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SAZETAK

Neinvazivni dijagnosti¢ki model dijagnostike anemije u mijelodisplasti¢hom sindromu

Antonio Hanzek

Aspiracija kostane srzZi predstavlja zlatni standard za postavljanje dijagnoze mijelodisplasti¢nog
sindroma (MDS). U svrhu izbjegavanja spomenutog invazivnog dijagnosti¢kog postupka, razvijen
je neinvazivni dijagnosti¢ki model temeljem lako dostupnih laboratorijskih parametara. Skupina
pacijenata s MDS-om (n=53) usporedena je s kontrolnom skupinom (n=121). Za kontrolnu
skupinu odabrani su pacijenti s Ne-Hodgkin limfomom B i T-imunofenotipa, multiplim
mijelomom,Waldenstrémovom makroglobulinemijom, leukemijom vlasastih stanica i aplasticnom
anemijom. Od ukupno analiziranih 15 parametara, u sklopu multivarijatne logisti¢ke regresije, njih
3 pokazalo se statistiCki zna€ajnima u razlikovanju MDS skupine od kontrolne skupine: prosjecni
volumen eritrocita (p <.0001), apsolutni broj neutrofila (p<.0001) i prosje¢ni volumen trombocita
(p=.0036). Sirina distribucije volumena eritrocita pokazao se kao statisticki graniéno znadajan
laboratorijski parametar (p=0,0740) te je stoga ostavljen u konanom modelu. Povrsina ispod
ROC (engl. receiver operating characteristic) krivulje iznosi 0,9567. Pomoc¢u dobivenog modela
koriste¢i formulu logistiCke regresije izraCunata je vjerojatnost (P) postojanja MDS-a u svakog
pojedinog pacijenta. Vrijednost vjerojatnosti 0,3 odabrana je kao graniCna vrijednost s
osjetljivoscu (86,79%), specificnodc¢u (86,78%), pozitivnom prediktivnom vrijednos¢u (74,19%) i
negativnom prediktivnom vrijednoS¢éu (93,75%). Pacijenti s P vrijedno8¢u iznad definirane
grani¢ne (P=0,3) kategorizirani su kao ,vjerojatni MDS*, a pacijenti s P vrijedno$¢u ispod grani¢ne
kategorizirani su kao ,vjerojatno nije MDS*. P vrijednosti povezane su s izracunatim rizikom pri
dijagnozi MDS-a; najviSe pogresno svrstanih pacijenata u sklopu interne validacije modela bilo je

u skupini niskog rizika, njih 4 (30,8%).

Klju€ne rije¢i: MDS, multivarijatna logistiCka regresija, neinvazivna dijagnostika



SUMMARY

Noninvasive diagnostic model for diagnosis of myelodysplastic syndrome related anemia
Antonio Hanzek

Bone marrow aspiration is a gold standard for the diagnosis of myelodysplastic syndrome (MDS).
For the purpose of avoiding this invasive diagnostic procedure, new diagnostic model based on
easily available laboratory parameters was developed. Group of patients with MDS (n=53) was
compared with the control group (n=121). For the control group, patients with B and T-cell non-
Hodgkin's lymphoma, multiple myeloma, Waldenstrom's macroglobulinemia, hairy cell leukemia
and aplastic anemia were selected. Using multivariate logistic regression, of 15 parameters
analysed in total, 3 of them were significantly different between groups: mean corpuscular volume
(p <.0001), absolute neutrophil count (p<.0001) and mean platelet volume (p=.0036). Red cell
distribution width turned out to be borderline statistically significant laboratory parameter
(p=0,0740) and therefore was included in the final model. The area under the ROC curve (AUC)
was 0,9567. By using a developed model, probability (P) of having an MDS was calculated for
each patient. Probability of 0,3 was chosen as a cut-off value with a sensitivity (86,79%),
specificity (86,78%), positive predictive value (74,19%) and negative predictive value (93,75%).
Patients with P value above cut-off value (P=0,3) were categorized as ,probably MDS*, while
patients with P value below cut-off were labeled as ,probably not MDS*. P values were compared
with MDS risk calculated at diagnosis; most of inaccurately classified patients within internal

validation of model were in low risk group, 4 of them (30,4 %).

Keywords: MDS, multivariate logistic regression, noninvasive diagnosis
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1. UvOD

