gena
TPSAB1 na prej omenjenem lokusu (Slika 1).

Genetika triptaznega lokusa

Genetika triptaznega lokusa je kompleksna. Lokus je sestavljen iz Stirih
paralognih (paralogen - ki nastane kot posledica duplikacije) genov in
sicer: i.) TPSGT1: triptaza- y1, ii.) TPSABT: triptaza- a/B1 (B), iii.) TPSB2:
triptaza- B2/3 in iv.) TPSD1: triptaza- 81. Omenjeni lokus je mocno
podvrzen genetski rekombinaciji. Predvideva se, da so se Stevilni
triptazni geni pri ljudeh razvili preko podvojitev in obratov tega obmocja
(7). Dva bliznja gena, TPSAB1 in TPSB2, kodirata Stiri glavne izooblike
(izoforme) triptaze (B1 (B), B2, B3 in a), ki naj bi predstavljale bioloSko
pomembno, topno, triptazo. Izooblika triptaza-a naj bi bila kodirana
izklju€no na TPSAB1 lokusu.

o S | §
36.6 kb
TPSB2 TPSAB1

TPSG1 TPSD1

5}

i . B

L

71 SR, R
| S |

Slika 1: GrafiCna reprezentacija triptaznega lokusa na kromosomu
16p13.3 (1.2)
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Klini¢na slika dedne a-triptazemije

Simptomi dedne a-triptazemije (angl. 'hereditary a- tryptasemia' (HaT))
so dokaj nespecifiéni. V prvi opisani kohorti 96 posameznikov iz 35
druZin (iz ZDA) so bili prisotni simptomi/znaki opisani v Razpredelnici 1.

Manifestacija HaT HaT HaT
duplikacija|triplikacija
TPSAB1 (aa) TPSAB1 (aaa)

Sistemska reakcija na|16% 15% 27%

strup kozekrilca

Kroni€éna srbecical | 51% 45% 80%

rdec€ica (angl. flushing/

pruritus)

Sindrom  razdrazljivega | 49% 49% 58%

Crevesja

Kroniéni gastroezo- [ 65% 49% 100%

faealni refluks

Kongenitalne skeletne [ 26% 19% 53%

nepravilnosti

Ohranjena primarna | 21% 16% 47%

denticija

Hipermobilnost sklepov 28% 37% 23%

Artralgija 45% 42% 73%

Prisotnost bolecine/gla- | 47% 44% 73%

vobolov

Motnje spanja 39% 32% 39%

Razpredelnica 1: Simptomi/znaki HaT — pocrnjeni so simptomi/znaki, ki
se statisticno znacilno razlikujejo med bolniki z duplikacijo in triplikacijo

gena TPSABH1.

Nekateri izmed opisanih simptomov/znakov, so kazali vpliv doze, kar
pomeni, da so bili pogosteje prisotni pri posameznikih s triplikacijo, kot
pa pri posameznikih z duplikacijo v genu TPSAB1.
Podobne simptome v smislu kroni¢ne srbedice/rdeCine, tezav
(funkcionalnih) GIT-a in hipermobilnost sklepov so opisovali tudi v kohorti
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bolnikov iz Velike Britanije (8). Vendar avtorji te raziskave niso opazili,
da je pri izrazanju klini¢ne slike prisoten vpliv doze (razlik v klini¢ni sliki
med bolniki z dvema oz. tremi kopijami gena TPSAB1 na enem alelu
prakti¢no ni bilo) (8).Prav tako so zaznali, da so lahko bolniki s Stevilnimi
ponovitvami (tudi do 5 ponovitev gena TPSAB1) povsem asimptomatski,
zaradi Cesar so zakljucili, da je klini€na penetranca sindroma - z izjemo
visje bazalne triptaze, ki pa je lahko tudi v (visokem) normalnem obmocju
- nepopolna (8).

