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SAZETAK
Epstein-Barr virusom induciran hemofagocitni sindrom
Ivan Tecer

Hemofagocitni sindrom (HS) ili hemofagocitna limfohistiocitoza (HLH) hiperinflamatorni je
sindrom uzrokovan nekontroliranim otpustanjem citokina i aktivacijom

T-limfocita, makrofaga i histiocita. HLH obuhvaca dva osnovna oblika: primarni i
sekundarni. Primarni oblik uzrokovan je poremec¢enom funkcijom citotoksi¢nih

T-limfocita i prirodnoubilackih (NK, prema engl. natural Killer) stanica $to je rezultat
mutacije gena vaznih za citotoksi¢nost ovih stanica. Sekundarni oblik potaknut je razli¢itim
stanjima poput infekcija, malignih novotvorina, autoimunih i autoinflamatornih bolesti.
Tipicni su simptomi 1 nalazi HLH-a vru€ica, splenomegalija, citopenija, hemofagocitoza u
kostanoj srzi, koagulopatija i poviSena razina feritina. Dijagnosticira se na temelju
molekularnog nalaza koji je u skladu s dijagnozom HLH-a ili na temelju
klini¢ko-laboratorijskih kriterija HLH-2004. Najces¢i uzrok sekundarnog oblika u djece su
infekcije, a u odraslih maligna bolest. Od infektivnih je uzro¢nika s HLH-om najcesce
povezan Epstein-Barr virus (EBV). EBV je ubikvitaran virus kojim se tijekom zivota zarazi
viSe od 90 % ukupne populacije. Uobi¢ajeno uzrokuje klinicku sliku infektivne
mononukleoze, ali je, zbog svoje sposobnosti uspostavljanja trajne infekcije, povezan s
razvojem brojnih bolesti ukljucujuéi razlicite limfoproliferativne bolesti. EBV moze biti
okida¢ simptoma u osoba s primarnim HLH-om, moZe biti temeljni uzrok sekundarnog oblika
ili uzrok NK/T-stani¢nih limfoproliferativnih bolesti koje su podloga za razvoj sekundarnog
HLH-a. EBV-om induciran HLH dijagnosticira se ispunjavanjem dijagnostickih kriterija za
HLH uz dokazanu aktivnu infekciju EBV-om. Lije¢enje EBV-om induciranog HLH-a
obuhvaca imunosupresivnu terapiju i kemoterapijske protokole. U sluc¢aju primarnog HLH-a i
drugih oblika koji ne odgovaraju na terapiju lijekovima jedina je uéinkovita terapija
alogeni¢na transplantacija krvotvornih mati¢nih stanica. Poznavanje glavnih klinickih i
laboratorijskih znac¢ajki, pravovremeno dijagnosticiranje i lijeCenje temeljeno na kvalitetnim
dijagnostickim i terapijskim protokolima klju¢ su sprecavanja teskih, ¢esto fatalnih posljedica
EBV-om induciranog HLH-a. Istrazivanja razli¢itih lijekova, poput monoklonskih protutijela i
ciljane terapije, kao i razvoj ucinkovitog cjepiva protiv EBV-a, donose nove moguénosti za

uspjesnije lijeCenje ovog rijetkog sindroma.

Kljuéne rijeéi: Epstein-Barr virus, hemofagocitni sindrom, limfoproliferativni poremecaji



SUMMARY

Epstein-Barr virus induced hemophagocytic syndrome

Ivan Tecer

Hemophagocytic syndrome (HS) or hemophagocytic lymphohistiocytosis (HLH) is a
hyperinflammatory syndrome caused by uncontrolled cytokine release and activation of T
cells, macrophages, and histiocytes. HLH comprises two major forms: primary and secondary.
The primary form is caused by impaired function of cytotoxic T cells and natural killer (NK)
cells, as a result of mutations in genes that are important for the cytotoxicity of these cells.
The secondary form is triggered by various conditions such as infections, malignancies, and
autoimmune and autoinflammatory diseases. Typical findings of HLH include fever,
splenomegaly, cytopenia, hemophagocytosis in the bone marrow, coagulopathy, and elevated
ferritin levels. It is diagnosed based on a molecular finding consistent with HLH or on the
clinical and laboratory criteria of HLH-2004. The leading cause of secondary HLH in children
is infections, while in adults it is usually associated with malignancies. Among infectious
agents associated with HLH, Epstein-Barr virus (EBV) is the most common trigger. EBV is a
ubiquitous virus that infects over 90 % of the total population during their lifetime. Typically,
the infection presents itself as infectious mononucleosis, but due to its ability to establish
persistent infection, EBV is associated with the development of various diseases, including
different lymphoproliferative disorders. EBV can act as a trigger for symptoms in individuals
with primary HLH, it can be the sole cause of the secondary form; or can cause NK/T-cell
lymphoproliferative diseases that serve as an underlying condition associated with the
development of secondary HLH. EBV-induced HLH is diagnosed by the combination of
HLH-2004 criteria and documented active EBV infection. The treatment of EBV-induced
HLH involves immunosuppressive therapy and chemotherapy. In the case of primary HLH or
other forms that do not respond to previous pharmacotherapy, the only effective therapy is
allogeneic hematopoietic stem cell transplantation. Understanding the main clinical and
laboratory features, timely diagnosis, and treatment based on high-quality diagnostic and
therapeutic protocols are crucial in preventing the severe, often fatal consequences of EBV-
induced HLH. Studies to evaluate different drugs, including monoclonal antibodies and
targeted therapies, as well as the development of an effective vaccine against EBV, bring new
options for the successful treatment of this rare syndrome.

Keywords: Epstein-Barr virus, hemophagocytic syndrome, lymphoproliferative disorders



1. Uvod

Hemofagocitni sindrom (HS) ili hemofagocitna limfohistiocitoza (HLH) rijetko je, zivotno
ugrozavajuce stanje uzrokovano pretjeranom aktivacijom imunosnih stanica i otpustanjem
posrednika upale (1). U podlozi je ovog sindroma nekontrolirana aktivacija T-limfocita i
makrofaga te poremecena funkcija prirodnoubilackih stanica, tj. NK (eng. natural killer)
stanica (2). Stanje je potaknuto i odrzavano stalnim otpustanjem citokina koji poti¢u
makrofage u kostanoj srzi na hemofagocitozu (3). Pojam fagocitoza opcenito podrazumijeva
,endocitozu velikih Cestica kao $to su bakterije, stanice ili dijelovi raspadnuta tkiva“ (4).
Hemofagocitoza je uzi pojam koji oznacava fagocitozu stanica hematopoetskog sustava
(eritrocita, leukocita, trombocita i njihovih prekursora) makrofagima ili histiocitima (tkivnim
makrofagima) u kostanoj srzi, jetri, slezeni, limfnim ¢vorovima ili drugim organima (5).
Limfohistiocitoza naziv je za pojac¢ano nakupljanje aktivnih limfocita i histiocita u tkivima.
Hemofagocitna limfohistiocitoza pojam je koji oznacava nakupljanje i aktivaciju limfocita i
histiocita koji vrSe hemofagocitozu u razli¢itim organima, prije svega onima koji pripadaju
krvotvornom i sredisnjem Zzivéanom sustavu (SZS). U 10. reviziji Medunarodne klasifikacije
bolesti Svjetske zdravstvene organizacije (MKB-10) navedene su dvije dijagnoze koje se
odnose na ovaj sindrom: D76.1 hemofagocitna limfohistiocitoza i D76.2 hemofagocitni
sindrom povezan s infekcijom (6). U 11. reviziji (MKB-11) navedene su tri dijagnoze:
4A01.23 primarna hemofagocitna limfohistiocitoza, 3B62.5 hemofagocitni sindrom povezan s
infekcijom i 3B62.Y sekundarna hemofagocitna limfohistiocitoza (7). Budu¢i da u literaturi
prevladava naziv hemofagocitna limfohistiocitoza, u nastavku rada bit ¢e upotrebljavan taj
naziv, odnosno odgovarajuca pokrata. Glavni su klinicki znakovi i simptomi koji se javljaju u
sklopu ovog sindroma vrucica, hepatosplenomegalija, limfadenopatija, koagulopatija,
pancitopenija i simptomi koji su odraz zahvacéenosti SZS-a, poput encefalopatije, konvulzija i
zari$nih neuroloskih ispada (8). Simptomi i znakovi variraju, ali uobic¢ajeno se sindrom
dijagnosticira na temelju prisutnosti barem pet od osam klinic¢kih i laboratorijskih kriterija
navedenih u smjernicama imena HLH-2004: Dijagnosticke i terapijske smjernice za
hemofagocitnu limfohistiocitozu, objavljenima kao dopuna dotada$njim smjernicama HLH-94
(9). Osnovna je podjela HLH-a na primarni i sekundarni oblik. Primarni HLH (pHLH)
genetski je uvjetovan, dok je sekundarni HLH (sHLH) steceno stanje povezano s razli¢itim

infekcijama, malignim oboljenjima i autoimunim bolestima (1). lako se primarni oblik naziva
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i nasljednim, takav oblik HLH-a moze biti potaknutim vanjskim ¢imbenikom, npr.
infekcijom. Najcesca je infekcija u tijeku koje se moze razviti HLH infekcija Epstein-Barr
virusom (EBV) (3). EBV je ubikvitaran herpesvirus kojim je tijekom zivota inficirano oko 90
% svih ljudi (10). Iako je zaraza ve¢inom asimptomatska, EBV je etiopatogenetski povezan s
nizom bolesti i sindroma: od asimptomatske infekcije i infektivne mononukleoze (IM), preko
karcinoma, drugih neoplazmi 1 limfoproliferativnih bolesti, do autoimunih bolesti, ukljuc¢ujuci
multiplu sklerozu (MS) (11). U sklopu pHLH-a, NK/T-stani¢nih limfoproliferativnih bolesti,
ali i neovisno o njima, moze se razviti EBV-om induciran HLH (12). Premda je rijedak, ovaj
sindrom vazno je na vrijeme prepoznati i razjasniti podlogu njegova nastanka radi
pravovremene primjene odgovarajuce terapije. Stoga, cilj je ovoga rada prikazati
etiopatogenezu, klinicku sliku, dijagnosti¢ke postupke i terapiju ovoga rijetkog, ali, u slucaju
neprepoznavanja, ¢esto fatalnog sindroma. U prvom je dijelu rada opisana infekcija EBV-om,
s naglaskom na patogenezi i imunosnom odgovoru. Drugi dio rada odnosi se na HLH
opcenito, uz naglasak na prikazu klinicke slike, laboratorijskih nalaza, dijagnostickih
Smjernica i protokola lije¢enja. Tre¢i dio rada proizlazi iz informacija iznesenih u prvim
dvama dijelovima, uz dodatan opis etiopatogenetskih, klini¢kih, dijagnosti¢kih i terapijskih

posebnosti usko vezanih uz EBV-om induciran HLH.
2. Epstein-Barr virus

2.1.Klasifikacija i otkrice virusa

Epstein-Barr virus (EBV), poznat i kao Epstein-Barrin virus ili humani gamaherpesvirus 4
(HHV4), ubikvitaran je humani virus iz porodice Herpesviridae koji, poput drugih humanih
herpesvirusa, uzrokuje dozivotne (perzistentne) infekcije s raznolikim klini¢kim slikama.
Pripada rodu Lymphocryptovirus iz potporodice limfotropnih virusa Gammaherpesvirinae,
kojoj takoder pripada i humani gamaherpesvirus 8 (HHV8). Poput drugih virusa iz ovoga
roda, EBV takoder inficira B-limfocite te moZe uzrokovati besmrtnost ovih stanica u in vitro
uvjetima. Pretpostavka o postojanju dotad neotkrivenog virusa postojala je jos od 1958. kada
je Dennis Burkitt opisao limfom koji se javljao kao najces¢i tumor djecje dobi u istocnom
dijelu Afrike. Burkitt je pretpostavio da je, zbog geografske raspodjele sluc¢ajeva ove vrste
tumora (danas poznat kao Burkittov limfom (BL)), moguci uzrok tumora infektivne prirode i
povezan s malarijom. Prvi je put virus opisan 1964. godine kada su Anthony Epstein, Bert

Achong i Yvonne Barr elektronskim mikroskopom vidjeli ¢estice nalik herpesvirusima u



kulturi stanica dobivenoj iz tkivnih uzoraka Burkittova limfoma (13). Budu¢i da je virus
dobio ime po britanskom patologu Anthonyju Epsteinu i irskoj virologinji Yvonne Barr,
uputno bi bilo koristiti se nazivom Epstein-Barrin virus umjesto nazivom Epstein-Barrov
virus. Poznata su dva tipa EBV-a, tip A i tip B (EBV-1 i EBV-2), koji se razlikuju genetski i
po sposobnosti transformacije limfocita (11,14). Zbog Siroke rasprostranjenosti, visoke
prevalencije, raznolikosti klini¢kih slika 1 povezanosti s novotvorinama, ovaj je virus predmet
brojnih istrazivanja s ciljem pronalaska u¢inkovite prevencije zaraze i spreavanja razvoja

bolesti te uspostavljanja u¢inkovitih protokola lijecenja.

2.2 Struktura, fiziologija i replikacija
EBV je ovijen virus, promjera 120 — 180 nm, graden od dvolan¢ane deoksiribonukleinske
kiseline (DNA) smjestene unutar nukleokapside sastavljene od 162 kapsomere.
Nukleokapsidu ovija membrana koja potje¢e od membrane stanice domacina i na njoj se
nalaze virusni glikoproteini (gp). Izmedu nukleokapside i virusne ovojnice nalazi se tegument
koji sadrzava virusne enzime i druge proteine (13,14). Genom EBV-a ¢ini linearna
dvolan¢ana DNA duljine 172 kbp (kilobaznih parova) koja moze kodirati oko 85 proteina, od
kojih neki jos uvijek nisu utvrdeni i opisani (13). Poput vecine herpesvirusa, zivotni ciklus
EBV-a takoder se sastoji od dviju faza: latentne i liticke. Tijekom latentne faze virusna je
DNA smyjestena u stani¢noj jezgri u obliku episoma te se, ovisno o procesu diobe stanice i
replikacije DNA domacina, dogada i pasivna replikacija virusnog genoma koji se prenosi u
stanice kceri ¢ime ostaje trajno prisutan u domacinu (11). Otvoreni okviri ¢itanja (ORF,
prema engl. open reading frame) genoma EBV-a imenovani su prema fragmentu dobivenom
djelovanjem restrikcijske endonukleaze BamHI unutar kojeg se nalaze (15). Fragmenti su
oznaceni slovima na nacin da slovo A oznacava najveci od fragmenata, a fragmenti oznaceni
daljnjim slovima abecede poredani su po veli¢ini (13). Dio proteina takoder ima dodatne
nazive uvrijeZene u literaturi, odabrane po njihovu smjestaju ili ulozi koju vrse. Osim u
proteine dio gena prepisuje se u nekodirajuc¢e molekule ribonukleinske kiseline (RNA, prema
engl. ribonucleic acid). Takvim nekodiraju¢im molekulama RNA pripadaju EBV-om
kodirana RNA 1i 2 (EBER1 i EBERZ2, prema engl. EBV-encoded RNA) te brojne mikroRNA
molekule. Na krajevima virusne DNA nalazi se niz terminalnih ponavljanja veli¢ine 0.5 kb
(kilobaza) (15). Tijekom latentne infekcije B-limfocita genom EBV-a prelazi u kruzni oblik
spajanjem u podrucju terminalnih ponavljanja, ¢iji broj moze biti koriSten kao surogatni biljeg
stani¢ne klonalnosti. Dakle, na temelju jednakog broja terminalnih ponavljanja moze se

zakljuditi potjecu li stanice nekog uzorka od zajednicke prethodne stanice inficirane EBV-om



(11). Geni i proteini EBV-a uobicajeno se dijele na tri skupine ovisno o fazi u kojoj se
prepisuju (transkribiraju) i prevode (translatiraju): neposredno rane, rane i kasne gene i
proteine (14). Vaznu ulogu u gradi i umnaZzanju virusa imaju sljede¢i proteini: nuklearni
antigeni (EBNA, prema engl. Epstein-Barr nuclear antigens, kojima pripadaju EBNAL,
EBNA2, EBNA3A, EBNA3B, EBNA3C i EBNA-LP); kasni ili latentni membranski proteini
(LMP, prema engl. latent membrane proteins, kojima pripadaju LMP1, LMP2A i LMP2B);
desnostrani ORF 1 fragmenta H restrikcijske endonukleaze BamHI (BHRF1, prema engl.
BamHI fragment H rightward open reading frame 1) i desnostrani ORF 1 fragmenta A
endonukleaze BamHI (BARF1, prema engl. BamHI-A fragment rightward open reading
frame); glikoproteini membrane (oznaceni brojevima uz kraticu gp) 1 virusni kapsidni antigeni

(VCA, prema engl. viral capsid antigen) (13,15).

Primarno mjesto replikacije virusa nepoznato je, no vjerojatno se replikacija (liticka faza)
EBV-a zbiva u diferenciraju¢im epitelnim stanicama orofarinksa, Zlijezda slinovnica i desni.
Virusne Cestice zatim inficiraju B-limfocite smjesStene u usnoj Supljini, osobito u dijelovima
bogatim limfnim tkivom (tzv. Waldeyerov limfati¢ni prsten). Zarazeni B-limfociti sluze kao
rezervoar virusa u latentnoj fazi i kao put Sirenja virusa u druge dijelove limfnog sustava i u
epitelne stanice (13). Virus se proteinom ovojnice gp350 veze za ciljne receptore
komplementa 2 (CR2/CD21) na B-limfocitima. Daljnjom interakcijom glikoproteina gp42 s
molekulama glavnog kompleksa histokompatibilnosti klase 11 (MHC-I11, prema engl. major
histocompatibility complex class I1), koje sluze kao koreceptori, dolazi do povezivanja gp42 i
heterodimera glikoproteina gH/gL. Ovaj kompleks glikoproteina aktivira gB, fuzijski protein
klju€an za spajanje virusne ovojnice sa stanicnom membranom. Kompleks glikoproteina
gH/gL i gB takoder je potreban za fuziju virusne ovojnice s membranom epitelnih stanica, ali
inicijalno vezanje virusa na epitelne stanice zbiva se interakcijom virusnog proteina BMRF2 s
integrinima i efrinskim receptorom A2 epitelnih stanica (16). Buduci da epitelne stanice
nemaju izrazene MHC-11, gp42 nije potreban za ulazak u njih, ve¢ je dovoljan samo
heterodimer gH/gL (11). Prilikom replikacije u epitelnim stanicama dolazi do vezanja gp42 za
gH/gL kompleks, dok se pri replikaciji u B-limfocitima gp42 izdvaja vezanjem na MHC-I1.
Zbog toga virusi nastali replikacijom u epitelnim stanicama imaju vec¢u moguénost
zarazavanja B-limfocita jer imaju izrazen gp42 (nije se vezao za MHC-I1), a virusi oslobodeni

iz B-limfocita s veCom vjerojatnoséu zarazavaju epitelne stanice jer nemaju izrazen gp42 (17).

Ovisno o tipu stanice u kojoj se nalaze virusne ¢estice moguca su Cetiri razlicita tipa latentne

faze, u literaturi oznacena brojevima 0, I, 11'i 111 (18). Ti se tipovi razlikuju po vrsti i broju



gena koji se prepisuju u proteine i po nekodiraju¢im RNA molekulama. Razli¢ite klinicke
slike u bolestima i sindromima uzrokovanim EBV-om razlikuju se po tipovima latencije. U
tipu O prepisuju se EBER-i i transkripti kodirani fragmentom A endonukleaze BamHlI
(BARTS, prema engl. BamHI A-encoded transcripts), u tipu | uz prethodno navedene izrazen
je 1 EBNAI, u tipu II prepisuju se jo§ geni za LMP1 i LMP2, a tipu III pridodani su jo$
LMP2A, LMP2B, EBNA2, EBNA3A, EBNA3B, EBNA3C, EBNA-LP i BHRFL1 (11).

Potaknut vanjskim ¢imbenicima, EBV zapocinje replikaciju, odnosno dolazi do prelaska iz
latentne u liticku fazu. U litickoj fazi, nakon vezanja i fuzije virusa sa stanicom, dolazi do
ulaska virusa i spajanja nukleokapside s ovojnicom stani¢ne jezgre ¢ime virusni genom
dospijeva u jezgru gdje se zbiva umnazanje virusa (14). Dolazi do zaustavljanja stanice u
S-fazi stani¢nog ciklusa tijekom koje je omoguéeno umnazanje virusa pomocu stani¢nih
proteina i enzima. Najprije dolazi do sinteze proteina kljucnih za prelazak u liticku fazu
ciklusa, tzv. neposredno ranih proteina Zta (poznat i kao ZEBRA ili BZLF1) i Rta (poznat kao
BRLF1). Oni poti¢u uzajamnu ekspresiju i ekspresiju ranih liti¢kih proteina (BMRF1,
BHRF1...), vaznih za enzimsku aktivnost potrebnu u procesu transkripcije gena i umnazanja
DNA. Ove dvije skupine proteina u konac¢nici dovode do prepisivanja gena potrebnih za
sintezu kasnih, strukturnih proteina EBV-a. U liti¢koj se fazi genom virusa umnaza i do vise
od sto puta. Umnozena DNA pakira se u novonastale nukleokapside koje pupaju kroz
unutarnju jezgrinu ovojnicu dobivajuci priviemenu membranu koju gube pupanjem kroz
vanjsku jezgrinu ovojnicu. Dospjevsi u citoplazmu, virusi dobivaju tegument graden od
virusnih proteina sintetiziranih u citoplazmi. Zreli virioni nastaju u Golgijevu aparatu gdje se
virusi ovijaju sekretornim vezikulama kojima se prenose do stani¢ne membrane. Kona¢no,
spajanjem sa stanicnom membranom dolazi do otpustanja viriona procesom egzocitoze u
izvanstani¢ni prostor (11,14,19,20). To obi¢no dovodi do smrti stanice, a novonastali virusi

mogu zaraziti nezarazene stanice domacina ili biti preneseni na novog domacina (11).

2.3 Patogeneza

Buduc¢i da se EBV najcesce prenosi slinom, primarno umnazanje virusa odvija se u epitelnim
stanicama orofarinksa i okolnih struktura. Tu se odvija liticka replikacija, a virus zatim
dospijeva u B-limfocite Zdrijelnog limfati¢nog prstena. Dolazi do transformacije linearne

DNA EBV-a u kruzni oblik i uspostavljanja latentne infekcije. Virus nakon toga perzistira u



dugozivué¢im memorijskim B-limfocitima. Dva su modela prema kojima virus dospijeva u

memorijske B-limfocite: model germinativnih sredista i model izravne infekcije (21).