1.1. Opéenito o sindromu

Mijelodisplasticni sindrom (MDS) objedinjuje heterogenu grupu klonalnih poremecaja
hematopoetske mati¢ne stanice karakteriziranih citopenijama periferne krvi, neucinkovitom
hematopoezom, displazijom jedne ili vise mijeloiCnih staniénih loza te poveéanim rizikom
progresije bolesti u akutnu mijeloi¢nu leukemiju (AML) (1-4). Klasifikacija pojedinih podtipova
MDS-a temelji se na postotku blasta u kostanoj srzi i perifernoj krvi, tipu, odnosno stupnju
izraZenosti i broju displastiénih stani¢nih loza, prisutnosti/odsutnosti prstenastih sideroblasta te
prisutnosti pojedinih abnormalnosti u gradi kromosoma (2,4). Temeljem nove Kklasifikacije
Svjetske zdravstvene organizacije (SZO) iz 2016. razlikujemo nekoliko podtipova MDS-a:
refraktorna citopenija s unilinijskom displazijom (RCUD), refraktorna citopenija s multilinijskom
displazijom (RCMD), refraktorna anemija s prstenastim sideroblastima (RARS), refraktorna
anemija s viSkom blasta 1 (RAEB-1), refraktorna anemija s viskom blasta 2 (RAEB-2) i MDS s
izoliranom del(5q). Incidencija MDS-a u op¢oj populaciji iznosi 4-5/100 000 stanovnika, uz
izrazeni porast incidencije u starijoj Zivotnoj dobi; u osoba starijih od 60 god. incidencija iznosi 20-
50/100 000 stanovnika (1,2,5). Etiologija MDS-a poznata je u priblizno 15% slucajeva, a kao
moguci etioloSki faktori navode se radioterapija, odnosno izlaganje ionizirajutem zracenju,
prethodna izloZzenost kemoterapeuticima uz naglasak na alkiliraju¢e agense i purinske analoge
te puSenje duhana (2). U etiopatogenezi MDS-a sudjeluju razli¢iti mehanizmi od kojih se vaznijim
smatraju brojne somatske mutacije na razini multipotentne mati¢ne stanice i promjene u
epigenetskoj kontroli genske ekspresije poput hipermetilacije pojedinih gena Sto rezultira
utiSavanjem prepisivanja gena i posliediéno poremecajem u sazrijevanju stanica kostane srzi
(3,6,7).

1.2. Postavljanje dijagnoze i procjena rizika

U inicijalnoj obradi nuzno je napraviti kompletnu krvnu sliku (KKS) i diferencijalnu krvnu sliku
(DKS) gdje se najceSée utvrdi postojanje anemije, nesto riede trombocitopenije i/ili leukopenije, a
kao odraz poremecene eritropoeze Cesto bude prisutan i odredeni stupanj makcrocitoze i
anizocitoze te ponekad retikulocitopenija. U inicijalnoj obradi preporuca se i odredivanje feritina i
LDH $to primarno ima prognosti¢ki znacaj te koncentracije endogenog eritropoetina sto kasnije
moze posluziti kao dobar vodi¢ pri razmatranju primjene egzogenih derivata hematopoetskih

¢imbenika rasta (2). Dijagnoza MDS-a i dalje se temelji na citomorfoloSkoj analizi aspirata



kostane srzi (AKS) i razmaza periferne krvi (RPK) gdje se odreduju tip i stupanj displazije
eritropoeze, granulopoeze i megakariopoeze, a pritom je iz navedenih uzoraka izrazito vazno
odrediti broj nezrelih stanica, odnosno blasta Sto ima veliku ne samo dijagnostiCku, vec i
prognostiCku vrijednost (1,2). Biopsija koStane srzi (BKS) Cesto se koristi kao dopunska
dijagnosticka metoda koja ima poseban znacaj u procjeni stupnja fibroze koStane srzi te pri
postavljanju dijagnoze hipocelularnog MDS-a gdje aspiracija Cesto bude otezana ili
onemogucena (2). U svih pacijenata s MDS-om nuzno je napraviti i citogenetsku analizu kostane
srzi: konvencionalna kariotipizacija i/ili fluorescentna in situ hibridizacija (FISH), a sve CeSce se u
sklopu dijagnostickih protokola koristi i imunofenotipizacija protoénom citometrijom (2). Specificne
citogenetiCke abnormalnosti, postotak blasta u kostanoj srzi te broj/izrazenost citopenija periferne
krvi kljuéni su prognosti¢ki faktori u MDS-u. lzraCun rizika prema IPSS-u (engl. International
prognostic scoring system) te njegova revizija IPSS-R (engl. Revised international prognostic
scoring system) temelje se na prethodno navedene 3 varijable (2). IPSS, kao i dalje najées¢ée
koristeni bodovni sustav stratificira pacijente u 4 kategorije rizika koje se medusobno statisticki

znacajno razlikuju u prezivljenju te u vremenu do progresije u AML (8).
1.3. Terapija

Danas se u lijec¢enju MDS-a koristi nekoliko terapijskih pristupa od kojih su najvazniji: transfuzije
krvnih pripravaka te primjena hematopoetskih &imbenika rasta kao klju¢ni oblici potpornog
liie€enja (1,9), imunomodulator lenalidomid (1), koji se u kontekstu MDS-a koristi isklju€ivo kao
terapija 5g-sindroma, hipometilirajuéi lijekovi poput azacitidina i decitabina koji su indicirani u
pacijenata s visokorizicnim MDS-om (5) te transplantacija alogeni¢nih hematopoetskih mati¢nih
stanica (10,11), uglavnom rezervirana za visokorizitne pacijente dobrog opceg stanja i bez
znacajnijih komorbiditeta. CitoloSka punkcija kostane srzi vrlo je neugodan i bolan invazivni
dijagnosti¢ki postupak kojem pacijenti ¢esto nisu skloni, a takoder je prisutan niski, iako ne
zanemariv rizik od infekcije ili krvarenja, posebice u pacijenata na antikoagulantnoj terapiji ili
pacijenata s trombocitopenijom. Takoder, vazno je naglasiti da ¢e bol umjerenog, ponekad i jakog
intenziteta Cesto biti prisutna unato¢ adekvatnoj aplikaciji lokalnog anestetika na mjesto uboda
(12). U odredenom postotku pacijenata s anemijom kod kojih je vjerojatnost postojanja MDS-a
niska, navedeni bi se postupak mogao u potpunosti izbjedi ili odgoditi na odredeno vrijeme, uz
sustavno pracenje klini¢kih i laboratorijskih parametara do eventualnog pogorSanja nalaza Sto bi
zahtijevalo daljnju dijagnosti¢ku obradu. U pacijenata s visokom vjerojatno$¢éu da je u podlozi
anemije prisutan MDS, potrebno je provesti gore navedenu kompleksnu i skupu dijagnosti¢ku