Dedna a-triptazemija in povezava z anafilaksijo ter mastocitozo

Druga bolezenska entiteta, pri kateri prav tako pride do poviSane BT je
sistemska mastocitoza. Sistemska mastocitoza (SM) je hematopoeti¢na
neoplazma, pri kateri pride do infiltracije Stevilnih organov s klonalno
pomnozenimi mastociti. Klinicna slika in potek bolezni je variabilen
ter sega od relativno klini€éno benigne oblike t.i. indolentne sistemske
mastocitoze (ISM), ki je tudi najpogostejSa oblika vseh SM, do kliniéno
agresivne levkemije mastocitnih celic (9,10). Glede na priporocila WHO
(angl. 'World Health Organisation'), vrednost BT >20 ng/ml predstavlja
'minor' kriterij za postavitev diagnoze SM.

Pomembno je poudariti, da je prevalenca anafilaksije po piku kozekrilca
pri bolnikih s SM je vi§ja, kot je prevalenca prisotna v splosni populaciji
(11).

Pred kratkim smo pokazali, da prisotnost dedne a-triptazemije statisticno
znacilno poveta tveganje za tezko reakcijo (Mueller IV) po piku
kozekrilca (OR = 2.2; p<0.05) (2). HaT je bila prisotna pri 9.2% bolnikov,
s tezko anafilaksijo (Mueller 1V), do&im je bila pri bolnikih z blaZjo obliko
anafilaksije (Mueller I-lll) prisotna v zgolj 4.3%. Nadalje smo v isti
raziskavi pokazali, da delez posameznikov s HaT Se naraste pri bolnikih
s tezko reakcijo po piku kozekrilca in s sistemsko mastocitozo (2). Med
temi bolniki je delez posameznikov s HaT zna8al 14.3%, vendar je bil
vzorec bolnikov majhen (n=21; 3-je bolniki v skupini so imeli HaT).
Podoben delez posameznikov s HaT so ugotovili v mnogo vedji skupini
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bolnikov z mastocitozo (12). Med 180 bolniki (velika vecina z ISM) jih
je 31 (17.2%) imelo HaT (12); delez je bil statisticno znacilno visji od
priCakovanega (4-6%). Med bolniki z mastocitozo in HaT (proti bolnikom
z 'zgolj' mastocitozo) jih je imel statisticno znacilno visji delez anafilaksijo
po piku kozekrilca (30% proti 9.9%; p=0.007). Prav tako je bil, med bolniki
z mastocitozo in HaT, statisti¢no znacilno visji delez posameznikov, ki so
imeli simptome/znake sproS¢anja mediatorjev (vaskularna nestabilnost,
hipotenzija, anafilaksija itd.) visoke stopnje (35.5% proti 11%; p=0.002).
Ti rezultati kazejo na povezavo med podvojitvami gena TPSAB1 in
mastocitozo ter na viogo TPSAB1 podvojitev pri anafilaksiji, tako v
kontekstu, kot tudi izven konteksta mastocitoze.

Mozne pojasnitve povezave med SM in podvojitvami gena TPSAB1 so
Stevilne; zaenkrat najbolj verjetna je, da dodatna kopija triptaznega gena
povzroCi poveCano mitogeno aktivnosti mikrookolja kostnega mozga,
kar bi lahko olajSalo razvoj SM (12). Morebitna razlaga povezave med
tezko anafilaksijo in HaT pa je zgoraj omenjena povec€ana tvorba a/f3-
heterotetramerih triptaz, ki so stabilnejSe, imajo vecdjo proteolitiCno
aktivnost ter in-vitro aktivirajo signalno pot, ki privede (prav tako in-vitro)
do povecane vaskularne permeabilnostiin katere zgolj B-homotetramerne
triptaze ne aktivirajo (2).

Klini¢nha uporabnost dolo¢anja dedne a-triptazemije

Kljub dejstvu, da so ponovitve v TPSAB1 genu povezane s SM, pa se
dolocanje le-teh lahko uporabi v rutinski praksi v primerih, ko je Klini¢ni
sum na mastocitozo nizek, prisotna je mejno poviSana bazalna triptaza,
da se s tem izognemo za bolnika neprijetni punkciji kostnega mozga
(13). Vendar je potrebno &vrste klini¢ne kriterije, kjer se bomo s takim
procesom odloCanja izognili punkciji kostnega mozga, Se vzpostaviti in
prospektivno ovrednostiti.
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