Prema modelu germinativnih sredista najprije se odvija latentna faza tipa 111 u kojoj su
izrazeni Svi latentni geni (18). U tom tipu latencije proteini EBNA2 i EBNA-LP utjecu na
ekspresiju brojnih stani¢nih gena i time omogucuju transformaciju B-limfocita. EBNA3
takoder doprinosi transformaciji i ujedno blokira apoptozu inficiranih stanica (11). Tip HI
latencije karakteristi¢an je za posttransplantacijsku limfoproliferativnu bolest (PTLD, prema
engl. post-transplant lymphoproliferative disease), difuzni B-velikostani¢ni limfom (DLBCL,
prema engl. diffuse large B-cell lymphoma), ali i za B-limfocite zarazene in vitro gdje stanice
poprimaju oblik limfoblastoidnih stani¢nih linija (LCL, prema engl. lymphoblastoid cell lines)
(11,18). Nakon toga stanice dospijevaju u germinativna sredista, limfoidne strukture u kojima
se B-limfociti izloZeni antigenima umnaZzaju te se dogadaju procesi prekapcanja razreda
imunoglobulina i somatskih hipermutacija u genima za imunoglobuline (21). U
germinativnim sredistima uobicajeno dolazi do stvaranja genske raznolikosti aktiviranih
B-limfocita uz prezivljavanje najsposobnijih stanica ¢ime nastaju plazma-stanice i memorijski
B-limfociti (22). EBV u B-limfocitima germinativnog sredista prelazi u latentnu fazu tipa Il
(13). Citoplazmatski odsjecak proteina LMP1, izrazenog u tom tipu latencije, djeluje kao
signal sli¢an nizvodnom signalu membranskog proteina CD40, konstitutivno izrazenog na
membrani antigenom aktiviranih B-limfocita (21). Antigenom aktivirani pomagacki
T-limfociti izrazavaju CD40L, ligand ¢ijim se vezanjem za CD40 potic¢e povezivanje
citosolnih proteina TRAF (prema engl. tumor necrosis factor (TNF) receptor-associated
factor) u B-limfocitima, $to u kona¢nici dovodi do aktivacije transkripcijskih faktora koji
poticu proliferaciju B-limfocita uz pojacano stvaranje i izlu¢ivanje imunoglobulina (22).
Dakle, LMP1 djeluje kao konstitutivno aktivan receptor tumorskog faktora nekroze (TNFR,
prema engl. tumor necrosis factor receptor) koji aktivira TRAF-ove, ¢ime potice proliferaciju
i imortalizaciju (besmrtnost) B-limfocita bez potrebe za sudjelovanjem antigenom aktiviranih
pomagackih T-limfocita. LMP1 se takoder nalazi i u egzosomima, malim vezikulama koje
otpustaju stanice, te na taj nacin moZze dospjeti do susjednih ili udaljenih EBV-om
nezarazenih stanica i tako djelovati na njihovu proliferaciju (11). LMP2A, takoder izrazen na
membrani zarazenih limfocita, aktivira signal sli¢an signalu konstitutivno izrazenog receptora
B-limfocita (engl. B cell receptor, BCR) (21). Djelovanjem ovih dvaju membranskih proteina
dolazi do aktivacije kanonskog i nekakonskog puta NF-«kB (nuklearni faktor kB, engl. nuclear

factor kB) i drugih upalnih puteva koji utjeu na transkripciju proteina (11). Osim navedenog



djelovanja u limfocitima, LMP2 izrazen u epitelnim stanicama moze inhibirati njihovu
diferencijaciju i proces nazvan anoikis (podtip apoptoze koji se dogada prilikom odvajanja
stanice od izvanstani¢nog matriksa) te potaknuti migraciju stanica §to se dovodi u vezu s
mogucnosti metastaziranja karcinoma uzrokovanih EBV-om (23). Tip Il latencije
karakteristian je za HL, DLBCL, NK/T-stani¢ne limfome (NKTL, prema engl. NK/T cell
lymphoma), nazofaringealni karcinom (NPC, prema engl. nasopharyngeal carcinoma) i
karcinom zeluca (11). Nakon djelovanja proteina izrazenih u tipu II latentne faze dolazi do
izlaska inficiranih, besmrtnih, memorijskih B-limfocita iz germinativnog sredista pri ¢emu
dolazi do prelaska u tip O latencije u kojemu je inhibiran izrazaj gena. Na taj nacin Stanice
postaju zasti¢ene od prepoznavanja stanicama imunosnog sustava koje su specifi¢ne za EBV.
Ovaj tip latencije nalazimo u zdravih, imunokompetentnih osoba kod kojih nakon primarne
infekcije mali broj B-limfocita ostaje trajno inficiran (21). Radi odrzanja broja, odnosno
homeostaze memorijskih B-limfocita, povremeno dolazi do njihova dijeljenja pri cemu
stanica prelazi u tip I latencije u kojemu je izrazen EBNAT1 (15). Taj je protein potreban za
razdvajanje episomske virusne DNA prilikom diobe stanica (21). Tip | latencije prisutan je u
stanicama BL-a i nekih karcinoma Zeluca (11). Aktivacija EBV-om zarazenih memorijskih
B-limfocita moZe dovesti do prelaska iz latentne u liticku fazu, odnosno do transformacije
B-limfocita u plazma-stanice koje otpusStaju umnoZzene virione. Plazma-stanice mogu nastati i
izravno iz B-limfocita germinativnog srediSta bez prethodnog prelaska u oblik memorijskih

B-limfocita (21).

Prema modelu izravne infekcije, proces nastajanja besmrtnih memorijskih B-limfocita ne
ovisi o reakciji germinativnih srediSta, ve¢ EBV izravno inficira memorijske B-limfocite i
potice njihovu proliferaciju (13). U prilog ovom modelu govori otkri¢e da stanice inficirane
EBV-om izolirane iz germinativnih sredista osoba s IM-om ne pokazuju znakove procesa
somatske hipermutacije, odnosno nema intraklonalne raznolikosti tih stanica. Dakle, prema
ovim pronalascima, zarazeni B-limfociti pronadeni u germinativnim sredistima osoba s
IM-om ne sudjeluju u reakciji germinativnog sredista. Osim izravne infekcije memorijskih
B-limfocita, ova bi se pojava mogla objasniti i izravhom infekcijom B-limfocita
germinativnog srediSta nakon koje bi uslijedila inhibicija procesa somatske hipermutacije
(21,24). Uloga LMP1 i LMP2A u signalnim putovima bitnim za spre¢avanje apoptoze
B-limfocita dokazana je in vitro, ali istrazivanja in vivo nisu pokazala toliku vaznost ovih
dvaju proteina u imortalizaciji B-limfocita. Moguce da ova dva proteina samo doprinose, ali

nisu kljuéni signal za aktivaciju puteva nuznih za imortalizaciju B-limfocita (25). Istrazivanja



in vitro takoder su pokazala ulogu LMP2A u poticanju prezivljavanja onih B-limfocita u
germinativnim srediStima koji stvaraju niskoafinitetna protutijela Sto bi moglo doprinijeti

razumijevanju povezanosti infekcije EBV-om i razvoja autoimunih bolesti (26).

Istrazivanjima su dobiveni rezultati koji govore u prilog i protiv obiju teorija, medutim, ovi
modeli nisu medusobno iskljucivi te je moguca uloga obaju modela u patogenezi trajne
infekcije i bolesti uzrokovanih EBV-om (27). Premda su stanice na EBV pozitivnih malignih
tumora ve¢inom u latentnoj fazi, liticka faza takoder doprinosi razvoju ovih bolesti. Vaznu
ulogu imaju citokini i faktori rasta koje lue stanice u litickoj fazi, primjerice proupalni
interleukin (IL) 6, vaskularni endotelni faktor rasta (VEGF, prema engl. vascular endothelial
growth factor) i imunosupresivni IL-10 koji poti¢u umnaZzanje i prezivljavanje okolnih stanica
koje su u fazi latencije. Istrazivanja pokazuju ulogu abortivne liticke infekcije u poticanju
mutacija koje dovode do razvoja na EBV pozitivnih tumora (11). Tijekom rane faze zaraze
B-limfocita izraZeni su i neki geni liticke faze, a ne samo latentni geni te je takva faza
nazvana prelatentnom fazom. Neki od tih litickih gena djeluju antiapoptotski, kao homolozi
gena BCL2 vaZnog za regulaciju apoptoze, a neki smanjuju izrazaj MHC-a ¢ime
omogucavaju prezivljavanje zarazenih stanica i bijeg od imunosnog sustava (28). Osim u B-
limfocitima i epitelnim stanicama, prisutnost EBV-a dokazana je u T-limfocitima i NK
stanicama prisutnim u tkivnim uzorcima tonzila $to upuc¢uje na moguci mehanizam razvoja
neepitelnih i NK/T-stani¢nih limfoma te drugih proliferativnih bolesti uzrokovanih EBV-om,
ukljucujuc¢i i HLH (29,30). lako EBV prvenstveno inficira i uzrokuje umnazanje B-limfocita,
klonalna ekspanzija T-limfocita takoder je uobi¢ajena pojava i nije nuzno povezana s
malignitetom. Nacin na koji EBV ulazi u NK stanice i T-limfocite, koji nemaju receptor
CD21, nije poznat. Jedan je od mogu¢ih mehanizama sinapticki prijenos CD21 sa zarazenog
B-limfocita na NK stanicu (31). Postoje dokazi da EBV moze najprije zaraziti limfoidne
progenitorne stanice s izrazenim CD21 koje se naknadno diferenciraju u NK stanice i

T-limfocite (10,32)

2.4 Imunost

Imunosni odgovor na infekciju EBV-om uklju¢uje urodenu i adaptivnu (steCenu) komponentu
imunosti (11,13). Urodeni imunosni odgovor pokrece se odmah nakon ulaska EBV-a u
organizam domacina i ne zahtijeva prethodnu izlozenost te je kljuc¢an za aktivaciju kasnijeg
adaptivnog odgovora. Sustav urodene imunosti prepoznaje molekularne obrasce patogenih
organizama (PAMP, prema engl. pathogen-associated molcular patterns), ukljucujuéi

nukleinske kiseline i lipide EBV-a (10). Mete urodene imunosti ¢esto su molekule bitne za



prezivljavanje mikroorganizama zbog ¢ega ih mikroorganizmi ne mogu odbaciti kako bi
izbjegli prepoznavanje imunosnim sustavom. PAMP-ove prepoznaju receptori za
prepoznavanje obrazaca (PRR, prema engl. pattern recognition receptors) izraZeni na
membrani, u citosolu i fagocitnim vezikulama stanica imunosnog sustava. U urodenoj obrani
od EBV-a sudjeluju receptori sli¢ni Tollu (TLR, prema engl. Toll-like receptors), receptori
slicni NOD-u (NLR, prema engl. NOD-like receptors; NOD — protein koji sadrzava domenu
za oligomerizaciju nukleotida, prema engl. nucleotide oligomerization domain-containing
protein), receptori sli¢ni RIG-u (RLR, prema engl. RIG-like receptors; RIG — gen induciran
retinoi¢nom kiselinom, prema engl. retinoic acid-inducible gene) i citosolni senzori za DNA
(CDS, prema engl. cytosolic DNA sensors), ukljuc¢ujuéi sintazu ciklickog GMP-AMP (cGAS,
prema engl. cyclic GMP-AMP synthase), signalizacijski put STING (prema engl. stimulator of
interferon genes) i protein odsutan u melanomu 2 (AIM2, prema engl. absent in melanoma-2).
Vezanjem odgovaraju¢ih PAMP-ova za te receptore i senzore pokrece se nizvodna signalna
kaskada upalnih stani¢nih puteva koji aktiviraju transkripcijske faktore poput NF-«xB-a, koji
potiée izrazaj gena za upalne citokine (TNF, IL-1) te IRF3 i IRF7 (faktor interferonskog
odgovora, engl. interferon response factor), koji potic¢u sintezu interferona tipa | (IFN-a,
IFN-B) vaznih u protuvirusnoj obrani. Mogu potaknuti i stvaranje inflamasoma uz aktivaciju
kaspaze 1 potrebne za stvaranje aktivnih oblika proupalnih citokina IL-1p i IL-18 (33). EBV
smanjuje aktivaciju i izrazaj pojedinih PRR-ova, primjerice receptora TLR9 i njegovih
nizvodnih signalnih puteva (11,34,35), signalnih puteva RLR-a (36,37) i singalnog puta
STING (38) sto dovodi do smanjenog interferonskog odgovora inficiranih stanica.
Djelovanjem proteina EBV-a zahvaceni su i dijelovi interferonskog signalnog puta poput
interferonskog o/p receptora (IFNAR, prema engl. interferon- o/ receptor) i signalnog
pretvaraca i aktivatora transkripcije (STAT, prema engl. signal transducer and transcription

activator) sto smanjuje odgovor inficiranih stanica na antivirusno djelovanje interferona (39).

Kao dio urodene imunosti u obrani od infekcije EBV-om sudjeluju NK stanice. Istrazivanja
pokazuju da rani odgovor NK stanica ima vaznu ulogu U kontroli liticke replikacije virusa te u
sprecavanju i ublazavanju simptomatske infekcije EBV-om (40). NK stanice imaju izvr$nu
ulogu u ubijanju zarazenih stanica pomocu bjelancevina nazvanih perforin i granzimi koji
slijedom enzimskih reakcija uzrokuju apoptozu. Sudjeluju u stvaranju IFN-y koji potice
makrofage na uniStavanje fagocitiranih organizama. Takoder, vezanjem receptora CD16 za
Fc-ulomak protutijela podrazreda IgG1 i IgG3 pokrecée se proces stanicne citotoksi¢nosti

ovisne o protutijelima (ADCC, prema engl. antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity),



vaznog mehanizma adaptivne imunosti (33). NaruSena diferencijacija NK stanica uzrokovana
mutacijama hematopoetskog transkripcijskog ¢imbenika GATAZ i deficijencijom DNA
helikaze MCM4 povezana je s razvojem na EBV pozitivnih tumora glatkih misi¢a, limfoma i
kroni¢ne aktivne infekcije EBV-om (CAEBV, prema engl. chronic active EBV infection) (40).
Mutacije proteina povezanih sa signalnom limfocitnom aktivacijskom molekulom (SAP,
prema engl. SLAM-associated protein; SLAM — engl. signaling lymphocytic activation
molecule), prisutne u X-vezanom limfoproliferativnom sindromu (XLP, prema engl. X-linked
lymphoproliferative syndrome), povezane su s razvojem klinicke slike fulminantne infekcije
EBV-om, HLH-om i B-stani¢nim limfomom (41). SAP je u T-limfocitima vezan uz protein

SLAM, a u NK stanicama veze se na aktivacijski receptor 2B4 (9).

Manjak tzv. invarijantnih NKT stanica (iNKT, prema engl. invariant natural killer T cells),
koje sudjeluju u aktivaciji i pojac¢avanju antivirusnog odgovora, prisutan je u XLP-u i takoder
doprinosi izrazenoj podloZnosti infekciji uzrokovanoj EBV-om zabiljeZenoj kod oboljelih
osoba (42). Mutacije u transportnom proteinu za magnezij (MAGT1, prema engl. magnesium
transporter protein 1) u sklopu X-vezane imunodeficijencije s poremecajem magnezija,
infekcijom EBV-om i novotvorinama (X-MEN, prema engl. X-linked immunodeficiency with
magnesium defect, EBV infection, and neoplasia) uzrokuju smanjenu razinu magnezija u
stanici $to posljedi¢no smanjuje aktivnost aktivacijskog receptora NKG2D prisutnog na
objema skupinama citotoksicnih limfocita: NK stanicama i T-limfocitima. Time dolazi do
smanjenog citotoksicnog djelovanja NK stanica i nekontrolirane kroni¢ne infekcije EBV-om
(43). Za normalnu funkciju NK stanica u ograni¢avanju infekcije EBV-om vazni su
aktivacijski receptori 2B4, CD27, CD16 (FcyRIIIA) i prethodno spomenut NKG2D. Osim
receptora, vaznu ulogu imaju izvrsne molekule (perforin, granzimi). Mutacije u genima za
perforin povezane su s tipom 2 obiteljskog (familijarnog) HLH-a (fFHLH), a mutacije proteina
potrebnih za dopremu i otpustanje citotoksi¢nih granula iz NK stanica, primjerice proteina
Munc18-2 i Munc13-4, bitnih za aktivaciju sintaksina 11, pronadene su u pacijenata S
CAEBV-om i drugim tipovima fHLH-a (40). Dio istrazivanja u kojima je mjeren broj NK
stanica u perifernoj krvi pokazao je negativnu (44), a dio pozitivnu (45) korelaciju s
izmjerenim vrijednostima viremije. Vaznu ulogu u obrani od infekcije EBV-om vjerojatno
ima podskupina ranodiferenciranih NK stanica, s izrazenim NKG2A receptorom, ali bez
izraZzenog receptora NK stanica nalik imunoglobulinu (KIR, prema engl. killer cell
immunoglobulin-like receptor) i bez antigena CD57. Razina ove podskupine NK stanica veéa

je umlade djece te opada s dobi, dok istovremeno raste pojavnost klini¢ke slike IM-a u
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odnosu na asimptomatsku infekciju. Pretpostavlja se da s vremenom dolazi do smanjenja
broja ovih NK stanica zbog dotadasnje izlozenosti i suocenosti imunosnog sustava s brojnim
drugim infekcijama pa adolescenti ¢eSce razvijaju klini¢ku sliku IM-a (40). IstraZzivanjima na
misevima pokazana je pozitivna povezanost ekspanzije populacije NK stanica i CD8+
T-limfocita s replikacijskom (litickom) aktivnos¢éu EBV-a. Moguce je da je odvijanje liticke
replikacije ujedno poticaj ekspanzije i meta djelovanja ranodiferenciranih NK stanica, a
njihova nedostatna aktivnost povecava rizik razvoja klini¢ke slike IM-a i limfoma povezanih s
EBV-om (46).

Izvrsnu funkciju adaptivne imunosti obavljaju T-limfociti, kao stani¢éna komponenta, te
protutijela koja proizvode B-limfociti, kao humoralna komponenta. CD8" T-limfociti vazni su
tijekom primarne, ali i tijekom trajne infekcije EBV-om. Ta podskupina T-limfocita
prepoznaje virusne antigene koji su predoc¢eni na molekulama MHC-I smjestenima na
povrsini zarazenih stanica (11). Vezanjem na zarazene stanice ovi T-limfociti izbacuju
granule koje sadrzavaju perforin, potreban za ulazak granzima u stanicu, a granzimi aktiviraju
puteve programirane stani¢ne smrti (apoptoze) (47). Tijekom infekcije dolazi do izrazene
ekspanzije populacije CD8" limfocita usmjerenih na epitope liti¢ke faze EBV-a uz udio do
¢ak 50% u ukupnim perifernim CD8" limfocitima. Najjace je izrazen odgovor na neposredno
rane, zatim na rane, a najmanje na kasne antigene liticke faze §to je u skladu sa sve slabije
izrazenim procesom predodivanja antigena tijekom napretka litiGke replikacije. CD8" limfociti
usmjereni prema latentnim antigenima, prije svega prema EBNA3, ¢ine do 5% ukupne
populacije tih stanica u perifernoj krvi. Suprotno tome, CD4* T-limfociti u ve¢em su broju
usmjereni prema antigenima latentne nego prema antigenima liticke faze. Umnazanje CD8"
limfocita vremenski se poklapa sa simptomatskim razdobljem klinicke slike IM-a Sto upucuje
na zakljuéak da su simptomi uzrokovani ekspanzijom populacije CD8" limfocita, a ne
infekcijom kao takvom. Smanjenje viremije praceno je vracanjem razine CD8" limfocita na

normalne razine (48).

Humoralna imunost ukljucuje djelovanje protutijela razreda IgM, IgA i IgG usmjerenih na
antigene latentne i liticke faze virusa. Neutralizirajuca protutijela usmjerena su na
glikoproteine gp350, gp42 i gH/gL (11,49). Najprije se biljezi porast IgM, a ubrzo i IgG
protutijela protiv VCA, uz odsutnost protutijela protiv EBNAL. Zatim dolazi do stvaranja IgG
protutijela usmjerenih protiv EBNAZ2, ali i brzog prestanka sinteze istih. Konac¢no, s odgodom

od 3 — 6 mjeseci dolazi do sinteze protutijela usmjerenih protiv EBNA1 (48). Zbog
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poliklonalne aktivacije B-limfocita moguce je zabiljeziti porast reumatoidnog faktora (RF),

kao 1 heterofilnih protutijela koja mogu aglutinirati ov¢je, konjske i govede eritrocite (13,14).

EBYV izbjegava adaptivni imunosni odgovor smanjenjem predoCavanja antigena na nekoliko
nacina: smanjenim izrazajem MHC-I i MHC-11 molekula, smanjenom proteasomskom
razgradnjom i otezanim transportom citosolnih virusnih peptida od proteasoma do membrane
koji zbog toga ne mogu biti predo¢eni na MHC molekulama (11,50). Zbog poremecenog
stani¢nog imunosnog odgovora moze do¢i do reaktivacije EBV-a. Istrazivanja pokazuju da su
neki od potencijalnih okidaca psiholoski stres razlicitog tipa (19), boravak u jedinici
intenzivnog lijeCenja (JIL) (51), autoimune i druge kroni¢ne bolesti (19). Osobe s prirodenim
ili steCenim (posttransplantacijska imunosupresivna terapija, infekcija HIV-om)
imunodeficijencijama sklone su razvoju limfoproliferativnih bolesti poput oralne vlasaste
leukoplakije, PTLD-a i HL-a zbog oslabljene funkcije imunosti, pogotovo njene stani¢ne
komponente (13,19).

2.5 Bolesti i sindromi koje uzrokuje EBV

2.5.1. Opéenito o bolestima povezanim s EBV-om

U sljede¢em odlomku opisana je klini¢ka slika te tipi¢ni laboratorijski nalazi infektivne
mononukleoze, najéesce bolesti uzrokovane EBV-om. S obzirom na to da dio bolesti u sklopu
kojih se moze razviti EBV-om inducirani HLH dijeli znac¢ajke klinicke slike s IM-om, vazno
je poznavati tipi¢ne znacajke IM-a. Buduci da je tema ovog rada EBV-om induciran HLH,
klini¢ki entiteti koji nisu povezani s ovim sindromom nabrojani su radi boljeg razumijevanja
spektra diferencijalnih dijagnoza povezanih s EBV-om. Poznavanje raznolikosti klini¢ke slike
povezane s ovim virusom vazno je radi provodenja odgovarajucih dijagnostickih pretraga.
Bolesti i sindromi usko vezani uz EBV-om induciran HLH u ovom su poglavlju samo

spomenuti, a detaljno opisani u 4. poglavlju ovoga rada.

Endemi¢na varijanta Burkittova limfoma, podvrste B-stani¢nog limfoma, obi¢no zahvaca
¢eljust i lice. U gotovo 100 % slucajeva pozitivan je na EBV te se pretezno javlja u
supsaharskoj Africi uz mogucu povezanost s malarijom (11,15). EBV je prisutan u 30-40 %
slucajeva klasicnog HL-a, a osobe koje su preboljele IM imaju oko Cetiri puta veci rizik za
razvoj na EBV pozitivnog HL-a, dok je DLBCL pozitivan na EBV u oko 9 % slucajeva (11).

PTLD se razvija u imunokompromitiranih osoba, najcesc¢e nakon transplantacije ili u sklopu
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AIDS-a (11,14,15). NK/T-stani¢ne limfoproliferativne bolesti detaljnije su opisane u 4.
poglavlju. Oralna vlasasta leukoplakija o€ituje se bijelim naslagama na vanjskim rubovima
jezika, uglavnom u osoba zarazenih HIV-om (52). NPC je karcinom koji se endemicno javlja
u juznoj Kini, uz povecanu incidenciju u mediteranskoj, bliskoistocnoj i inuitskoj populaciji.
Epitelne stanice NPC-a pozitivne su na EBV, a povisen titar za EBV specifi¢nih IgA
protutijela biljeg je razvoja ili ponovne pojave ovog karcinoma (11,14). Karcinom Zzeluca ne
pokazuje endemicni obrazac kao NPC te je u oko 10 % slucajeva pozitivan na EBV.
Karakterizira ga obilan limfoidni infiltrat i ima bolju prognozu u odnosu na karcinom zeluca
negativan na EBV (11,15). Novija istrazivanja pokazuju povezanost EBV-a i autoimunih
bolesti poput SLE-a, reumatoidnog artritisa i Sjogrenova sindroma. Cini se da anti-EBNA1
protutijela krizno reagiraju s autoantigenima SLE-a, a EBNA2 se veze na regulatorne regije
gena vezanih uz razvoj SLE-a (11). MS se razvija djelovanjem limfocita koji napadaju
mijelinsku ovojnicu Ziv€anih vlakana. Istrazivanja pokazuju 32 puta ve¢i rizik za razvoj MS-a
u osoba inficiranih EBV-om u odnosu na kontrolu. Mogucu ulogu u razvoju MS-a imaju
anti-EBNA1 protutijela koja krizno reagiraju s adhezijskom molekulom glija stanica
(GlialCAM) (11,53). Sindrom kroni¢nog umora takoder se dovodi u etioloSku vezu s
EBV-om (52).