obradu primarno u svrhu odredivanja rizika bolesti te u zavisnosti o njemu razmotriti potrebu o



ljeCenju te odabrati, ako postoji indikacija, prikladni terapijski modalitet. Dostupnost razlicitih
modaliteta lije¢enja te nuznost da se s odredenim terapijskim protokolima zapocne $to prije
stvaraju potrebu da se pacijenti s visokom vjerojatnoséu postojanja MDS-a obrade 3to prije u
svrhu postavljanja definitivne dijagnoze i zapoc€injanja adekvatnog lije€enja. Primjerice, u
pacijenata s pojedinim podtipovima visokorizicnog MDS-a, posebice u onih s kompleksnim
citogenetskim promjenama ili abnormalnostima kromosoma 7, postoji tendencija brze progresije
bolesti u AML, zbog Cega je nuzno &to ranije u terapiju uvesti hipometilirajuci lijek azacitidin.
Pokazalo se da rano uvodenje azacitidina u terapiju produljuje vrijeme do progresije i ukupno

prezivijenje (5).
1.4. Novosti u neinvazivnoj dijagnostici

2018. god izraelska MDS grupa napravila je prvi neinvazivni dijagnosticki model za MDS,
temeljem lako dostupnih klini¢kih i laboratorijskin parametara koriste¢i pritom multivarijatnu
logistiCku regresiju. Varijable koristene za izradu modela bile su dob, razina hemoglobina, MCV
(engl.mean corpuscular volume), broj leukocita i trombocita, od kojih su statisti¢ki znacajne bile
broj leukocita i MCV. Navedene varijable kasnije su koriStene za izracun vjerojatnosti postojanja
MDS-a u svakog pojedinog pacijenta, a koristenjem spomenutog dijagnosti¢kog modela autori su
MDS potvrdili ili iskljugili u priblizno 50% pacijenata, izbjegavajuci pritom analizu kostane srzi (13).
Druga grupa autora izradila je slican neinvazivni MDS dijagnosti¢ki model (14). Statisticki
znacajna razlika (p<0,01), u sklopu provedene multivarijatne logisti¢ke regresije, dokazana je u
sliedecih varijabli: MCV, apsolutni broj neutrofila i neutrofilna kompleksnost i Sirina disperzije Ne-
WX (engl. neutrophils complexity and width of dispersion). Ne-WX relativno je novi laboratorijski
parametar Cija poveéana vrijednost izravno korelira s heterogenos$c¢u pojedinih subpopulacija
neutrofila, a do sada se pokazao primjenjivim u dijagnostici sepse i MDS-a (15). Takoder, nekoliko
novijih radova sugerira mogucnost koristenja slobodne tumorske DNA PBcfDNA (engl. peripheral
blood circulating cell-free DNA) iz periferne krvi, porijeklom iz raspadnutih displasti¢nih klonova u
svrhu dijagnoze, procjene rizika i pracenja terapijskog odgovora. Treba istaknuti da je PBcfDNA
vrijedna alternativa analizi stanica kostane srzi, jer se koli€ina izoliranog genskog materijala obaju
uzoraka bitno ne razlikuje, relativno je lako dostupna, prikuplien uzorak je homogeniji i prikladniji
za analizu pojedinih somatskih mutacija. Zbog svega navedenog postoji mogucnost da ¢e u skoroj

buduénosti PBcfDNA biti koristan biomarker u pra¢enju klinickog stanja pacijenata (16,17).



2. HIPOTEZA |1 OPCI | SPECIFICNI CILJEVI RADA

HIPOTEZA:

Temeljem izradenog neinvazivnog dijagnostickog modela i izracunatih vjerojatnosti za svakog
pojedinog pacijenta mogu se razlikovati pacijenti s MDS-anemijom od pacijenata kod kojih je u

podlozi anemije neka druga hematoloska bolest.

OPCI CILJ:

Izrada neinvazivnog dijagnostickog modela temeljem lako dostupnih laboratorijskih parametara
te procjena njegove valjanosti u predvidanju vjerojatnosti postojanja MDS-a u pacijenata s

potvrdenom anemijom.
SPECIFICNI CILJEVI:

Definirati laboratorijske parametre koji su najbolji za razlikovanje pacijenata s MDS-om od

kontrolne skupine.

