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POPIS KRATICA

ABN - apsolutni broj neutrofila
ACKR?1 - atipi€ni kemokinski receptor 1 (engl. atypical chemokine receptor 1)
AD - autosomno dominantno

ADAN - neutropenija povezana s ACKR1/DARC (engl. ACKR1/DARC-associated

neutropenia)
AIN - autoimuna neutropenija

ALPS - autoimuni limfoproliferativni sindrom (engl. Autoimmune Lymphoproliferative

Syndrome)

AML - akutna mijeloi¢na leukemija (engl. Acute Myeloid Leukemia)
ANA - antinuklearna antitijela

AR - autosomno recesivno

CMV - citomegalovirus

CRISPR/Cas9 - engl. Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats/CRISPR-associated protein 9

CRP - C-reaktivni protein (engl. C-reactive protein)

CSF3R - receptor za faktor stimulacije kolonija 3 (engl. Colony stimulating factor 3

receptor)

CVID - zajednic¢ka varijabilna imunodeficijencija (engl. Common Variable

Immunodeficiency)

CyN - ciklicka neutropenija (engl. cyclic neutropenia)



DARC - receptor za Duffy antigen/kemokin (engl. Duffy antigen/chemokine receptor)

DNA - deoksiribonukleinska kiselina (engl. deoxyribonucleic acid)

ds-DNA - dvolan¢ana DNA (engl. double-stranded DNA)

EBMT - Europski registar transplantacije kostane srzi (engl. European Bone Marrow

Transplantation)

EBV - Epstein-Barr virus
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FT4 - slobodni tiroksin (engl. free thyroxine)

G-CSF - ¢imbenik rasta granulocitnih kolonija (engl. granulocyte colony-stimulating

factor)

G-CSFR - receptor za ¢imbenik rasta granulocitnih kolonija (engl. granulocyte colony-

stimulating factor receptor)

GM-CSF - ¢imbenik rasta granulocitnih i makrofagnih kolonija (engl. granulocyte-

macrophage colony-stimulating factor)

GvHD - reakcija transplantata protiv primatelja (engl. Graft-versus-Host Disease)
HepB - hepatitis B virus

HepC - hepatitis C virus

HIV - virus humane imunodeficijencije (engl. Human Immunodeficiency Virus)



HPV - humani papiloma virus (engl. human papillomavirus)

HSCT - alogena transplantacija hematopoetskih mati¢nih stanica (engl. Hematopoietic

Stem Cell Transplantation)

IL-3 - interleukin 3

IN - idiopatska neutropenija

iPCS - inducirane pluripotentne mati¢ne stanice (engl. induced pluripotent stem cells)
KN - kongenitalne neutropenije

LL-Np - engl. long lasting neutropenia

LO-Np - engl. late onset neutropenia

MDS - mijelodisplasti¢ni sindrom (engl. myelodysplastic syndrome)

NE - neutrofilna elasaza

NK - prirodne stanice ubojice (engl. natural Killer)

PML - protein promijelocitne leukemije (engl. Promyelocytic Leukemia Protein)
RF - reumatoidni faktor

RNA - ribonukleinska kiselina (engl. ribonucleic acid)

RUNX1 - engl. Runt-related transcription factor 1

SBDS - engl. Shwachman-Bodian-Diamond Syndrome

SGLT2 - engl. sodium-glucose cotransporter 2

tTG-IgA - transglutaminaza-2 specificna za tkivo IgA (engl. tissue transglutaminase IgA)
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TKN - teSka kongenitalna neutropenija

TNF a - faktor tumorske nekroze alfa (engl. tumor necrosis factor a)
TP53 - tumor protein p53
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TSH - tireotropin (engl. thyroid-stimulating hormone)
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SAZETAK
KONGENITALNE NEUTROPENIJE U DJECE

Maja Pugic

Kongenitalne neutropenije su skupina rijetkih nasljednih bolesti uzrokovanih mutacijama
u genima vaznim za proizvodnju, sazrijevanje i otpustanje neutrofila iz koStane srzi.
Ocituju se smanjenjem apsolutnog broja neutrofila (ABN) u perifernoj krvi ispod normalnih
vrijednosti i posljedi¢no poveéanom ucestaloScu i tezinom infekcija, ¢esto ve¢ u ranom
djetinjstvu. Naj¢es¢i uzrok kongenitalnih neutropenija je autosomno dominantna mutacija
gena ELANE. Zahvaljuju¢i sve vecoj dostupnosti razliCitih metoda genomskog
sekvenciranja, broj mutacija uzro€no povezanih s razvojem kongenitalnih neutropenija i
dalje raste. Kongenitalne neutropenije mogu se javiti kao izoliran poremeca;j ili kao dio
razliCitih genetskih bolesti sa Sirokim spektrom ekstrahematoloskih manifestacija. Uz
antibiotike, G-CSF danas predstavlja prvu liniju lijeCenja pacijenata s kongenitalnom
neutropenijom. Njegova primjena u ovu svrhu znacajno je smanjila mortalitet i poboljSala
kvalitetu Zivota pacijenata. Transplantacija hematopoetskih mati¢nih stanica ostaje
rezervirana za pacijente kod kojih primjena G-CSF-a nije adekvantna ili pacijent ne
pokazuje dostatan odgovor. Alternativne terapijske opcije za specificne podtipove
kongenitalnih neutropenija joS$ traze svoje mjesto u Siroj primjeni, ali pokazuju obecavajuci
potencijal. Zbog povecane ucestalosti transformacije u MDS ili AML, mnogi autori
kongenitalne neutropenije smatraju preleukemijskim stanjem. Ta sklonost pripisuje se
steCenim citogenetiCkim promjenama i steCenim somatskim mutacijama u razliCitim
genima od kojih su najbolje poznate mutacije gena CSF3R i RUNX1. Ipak, svi faktori
uklju€eni u ovaj slozeni proces i njihova kompleksna interakcija i dalje su predmet
istrazivanja. Vecina djece s teSkom kongenitalnom neutropenijom i stabilnim
vrijednostima ABN-a danas doZivi odraslu dob. Sve veci izbor dijagnostickih i terapijskih

mogucnosti ulijeva nadu u daljnje poboljSanje ishoda.

Kljuéne rijeci: kongenitalne neutropenije, u€estale infekcije, ELANE mutacija, G-CSF



SUMMARY
CONGENITAL NEUTROPENIAS IN CHILDREN

Maja Puci¢

Congenital neutropenias are a group of rare hereditary diseases caused by mutations in
genes crucial for the production, maturation, and release of neutrophils from the bone
marrow. They manifest as a reduction in the absolute number of neutrophils (ANC) in
peripheral blood below normal values, consequently leading to an increased frequency
and severity of infections, often starting in early childhood. The most common cause of
congenital neutropenias is an autosomal dominant mutation in the ELANE gene. With the
increasing availability of various genomic sequencing methods, the number of mutations
causally linked to the development of congenital neutropenias continues to grow.
Congenital neutropenias can present as isolated disorders or as part of various genetic
diseases with a wide range of extrahematologic manifestations. In addition to antibiotics,
G-CSF currently represents the first line of treatment for patients with congenital
neutropenia. Its use for this purpose has significantly reduced mortality and improved the
quality of life for patients. Hematopoietic stem cell transplantation remains reserved for
patients for whom G-CSF treatment is inadequate or who do not show a sufficient
response. Alternative therapeutic options for specific subtypes of congenital neutropenias
are still seeking broader application but show promising potential. Due to the increased
frequency of transformation into MDS or AML, many authors consider congenital
neutropenias to be pre-leukemic conditions. This tendency is attributed to acquired
cytogenetic changes and somatic mutations in various genes, most notably mutations in
the CSF3R and RUNX1 genes. However, all factors involved in this complex process and
their interactions remain subjects of ongoing research. Most children with severe
congenital neutropenia and stable ANC values reach adulthood today. The growing range

of diagnostic and therapeutic options provides hope for further improvement in outcomes.

Keywords: congenital neutropenias, frequent infections, ELANE mutation, G-CSF



1. UVOD

U svrhu isticanje vaznosti neutrofila u obrani organizma od patogena i njihovih viSestrukih
uloga u imunoloSkom sustavu, u ovom preglednom radu bit ¢e prikazani uzroci,
dijagnostika, posljedice i zbrinjavanje manjka neutrofila u krvi. Rad ¢e se fokusirati na
kongenitalne neutropenije, ali ¢e ukratko biti opisani i drugi znatno cCeS¢i tipovi
neutropenija koje uvijek treba razmotriti kao diferencijalne dijagnoze. Takoder,
dijagnostika kongenitalnih neutropenija obuhvaca i postupke eliminacije ste€enih uzroka
neutropenija kao dio dijagnosti¢kog postupka. Posebno su istaknute metode genetskog
testiranja i pregleda kostane srzi buducéi da su to dijagnosticki postupci specifi¢ni i nuzni
u obradi kongenitalninh neutropenija. Vecina kongenitalnih neutropenija u pravilu se
manifestira i dijagnosticira u djecjoj dobi. Stoga se u ovom preglednom radu obraduju kao
dijagnoza u domeni pedijatrijske hematologije koja ¢esto zahtijeva doZivotno zbrinjavanje

u domeni adulthog hematologa.

1.1. Neutrofili

Neutrofili su prve stanice imunoloSkog sustava koje sudjeluju u odgovoru na upalu ili
infekciju. Nuzni su za adekvatno funkcioniranje prirodenog i ste€enog upalnog odgovora
(1). Neutrofilni odgovor temelji se na fagocitozi, otpuStanju proteaza, antimikrobnih
peptida i reaktivnih kisikovih radikala (2). Neutrofili igraju kljuénu ulogu u eliminaciji
patogena u ranim stadijima infekcije, ali takoder povezuju urodene i adaptivnhe imunoloske
odgovore za poticanje rezolucije upale i zacjeljivanja rana (1). Kod normalne odrasle
osobe neutrofili Zive u 3 okoliSa: kostanoj srzi, krvi i tkivima (3). U stacionarnim uvjetima,
ukupan broj neutrofila u perifernoj krvi odrzava se ravnotezom izmedu mijelopoeze u
kostanoj srzi, distribucije neutrofila izmedu marginalnog bazena u mikrovaskulaturi i
slobodno cirkulirajuceg bazena u krvi te brzine izlaska neutrofila iz krvi u tkiva (4).
Cirkulirajuci neutrofili €ine svega 3-5 % ukupnog broja neutrofila (5). KoStana srz je mjesto

diferencijacije hematopoetske mati¢ne stanice u neutrofilne progenitore te proliferacije i
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zavrSne maturacije neutrofilnih granulocita (iz mijeloblasta do segmentiranih neutrofila)
(3). Proizvodnja u kostanoj srzi regulirana je trima glavnim glikoproteinskim hormonima
ili citokinima: IL-3, GM-CSF i G-CSF. Osim djelovanja na neutrofilne prekursore, G-CSF
i GM-CSF djeluju direktno na neutrofile pospjeSujuéi njihovu funkciju. Reguliraju
proizvodnju, preZivljenje i funkcionalnu aktivnost neutrofila (4). Granulopoeza traje
izmedu 7 i 13 dana (5). Normalna humana produkcija neutrofila je od 0,85 do 1,6 x 10°
stanica/kg/dan. U nedostatku upalnog ZariSta, napustaju cirkulaciju nasumiéno s
poluvremenom nestanka od priblizno 7h. Ovaj proces moze biti ubrzan u prisustvu upale.
Nakon toga odlaze u tkiva kako bi izvrsili svoju glavnu funkciju obrane organizma prije
smrti ili odlaska u gastrointestinalni trakt kroz mukoznu povrSinu (4). Istaknuta
karakteristika neutrofila je otpustanje citoplazmatskih granula. Primarne ili azurofilne
granule pojavljuju se vec u stadiju promijelocita, a sinteza sekundarnih ili specifi¢nih
granula oznaCava nastavak maturacije i progresiju u stadij neutrofilnog mijelocita. Zreli
neutrofili imaju citoplazmatske i povrSinske strukture koje im omogucuju prihvacanje i
penetriranje kroz zidove venula. Neutrofili su transkripcijski aktivhe stanice sposobne za
rane i kasne promjene u ekspresiji gena, kao odgovor na poticaje razliCitih citokina i
kemokina u njihovom mikrookoliSu (3). Dokazano je da je in vitro antibakterijska aktivnost
neutrofila usko vezana uz broj neutrofila te je odsutna kada taj broj padne ispod kritiCnih

vrijednosti (6).

1.2. Neutropenije

1.2.1. Definicija

Neutropenija se definira kao smanjenje apsolutnog broja neutrofila (ABN) ispod normalnih
vrijednosti odredenih za dob i etniCku skupinu kojoj pacijent pripada. Za europsku
novorodencad i dojen¢ad do 1 godine starosti grani¢na vrijednost ABN-a je 1,0 x 10° /L,
a od 1 godine starosti do odraslog doba grani¢na vrijednost je 1,5 x 10° /L. Za odrasle
Europljane ABN maniji od 1,8 x 10°/L smatra se neutropenijom. Za novorodencad rodenu
u terminu neutropenija se definira kao vrijednost ABN-a manja od 2,5 x 10°/L unutar prvih
72-240 sati nakon poroda, a za nedono$¢ad kao vrijednost ABN-a ispod 1,0 x 10°/L (7).

Pojedine osobe africkog ili srednjoistonog porijekla pokazuju puno nize normalne
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vrijednosti ABN-a koje se uglavnom kre¢u od 0,5 do 1,5 x 10°/L (8—10). Za ovu varijaciju
prije nazivanu etnickom neutropenijom, danas se koristi naziv ADAN (engl.
ACKR1/DARC-associated neutropenia) zbog otkrivene genetske podloge povezane s
nasljedivanjem polimorfizma (rs2814778,-46T>C) u promotorskoj regiji gena koji kodira

za atipi¢ni kemokinski receptor-1 (ACKR1 gen) (7).

1.2.2. Klasifikacija

Razli¢iti su nacini klasificiranja neutropenija. Obzirom na tezinu, klasificiraju se prema
vrijednostima ABN-a u perifernoj krvi na: blagu neutropeniju ako je vrijednost ABN-a
izmedu 1,0 i 1,5 x 10%/L, umjerenu za ABN od 0,5 do 1,0 x 10°/L i teSku koja je
definirana vrijedno$¢u ABN-a manjom od 0,5 x 10° /L. Agranulocitoza oznacava te$ku
neutropeniju s ABN-om manjim od 0,2 x 10° /L obi¢no povezanu s visokim rizikom za
razvoj teSkih po Zivot opasnih infekcija. Obzirom na trajanje razlikujemo akutnu
neutropeniju ako traje manje, odnosno kroni€énu neutropeniju definiranu trajanjem duljim
od 3 mjeseca (11,12). Neutropenije se s obzirom na uzrok mogu podijeliti na intrinzi¢ne i
ekstrinziCne. Intrinzi€ne neutropenije nastaju zbog naslijedenih ili steCenih abnormalnosti
u hematopoetskoj progenitornoj stanici $to rezultira nemoguénosS¢éu kosStane srzZi da
proizvede zrele neutrofile (npr. teSka kongenitalna neutropenija, ciklicka neutropenija). U
ekstrinziCne neutropenije ubrajaju se nutricionalne neutropenije nastale zbog deficita
nekih tvari u prehrani (npr. vitamina B12, folne kiseline) i neutropenije nastale zbog
razli€itih poremecaja imunoloSkog sustava (npr. autoimune neutropenije) (11). Prema
novim smjernicama objavljenima 2023. godine (7), predlaze se koriStenje i proSirene
klasifikacije na temelju patogeneze bolesti po kojoj se neutropenije kategoriziraju kao

kongenitalne, steCene i vjerojatno ste€ene s odgovaraju¢im potkategorijama.