2.5.2. Infektivna mononukleoza

IM je tipi¢na prezentacija infekcije EBV-om u adolescenata i mladih odraslih osoba.
Inkubacija traje oko Sest tjedana (54). Glavni su simptomi i znakovi IM-a vruéica (> 38.5°C
tijekom 1 — 3 tjedna), slabost, grlobolja (sa pseudomembranoznim naslagama na krajnicima) i
limfadenopatija, a mogu biti prisutni glavobolja, bolovi u mi$i¢ima, hepatosplenomegalija i
gubitak apetita. Limfadenopatija je najizraZenija na vratu, a manje pod pazuhom i u
preponama, uglavnom je simetri¢na, s umjereno bolnim limfnim ¢vorovima (11,13,52,54).
Klini¢ka slika moze se razviti naglo ili postupno, uz supfebrilne temperature tijekom prvih
sedam dana. U krvnoj slici prisutan je velik broj atipi¢nih limfocita (odgovaraju umnozenim
aktiviranim CD8" limfocitima). Simptomi su vjerojatno posljedica povecéanih razina
proupalnih citokina i kemokina uzrokovanih snaznim citotoksi¢nim odgovorom T-limfocita
na EBV-om zarazene B-limfocite (55). Mogu biti prisutni znakovi supklinickog hepatitisa s
povisenom razinom alanin-aminotransferaze (ALT) uz odsutnost zutice i bolova u trbuhu
(54). Bolest obicno traje nekoliko tjedana uz potpuni oporavak, osim u sluc¢aju genetskog
poremecaja koji onemogucéuje odgovaraju¢i imunosni odgovor na EBV (11). Prethodno

opisan proces opadanja broja NK stanica ovisan o dobi mogu¢ je uzrok blaZih simptoma ili
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asimptomatske klinicke slike u djece za razliku od adolescenata i odraslih. Takoder je moguce
da su stariji izlozeni ve¢em broju virusnih Cestica pri zarazi zbog karakteristicnog nacina
prijenosa (prijenos slinom pri ljubljenju) (11,54,55). Treéi je moguéi razlog poveéan broj
aktiviranih CD8" T-limfocita u odraslih osoba kao posljedica krizne reakcije T-limfocita
specifi¢nih za druge viruse s kojima se osoba susrela (54). Akutne komplikacije rijetke su i
ukljucuju opstrukciju disnih puteva, serozni meningoencefalitis, miokarditis, pneumonitis,
hemoliti¢ku anemiju i trombocitopeniju (52,54). Osobito je opasnha i vrlo rijetka komplikacija
ruptura slezene zbog ¢ega se preporuca izbjegavanje sportskih i drugih fizickih aktivnosti
tijekom osam tjedana (52,56). Simptomi nalik IM-u mogu biti prisutni trajno u sklopu
CAEBV-a (13). Istrazivanja pokazuju da osobe koje su preboljele IM imaju povecan rizik od
razvoja MS-a (53) i na EBV pozitivnog HL-a (57) .

2.6 Epidemiologija i prijenos

EBYV je ubikvitaran uzrok infekcija diljem svijeta. Seropozitivnost na EBV iznosi 90 — 95 % u
veéini zemalja (58). Primarna izloZenost virusu odvija se u ranoj dobi, uglavnom prije
navrSene pete godine Zivota. U razvijenijim drzavama primoinfekcija je ¢eS¢a u nesto kasnijoj
dobi, ali gotovo su sve odrasle osobe seropozitivne (59). EBV se prenosi slinom putem koje
dolazi na sluznicu zdrijela nezarazene osobe. Zdrave osobe prethodno zarazene EBV-om
povremeno u slini izlu¢uju EBV. Drugi Su putevi prijenosa maj¢ino mlijeko, tjelesne tekucine
i transplantirani organi pozitivni na EBV (11). Ucestalost pojedinih klini¢kih prezentacija
ovisi o dobi, stanju imunosnog sustava, geografskom podrucju i podrijetlu. BL pozitivan na
EBV znatno je ¢e$¢i u supsaharskoj Africi (60), a EBV-om induciran HLH, NK/T-stani¢ni
limfomi i nazofaringealni karcinom ¢es¢i su u zemljama istocne i jugoisto¢ne Azije (58,61).
Neke bolesti, poput PTLD-a, vezane su uz stanja smanjene imunosti (59). Ovisno o strukturi
antigena EBNA2, EBV se dijeli na dva tipa ¢ija je zastupljenost neovisna o geografskom

podrucju (13).

2.7 Laboratorijska dijagnostika

Uz odgovarajucu klinicku sliku bolesti povezane s EBV-om, za pravilno usmjeravanje

daljnjih pretraga i lijeCenja vazni su dijagnosticki postupci dokazivanja infekcije EBV-om.
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Pretrage obuhvacaju kompletnu krvnu sliku, seroloske pretrage i molekularne pretrage, a
korisne mogu biti dodatne nespecifi¢ne biokemijske pretrage.

Kompletna krvna slika korisna je u odbacivanju alternativnih diferencijalnih dijagnoza s
klini¢kom slikom koja nalikuje na IM. Leukocitoza je gotovo uvijek prisutna u IM-u, a
uobicajen je tijek u kojemu najprije dolazi do limfocitoze u pocetnim tjednima bolesti, a zatim
do postupne normalizacije broja limfocita. Isti tijek prati i pojava atipi¢nih limfocita (14,52).
Uz odgovarajucu klini¢ku sliku i udio atipi¢nih, reaktivnih limfocita veé¢i od 10 %, dijagnoza
je IM-a vjerojatna (52,54). Taj je nalaz nespecifi¢an jer moze biti prisutan u drugim
infekcijama (CMV, zausnjaci, rubeola) i pri primjeni nekih lijekova (14). Vazno je razlikovati
atipi¢ne limfocite, povezane s reaktivnim stanjima na infekcije ili lijekove, od blasta
povezanih s akutnom limfoblasti¢nom leukemijom (52). U tome moze pomoci analiza
razmaza periferne krvi. Atipi¢ni su limfociti obi¢no morfoloski heterogeni, dok su blasti
medusobno sli¢ni (62). Sedimentacija eritrocita ubrzana je u vecini slucajeva IM-a $to ju
razlikuje od streptokoknog faringitisa (52). Takoder je mogu¢ nalaz neutropenije i blage
prolazne trombocitopenije (14). Frakcija y-globulina mozZe biti poviSena u elektroforezi
serumskih bjelancevina. Testovi jetrene funkcije poremeceni su u vise od 80 % slucajeva uz
blago povisenje aminotransferaza i alkalne fosfataze. Laktat-dehidrogenaza (LDH) povisena

je u90% slucajeva, a bilirubin znatno rjede (52).

Uz ove nespecificne nalaze dijagnozu treba potvrditi seroloskim ili molekularnim pretragama.
Seroloske pretrage dijele se na one kojima se dokazuju specifi¢na protutijela usmjerena na
EBV i one kojima se dokazuju heterofilna protutijela (14,62). Potonji test temelji se na
aglutinaciji ov¢jih (Paul-Bunnellov test) ili konjskih (Monospot test) eritrocita heterofilnim
protutijelima iz seruma zarazene osobe (62). U ranoj fazi IM-a test moze biti negativan uz
porast pozitivnosti tijekom prvih Sest tjedana bolesti. Takoder, test moze biti negativan u
djece mlade od cetiri godine. Lazno pozitivni rezultati rijetki su, ali moguéi kod osoba s
malignim bolestima, drugim infekcijama i autoimunim bolestima (54). Takoder je moguc

razvoj tzv. heterofilno negativnog IM-a (62).

Test za dokaz specifi¢nih protutijela na EBV koristan je za slucajeve u kojima postoji sumnja
na IM, a nalaz heterofilnih protutijela je negativan, ili u slu¢aju produljene bolesti. Za
dokazivanje se najcescée koriste imunoenzimski testovi (ELISA) (52). Najvaznija su specifi¢na
protutijela za dokaz infekcije anti-VCA IgM i 1gG, anti-EBNA IgG i anti-EA 1gG (14).
Seroloski testovi trebaju biti pazljivo interpretirani u imunokompromitiranih pacijenata, kao i

nakon transplantacije solidnih organa i mati¢nih stanica. Tipi¢ni nalazi protutijela za ranu i
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kasnu primarnu, proslu infekciju i reaktivaciju prikazani su u Tablici 1.

Anti-VCA IgM protutijela pojavljuju se rano tijekom infekcije i nestaju nakon nekoliko
tjedana, titar anti-VCA IgG protutijela raste 7 — 14 dana kasnije, a anti-EBNA protutijela
mjerljiva su tek nakon 8 do 12 tjedana. Buduci da anti-EA 1gG protutijela ne stvaraju svi
zarazeni EBV-om, njihova je uporaba u dijagnosticiranju primarne infekcije ogranic¢ena
(14,52,54,62). Testovi avidnosti 1gG protutijela mogu pomoc¢i u razlikovanju akutne od

kroni¢ne infekcije (54).

Molekularna dijagnostika podrazumijeva metodu kvantitativne lancane reakcije polimerazom
(PCR, prema engl. polymerase chain reaction) kojom se mjeri broj kopija DNA EBV-a u
limfocitima periferne krvi, punoj krvi, plazmi ili drugom uzorku (52). Osobitu vaznost ima u
stanjima imunokompromitiranosti, nakon transplantacije solidnih organa i krvotvornih
mati¢nih stanica (54). Problem je ove metode razlika grani¢nih vrijednosti medu
laboratorijima $to onemogucuje donoSenje jasnih smjernica i usporedbu vrijednosti mjerenih
u razli¢itim laboratorijima (59).

Tablica 1. Nalazi specifi¢nih protutijela u razli¢itim fazama infekcije EBV-om. Pozitivni nalazi
oznaceni su znakom +, negativni znakom -, vremenski varijabilni oznakom -/+, a oznakom + (-) nalazi

ovisni o individualnom odgovoru. Izradeno prema: Vince (2019) , Balfour, i sur. (2015), Naughton, i
sur. (2021) (52,54,62)

anti-
anti-VCA | anti-VCA anti-EA
EBNA
IGM 1gG 1gG
109G
Stanje prije infekcije, negativan na EBV - - - -
Rana primoinfekcija (0 — 3 tjedna) + -[+ - +(-)
Kasna primoinfekcija (> 8 tjedana) - + -/+ +(-)
Prosla infekcija (> 6 mjeseci) - + + -
Reaktivacija + + A +

2.8 LijeCenje i prevencija
Trenutno nema ucinkovitih antivirusnih lijekova koji bi bili u¢inkoviti protiv EBV-a. Premda
se pri primjeni analoga nukleozida aciklovira smanjuje koli¢ina virusa izlu¢enih iz

orofarinksa, u¢inak na B-limfocite nije prisutan (14). Ganciklovir, inhibitor virusne DNA

.....

varijanta istog lijeka, valganciklovir. Istrazivanja pokazuju profilakti¢ku u¢inkovitost ovih
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lijekova u smanjenju incidencije PTLD-a nakon transplantacije presadaka pozitivnih na EBV
(13,63). Kombinacije ganciklovira i inhibitora histonske deacetilaze ili inhibitora proteasoma
istrazuju se u lijeCenju tumora pozitivnih na EBV (13,64). Omaciklovir i valomaciklovir
pokazali su u¢inkovitost u smanjenju razine EBV-a u ustima, ali izmjereno skracenje
razdoblja oporavka od IM-a nije bilo statisticki znac¢ajno (19). Maribavir, inhibitor replikacije
DNA i virusne transkripcije, i cidofovir, antivirusni lijek s antiproliferativnim u¢inkom,
takoder su istrazivani. Svi navedeni lijekovi imaju odredenu u¢inkovitost u sprecavanju liticke
faze virusa, ali nemaju nikakav u¢inak na latentnu infekciju (63). Istrazivani su i lijekovi
drugih skupina koji se ve¢ koriste za lijeCenje drugih bolesti, poput Hz-antagonista cimetidina,
antiretrovirusnih lijekova, antiepileptika valpromida i antimalarika atrezunata (19). Primjena
T-limfocita specifi¢nih za EBV pokazala se u¢inkovitom u lije¢enju i profilaksi PTLD-a (13).
Vitamin C pokazao je u¢inkovitost in vitro, a obrnuta povezanost razine vitamina D i EBV
viremije zabiljeZena je u relapsno-remitiraju¢em obliku MS-a. Retinoi¢na kiselina ima
antiproliferativan u¢inak na EBV-om zarazene B-limfocite u istrazivanjima in vitro. Neki
dodatci prehrani i tvari prisutne u hrani pokazali su inhibitorne u¢inke na reaktivaciju EBV-a
u in vitro istrazivanjima (19). U slucaju primjene antibiotika (amoksicilin, ampicilin,
klindamicin) kod pacijenata sa sumnjom na streptokoknu anginu koji zapravo boluju od IM-a,
moze se javiti generalizirani makulopapularni, rjede urtikarijski ili skarlatiniformni osip (52).
Bolesti povezane s EBV-om lije¢e se odgovaraju¢im terapijskim protokolima preporu¢enima
za svaku pojedinu bolest. U potpoglavlju 4.5. detaljnije je opisano lije¢enje EBV-om
induciranog HLH-a i NK/T-stani¢nih limfoproliferativnih bolesti uzrokovanih EBV-om.
Trenutno ne postoji odobreno u¢inkovito cjepivo protiv EBV-a, a razvoj cjepiva izazovan je
zbog vaznosti imunosnog odgovora u patogenezi bolesti povezanih s EBV-om. Zivo
atenuirano cjepivo moglo bi uzrokovati bolesti, osobito one povezane s imunoloS§kim
odgovorom na EBV (poput MS-a) i stoga nije dobar kandidat (11). Vektorska cjepiva s
latentnim antigenima EBV-a, ¢estice nalik virusu te proteinska cjepiva sastavljena od
pojedinacnih glikoproteina (npr. gp350) ili kompleksa glikoproteina gH/gL/gp42/gp350 (koji
bi imao moguénost ulaska u B-limfocite i epitelne stanice) potencijalni su kandidati za razvoj
znacajnog humoralnog odgovora i blokiranje infekcije (11,13). Pronalazak cjepiva koje bi u
potpunosti zaustavilo infekciju konacno bi otkrilo stvarnu vaznost EBV-a u razvoju

novotvorina i kroni¢nih bolesti (11).

17



3. Hemofagocitni sindrom

3.1. Uvod i podjela

Hemofagocitni sindrom (HS) ili hemofagocitna limfohistiocitoza (HLH) Zivotno je
ugrozavajuci poremecaj aktivacije imunosnog sustava u kojem dolazi do infiltracije koStane
srzi, limfnih évorova, slezene, jetre, koZe i SZS-a aktiviranim makrofagima i limfocitima.
Kako sam naziv govori, rije¢ je o sindromu, dakle skupu simptoma koji se javljaju u sklopu
razlicitih nasljednih i steGenih bolesti, a ne o pojedina¢noj bolesti (65). Makrofagi i limfociti,
potaknuti prekomjernom razinom proupalnih citokina u krvi, fagocitiraju stanice razli¢itih
krvnih loza dovodec¢i do vrucice, citopenije, limfadenopatije, splenomegalije, koagulopatije,
jetrene disfunkcije i razli¢itih simptoma vezanih uz zahvaéenost SZS-a (8,61). Jedna je od
glavnih znac¢ajki HLH-a niska razina NK stanica i CD8" T-limfocita (66). Sindrom su prvi
opisali pedijatri A. H. Robb-Smith i R. B. Scott 1939. i nazvali ga histiocitna medularna
retikuloza, a naziv hemofagocitna limfohistiocitoza predlozen je 1991. godine (67). Osnovna
je podjela hemofagocitnog sindroma na primarni i sekundarni. Primarni HLH (pHLH) obi¢no
se javlja u djetinjstvu $to je u skladu s genetskom podlogom ovog oblika HLH-a. Najcesce
mutacije koje uzrokuju primarni HLH zahvacaju gene klju¢ne za citotoksic¢nu aktivnost NK
stanica i T-limfocita (1). Ti geni kodiraju proteine bitne za dopremu citotoksi¢nih granula iz
NK stanica i CD8" limfocita u ciljne stanice te se ovakav primarni HLH naziva obiteljskim
(familijarnim) HLH (fHLH) i dijeli na podtipove. Osim toga, sindromi imunodeficijencije
povezani s albinizmom, poput Chédiak-Higashijeva sindroma (CHS), tipa 2 Griscellijeva
sindroma (GS-2) i tipa 2 Hermansky-Pudlakova sindroma (HPS-2), takoder mogu biti
podloga za razvoj klini¢ke slike pHLH-a. U pHLH takoder se ubrajaju tip 1 i 2 XLP-a (XLP1
i XLP2) te HLH vezan uz mutaciju kinaze T-limfocita potaknute IL-2 (engl. interleukin-2-
inducible T-cell kinase, ITK). (3,65). Sekundarni HLH (sHLH) naziva se jos i steCenim
HLH-om te se najcesce javlja u kasnijoj Zivotnoj dobi, odnosno u odraslih osoba. Infekcije
razli¢itim uzro¢nicima (virusima, bakterijama, gljivama i parazitima) najcesci su uzrok
sHLH-a. Ostali uzroci SHLH-a obuhvacaju razli¢ite autoimune i autoinflamatorne bolesti (u
sklopu kojih se ovaj sindrom katkad naziva sindromom aktivacije makrofaga, MAS, prema
engl. macrophage activation syndrome), maligne bolesti, metabolicke poremecaje te stanja
imunosupresije nakon transnplantacije solidnih organa, transplantacije krvotvornih mati¢nih
stanica i u sklopu sindroma ste¢ene imunodeficijencije (AIDS) (65,66). Recentna literatura u

SHLH uvrstava i sindrom otpustanja citokina nakon primjene terapije T-limfocitima s
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kimeri¢nim antigenskim receptorima (engl. chimeric antigen receptor T-cell, CAR-T) i
terapije bispecifi¢nim protutijelima koja aktiviraju T-limfocite (engl. bispecific

T-cell engager, BiTE) (68). Ste¢eni oblik HLH-a ne isklju¢uje postojanje genetske podloge.
Naime, infekcija moze biti okida¢ pojave HLH-a u genetski predisponiranih pojedinaca
(9,65). Premda postoje dijagnosticke smjernice, odnosno kriteriji za dijagnozu HLH-a
(HLH-2004), dijagnosticiranje ovog sindroma ¢esto je otezano postojanjem sirokog spektra
klini¢kih slika osnovnih bolesti u okviru kojih se javlja. Zbog preklapanja sa simptomima
drugih, takoder Zivotno ugrozavajucih sindroma i bolesti (poput metabolic¢kih i malignih
bolesti ili zatajenja jetre), diferencijalnodijagnosticki tesko je razluditi ispunjava li stanje
propisane kriterije za HLH. U slu¢aju neprepoznavanja i nelijeenja ovo je stanje potencijalno
smrtonosno, a stopa smrtnosti ovisi o tipu HLH-a (65). Smrtnost HLH-a varira i prosje¢no
iznosi oko 40 %, uz znacajne razlike ovisne o uzroku HLH-a. Smrtnost HLH-a povezanog s
reumatskim bolestima iznosi 2 — 19.5 %, a HLH povezan s nekim vrstama limfoma rezultira

smrtnim ishodom u ¢ak 72 % slucajeva (69).

3.2. Epidemiologija
Pojavnost pHLH-a i sHLH-a razlikuje se ovisno o dobi pacijenata, podrijetlu, rasi i drzavi
stanovanja (3,70). Premda je pHLH ¢es¢i u djecjoj dobi, nastup bolesti u odrasloj dobi ne
isklju¢uje mogucnost pHLH-a (3). fHLH se obi¢no javlja u mlade dojencadi, oko 10 % u
novorodenackoj dobi (65), a u slu¢aju hipomorfnih mutacija s HLH-om povezanih gena
moguca je pojava u starijih osoba, te se oko 20 % slucajeva fHLH-a javlja nakon navrSene
druge godine. Istrazivanje provedeno u Svedskoj od 1971. do 1986. pokazalo je incidenciju
fHLH-a od 1 na 1 000 000 djece godi$nje, s podjednakom spolnom raspodjelom slucajeva
(71), apresjecno istrazivanje iz 2010. iz Texasa pokazalo je prevalenciju od 1 na 100 000
osoba mladih od 18 godina (70). Istrazivanje iz Japana provedeno 2007. godine pokazalo je
godisnju incidenciju od jednog sluc¢aja HLH-a (neovisno o tipu) na 800 000 ljudi (72). Oko
90% slucajeva fHLH-a vezano je uz mutacije Cetiriju gena (geni za perforin, MUNC13-4,
sintaksin-11 i MUNC18-2). pHLH se javlja kasnije u sklopu sindroma imunodeficijencije u
odnosu na dob pojave fHLH-a. sHLH je vjerojatno ucestaliji od pHLH-a, ali zbog preklapanja
s drugim sindromima ¢esto nije dijagnosticiran (66). IstraZivanja pokazuju da je incidencija
SHLH-a vezanog uz maligne bolesti 0.36 slu¢ajeva na 100000 odraslih osoba godiSnje (73).
HLH vezan uz maligne bolesti javlja se najcesc¢e u sklopu hematoloskih malignih bolesti te je
maligna bolest ¢es¢i uzrok sHLH u odraslih (48%) nego u djece (8%) (74). Od hematoloskih

bolesti vezanih uz sHLH naj¢es¢i su T-stani¢ni i NK-stani¢ni limfomi, a nesto rjede
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B-stani¢ni limfomi (67). Najcesce je sHLH u djecjoj dobi povezan s infekcijom, a najcesci je
infektivni okida¢ ovog sindroma EBV. Drugi infektivni okida¢i mogu biti razli€iti virusi
(CMV, HHVS, HIV, influenca, SARS-CoV-2, enterovirusi), bakterije (mikoplazme,
mikobakterije), paraziti (Plasmodium, Leishmania) i gljive (Candida, Cryptococcus) (3,66).
Zbog endemske geografske prisutnosti pojedinih uzro¢nika, epidemioloska anamneza
putovanja u zemlje u kojima je prisutan pojedini uzro¢nik moze pomoc¢i u dijagnozi SHLH-a
(67). EBV-om induciran HLH ¢e$¢i je u azijskoj populaciji $to se povezuje s moguc¢om
genetskom sklonosti razvoju sHLH-a (72,75). Buduéi da akutna prezentacija pHLH-a moze
biti potaknuta infekcijom, potvrda zaraze mikroorganizmom vezanim uz HLH ne znaci nuzno
da je rije¢ o SHLH-u. (66). SHLH u sklopu kroni¢nih infekcija najcesce je vezan uz zarazu
HIV-om, a moze biti potaknut oportunistickim ili neoportunistickim infekcijama, vezan uz
novotvorine i lije€enje antiretrovirusnom terapijom, ali i izravno potaknut primarnom
akutnom infekcijom virusom (67). MAS se najcesce javlja u sklopu sistemskog oblika
juvenilnog idiopatskog artritisa (u oko 10% oboljelih) i Stillove bolesti odrasle dobi (65), a
rijetko u sklopu SLE-a, Kawasakijeve bolesti i drugih autoimunih i autoinflamatornih bolesti
(66). Posttransplantacijski HLH javlja se nakon presadivanja solidnih organa i krvotvornih
mati¢nih stanica (67), a povecana je ucestalost zabiljezena u slucaju presadivanja mati¢nih

stanica krvi iz pupkovine (76).