Definirati granicne vrijednosti dijagnosti¢kog testa te odrediti osjetljivost, specifi€nosti, pozitivhu

prediktivnu vrijednost (PPV) i negativnu prediktivnu vrijednost (NPV) za svaku.

Utvrditi postoji li razlika u izracunatoj vjerojatnosti postojanja bolesti u pojedinih podskupina MDS

pacijenata prema izradunatom riziku pri dijagnozi.

3. MATERIJALI I METODE

3.1. Znacajke ispitanika i varijabli

Radi se o retrospektivnhom istrazivanju u sklopu kojeg je provedeno sustavno prikupljanje
podataka na KB Merkur, a kao izvor podataka koristili smo bolni¢ki informacijski sustav (BIS).
Spomenuto istrazivanje odobreno je od strane bolni¢kog etiCkog povjerenstva. Provedena je
analiza klini¢kih i laboratorijskih parametara MDS pacijenata dijagnosticiranih na KB Merkur u
vremenskom periodu od 2013. do 2019. Navedena skupina sastojala se od ukupno 53 MDS-
pacijenata s definiranom anemijom (masena koncentracija Hb ispod donje grani¢ne vrijednosti za

referentni raspon prema nasem laboratoriju; ispod 119 g/l za Zene te ispod 138 g/l za muskarce)
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i prisutnim nalazom aspirata koStane srzZi kojim je dijagnoza potvrdena. Pacijentima je u svrhu
procjene rizika pri dijagnozi izraCunat IPSS score. Takoder, pacijenti su temeljem nalaza kostane
srzi svrstani u odredeni tip MDS-a. Navedena skupina usporedena je s kontrolnom skupinom za
koju su odabrani pacijenti s Ne-Hodgkin limfomom B i T-imunofenotipa (NHL-B i NHL-T), multiplim
mijelomom (MM), Waldenstromovom makroglobulinemijom (WM), leukemijom vlasastih stanica
(LVS) i aplasticnom anemijom (AA). Pacijentima s NHL-om odreden je tip limfoma pri dijagnozi.
Navedena skupina sastojala se od 121 pacijenta dijagnosticiranog na KB Merkur u periodu od
2013. do 2019. kojima je dijagnoza postavljena u viemenskom intervalu od 2013. do 2017. na KB
Merkur. Kriteriji uklju€enja u kontrolnu skupinu bili su: potvrdena anemija i prisutan nalaz biopsije
i/ili aspiracije koStane srzi temeljem kojeg je isklju¢ena dijagnoza primarnog MDS-a te eventualno
potvrdena infiltracija koStane srzi malignim stanicama. Kriteriji iskljuCenja bili su: akutni infekt u
periodu postavljanja dijagnoze zbog utjecaja na hematoloSke parametre, istovremena prisutnost
nekog drugog objasnjivog uzroka anemije poput kroni¢ne bubreZne bolesti tre¢eg ili viSeg stadija,
uznapredovale ciroze jetre, hipovitaminoze B12, manjka folata, sideropenije, intrakorpuskularne
hemolize, gastrointestinalnog krvarenja i slicno. Takoder, pacijenti koji su u periodu postavljanja
dijagnoze primali kemoterapiju i/ili radioterapiju zbog neke druge maligne bolesti bili su iskljuceni
iz daljnje analize. Potrebno je naglasiti da su pacijenti u obje skupine kod kojih su laboratorijski
nalazi bili dostupni tek nakon primitka terapije hematoloske bolesti bili isklju€eni iz daljnje analize.
Odabrano je ukupno 16 klini¢kih i laboratorijskih parametara pri dijagnozi: spol, broj eritrocita (E),
masena koncentracija hemoglobina (Hb), prosje€an volumen eritrocita (MCV), prosje¢na
koncentracija hemoglobina u eritrocitu (MCHC, engl. mean corpuscular hemoglobin
concentration), Sirina distribucije volumena eritrocita (RDW, engl. red cell distribution width),
apsolutni broj retikulocita (Rtc), frakcija nezrelih retikulocita (IRF, engl. immature reticulocyte
fraction), ukupni broj leukocita (Leuk), apsolutni broj neutrofila (ANC, engl. absolute neutrophil
count), apsolutni broj limfocita (Lymph), apsolutni broj monocita (Mono), apsolutni broj bazofila
(Bazo), apsolutni broj eozinofila (Eo),broj trombocita (Trc) i prosje¢ni volumen trombocita (MPV,

engl. mean platelet volume).
3.2.  Statisticka analiza

Unutar pojedine skupine koriStene su metode deskriptivne statistike radi izraCunavanja mjera
srediSnje tendencije (aritmeti¢ka sredina) i mjere rasprSenja (standardna devijacija i raspon) za
svaku mjerenu varijablu. Usporedba pojedinih nezavisnih varijabli MDS-skupine i kontrolne
skupine prvotno je provedena univarijatnim statistiCkim testovima ovisno o tipu varijable.