2. DIJAGNOSTIKA NEUTROPENIJA U DJECE

2.1. Osobna anamneza

U dijagnostici neutropenije i otkrivanju njezine etiologije iznimno je vazno detaljno
uzimanje anamneze s posebnim naglaskom na dosadasnje bolesti i obiteljsku anamnezu.
Dob pri prvoj detekciji neutropenije je esencijalan dijagnosti¢ki podatak buduci da je
kongenitalna neutropenija najéesSce dijagnosticirana u ranom djetinjstvu (7). Takoder,
neutropenija u ranom djetinjstvu Cesto je autoimuni poremecaj koji prolazi spontano
unutar prve 3 do 4 godine Zzivota (13). Potrebno je pogledati prijaSnje dostupne
laboratorijske nalaze. Vrijednosti neutrofila zabiljezene tijjekom neke od prethodnih
obrada mogu govoriti o trajanju neutropenije i pomaZzu razlikovati radi li se o akutnom ili
kroni€nom poremecaju koiji traje duze vrijeme (11,14). Pri uzimanju anamneze pacijenta
potrebno je saznati informacije o ucestalosti, tipu i tezini infekcija te eventualnim
potrebama za hospitalizacijom. lako su pacijenti s neutropenijom skloniji svim
infekcijama, anamnestiCki je osobito vazno pitanje postojanja ulceracija u ustima,
rekurentnih faringitisa, otitisa, sinusitisa, omfalitisa, gingivitisa, parodontitisa, infekcija
koZze, apscesa, gastrointestinalnih simptoma, perianalnih infekcija i pneumonija
(7,11,14,15). PeriodiCnost u pojavi rekurentnih infekcija govori u prilog cikli¢koj
neutropeniji (16,17). Prisustvo ucCestalih infekcija u ranoj zivotnoj dobi klju¢no je za
postavljanje sumnje na dijagnozu teSke kongenitalne neutropenije buduéi da se vedini
novorodencadi ne radi kompletna krvna slika pri rodenju, a pronadena neutropenija se

Cesto pripisuje prematuritetu ili se smatra posljedicom imunoloskih mehanizama (13).

Vazno je pitati pacijenta ili njegove skrbnike ako se radi o malom djetetu, o postojanju
ekstrahematoloskih simptoma koji bi govorili u prilog zahvacenosti ostalih organskih
sustava. Geni koji imaju ulogu u proizvodnji i sazrijevanju neutrofila, mogu imati vaznu
ulogu i u stanicama drugih sustava. Stoga ¢e se i njihove mutacije ocCitovati razli¢itim
simptomima. Neke nehematoloSke manifestacije specificne su za odredeni tip
neutropenija $to nas moze usmjeriti prema daljnjim dijagnostickim koracima (7). Za

razmatranje mogucnosti sekundarnog uzroka neutropenije nuzno je postaviti pitanja o



postojanju simptoma nekih drugih autoimunih bolesti, kroni¢nih virusnih infekcija

ukljuCujuci virusne hepatitise i HIV, primjeni lijekova i suplemenata (14,18,19).

2.2. Obiteljska anamneza

Postojanje sniZenih vrijednosti neutrofila u laboratorijskim nalazima ili sli€nih simptoma
kod Clanova obitelji djeteta koje obradujemo govori u prilog genetskoj podlozi
neutropenije. Ne smijemo zanemariti niti pripadnost pojedinim etniCkim grupama s
obzirom na prije spomenute varijacije u normalnom broju neutrofila svojstvene njima (8).
Potrebno je iskljuiti pitanje kosangviniteta buduci da se, kao $to je Kostmann opisao
1956. godine (20), neke kongenitalne neutropenije s recesivnim naslijedem ceSce
pojavljuju u takvim zajednicama. NeobjasSnjeni sluCajevi spontanih pobacCaja i
novorodenacke smrti u obitelji mogu takoder biti povezani s kongenitalnim
neutropenijama u podlozi (7). Moguce je postojanje potpuno uredne obiteljske anamneze
kod pacijenta s kongenitalnom neutropenijom jer mnogi geni imaju varijabilnu penetraciju
i fenotip bolesti moze biti razli¢it €ak i unutar iste obitelji. Primjer je ELANE mutacija koja
moze uzrokovati dva entiteta: teSku kongenitalnu neutropeniju (TKN) i ciklicku
neutropeniju (CyN) kod razli€itih pojedinaca (21,22). Ako je neki ¢lan obitelji imao blaZi ili
Cak umjereni tip neutropenije, postoji mogucnost da je ista bila zanemarena u nekom od
prethodnih laboratorijskih nalaza (7). Negativna obiteljska anamneza moguca je i ako
postoji parentalni mozaicizam, ako je uzrok bolesti de novo mutacija ili ako se
neutropenija javlja kao dio bolesti s autosomno recesivnim naslijedem (21). Podatak o

smirti ¢lana obitelji uzrokovanoj infekcijom ili AML/MDS moze biti od vaznosti (7).



2.3. KliniCki pregled

U klinickom pregledu vazno je tragati za znakovima aktivnih ili preboljelih infekcija s
obzirom na to da neutropeni¢ni pacijenti zbog smanjenog upalnog odgovora mogu imati
slabo izrazene simptome infekcija. Potrebno je detaljno pregledati kozu i sluznice te
posebnu pozornost obratiti na postojanje aftoznih ulceracija, abnormalnosti zuba i desni
(znakovi kroni€¢nog parodontitisa), na kozi postojanje hiperpigmentacija, osipa, ulceracija,
apscesa i izgled nokta. KliniCkim pregledom gornjeg i donjeg respiratornog trakta trazimo
znakove akutnih ili kroni€nih sinusitisa, faringitisa, otitisa, pneumonija i ostalih podlezecih
infekcija. Nuzno je pregledatii limfne ¢vorove te iskljuciti postojanje hepatosplenomegalije
buduc¢i da ti znakovi mogu govoriti o prisustvu limfoidnog ili mijeloidnog maligniteta,
metaboliCke bolesti ili ostalih bolesti u sklopu kojih se neutropenija moze javiti kao
sekundarni poremecaj. Pregledom abdomena trazimo znakove neutropeni¢nog kolitisa i
abdominalne sepse, a perianalnu i perirektalnu regiju detaljno pregledavamo kako bi
iskljuCili nekrotizirajuci celulitis uzrokovan bakterijama iz porodice Clostridium i ostalih

anaeroba (7,11).

Osim za znakovima infekcija, kod neutropeni¢nih pacijenata nuzno je tragati za
znakovima kongenitalnih poremecaja i sindroma. Postojanje kongenitalnih malformacija
kod pacijenta ili ¢lanova obitelji je vazna informacija za genetski uzrok neutropenije
bududi da se mnogi oblici kongenitalnih neutropenija javljaju u sklopu razli€itih sindroma.
Potrebno je ustanoviti postoji li zastoj u rastu i razvoju djeteta i je li pracen dismorfijama
skeleta i/ili kognitivnim zaostajanjem. Ipak, odsustvo fenotipskih znac€ajki ne iskljucuje
podlezeCi kongenitalni poremecaj. NajCeSC¢i znakovi Cijim pronalaskom mozemo
posumnjati na kongenitalni uzrok neutropenije su nizak rast, znakovi hondrodisplazije,
skeletnih, sr€anih i urogenitalnih abnormalnosti, poja¢ana vidljivost povrSinskih vena,
miopatija, abnormalnosti kose, noktiju ili koze, postojanje fotofobije, nistagmusa,

okulokutanog albinizma i mnoge druge (7,23).



2.4. DijagnostiCki postupci

U novim smjernicama za dijagnostiku i zbrinjavanje neutropenija kod odraslih i djece iz
2023. godine (7), objavljen je algoritam dijagnostickih postupaka za pacijente s kronicnom
izoliranom neutropenijom (Slika 1). Pacijenti s akutnom neutropenijom i znakovima
infekcije, ovisno o tezini infekcije i same neutropenije mogu zahtijevati hithu obradu, a
ponekad i hospitalizaciju. Ostali bi se trebali obradivati prema dijagnostiCkom algoritmu
za neutropenije odnosno dostupnosti dijagnostickin pretraga i alata. Ako se iskljuci
mogucnost postojanja neutropenije uzrokovane lijekom, postinfektivne neutropenije ili
ACKR1/DARC-vezane neutropenije (ADAN) za koju se prije koristio naziv benigna
etniCcka neutropenija, pristupa se prvoj liniji dijagnostiCkih pretraga. Ako su rezultati
pretraga koji pripadaju prvoj liniji nejasni ili ne daju dovoljno informacija, pristupa se

dijagnosti¢kim postupcima druge linije (7).

Izolirana kroni¢na neutropenija bez ekstrahematoloskih simptoma
sugestivnih za podlezeci uzrok kongenitalne neutropenije
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Razmotriti testiranje
postojanjars281478 C/C
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lijekom inducirane neutropenije Uleki\"ﬂ"/
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Slika 1. Algoritam dijagnosti¢kih postupaka za pacijente s kronicnom izoliranom

neutropenijom. Modificirano prema (7).



DijagnostiCki postupci prve linije

lako kliniCkim pregledom i detaljno uzetom anamnezom mozemo ponekad usmijeriti
dijagnosti¢ku obradu prema odredenoj skupini neutropenija, te informacije nisu uvijek
dostatne. Stoga je pri dijagnostici neutropenija potreban velik broj pretraga kojima je
primarno razlugiti radi li se o kongenitalnom ili steCenom tipu neutropenije. U prvoj liniji
dijagnostickih pretraga za kroni¢ne izolirane neutropeniju radi se kompletna krvna slika i
razmaz periferne krvi (7). Prvi korak je potvrda perzistentne neutropenije ponavljanjem
nalaza krvi unutar 7 dana ili 3 mjeseca nakon prvog nalaza ovisno o broju neutrofila i
klinickom tijeku bolesti pojedinog pacijenta (23). Ako su uzorci krvi uzeti tijekom aktivne
akutne infekcije, vrijednost apsolutnog broja neutrofila ¢esto ne mora biti mjerodavna.
Zbog stresa uzrokovanog upalnim odgovorom moze doci do pojaCanog mobiliziranja
neutrofila iz koStane srzi, ali i do iscrpljenja njihovih rezervi. Stoga vrijednost ABN-a u
takvim stanjima moze biti i viSa i niza od realnih vrijednosti (13). Obrada bi trebala biti
ubrzana kod pacijenata koji se prezentiraju teSkom bolescu ili njihova bolest pokazuje
progresivan obrazac (23). Postojanje neutropenije zajedno s poremecajem broja jos
neke skupine stanica, moze nas usmijeriti pri otkrivanju etiologije nastanka neutropenije.
Neutropenija kombinirana s anemijom i/ili trombocitopenijom sugerira na moguce
postojanje autoimune bolesti, infekcije ili zatajenja koStane srzi. Neutropeniju i
trombocitopeniju zajedno mozemo vidjeti kod hipersplenizma. Neutropenija i
limfocitopenija mogu govoriti u prilog idiopatskoj neutropeniji ili autoimunoj bolesti kao
etioloSkoj pozadini, a ako se radi o teSkoj neutropeniji s limfocitopenijom trebali bi
razmotriti dijagnozu WHIM sindroma (engl. Warts, Hypogammaglobulinemia, Infections,
Myelokathexis syndrome) (14). Od biokemijskih pretraga vazne su vrijednosti
parametara koji govore o jetrenoj i bubreznoj funkciji, vrijednosti CRP-a,
imunoglobulina, vitamina B12 i folata te drugih vitamina (7). Manjak transkobalamina
koji djeluje kao nosac vitamina B12 opisan je kao jako rijedak uzrok neutropenije (14).
Odreduje se postojanje protutijela na najcesc¢e virusne uzro€nike koji mogu uzrokovati
neutropeniju, a oni ukljucuju HepB, HepC, HIV, EBV, CMV i Parvovirus. U primarne
dijagnostiCke pretrage spada i odredivanje indirektnih antineutrofilnih protutijela,
vrijednosti hormona §titnjace (FT3, FT4, TSH) kao i antitireoidnih protutijela (anti-TG i

anti-TPO) (7). Pozitivan test za postojanje antineutrofilnih protutijela osim kod
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pacijenata s autoimunom neutropenijom, mozZe postojati i kod onih s kongenitalnim
uzrokom neutropenije (14,24). Potrebno je napraviti i protocnu citometriju limfocita
periferne krvi, a kao dodatna pretraga kod djece radi se i analiza TCR-a/p pozitivnih
dvostruko negativnih (CD4- i CD8-) CD3 limfocita periferne krvi (7). Proto¢na citometrija
radi se u svrhu identifikacije postojanja akutne leukemije, paroksizmalne no¢ne

hemoglobinurije ili leukemije velikih granularnih limfocita (25).

Dijagnosticki postupci druge linije

Kad dijagnosti¢ki postupci prve linije nisu dovoljni da se pronade uzrok neutropenije
pristupa se dijagnosti¢kim postupcima druge linije. Njima pripada odredivanje vrijednosti
neutrofila dvaput tjedno tijekom perioda od 6 tjedana kako bi se iskljuCila ciklicka
neutropenija (7). U ciklickoj neutropeniji mogu postojati i reciproCne cikliCke oscilacije
ostalih stanica. Taj obrazac €esto pokazuju monociti, ali ponekad i retikulociti, limfociti,
trombociti i eozinofili (11). Moze se odrediti i kompletna krvna slika ¢lanova obitelji,
vrijednosti bakra i ceruloplazmina u krvi, anti-tTG-IgA protutijela, deaminirana glijadinska
protutijela IgA/IgG i pankreaticne amilaze. Kod djece se dodatno odreduju i vrijednosti
RF, ANA, ENA i ds-DNA protutijela (7). Postojanje nekih od navedenih protutijela pomaze
nam pri identifikaciji pacijenata s autoimunom boleScu (14). Stru¢njaci koji su sudjelovali
u sastavljanju novih smjernica za dijagnostiku i lijeCenje neutropenija iz 2023.godine
preporuCuju da se genetsko testiranje ucini ve¢ nakon provedenih dijagnosti¢kih
postupaka prve linije ukoliko se radi o malom djetetu s pozitivnom obiteljskom
anamnezom tesSke neutropenije, djetetu u Cijoj se dosadasnjoj anamnezi istiCu teSke
rekurentne infekcije ili djetetu s karakteristicnim kongenitalnim anomalijama. Kod ostale
se djece takoder preporuca uciniti genetsko testiranje kako bi se iskljucila kongenitalna

neutropenija ukoliko rezultati pretraga druge linije nisu jasni (7).

Pregled kostane srzi
Aspiracija i biopsija koStane srzi dijagnosticke su metode koje daju informacije o

celularnosti, broju i zrelosti megakariocita, eritroidnih i mijeloidnih prekursora te prisustvu



znakova displazije (7). Ako se neutropenija pojavljuje zajedno sa sniZzenim brojem jo$
nekog tipa stanica bilo da se radi o anemiji, trombocitopeniji ili limfopeniji, pregled koStane
srzi je koristan za iskljuCenje postojanja sindroma zatajenja koStane srzi,
mijelodisplasti¢nog sindroma ili leukemije (23). Pregled koStane srzi koji ukljuCuje
morfologiju stanica, citogenetiku i sekvenciranje gena povezanih s mijeloidnim
novotvorevinama trebao bi biti u€injen kod svih pedijatrijskih pacijenata s teSkom ili
umjereno teskom kroni€nom neutropenijom osim onih s dokazanom primarnom
autoimunom neutropenijom s pozitivnim antineutrofilnim protutijelima te neutropenijom
izazvanom djelovanjem lijeka (7). Kako bi dobili Sto reprezentativnije rezultate uputno je
ovu pretragu raditi kad se pacijent nalazi u dovoljno stabilnom stanju, odnosno nakon
zbrinjavanja akutne infekcije (13). Dijagnosticka pretraga kostane srzi kod mnogih
pacijenata s teSkom kongenitalnom neutropenijom pokazuje zastoj u sazrijevanju
neutrofilnih prekursora rano u stadiju promijelocita ili mijelocita. Sukladno tome vidljiv je
blago povisen broj promijelocita uz uglavnom urednu ili blago sniZzenu celularnost i Cesto
eozinofiliju i monocitozu unutar kostane srzi (5,7,26). Morfologija mijeloidnih stanica u
vecini sluCajeva nije indikativha za pronalazak to¢nog uzroka kongenitalne neutropenije
(13). Ipak, citoloski pregled ponekad moze otkriti morfoloSke karakteristike koje govore u
prilog pojedinim uzrocima neutropenije (26). Pacijenti s mijelokateksijom koja je dio WHIM
sindroma mogu imati mnostvo zrelih neutrofila u kostanoj srzi. To odgovara patogenezi
bolesti u kojoj neutrofili otezano izlaze iz koStane srzi u perifernu krv (5,11,26).
Kondenzirani kromatin i hiposegmentirani neutrofili mogu se vidjeti kod Shwachman-
Diamond sindroma, a abnormalne citoplazmatske granulacije sugeriraju na postojanje
Chediak Higashi sindroma (5,26). Celularnost kostane srzi kod pacijenata s dijagnozom
ciklicke neutropenije ovisi o dijelu ciklusa u kojem je uzorak uzet. Ako se uzorak uzme
neposredno prije faze oporavka razine neutrofila u perifernoj krvi, u kostanoj srzi se moze
uociti nakupljanje zrelih neutrofila i proliferativni odgovor (11). Procjena rezervi zrelih
neutrofila unutar kostane srzi i marginaliziranih odjeljaka krvnih zila mogu imati vaznost
u odredivanju potencijalnog porasta apsolutnog broja neutrofila u slu€aju infekcije. Za to
su se prije koristili glukokortikoidi, a danas su uglavhom zamijenjeni G-CSF stimulacijskim
testom za kojeg je dokazano da djeluje mehanizmom sli€nim kao i steroidi (23).