3.3. Etiopatogeneza

Glavni je mehanizam razvoja pHLH-a i jedan od mogucih ¢imbenika koji doprinose razvoju
SHLH-a izmijenjena funkcija NK stanica i citotoksi¢nih T-limfocita i poremecéena regulacija
odgovora tih skupina stanica na poticaj stanicama koje predocuju antigen (APC, prema engl.
antigen presenting cell) (77). U imunokompetentnih pojedinaca imunosni odgovor
ogranic¢avaju NK stanice i citotoksi¢ni T-limfociti koji ubijaju inficirane stanice i APC-e (65).
Uklanjanje APC-a vazno je u uspostavljanju negativne povratne sprege kojom se ograni¢ava
T-limfocitni odgovor (66). Kada se NK stanice i citotoksi¢ni T-limfociti aktiviraju, dolazi do
izlu¢ivanja bjelanc¢evina koje uzrokuju stani¢nu smrt. Na mjestu kontakta izvrsne i ciljne
stanice stvara se tzv. imunoloska sinapsa u koju se izlu¢uju molekule koje uzrokuju ubijanje
stanice (47,65,77). Aktivirani limfociti prolaze proces reorganizacije citoskeleta tako da se
srediSte organizacije mikrotubula pomice prema mjestu imunoloske sinapse. U sinapsu se
procesom egzocitoze ispustaju bjelancevine pohranjene u citoplazmatskim granulama
(sekrecijskim lizosomima) koje se do membrane limfocita dopremaju mikrotubulima. Te

molekule ne mogu difundirati izvan sinapse prema drugim stanicama zbog ¢ega susjedne
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stanice ostaju neoStec¢ene (47). Glavne su dvije vrste bjelancevina pohranjenih u granulama
perforin i granzimi (65). Nakon otpustanja iz granula perforin stvara oligomere na membrani
ciljne stanice i stvara pore koje omogucuju prolaz ostalom sadrzaju granula u citosol (68).
Budu¢i da pore nisu nuzno dostatne veli¢ine za prolazak granzima, drugi mehanizam kojim
perforin omogucuje ulazak sadrzaja granula u stanicu je aktivacija procesa popravka
membrane ciljne stanice. Taj proces poti€e internalizaciju perforina i granzima u endosome, a
perforin zatim djeluje na membranu endosoma iz kojih se u citosol oslobadaju granzimi (47).
Perforin takoder ima ulogu u ograni¢avanju imunosnog odgovora nakon uklanjanja antigena
koji je potaknuo odgovor (65). Serinske proteaze nazvane granzimi, a osobito granzim B,
poticu apoptozu ciljnih stanica aktivacijom enzimske kaskade ovisne o kaspazama. Na taj
nacin dolazi i do uni$tenja imunoloske sinapse $to dodatno doprinosi ograni¢enju imunosnog
odgovora (47,74,77). Imunoloske sinapse imaju ulogu u otpustanju upalnih citokina i
kemokina $to potic¢e daljnji imunosni odgovor (77). Nakon uklanjanja APC-a, aktivirani
citotoksi¢ni T-limfociti ubijaju sami sebe procesom posredovanim perforinom ¢ime se
regulira i stiSava imunosni odgovor (78). U slu¢aju poremec¢enih mehanizama citotoksi¢nosti,
odnosno produljenog vremena djelovanja imunoloske sinapse, dolazi do kontinuiranog
nakupljanja APC-a i posljedi¢ne stimulacije i aktivacije citotoksi¢nih T-limfocita (66,68). Na
taj nacin formiran je zaCarani krug izlu¢ivanja citokina i proliferacije limfocita i makrofaga,
koji takoder izlucuju proupalne citokine (68). Posebno vaznu ulogu ima IFN-y koji dovodi do
aktivacije makrofaga (66). Aktivirani limfociti i makrofagi infiltriraju tkiva gdje fagocitiraju
krvne stanice i izlucuju velike koli¢ine citokina i kemokina koji dovode do karakteristicne
klini¢ke slike HLH-a (65,66).

IL-1, IL-6 i TNF-a poti¢u poviSenje tjelesne temperature, a citopenija je uzrokovana
supresivnim djelovanjem TNF-a, IFN-y i teske podjedinice feritina, kao i samom
hemofagocitozom. IFN-y i TNF-a takoder inhibiraju lipoprotein-lipazu i stimuliraju sintezu
triglicerida $to dovodi do hipertrigliceridemije (65). Feritin i aktivator plazminogena,
otpusSteni iz aktiviranih makrofaga, dovode do pojacane fibrinolize i posljedicne
hipofibrinogenemije (66,77). PoviSena razina sCD25 (topivih receptora za IL-2, SIL2R) odraz
je povecanog broja aktiviranih limfocita koji ga otpustaju (65).

fHLH uzrokovan je mutacijama proteina vaznih za normalnu funkciju citotoksi¢nih granula
Sto dovodi do neucinkovitog ubijanja oste¢enih stanica i APC-a (8). Tip 1 fHLH-a uzrokovan
je nepoznatom mutacijom gena smjestenog na dugom kraku kromosoma 9 (9921.3-22) (77).
Tip 2 uzrokovan je mutacijom gena za perforin (PRF1) $to onemogucuje dopremu

citotoksi¢nih granula u ciljnu stanicu i posljedi¢no slabljenje imunosnog odgovora (68,77).
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Tip 3 uzrokovan je mutacijom gena koji kodira protein Munc13-4, vazan u pripremi
kompleksa za egzocitozu (engl. priming) i oblikovanju citotoksi¢nih granula. Mutacije u genu
za sintaksin-11, vaznom za fuziju granula s membranom i njihovu egzocitozu, uzrokuju tip 4,
a mutacije u genu za protein koji veZe sintaksin (Munc18-2) dovode, posljedi¢nom
poremecéenom funkcijom kompleksa sintaksin11/Munc18-2, takoder do poremeéenog procesa
egzocitoze (65). Dakle, tipovi 3, 4 i 5 uzrokuju poremecaj dopreme perforina do ciljne stanice
(78). U sklopu sindroma imunodeficijencije povezanih s albinizmom (CHS, GS-2, HPS-2)
takoder su mutirani geni vazni u formiranju i transportu vezikula, pakiranju proteina i
egzocitozi (8). Bududi da isti proteini sudjeluju u prometu granula s pigmentom u
melanocitima i granula u trombocitima, u sklopu ovih sindroma javlja se poremecaj
pigmentacije (albinizam) i sklonost krvarenju (68). CHS je uzrokovan mutacijom gena LYST
(prema engl. lysosomal trafficking regulator), GS-2 mutacijom gena RAB27A (prema engl.
Ras-related protein Rab-27A) , a HPS-2 mutacijom gena AP3B1 (prema engl. adaptor-related
protein complex 3 subunit beta 1) (12).

U sklopu XLP1, bolesti uzrokovane mutacijom u genu SH2D1A koji kodira SAP, javljaju se
HLH potaknut EBV-om, limfomi, hipogamaglobulinemija, aplasti¢éna anemija i vaskulitisi.
Mogucéi mehanizmi pojave HLH-a u sklopu XLP1 ukljucuju oste¢enu citotoksi¢nost ovisnu o
aktivacijskom receptoru 2B4, nedostatak iNKT stanica i poremecéen proces stani¢ne smrti
potaknute ponovnom stimulacijom T-limfocita $to je vazan mehanizam smanjenja populacije
T-limfocita nakon zavrSetka stimulacije antigenom (8,68). XLP2, uzrokovan mutacijom gena
za X-vezani protein inhibitor apoptoze (engl. X-linked inhibitor of apoptosis protein, XIAP),
dovodi do poremecene regulacije proteina NLRP3 u inflamasomima i poremecene regulacije
kaspaza. To dovodi do prekomjernog stvaranja proupalnih citokina IL-1p i IL-18 i do
povecane sklonosti stanica apoptozi, odnosno posljedi¢no do smanjene funkcije izvr$nih
stanica (68). HLH u sklopu sindroma XLP2 ¢esto je potaknut infekcijom EBV-om. Zbog
poremecene regulacije inflamasoma u ovih pacijenata moguc¢ je razvoj upalne bolesti crijeva,
hipogamaglobulinemije, ponavljajuéih infekcija i upala poput uveitisa, intersticijske bolesti
pluca i periodi¢nih vruéica (8,68). Sli¢na klini¢ka slika prisutna je u slu¢aju mutacije gena za
protein iz obitelji NLR-a, NLRC4 (prema engl. nucleotide-binding oligomerization domain,
leucine-rich repeat and caspase recruiting domain (CARD domain) containing 4) Sto takoder
dovodi do konstitutivne aktivnosti inflamasoma 1 posljedicne povecane koncentracije 1L-18,
vaznog u patogenezi bolesti (68). Osim navedenih, jo§ neke primarne imunodeficijencije
dovode do povecéane sklonosti razvoju HLH-a induciranog EBV-om, a detaljnije su opisane u

potpoglavlju 4.3.2. (8,65,68). HLH se moze pojaviti u sklopu drugih imunodeficijencija poput
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DiGeorgeova sindroma, teSke kombinirane imunodeficijencije (SCID, prema engl. severe
combined immunodeficiency), kroni¢ne granulomatozne bolesti, ataksija-teleangiektazije,
Wiskott-Aldricheva sindroma, kao i u sklopu metabolickih poremecaja poput galaktozemije,
visestrukog nedostatka sulfataza, Gaucherove bolesti i drugih bolesti nakupljanja (68).
Patogeneza sHLH-a manje je poznata te degranulacija i citotoksi¢na funkcija limfocita
uglavnom nije narusena (66,79). Patogeneza sHLH-a vjerojatno je multifaktorska te je
moguce da kombinacija polimorfizama gena vaznih za imunosni odgovor, neravnoteze
izmedu zaraZenih stanica i izvr$nih stanica imunosnog sustava, prolazne imunosupresije i
drugih faktora dovodi do razvoja HLH-a (65). Pacijenti s MAS-om ¢esto imaju mutaciju
jednog alela gena ¢ija bialelna mutacija dovodi do pHLH-a (8). Istrazivanja pokazuju da
pojava HLH-a vjerojatno nije povezana s povecanom viremijom, ve¢ s poja¢anim procesom
predocivanja antigena u slu¢aju nedostatnosti perforina. To pokazuje vaznost citotoksicne
funkcije limfocita u regulaciji predoc¢ivanja antigena i govori u prilog hipotezi da je HLH
uzrokovan poremecajem regulacije upale, a ne prekomjernim proupalnim poticajem nastalim
djelovanjem mikroorganizma (67). Druga istrazivanja govore o razvoju HLH-a kao posljedici
pojacane stimulacije TLR-a. Ponavljana stimulacija TLR-9 mogu¢ je mehanizam razvoja
HLH-a induciranog EBV-om i MAS-a u sklopu reumatskih bolesti (80). Dakle, uzrok
SHLH-a, za razliku od pHLH-a, nije nuzno poremecaj citotoksi¢ne funkcije limfocita, vec¢
proupalno stanje sliéno onome u sepsi i reumatoloskim bolestima (81). Do stanja sli¢nog
HLH-u moze dovesti i izloZenost nekim lijekovima u sklopu koje se javlja reakcija na lijek s
eozinofilijom i sustavnim simptomima (DRESS, prema engl. drug reaction with eosinophilia
and systemic response) (8). Premda razli¢itog mehanizma nastanka, oba osnovna oblika
HLH-a u kona¢nici dovode nekontrolirane proizvodnje proupalnih citokina i njima potaknute
hemofagocitoze. IFN-y najvazniji je proupalni medijator koji dovodi do hemofagocitoze i
klinicke slike pHLH-a i SHLH-a (82). Citokinska oluja uzrokuje ostec¢enje endotela krvnih
zila, supresiju kostane srzi, sklonost infekcijama i krvarenju, a kasnije 1 viSeorgansko

zatajenje (MOF, prema engl. multiple organ failure) (78).

3.4. Klini¢ka slika

Premda je klini¢ka slika HLH-a u kasnijim stadijima kada se razviju svi simptomi
prepoznatljiva, u ranim je fazama ovog sindroma klini¢ka slika nespecifi¢na (66). Glavni su
znakovi HLH-a vrucica produljena trajanja (> 38.5 °C), hepatosplenomegalija i citopenija, a
uz njih se mogu pojaviti znakovi hepatitisa, neuroloski simptomi, promjene na kozi (osip,

petehije, purpura, edemi), koagulopatija, limfadenopatija i poremecaji pluéne funkcije
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(68,77,83). Pojava ranih simptoma obi¢no ima akutni ili subakutni tijek u vremenu od jednog
do Cetiri tjedna (67). Zbog nespecifi¢nosti ranih simptoma klini¢ka slika moze sliciti klinickoj
slici sepse, infekcija, autoimunih i autoinflamatornih bolesti, malignih novotvorina ili vrucice
nepoznata podrijetla (8,66). Hepatosplenomegalija je nesto ¢es¢a u pHLH-u nego u sHLH-u
(83), a hepatomegalija ¢eSca je U djecjoj nego u odrasloj populaciji oboljelih od HLH-a
(74,84). Zahvacenost jetre moze se klinicki o¢itovati znakovima hepatitisa i disfunkcije jetre
poput hepatomegalije, ascitesa, zutice, poremecaja krvarenja i encefalopatije (67). Zatajenje
jetre u sklopu HLH-a moze biti glavna znacajka klinicke slike i u tom slu¢aju HLH moze
nalikovati na metabolicke poremecaje (8). U 30 do 73% slucajeva HLH-a moze se javiti Sirok
spektar neuroloskih simptoma 1 znakova: konvulzije, znakovi meningizma, poremecaji
misi¢nog tonusa (hipertonija i hipotonija), ataksija, Zaris$ni ispadi, iritabilnost i razli¢iti
poremecaji svijesti ukljucujuc¢i komu. Opisani su i psihicki simptomi poput promjena
raspoloZenja i psihoze (66,68,83). Simptomi zahvacéenosti SZS-a uz prisutnost vru¢ice mogu
usmijeriti dijagnostiku prema herpes-simpleks virusom uzrokovanom encefalitisu (8).
Citopenija obi¢no ukljucuje barem dvije loze krvnih stanica, a pancitopenija uz vru¢icu moze
prvotno upucéivati na klini¢ku sliku leukemije, odnosno na klini¢ku sliku SCID-a ako je
prisutan osip i laboratorijski znakovi jetrenog ostec¢enja (8). Trombocitopenija, koja se javlja
najéescée, oCituje se poremecajima Krvarenja uz prisutne znakove na kozi (petehije); pad u
crvenoj krvnoj lozi o€ituje se simptomima i znakovima anemije, a leukopenija (neutropenija)
oCituje se sklonosti oportunisti¢kim infekcijama (1,78,83). U tezim sluc¢ajevima moze se javiti
diseminirana intravaskularna koagulacija (DIK) (66,68,78). Zahvaéenost koze, prisutna u
Cetvrtini odraslih sluc¢ajeva, moze biti u obliku eritematoznog osipa, edema, petehija i
purpure, a mogu se pojaviti potkozni ¢vorici nalik panikulitisu u sklopu T-stani¢nog limfoma
(67). U slucajevima kada prevladavaju simptomi osipa i vruéice, klini¢ka slika moze sli¢iti
autoinflamatornim poremecajima, juvenilnom idiopatskom artritisu ili infekciji rikecijama (8).
Simptomi zahvacenosti pluca Cesti su u oboljelih odraslih osoba (42 %) i ukljucuju kasalj,
dispneju i zatajenje disanja, osobito ako je HLH potaknut infekcijom respiratornim virusom
(67,84), a moguci su znakovi granulomatozne bolesti pluca.

Tijekom razvoja HLH-a dolazi do MOF-a uzrokovanog bilo okidac¢em i stanjem Kkoje je
dovelo do HLH-a (infekcijom, upalnom bolesti, malignom novotvorinom), bilo samim
HLH-om kada zbog krvarenja i DIK-a moze do¢i do zahvacanja brojnih organa (8,67,78).
Rjede su prisutni gastrointestinalni simptomi (proljev, mu¢nina, povracanje, bolovi u trbuhu) i
simptomi zahvacanja bubrega (bubrezno zatajenje, nefrotski sindrom) (67). Zbog razvoja

DIK-a i MOF-a dolazi do visoke smrtnosti u ranim tjednima u slu¢aju nelije¢enja, a u
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kasnijim fazama uzrok su smrti infekcije neutropeni¢nih pacijenata (67).

U slucaju pHLH-a koji se javlja u sklopu nasljednih sindroma, dio klinicke slike bit ¢e tipican
za pojedini sindrom. Albinizam, sklonost krvarenju i piogene infekcije tipi¢ne su za CHS
(68). U MAS-u su prisutni simptomi osnovne autoimune ili autoinflamatorne bolesti, u
slu¢aju malignih novotvorina simptomi karakteristi¢ni za pojedinu bolest (npr.

limfadenopatija ili potkoZzni ¢vori¢i u limfomu), a klinicka slika moze sli€iti 1 aplasti¢noj
anemiji, granulomatoznoj bolesti pluca ili jetre i sterilnom encefalitisu (66,67). Zbog
znacajnog preklapanja klinickih slika HLH je ponekad tesko razlikovati od sepse, sindroma
sustavnog upalnog odgovora (SIRS, prema engl. systemic inflammatory response syndrome),
Kawasakijeva sindroma, uznapredovalih stadija proSirene maligne bolesti, relapsa autoimunih
bolesti i DRESS-a (8,65,67,85). Opisani su takoder slucajevi izolirane pojave simptoma
zahvacanja SZS-a i izolirani simptomi zatajenja jetre koji mogu navesti na krivu dijagnozu
poput neonatalne hemokromatoze (65). ZabiljeZeni su i sluc¢ajevi djelomic¢ne spontane

remisije (9).

3.5. Dijagnostika

Pravovremena dijagnoza HLH-a kljucna je za pocetak lijecenja, nuznog za sprecavanje teskih
i smrtnih ishoda (66). Istrazivacka grupa za HLH u sklopu Medunarodne grupe za bolesti
histiocita objavila je 1991. prve dijagnosti¢ke smjernice za HLH, a 1994. donesen je prvi
protokol za lije¢enje: HLH-94. Revidirani kriteriji objavljeni su 2004. godine (65). Za razliku
od HLH-94, u smjernicama HLH-2004 dodana su tri Kriterija uz prethodno postojecih pet.
Dijagnoza HLH-a moze se postaviti bilo pozitivnim molekularnim nalazom vezanim uz
primarni oblik HLH-a, bilo ispunjavanjem pet od osam propisanih klini¢ko-laboratorijskih
kriterija (9). Dijagnostikom temeljenom na ovih osam Kriterija nije moguce razlikovati pHLH
od sHLH-a (66). Takoder, dio pacijenata s HLH-om ne zadovoljava pet od ovih osam kriterija
na pocetku tijeka bolesti te strogo postivanje ovih Kriterija moze dovesti do neispravnog
iskljucenja dijagnoze HLH-a (8).

Kriteriji obuhvaceni smjernicama HLH-2004 sljede¢i su: I. vruéica; Il. splenomegalija; I11.
citopenija u najmanje dvije od tri krvne loze u perifernoj krvi (1. hemoglobin < 90 g/L,
odnosno 100 g/L u novorodenéadi; 2. trombociti < 100x10%puL; 3. neutrofili < 1x10%/pL); IV.
hipertrigliceridemija (trigliceridi nataste > 3 mmol/L, odnosno > 265 mg/dL) i/ili
hipofibrinogenemija (< 1.5 g/L); V. hemofagocitoza u kostanoj srzi, slezeni ili limfnim
¢vorovima uz isklju¢en malignitet; VI. niska ili odsutna aktivnost NK stanica; VII. feritin >
500 pg/L; VIII. sCD25 > 2400 U/mL (9). Prva tri kriterija najéesce su zadovoljena, medutim
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prisutnost ostalih kriterija varijabilna je. Vecina preglednih radova vrucicu u sklopu HLH-a
definira kao temperaturu visu od 38.5 °C tijekom sedam ili viSe dana, a splenomegaliju kao
povecanje od vise od 3 cm ispod rebrenog luka (74). Trombocitopenija i anemija prisutne su u
oko 80 %, a leukopenija u 69 % slucajeva HLH-a odrasle dobi. Teska trombocitopenija
(trombociti < 10 x10%/uL) javlja se u oko 6 %, a teska anemija (hemoglobin < 70 g/L) i teska
neutropenija (neutrofili < 0.5 x10%/uL) u oko 20 % odraslih slu¢ajeva (67). Osim
hipofibrinogenemije, u istrazivanjima odraslih slu¢ajeva HLH-a dokazane su poviSene razine
D-dimera u oko 50 % slucajeva i znakovi DIK-a u oko 40 % slucajeva. Hipertrigliceridemija
je prisutna u 69 % odraslih slucajeva. Hipertrigliceridemija i hipofibrinogenemija mogu se
javiti u sklopu diseminiranih karcinoma, sepse, SIRS-a i sindroma viSestruke organske
disfunkcije (67).

Prevalencija hemofagocitoze u uzorcima kostane srzi iznosi od 25 do 100 %, ovisno o
istrazivanju (86). Hemofagocitozu je moguce ponekad dokazati u uzorcima jetre, slezene,
limfnih ¢vorova i cerebrospinalnoj tekuéini (74). Kostana srz tkivo je kojemu treba dati
prednost u analizi hemofagocitoze zbog relativno sigurnog postupka uzimanja uzorka i brzog
dobivanja nalaza, za razliku od drugih organa i tkiva (jetra, limfni ¢vorovi, slezena) gdje je
rizik krvarenja i infekcije pri uzimanju uzorka veéi (67,86). Traganje za hemofagocitozom u
aspiratu kostane srzi ima vecu osjetljivost od analize bioptata kostane srzi (67).
Hemofagocitoza moze biti odsutna u ranim stadijima bolesti, zbog ¢ega su potrebne analize
ponovljenih aspirata kostane srzi (1,8,77,86). Zbog toga je predloZen novi naziv sindroma,
hiperinflamatorna limfohistiocitoza. Hemofagocitoza moze biti prisutna i u drugim stanjima
poput stanja nakon transfuzije, autoimunih bolesti, infekcija, zatajenja kostane srzi (67,77), u
sepsi i nakon opseznih kirurskih zahvata (81). Udio stanica u kojima se odvija proces
hemofagocitoze potreban da bi se dijagnosticirao HLH nije precizno odreden. Premda vecina
istrazivanja zahtijeva prisutnost hemofagocitoze u 2-3 % makrofaga, druga istrazivanja
predlazu prisutnost hemofagocitoze u barem dvjema stanicama na trima razmazima (86), dok
neka istrazivanja pokazuju da ¢ak i u slucaju jedne hemofagocitne stanice treba razmotriti
dijagnozu HLH-a (5,67). Neka istrazivanja ukazuju na umjerenu do izrazitu hemofagocitozu
uz nalaz pancitopenije u HLH-u, u odnosu na blagu hemofagocitozu u slu¢ajevima koji ne
odgovaraju HLH-u (5). Moguce je da postoji razlika u hemofagocitozi prisutnoj u kostanoj
srzi oboljelih od pHLH-a i oboljelih od sHLH-a, kao i razlika ovisna o dobi pacijenta, uz
povecanu razinu hemofagocitoze u starijih pacijenata u odnosu na mlade pacijente oboljele od
fHLH-a (86). 1z svega prethodno navedenog proizlazi da hemofagocitoza nije dovoljno
specifican i osjetljiv pokazatelj HLH-a (86,87) te ne smije biti smatrana nuznim i
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patognomoni¢nim nalazom HLH-a jer takav pristup moze dovesti do odgodene dijagnoze i
losijeg ishoda zbog zakasnjelog lijeCenja (67,78,84). Bez obzira na to, analiza uzoraka
koStane srzi vazna je u potvrdi ili isklju¢enju maligne bolesti koStane srzi koja moze biti uzrok
hemofagocitoze ili podloga za razvoj HLH-a (67,86).