Studentov t-test za nezavisne uzorke koristen je za sve varijable, izuzev varijable spol. IzraCunata



je distribucija spola u svakoj od skupina, medutim varijabla spol nije koridtena za daljnju
univarijatnu, odnosno multivarijatnu analizu. Potom je primjenom metode multivarijatne logisticke
regresije provedena obrada navedenih nezavisnih varijabli u svrhu stvaranja prediktivhog
dijagnosti¢kog modela. Preliminarnom analizom varijabli (izuzev varijable spol) istovremeno su
razmotreni meduodnosi vise nezavisnih varijabli i na€in na koji one modeliraju jednu zavisnu
binarnu (dihotomnu) varijablu (pacijent ima MDS=1, pacijent nema MDS=0). Preliminarnom
regresijskom analizom filtrirani su statistiCki znac&ajni ili grani€no znac€ajni laboratorijski parametri
koji su potom koristeni u kona¢noj multivarijatnoj logistiCkoj regresijskoj analizi po stepwise
protokolu. Navedeni model predvida vjerojatnost (P, engl probability) postojanja MDS-a kao
funkciju ve¢ spomenutih nezavisnih varijabli. Temeljem regresijske analize za svaku pojedinu
varijablu odredeni su parametri: regresijski koeficijent 3, omjer Sanse (OR, engl. odds ratio), 95%
interval pouzdanosti (95% CI, engl. confidence interval) te p vrijednost (p). U svrhu izralunavanja
vjerojatnosti (P) za svakog pojedinog pacijenta koriStena je klasi¢na formula logisticke regresije
(vidi kasnije). Za internu validaciju dijagnosti¢kog testa izraCunata je povrsina ispod ROC (engl.
receiver operating characteristic) krivulje (AUC, engl. area under the curve) za dani model. Nakon
ispitivanja nekoliko grani¢nih vrijednosti vjerojatnosti (P) definirana je jedna, u svrhu
kategorizacije pacijenata u 2 skupine: prva s niskom, a druga s visokom vjerojatno$¢u da boluje
od MDS-a. Za svaku od ispitivanih grani¢nih vrijednosti izradunata je osjetljivost, specifi¢nost,
pozitivna prediktivnha vrijednost (PPV) i negativha prediktivna vrijednost (NPV). Za analizu
podataka koristen je SAS 9,3 (engl. Statistical Analysis System) softver. Razina znacajnosti
(a)postavljena je na vrijednost 0,05, odnosno p vrijednosti manje od 0,05 smatrane su statisticki

znacajnim.



4. REZULTATI

Provedena je analiza navedenih kliniCkih i laboratorijskih varijabli od ukupno 174 pacijenata, U 53
pacijenata je temeljem analize aspirata kostane srZi postavljena dijagnoza MDS-a. Navedena je
skupina usporedena s kontrolnom za koju je odabrano 121 pacijenta kojima je temeljem nalaza
aspirate i/ili biopsije ko&tane srZi iskljuéena dijagnoza MDS-a. Od ukupno 53 MDS pacijenata, 2
je imalo RCUD (3,8%), 8 RARS (15,1%), 16 RCMD (30,2%), 12 RAEB-1 (22,6%), 12 RAEB-2
(22,6%), 2 s izoliranom del(5q) (3,8%) i 1 neklasificiran (1,9%). Koriste¢i IPSS sustav za
izraCunavanje rizika, 13 pacijenata svrstano je u nizak rizik (24,5%), 25 u intermedijarni rizik-1
(47,2%), 6 u intermedijarni rizik-2 (11,3%) i 9 u visoki rizik (17%). U kontrolnoj skupini bilo je 55
pacijenata s NHL-om (44,5%), 54 s MM-om (44,6%), 8 s WM-om (6,7%), 2 s LVS-om (1,6%) i 2
s AA-om (1,6%). Unutar NHL podskupine, 26 pacijenata (47,3%) s difuznim B-velikostani¢nim
limfomom (DLBCL, engl. diffuse large B-cell ymphoma), 8 (14,6%) s folikularnim limfomom (FL),
7 (12,7%) s limfomom marginalne zone (MZL, engl. marginal zone lymphoma), 3 (5,4%) s
limfomom plastene zone (MCL, engl. mantle cell lymphoma), 1 (1,8%) s viloznim spleni¢nim, 1
(1,8%) s nespecificiranim i 9 (16,4%) s T-NHL-om. U skupini MDS-a bilo je 32 muskaraca (60,4%)
i 21 (39,6%) Zena, dok je u kontrolnoj skupini bio 71 muskarac (568,7%) i 50 Zzena (41,3%).
Univarijatnom analizom varijabli utvrdena je statistiCki znacajna razlika kod 11 varijabli: E, Hb,
MCV, RDW, IRF, Leuk, ANC, Lymph, Mono, Trc i MPV. Rezultati analize prikazani su u tablicama
1.,2.13.



Tablica 1. Zna€ajke nezavisnih varijabli.