Citogenetski testovi korisni su za iskljuéenje ste€enih kromosomskih abnormalnosti
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tipicnih za MDS/AML (11). Uzorci kostane srzi mogu se takoder koristiti za genetsko
testiranje na ste€ene somatske mutacije u genima kao $to su RUNX-1, CSF3R i TP53.
To su geni koji sudjeluju u leukemogenezi za koju dokazano postoji povecan rizik u
kongenitalnim neutropenijama (7,27,28). Ako se ne ucini u sklopu dijagnosti¢ke obrade
neutropenije, pregled kostane srzi potrebno je uciniti prije zapoc€injanja terapije G-CSF-
om kako bi se iskljuCilo postojanje MDS/AML i nadzirao rizik od maligne transformacije.
PreporuCuje se jednom godiSnje ucCiniti pregled kosStane srzi kod pacijenata s
kongenitalnom neutropenijom, a isto razmotriti i kod pacijenata s idiopatskom
neutropenijom koja nije jasno identificirana kao kongenitalna, ali zahtijeva terapiju G-
CSF-om (7).

Genetsko testiranje

Genetsko testiranje ima klju¢nu ulogu u potvrdi dijagnoze kongenitalne neutropenije kod
djece i procjeni rizika za kasne komplikacije koje uklju€¢uju malignu transformaciju u
MDS/AML. Osim toga sluzi i u selekciji donora kosStane srzi pacijentima kandidatima za
transplantaciju hematopoetskih maticnih stanica i genetsko savjetovanje clanova obitel;i
pacijenata s dijagnosticiranom kongenitalnom neutropenijom (7). Sve raSirenije i
dostupnije genetsko testiranje u evaluaciji neutropenija donijelo je znatan napredak u
dijagnostici i objasnjavanju etioloSke pozadine pojedinih kongenitalnih neutropenija, ali i
mnogo novih izazova (21). Identifikacija sve vise novih genetskih uzroka kongenitalnih
neutropenija znatno je unaprijedila dosadasnje razumijevanje neutrofilne biologije i
funkcije. To ujedno €ini osnovu za razvoj novih ciljanih terapija koje bi mogle biti
primjenjive u lije€enju specificnih podvrsta kongenitalnih neutropenija (21,29). Preporuka
je prije genetskog testiranja ponuditi pacijentima i njihovim obiteljima genetsko
savjetovanje. Ono je korisno kako bi se moglo objasniti koje su indikacije, prednosti,
ograniCenja i vrijeme Cekanja rezultata genetskog testiranja te koji utjecaj rezultati
genetskog testiranja imaju na daljnji klini¢ki tijek njihove bolesti i odabir terapije. Za
genetsko testiranje DNA se uglavnom izolira iz uzoraka krvi. Medutim, hematopoetske
stanice mogu imati steCene somatske mutacije. Kako bi sa sigurnoS¢u razlikovali

somatske od mutacija zametne linije potrebno je testirati nehematopoetsko tkivo. Za to
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se najcesc¢e koriste kozni fibroblasti, a u istrazivackim laboratorijima ponekad i folikuli
dlaka te nokti (21). Mutacije nekih gena (npr. RUNX1, GATA2 i CSF3R) mogu postojati
kao somatske mutacije u malignitetima kao $to su MDS, AML i limfomi, ali i kao mutacije
zametne linije koje su poznati uzroci kongenitalnih neutropenija. Zbog takvog preklapanja
vazno je odabrati ispravan panel genetskih testova za trazenu vrstu mutacija (21,30).
SteCene somatske mutacije potencijalno uklju€ene u leukemicnu transformaciju u sklopu
kongenitalnih neutropenija mogu se detektirati somatskim panelom sekvenciranja.
Stanice kostane srzi i periferne krvi smatraju se jednako vaznim izvorima za detekciju
somatskih mutacija osim u stanjima teSke neutropenije ili monocitopenije (7,31). Za RNA-
sekvenciranje, RNA se ekstrahira iz mijeloidnih stanica iz koStane srzi ili periferne krvi, a
preferiraju se promijelociti iz kostane srzi ili neutrofili iz periferne krvi (7). Analiza mutacija
unutar jednog gena metodom Sangerovog sekvenciranja u dijagnostici kongenitalnih
neutropenija moze se raditi kad postoji visoka klinicka sumnja potkrijepljena postojanjem
karakteristicnog fenotipa za mutaciju nekog specificnog gena. Osim toga koristi se i za
probir ¢lanova obitelji nositelja mutacije djeteta koje ima potvrdenu odredenu genetsku
mutaciju (21). Buduci da je mutiran kod otprilike 45 % pacijenata s teSkom kongenitalnom
neutropenijom, Sangerovo sekvenciranje gena ELANE preporucuje se kao prvi korak u
genetskoj dijagnostici tipicnih sluajeva (7,13,26). Ako to sugerira kliniCka slika ili
postoje€a pozitivna obiteljska anamneza, opravdano je sekvencirati i neki drugi gen
povezan s kongenitalnom neutropenijom. Na primjer, ako je uz neutropeniju prisutna
kardiomiopatija, uputno bi bilo sekvencionirati TAZ gen ¢ija mutacija uzrokuje Barthov
sindrom, a postoje li uz neutropeniju sr€ane i genitourinarne malformacije sekvenciranje
gena G6PC3 moze biti korisno. Slabiji rast, malapsorpcija, masne stolice i kostane
malformacije indikacija su za testiranje SBDS gena mutiranog kod vecine pacijenata sa
Shwachman-Diamond sindromom (SDS) (7,14). Problem je $to pacijent s naizgled
prepoznatljivim fenotipom moze imati mutacije u jednom od nekoliko potencijalnih gena.
Kao primjer su uzeti pacijenti s okulokutanim albinizmom i neutropenijom koji mogu imati
mutacije u genima LYST, AP3B1, RAB27A ili LAMTOR2 (21). Uzimajuéi u obzir Siroku
varijabilnost i preklapanja u klinickim fenotipovima razli€itih mutacija, veca isplativost i
efikasnost se uglavnom postize koristeci viSestruku ciljanu analizu viSe gena povezanih

s kongenitalnim neutropenijama (26). Zasad je poznato viSe od 30 gena mutiranih u
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kongenitalnim neutropenijama. Vazno je da se pri ciljanom sekvenciranju obuhvate i geni
mutirani u bolestima kao $to su imunodeficijencije, metaboli¢ke bolesti, sindromi zatajenja
kosStane srzi i druge bolesti u kojima se kongenitalna neutropenija javlja kao sekundarni
poremecaj (7). Pacijenti s neidentificiranim genetskim uzrokom nakon provedenih prije
navedenih metoda mogu biti podvrgnuti metodama sekvenciranja cijelog egzoma (WES)
ili sekvenciranja cijelog genoma (WGS). Cijeloegzomskim sekvenciranjem (WES) mogu
se identificirati mutacije u RNA genima kodirajuéim za proteine kao i onim nekodirajuéim.
To je omogucilo pronalazak dotad nepoznatih mutacija poboljSavajuci tako razumijevanje
patogeneze sve veceg broja kongenitalnih neutropenija. Ipak, nuzno je naglasiti da neke
regije genoma ostaju nepokrivene i ovom metodom genetske analize (21). Ako postoji
sumnja na kongenitalnu neutropeniju, a svi dotad provedeni genetski testovi su negativni,
treba razmotriti sekvenciranje cijelog genoma (WGS) ili RNA-sekvenciranje kao iduci
korak (7). Cijelogenomsko sekvenciranje (WGS) omoguduje analizu neegzonskih dijelova
gena i nekodirajucih varijanti kao Sto su duboke intronske mutacije (engl. deep intronic
mutations) i mutacije u promotorskoj i pojacivackoj regiji koje nisu pokrivene
cijeloegzonskim sekvenciranjem (WES). Nedostatak ovakve analize je S§to se
povecéanjem Sirine obuhvacenih mutacija smanjuje temeljitost, a bioinformati¢ka analiza i
klinicka interpretacija ovako velike baze podataka predstavlja vremenski i financijski
izazov. lIpak, povecanjem temeljitosti analize i razvojem novih post-sekvencijskih
analitiCkih alata, oCekuje se da ¢e WES i WGS postati Sire dostupne metode genetske
analize sve CeSce primjenjivane i izvan istrazivackih laboratorija (21). Genetsko testiranje
se moze Kkoristiti i za identifikaciju polimorfizma rs2814778 u genu ACKR1/DARC kod
pacijenata odredenih etniCkih pripadnosti koji se prezentiraju blagom do umjerenom
neutropenijom bez povecane sklonosti infekcijama. Na taj nacin bi se potvrdila prije
spomenuta dijagnoza ADAN (engl. ACKR1/DARC-associated neutropenia) poznata pod
starim nazivom benigna etni¢ka neutropnija i izbjegla daljnja iscrpna dijagnostiCka obrada
(8,32). Buduc¢i da postoji studija koja pokazuje povecanu ucestalost ovog polimorfizma
kod kohorte europskih pacijenata s kronichom idiopatskom neutropenijom, njegova
identifikacija bi se mogla ukljuciti u dijagnostiku svih pacijenata sa slikom blage kroni¢ne

neutropenije (33).
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3. STECENE NEUTROPENIJE

SteCene neutropenije mogu se podijeliti na primarne (idiopatske) i sekundarne.
Primarne steCene neutropenije karakterizira postojanje antineutrofilnih protutijela ili su
uzrokovane nekih drugim nepoznatim mehanizmom (7). Primarna autoimuna
neutropenija (AIN) pojavljuje se u ranom djetinjstvu, uglavnom prije treCe godine Zivota
i karakterizira je vrlo visok stupanj spontane rezolucije unutar 24-36 mjeseci od pocCetka
(34). Ako se protutijela ne mogu detektirati, postavlja se dijagnoza idiopatske neutropenije
(IN). Autoimuna (AIN) i idiopatska neutropenija (IN) naj¢eS¢i su uzroci kroni¢ne
neutropenije u mladoj djecjoj dobi (15). Ste€ene neutropenije u dje¢joj dobi bilo da su
definirane kao autoimuna (AIN) ili idiopatska (IN), manifestiraju se blazim fenotipom od
kongenitalnih formi (23). Sekundarne steCene neutropenije nastaju sekundarno kao
posljedica infekcija, autoimunih bolesti, izlozenosti odredenim lijekovima, nutritivnim
deficitima ili pak u sklopu hipersplenizma ili neke hematoloske bolesti (7,18,35-37).
Postinfektivha neutropenija se uglavnom prezentira kao blaga do umjerena neutropenija
koja ima tendenciju prolaska unutar 4 do 6 tjedana nakon infekcije (23). Uzroke ste€enih
anemija mozemo podijeliti na kroni¢ne i prolazne. NajCeSci uzroci kroni¢nih steenih
neutropenija su aplasti¢na anemija, nedostatak vitamina B12 i folata, infekcija HIV-om,
mijelodisplasticni sindrom te autoimuna neutropenija koja moze ili ne mora biti povezana
s ostalim autoimunim poremecajima. Najcesci uzroci prolaznih steCenih neutropenija su
primjena kemoterapije, radioterapije, uzimanje kortikosteroida, virusne infekcije, trovanje

teSkim metalima i cijepljenje (38).
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4. VJEROJATNO STECENE NEUTROPENIJE

Grupa vjerojatno ste€enih neutropenija odnosi se na idiopatsku ili autoimunu neutropeniju
djec€je dobi koja ima benigni poCetak i nekompliciran tijek, ali se od primarne autoimune
neutropenije razlikuje po tom $to ne prolazi nakon 24-36 mjeseci ili pak ima kasni poCetak
(nakon 3. godine Zivota). Genetske analize pokazale su postojanje patogenih varijanti
unutar gena povezanih s imunodeficijencijama i drugim poremecajima imunoloskog
sustava u pojedinim slu€ajevima, a dio pacijenata imao je limfopeniju sa snizenim B
limfocitima i sniZzenim NK stanicama. Takoder su se od primarne autoimune neutropenije
razlikovale po tezini neutropenije, ucCestalosti pridruzenih autoimunih bolesti i dozi
potrebnog G-CSF-a za lije€enje (7,34). Stoga je ova skupina neutropenija, koja ukljuCuje
autoimunu neutropeniju dugog trajanja (LL-Np) i onu s kasnim poCetkom (LO-Np), iako
primarno smatrana dijelom ste€enih neutropenija, izdvojena zbog potrebe za detaljnim

isklju€ivanjem podlezecéeg genetskog uzroka (7).
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5. KONGENITALNE NEUTROPENIJE (KN)

5.1. Definicija

Kongenitalne neutropenije cine grupu rijetkin genetskih bolesti karakteriziranih
poremecajem u proizvodnji, diferencijaciji i prezivljenju neutrofila u kostanoj srzi,
sklonoS¢u infekcijama i povecanom vjerojatnoS¢u za MDS/AML transformaciju (7). Radi
se o heterogenoj skupini bolesti uzrokovanih mutacijama u genima koji kodiraju za
proteine ukljuCene u sazrijevanje, promet i homeostazu mijeloidne loze, a nasljeduju se
kao X-vezane, autosomno dominante ili autosomno recesivne (23,38). U literaturi se
pojam ,kongenitalna neutropenija“ ne koristi jednoznac¢no. U nekim radovima taj pojam
obuhvaca isklju€ivo oblike kongenitalnih neutropenija koje nisu povezane s drugim
imunoloskim ili ekstrahematoloskim abnormalnostima, dok u drugim obuhvada sve
entitete koji uz kroni¢nu neutropeniju mogu imati i poremecaje u razli€itim sustavima. U
ovom radu pojam ,kongenitalne neutropenije” nije ograni¢en isklju€ivo na poremecaje u
kojem je neutropenija jedina fenotipska manifestacija, ve¢ na sve kongenitalne
poremecaje Kkoji imaju neutropeniju kao dio KkliniCke slike. TeSka kongenitalna
neutropenija (TKN) oznacava grupu rijetkih genetski heterogenih nasljednih poremecaja
hematopoeze karakteriziranih zastojem u neutrofilnoj diferencijaciji u kostanoj srzi koji
rezultira apsolutnim brojem neutrofila u perifernoj krvi (ABN) manjim od 0,5 x 10° /L
(13,39). Kod vecine dolazi do zastoja maturacije u stadiju promijelocita $to se uz
neutropeniju, oCituje povec¢anim brojem atipi¢nih promijelocita (13,40). Broj monocita je u
teSkoj kongenitalnoj neutropeniji poviSen $to ukazuje na recipro¢nu vezu izmedu
proizvodnje ovih dvaju tipova stanica, a mogucée je vidjeti i hipereozinofiliju i
hipergamaglobulinemiju (5). Pacijenti s teSkom kongenitalnom neutropenijom imaju
povecCan rizik za razvoj po zivot opasnih infekcija i povecan rizik za progresiju u
mijelodisplasti¢ni sindrom ili akutnu leukemiju, obi¢no mijeloidnog tipa (23,41). Povec¢an
rizik za malignu transformaciju objasnjava se postojanjem podlezeée genetske
nestabilnosti kao zajedniCke karakteristike svih tipova kongenitalnih neutropenija (40).
Dokazano je da u vecine pacijenata malignoj transformaciji prethode molekularne
promjene koje ukljuCuju steCene mutacije pojedinih gena ukljuCenih u proces
leukemogeneze. NajCeSci uzrok kongenitalnih neutropenija je autosomno dominantna
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mutacija gena ELANE koji kodira za enzim neutrofilnu elastazu te mutacija u genu HAX1
Ciji proteinski produkt pridonosi aktivaciji G-CSF signalnog puta, a nasljeduje se
autosomno recesivno (13). Sve Sirom primjenom novih molekularnih metoda i “metode
sekvenciranja sliede¢e generacije” (engl. Next Generation Sequencing) u dijagnostici
neutropenija, i dalje raste broj identificiranih gena uzroCno povezanih s razvojem
kongenitalnih neutropenija. Ipak, postoji i velik broj pacijenata s joS nedefiniranim
genetskim uzrokom (38,39,42). To se objasdnjava pretpostavkom da neke od njih ne
nastaju na monogenetskoj osnovi sto je bilo prihnvaceno stajaliste tijekom niza godina, vec
kao posljedica djelovanja nekoliko gena (38,43). Najnoviji identificirani genetski uzroci
nastanka kongenitalnih neutropenija su mutacija u genu CLPB (kodira za protein koji
sudjeluje u regulaciji funkcije mitohondrija), SEC61A1 (kodira za protein ukljucen u
homeostazu kalcija i transport proteina u ER) te SRP54 (kodira za protein koji je dio
ribonukleoproteinskog kompleksa uklju¢enog u translokaciju polipeptida na povrSinu ER)
(39,44,45).