Niska ili odsutna citotoksi¢nost NK stanica jedna je od glavnih znacajki pHLH-a, ali se moze
javiti i u sklopu sHLH-a, MAS-a i u bliskih srodnika oboljelih od fHLH-a (65). Testovi
degranulacije NK stanica i citotoksi¢nih T-limfocita temelje se ha membranskom izrazaju
lizosomskog proteinskog markera CD107a. Taj se protein nalazi u citotoksi¢nim granulama te
je nakon degranulacije prisutan na stani¢noj membrani NK stanica i citotoksi¢nih

T-limfocita (84,88). Proto¢nom citometrijom mogucée je kvantificirati izrazaj CD107a na
povrsini citotoksi¢nih stanica (65,84). Drugi su testovi kojima se ispituje aktivnost NK stanica
test mjerenja proteoliticke aktivnosti granzima B i test otpustanja kroma 51 (°*Cr) (67).
Istrazivanje iz 2012. pokazuje da je izmjerena degranulacija NK stanica u stanju mirovanja
manja od 5% pokazatelj poremecaja degranulacije s osjetljivos¢u od 96 % i specificnoséu od
88 % (67,79). Visok udio poremecaja degranulacije dokazan je istim istrazivanjem u
pacijenata s tipom 3, 4 i 5 fHLH-a (97 %), nesto niZi u pacijenata sa sindromima s
pridruzenim albinizmom (88 %), a znatno nizi u pacijenata s tipom 2 fHLH-a (43 %), XLP-
om (12 %) i sHLH-om (22 %) (79). Testovi ispitivanja citotoksi¢nosti imaju ograni¢enja koja
treba uzeti u obzir pri tumacéenju nalaza (66). lako vrlo niska ili odsutna aktivnost NK stanica
moze upucivati na genetske oblike HLH-a, razli¢ite akutne bolesti i lijekovi mogu uzrokovati
privremeno smanjenje ukupnog broja NK stanica $to moze utjecati na rezultat testova
degranulacije (68). U HLH-u odrasle dobi nalaz degranulacijske aktivnosti NK stanica ¢esto
je normalan zbog Cega je od male vaznosti u dijagnostici (81,89). U odraslih oboljelih od
HLH-a fenotipski profil NK stanica sa smanjenim stvaranjem IFN-y sli¢an je drugim
hiperinflamatornim stanjima poput sepse ili reumatskih bolesti (89). Stoga, normalan nalaz
citotoksi¢ne aktivnosti NK stanica ne smije biti razlog isklju¢ivanja HLH-a kao moguce
dijagnoze (84).

Razina feritina lako je mjerljiv i vazan pokazatelj HLH-a i aktivnosti makrofaga (65), ali i
nespecifi¢an reaktant akutne faze (81). Premda prema smjernicama HLH-2004 razina feritina
od 500 pg/L moze upucivati na dijagnozu HLH-a, znatno veca razina od 10000 pg/L
pokazatelj je HLH-a s osjetljivos¢u od 90 % i specificnoséu od 96 % u pedijatrijskoj
populaciji (90). Prema istrazivanju iz 2017. razina feritina ve¢a od 10000 ug/L visoko je
specifi¢na za HLH u pedijatrijskoj populaciji (48.9 %), medutim najces¢i je uzrok tako
visokih razina feritina u odrasloj dobi maligna hematoloska bolest (25.7 %), a HLH je uzrok u
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manje od 20 % slucajeva (81,91). Razina feritina takoder je povecana u stanjima poput srpaste
anemije, anemije kroni¢ne bolesti, drugih upalnih stanja, zatajenja bubrega i viSestrukih
transfuzija eritrocita (68,74,81). Premda niske razine feritina gotovo da mogu biti isklju¢ni
Kriterij za dijagnozu HLH-a (visoka negativna prediktivna vrijednost), visok feritin, osobito u
odraslih pacijenata, nije dovoljan kriterij za dijagnozu HLH-a te mora biti razmotren u sklopu
cjelovite klinicke slike i laboratorijskih nalaza (niska pozitivna prediktivna vrijednost) (84).
Povecana razina sCD25, odnosno a-lanca topivog receptora za IL-2 (SIL2R) pokazatelj je
povecanog broja aktiviranih T-limfocita (8,65). Kao ni feritin, sCD25 takoder nije specifi¢an
biljeg za HLH, ve¢ moze biti pove¢an u malignim bolestima, osobito u limfomima (8,68),
sepsi, SIRS-u i sindromu visestruke organske disfunkcije (67). Osjetljivost je sSCD25 od

88 % do 100 %, ovisno o istrazivanju i odredenoj grani¢noj vrijednosti (68). U smjernicama
HLH-2004 navedena je osjetljivost od 93 % i specificnost od 100 % za pedijatrijsku
populaciju (9), a novija istrazivanja pokazuju visoku osjetljivost (100 %) i nesto nizu
specifi¢nost (72.5 %) u odrasloj populaciji s HLH-0m, uz grani¢nu vrijednost 2515 U/mL
(92). Vise vrijednosti zabiljeZene su kod pacijenata s HLH-om povezanim s malignom bolesti
nego kod pacijenata s HLH-om povezanim s infekcijom ili s MAS-om (92). Zbog izrazito
povisene razine SCD25 i manje poviSene razine feritina U HLH-u povezanom s limfomom u
odnosu na HLH koji nije povezan s malignom bole$¢u, istrazivanjima je pokazana vaznost
visokog omjera sIL2R/feritin kao pokazatelja s [imfomom povezanog HLH-a (84,93). Kao i
svi ostali pokazatelji HLH-a uvrsteni u HLH-2004, sCD25 takoder nije specifi¢an, ve¢ moze
biti poviSen u stanjima poput sepse, malignih hematoloskih bolesti, reumatskih bolesti,
upalnih bolesti crijeva i sarkoidoze, a mogucée je da dosadasnja istrazivanja upucuju na vecu
specifi¢nost ovog biljega od stvarne (81,84). Zbog navedenih manjkavosti ovih pokazatelja,
istrazivani su i drugi biljezi koji bi zamijenili SCD25, poput povisenog HLA-DR ili povisenog
urinarnog f2-mikroglobulina (68,78).

Ostali biljezi istrazivani kao kandidati za dijagnozu HLH-a sljedeci su: SCD163, pokazatelj
aktivacije makrofaga u sistemskom obliku juvenilnog idiopatskog artritisa; CXCL9,
pokazatelj aktivnosti signalnog puta IFN-y; 1L-18, pokazatelj aktivnosti inflamasoma (8,68).
Povecan omjer IL-18/CXCL9 i povisena apsolutna vrijednost IL-18 karakteristicni su za MAS
i mogu biti razlikovni kriteriji u odnosu na ostale oblike HLH-a (68). Primjenjujuci kriterije
HLH-2004 u slucaju MAS-a dijagnoza moze biti odgodena zbog poviSenih razina
fibrinogena, trombocita i leukocita koje su tipi¢ne za reumatske bolesti (78). Kod pacijenata s
poznatom ili pretpostavljenom dijagnozom sistemskog juvenilnog idiopatskog artritisa sa

sumnjom na MAS, korisni mogu biti kriteriji koje su donijele medunarodne reumatoloske
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organizacije. Te smjernice ukljucuju feritin > 684 pg/L uz zadovoljena jos dva od Cetiri
navedena kriterija: 1. trombociti < 181x10%/uL; II. AST > 48 U/L; IIL. trigliceridi > 156
mg/dL; IV. fibrinogen < 360 mg/dL (68).

Istrazivanja razina razli€itih citokina pokazuju da je kombinacija izrazito poviSene razine
IFN-y 1 IL-10 uz umjereno povisen IL-6 visoko specificna za HLH u odnosu na druga upalna
stanja poput sepse. Znacajnije povisen IL-6 karakteristi¢an je za stanje sepse, ali ne 1 za HLH
(94). Osim pokazatelja navedenih u HLH-2004, moguce su promjene drugih laboratorijskih
nalaza. Oko 60 % pacijenata s HLH-om ima poremecaje koagulacije, a gotovo 80 % povisene
razine jetrenih enzima (serumskih transaminaza) (67,74). Aspartat-aminotransferaza (AST)
obi¢no je znacajnije povisena nego ALT te je pokazatelj sustavnog oStecenja tkiva, a ne samo
jetrene ozljede (78). Ponekad su prisutne hipoproteinemija i hiperbilirubinemija (direktna)
(74,77,78), a histoloski nalaz bioptata jetre moze sli¢iti kroni¢nom hepatitisu (83). Povisena
razina LDH-a i hiponatremija prisutne su u 78 % pacijenata (67).

U dijagnostici HLH-a, osobito pri sumnji na primarni oblik, treba detaljno ispitati obiteljsku
anamnezu, a u sluaju sumnje na HLH potaknut infekcijom vaZzna je epidemioloska
anamneza. Klini¢ka slika, opisana u prethodnom potpoglavlju, takoder je vrlo vazna u
postavljanju sumnje i dijagnosticiranju HLH-a. Uz simptome i znakove zahvacanja SZS-a, CT
I magnetska rezonancija (MR) mozga mogu otkriti nespecifi¢ne abnormalnosti u signalu
bijele tvari 1 gubitak volumena mozdanog tkiva, hidrocefalus, edeme, trombozu venskih
sinusa, kalcifikacije i druge patoloSke promjene (83), a u dijelu pacijenata prisutne su
mononuklearna pleocitoza i povisena razina proteina u cerebrospinalnom likvoru (74). Osim
slikovnih pretraga SZS-a, korisne mogu biti slikovne pretrage drugih organskih sustava. Dvije
trecine pacijenata ima promjene na rendgenskoj slici 1 CT nalazu prsnog koSa. Neke od ¢esce
zabiljeZenih promjena su atelektaze, intersticijski opaciteti, pleuralni izljev, pneumotoraks,
konsolidacija plu¢nog parenhima i medijastinalna limfadenopatija. Na ultrazvuku i CT-u
abdomena mogu se vidjeti hepatosplenomegalija, limfadenopatija i ascites (83). Pozitronska
emisijska tomografija pretraga je koju treba uciniti kod djece sa sumnjom na okultni limfom
(68).

Dokaz infekcije koja je potaknula razvoj HLH-a vazan je dio dijagnostike sHLH-a i pHLH-a
potaknutog infekcijom (67). Mikrobioloska dijagnostika treba biti usmjerena prema
uzro¢nicima poput herpesvirusa, virusa influence, mikobakterija, gljiva i parazita
(Plasmodium, Leishmania) te ukljucuje molekularne testove (npr. PCR) i seroloske testove
(67). Osobitu vaznost treba dati testiranju na EBV jer je najc¢es¢i infektivni okida¢ HLH-a,

osobito u azijskoj populaciji (84). Kod mladih odraslih i imunokompetentnih osoba treba
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dijagnostiku usmjeriti prema novoj, primarnoj infekciji, a kod imunosuprimiranih pacijenata u
obzir treba uzeti moguénost reaktivacije prethodne infekcije (67). Osim testova i pretraga
kojima se ispituju pojedini kriteriji HLH-2004, vazne su pretrage kojima se potvrduje ili
iskljucuje genetska podloga HLH-a (66). Imunoloskim pretragama moguce je otkriti genetsku
predispoziciju za razvoj HLH-a u vremenu kra¢em no §to je potrebno za pristizanje rezultata
genetskih testova. Danas su dostupni paneli za genetsko testiranje koji obuhvacaju najcesce
gene vezane uz razvoj HLH-a, a koriste se metode sekvenciranja sljedece generacije (engl.
next generation sequencing, NGS) i cijelogenomskog sekvenciranja (engl. whole genome
sequencing, WGS) (8,68). Takvo testiranje moze biti osobito korisno kod osoba koje su
slozeni heterozigoti za mutacije dvaju razli¢itih gena vezanih za proces degranulacije u kojih
je uobicajeno rano nastupanje simptoma, kao kod homozigota za mutacije istih gena (84).
Genetski testovi nemaju vaznost samo U djece, ve¢ i U odraslih pacijenata kod kojih postoji
pozitivna obiteljska anamneza HLH-a, osobna anamneza teske rekurentne infekcije EBV-om,
pacijentima bez jasnog okidaca ili temeljne bolesti koja bi dovela do HLH-a (67). U slu¢aju
pozitivne obiteljske anamneze ili pretraga koje ukazuju na odredeni genetski poremecaj, moze
se koristiti ciljano sekvenciranje pojedinog gena (68). U takvim slucajevima kasnije pojave
HLH-a moguce su mutacije jednog alela ili slozena heterozigotnost za gene koji sudjeluju u
putu degranulacije (84). Istrazivanja su pokazala da su odredeni polimorfizmi gena za perforin
(A91V) ¢es¢i u pacijenata odrasle dobi s HLH-om, ali nisu dovoljni da bi uzrokovali nastanak
HLH-a (84).

Proto¢nom citometrijom moguce je, brze nego genetskim testovima, dokazati deficijencije 10
od 12 poznatih genetskih uzroka pHLH-a ukljucuju¢i manjak perforina, Munc13-4, SAP-a i
XIAP-a koristenjem kvantitativnih testova visoke osjetljivosti (8,68,74,78). Dijagnosticki
testovi usmjereni na otkrivanje sindroma XLP1 1 XLP2 osobito su vazni kod djecaka
pozitivnih na EBV (78). Indirektno mjerenje SAP-a moguce je mjerenjem broja iNKT stanica
koje su odsutne u slu¢aju manjka SAP-a (68). Pacijenti sa simptomima i znakovima
zahvacanja SZS-a takoder su kandidati za genetske pretrage (77). Pozitivan molekularan test
koji upucuje na HLH dovoljan je za dijagnozu, bez obzira na prisutnost ili odsutnost nalaza
preostalin osam kriterija iz HLH-2004 (9). Budu¢i da HLH moze biti potaknut malignom
bolescu, osobito kod odraslih osoba, dijagnosticki postupak treba biti usmjeren otkrivanju ili
isklju¢enju maligne bolesti. Limfom je uzrok na koji treba obratiti paznju kod starijih
pacijenata, osobito starijih od 60 godina (84).

Zbog nesavrsenosti kriterija HLH-2004, osobito u dijagnosticiranju HLH-a odrasle dobi,
predlozeni su kriteriji za procjenu vjerojatnosti dijagnoze HLH-a: HScore za stratifikaciju
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rizika od HLH-a (81). Kriteriji uklju¢uju devet varijabli: tri klinicke, pet bioloskih i jednu
citoloSku. Najmanji broj bodova koji donosi jedan kriterij je 18, a najveci 64. Uz broj bodova
90 ili manji vjerojatnost da pacijent ima HLH je manja od 1 %, a uz broj bodova 250 ili ve¢i
vjerojatnost je veca od 99 % (95). lako su smjernice HLH-2004 primarno razvijene za
dijagnozu HLH-a u pedijatrijskoj populaciji, danas su jo$ uvijek glavne smjernice za

dijagnozu HLH-a neovisno o dobi i sumnji na pHLH ili SHLH (74).

Tablica 2. HScore za stratifikaciju rizika od HLH. Prema Fardet,i i sur. (2014) (95)

Parametar Broj bodova
Prisutno stanje imunosupresije (da/ne) 0 (ne), 18 (da)
Tjelesna temperatura (°C) 0 (< 38.4), 33 (38.4-39.4), 49 (> 39.4)
Organomegalija 0 (ne), 23 (hepatomegalija ili splenomegalija),

38 (hepatosplenomegalija)

Broj stani¢nih loza zahvacenih citopenijom 0 (1 loza), 24 (2 loze), 34 (3 loze)

Feritin (ng/mL) 0 (< 2000), 35 (2000 — 6000), 50 (> 6000)
Trigliceridi (mmol/L) 0(<15),44(1.5-4),64(>4)
Fibrinogen (g/L) 0(>2.5)1i30(<2.5)

AST (1U/L) 0 (< 30) ili 19 (= 30)

Hemofagocitoza u aspiratu kostane srzi (da/ne) | 0 (ne), 35 (da)

3.6. LijeCenje
Lije¢enje HLH-a ovisi o uzroku, okidacu, tipu i tezini klinicke slike (77). Tri su osnovne
skupine terapijskih mjera koje se primjenjuju u lijeCenju HLH-a: 1) suportivna terapija, vazna
radi spreCavanja zivotno ugrozavajucih komplikacija; 11) terapija kojom se uklanja okida¢
sindroma (primjerice lijeCenje infekcije) i 111) terapija kojom se smanjuje upalni odgovor i
stani¢na proliferacija, koja obuhvac¢a imunosupresivne i citotoksiéne lijekove (67). Pocetna
terapija treba biti uvedena odmah nakon postavljanja dijagnoze HLH-a, bez obzira na
neotkriven uzrok i mogucéu genetsku predispoziciju koja je dovela do razvoja sindroma, kao i
na nedokazanu hemofagocitozu u kostanoj srzi (68,78). Cilj je pocetne terapije u obama
osnovnim tipovima HLH-a smanjiti aktivnost imunosnog sustava uklanjanjem prekomjernih
aktiviranih makrofaga i T-limfocita te ublaziti hipercitokinemiju kako bi se sprijecilo daljnje
oStecenje organa (1,78).

Trenutni terapijski protokoli temeljeni su na smjernicama HLH-94 i HLH-2004 i uklju¢uju
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kemoterapiju u kombinaciji s imunoterapijom. Smjernice donesene u ovim istrazivanjima
temeljene su na klinickim studijama koje su uklju¢ivale samo lije¢enje djece s HLH-om, kod
kojih prije nije primjenjivan citotoksic¢an lijek niti ciklosporin A, ali se, zbog nedostatka
drugih smjernica, koriste i u lije¢enju odraslih osoba (83,96). Odluka o primjeni ovih
terapijskih protokola treba biti temeljena na odluci stru¢njaka iskusnog u lije¢enju HLH-a,
neovisno o potpunom ili nepotpunom ispunjavanju propisanih dijagnosti¢kih kriterija (96).
Molekularna dijagnoza pHLH-a bez prisutnosti simptoma HLH-a nije indikacija za pocetak
terapije propisane ovim istrazivanjima (96). U obama istrazivanjima terapijski je protokol
podijeljen na incijalnu fazu i fazu odrzavanja.

Inicijalnu terapija prema protokolu HLH-2004 ¢ini primjena deksametazona, ciklosporina A i
etopozida tijekom prvih osam tjedana lijecenja. Dio pacijenata sa simptomima zahvacenosti
SZS-a takoder treba dobivati intratekalno primijenjen metotreksat i prednizolon (9). Promjena
u odnosu na HLH-94 uvodenje je ciklosporina A od prvog dana lijeCenja te intratekalna
primjena prednizolona uz prije primjenjivani metotreksat (97). Deksametazon, lijek iz skupine
glukokortikoida, djeluje protuupalno ublazavajuci odgovor citokinima, inhibirajuéi
diferencijaciju dendriti¢kih stanica i djelujuéi citotoksi¢no na limfocite (66,74). Zbog
izrazenije sposobnosti prelaska krvno-mozdane barijere daje mu se prednost u odnosu na
druge glukokortikoide poput prednizona ili prednizolona (67). Prije primjene glukokortikoida
treba iskljuciti dijagnozu HLH-a povezanog s limfomom jer dijagnosticki postupak moze biti
otezan nakon primjene tih lijekova (78). Ciklosporin je imunosupresivni lijek, inhibitor
kalcineurina, citokroma P450 3A4 i P-glikoproteina te inhibitor sinteze IL-2, nuznog za
samoaktivaciju i diferencijaciju T-limfocita. Uzrokuje reverzibilnu inhibiciju
imunokompetentnih limfocita (primarno pomagackih T-limfocita, a posredno i B-limfocita) u
GO i G1 fazi stani¢nog ciklusa (98). Najcesce je upotrebljavan imunosupresivni lijek za
lije¢enje odraslih pacijenata i djece s HLH-om (67). Etopozid je inhibitor topoizomeraze Il,
enzima koji omoguduju stvaranje dvostrukih lomova lanaca DNA tijekom procesa replikacije
i ponovno spajanje lanaca nakon toga. Etopozid spre¢ava drugu fazu reakcije topoizomeraze
I1, odnosno ponovno spajanje lanaca (99). Na taj na¢in smanjuje broj aktiviranih T-limfocita
(1). Tijekom faze indukcije, koja traje prvih dva tjedna, pacijenti dobivaju svakodnevno
visoke doze deksametazona (10 mg/m?), etopozid u dozi 150 mg/m? iv. (intravenski), dvaput
tjedno te, u protokolu HLH-2004, ciklosporin do dostizanja razine u krvi od 200 pg/L, uz
dozu od 6 mg/kg dnevno (podijeljenu u dva davanja) tijekom prvog tjedna lijecenja (97).

Pri primjeni ciklosporina paznju treba usmjeriti na bubreznu i jetrenu funkciju i prilagoditi

dozu s ciljem odrzavanja prethodno navedene preporucene razine u krvi (67). Razine
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ciklosporina A iznad terapijskih povezane su s neurotoksi¢noscu i nalazom sindroma
posteriorne reverzibilne encefalopatije (PRES, prema engl. posterior reversible
encephalopathy syndrome) (100). Nepostojanje statisti¢ki znacajne razlike u ukupnom
prezivljenju pacijenata lijeCenih protokolom HLH-2004 u odnosu na one lije¢ene terapijskim
protokolom HLH-94 uz izrazenu neurotoksic¢nost ciklosporina dovele su do stava da rano
uvodenje ciklosporina A ne treba biti dio standardne terapije HLH-a (74). Kod primjene
etopozida davput tjedno tijekom prvih dvaju tjedana potrebno je redovito prac¢enje krvne slike
jer etopozid moze uzrokovati tesku neutropeniju. U slu¢aju da uz prisutnost infekcije broj
neutrofila padne ispod 0.5 x 10%/uL, treba razmotriti odgodu lijecenja etopozidom (78). Dozu
etopozida treba prilagoditi u slu¢aju smanjene bubrezne funkcije, ali prisutnost citopenije i
disfunkcije jetre nije razlog za odgodu uvodenja terapije etopozidom jer se ova stanja obicno
poboljsaju primjenom terapije (1,96). Primjena etopozida moze trajati krace od osam tjedana
ako je odgovor na terapiju potpun $to je ¢eS¢e u sHLH-u, ali je, s druge strane, ponekad
potrebna primjena dvaput tjedno u razdoblju duljem od dva tjedna ako se pojave znakovi
reaktivacije u razdoblju primjene etopozida jednom tjedno (96).

Intratekalna primjena metotreksata i prednizolona uvodi se ako nakon prva dva tjedna
primjene trostruke terapije i dalje napreduju neuroloski simptomi ili nije doslo do poboljSanja
nalaza cerebrospinalne tekuéine (9,83). Prema smjernicama HLH-2004, proteine i broj stanica
u cerebrospinalnom likvoru potrebno je analizirati svaka Cetiri tjedna kod pedijatrijske
populacije, a u slucaju pojave dodatnih neuroloskih simptoma potrebno je uciniti MR.
Metotreksat se daje jednom tjedno u razdoblju od 3. do 6. tjedna lijecenja, u dozi ovisnoj o
dobi pacijenta (od 6 mg za dojenc¢ad do 12 mg za starije od 3 godine), kao i prednizolon (od 4
mg za dojencad do 10 mg za starije od 3 godine) (97). Novije smjernice preporuc¢aju samo
uporabu metotreksata, bez prednizolona jer istraZivanja nisu pokazala dodatno pobolj$anje pri
primjeni dvojne intratekalne terapije (96).