Grupa E Hb MCV MCHC RDW

MDS n=53 AS (+ SD) 3,10 (x0,62) 97,04 95,28 331,80 18,11

M/Z=32/21 Raspon 2,04-4,79 (£15,86) (+8,81) (£17,35) (£3,64)
66-130 77,50- 280-369 13-34,30

115,90

Kontrola AS (+ SD) 3,76 (x0,64) 109,2 87,46 330,5 15,81

n=121 Raspon 1,89-4,90 (x15,43) (x6,31) (x30,66) (x2,38)

M/Z=71/50 63-137 66,60-102,4 320-375 12,40-26,20

Ukupno n=174 AS (+ SD) 3,52 (x0,70) 104,7 90,33 331 16,66

M/Z=103/71 Raspon 1,89-4,90 (£16,62) (£8,22) (£26,53) (£3,10)
63-137 66,60-115,9 280-375 12,40-34,30

p vrijednost - <.0001 <.0001 <.0001 <.7377 <.0001

AS=aritmeti¢ka sredina, SD=standardna devijacija, M=muski spol, Z=Zenski spol (E=x10%L,

Hb=g/L, MCV=fL, MCHC=g/L, RDW=%); p vrijednosti se odnose na univarijatnu analizu izmedu

skupina

Tablica 2. Zna&ajke nezavisnih varijabli.

Grupa Rtc IRF Leuk ANC Lymph
MDS n=53 AS (+ SD) 55,41 13,04 3,84 (£1,92) 1,89 (¢1,45) 1,39 (+0,65)
M/Z=32/21 Raspon (£56,88) (£8,12) 0,81-9,80 0,11-6,62 0,56-3,76
2,90-351,50 0-43,10
Kontrola AS (+ SD) 48,86 10,23 (£6,28 8,29 (+4,60) 5,08 (£3,07) 2,11 (+2,33)
n=121 Raspon (£23,72) 0,40-29,40 2,40-27,72 0,12-18,19 0,39-17,25
M/Z=71/50 10,40-
139,80
Ukupno AS (+ SD) 51,54 11,38 6,66 (+4,40) 3,90 (£3,01) 1,84 (+1,92)
n=174 Raspon (+40,68) (£7,20) 0,81-27,72 0,11-18,19 0,39-17,25
M/Z=103/71 2,90-351,50 0-43,10
p vrijednost - <.3090 <.0131 <.0001 <.0001 <.0001




AS=aritmeti¢ka sredina, SD=standardna devijacija, M=muski spol, Z=Zenski spol (Rtc=x10°/L,

IRF=%, Leuk= x10°%L, ANC= x10%L, Lymph= x10°%L); p vrijednosti se odnose na univarijatnu

analizu izmedu skupina

Tablica 3. Znac€ajke nezavisnih varijabli.

Grupa Mono Bazo Eo Trc MPV
MDS n=53 AS (£ SD) 0,43 (¢0,35) 0,03 (¢0,05) 0,08 (+0,12) 128,70 11,15
M/Z=32/21 Raspon 0,03-1,68 0-0,39 0-0,64 (£100,2) (£1,32)
6-420 8,60-14,20
Kontrola AS (£ SD) 0,74 (¢0,45) 0,07 (#0,50) 0,13 (¢0,16) 226,3 10,01
n=121 Raspon 0,02-2,56 0-5,59 0-0,82 (£101,60) (£1,40)
M/Z=71/50 14-582 1,70-12,70
Ukupno AS (£ SD) 0,62 (+0,44) 0,06 (+0,40) 0,11 (#0,15) 190,60 10,35
n=174 Raspon 0,02-2,56 0-5,59 0-0,82 (x111,30) (£1,47)
M/Z=103/71 6-582 1,70-14,20
p vrijednost - <.0001 <.4556 <.0704 <.0001 <.0001

AS=aritmeti¢ka sredina, SD=standardna devijacija, M=muski spol, Z=Zenski spol (Mono=x109/L,
Bazo= x10%L, Eo= x10%L, Trc= x10%L, MPV=fL); p vrijednosti odnose se na univarijatnu analizu

izmedu skupina

Pri analizi nezavisnih varijabli metodom multivarijatne logisti¢ke regresije zadovoljen je kriterij
konvergencije; i kod preliminarne i kod konaéne regresijske analize. U preliminarnoj regresijskoj
analizi 3 varijable pokazale su se statistiCki znacajne: MCV, ANC i MPV. Grani¢no znacajna
varijabla bila je RDW. U konacénoj regresijskoj analizi, na kojoj se temelji na$ dijagnosti¢ki model,
koristene su isklju€ivo 4 navedene varijable po stepwise protokolu. Za svaku su pojedinu varijablu
izraGunati kljuéni regresijski parametri (vidi u tablici 4.), a za izraCunavanje vjerojatnosti (P)

postojanja MDS-a u svakog pacijenta koriStena je sliedec¢a formula:

e(B1x1+B2xo++B4x4+K)

- 1 + e(B1x1+Baxz++Baxs+K)

U prikazanoj formuli, P je vjerojatnost, x»(gdje n predstavlja pojedinu nezavisnu varijablu, n=1...4)
oznaCava vrijednost pojedine nezavisne varijable, Bn je logisti¢ki koeficijent pojedine nezavisne

varijable, a K predstavlja konstantu logistickog modela. Prema navedenoj formuli, izraCunata je




vjerojatnost (P) kod svakog pojedinog pacijenta. Slike 1., 2., 3., i 4. prikazuju raspodjelu vrijednosti

varijabli (univarijatna analiza) koristenih u konaénom dijagnostickom modelu.