5.2. Epidemiologija

TeSke kongenitalne neutropenije su rijetka stanja s procijenjenom prevalencijom od 3-8.5
slu¢ajeva na milijun pojedinaca. Cini se da su mutacije koje se nasljeduju autosomno
dominantno €eSc¢i uzroci dok se autosomno recesivne mutacije uglavnom dijagnosticiraju
pri postojanja konsangviniteta u obitelji. Demografska obiljezja igraju vaznu ulogu u
prevalenciji pojedinih mutacija u razli€itim dijelovima svijeta (13). Za razliku od Sjedinjenih
Americkih Drzava, prevalencia HAX1 mutacije kao uzroka teSke kongenitalne
neutropenije je u Europi visoka (11 % teskih kongenitalnih neutropenija) Sto se uglavhom
povezuje s postojanjem velikog broja konsangvinih obitelji turskog i arapskog porijekla. U
Izraelu je uoCena velika prevalencija mutacija u genu G6PC3 od ¢ak 25 % (13,46).
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5.3. Klasifikacija

Nadopunjavanjem saznanja o molekularnoj pozadini pojedinih formi kongenitalnih
neutropenija, klasifikacije kongenitalnih neutropenija mijenjale su se tijekom godina (5).
Sve do kasnih 1990-ih literatura je razlikovala ciklicku neutropeniju povezanu s tipi¢nim
obrascem promjene u broju neutrofila i autosomno dominantnim naslijiedem od
permanentne neutropenije koja se smatrala sinonimom za teSku kongenitalnu
neutropeniju ili Kostmannov sindrom (5,47). Identifikacija mutacija ELANE gena za
neutrofilnu elastazu 1999. godine kod pacijenata s cikli€kom neutropenijom i ubrzo nakon
toga pronalazak mutacije istog gena kod mnosStva pacijenata s teSkom kongenitalnom
neutropenijom, bili su klju€ni za svrstavanje ciklicke neutropenije u skupinu kongenitalnih
neutropenija (48,49). Kongenitalne neutropenije mogu se klasificirati s obzirom na
mutirane gene identificirane kao odgovorne za podtipove ovih poremecaja (Tablica 1) (7).
Subklasifikacija se moze raditi i ovisno o tom radi li se o izoliranoj neutropeniji ili je ona
povezana s mutacijama gena koji se osim kongenitalnom neutropenijom ocituju
poremecajima imunoloSkog sustava (npr. mutacije STK4, CXCR4, ADA2, LYST),
metaboliCkim poremecajima (npr. mutacije SLC37A4/G6PT1, TCN2), razliCitim
ekstrahematoloskim manifestacijama (npr. mutacije TAZ, G6PC3, GF1, HAX, JAGN1,
TCIRGH1) ili se pojavljuju kao dio sindroma zatajenja kostane srzi (npr. mutacije SBDS,
SRP54, GATA1) (7,23). U skupinu izoliranih kongenitalnih neutropenija ubrajaju se
ciklicka neutropenija i teSke kongenitalne neutropenije uzrokovane mutacijama u genima
ELANE, CSF3R, CXCR2 i WAS koje se ne o ituju nikakvim ekstrahematoloskim

simptomima (7).
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Tablica 1. Klasifikacija kongenitalnih neutropenija. Modificirano prema (7).

Kongenitalne
neutropenije

Teska
kongenitalna
neutropenija

Ciklicka
neutropenija

Klasifikacija kongenitalnih neutropenija

Ukljué€eni geni

ELANE

CSF3R

CXCR2

WAS

ELANE

Izolirane

Tip Glavne

nasljedivanja znacajke/napomene

Zaustavljanje

sazrijevanja neutrofila u
AD - ..
kostanoj srzi
Zaustavljanje

sazrijevanja neutrofila u

AD koStanoj srzi, ne
odgovora na G-CSF

Nema zaustavljanja
sazrijevanja i
AR mijelokateksije
Zaustavljanje
sazrijevanja,

X-vezano monocitopenija,

limfopenija

Povremeno/cikli¢ki
AD narusena diferencijacija

Povezane s razli€¢itim ekstrahematoloskim manifestacijama

Barthov
sindrom

Charcot-Marie-
Tooth
neuropatija tip B

Cohenov
sindrom

TAZ

DNM2

VPS13B

19

Nema zaustavljanja
sazrijevanja,
hipertrofi¢na

X-vezano o .
kardiomiopatija,
miopatski sindrom
Slabost i atrofija misica
distalnih ekstremiteta
AD zbog periferne

neuropatije

Nema zaustavljanja
AR sazrijevanja,
psihomotorni



G6PC3 mutacija

GFI1 mutacija

HYOU1
deficijencija

JAGN1 mutacija

Kostmannova
bolest

P14/LAMTOR2
mutacija

G6PC3

GFI1

HYOU1

JAGN1

HAX1

LAMTOR2

20

AR

AD

AR

AR

AR

AR

poremecaji,
mikrocefalija, specifitna
obiljezja lica, hipotonija,
labavost zglobova,
progresivna retino-
koroidalna distrofija,
miopija

HiperelastiCnost koze i
izrazen povrsinski
venski crtez,
kongenitalna sr€ana
bolest, aritmije,
uropatija, kriptorhizam,
egzokrina disfunkcija
gusterace

Ponekad zaustavljanje
sazrijevanja,
limfopenija, povecéan
broj nezrelih mijeloidnih
stanica u perifernoj krvi,
defekt unutarnjeg uha

Hipoglikemija i upalne
komplikacije

Ponekad zaustavljanje
sazrijevanja,
abnormalnosti kostiju i
zuba, egzokrina
disfunkcija gusterace

Zaustavljanje
sazrijevanja, mentalna
retardacija, napadaji,
sklonost razvoju
MDS/AML

Nema zaustavljanja
sazrijevanja, kroni¢na
neutropenija,
hipogamaglobulinemija,
okulokutani albinizam,
nenapredovanje



Pearsonov
sindrom

Schimkeova
imuno-kostana
displazija

SEC61A1
mutacija

SMARCD2
mutacija

Specifi¢ni
nedostatak
granula

TCIRG1
neutropenija

VPS45 mutacija

Wolcott-
Rallisonov
sindrom

Delecije mitohondrijske
DNA

SMARCAL1

SEC61A1

SMARCD2

CEBPE

TCIRG1

VPS45

EIF2AK
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Mitohondrijsko
nasljedivanje

AR

AD

AR

AR

AD

AR

AR

Refraktorna

sideroblastiCna anemija,
vakuolizacija prekursora

koStane srzi, egzokrina
disfunkcija gusterace

Spondilo-epifizna
displazija, sporo
progresivni imunoloski
defekt, nefritis
uzrokovan
imunokompleksima

Zaustavljanje
sazrijevanja,
tubulointersticijska
bubrezna bolest

Displasti¢ni sindrom,
nema granula u
neutrofilima, kroni¢ni
proljev, abnormalnosti
kostiju, spustene usi

Neutrofili s bilobiranim
jezgrama

Varijabilno/nema
zaustavljanja
sazrijevanja,

angiomatoza koze

Mijeloidna hiperplazija,
mijelofibroza,
nefromegalija, HSM,
mentalna retardacija,
epilepsija,
osteoskleroza

Zaustavljanje
sazrijevanja, inzulin-
ovisni neonatalni
dijabetes, epifizna
displazija, zaostajanje u
rastu, disfunkcija jetre i
bubrega, zaostajanje u



psihomotornom razvoju,

egzokrina disfunkcija
gusterace

Povezane s imunodeficijencijom / disregulacijom imunoloskog sustava

Nedostatak
adenozin
deaminaze 2

ALPS

CD40L/hiper IgM
sindrom, tip |

Chédiak-Higashi
sindrom

CLPB sindrom

FHLH

GATA2 sindrom

Griscelli
sindrom, tip Il

Hermansky-
Pudlak sindrom
tip 2

ADA2

FAS, FASLG, CASP10

CD40L

LYST

CLPB

PRF1, nedostatak
perforina (FHL2)

UNC13D, UNC13D
deficijencija (FHL3)

GATA2

RAB27A

AP3B1
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AR

AD

X-vezano

AR

AR

AR

AR

AD

AR

AR

TeSka kombinirana
imunodeficijencija,
vaskulitis,
cerebrovaskularna
bolest, aplazija
eritrocita, ZKS

Limfoproliferacija i
autoimune citopenije

TeSke infekcije,
autoimune bolesti,
predispozicija za rak

Smanjena pigmentacija
kose i o€iju,
peroksidaza-pozitivha
inkluzijska tjeleSca u
mijeloblastima i
promijelocitima kostane
srzi, razvoj limfoma

Katarakte i neuroloski
simptomi

Groznica, HSM i
citopenije

Groznica, HSM i
citopenije

Monocitopenija,
gluho¢a, HPV infekcije

Hipomelanoza,
neurolosko ostecenje

Albinizam



Retikularna
disgeneza

STK4 mutacija

WHIM sindrom

Wiskott-
Aldrichov
sindrom

CVID

AK2

STK4

CXCR4

WAS dobitak funkcije

Razli€iti geni ukljuCujuci
TNFSRF13, BAFFR,

CTL4, LRBA, PI3K

AR

AR

AD

X-vezano

AD, AR

TeSka kombinirana
imunodeficijencija i
senzorineuralna
gluhoca

Intermitentna
neutropenija,
monocitopenija, T- i B-
limfopenija, atrijski
defekt, HPV infekcije

Nema zaustavljanja
sazrijevanja,
mijelokateksija i
limfopenija, kardiopatija
(tetralogija Fallot)

Ekcem,
trombocitopenija, tesSke
infekcije, krvavi proljev

Ponavljajuce infekcije,
hipogamaglobulinemija,
autoimune citopenije
(ukljuCujuci
neutropeniju)

Povezane s metabolickim poremecajima i nutritivnim deficijencijama

Gaucherova
bolest tip |

Glikogenoza tip
Ib

lzovaleriéna
acidemija

Metilmalonska
acidemija

GBA

SLC37A4/G6PT1

IVD

MMUT
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AR

AR

AR

AR

HSM, trombocitopenija,
osteoliticke lezije

Hepatomegalija, IBD,
hipoglikemija

Neonatalna
ketoacidoza, kasnjenje
u razvoju, letargija,
odbijanje hrane

Letargija,
nenapredovanje,
ponavljajuce
povracanje, hipotonija,
hepatomegalija,
zaostajanje u
psihomotornom razvoju



Propionska PCCB, PCCA
acidemija
Manjak
transkobalamina TCN2

Letargija,
kardiomiopatija,
poteskoce s hranjenjem,
akutna encefalopatija

AR

Usporen psihomotorni
razvoj, proljev,
AR povracanje, letargija,
ulceracije sluznice

Povezane sa zatajenjem kostane srzi

Fanconijeva

anemija skupina
RPS7, RPS10, RPS15,
RPS17, RPS19, RPS24,
RPS26, RPS27, RPS27a,
RPS28, RPS29
RPL5, RPL9, RPL11,
RPL15, RPL18, RPL26,
RPL27, RPL31, RPL35a
Diamond- GATA1
Blackfan
anemija
EPO
TSR2, HEATR3
Hipoplazija

hrskavice i kose
(engl. Cartilage-
hair hypoplasia)

RMRP

24

FANC komplementacijska AR X-vezano

Kongenitalne
malformacije i

(FANCB) predispozicija za rak

Eritroidna hipoplazija,
kongenitalne
malformacije,

zaostajanje u rastu,

osteosarkom, MDS i

AML

AD

Rana pojava anemije,
trombocitopenija,
eritroidna hipoplazija
kostane srzi

X-vezano

AR Eritroidna hipoplazija
Eritroidna hipoplazija,
kraniofacijalni defekti,
nizak rast, specifitna

obiljezja lica,
akromeli¢na dismorfi¢na
obiljezja, intelektualne
poteskoce

X-vezano AR

Nizak (patuljasti) rast s
drugim skeletnim
abnormalnostima,

AR metafizna
hondrodisplazija,
labavost ligamenata,
hipotrihoza,



Shwachman-
Diamondov SBDS, EFL1, DNAJC21
sindrom
SAMDO/SAMDIL SAMD9/SAMDIL
sindromi
SRP54 mutacija SRP54
DKC1
hTR, TERT, TINF2,
Bolesti DKC1, ACD
uzrokovane
poremecéajem TERT, NHP2, NOP10,
telomera

WRAPS53, NOLA3,TCBH1,
RTEL1, CTC1, PARN

engl. U6 small
nuclear RNA
biogenesis

USB1 (Clericuzio
sindrom, poikiloderma s
neutropenijom)

AR

AD

AD

X-vezano

AD

AR

AR

imunodeficijencija,
ponavljajuce infekcije

Blaga neutropenija,
disgranulopoeza, blaga
dismegakariopoeza,
diseritropoeza,
egzokrina insuficijencija
gusteracCe, metafizna
displazija, kognitivha
ostecenja,
kardiomiopatija,
nenapredovanje,
abnormalnosti
kose/kozZe/zuba

Insuficijencija
nadbubrezne Zlijezde,
kongenitalne
malformacije,
cerebelarna ataksija,
teSke invazivne
infekcije, predispozicija
za MDS

Zaustavljanje
sazrijevanja, teski zastoj
u neuroloskom razvoju,

egzokrina disfunkcija
gusterace

Mukokutana obiljezja,
fibroza jetre, idiopatska
pluéna fibroza,
predispozicija za rak

Retinopatija, kasnjenje
u razvoju, facijalna
dismorfija, poikiloderma

AD = autosomno dominantno, AR = autosomno recesivno, ALPS = autoimuni limfoproliferativni sindrom,
MDS = mijelodisplasti¢ni sindrom, AML = akutna mijeloi¢na leukemija, FHLH = obiteljska hemofagocitna
limfohistiocitoza, HPV = humani papiloma virus, IBD = upalna bolest crijeva, HSM = hepatosplenomegalija,

ZKS = zatajenje koStane srZi
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5.4. Klinicka slika

Kod poremecaja neutrofilne proizvodnje i otpustanja iz koStane srzi postoji vedéi rizik od
bakterijskih i gljiviénih infekcija nego kod periferne neutropenije povezane s kostanom
srzi normalne morfologije. Rizik za infekciju kod centralne neutropenije raste umjereno
ako je broj neutrofila izmedu 1,0 x 10°/L i 0,2 x 10°/L, a rizik za osobito teSke infekcije
ukoliko je manji od 0,2 x 10° /L. Rizik od gljivi¢nih infekcija raste nakon nekoliko tjedana
trajanja neutropenije (5). Ipak, rizik i tezina infekcije ne ovise iskljucivo o broju neutrofila
u perifernoj krvi vec i o sposobnosti pojedinca za regrutaciju i dostavu neutrofila do ciljnih
tkiva (7). Mjesta nastanka infekcija i zahvaéeni organski sustavi vrlo su varijabilni.
NajCeSce su zahvaceni koza i sluznice, regija uha, grla i nosa te plu¢a (5). Simptomi i
znakovi teSke kongenitalne neutropenije javljaju se ve¢ u ranom djetinjstvu.
Novorodencad se Cesto prezentira akutnim i teSkim infekcijama pupka ve¢ tijekom prvih
dana zivota, a tijekom prvih tiedana mogu se javiti vrucice s respiratornim simptomima
uklju€ujuci i pneumonije. Tijekom prvih nekoliko tjedana ili mjeseci Zivota mogu se javljati
apscesi dubokih tkiva i celulitisi, a tijekom prve dvije godine i teski gingivitisi te
parodontitisi (13). Gingivitisi koji se pojavljuju kod pacijenata s teSkom kongenitalnom
neutropenijom su erozivni, hemoragicni i jako bolni, a uz njih se javljaju i papule jezika i
sluznice obraza koje su nalik aftama. Ako se neutropenicni pacijent prezentira proljevom
ili bolovima u abdomenu trebamo uzeti u obzir postojanje difuznih gastrointestinalnih
lezija koje mogu opona$ati Chronovu bolest. Jedna od karakteristiCnih infekcija
gastrointestinalnog trakta je takoder infektivha ulceracija perianalne regije (ecthyma
gangrenosum). Najces¢i gljiviéni uzro€nici infekcija su Candida i Aspergillus, ali je ipak
ve€ina infekcija kod bolesnika s teSkom kongenitalnom neutropenijom bakterijskog
podrijetla. Naj¢e8¢i bakterijski uzroénici su Staphylococcus aureus i epidermidis,
streptokoki, enterokoki, pneumokoki, Pseudomonas aeruginosa i gram-negativni bacili
(5). Postoje i neke vrlo specificne oportunistiCke infekcije koje se pojavljuju samo kod
odredenih entiteta. Primjer su HPV infekcije, tuberkuloza i infekcije uzrokovane atipi¢nim
mikobakterijama koje moZzemo vidjeti kod pacijenata s WHIM sindromom, GATA2
sindromom i nedostatkom STK4 (26). lako je neutropenija zajedni¢ka znacCajka svih oblika
teSke kongenitalne neutropenije, tezina neutropenije varira €ak i kod istog pacijenta kroz

vrijeme (13). Takoder, vazno je napomenuti i da simptomi infekcija kod pacijenata s
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teSkom neutropenijom zbog smanjene lokalne upalne reakcije ne moraju biti tipi€ni, Sto

rezultira nedostatkom gnoja i manjom tendencijom za stvaranje nekroze (5,50).