Tijekom sljedecih Sest tjedana postupno se smanjuje doza deksametazona (3. i 4. tjedan: 5
mg/m? dnevno, 5. i 6. tjedan: 2.5 mg/m? dnevno, 7. tjedan: 1.25 mg/m? uz postupno ukidanje
terapije u 8. tjednu). Etopozid se tijekom preostalih Sest tjedana inicijalne faze primjenjuje
jednom tjedno u dozi od 150 mg/m?, a ciklosporin A odrzava se na preporuéenoj razini od 200
ug/L (97).

Terapija odrzavanja namijenjena je pacijentima s nasljednim oblikom HLH-a, pacijentima s
trajnim ili refraktornim oblikom nenasljednog HLH-a, kao i pacijentima kod kojih je nakon
pocetne remisije doslo do reaktivacije bolesti. Cilj je ove terapije odrzati stabilno stanje

pacijenta do transplantacije krvotvornih mati¢nih stanica (HSCT, prema engl. haematopoietic
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stem cell transplantation) (9). Terapija odrzavanja sastoji se od pulsnog davanja
deksametazona u razdoblju od 3 dana, u dozi od 10 mg/m?, svaka dva tjedna, te od davanja
etopozida u dozi od 150 mg/m? iv., takoder svaka dva tjedna, izmjeni¢no s tjednima u kojima
se primjenjuje deksametazon (78,83,97). Ciklosporin A nastavlja se davati na nacin da se
odrzi preporucena razina lijeka od 100 do 200 pg/L (78,97).

Reaktivacija bolesti ¢esta je u fHLH-u, osobito u drugom dijelu inicijalne faze terapije, te je u
tom slucaju potrebno intenzivirati terapiju. Ponovno pokrenuta inicijalna faza moze se skratiti
u tom slucaju i nastaviti s terapijom odrzavanja do HSCT-a. Treba uvesti antibiotike Sirokog
spektra, antivirusne i antigljivicne lijekove (9).

Istrazivani su takoder alternativni protokoli lije¢enja imunoterapijom koja ukljucuje
antitimocitne globuline (ATG) i metilprednizolon (66). LijeCenje ovim protokolom dovelo je
do podjednakog ukupnog prezivljenja u lije¢enoj skupini pacijenata kao i terapija prema
smjernicama HLH-2004 (65,66,101).

HSCT je jedina terapija izljeCenja za pacijente s fHLH-om (83). Prije HSCT-a primjenjuju se
dva rezima pripreme — mijeloablativno kondicioniranje i kondicioniranje smanjenog
intenziteta. Medu pacijentima s HLH-om biljeZi se visoka stopa neZeljenih u¢inaka (hepati¢na
venskookluzivna bolest, pluéno krvarenje) i znac¢ajna smrtnost uz primjenu mijeloablativnog
pristupa zbog ¢ega se uglavnom preporuca kondicioniranje smanjenog intenziteta (8,68). Uz
kondicioniranje smanjenog intenziteta ceS¢a je pojava mijeSanog kimerizma, ali remisiju je
moguce posti¢i uz stalno odrzavanje udjela od 10 do 20 % darivateljevih limfocita
(65,66,102). Kako bi se omogucila pravovremena primjena HSCT-a, tipizacija humanog
leukocitnog antigena (HLA tipizacija, prema engl. human leukocyte antigen) i potraga za
odgovarajuc¢im darivateljem treba poceti ¢im je dijagnoza pHLH-a postavljena, a zbog
varijabilnosti u dobi razvitka klinicke slike, ¢lanovi obitelji koji su potencijalni darivatelji
trebaju biti testirani na gene vezane uz pHLH (66,96). Asimptomatski nositelji bialelnih
mutacija povezanih s HLH-om, ¢iji je ¢lan obitelji razvio klinicku sliku HLH-a tijekom
dojenacke dobi, trebaju biti zurno podvrgnuti HSCT-u, a kod bialelnih nositelja bez pozitivne
obiteljske anamneze HSCT treba provesti ovisno o individualnoj procjeni (96). U slucaju
nepostojanja odgovarajuceg darivatelja, treba traziti djelomi¢no odgovarajuceg, a u obzir
dolaze haploidenti¢ni ¢lanovi obitelji (9). HSCT moze biti terapija za HLH odrasle dobi u
slu¢aju loSeg odgovora na terapiju, bez obzira na nepostojanje dokazanog genetskog uzroka,
ako je lijecenje reaktivacija neuspjesno ili nije poznat okida¢ sindroma koji bi se mogao
kontrolirati terapijom (96). Trogodisnje ukupno prezivljenje u istrazivanju HLH-94 iznosilo je

55 %, a u pacijenata koji su lije¢eni HSCT-om 64 %. U slucaju nelijecenja srednje je
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prezivljenje osoba s fHLH-om dva mjeseca (9). Prezivljenje nakon mijeloablativnog
kondicioniranja iznosi 40 — 70 %, a nakon kondicioniranja smanjenog intenziteta ¢ak iznad 70
% (8).

Za lijecenje MAS-a imunosupresija je postignuta koristenjem visokih doza glukokortikoida uz
postupno smanjenje doze, ponekad uz dodatno lijecenje ciklosporinom A i etopozidom (65).
Bududi da je u podlozi razvoja MAS-a neka od reumatskih bolesti, veliku vaznost u lije¢enju
imaju lijekovi koriSteni za lijeCenje tih bolesti, poput antagonista receptora za IL-1, protutijela
i drugih proteina usmjerenih na IL-6 (tocilizumab) ili na TNF (infliksimab, etanercept) (65—
67,77). Drugi su imunosupresivni lijekovi koji su se pokazali u¢inkovitima u lije¢enju HLH-a
u sklopu autoimune bolesti metotreksat i ciklofosfamid (67).

U slu¢aju HLH-a povezanog s infekcijom obavezan dio lijeGenja treba biti primjena terapije
usmjerene na lijeCenje infektivne bolesti, odnosno uklanjanje uzro¢nika. Kod pacijenata s
HLH-om povezanim s HSV-om, kao i kod novorodencadi starosti manje od tjedan dana s
povisenim jetrenim enzimima nepoznate etiologije, treba odmah primijeniti visoke doze
aciklovira zbog izrazito loSe prognoze ovog oblika HLH-a (78). Pacijenti s tuberkulozom i
HLH-om trebaju biti dodatno lije¢eni antituberkuloznom terapijom (1). Primjena nekih
antimikrobnih lijekova, poput amfotericina B za HLH potaknut liSmenijazom, moze biti
dovoljna za izlje¢enje (1). HLH-94 nije indiciran u lijecenju HLH-a povezanog s
liSmenijazom i tuberkulozom (96). Osim lijeCenja usmjerenog na uzro¢nika infekcije, u
slu¢aju HLH-a povezanog s infekcijom u obzir dolazi primjena monoterapije visokim dozama
(1 g/kg) intravenskih imunoglobulina (1IVIG), monoterapije glukokortikoidima, monoterapije
ciklosporinom A, kao i kombinacija ovih lijekova u inicijalnoj terapiji (78). Lijecenje s EBV-
om povezanog HLH-a detaljnije je opisano u potpoglavlju 4.5.

Pacijenti s HLH-om u sklopu limfoma trebaju osim kemoterapije za lijeCenje limfoma
dobivati glukokortikoide i ciklosporin A (78). Za HLH povezan s drugim malignim bolestima
terapija ukljucuje etopozid i glukokortikoide primijenjene prije ili istovremeno s terapijom
specificnom za tumor (96). Istrazivanja pokazuju djelomi¢nu uc¢inkovitost primjene
alemtuzumaba kod pacijenata refrakternih na prethodno lijeCenje uobi¢ajenim protokolom
(68). Alemtuzumab je monoklonsko protutijelo usmjereno na glikoprotein CD52 izrazen na
T-limfocitima, B-limfocitima, histiocitima te u manjoj mjeri na membrani NK stanica
(103,104). Koristi se u lije¢enju B-stani¢ne kroni¢ne limfocitne leukemije i MS-a (103,105).
Alemtuzumab je koriSten u nekoliko slucajeva koji nisu odgovarali na uobicajenu terapiju kao
terapija odrzavanja do primjene alogeni¢nog HSCT-a (103,104). Emapalumab, potpuno
humano monoklonsko protutijelo usmjereno na IFN-y, odobrila je za odrasle i pedijatrijske
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slu¢ajeve refrakternih, rekurentnih i progresivnih oblika HLH-a, kao i za pacijente koji ne
podnose uobicajenu terapiju Agencija za hranu i lijekove Sjedinjenih Americ¢kih Drzava
(FDA, prema engl. U.S. Food and Drug Administration) (68,106). Djelotvornost
emapalumaba takoder je pokazana u lijecenju MAS-a (68). Anakinra, rekombinantni
antagonist receptora za IL-1, koristen je u lije¢enju sHLH-a, prije svega uzrokovanog
reumatskim bolestima. Pokazao se djelotvornim u lije¢enju pedijatrijskih pacijenata s
MAS-om ili drugim sHLH-om koji nije uzrokovan malignom bolesti (68,107). Inhibitori
Janus kinaze (JAK inhibitori, prema engl. Janus associated kinase), poput ruksolitiniba,
istrazivani su kao terapija u slu¢aju nedovoljnog odgovora na osnovni terapijski protokol, ali i
kao prva linija terapije za sHLH. lako nema dovoljno opseznih prospektivnih istrazivanja
ucinkovitosti ruksolitiniba, istraZzivanja na malom uzorku slucajeva pokazuju u¢inkovitost u
terapiji sHLH-a (68,108,109). U tijeku su istrazivanja u¢inkovitosti i sigurnosti tadekiniga
alfa, rekombinantnog proteina koji se veze na IL-18, u lijeCenju pHLH-a uzrokovanog
manjkom XI1AP-a (XLP2) i mutacijom NLRC4, ¢iju pojavu moze inducirati EBV (8,110).
Suportivna terapija ukljucuje zbrinjavanje anemije i koagulopatije transfuzijama eritrocita,
trombocita i svjeze smrznute plazme, prevenciju jetrenog oSte¢enja i bubreznog zatajenja,
antikonvulzivnu terapiju, kao i profilakticku terapiju protiv razvoja oportunistickih infekcija
(1,67,78). Profilakticku terapiju ¢ini primjena trimetoprim-sulfametoksazola (5 mg/kg dnevno
trimetoprima) radi spre¢avanja infekcije Pneumocystis jirovecii te primjena drugih
antimikotika radi prevencije aspergiloze i ostalih gljivi¢nih infekcija (78,96). Preporuceno je
provoditi tjedne testove na moguce infekcije i znacajne infektivne okidace HLH-a (EBV,
CMV, adenovirusi) (96).

U slucaju razvoja izrazito teSke klinicke slike moZe biti potrebno lijecenje u JIL-u uz
mehanicku ventilaciju, terapijsku izmjenu plazme i primjenu vazoaktivnih lijekova (1,68).
Buduc¢i da je vecina provedenih istrazivanja lijecenja HLH-a odrasle dobi nekontrolirana i
retrospektivna, s razli¢itim dozama primjenjivanih lijekova, odluke o lije¢enju odraslih i dalje

su velikim dijelom temeljene na klinickom iskustvu i pojedina¢nim sluc¢ajevima (67).

4. Epstein-Barr virusom induciran hemofagocitni sindrom

4.1, Uvod i podjela
EBV je vazan i Cest okida¢, ali i moguci osnovni uzrok razvoja HLH-a. Infekcija EBV-om
najée$ca je infekcija povezana s HLH-om (12). EBV moze biti okida¢ HLH-a u pacijenata s
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fHLH-om, ali moze biti i pokreta¢ HLH-a u osoba s nasljednim sindromima i mutacijama
vezanim uz sklonost EBV-om induciranom HLH-u (12). Osim uz postoje¢i pHLH, akutna
infekcija EBV-om moze pokrenuti razvoj sHLH-a u osoba koje nemaju genetsku
predispoziciju za razvoj tog sindroma. Takav HLH moze biti nepovezan s novotvorinama,
odnosno iskljucivo pokrenut infekcijom EBV-om. Dio literature takav neneoplasti¢ni HLH
oznacava pokratom EBV-HLH. S druge strane, s EBV-om povezane limfoproliferativne
bolesti T-limfocita i NK stanica i limfomi mogu biti podloga za razvoj sHLH-a (12).
Izmijenjena verzija klasifikacije limfoidnih novotvorina Svjetske zdravstvene organizacije iz
2017. godine definira Cetiri novotvorine koje su povezane s EBV-om i u sklopu kojih se moze
o¢itovati HLH (12). HLH je Cesta i tipi¢na komplikacija agresivne NK-stani¢na leukemije
(ANKL) i sustavnog na EBV pozitivnog T-stani¢nog limfoma djecje dobi (SEBV™ T-NHL,
prema engl. systemic EBV™ T-cell lymphoma of childhood), ali se sporadi¢no moze javiti i u
sklopu druge dvije vrste limfoma, ekstranodalnog NK/T-stani¢nog limfoma (ENKTCL, prema
engl. extranodal NK/T-cell lymphoma) i primarnog na EBV pozitivhog nodalnog T/NK-
stani¢nog limfoma (EBV*PTCL, prema engl. primary EBV* nodal T/NK-cell lymphoma) (12).
Osim uz ove limfome i leukemije, EBV-om induciran HLH mozZe se javiti i u sklopu
CAEBV-a. CAEBYV je podijeljen na sustavni oblik i lokalizirani (koZni) oblik. Dva su podtipa
lokaliziranog oblika: limfoproliferativna bolest nalik na vakciniformnu hidrou (HVLPD,
prema engl. hydroa vacciniforme-like lymphoproliferative disorder) i teSka alergija na ugrize
komaraca (SMBA, prema engl. severe mosquito bite allergy) (12,111). HLH iskljucivo
potaknut EBV-om ponekad je tesko razlikovati od HLH-a povezanog s NK/T-stani¢nim
limfomima. Razlikovanje temeljnog stanja u sklopu kojeg se razvio HLH vazno je za

usmjeravanje dijagnostike i daljnjeg lijeenja i pracenja pacijenta (12).

4.2. Epidemiologija
Infekcija EBV-om najcesca je infekcija povezana s HLH-om, osobito u Aziji i Sjedinjenim
Ameri¢kim Drzavama (12,67). U sustavnim pregledima literature izracunat je udio EBV-om
induciranog HLH-a od 40 do 50 % u ukupnom broju sluéajeva virusom potaknutog HLH-a
(1,67). EBV-om induciran HLH najces¢i je tip sHLH-a u djece, dok je u odraslih sHLH ¢esce
komplikacija maligne bolesti (78). Buduci da je rije¢ o sindromu Sirokog etiopatogenetskog
spektra s preklapanjima podtipova, to¢nu je prirodu bolesti ponekad tesko odrediti
uobicajenim dijagnostickim metodama pa se epidemioloski podatci o HLH-u razlikuju ovisno
o istrazivanju, ukljuénim i isklju¢nim kriterijima.

EBYV nije uobicajen okida¢ fHLH-a. Opisani su slu¢ajevi CAEBV-a u osoba koje su nositelji
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mutacija za fHLH (112). fHLH potaknut EBV-om najéesce se javlja u mlade djece, premda
postoje slucajevi osoba s hipomorfnim mutacijama u kojih se sindrom razvio u starijoj dobi
(12). XLP1 najées¢i je genetski poremecaj pracen EBV-om induciranim HLH-om, dok je u
sklopu sindroma XLP2 ovaj virus znatno rjedi okida¢ HLH-a (113). EBV je gotovo jedini
zabiljezeni infektivni okida¢ HLH-a u XLP1, dok su u XLP2 zabiljezeni i drugi
mikroorganizmi (114). Povremeno se nasljedni sindromi imunodeficijencija povezanih s
albinizmom (CHS, GS-2, HPS-2) takoder kompliciraju razvojem HLH-a induciranog
EBV-om. Ostale mutacije rijetko su povezane s EBV-om induciranim HLH-om (sindrom
X-MEN, deficijencija ITK, deficijencija CD27) i dosada je opisan mali broj slu¢ajeva (112).
Opcenite epidemioloske znacajke pHLH-a detaljnije su opisane u potpoglavlju 3.2.

Najvise slucajeva neneoplasti¢cnog EBV-HLH-a opisano je u isto¢noj Aziji, osobito u Japanu
gdje ¢ini oko 40-50 % ukupne incidencije SHLH-a. Najcesce se ocituje u djecjoj dobi, ali
moze se javiti i u odrasloj dobi kada je prognoza losija (72,114,115). Premda je infekcija
EBV-om u prvoj godini zivota najces¢e asimptomatska, EBV-om induciran HLH moze se
javiti oko prve navrSene godine (3).

SEBV™ T-NHL ¢es¢i je u isto¢noj Aziji i juznoamerickim drzavama, dok je u Europi rijedak.
Kako mu i samo ime govori, rije¢ je o bolesti koja se javlja u djetinjstvu (10,114). Suprotno
tomu, ANKL se najcesce javlja u dobi od 20 do 50 godina, vecina je oboljelih azijskog
podrijetla, ali je sve vise oboljelih europskog i juznoamerickog podrijetla (116). ENKTCL
takoder je bolest odrasle dobi, ali se obi¢no javlja u isto¢noj Aziji, Srednjoj i Juznoj Americi.
Cini do 8 % svih limfoma u isto¢noj Aziji i nekim zemljama Juzne Amerike (114).
EBV*PTCL vrlo je rijedak oblik limfoma s tipi¢nom pojavnosti u starijoj odrasloj dobi,
osobito u imunosuprimiranih i imunodeficijentnih osoba (10).

Sustavni NK-stani¢ni i T-stani¢ni oblik CAEBV-a ¢es¢i je u pedijatrijskoj populaciji u
istocnoj Aziji, a rjedi u juzZnoamerickim drzavama, dok je B-stani¢ni oblik vrlo rijedak, ali se
¢esce javlja u Europi (zapadni oblik). Sustavni oblik CAEBV-a moze se javiti i u odrasloj
dobi te je u tom slucaju tezeg kliniCkog tijeka. U djecjoj dobi ¢es¢i je u osoba muskog, a u
populaciji starijih odraslih u osoba Zenskog spola (117). Javlja se u imunokompetentnih
domacina. HVLPD se javlja u djece i adolescenata te je klasi¢ni oblik ¢es¢i u osoba bijele
rase, a sustavni u osoba azijskog i latinoameri¢kog podrijetla. Epizode bolesti ¢esce su u
proljece i ljeto. (10,114) SMBA je vrlo rijetka bolest djece iz isto¢ne Azije (uglavnom Japana)
i Meksika. Opisano je svega nekoliko stotina slu¢ajeva (10,111).

Geografska raspodjela pojavnosti EBV-om induciranog HLH-a, s najveé¢im udjelom slucajeva

u Aziji, upucuje na moguci doprinos okolisnih (kemijski karcinogeni, pesticidi), genetskih
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(pojedini HLA podtipovi) faktora i prevalencije pojedinih sojeva EBV-a u etiopatogenezi
ovog sindroma (10,118).

4.3. Etiopatogeneza i klini¢ka slika

4.3.1. Obiteljski HLH i EBV

EBYV moze biti slucajni okida¢ razvoja HLH-a u osoba koje su nositelji mutacija koje
uzrokuju autosomno recesivni fHLH. Rije¢ je o mutacijama perforina i uz transport
citotoksi¢nih granula vezanih proteina. EBV moze potaknuti razvoj HLH-a u bilo kojem od
pet tipova fHLH-a, premda je to neuobicajen oblik EBV-om potaknutog HLH-a (12).
Limfociti trajno zarazeni EBV-om mogu poticati upalu stimuliraju¢i disfunkcionalne
aktivirane citotoksi¢ne T-limfocite tipi¢ne za ove sindrome. Etiopatogeneza ovih sindroma
opisana je u potpoglavlju 3.3., a uloga EBV-a u poticanju HLH-a uz prisutnost ovih mutacija
opisana je u potpoglavlju 2.3. i 2.4. ZabiljeZeni su slu¢ajevi slozenih heterozigota za gene
odgovorne za razvoj fHLH-a kod kojih se razvila klini¢ka slika CAEBV-a (112,119).

4.3.2. Drugi nasljedni sindromi povezani s EBV-om
induciranim HLH-om

Osim uz fHLH, EBV moze potaknuti razvoj HLH-a kod pojedinaca s genetski uzrokovanom
podloznoséu EBV infekcijama. EBV je ¢esé¢i okida¢ HLH-a u ovim sindromima nego u
fHLH-u. EBV-om potaknut HLH tipi¢no se javlja uz XLP1 (Duncanovu bolest), nasljedni
sindrom ¢ija su genetska podloga i patogeneza opisani u potpoglavljima 4.4. 1 5.3. Budu¢i da
je rije¢ o X-vezanom recesivhom sindromu, obi¢no obolijevaju djecaci, a Zenski nositelji ne
razvijaju klinicku sliku (112). Djeca s XLP1 razvijaju teSke oblike primarne infekcije
EBV-om zbog nekontroliranog poliklonalnog umnazanja T-limfocita i B-limfocita.
Nekontrolirani T-limfociti i poremeéena funkcija citotoksi¢nosti pokrecu citokinsku oluju i
aktivaciju makrofaga dovode¢i do razvoja HLH-a. HLH je najcesca teska posljedica ovog
sindroma (oko 30 % sluc¢ajeva), ali mogu se razviti hipogamaglobulinemija, aplasti¢na
anemija i B-stani¢ni limfomi (12,112-114). Osobe s ovim sindromom imaju oslabljen
seroloski odgovor na cjepiva, a tezina klinicke slike varira unutar obitelji, bez obzira na
posjedovanje iste mutacije (112). XLP2, uzrokovan mutacijom gena BIRC4, koji kodira
protein XIAP, rjede je podloga za razvoj EBV-om induciranog HLH-a. Mutacije gena za
XIAP uzrok su oko 30 % slucajeva XLP-a (112). Udio pacijenata s HLH-om u sklopu XLP2
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koji su pozitivni na EBV manji je nego u XLP1, a rjede se razvijaju i B-stani¢ni limfomi.
(12,113) Patogeneza ovog sindroma opisana je u potpoglavlju 3.3., a klju¢na je znacajka
pojacana apoptoza T-limfocita potaknuta razli¢itim stimulansima dok je citotoksi¢na funkcija
limfocita u ovom sindromu normalna (112,114). Pacijenti s ovim sindromom ¢esce razvijaju
citopeniju, splenomegaliju i hemoragijski kolitis bez razvoja HLH-a u odnosu na pacijente s
XLP1. Razlic¢ita istrazivanja daju oprecne rezultate o omjeru letaliteta ovih dvaju sindroma
(12,112,113). Pacijenti s XLP2 ¢esto razvijaju klini¢ku sliku upalne bolesti crijeva zbog
poremecenih signalnih puteva vezanih uz NOD1 i NOD2 (113).