Tablica 4. Rezultati multivarijatne logistiCke regresije

Varijabla SS B Standardna Wald p OR 95% Wald
greska Chi- Clza OR
Square

K 1 -22,7513 5,0462 20,3271 <.0001 - -

MCV 1 0,573 0,0401 15,4194 <.0001 1,170 1,082-1,266
RDW 1 0,1954 0,1094 3,1909 0,0740 1,216 0,981-1,506
ANC 1 -1,1372 0,2330 23,8278 <.0001 0,321 0,203-0,506
MPV 1 0,6993 0,2404 8,4589 0,0036 2,012 1,256-3,224

K=konstanta, SS=stupnjevi slobode, B=logisti¢ki koeficijent za pojedinu nezavisnu varijablu,

p=razina znacajnosti, OR=omijer Sansi
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Slika 4. Grafi¢ki prikaz distribucije vrijednosti

MPV-a pri univarijatnoj analizi

Grafi¢ki je nacrtana ROC-krivulja za navedeni dijagnosti¢ki model te je pritom izraunata povrsina

ispod krivulje (AUC) Cija vrijednost iznosi 0,9567 (slika 5.). Takoder, grafi¢ki je nacrtana ROC-

krivulja prema stepwise protokolu koja prikazuje kako dodavanje pojedine varijable poveéava

osjetljivost i specifitnost dijagnosti¢kog modela, odnosno, poveéava povrsinu ispod krivulje. Prva

krivulja (step 1) odraz je dodavanja MCV-a u model, druga krivulja (step 2) dodavanja ANC-a,

treca krivulja (step 3) dodavanja MPN-a, a Cetvrta krivulja prikazuje kona¢ni model (slika 6.).
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Slika 5. Prikaz ROC-krivulje za model
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Slika 6. Prikaz Roc-krivulje prema stepwise protokolu

lako varijabla RDW ne doprinosi dodatno dijagnostiCkom modelu, ostavljena je kao prediktorska
varijabla iz razloga kojeg navodim u raspravi ovog rada. Od 4 navedene varijable, MCV i ANC
pokazale su se kao najbolje prediktorske varijable s najnizim p vrijednostima (p<.0001 za obje

varijable).

Provedena je graficka analiza distribucije vjerojatnosti (P) za svakog pojedinog pacijenta (N=174)
Cije su nezavisne varijable sudjelovale u stvaranju prilozenog logistickog modela (slika 7.).
Temeljem izraCunatih vjerojatnosti (P) za svakog pojedinog pacijenta ispitano je nekoliko
graniénih vrijednosti P (0,3 0,35 0,65 0,7) u svrhu kategorizacije pacijenata u dvije skupine:
pacijenti s visokom vjerojatnosc¢u postojanja MDS-a te pacijenti s niskom vjerojatnoS§¢u postojanja
MDS-a. Pokazalo se da od ispitanih grani¢nih vrijednosti, vrijednost 0,3 ima najbolju osjetljivost i
specificnost, odnosno PPV i NPV (tablica 5.), u usporedbi s ostalim ispitanim vrijednostima i zbog
toga je odabrana kao grani¢na. Izradeni dijagnosti¢ki model ima pribliZno jednaku osjetljivost i
specificnost, medutim pokazuje znac¢ajnu razliku u pogledu PPV-a i NPV-a. Upravo zbog vecéeg
NPV-a ovim testom moze se s relativno velikom sigurnoScu iskljuciti dijagnozu MDS-a u

pacijenata s negativnim rezultatom testa. Pacijenti s P vrijedno$¢u iznad definirane grani¢ne
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(P=0,3) kategorizirani su kao ,vjerojatni MDS", a pacijenti s P vrijedno$¢u ispod grani¢ne

kategorizirani su kao ,vjerojatno nije MDS*.

Tablica 5. Kontingencijska tablica za grani¢nu vrijednost 0,3

1 0 Ukupno
Pozitivan test 46 16 62
Negativan test 7 105 112
Ukupno 53 121 174

O=nema MDS, 1=ima MDS
P >0,3 osjetljivost=86,79%, specificnost=86,78%, PPV=74,19%, NPV=93,75%

Od ukupno 53 pacijenata, njih 46 testom je ispravno svrstano u kategoriju “vjerojatni MDS”, dok
je njih 7 pogredno svrstano u kategoriju “vjerojatno nije MDS”. Temeljem izraCunatih vjerojatnosti
(P) za svakog pacijenta, 8 visokorizi¢nih MDS pacijenata svrstano je u kategoriju ,vjerojatni MDS*,
a 1 pogresno u kategoriju ,vjerojatno nije MDS*. Svi pacijenti s intermedijarnim-2 rizikom ispravno
su kategorizirani, a u skupini pacijenata s intermedijarnim-1 rizikom pogres$no je svrstano 2
pacijenata (8%). NajviSe pogresno svrstanih pacijenata bilo je u skupini niskog rizika, njih 4
(30,8%).