Kongenitalne neutropenije mogu biti uzrokovane mutacijama gena koje ¢e se osim
neutropenijom, manifestirati simptomima brojnih nehematoloskih organskih sustava.
Stoga je osim znakova infekcija karakteristiCnih za sve oblike kongenitalnih neutropenija,
vazno spomenuti i ekstrahematoloSke simptome koji se javljaju samo kod odredenih
klinickih entiteta. Sr¢ana disfunkcija moze biti uzrokovana razliitim mehanizmima u
kongenitalnim neutropenijama. U Shwachman-Diamond sindromu javlja se u sklopu
kardiomiopatije (51), u WHIM sindromu moze se pronadéi tetralogija Fallot (52), kod
mutacije STK4 javlja se atrijski septalni defekt (53), a aritmije kod mutacije gena G6PC3
(54). U sklopu Barthovog sindroma, sr¢ana disfunkcija moZze biti uzrokovana dilatativnom
kardiomiopatijom (55). Poremecaiji u neuroloSkom razvoju javljaju se kod Kostmannovog
sindroma (56), Shwachman-Diamond sindroma (57) i Cohenove bolesti (58), a razliCite
neuroloSke manifestacije vide se i kod mutacija gena poput CLBP, SRP54 i VPS45 (38).
Egzokrina insuficijencija gusSterate je vodeCi uzrok morbiditeta pacijenata sa
Shwachman-Diamond sindromom (59). Lezije koze koje vidamo kod Clericuzio
neutropenije (mutacija gena USB1) karakterizira atrofija koze te papularni eritematozni
osip. Jedan od naj¢es¢ih simptoma zahvacenosti koze je kompletni ili parcijalni albinizam
koji kod vecine sindroma uz koje se javlja, poprima okulokutanu formu (38). Primjeri
ostalih zahvaéenih organa i organskih sustava su kosti (mutacija gena SBDS),
urogenitalni sustav (mutacija gena G6PC3), probavni sustav (mutacije gena G6PC3 i
SLC37A4) te jetra (mutacija gena SLC37A4) (13,26).
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5.5. Molekularna pozadina nekih klinickih entiteta

Zahvaljujuci sve Siroj upotrebi metoda sekvenciranja gena moguc¢ je pronalazak novih
gena povezanih s nastankom kongenitalnih neutropenija i sve bolje razumijevanje
molekularne pozadine njihovog nastanka. Stoga je predloZzeno da se mutirani geni
odgovorni za nastanak teskih kongenitalnih neutropenija mogu klasificirati i s obzirom na
funkciju proteinskog produkta odredenog gena. Podjela gena u takve podgrupe
omogucava nam promatranje i prou€avanje mehanizama koji su doveli do gubitka
funkcije neutrofila i posljedi¢no do razvitka bolesti (38). U ovom poglavlju opisuju se
mutirani geni grupirani po kontekstu slicnih patomehanizama djelovanja proteina za koje
ti geni kodiraju. Mutirani geni uzeti kao primjer, kodiraju proteine vazne za normalno
funkcioniranje neutrofilnih granula (ELANE), regulaciju apoptoze i stani¢nog ciklusa
(HAX1, STK4, TAFAZZIN), regulaciju neutrofilnog otpustanja iz kostane srzi (CXCR2,
CXCR4) ili imaju ulogu transportera (SLC37A4). Ovo je samo manji dio postojecih

klini¢kih entiteta i identificiranih molekularnih pozadina njihovog nastanka.

5.5.1. Defekti granula

ELANE mutacije - TeSka kongenitalna neutropenija (TKN) i ciklicka neutropenija (CyN)

Mutacije gena ELANE najCeS¢i su poznati uzrok kongenitalne neutropenije. Uzrokuju
ciklicku i teSku kongenitalnu neutropeniju koje se naslijeduju autosomno dominantno (5).
ELANE mutacija prvi put je opisana 1999. godine analizom gena unutar 13 obitelji s
dugogodidnjom povijeSéu ciklicke neutropenije (48). U usporedbi s drugim formama
kongenitalnih neutropenija, neutropenije uzrokovane mutacijama u genu ELANE
povezane su s najtezim infektivnim komplikacijama (5,60). Genotipizacija kao jedina
pretraga nije dovoljna za postavljanje dijagnoze s obzirom na to da dolazi do preklapanja
u mutacijama koje uzrokuju teSku kongenitalnu i ciklicku neutropeniju (49,61,62). Osim
preklapanja u molekularnoj podlozi, ponekad ih je teSko razlikovati i po klini¢koj slici.
Oscilacije u broju neutrofila karakteristi¢ne za cikliCku neutropeniju mogu privremeno biti

prisutne i u teSkim kongenitalnim neutropenijama. Nadalje, pacijenti s ciklickom
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neutropenijom ne moraju pokazivati jasan obrazac oscilacije u broju neutrofila (49).

Ponekad se ova dva entiteta zato promatraju i kao dio kontinuuma iste bolesti (5).

TesSka kongenitalna neutropenija (TKN)

Mutacije gena ELANE najceSci su uzrok teske kongenitalne neutropenije i mogu se vidjeti
kod 40-60% pacijenata. TKN uzrokovanu mutacijom gena ELANE karakterizira zastoj u
sazrijevanju neutrofila u stadiju promijelocita, vrijednost apsolutnog broja neutrofila u
perifernoj krvi manja od 0,5 x 10°/L i rani poCetak teskih bakterijskih infekcija (13,25).
Cesto se mogu vidjeti i monocitoza, hipereozinofilija te hipergamaglobulinemija u krvi.
Dijagnoza teSke kongenitalne neutropenije uzrokovane mutacijom ELANE uglavnom se
postavlja prije dobi od 6 mjeseci. Ovi pacijenti zahtijevaju visoke doze G-CSF-a te imaju
visok rizik za leukemi¢nu transformaciju (5). Klini¢ki se ¢esto manifestiraju infekcijama

dubokih tkiva i pneumonijama s teSkim oporavkom (15).

Ciklicka neutropenija (CyN)

Ciklicka neutropenija definira se oscilacijom u apsoluthom broju neutrofila (ABN) s
tipicnim padom u broju neutrofila svakih 21 do 28 dana. Periodi¢nost u padu broja
neutrofila moze se odrazavati i na oscilacije u broju trombocita, a ponekad i broju
retikulocita te limfocita (21,61). U prvoj fazi ciklusa su vrijednosti ABN-a u krvi izrazito
niske, a €esto mogu dosegnuti i nulu. Nakon 3-5 dana u drugom dijelu ciklusa, broj
neutrofila se brzo oporavlja obi¢no do vrijednosti od 2,0 x 10° /L (15). Nakon nekoliko
dana od tog vrhunca, razina neutrofila opet pocinje padati. Sumnja na ciklicku
neutropeniju treba biti potvrdena mjerenjem vrijednosti apsolutnog broja neutrofila dva do
tri puta tjedno tijekom perioda od 4-6 tjedana. Mutacije gena ELANE povezane su s
ciklickom neutropenijom u priblizno 60 % slu€ajeva (23). Ciklicka neutropenija se smatra
manje teSkom boles¢u od teSke kongenitalne neutropenije, iako i ona nosi nezanemariv
rizik od teskih infekcija kad su vrijednosti broja neutrofila na najnizoj razini. Dijagnoza se

uglavnom postavlja tijekom ili nakon druge godine Zivota, a glavna klinicka manifestacija
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je postojanje rekurentnih afti (5). Pacijenti koji boluju od ciklicke neutropenije imaju
povecanu sklonost za razvoj infekcija uzrokovanih bakterijama iz roda Clostridium (15).
Ciklicka neutropenija ima nizi rizik za malignu transformaciju u MDS ili AML i maniji
morbiditet (61). Razumijevanje patofizioloSkog mehanizma regularnosti u oscilaciji broja
neutrofila joS uvijek predstavlja izazov. To je navelo i neke matematiCare da predloze svoj
model za njegovo objasnjenje. Prvi model napravljen u tu svrhu temelji se na pretpostavci
da se proizvodnja neutrofila odvija pod kontrolom stimulacijskih faktora dalekog dometa
(G-CSF) mehanizmom dugacke negativne povratne sprege. Druga vazna pretpostavka
za razumijevanje dinamike u proizvodnji neutrofila je postojanje signifikantnog kasnjenja
od trenutka dolaska kontrolnog signala do ciljnih stanica (nezrelih neutrofilnih prekursora)
do postizanja njegovog potpunog ucinka (poviSenje broja zrelih cirkuliraju¢ih neutrofila).
To je vrileme potrebno za diferencijaciju iz progenitorske stanice u zreli neutrofil (64,65).
Autor ovog modela, postavio je hipotezu da bi ometanja u ranom stadiju proizvodnje
neutrofila mogla biti uzrokom oscilacija u ABN-u. U skladu s tom hipotezom, oscilacija u
broju neutrofila dogada se ako uz osnovnu mutaciju gena, postoje i drugi genetski ili
ste€eni poremecaiji koji utje€u na rani stadij proliferacije mijeloidnih stanica (15). Primjena
G-CSF-a kod pacijenata s ciklickom neutropenijom najéeS¢e ne prekida oscilaciju, ali
poveéava ABN, skracuje trajanje perioda oscilacije na 14 dana i prevenira nastanak
teskih infekcija (66).
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Molekularna pozadina

Gen ELANE kodira za neutrofilnu elastazu (NE). Radi se o citotoksi¢noj serinskoj proteazi
sintetiziranoj pretezito u promijelocithnom stadiju. Otpusta se pri neutrofilnoj aktivaciji na
mjestu upale iz azurofilnih granula u kojima je primarno pohranjena u svojoj aktivnoj formi
(13). Neutrofilna elastaza sintetizira se u inaktivnoj proenzimskoj formi Cija aktivacija ovisi
o fuziji neutrofilnih granula s fagolizosomom (38). Nakon Sto je potpuno funkcionalan
enzim otpusten, ostvaruje svoju optimalnu ne-oksidacijsku antimikrobnu funkciju i regulira
imunoloSki sustav u neutralnoj okolini. Neutrofilna elastaza hidrolizira razliCite proteinske
supstrate ukljuujuéi receptore na povrsini stanica, koagulacijske proteine, faktore rasta,
unutarstani¢ne signalne molekule i proteine ekstracelularnog matriksa (13,38,67).
Otkriveno je viSe od 200 razlicitih ELANE mutacija nasumicno rasporedenih duz cijelih
egzona i introna 3 i 4 (13,62). lako je poznat doprinos i vaznost mutacije gena ELANE
kao najceSéeg uzroka teSke kongenitalne neutropenije, to€ni patofizioloski mehanizmi
nastanka neutropenije dugo su bili predmetom rasprave (38). Smatra se da su strukturni
poremecaji proteina neutrofilne elastaze zasluzniji od funkcionalnih u ometanju
granulopoeze (68). Jedan od potencijalnih mehanizama odgovornih za gubitak funkcije
neutrofila povezan je s odgovorom na nefunkcionalne proteine (engl. UPR-unfolded
protein response) odnosno s apoptozom uzrokovanom prolongiranom UPR aktivacijom.
Radi se o intracelularnom signalnom putu koji se aktivira kao odgovor endoplazmatskog
retikuluma (ER) na ER stres uzrokovan nakupljanjem pogresSno slozenih proteina
neutrofilne elastaze u njegovom lumenu. Slaganje proteina je dinamican i nesavrSen
proces koji se odvija u specijaliziranim uvjetima unutar endoplazmatskog retikuluma, a
ovisan je o mnostvu faktora. Svaka mutacija inicijalno aktivira UPR koji reprogramira
transkripciju kako bi poveéao kapacitet ER-a za degradaciju pogresno sloZenih proteina.
lako ovi adaptivni odgovori sluze kako bi zastitili stanicu od stresa unutar
endoplazmatskog retikuluma, pri uvjetima izrazenog stresa oni su nadvladani
(preplavljeni) pa dolazi do naruSavanja homeostaze. Nesrazmjer izmedu pogresSno
slozenih proteina i kapaciteta endoplazmatskog retikuluma dovodi do stanja koje
nazivamo ER stres i posljedi€no do ER stresom inducirane apoptoze (38,68—70). lako
prevladava hipoteza da stani¢ni stres uzrokovan pogresno slozenim proteinima

neutrofilne elastaze izaziva neutropeniju, postoji Sirok spektar ELANE mutacija koje ne
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izazivaju pogresno slaganje proteina neutrofilne elastaze. Stoga se moze pretpostaviti da
postoje i alternativni mehanizmi kojim mutacije gena ELANE mogu dovesti do
neutropenije. Navedena heterogenost u mutacijama mogla bi biti i potencijalno
objasnjenje varijabilnosti u odgovoru na lije€enje G-CSF-om kod razli€itih pacijenata kao
i razliCitog rizika za razvoj leukemije. Studija A. Olofsen i sur. iz 2021. godine pokazala je
da postoje poviSene razine promijelocitnog leukemi¢nog proteina u nuklearnim tjeleScima
(PML) u hematopoetskoj mati¢noj stanici pacijenata kod kojih ELANE mutacija izaziva
pogresno slaganje proteina neutrofilne elastaze. PML je marker za akutni oksidativni stres
buduci da se otpusta kao odgovor na poviSene razine reaktivnih kisikovih radikala (ROS),
a sudjeluje u procesu degradacije pogresno sloZenih proteina. Osim toga, djeluje i na
ekspresiju gena ELANE kao i na metaboliCki status hematopoetskih matic¢nih stanica koje
su mutanti za gen ELANE. |z toga se moze zakljuciti da ima ulogu u mehanizmu povratne
sprege pri razvoju bolesti. Delecijom PML-a kao i ispravljanjem mutacije ELANE vraca se
odgovor na G-CSF hematopoetskih mati¢nih stanica mutanata za ELANE gen. Ovaj
podatak mogao bi biti vazan za primjenu G-CSF-a u terapiji (71). Potpune delecije gena
ELANE nisu opisane kao jedan od patofizioloSkih mehanizama nastanka teskih
kongenitalnih neutropenija te se gubitak ELANE gena u kontekstu teSke kongenitalne
neutropenije smatra manje Stetnim od defekta gena koji vodi do promjene strukture
samog gena. Neke besmislene mutacije i one koje dovode do pomaka okvira Citanja
rezultiraju preranim zavrSetkom proteinskog lanca. Takve varijante ELANE mutacija
pronadene su samo kod pacijenata koji boluju od ciklicke neutropenije (38). Pojedine
ELANE mutacije kao Sto su p.C151Y ili p.G214R identificirane su kao uzrok tezih
fenotipova ove bolesti s obzirom na povecéan rizik leukomogeneze, teskih infekcija i

slabijeg odgovora na terapiju G-CSF-om (13).
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5.5.2. Regulacija apoptoze i stani¢nog ciklusa