Deficijencija ITK-a takoder je nasljedni poremecaj povezan s razvojem EBV-om induciranog
HLH-a. ITK ima vaznu ulogu u signalnim putevima T-stani¢nog receptora vazan je za
proliferaciju i diferencijaciju T-limfocita. Uz ovu mutaciju javljaju se hipogamaglobulinemija,
citopenija i proliferativne bolesti poput B-stani¢ne limfoproliferativne bolesti, B-stani¢nog
limfoma i limfomatoidne granulomatoze (12,112). Homozigotna mutacija gena za CD27
rijedak je, ali u literaturi opisan genetski poremecaj povezan s EBV-om induciranim
HLH-om. CD27 je TNFR koji se veze za ligand CD70 i ima ulogu aktivacijskog receptora u
B-limfocitima, T-limfocitima i NK stanicama. Biljeg je memorijskih B-limfocita (112,120).
Mutacije proteina MAGT1 uzrokuju poremecaj unutarstani¢ne signalizacije jer magnezij ima
ulogu sekundarnog glasnika. Sindrom vezan uz takve mutacije, nazvan je X-MEN, a
patogeneza je opisana u potpoglavlju 2.4. Pacijenti s mutacijama MAGTL1 imaju smanjen broj
CD4" limfocita i poreme¢en omjer CD4" i CD8" limfocita. Citotoksi¢ni limfociti i NK stanice
uz tu mutaciju imaju smanjenu sposobnost ubijanja stanica zarazenih EBV-om. U sklopu ovih
mutacija javljaju se klinicke slike EBV-om induciranog HLH-a i limfoma pozitivnih na EBV
(12,43,112). Osobe s mutacijom GATA?2 takoder razvijaju klinicke slike CAEBV-a, trajne
viremije i tumora glatkih miSi¢a pozitivnih na EBV. Poremecaj se nasljeduje autosomno
dominantno i moze biti podloga za razvoj EBV-om induciranog HLH. GATA?2 protein vazan
je za hematopoezu te ove osobe Gesto imaju smanjen broj B-limfocita, CD4" T-limfocita,

NK stanica, dendriti¢kih stanica, eritrocita, neutrofila, monocita i trombocita (112,121). EBV
moze biti okida¢ za razvoj HLH-a kod pacijenata koji boluju od sindroma imunodeficijencije
povezanih s albinizmom (CHS, GS-2, HPS-2). Patogeneza i klinicka slika ovih sindroma

opisana je u potpoglavljima 5.3. i 5.4.
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4.3.3. EBV-om induciran HLH bez novotvorina (EBV-
HLH)

EBYV moze biti jedini uzrok razvoja HLH-a. Takav HLH nema genetsku podlogu niti je
povezan s novotvorinama i limfoproliferativnim bolestima. Sindrom se o€ituje kontinuiranom
visokom tjelesnom temperaturom, splenomegalijom, limfadenopatijom, Zuticom, edemima i
koznim osipom. Moguce su i rijetke prezentacije u obliku perforacije crijeva, bolova u
epigastriju uz $tucanje, koznih lezija, pluénih infiltrata i bolesti SZS-a (75,114,122). U
laboratorijskim nalazima krvi i cerebrospinalne tekucine isti¢u se nalazi detaljno opisani u
potpoglavljima 3.4. i 3.5, ali su poremecaji tih parametara obi¢no izraZeniji i razvijaju se brze
nego kod drugih oblika HLH-a (114). T-limfociti i NK stanice djece s EBV-HLH-om ¢esto
pokazuju izrazenije znakove atipije nego U NK/T-stani¢nim limfomima pozitivnima na EBV
(12). T-limfociti ¢esce su zahvaceni (u oko 80% slucajeva) nego NK stanice. T-limfociti u
EBV-HLH-u naj¢esc¢e su CD8" fenotipa, pozitivni na EBV, uz gubitak CD5 i CD7, antigena
tipiénih za T-limfocite, a broj CD4" limfocita manji je $to ¢ini razliku u odnosu na druge
EBV-om inducirane limfoproliferativne poremecaje (12). Nacin na koji EBV ulazi u
T-limfocite i NK stanice opisan je u potpogljavlju 2.3. U velikom broju slu¢ajeva bolest se
razvija iz jedne EBV-om zarazene stanice $to se o¢ituje monoklonalno$¢u T-stani¢nih
receptora (oko 50%) (114). Inficirani T-limfociti nemaju izrazene jako imunogeni¢ne proteine
EBV-a, ve¢ izrazavaju LMPI1 (tip II latencije). Na taj nacin zarazeni T-limfociti uspijevaju
izbjeci uklanjanje drugim citotoksi¢nim stanicama. LMP1 pokrece signalni put kojim se
aktivira NF-xB ¢ime se povecava sinteza proupalnih citokina i poti¢e klonalna ekspanzija
(78). Pretpostavlja se da je proliferacija T-limfocita i NK stanica u neneoplasti¢nom
EBV-HLH-u prolazno potaknuta primarnom infekcijom EBV-om i posljedi¢cnom
hipercitokinemijom, za razliku od CAEBV-a gdje dolazi do samoodrzive proliferacije NK

stanica i T-limfocita uz izbjegavanje apoptoze tih stanica tijekom duljeg vremena (123).

4.3.4. Na EBYV pozitivan HLH povezan s novotvorinama

434.1. HLH povezan s NK/T-stani¢nim limfomima pozitivnim na EBV

HLH je inicijalna prezentacija gotovo svih pacijenata sa SEBV* T-NHL-om i vrlo Cesta
prezentacija ANKL-a. Etiologija EBV*" T-NHL-a nepoznata je, ali je zbog izrazite
predispozicije ovisne o rasi pretpostavljeno da genetski poremecaj odgovora na EBV ima
ulogu u razvoju tog limfoma (114). LMP1 u stanicama zarazenim EBV-om potice povecan

izrazaj citidin deaminaze potaknute aktivacijom (AID, prema engl. activation-induced
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cytidine deaminase) i time dovodi do genomske nestabilnosti i posljedi¢nih mutacija u
onkogenima i genima supresorima tumora (10,124). Delecije genoma EBV-a ¢esto su prisutne
u analiziranim zarazenim stanicama NK/T-stani¢nih limfoma i CAEBV-a (za razliku od IM-a)
te je moguce da doprinose razvoju limfoma (10,11). Tijekom razvoja bolesti dolazi do
monoklonalne ekspanzije EBV-om zarazenih T-limfocita (114). Simptomi bolesti javljaju se
nekoliko dana ili tjedana nakon simptoma IM-a u sklopu primoinfekcije EBV-om. Izrazita
hiperplazija histiocita i hemofagocitoza u kostanoj srzi, jetri i slezeni dovode do
pancitopenije, koagulopatije, hepatosplenomegalije i poremecaja jetrene funkcije (114).
Infiltracija jetrenih sinusoida i portalnih prostora malim limfocitima dovodi do kolestaze,
steatoze i fokalne nekroze jetre, u slezeni je vidljiva deplecija bijele pulpe uz izrazene
limfoidne infiltrate, a arhitektura limfnih ¢vorova uglavnom je odrzana u ranim fazama bolesti
(114). Morfoloska atipija stanica ve¢inom je blagog stupnja, ali u nekim slucajevima opisana
je izrazena atipija, dok su citogeneticke abnormalnosti tipi¢an nalaz (12). Kao i EBV-HLH,
ovaj je limfom obiljeZen aberantnim CD8* limfocitima (12). Fulminantnim tijekom bolesti

dolazi do brzog napredovanja do MOF-a, sepse i, u veéini slucajeva, letalnog ishoda (114)

ANKL je vrlo rijetka bolest uzrokovana sustavnom proliferacijom NK stanica u kostanoj srzi i
perifernoj krvi (12). Infekcija EBV-om prisutna je u oko 90 % slucajeva (116). Dio slucajeva
nastaje iz CAEBV-a ili ENKTL-a. Tipi¢ni su simptomi i znakovi ANKL-a vrudica,
malaksalost, hepatosplenomegalija, zatajenje jetre, pancitopenija i povisen LDH (10,114).
Leukemic¢ne NK stanice ¢ine od 5 do 80 % leukocita periferne krvi, a mogu pokazivati sirok
spektar atipija. Zbog opisanih slu¢ajeva u kojima nije bilo faze leukemije, ve¢ se bolest
prezentirala samo hepatosplenomegalijom i limfadenopatijom, bolest je prije nazivana
agresivnom NK-stani¢nom leukemijom/limfomom (114). NK stanice infiltriraju kostanu srz,
slezenu, jetru i kozu u razli¢itom opsegu, a u sluc¢aju razvoja HLH-a infiltracija kostane srzi je
izrazitija (114,125). Tumorske stanice obi¢no izrazavaju antigene CD56 i CD16. Kod
znacajnog dijela pacijenata dokazane su mutacije komponenti JAK/STAT signalizacijskog
puta i povisene razine IL-10 §to je mozda dio etiopatogeneze ove bolesti (116). Koagulopatija
je Cesta pojava. lako su opisane subakutne klini¢ke slike, tijek je uglavnom fulminantan te u
kratkom vremenu dolazi do razvoja MOF-a (10,116,125).

ENKTCL agresivni je limfom pozitivan na EBV. Glavne su znacajke izraZzena nekroza,
invazija i destrukcija krvnih zila te citotoksi¢an fenotip. Obi¢no se razvija u gornjim di$nim
putevima (nosna Supljina, paranazalni sinusi, nazofarinks i orofarinks, usna Supljina, nepce),

ali mozZe se pojaviti u drugim regijama (gastrointestinalni trakt, testisi, pluca, koza, SZS)
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(12,125). Simptomi nazalnog tipa ukljucuju gnojnu sekreciju iz nosa, nosnu opstrukciju i
epistaksu (114,125). Bolest se moze komplicirati razvojem HLH-a i Sirenjem izvan diSnog
puta. Postoji i ekstranazalni tip tumora (20-30 %) s prvom prezentacijom izvan di$nih puteva
koji ima losiju prognozu (114). Tumor je sastavljen od CD16* CD56" NK stanica, a rjede od
citotoksi¢nih T-limfocita (12,118). Stanice tumora pokazuju znakove atipije, kromosomske
aberacije i mutacije komponenti JAK/STAT signalizacijskog puta. EBV pokazuje obrazac
tipa Il latentne faze (114).

EBV*PTCL rijedak je i agresivan oblik perifernog T-stani¢nog limfoma koji uglavnom
zahvaca limfne ¢vorove bez zahvacéanja drugih, ekstranodalnih regija (114,125). Glavni je
znak generalizirana limfadenopatija, a mogu se javiti sustavni simptomi. Nekroza i destrukcija
krvnih Zila rjeda je nego u ENKTCL-u. Stanice tumora pokazuju fenotip citotoksi¢nih
CD3*CD8" T-limfocita, rjede NK stanica, a EBV je prisutan u tipu Il latentne faze. Rijetko se
prezentira kao HLH (12,114).

434.2. HLH povezan s CAEBV-om

CAEBY ukljucuje nekoliko prethodno navedenih NK/T-stani¢nih limfoproliferativnih
poremecaja. B-stani¢ni CAEBYV rijedak je 1 klasificiran kao s imunodeficijencijom povezan
limfoproliferativni poremecaj, a zbog geografske raspodjele neki ga nazivaju i zapadnim
podtipom CAEBV-a. Dakle, izraz CAEBV primarno se koristi za bolesti uzrokovane
poremecajem NK stanica i T-limfocita (12). Patogeneza bolesti nije poznata, ali moguce je da
ulogu imaju mutacije gena odgovornih za proliferaciju stanica, stani¢nu smrt i imunosni
odgovor na EBV, a etiopatogenezi mozda doprinose i delecije genoma EBV-a (11,125).
Novija istrazivanja pokazuju da takve delecije omogucuju uspostavljanje prelatentne
abortivne liticke faze (opisano u potpoglavlju 2.3.), u kojoj je izraZzen znacajan broj gena
liticke faze, ali bez umnazanja virusnih Cestica. Moguce je da ekspresija dijela litickih gena
pogoduje onkogenezi i razvoju limfoproliferativnih bolesti (11,32). Moguc¢i nacin na koji
EBV ulazi u NK stanice i T-limfocite opisan je u potpoglavlju 2.3. Ove se bolesti obi¢no ne
javljaju u pacijenata s mutacijama tipi¢nih gena povezanih s imunodeficijencijama te se
imunodeficijencije smatraju iskljuénim faktorom za dijagnozu. CAEBV je definiran kao
rekurentna pojava tipi¢nih simptoma i znakova IM-a (vruéica, limfadenopatija,
hepatosplenomegalija ili poviSena razina transaminaza) U razdoblju od 3 mjeseca uz prisutan
nalaz povisene razine DNA EBV-a u krvi (EBV DNAemija), histoloski nalaz bolesti u

zahvac¢enim organima i pozitivan nalaz EBV RNA u zahvacenim tkivima (114,126,127). Tip
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II latentne faze tipi¢an je za CAEBV, a EBV je uglavnom monoklonalanog podrijetla (3,114).
Bez obzira na monoklonalnost, uglavnom nema histoloskih dokaza maligne proliferacije, ve¢
histoloSka slika nalikuje na reaktivna upalna stanja. Dakle, CAEBV ima dvojne karakteristike
imunodeficijencije i maligne neoplazme (3). Rjedi su simptomi i znakovi sustavnog
CAEBV-a osip i druge promjene na kozi, jake reakcije na ubode komaraca, proljev i uveitis
(114). Tijek bolesti moze biti kroni¢an i polagan, ali moze biti i akutan i tezak, §to je ¢esce
kod odraslih osoba (64,127). Oko 30 % osoba s CAEBV-om razvije HLH koji moze biti prva
prezentacija CAEBV-a ili se moze pojaviti naknadno u tijeku bolesti (12). Osim HLH-a,
moguce su druge komplikacije bolesti: DIK, jetreno zatajenje, aneurizme koronarnih arterija,
zahvacéenost SZS-a, intersticijska pneumonija i miokarditis (114). Klini¢ka slika ovisi o razini
viremije 1 imunosnom stanju domacina. Teza klinicka slika i ja¢i humoralni odgovor povezani
su s T-stani¢nim oblikom CAEBV-a. NK-stani¢ni oblik ¢es¢e ukljucuje kozne simptome, a s
vremenom moze napredovati u ANKL ili ENKTCL (114). Za razliku od sEBV* T-NHL-a i
EBV-HLH-a u kojima su umnozeni CD8" T-limfociti, u T-stanicnom CAEBV-u umnoZeni su
CD4* T-limfociti, premda postoje slu¢ajevi s umnozenim CD8"* T-limfocitima. NK-stani¢ni
CAEBYV obiljezavaju umnozene NK stanice zbog ¢ega ga je teSko razlikovati od ANKL-a i
EBV-HLH-a s umnazanjem NK stanica (12). Razine proupalnih citokina (IL-6, TNF-a,

IFN-y) povisene su (128). Postoje preklapanja izmedu sustavnog i koznog oblika bolesti.

HVLPD je jedna od koznih prezentacija CAEBV-a. Nepoznate je etiologije. Za bolest su
karakteristi¢ne spuzvaste vezikulopapularne lezije unutar epidermisa, slicne onima u klasi¢noj
vakciniformnoj hidroi, nakon ¢ijeg povlacenja zaostaju oziljci (124). U klasi¢cnom se obliku
kozne lezije nalaze na regijama izlozenima suncu, a u teSkom obliku nalaze se i na
neizlozenim dijelovima koze uz ¢e$¢i razvitak sustavnih simptoma (12). Epizode bolesti ¢esce
su u proljece i ljeto. Umnozeni su CD8" limfociti i CD56" NK stanice. U zaraZenim stanicama
odvija se tip II latentne faze, a zarazeni T-limfociti uglavnom su monoklonalnog podrijetla.
Kao i CAEBYV, bolest moze biti blaga, uz izolirano i povremeno zahvacanje koze, ali i teska,
agresivna, sustavna, uz razvoj HLH-a (64,114).

U sklopu SMBA-a javlja se izrazena reakcija na ubode komaraca (12). Unato¢ nazivu, bolest
nije alergijska. Ubodi komaraca mogu potaknuti proliferaciju CD4* T-limfocita specifi¢nih za
antigene komaraca koji zatim poti¢u izrazaj LMP1 u NK stanicama (114). LMP1 je protein
EBV-a povezan s onkogenezom i imortalizacijom stanica kako je opisano u potpoglavlju 2.3.
Na mjestu uboda komarca javljaju se crvenilo, bule, ulkusi, nekroza epidermisa, a kasnije

oziljci (114,125). Bolest se moze prezentirati sustavnim simptomima (vrucica,
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limfadenopatija, jetrena disfunkcija i hepatosplenomegalija) i razvojem HLH-a. Nakon
smirivanja reakcije na ubod komarca oboljeli su asimptomatski do sljede¢eg uboda komarca
(114). Tipiéno su umnozene CD56* NK-stanice te reaktivni CD4" i CD8" T-limfociti, a EBV
takoder pokazuje tip II latencije. Iz lokaliziranih oblika moze se razviti sustavni CAEBV i

NK/T-stani¢ni limfomi (12).

4.4, Dijagnostika

Dijagnoza EBV-om induciranog HLH-a temelji se na kriterijima za dijagnozu HLH-a
(HLH-2004) i pozitivnom nalazu infekcije EBV-om. Infekciju EBV-om dijagnosticira se na
temelju kvantitativnim PCR-om dokazanog povec¢anog broja kopija DNA u plazmi ili
mononuklearnim stanicama periferne krvi, na temelju prisutnosti specifi¢nih protutijela na
EBV ili dokazom EBER-a u tkivima in situ hibridizacijom (3,114). Smjernice HLH-2004
detaljno su opisane u potpoglavlju 3.5., a dijagnosticke metode kojima se potvrduje zaraza
EBV-om opisane su u potpoglavlju 2.7. Dio studija predlaze kvantitativni PCR za EBV DNA
kao dio pocetnih pretraga koje se provode u svih pacijenata s HLH-om. Grani¢na vrijednost
kojom bi se definirala prisutnost ekstremno velikog broja kopija DNA EBV-a u krvi nije
utvrdena. HLH u pacijenata koji imaju trajno umjerene do visoke vrijednosti EBV DNA
mjerene PCR metodom trebao bi se smatrati HLH-om povezanim s EBV-om (12). U
dijagnostici CAEBV-a i neneoplasti¢nog EBV-HLH-a prednost treba dati PCR analizi EBV-a
u mononuklearnim stanicama periferne krvi, uz graniénu vrijednost od 10%° kopija/pg
(124,129). Nakon potvrde da se radi o HLH-u povezanom s EBV-om, daljnju dijagnostiku
treba usmjeriti u otkrivanje podtipa tog sindroma. Radi utvrdivanja je li u podlozi razvoja
HLH-a genetska mutacija, treba provesti genetske pretrage i1 proto¢nu citometriju kojima se
utvrduje ili postavlja sumnja na neki od podtipova pHLH-a (12). Utvrdi li se kod muskih
osoba (osobito djecaka) EBV-om induciran HLH i dokaze da su B-limfociti inficirani
EBV-om, vazno je provesti testove za XLP1 i XLP2 (78). Dijagnosticke metode vezane uz
otkrivanje pojedinih podtipova pHLH-a opisane su u potpoglavlju 3.5. U slu¢aju da tim
pretragama nije utvrdena nasljedna podloga razvoja HLH-a, radi utvrdivanja odgovarajuceg
protokola lijecenja pretrage treba usmjeriti na razlucivanje izmedu vrlo sli¢nih podtipova
EBV-om induciranog sHLH-a (114). Takoder treba provesti dodatne pretrage poput lumbalne
punkcije, radi utvrdivanja zahvaéenosti SZS-a, procjenu bubrezne i jetrene funkcije, kao i
mikrobioloske pretrage za otkrivanje drugih uzroénika (12). Analizu HLA-a takoder je bitno
provesti dovoljno rano za slucaj da se kod pacijenta utvrdi potreba za lijeCenjem metodom

alogeni¢nog HSCT-a (12).
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Patohistoloska analiza aspirata i bioptata koStane srzi, protoc¢na citometrija i citogeneticke
pretrage trebaju biti dio dijagnostickog protokola. ENKTCL se obi¢no dijagnosticira analizom
zahvacéenog ekstranodalnog tkiva, EBV*PTCL analizom bioptata limfnog ¢vora, a dokazom
EBV-a u bioptatu koznih lezija, infiltrata iz jetre, tkiva SZS-a i pluéa moZe se potvrditi
CAEBYV (12,127). Pretrage dokazivanja EBER-a in situ hibridizacijom i imunohistokemijski
testovi kojima se odreduje fenotip T-limfocita u infitratima (CD4" ili CD8", patolo$ki gubitak
T-limfocitnih biljega poput CD5 ili CD7) takoder mogu pomo¢i u razlikovanju podtipova
EBV-om induciranog sHLH-a (3,12). lako dokaz aberantnih T-limfocita nije dovoljan za
potvrdu postojanja novotvorine, takav nalaz moze olaksati usmjeravanje dijagnoze prema
neneoplasticnom EBV-HLH-u ili HLH-u u sklopu novotvorina povezanih s EBV-om.
Populacija aberantnih T-limfocita u CAEBV-u obi¢no je CD4" fenotipa, za razliku od sSEBV”*
T-NHL i neneoplasti¢énog EBV-HLH za koje je tipican CD8" fenotip. Ipak, postoje iznimke
poput CD8" CAEBV-a pa se ponekad svim navedenim pretragama ne uspijeva razjasniti radi
li se 0o CAEBV-u, EBV-HLH-u ili SEBV* T-NHL-u (114,130). Iako citogeneticke
abnormalnosti i nalaz stani¢ne atipije mogu upuéivati na dijagnozu SEBV* T-NHL-a, u veéini
slucajeva tesko je razlikovati ovaj tip limfoma od drugih novotvorina povezanih s EBV-om i
neneoplasticnog EBV-HLH-a. Citogeneticke abnormalnosti specifican su, ali neosjetljiv
kriterij za SEBV* T-NHL (12,114). Istrazivanja pokazuju izraZeniju hiperbilirubinemiju,
hiperferitinemiju, mladu dob i viSe vrijednosti EBV DNA u krvi kao osjetljive, ali
nespecifi¢ne nalaze u SEBV* T-NHL-u (12). Sli¢an dijagnosticki problem vezan je i uz
NK-stani¢ni CAEBV koji je tesko razlikovati od ANKL-a i neneoplasti¢nog EBV-HLH-a s
NK-stani¢nom proliferacijom (12). Takoder postoje i preklapanja sustavnog i koznog oblika
CAEBV-a, a postoji i mogucnost progresije lokaliziranog oblika u sustavni (125). SMBA
obi¢no prate infiltrati NK stanica, CD4+ i CD8+ limfocita u kozi, a u perifernoj su krvi na
EBV pozitivne NK stanice, za razliku od HVLPD-a u kojemu stanice uglavnom potjecu od
T-limfocita (12). Metode analiziranja klonalnosti T-stani¢nih receptora korisne su utvrdivanju
monoklonalnog podrijetla EBV-om zarazenih stanica, ali monoklonalnost/poliklonalnost
takoder nije kriterij specifi¢an za odredeni podtip EBV-om induciranog HLH-a (3,114,130).
Dijagnoza neneoplastiénog HLH-a trebala bi biti isklju¢na, nakon provedenih pretraga kojima
se iskljucuje postojanje novotvorina ili pHLH-a. Razvijen je model probira pedijatrijskih
pacijenata pozitivnih na EBV kojim je moguce posumnjati na EBV-HLH na temelju
parametara koji se mjere rutinski kod vecine pacijenata. Model ukljucuje pet parametara S
odredenim grani¢nim vrijednostima: broj trombocita (< 90 x10%/uL), broj neutrofila (< 1.0
x10%/uL), razina albumina (< 38.5 g/L), hemoglobina (90 g/L) i LDH-a (> 637 IU/L). Svaki
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parametar donosi bodove, a maksimalan je broj bodova 80. Uz grani¢nu vrijednost od 29
bodova osjetljivost tog modela bila je 89.2 %, specifi¢nost 89.5 %, pozitivna prediktivna
vrijednost 26.8 %, a negativna prediktivna vrijednost 99.5 % (131).