5. RASPRAVA

Laboratorijski parametri koristeni u ovom dijagnosti¢kom modelu odraz su same patofiziologije
bolesti. Makrocitoza (MCV > 97fL prema naSem laboratoriju) posliedica je poremecaja
sazrijevanja crvene krvne loze, karakteriziranog narusenim odnosom citoplazme i jezgre, u korist
citoplazme. S obzirom na to kako je makrocitoza bitno obilijezje kako MDS-a, tako i brojnih
benignih stanja (hipovitaminoze, hipotireoza lijekovi...), smatram kako bi korisno bilo osmisliti
regresijski model te odrediti koje su varijable kljuéne za razlikovanje makrocitoze u MDS-u od
makrocitoze u drugim, benignim stanjima. Disgranulopoeza bitna je odrednica MDS-a, koja se
oCituje u smanjenom ANC-u, a takoder su prisutne i kvalitativne promjene neutrofila poput porasta
heterogenosti pojedinih subpopulacija i poremecaja granuliranosti. 1z navedenog proizlazi kako
bi noviji laboratorijski parametri, usmjereni na kvalitativha obiljeZja granulocita, bili vrijedna

dopuna u razvoju neinvazivne dijagnostike. Porast MPV-a posliedica je poremecene
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megakariopoeze, pri ¢emu se u perifernu krv otpustaju trombociti pove¢anog volumena. RDW,
kao mjera anizocitoze, u sklopu kona¢ne multivarijatne regresijske analize, pokazao se grani¢no
statisti¢ki znacajnim (p=0,0740). Usprkos tome, odlu¢eno je zadrzati ga u modelu, jer smatramo
da je potrebna veca skupina pacijenata kako bi se njegov pravi znacaj utvrdio. Dva najveéa
ograniCenja ovog rada bila su relativno mali broj pacijenata i problematika osmisljavanja prikladne
kontrolne skupine. PokuSali smo napraviti 3to heterogeniju kontrolnu skupinu temeljem
predefiniranih kriterija uklju€enja i isklju¢enja kako bi §to viSe dijagnoza oponirali MDS-u i kako bi
niskorizicnog MDS-a, dok je s porastom rizika i toCnost postavljanja ispravne dijagnoze bila u
porastu. Smatramo da u daljnjem razvoju ovog modela nedostaje vanjska validacija, kojom bi se
ucvrstili dobiveni rezultati. Motivacija za izradu ovog rada bio je ve¢ prije spomenuti rad (13)
izraelskih autora koji su se prvi okudali u postavljanju dijagnoze MDS-a temeljem lako dostupnih
klini€kih i laboratorijskih parametara. Naglasio bih 3 klju¢na nedostatka u metodologiji i statisti¢koj
analizi podataka: nedovoljno dobro definirana kontrolna skupina $to oteZzava reproducibilnost
rada, koristenje statisti¢ki neznacajnih varijabli (dob, spol, Hb i Trc) u konaénom dijagnosti¢kom
modelu te koridtenje dviju grani¢nih vrijednosti testa, pri Eemu se stvara ,siva zona“ unutar koje
tumacenje rezultata nije moguce. U nesto novije objavljenom radu (citirati) Ne-WX se pokazao
kao klju¢an parametar za otkrivanje MDS-a/diferenciranje MDS-grupe od kontrolne skupine, i bio
znacajno vecih vrijednosti u sve 4 podskupine MDS-pacijenata nego u kontrolnoj skupini
(p<0,0001). Koristenjem spomenutog parametra u kombinaciji s MCV-om i ANC-om, autori su
osmislili MDS score s osjetljivoS¢u od 86% i specificnoS¢u od 88%. U vidu razvoja neinvazivne
dijagnostike, osim laboratorijskih parametara, zapoceto je eksperimentalno koristenje metoda
molekularne analize genskog materijala iz periferne krvi koji se pokazao kao jednakovrijedna
zamjena analizi kostane srzi (16,17). Iz svega navedenog proizlazi kako bi kombinacija
jednostavnih laboratorijskin parametara u preliminarnoj te molekularnih metoda u konacnoj
dijagnozi mogla biti buduénost neinvazivne dijagnostike MDS-a. Dok se ne dokaze suprotno,

aspiracija kostane srZi i dalje ostaje zlatni standard.
6. ZAKLJUCAK

Temeljem dobivenih rezultata potvrdeno je da postoji mogucénost razlikovanje MDS pacijenata od
kontrolne skupine temeljem lako dostupnih laboratorijskih parametara. Uz dobro osmisljenu
kontrolnu skupinu moguce je posti¢i visoku osjetljivost i specificnost koriStenjem samo jedne
grani¢ne vrijednosti testa. Postoji razlika u predvidenoj vjerojatnosti izmedu pojedinih skupina

rizika MDS pacijenata.
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dr. sc. Mladena Knoteka, prof. dr. sc. Leje Smirci¢-Duvnjak i doc. dr. sc. Tomislava
Letilovica u Kilini€koj bolnici Merkur na odjelima nefrologije, endokrinologije i
kardiologije. Takoder, dvije sam godine radio kao demonstrator na predmetu Anatomija
na istoimenom zavodu. 2017. sam prisustvovao na 7. Hrvatskom kongresu hematologa
u Sibeniku. Na Zavodu za hematologiju Klinitke bolnice Merkur sudjelovao sam u

pisanju nekoliko radova te sazetaka za kongrese.
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