HAX1 mutacije - Kostmannov sindrom

Kostmannov sindrom

Kostmannov sindrom nastaje kao posljedica mutacije gena HAX1 koja se nasljeduje
autosomno recesivno, osobito medu populacijama za koje je karakteristiCan
konsangvinitet (72). Tu je bolest opisao Rolf Kostmann 1956. godine nazivajuéi je
“novorodenackom agranulocitozom”. Karakterizirale su je 3 znacajke: teSka neutropenija
s brojem neutrofila manjim od 0,2 x 10° /L koja se pojavljivala tijekom prvih nekoliko
tiedana Zivota, maturacijski arest u promijelocitnom stadiju i smrt uzrokovana teskim
bakterijskim infekcijama (11 od 14 promatranih pacijenata umrlo je od infekcija tijekom
prve godine Zivota). U svojoj studiji Kostmann je opisao 14 djece koji su potjecali iz 9
razligitih obitelji, a Zivjeli su na geografski izoliranom dijelu Svedske (20). | danas je u
primjeni naziv Kostmannov sindrom za navedeni entitet, a ponekad se pogresno Koristi i
za teSke kongenitalne neutropenije uzrokovane mutacijom gena ELANE (5,20).
UcCestalost ovog entiteta nije toCno poznata, ali se smatra puno rijedim od neutropenija
uzrokovanih ELANE mutacijom. Glavna kliniCka znacCajka je teSka neutropenija s
monocitozom, reaktivnom eozinofilijom i velikom sklonoS¢u za bakterijske infekcije koje
se pojavljuju ve¢ u prvim tjednima Zivota (5). Mutacija HAX1 gena uzrokuje zastoj u
sazrijevanju neutrofila u stadiju promijelocita sli€no pacijentima s ELANE mutacijom.
Takoder, postoji priblizno isti rizik za MDS/AML transformaciju kao i kod pacijenata s
teSkom kongenitalnom neutropenijom uzrokovanom mutacijom gena ELANE (15).
Otkrivene su dvije HAX1 izoforme. Mutacije koje zahvacaju obje izoforme, osim teSkom
kongenitalnom neutropenijom ocituju se i neuroloskim simptomima koji ukljuCuju
epilepsiju i kasnjenje u neuroloSkom razvoju (73). Takoder, zamijecene su uCestale
abnormalnosti u razvoju reproduktivnog sustava kod Zena s kongenitalnom

neutropenijom uzrokovanom HAX1 mutacijom (74).
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Molekularna pozadina

HAX1 gen kodira za ubikvitarno eksprimiran protein HAX-1 lokaliziran unutar
mitohondrijske membrane, endoplazmatskog retikuluma i citoplazme. Osim raznolikih
lokalizacija na kojima se nalazi, HAX-1 protein sudjeluje i u raznim stani¢nim procesima
uklju€ujuci signalnu transdukciju, citoskeletnu kontrolu te djeluje kao antiapoptotski signal
(72). Mitohondriji su prepoznati kao kljucni regulatori apoptoze u neutrofilima (75). HAX-
1 protein igra kljuénu ulogu u o€uvanju potencijala unutarnje mitohondrijske membrane i
zastiti mijeloidne stanice od apoptoze. Neutrofili pacijenata s HAX-1 mutacijama pokazuju
vecu ucestalost spontanih apoptoza kao i apoptoza induciranih citokinom TNF-a (72).
Nedavno je otkriven CLBP, protein koji djeluje kao kritiéni partner HAX-1 proteina u
stanici. CLBP/HAX1 os regulira ravnotezu u sintezi mitohondrijskih proteina nuznih za
normalno funkcioniranje mitohondrija. Otkriveno je i da se dio pacijenata s CLBP
mutacijom manifestira mozdanom disfunkcijom i kongenitalnom neutropenijom (76).
Aktivacija G-CSFR vezanjem liganda inducira proliferaciju, prezivljenje i diferencijaciju
mijeloidnih stanica. Defekti nizvodno u signalnom putu nakon aktivacije receptora,
prekidaju mijeloidnu diferencijaciju i mogu voditi ili u leukemiénu transformaciju ili u
nastanak neutropenije (77). HAX-1 protein je konstitutivno povezan s HCLS1 proteinom
i nuzan je za njegovu interakciju s LEF-1 transkripcijskim faktorom. Stimulacija G-CSF-
om dovodi do fosforilacije HCLS1 proteina Sto mu omoguéava vezanje s LEF-1
transkripcijskim faktorom. Kod pacijenata s naslijedenim HAX1 mutacijama dolazi do
teSkih poremecaja u G-CSF-om stimuliranoj fosforilaciji HCLS1 proteina i posljedi¢no do
smanjene autoregulacije i ekspresije faktora LEF-1 te zastoja u mijeloidnoj diferencijaciji
(78).
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STK4 mutacija
STK4 je jo$ jedan gen uklju€en u regulaciju apoptoze, a mutiran ima ulogu u nastanku

nekih oblika kongenitalne neutropenije koji se nasljeduju autosomno recesivno. STK4
mozZze imati proapoptotski kao i antiapoptotski u€inak ovisno o uvjetima u kojima se nalazi.
U normalnim je uvjetima smjeSten u citoplazmi gdje u odgovoru na apoptotski signal
sudjeluje u procesu apoptoze. Osim toga, u interakciji s RASSF1A djeluje kao promotor
u RAS posredovanom apoptotskom signalnom putu. Ova njegova uloga objasnjava
srCane defekte uoCene kod pacijenata sa STK4 mutacijama. Naime, u sréanom misicu
nakon aktivacije s RASSF1A, osim §to promovira apoptozu sr€¢anih stanica, STK4 takoder

inhibira proliferaciju fibroblasta kontroliraju¢i na taj nacin sréanu remodelaciju (38).

TAFAZZIN gen mutacija: Barthov sindrom

Barthov sindrom

Barthov sindrom je rijetka bolest karakterizirana umjerenom do teSkom neutropenijom,
dilatativnom kardiomiopatijom, miopatijom i poremecajem rasta koja se nasljeduje X-
vezano recesivno (79). Etiologija nastanka Barthovog sindroma je mutacija koja uzrokuje
gubitak funkcije gena TAFAZZIN (TAZ gen) (80,81). Tezina neutropenije znacajno varira,
a kod mnogih se pacijenata pronalazi i monocitoza u krvi. Razina neutrofila u krvi moze,
ali vrlo rijetko, pokazivati i ciklicke oscilacije (15). Dijagnoza se obi¢no postavlja na
temelju pojave simptoma sr€anog zatajenja, iako se neki pacijenti prezentiraju i
simptomima akutne bakterijske infekcije pracene neutropenijom (55). Osobit problem
predstavljaju pneumonije i ostale respiratorne infekcije. Sréanom transplantacijom
ispravljaju se miokardijalne abnormalnosti, a lijje€enje G-CSF-om pokazalo se kao vrlo

ucinkovito u zbrinjavanju neutropenije (15).
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Molekularna pozadina

Proteinski produkt gena TAFAZZIN je protein mitohondrijske membrane cija je uloga
oCuvanije strukturalnog integriteta mitohondrija. Uklju€en je i u remodelaciju glavnog lipida
unutarnje mitohondrijske membrane kardiolipina. Pacijenti s Barthovim sindromom
pokazuju defekte u metabolizmu kardiolipina uz zna¢ajno smanjene razine istoga u krvi.
U studiji Makaryan i sur. (2012.) pokazano je da u mijeloidnim stanicama sa smanjenom
ekspresijom TAFAZZIN gena, dolazi do poremecaja u potencijalima mitohondrijske
membrane. To posljedicno dovodi do programirane staniCne smrti. U mutiranim
mijeloidnim progenitorskim stanicama sa smanjenom ekspresijom TAFAZZIN gena
uocCeno je abnormalno otpustanje citokroma c iz mitohondrija oStecene strukture. Taj
dogadaj prac¢en aktivacijom kaspaze 3, igra glavnu ulogu u ubrzanoj apoptozi humane
progenitorske mijeloidne stanice i nastanku neutropenije. Cinjenica da je ubrzana
apoptoza mijeloidnih progenitorskih stanica s nokautiranim TAFAZZIN genom (koriStenih
u ovoj studiji) pracena aktivacijom kaspaze 3, sugerira da bi specifi€ni inhibitori kaspaze
mogli biti korisni u blokiranju ubrzane apopotoze stanica. Uloga specificnih inhibitora
kaspaza (zVAD-fmk) u lijeCenju patoloskih stanja vezanih uz poveéanu aktivnost
kaspaza, trenutno se dokazuje u nekim klinickim istrazivanjima. Postoji mogucnost da to

uskoro postane i novi lijek za lijecenje neutropenija u sklopu Barthovog sindroma (81).
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5.5.3. Regulatori neutrofilnog otpustanja iz koStane srzi

CXCR4 i CXCR2 mutacije - WHIM sindrom

WHIM sindrom

WHIM sindrom je autosomno dominantna kombinirana imunodeficijencija uzrokovana
heterozigothom mutacijom u genu koji kodira za CXCR4. Navedene mutacije dovode do
defekta u strukturi receptora koji pokazuje oStecenu internalizaciju i pojacanu signalizaciju
Sto rezultira abnormalnom retencijom neutrofila u kostanoj srzi (mijelokateksija) i
posljedi¢no kroni€nom neutropenijom. Stoga pacijenti s WHIM sindromom imaju snizen
broj neutrofila u perifernoj krvi unato€ normalnom broju zrelih neutrofila u koStanoj srzi
(82). Radi se o nekoliko poremecaija Ciji su engleski nazivi obuhvaceni akronimom WHIM:

bradavice (engl. warts), hipogamaglobulinemija, infekcije i mijelokateksija (83,84).

WHIM sindrom 2 je naziv koji se ponekad koristi za bolest uzrokovanu homozigotnim
mutacijama gena koji kodira CXCR2. lako to¢an mehanizam nastanka kongenitalne
neutropenije u ovom entitetu nije u potpunosti razjasnjen, znamo da je on razli€it od onog
kod WHIM sindroma. Po dosad prikupljenim podatcima, €ini se da specificne mutacije u
N-terminalnoj domeni utjeCu na kemotaksijski odgovor neutrofila predvoden CXCL8
kemokinom. Smatra se da bi potencijalan primarni problem moglo biti ostecenje
neutrofiine homeostaze, buduc¢i da se mijelokateksija ili poremeéen kemotaksijski

odgovor ne moraju javiti kod svih oboljelih (38,85).

Molekularna pozadina

KoStana srz osim kao mjesto proizvodnje krvnih stanica sluzi i kao skladiSte gdje se
pohranjuju zrele neutrofilne rezerve tijekom 4-6 dana. To omoguc¢ava neutrofilima da se
u odgovoru na ozljedu ili infekciju brzo mobiliziraju i da im se razina u krvi znatno povisi
u manje od sat vremena. U tom procesu sudjeluju brojni regulatori od kojih su najvazniji
receptori CXCR4 i CXCR2 koji imaju suprotan i antagonisticki ucinak (82). Aktivacija

CXCR2 potaknuta kemokinima iz porodice CXCL8 promovira otpustanje neutrofila iz
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kostane srzi (38). Pod uvjetima homeostaze, neutrofili ostaju u kostanoj srzi zahvaljujuci
konstitutivnoj proizvodnji CXCL12 od stromalnih stanica i neutrofilnoj ekspresiji CXCR4.
Smatra se da dolazi do efekta smanjenja broja CXCR4 na povrSini neutrofila u kostanoj
srzi (engl. down-regulation) kao posljedica njegove konstantne aktivacije pri izloZzenosti
visokim razinama CXCL12 proizvedenima lokalno. To sluzi kao retencijski signal.
Suprotno tome, pri snizenju razine CXCL12 ubrzo dolazi do obrnutog procesa i poveéanja
broja CXCR4 na povrsini neutrofila (engl. up-regulation) (82). Vazno je poznavanje ovog
mehanizma radi lakSeg razumijevanja podloge nastanka neutropenije u sklopu WHIM

sindroma.

5.5.4. Transporteri

Bududi da je prijenos molekula nuzan za normalno funkcioniranje svih stanica, mutacije
u genima koji kodiraju za transportere, jo§ su jedan od mehanizama nastanka
kongenitalnih neutropenija. U ovoj skupini mutacija koje uzrokuju teSke kongenitalne
neutropenije, posebno su znacajne mutacija gena SLC37A4 koji kodira za transporter
glukoza-6-fosfata, gena TCN2 za transporter vitamina B12 i gena TCIRG1 ¢iji produkt
djeluje kao dio protonskog kanala V-ATPaze (38).

Mutacije gena SLC37A4 - Glikogenoza tip 1b

Glikogenoza tip 1b

Kongenitalna neutropenija vezana uz mutaciju gena SLC37A4 javlja se u sklopu
autosomno recesivne bolesti pohrane glikogena - glikogenoze tip 1b (86-88). Simptomi
imunoloSkih poremecaja koji ukljuCuju neutropeniju i mijeloidnu disfunkciju kao i upalne
bolesti crijeva specifi¢ni su za glikogenozu tip 1b, dok su ostali simptomi koji se pojavljuju
i u tipu 1a: hipoglikemija, pretjerano nakupljanje glikogena u jetri, poremecaji rasta,
hiperlipidemija i laktacidemija (87,89,90). LijeCenje G-CSF-om ispravlja neutropeniju, a
obi¢no popravlja i simptome upalne bolesti crijeva (91). Ipak, Cesto pacijenti s
glikogenozom tip 1b imaju splenomegaliju koja moze dodatno rasti pod utjecajem G-CSF.
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Stoga je vazno primjenjivati najnize doze G-CSF-a koje ¢e odrzavati vrijednost neutrofila
na oko 1,0 x 10°/L. Transplantacija jetre ispravlja ovaj poremeca;j, ali ne moZe ispraviti

kroni€nu neutropeniju koja se javlja ubrzo nakon rodenja (15).

Molekularna pozadina

Gen SLC37A4 kodira za transportere glukoza-6-fosfata (G6PT) (92,93). Glukoza-6-fosfat
transporter je lokaliziran na membrani endoplazmatskog retikuluma, a zada¢a mu je da
olakSava translokaciju glukoza-6-fosfata u lumen endoplazmatskog retikuluma gdje
hidrolizom nastaju glukoza i fosfat (89,94,95). Hidrolizu obavlja kataliticka podjedinica
enzima glukoza-6-fosfataze. Postoje 2 enzimski aktivhe forme glukoza-6-fosfataze:
G6Paza a primarno eksprimirana u organima u kojima se odvija glukoneogeneza te
ubikvitarno izrazena G6Paza B (96). Mutacija G6Paze [3 rezultira teSkom kongenitalnom
neutropenijom. Za neutrofile kao stanice u kojima se ne odvija glukoneogeneza,
kompleks G6PT/G6Paza [ igra vaznu ulogu pri povecanju potreba za glukozom. To
objaSnjava zasto se pacijenti koji boluju od glikogenoze tip 1b kao i od nedostatka
G6Paze [ manifestiraju neutropenijom kad su izloZzeni poveéanom stresu u
endoplazmatskom retikulumu, oksidativnom stresu i apoptozi. Osim toga, uobi¢ajeno za
ove bolesti je i postojanje neutrofilne disfunkcije karakterizirane poremecajima
respiratornog praska i kemotaksije (89). Neke studije su pregledom koStane srzi ovih

pacijenata zabiljezile zastoj u sazrijevanju neutrofila (97,98).
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5.6. LijeCenje

Pacijenti s kongenitalnom neutropenijom zahtijevaju dvije osnovne metode lijeCenja:
lijeCenje antibioticima u svrhu borbe protiv infekcija i primjenu lijekova koji ¢e poticati
proizvodnju neutrofila. U nekim slu€ajevima neophodna je transplantacija kostane srzi
(38).