Uloga PET-CT-a s fluorodeoksiglukozom u utvrdivanju postojanja limfoma u sklopu kojeg se
razvio EBV-om induciran HLH nije jasno utvrdena zbog nedostatka istrazivanja koja bi
potvrdila vrijednost te dijagnosticke metode u ovoj primjeni (12). Na temelju seroloskih
pretraga moze se naslutiti o kojem se obliku EBV-om induciranog HLH-a radi. Za CAEBV
tipi¢an je nalaz visokog titra anti-VCA 1gG i anti-EA IgG protutijela, uz Cest nalaz anti-VCA
IgA i anti-EA IgA, a za SEBV* T-NHL nalaz anti-VCA IgG protutijela uz ¢estu odsutnost
IgM razreda protutijela usmjerenog na isti antigen (114).

U slu¢aju nemoguénosti odredivanja to¢nog podtipa EBV-om induciranog HLH-a preostaje
pretpostavka dijagnoze na temelju terapijskog odgovora. Pacijenti koji se ne oporavljaju ili ne
odgovaraju na terapiju vjerojatnije su razvili HLH u sklopu CAEBV-a ili SEBV* T-NHL-a, a
oni s dobrim odgovorom na terapiju vjerojatno boluju od nencoplasticnog EBV-HLH-a (12).
Ponovna pojava sustavnih simptoma u slu¢ajevima u kojima je doslo do pobolj$anja nakon
primjene terapije govori u prilog CAEBV-u, a ne SEBV* T-NHL-u. Vazno je utvrditi kod
kojih je pacijenata u podlozi razvoja HLH-a prisutna novotvorina i CAEBYV jer takvi pacijenti

zahtijevaju prilagodbu intenziteta terapije i imaju losiju prognozu.

4.5. LijeCenje, prevencija i prognoza
Budu¢i da je rijec o rijetkom sindromu koji obuhvaca heterogenu skupinu podtipova, ne
postoji jedinstven protokol lije¢enja. Pristup lijeCenju ovisi o postojanju i vrsti temeljne
bolesti u sklopu koje se razvio EBV-om induciran HLH. Dio smjernica temelji se na
univerzalnim smjernicama HLH-94 i HLH-2004, koje su detaljno opisane u potpoglavlju 3.6.
Tim dijagnosticko-terapijskim smjernicama nisu definirani razli¢iti podtipovi EBV-om
induciranog HLH-a te je stoga potrebna njihova prilagodba u primjeni u ovih pacijenata. Zbog
rijetke pojave ovoga sindroma, istrazivanja sigurnosti i ué¢inkovitosti primjene pojedinih
terapija za lijeCenje EBV-om induciranog HLH-a uglavnom su temeljena na malom broju
ispitanika, ali su, u nedostatku definiranih protokola lijjecenja, vrijedna informacija, osobito u
slu¢aju izostanka odgovora na prvu liniju terapije. Suportivna terapija i terapija komplikacija
opisana u potpoglavlju 3.6. primjenjuje se i u EBV-om induciranom HLH-u.
EBV-om induciran HLH koji se javlja u sklopu fHLH-a i drugih nasljednih sindroma lije¢i se
po principu lijecenja tih nasljednih poremecaja. Terapija za pHLH detaljno je opisana u
potpoglavlju 3.6., a ukljuéuje terapiju prema smjernicama HLH-94 i HLH-2004. Terapija
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ukljucuje imunosupresivnu i kemoterapiju uz HSCT kao ciljnu terapiju izljecenja. HSCT kao
terapija sindroma XLP2 povezan je s loSom prognozom, ali je primjena kondicioniranja
smanjenog intenziteta dovela do poboljsanja ishoda (113). U potpoglavlju 3.6. opisane su i
nove terapije koje su potencijalni kandidati za lijecenje pHLH-a, a neke od njih jos su u fazi
istrazivanja, poput inhibitora IL-18 u lije¢enju pHLH u sklopu XLP2. Takoder, primjena
rituksimaba (anti-CD20 protutijela) moze biti korisna u lijeCenju XLP-a jer se primjenom tog
monoklonskog protutijela smanjuje broj B-limfocita umnozenih u ovim sindromima, a

posljedi¢no i viremija jer su B-limfociti rezervoar EBV-a (3).

Lijecenje EBV-om induciranog sHLH-a sloZenije je zbog raznolike etioloske podloge. Kada
je isklju¢eno postojanje nasljednih sindroma sa sklono$¢u razvoja HLH-a, kao i postojanje
limfomproliferativnih bolesti pozitivnih na EBV, ili je priroda bolesti nepoznata, moze se
zapoceti terapiju za neneoplasticni EBV-HLH. Prvu liniju terapije ¢ini monoterapija
kortikosteroidima ili IVIG-om, ili kombinacija kortikosteroida i ciklosporina A (3,78). Neka
istrazivanja pokazuju da oko 60 % pedijatrijskih slu¢ajeva EBV-HLH-a ne zahtijeva terapiju
citotoksi¢nim lijekovima (132). U slucaju slabog odgovora na terapiju (izostanak pada
tjelesne temperature unutar 48 sati), moze se primijeniti HLH-94/HLH-2004 protokol, premda
nema studija koje bi pokazale ucinkovitost ove terapije u EBV-HLH-u (3,78). Etopozid je
predloZen kao dio pocetne terapije za EBV-HLH zbog moguceg ucinka na blokiranje EBV-a.
Primjena etopozida kao dijela pocetne terapije (unutar Cetiri tjedna od dijagnoze) povezana je
sa statisticki znacajno duljim prezivljenjem u odraslih pacijenata te je zbog toga preporucen
kao dio inicijalnog protokola lijecenja odraslih, ali ne 1 djece s EBV-HLH-om. Moguc¢i
mehanizam ovakvog u¢inka je smanjenje broja umnozenih T-limfocita aktiviranih EBV-om
uz posljedi¢no smanjenje koli¢ine cirkuliraju¢ih proupalnih citokina (132). Primjena
kemoterapijskih rezima za lijecenje CAEBV-a takoder moze biti korisna u lijecenju
refrakternog neneoplasti¢nog EBV-HLH-a (123). Opisan je slu¢aj uspjesnog lijeCenja EBV-
HLH-a kombinacijom ganciklovira i rano uvedenih visokih doza metilprednizolona, uz
postupno smanjenje doze tijekom pet mjeseci. Uz ganciklovir moze se primijeniti i CMV
hiperimunoglobulin koji je pokazao u¢inkovitost u snizavanju broja kopija EBV-a (133).
Istrazivanje iz Kine pokazuje zna¢ajno bolji odgovor (potpuni i djelomi¢ni) odraslih
pacijenata na lijecenje kemoterapijskim rezimom DEP (liposomalni doksorubicin, etopozid,
visoke doze metilprednizolona) i L-DEP (DEP u kombinaciji s pegaspargazom) u odnosu na
lije¢enje uobicajenim HLH-94/HLH-2004 protokolom. Odgovor na lijeCenje zabiljezen je pri

primjeni ovih rezima u inicijalnoj terapiji i u terapiji spasa, uz znacajno bolji odgovor na
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L-DEP u odnosu na DEP rezim (134).

U nedostatku uéinkovite terapije, u sluc¢aju refrakternog neneoplasticnog EBV-HLH-a
potrebno je primijeniti HSCT, ali i razmotriti mogucnost alternativne dijagnoze EBV-om
inducirane limfoproliferativne bolesti (3).

Nekoliko dodatnih terapija istrazivano je za lijeCenje EBV-HLH-a. Broj kopija EBV DNA
veéi od 10000 po pg DNA periferne krvi zahtijeva agresivnije lijecenje, ponekad uz primjenu
rituksimaba (133). Rituksimab u kombinaciji s terapijom iz HLH-94/HLH-2004 protokola
dovodi do klini¢ckog pobolj$anja uz smanjenje viremije sukladno prethodno objasnjenom
mehanizmu. Ipak, T-limfociti i NK stanice takoder su stanice koje mogu biti zarazene
EBV-om te rituksimab kao monoterapija nema Zeljeni uc¢inak. Budu¢i da je jedna od mogucih
nuspojava rituksimaba hipogamaglobulinemija, treba biti oprezan s primjenom ovog lijeka
(3,61,74). Primjena rituksimaba pokazala se uc¢inkovitijom u pacijenata u Europi nego u Kini,
vjerojatno zbog manjeg broja B-limfocita zarazenih EBV-om u slu¢ajevima iz Kine (134).
Nivolumab, inhibitor vezivanja proteina programirane stani¢ne smrti 1 (PD-1, prema engl.
programmed cell death protein 1) s ligandom programirane smrti 1 (PD-L1, prema engl.
programmed death-ligand 1) pokazao je u¢inkovitost u istrazivanju provedenom na malom
uzorku pacijenata s refrakternim i relapsiraju¢im oblikom EBV-HLH-a. Premda
kontraintuitivna, uporaba ovog monoklonskog protutijela koje uzrokuje disinhibiciju
imunosnog odgovora pokazala se u¢inkovitom ne samo u kontroli bolesti, ve¢ 1 u postizanju
nemjerljivih razina EBV DNA u krvi. Budu¢i da LMP1 potice ekspresiju PD-L1 aktivacijom
puta JAK/STAT i NF-xB, moguce je da je ucinak nivolumaba rezultat ponovne uspostave
normalne citotoksi¢ne aktivnosti nakon inhibiranja vezivanja PD-L1 s PD-1 ¢ime Se postize
ucinkovita eradikacija EBV-a (135,136). Sli¢an u¢inak uz nemjerljive razine EBV DNA
opisan je pri primjeni sintilimaba, monoklonskog protutijela usmjerenog na PD-1, u slu¢aju
EBV-HLH-a refrakternog na prethodno visestruko lije¢enje kemoterapijom i HSCT-om (137).
Ucinkovita primjena emapalumaba u slu¢ajevima refrakternog EBV-HLH-a opisana je u
nekoliko slucajeva (3). Istrazivanja ruksolitiniba kao prve linije terapije pokazale su
objektivnu stopu odgovora od 87.5 % u djece oboljele od EBV-HLH-a (138).

Istodobna izrazita hiperbilirubinemija (> 1.8 mg/dL) i hiperferitinemija (> 20300 ng/mL) pri
dijagnozi povezana je s losijim ishodima (115). Zahvacéenost SZS-a, starija dob i losije opée
tjelesno stanje prema Karnofsky ljestvici takoder su negativni prognosticki faktori u lijeGenju
HLH-a (133,139). Istrazivanja su pokazala vecée vrijednosti prokalcitonina,
B2-mikroglobulina, CRP-a, SCD25, kreatinina, ureje, LDH-a i nize vrijednosti natrija i

albumina kod preminulih o odnosu na prezivjele (129,140). Znacajno bolja prognoza
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zabiljezena je u pacijenata kod kojih je postignut potpuni ili djelomi¢ni odgovor na pocetnu
terapiju (134). Veca smrtnost tijekom inicijalne faze lijeCenja (prvih osam tjedana) povezana
je s dobi starijom od 18 godina, visSim vrijednostima prokalcitonina (> 2 ug/L), sCD25, ureje
u krvi i ve¢im brojem kopija EBV-DNA u mononuklearnim stanicama periferne krvi. Na
temelju tih vrijednosti sastavljen je sustav stratifikacije s grani¢énom vrijednosti koja odreduje
vjerojatnost smrti tijekom perioda inicijalne terapije. Kod pacijenata s vis§im rizikom od smrti
tijekom inicijalne faze bolji su ishodi zabiljeZeni ako je kao dio inicijalne terapije primijenjen
etopozid (129). Druga istrazivacka grupa razvila je drugi sustav predvidanja prognoze
prezivljenja, Poboljsani HLH indeks (IH, prema engl. Improved HLH index), koji se temelji
na vrijednostima sCD25, prokalcitonina i procijenjene brzine glomerularne filtracije (eGFR,
prema engl. estimated glomerular filtration rate). Prema toj klasifikaciji pacijenti su
podijeljeni u tri skupine: IH- (sCD25 < 18000 pg/mL, prokalcitonin < 1.8 mg/mL, eGFR > 90
mL/min/1.73 m?), IH1+ (samo sCD25 > 18000 pg/mL ili samo eGFR < 90 mL/min/1.73 m?) i
IH2+ (ostali pacijenti). Uz ispunjavanje kriterija HLH-2004 ili HScore > 169 zabiljezene su
znacajne razlike u prezivljenju izmedu ovih triju skupina. Znacajna razlika u prezivljenju
zabiljeZena je u skupinama [H1+ i [H2+ izmedu pacijenata koji su lijeceni 1 koji nisu lije€eni
HSCT-om, a u skupini IH- nije bilo razlike ovisne o provodenju HSCT-a (140). Pocetni pad
broja kopija EBV DNA u plazmi (u 2. tjednu) upucuje na manju vjerojatnost ponovne pojave
simptoma. Ipak, porast EBV DNA moze biti posljedica umnazanja EBV-om zarazenih B-
limfocita, a ne posljedica ponovnog razvoja bolesti. Dob manja od 2 godine pri dijagnozi
rizi¢ni je faktor za rekurentni EBV-om induciran HLH (141). Ukupno prezivljenje pacijenata
lijecenih alogeni¢énim HSCT-om znatno je dulje (52.8 %) od prezivljenja pacijenata koji nisu
lijeceni tom metodom (0.66%), a dulje prezivljenje zabiljeZeno je u onih pacijenata kod kojih
je remisija postignuta i prije primjene HSCT-a (134). Istrazivanja pokazuju razlicite
vrijednosti ukupnog trogodisnjeg prezivljenja (91.2 %, (115), 66.7 % (61)). Nize vrijednosti
prezivljenja zabiljeZene su u odraslih pacijenata uz jednogodisnje prezivljenje od 22 % (129) i
29.3 % (140).

Lijecenje NK/T-stani¢nih novotvorina povezanih s EBV-om vazno je zapoceti $to ranije kako
bi se sprijecio razvoj komplikacija, uklju¢uju¢i HLH. Bududi da je lijecenje osnovne bolesti
kljucno za prevenciju HLH-a, u nastavku su opisane terapijske mogucnosti za lijeCenje
NK/T-stani¢nih novotvorina povezanih s EBV-om.

Grupa struénjaka iz Osake (Japan) donijela je smjernice za lijeCenje CAEBV-a temeljene na

dugogodisnjem iskustvu lijecenja pacijenata koji boluju od CAEBV-a, od kojih su neki razvili
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HLH. Predlozili su terapijski protokol u tri koraka: 1) imunokemoterapija radi smirivanja
upale; 2) citoreduktivna visestruka kemoterapija; 3) rekonstruktivna terapija alogeni¢nim
HSCT-om (127). Primjena antivirusne terapije (aciklovira), koju ne uklju¢uje ovaj protokol,
mozda bi imala u¢inka u ranoj fazi primarne infekcije, ali nema u¢inka u CAEBV-u (64). Prvi
korak ukljuc¢uje prednizolon, ciklosporin A i etopozid. Etopozid nije obavezan, ali primjenjuje
se u slucaju razvoja HLH-a. Prvi korak primjenjuje se odmah po potvrdi dijagnoze CAEBV-a
(127). Drugi korak, uz nastavak lije¢enja nizim dozama prednizolona i ciklosporina A, ¢ine
dvije linije lijecenja: prvu ¢ini petodnevni modificirani CHOP rezim (vinkristin,
ciklofosfamid, pirarubicin, prednizolon), a drugu devetodnevni ESCAP rezim (etopozid,
citarabin, L-asparaginaza, metilprednizolon, prednizolon). Cilj je druge linije smanijiti rizik od
progresije bolesti prije alogeni¢cnog HSCT-a, smanjiti mogucnost odbacivanja presatka i
sprijeciti relaps nakon transplantacije (12). Druga linija primjenjuje se u slu¢aju neuspjeha
prve linije, a u slu¢aju daljnjeg izostanka odgovora na terapiju prelazi se na tre¢i korak.
Ucinkovitost kemoterapije mjeri se smanjenjem broja kopija EBV DNA (64,127). Istrazivani
su 1 drugi kemoterapijski reZimi poput rezima SMILE (deksametazon, metotreksat, ifosfamid,
L-asparaginaza i etopozid) (64). Nasuprot ovim preporukama, postoje pretpostavke da su
antraciklinski kemoterapeutici, ukljuceni u neke prethodno navedene protokole, neucinkoviti
u lije¢enju CAEBV-a zbog mehanizma izbacivanja tih molekula iz NK-stanica i T-limfocita
pomocu P-glikoproteina izrazenog na njima (118). Tijekom primjene kemoterapije treba
pratiti simptome pogorsanja (vrucica, jetrena disfunkcija, hipercitokinemija) na pocetku
primjene kemoterapije i u periodu oporavka od mijelosupresije. Nemjerljiva razina EBV
DNAemije nakon drugog koraka znak je potpune molekularne remisije te je u tom slucaju
potrebno pracenje bez nuznog prelaska na tre¢i korak (127). Iskustva iz SAD-a pokazuju
mjerljivo, ali kratkotrajno poboljSanje nakon primjene rituksimaba i autolognih, za EBV
specifi¢nih, citotoksi¢nih T-limfocita (128).

Trec¢em koraku prethodi terapija niskim dozama etopozida i citarabina, a zatim
kondicioniranje smanjenog intenziteta (fludarabin, melfalan, antitimocitni globulin,
metilprednizolon, etopozid). Reaktivacija bolesti moze se pojaviti na poc¢etku kondicioniranja
I pri primjerni antitimocitnog globulina (127). Kondicioniranje smanjenog intenziteta
povezano je s boljim trogodisnjim ukupnim prezivljenjem nego mijeloablativno
kondicioniranje, bez razlika ovisnih o tipu transplantacije (mati¢ne stanice krvi iz pupkovine,
periferne krvi ili koStane srzi) (127,142). Alternativni terapijski protokoli za CAEBV bez
HLH-a ukljucuju primjenu kombinacije antivirusnog lijeka ganciklovira i inhibitora

proteasoma bortezomiba uz prisutnost kojeg bi ganciklovir uzrokovao smrt zarazenih stanica
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(64). U slucaju da pacijenti s CAEBV-om razviju sliku HLH-a, treba zapoceti lijeCenje prema
protokolu HLH-1994 i nastaviti s terapijom odrZavanja do provodenja alogeni¢nog HSCT-a
(64). Premda se CAEBYV ponekad doima kao samoogranic¢avajuéa i prolazna bolest, odgoda
radikalne terapije povecava rizik teskih komplikacija poput HLH-a i MOF-a zbog kojih je
ponekad kontraindicirano provoditi predvideni protokol lijecenja (64,127,128). Rano
uvodenje i dovrSetak terapije bez perioda opreznog promatranja (engl. watchful waiting)
pokazalo se klju¢nim u lije¢enju CAEBV-a uz ukupno trogodiSnje prezivljenje od 75.8 £ 4.8
%, odnosno 87.3 + 4.2 % za pacijente koji su lijeeni tre¢im korakom protokola, tj. HSCT-om
(64,127). Petnaestogodi$nje prezivljenje nakon HSCT-a iznosi 60 %, a bez HSCT-a 25 %
(118). Unato¢ prethodno opisanom protokolu lijeenja, novije retrospektivne analize pokazuju
bolje prezivljenje pacijenata koji su lijeCeni samo HSCT-om u odnosu na one koji su lijeceni
kombinacijom kemoterapije i HSCT-a. U razmatranju tog podatka treba uzeti u obzir mogucu
pristranost u izboru rezima lije¢enja ovisno o tezini klinicke slike pacijenata (117). Prognoza
bolesti bolja je za pedijatrijsku populaciju nego za odrasle (124,125). Ipak, dio autora ne slaze
se s pristupom ranog lijeGenja i zastupa pristup opreznog promatranja do pogorsanja
simptoma (64). Lije¢enje HVLPD-a i SMBA-a ovisi o prezentaciji. U slu¢aju sustavne
progresije bolesti, jedina je metoda izljecenja, kao i kod sustavnog CAEBV-a, primjena

HSCT-a. Pacijenti s prosirenom bolesti imaju losiju prognozu (118).

U lijeCenju sEBV" T-NHL-a kori$teni su kemoterapijski protokoli temeljeni na etopozidu i
rezim CHOP, ali bez veceg uspjeha. Uspjesnijim se pokazalo lijeCenje rezimom SMILE i
HSCT-om (118). Za terapiju ANKL-a ne postoji jedinstveni rezim lijeCenja, medutim
kemoterapijski rezimi koji ukljucuju L-asparaginazu (npr. SMILE, AspaMetDex i VIDL)
pokazali su se u¢inkovitima. Ipak, takve su terapije samo kratkotrajno rjeSenje (116). Srednje
prezivljenje osoba s ANKL-om iznosi manje od dva mjeseca (118). Iskustvo temeljeno na
malom broju pacijenata govori u prilog primjene HSCT-a u lije¢enju ANKL-a. Ipak, bez
obzira na porast dvogodi$njeg prezivljenja od 0 % do 38 % nakon primjene HSCT-a, veéina
pacijenata lijeCenih tom metodom nije prezivjela u duljem pracenju ishoda (116,118).
Inhibitori vezivanja PD-1 s PD-L1, kao $to su pembrolizumab i nivolumab, pokazuju
obecavajuce rezultate u lijecenju ove leukemije (116). U lije¢enju ENKTCL-a koristi se
kombinirana kemoradioterapija. Opisani su razliiti protokoli lije¢enja, uklju¢ujuc¢i primjenu
kemoterapije i radioterapije u slijedu (sekvencijski), istovremenu primjenu kemoterapije i
radioterapije, kao i tzv. sendvic-kemoradioterapiju (10,118). Potpuni odgovor na

kemoradioterapiju, ovisno o rezimu lijecenja, iznosi od 45 % do 100 %, uz stopu objektivnog
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odgovora od 78 % do 100 % (10). Nizi postotci zabiljezeni su u lijeenju visih stadija
limfoma. U vis§im stadijima bolesti u¢inkovitim se pokazao kemoterapijski protokol SMILE
(10,118). Uloga HSCT-a u lijec¢enju ENKTCL-a nije jasna zbog oskudnih informacija
temeljenih na malom broju pacijenata lije¢enih ovom metodom (10). Uloga monoklonskih
protutijela usmjerenih na PD-L1 takoder se istrazuje kao terapijsko rjesenje (10,118). Opisan
je uspjesan slucaj koristenja nivolumaba u lijecenju EBV-HLH-a koji se razvio nakon
prethodne remisije ENKTCL-a. Nakon primjene nivolumaba zabiljeZen je pad razine IFN-y i
IL-2 u perifernoj krvi uz nemjerljivo niske razine EBV DNA. Poslije dva ciklusa terapije

nivolumabom primijenjen je HSCT ¢ime se postigla ponovna dugotrajna remisija (136).
5. Zakljucak

Heterogenost klini¢ke slike, Sirok spektar uzroka i relativno rijetka pojavnost ¢ine

EBV-om induciran HLH dijagnostickim i terapijskim izazovom. Zbog svega navedenog,
poznavanje patofiziologije stanja koja prethode razvoju HLH-a, dijagnostickih kriterija,
epidemioloskih obiljezja oboljelih i terapijskih protokola bitno je za sprecavanje teSkih, a u
slu¢aju nelijeenja fatalnih ishoda. Istrazivanja novih u¢inkovitih terapija, osobito onih koje
ukljucuju primjenu monoklonskih protutijela i ciljane terapije, uz sve manju pojavnost

nezeljenih u¢inaka pri HSCT-u, daju obecavajuée rezultate u lijeCenju ovog sindroma.
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