5.6.1. G-CSF

G-CSF je ljudski citokin koji stimulira rast i diferencijaciju mijeloidnih progenitora te potice
njihovo sazrijevanje do stadija neutrofila (99). G-CSF je terapija prvog izbora za lije€enje
pacijenata s ciklickom neutropenijom i s razliCitim tipovima teSke kongenitalne
neutropenije (13). Uvodenje G-CSF-a u klinicku primjenu znatno je povecalo stope
prezivlienja oboljelih od teSke kongenitalne neutropenije, smanijilo u€estalost i tezinu
infekcija te znatno poboljSalo kvalitetu Zivota oboljelih (100). U upotrebi postoje 3 forme
G-CSF-a (101). Filgrastim oznacCava bakterijski sintetiziranu rekombinantnu formu G-
CSF-a. Nakon izoliranja i molekularnog kloniranja 1986. godine, prvo odobrenje za
klinicku upotrebu dobiva 1991. godine u svrhu ublaZavanja neutropenije pacijenata na
kemoterapiji zbog primarne maligne bolesti. Buduéi da se njegova primjena pokazala
ucinkovitom u smanjenju broja infekcija i hospitalizacija pacijenata s malignom boles¢u,
ubrzo je odobren u sve vise zemalja za lijeCenje razli€itih stanja medu kojima su i teSke
kronicne neutropenije. Lenograstim je glikozilirana forma rekombinantnog G-CSF-a
odobrena 1993. godine u Europi, sli¢nih bioloskih svojstava kao filgrastim (100).
Pegfilgrastim predstavlja formu filgrastima vezanu za polietilen glikol (102). Buduéi da
ima dug poluzivot i omogucava znacajno riedu primjenu injekcija, ova pegilirana forma
filgrastima mogla bi pobolj$ati suradljivost pacijenata u primjeni terapije. Nedavno se
poCeo Koristiti u svrhu skracenja trajanja neutropenije kod pacijenata sa solidnim
tumorima i za mobilizaciju mati¢nih stanica u svrhu autotransplantacije. Podatci o
ucinkovitosti njegove primjene u neutropenijama koje nisu povezane s malignitetom su
oskudni. Potrebne su studije s dugotrajnim praéenjem kako bi se uodcili kasni ucinci

pedfilgrastima i njegov potencijalan utjecaj na leukemogenezu. Primjena pedfilgrastima u
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situacijama u kojima pacijent ne tolerira standardnu terapiju G-CSF-om ili ona nije

uCinkovita, djeluje obecavajuce (103).

Postoje dva obrasca primjene G-CSF-a kod neutropeniénih pacijenata: po potrebi ili

dugoro€no. Dugoroéna primjena G-CSF-a oznaCava njegovu primjenu tijekom duljeg

perioda (ponekad i dozivotno) neovisno o postojanju aktivne infekcije. Moze se
primjenjivati svaki dan ili intermitentno, ovisno o potrebama i odgovoru pacijenta.
Dugoro¢na primjena G-CSF-a je potrebna za pacijente s teSkom kongenitalnom
neutropenijom, ciklickom neutropenijom i kod nekih tipova kongenitalne neutropenije
povezanih s drugim patoloskim stanjima kao Sto je glikogenoza tip 1b. Kontinuirana
primjena G-CSF-a moze se razmotriti i kod pacijenata s idiopatskom ili autoimunom
neutropenijom u kojoj rekurentne infekcije znatno naruSavaju kvalitetu Zivota tog pacijenta

ili se radi o teskim infekcijama (101). Primjena G-CSF-a po potrebi odnosi se na terapiju

G-CSF-om ograniena trajanja. Indicirana je kod autoimune i idiopatske neutropenije u
slu€ajevima prolongirane vrucice (temperature >38 °C koja traje duze od 3 dana) ili u
posebnim situacijama kao Sto je profilaksa prije operacije (23). Kod neutropeni¢nog
pacijenta Cije se stanje brzo pogor8ava, ima po Zivot opasnu infekciju ili se nalazi u stanju
septickog Soka, preporucljivo je primjenu G-CSF-a zapoceti prvi dan vrudice i prekinuti
nakon zavrSetka infekcije, neovisno o broju neutrofila u perifernoj krvi (23,101). Primjena
G-CSF-a ima snazan utjecaj na povecanje broja neutrofila, ali se unato¢ njegovoj primjeni
cjelokupna funkcija neutrofila ne moze vratiti u potpunosti (13). Ipak, G-CSF pokazuje
brojne ucinke na poboljSanje funkcije neutrofila. Stimulira metabolicke procese vezane uz

fagocitozu, a potice i proizvodnju brojnih neutrofilnih antibakterijskih proteina (13,104)
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Primjena G-CSF-a u razli¢itim klini€kim entitetima

Primjena G-CSF-a je najucinkovitija u svrhu preventivnog lijeCenja. Medutim, pacijenti s
teSkom kongenitalnom neutropenijom koji se prezentiraju infekcijom trebali bi Sto prije
poceti primati terapiju kombinacijom antibiotika i G-CSF-a (13). Neovisno u kojem tipu
neutropenije se primjenjuje, glavni cilj terapije G-CSF-om je postizanje dobre kontrole
infekcija. To se uglavnom postiZe pri vrijednostima ABN-a izmedu 1,0 x 10°/L i 5,0 x 10°
/L (101). Doza i uCestalost davanja G-CSF-a zapoc€inje se i prilagodava ovisno o tipu
neutropenije. Optimalno bi bilo zapoceti terapiju minimalnom efektivnom dozom G-CSF-
a kojom c¢e se postici ciljana kontrola infekcija, ali izbjeci pretjerana stimulacija mati¢ne
stanice i veCe nuspojave (41,101). U vecini sluajeva, terapija se zapoc€inje subkutanom
dnevnom primjenom niske (1-3 ug/kg na dan) ili umjerene (5 ug/kg na dan) doze G-CSF-
a, a po potrebi se doza postupno povisuje dok pacijent ne dostigne i odrzava vrijednost
ABN-a vecu od 1,0 x 10°/L. To je razina neutrofila dovoljna za ublazavanje simptoma
(13).

Teska kongenitalna neutropenija

Pacijenti s teSkom kongenitalnom neutropenijom zahtijevaju Sto prije transplantaciju
maticnih krvotvornih stanica. Ako je to neizvedivo daje se G-CSF. Standardna doza G-
CSF-a za postizanje terapijskih ciljnih vrijednosti ABN-a (izmedu 1,0 x 10°/L i 5,0 x 10°
/L) iznosi 5 ug/kg/dan, ali se ona moze modificirati ovisno o odgovoru pojedinca. Ukoliko
se unutar 7 dana ne postigne vrijednost neutrofila veéa od 1,0 x 10° /L, potrebno je
postupno povecavati dozu za 2,5 yg/kg/dan svakih 5 do 7 dana (101). Pacijenti koji s
terapijskom dozom viSom od 10 i 20 pg/kg/dan ne postizu vrijednosti ABN-a od 1,5 x 10°
/L <, smatraju se pacijentima koji ne odgovaraju ili slabo odgovaraju na terapiju G-CSF-
om (23). Studija talijanskog registra neutropenija (engl. ltalian Registry of Neutropenia)
predlaze pedfilgrastim kao potencijalnu alternativhu terapijsku opciju za ove pacijente
buduci da se pokazalo da podize vrijednosti ABN-a i smanjuje u€estalost pojave infekcija,

s prihvatljivim nuspojavama (103).
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Ciklicka neutropenija

U ciklickoj neutropeniji, G-CSF smanjuje ucCestalost teskih infekcija, skracuje period
trajanja i smanjuje tezinu neutropenije (66). Pacijenti s ciklickom neutropenijom uglavhom
zahtijevaju nize doze G-CSF-a od onih s teSkom kongenitalnom neutropenijom. Inicijalna
doza od 1-3 pg/kg/dan trebala bi odrzavati vrijednosti ABN oko 1,5 x 10°/L (101). Postoje
razliCite preporuke za uCestalost i doze primjene G-CSF-a u ciklickoj neutropeniji. Neki
autori preporucuju intermitentan raspored davanja doze od 7 pg/kg/dan tijekom 3 dana u
tiednu ili 5 uyg/kg/dan u trajanju od jednog tjedna, svaka 3 tjedna uz pretpostavku
pravilnosti neutropenic¢nih faza (101,105). Uglavnom se ucestalost i raspored primjene G-
CSF-a prilagodava tipu ciklusa i pojavi infekcija. Injekcija se moZe davati jednom dnevno,
svaki drugi dan ili samo u neutropenicnoj fazi ciklusa. Ukoliko se s inicijalnim dozama od
2 ug/kg/dan ne postigne ciljna vrijednost neutrofila (izmedu 1,0 x 10°/L i 5,0 x 10%/L),
preporuca se nakon iduce neutropeni¢ne faze povisivati dozu za 2 ug/dan/kg svaka 2-4

neutropeni¢na perioda (101).

5.6.2. Transplantacija hematopoetskih mati¢nih stanica (HSCT) kod pacijenata s teSkim
kongenitalnim neutropenijama

Alogena transplantacija hematopoetskih mati¢nih stanica predstavlja jedino kurativno
rieSenje za dvije skupine pacijenata: pacijente rezistentne na G-CSF i one kod kojih je
doSlo do maligne transformacije u akutnu leukemiju ili mijelodisplasti¢ni sindrom. Sama
procedura nosi odredeni rizik od smrtnosti vezane uz terapijski postupak te je potrebno
precizno odvagnuti prednosti u odnosu na rizike ovog postupka (106). Kod pacijenata
rezistentnih na terapiju G-CSF-om nakon uspjesne transplantacije dolazi do stabilizacije
u apsolutnom broju neutrofila u perifernoj krvi. Takvi pacijenti viSe ne zahtijevaju terapiju
G-CSF-om. Pacijenti koji razviju AML ili MDS imaju jako niske Sanse za prezivljenje ako
se ne ucini transplantacija hematopoetskih mati¢nih stanica (13). Velika studija o
transplantaciji mati¢nih stanica kod pacijenata s teSkom kongenitalnom neutropenijom
provedena na EBMT (engl. European Bone Marrow Transplantation) kohorti (107),
procijenila je stopu smrtnosti vezanu uz transplantaciju na priblizno 17 %. To bi govorilo

u prilog tvrdnji da HSCT nije metoda prikladna za pacijente koji mogu biti zbrinuti niskim

43



ili standardnim dozama G-CSF-a. U ovoj studiji, bolji ishod pokazali su pacijenti mladi od
10 godina lijeCeni prije 2000. godine, koji su kostanu srz primili od podudarnih donora
medu brac¢om i sestrama i drugih srodnih donora. Takoder se koStana srz pokazala boljim
izvorom stanica od periferne krvi i krvi iz pupkovine (107). Smrtnost vezana uz
transplantaciju hematopoetskih mati¢nih stanica pripisuje se stanjima kao Sto su akutna
ili kroni€na reakcija transplantata protiv primatelja (GvHD), bakterijske ili virusne infekcije
te povecani rizik za razvoj sekundarnog maligniteta kao posljedica kemoterapije i
radioterapije (13). Zaklju¢no, HSCT se apsolutno preporu¢a kod pacijenata u kojih je
doslo do transformacije u mijelodisplasti¢ni sindrom ili akutnu leukemiju te kod pacijenata
koji se prezentiraju displastiénim znacajkama nositelja kariotipskih abnormalnosti visokog
rizika (monosomija 7 i trisomija 8). U skupinu pacijenata kojima se preporu¢a HSCT
spadaju oni koji boluju od tipova kongenitalnih neutropenija uzrokovanih mutacijama koje
ujedno nose i visok intrinzicni rizik za leukemicnu progresiju (npr. GATA2 mutacija) kao i
oni s kombinacijom steCenih somatskih mutacija RUNX1 i CSF3R s prepoznatim rizikom
za malignu transformaciju. U svim ostalim slu€ajevima potrebno je detaljno razmotriti sve
prednosti i mane ovog terapijskog postupka. Treba uzeti u obzir Cinjenicu da ce
zbrinjavanje pacijenta s teSkom kongenitalnom neutropenijom uvelike ovisiti i o iskustvu
pojedinih centara te dostupnosti same metode transplantacije koStane srzi (23).
Transplantaciju hematopoetskih maticnih stanica treba svakako razmotriti i kod
pacijenata rezistentnih na terapiju G-CSF-om ¢ak i u odsustvu infekcije i maligne
transformacije u MDS ili AML. Rezistentnost na terapiju G-CSF-om se definira kao
izostanak normalizacije u broju neutrofila unato¢ primjeni G-CSF-a u dozi > 20 pg/kg
dnevno, tijekom perioda duzeg od jednog mjeseca (106,108,109). Takoder, Cini se da bi
HSCT mogla biti prikladna i za neutropeniCne pacijente kroni€no ovisne o visokim
dozama G-CSF-a (najmanje 10 ug/kg dnevno u trajanju minimalno 3 mjeseca godisnje)
s obzirom na jo§ nedokazan, povecan rizik od maligne transformacije pri vecoj izloZenosti
G-CSF-u (106,110).
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5.6.3. Ostale terapijske opcije

Pacijenti s WHIM sindromom uzrokovanim mutacijom CXCR4 gena ne pokazuju uvijek
dobar odgovor na terapiju G-CSF-om. Potencijalna alternativna terapijska opcija kod tih
pacijenata su lijekovi koji djeluju kao CXCR4 inhibitori. Kod pacijenata lije¢enih lijekom
plerixafor uoeno je ublaZzavanje leukopenije, anemije, trombocitopenije i mijelofibroze.
Nadalje, zabiljezeno je smanjenje ucestalosti infekcija te pojavnosti bradavica,
stabilizacija planocelularnog orofaringealnog karcinoma vezanog uz HPV i znacajno
poboljSanje kvalitete Zivota (111). Potencijalna alternativna terapijska opcija za lijeCenje
kongenitalnih neutropenija uzrokovanih mutaciama gena ELANE je ex vivo
CRISPR/Cas9 metoda nokautiranja ELANE gena pacijentovih hematopoetskih mati¢nih
i progenitorskih stanica pracena autolognom transplantacijom kostane srzi. Studija koja
ju predlaze, temelji se na Cinjenici da je tzv. maturacijski arest odnosno nemogucnost
progenitorskih stanica da formiraju zrele neutrofile, konzistentna znacCajka svih
kongenitalnih neutropenija uzrokovanih ELANE mutacijom. Stoga, postoji pretpostavka
da bi se ispravljanjem “maturacijskog aresta” CRISPR/Cas9-posredovanom metodom
nokauta ELANE gena, mogle lijeciti i neutropenije uzrokovane mutacijom gena ELANE
(112). U posljednjih nekoliko godina objavljene su studije koje pokazuju ucinkovitost
SGLT2 inhibitora u lije€enju kongenitalne neutropenije koja se javlja u sklopu glikogenoze
tip 1b uzrokovane mutacijom SLC37A4 gena kao i teSke kongenitalne neutropenije
uzrokovane nedostatkom G6PC3. Radi se o lijekovima primarno namijenjenim lijecenju
dijabetesa tip 2 Ciji je mehanizam djelovanja inhibicija bubreznog natrij-glukoznog
kotransportera (113,114). Nedavno je otkriveno da je nastanak neutropenije u navedenim
entitetima uzrokovan nakupljanjem 1,5-anhidroglucitol-6-fosfata (1,5AG6P) u
neutrofilima. Reapsorpcija ovog spoja odvija se u bubreznim tubulima preko natrij ovisnog
transportera iz SGLT-2 porodice. Primjena empagliflozina (SGLT-2 inhibitor) pokazala je
snizenje razine 1,5-anhidroglucitol-6-fosfata (1,5AG6P) u neutrofilima kao i sniZzenje
razine 1,5-anhidroglucitola (1,5AG) u plazmi pacijenata s glikogenozom tip 1b s
nepotpunim odgovorom na terapiju G-CSF-om. Kilini¢ka je primjena empagliflozina
rezultirala smanjenjem ucestalosti infekcija i poboljSanjem mukoznih lezija i simptoma
upalnih bolesti crijeva, a nije uoCena ni pojava simptomatske hipoglikemije. Dokazana su

i poboljSanja u neutrofilnoj funkciji (113).
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5.6.4. Zbrinjavanje akutnih infekcija

U slu€aju prve infektivne manifestacije pacijenata s joS uvijek nespecificiranim tipom
neutropenije, primjenjuje se antibiotik Sirokog spektra (neovisno o broju neutrofila) i G-
CSF. Empirijsko antibiotsko lije€enje potrebno je zamijeniti ciljanim nakon identifikacije
uzroCnika (23). Za pacijente s umjerenom neutropenijom kompliciranom povrsinskim ili
infekcijama koje zahvacaju uho, grlo ili nos s blago poviSenim upalnim parametrima,
dovoljna je oralna primjena antibiotika. Pacijenti s teSkom neutropenijom i sepsom
zahtijevaju hitnu hospitalizaciju. Pri hospitalizaciji vazno je uzeti uzorke za bakteriolosSku
analizu, uCiniti RTG pluca i $to prije zapocCeti parenteralnu primjenu antibiotika. Ako nema
poboljSanja unutar 48 h na datu empirijsku antibiotsku terapiju, potrebno je dodati i
antifungalnu terapiju (5). U slucajevima u kojima je vrucica pracena bolom u abdomenu
kao Sto se Cesto moze vidjeti kod ciklicke neutropenije, vazno je dodati i antibiotik
ucinkovit u borbi protiv anaerobnih uzro¢nika (11). Ako je stanje djeteta zabrinjavaju¢e od
poCetka, potrebno je zapoceti terapiju G-CSF-om u standardnoj dozi od 5 pg/kg/dan ili

onoj dozi na koju je pacijent prije reagirao (5).
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5.6.5. Prevencija infekcija i antimikrobna profilaksa

Najucinkovitije metode u prevenciji infekcija su pranje ruku i primjena osnovnih higijenskih
mjera. lako velik broj obitelji nastoji sterilizirati zivotne prostore kako bi prevenirali razvoj
infekcija kod neutropeni¢ne djece, vecina metoda je neucinkovita buduéi da je glavni izvor
infekcija kod ove djece njihova vlastita kozZa i crijevna flora. Virusi mogu ostetiti mukoznu
barijeru i omoguciti lakSi ulaz bakterija i posljedicno razvoj sekundarnih bakterijskih
infekcija. Stoga je preporudljivo izbjegavati guzve i bliski kontakt sa zarazenim
pojedincima iako sama neutropenija ne utjeCe na sposobnost obrane od virusnih
uzroCnika. Kako bi se smanjila mogucnost infekcije gljivi€nim uzro€nikom, preporudljivo
je izbjegavati mjesta koja mogu biti njihov potencijalan izvor (gradilista, odlagalista pticjih
i zivotinjskih ostataka) (11). Podatci o u€inkovitosti antibiotske profilakse kod pacijenata
s kongenitalnim neutropenijama nisu dostupni, a primjena iste temelji se na standardima
i praksi ustanove u kojoj se zbrinjavaju. Glavno nacelo je da potencijalne prednosti
antibiotske profilakse moraju nadilaziti rizik od generiranja bakterija rezistentnih na
antibiotike (23). Idealna antimikrobna profilaksa trebala bi biti u€inkovita protiv najéescinh
patogena koji uzrokuju infekcije kod pojedinca, dobro tolerirana i ne bi trebala uzrokovati
selekciju sojeva rezistentnih na antibiotike. Neki radovi preporuCuju oralnu primjenu

kombinacije sulfametoksazol/trimetoprim u dozi od 50 mg/kg dnevno za ovu indikaciju

(5).
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5.7. Transformacija u MDS/AML

Sindrome zatajenje koStane srzi koji su definirani postojanjem deficijencije jedne ili vise
hematopoetskih loza, karakterizira povecan rizik za razvoj akutne mijeloi¢ne leukemije
(AML) ili mijelodisplasticnog sindroma (MDS) (115). S obzirom na nezanemariv udio
pacijenata koji razviju leukemiju, teSke kongenitalne neutropenije trebale bi se smatrati
preleukemijskih stanjem (13). Nakon uvodenja G-CSF-a kao standarda terapije teskih
kongenitalnih neutropenija, glavni uzrok mortaliteta postao je razvoj MDS/AML (115).
Stopa pojavnosti hematoloskih maligniteta kod pacijenata s kongenitalnom
neutropenijom neovisno o geneti¢kom podtipu procjenjuje se na 10-60 %. To je znatno
vise u odnosu na opcéu populaciju u kojoj se pojavljuje kod 1 na 10 000 osoba (26).
Francuski registar neutropenija (engl. The French Neutropenia Registry) objavio je
kumulativnu incidenciju od 10.8 % za MDS/AML kod pacijenata s teSkom kongenitalnom
neutropenijom u dobi od 20 godina (110). Druga prospektivna studija koja je ukljucivala
374 pacijenta iz Internacionalnog registra za teSke kroni¢ne neutropenije (engl. Severe
Chronic Neutropenia International Registry) na dugotrajnoj terapiji G-CSF-om pokazala
je kumulativni rizik za razvoj MDS/AML od 22 % nakon 15 godina primjene G-CSF-a (41).
Stopa leukemi€ne transformacije uvelike ovisi o genetskom uzroku kongenitalne
neutropenije. Procjenjuje se na 60 % u pacijenata s kongenitalnom neutropenijom
uzrokovanom GATA2 mutacijama, 30 % kod pacijenata sa Shwachman-Diamond
sindromom i 15 % kod pacijenata s ELANE mutacijama. Maligna transformacija je
zabiljezena i kod pacijenata s kongenitalnim neutropenijama uzrokovanim mutacijama u
genima WAS, HAX1, G6PC3 i SLC37A4, a do sad nije zabiljezena kod pacijenata s
mutacijama u genima VPS13B i CXCR4 (26). Unato¢ mutaciji u genu ELANE, pacijenti s
ciklickom neutropenijom ne pokazuju povecan rizik za malignu transformaciju (116), ali
postoje zabiljeZeni pojedinaéni slu€ajevi pojave leukemiéne progresije i kod pacijenata s
ciklickom neutropenijom (117). Pacijenti sa Shwachman-Diamond sindromom imaju
povecan rizik za klonalnu hematopoezu od rane dobi zbog stjecanja mutacija u genima
TP53 i EIF6. Razvoj leukemije povezan je uz steCene bialelicne mutacije TP53 lokusa
zbog delecije, gubitka heterozigotnosti ili toCkaste mutacije (118). Pacijenti s

kongenitalnom neutropenijom uzrokovanom mutacijama zametne linije u GATA2 genu
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pokazuju u€estalu pojavnost maligne transformacije (119). Kod ovih pacijenata, studije
su pokazale i prisustvo nekih drugih somatskih mutacija kao sto su STAG2, ASXL1 i
DNMT3A koje dodatno utjeCu na smanjenje prezivljenja i povecavaju rizik od progresije
bolesti (120). Uvodenje metoda sekvenciranja sljede¢e generacije, znacajno je
unaprijedilo naSe spoznaje i saznanja o genomskim defektima povezanim s leukemi¢nom
progresijom kod pacijenata s teSkom kongenitalnom neutropenijom (121). MDS/AML koji
se razvijaju u sklopu kongenitalnih neutropenija, imaju razliCita molekularna obiljezja u
odnosu na de novo nastali MDS/AML (115,122). Sekundarni MDS/AML kod pacijenata s
teSkom kongenitalnom neutropenijom cesto je povezan sa steCenim klonalnim
citogenetickim promjenama koje ukljuCuju monosomiju kromosoma 7 i abnormalnosti
kromosoma 21 (123). U studiji koja je provela ciljano sekvenciranje gena velike kohorte
pacijenata s MDS/AML u sklopu TKN, zabiljezena je mutacija gena CSF3R koji kodira za
G-CSF receptor u 90 % sluCajeva. Takoder, 63 % pacijenata je imalo mutaciju u genu
RUNX1 (27). Monosomija kromosoma 7, CSF3R mutacija i RUNX1 mutacija nisu
uobiCajene u de novo nastalim MDS/AML (122,124).

5.7.1. CSF3R mutacija

Kod vedine pacijenata s teSkom kongenitalnom neutropenijom i pojavom leukemicne
progresije, uoCava se pojava hematopoetskih klonova sa somatskom mutacijom u genu
CSF3R. Period od pojave prvih detektabilnih klonova s CSF3R mutacijom do pojave prvih
znakova maligne transformacije je poprili€no varijabilan. Kod nekih pacijenata klonovi
perzistiraju mjesecima ili godinama prije pojave maligne transformacije. Stoga se moze
pretpostaviti da su za malignu transformaciju potrebni dodatni popratni dogadaiji
(124,125). Mutacije CSF3R gena su steCene u stadiju multipotentne progenitorske
stanice. Vec¢ina mutacija CSF3R su besmislene mutacije koje uzrokuju skracenje
citoplazmatske domene G-CSF receptora u kojoj se nalazi regija bitna za indukciju
sazrijevanja i inhibiciju rasta. Takvi mutirani receptori pokazuju pojac¢an proliferativni
odgovor na stimulaciju G-CSF-om zbog poremecéene internalizacije receptora.
Posljedi¢no dolazi do hiperproliferaciju uz nedostatak diferencijacije mijeloidnih stanica

(38,126,127). Do klonalne hematopoeze dolazi zbog klonalnog Sirenja onih stanica koje
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su stekle odredene mutacije koje im daju prednost u odnosu na ostale stanice (115,128).
CSF3R mutanti pokazuju produzeno poluvrijeme zivota na citoplazmatskoj membrani te
djeluju dominantno u odnosu na divlje tipove (129), a pojacani proliferativni odgovor
djeluje na klonalnu ekspanziju hematopoetskih mati¢nih stanica s ovom mutacijom (130).
Nakon otkrivanja mijeloidnih hematopoetskih klonova sa steCenom CSF3R somatskom
mutacijom, postavilo se krucijalno pitanje o ucinku terapije G-CSF-om u proliferaciji ovih
klonova (13). Podatci iz dugogodisnjih studija u kojima su se pratili pacijenti s detektiranim
CSF3R mutacijama na terapiji G-CSF-om, pokazuju da udio CSF3R mutiranih klonova
nije rastao (27,124). lako ocito nije dovoljna za indukciju MDS/AML, postoje snazni dokazi
da mutacija CSF3R pridonosi razvoju leukemogeneze. Transformacija u MDS/AML
zahtijeva stjecanje dodatnih somatskih mutacija koje kod pacijenata s teSkom
kongenitalnom neutropenijom uglavnom ukljuCuju mutaciju RUNX1 i alteracije u

kromosomu 7 (27).

5.7.2. RUNX1 mutacija

Somatske mutacije RUNX1 gena pronadene su u priblizno 10 % pacijenata s de novo
nastalom AML, ali su ipak mnogo ¢eS8¢e u sekundarnim formama MDS/AML (121).
Mutacije gena RUNX1 do sad su najceS¢e pronadene somatske sekundarne mutacije
kod bolesnika s MDS/AML u sklopu TKN i ponajprije se pojavljuju u CSF3R mutiranim
klonovima. Ovaj obrazac je uo€en kod pacijenata s teSkom kongenitalnom neutropenijom
uzroCno povezanom s mutacijama u genima ELANE, HAX1, SLC37A4, GF1 i WAS.
Analize u stadijima prije razvoja leukemije, pokazale su da se RUNX1 mutacije pojavljuju
kao kasni dogadaji u leukemicnoj transformaciji teSkih kongenitalnih neutropenija.
Sekvencijska pojava CSF3R i RUNX1 mutiranih klonova, opisana je kao primjer
jedinstvenog “kooperativnog modela® leukemogeneze u pacienata s teSkom
kongenitalnom neutropenijom (27). Ove forme sekundarnih MDS/AML karakterizira
nepovoljna prognoza zbog refrakternosti na terapiju. lako je neupitna uloga somatskih
RUNX1 mutacija u sekundarnim formama MDS/AML, nacdin na koji one pridonose
patogenezi ovih stanja jo$ je uvijek poprili€no nejasan (121). Provedena je studija na

miSevima i modelima induciranih mati¢nih stanica (iPCS) u svrhu boljeg objasnjenja uloge
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kombinacije RUNX1 mutacije i CSF3R mutacije u leukemicnoj progresiji. U njoj je
pokazano da RUNX1 mutacije imaju ulogu u aktivaciji proliferativnih signalnih puteva s
malim utjecajem na diferencijaciju. To dovodi do nakupljanja nezrelih stanica, ali ne i do
apsolutnog diferencijacijskog bloka. Takoder, utvrdeno je da kombinacija ove dvije
mutacije nije dovoljna za leukemicnu progresiju ¢ak ni pri dugotrajnoj izloZzenosti G-CSF-
u. Iznesena je i pretpostavka da bi sam upalni odgovor mogao biti vazna dodatna
sastavnica u razvoju mijeloidnog maligniteta u stanicama s RUNX1 mutacijom buduci da
je u svim modelima uo€ena poja¢ana aktivnost nekih upalnih citokina (121). Nedavno je
opisana steCena mutacija CXXC4 gena koja smanjenjem ekspresije TETZ2 proteina potice
multiple upalne odgovore prepoznate kao potencijalan okida¢ za malignu transformaciju
pacijenata s postoje¢éim CSF3R/RUNX1 mutacijama (131). Ipak, sloZena interakcija i
toCna uzroCno-posljediCna veza izmedu ovih mehanizama, ostaje predmetom daljnjih

istrazivanja (121).
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5.8. Follow-up i prognoza

Kod djece s teSkom kongenitalnom neutropenijom preporuca se temeljiti nadzor perifernih
vrijednosti neutrofila barem triput godiSnje kao i pregled koStane srzi jednom godisnje
(23). Potrebno je uciniti morfoloski pregled koStane srzi, citogenetske analize i somatsko
sekvenciranje cijelog panela gena vezanih uz razvoj leukemije, ili minimalno
sekvenciranje gena CSF3R, RUNX1 i TP53. To je vazno kako bi se $to prije prepoznale
citogeneticke abnormalnosti, visokoriziclne somatske mutacije ili MDS prije razvoja
leukemije (7). Cinjenica da je dugotrajnost perzistiranja CSF3R mutiranih klonova prije
razvoja maligne bolesti gotovo u potpunosti nepredvidiva, predstavlja problem pri
odlucivanju o pravom trenutku djelovanja. Postavlja se pitanje kad je potrebno razmotriti
prekidanje terapije G-CSF-om i eventualnu transplantaciju hematopoetskih maticnih
stanica u svrhu pravovremene prevencije leukemicne progresije (125). Otkriveno je da
mutacije u genima kao $to su RUNX1, SETBP1, ASXL1, TP53, PTPN11 zajedno s
CSF3R mutaciama mogu biti snazni indikatori preleukemi¢nog stanja tijekom
neutropeni¢ne faze kongenitalnih neutropenija. Stoga pacijenti s nekom od ovih dodatnih
mutacija zahtijevaju detaljnije i ucCestalije pracenje (28). Godidnje sekvenciranje
navedenih gena omogucava kontinuiran nadzor “ponasanja” klonova hematopoetskih
mati¢nih stanica nositelja steCenih mutacija (7). lako se uglavhom dobro podnosi, vazno
je nadzirati nastanak nuspojava kod pacijenata na dugoro¢noj terapiji G-CSF-om. Neke
od nuspojava lijeCenja G-CSF-om su trombocitopenija, glomerulonefritis, vaskulitis,

splenomegalija i osteoporoza (5,23).

Prije uvodenja antibiotika, mortalitet od teskih kongenitalnih neutropenija dosezao je 90
%. Nazalost, i nakon otkri¢a i uvodenja antibiotika u kliniCku primjenu, vise od 80 %
pacijenata i dalje je umiralo od posljedica teskih bakterijskih infekcija (132,133).
Revolucija u lije€enju teSkih kongenitalnih neutropenija nastala je otkricem i poCetkom
primjene rekombinantnog G-CSF-a (134). Njegovom primjenom drasti¢no se promijenila
kvaliteta Zivota djece s teSkom kongenitalnom neutropenijom, ali i njihovih obitelji.
Znacajno je smanjen rizik od nastanka teskih infekcija, a posljedi¢no i strah od umiranja

zbog njihovih komplikacija. Vecina djece s teSkom kongenitalnom neutropenijom i
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stabilnim vrijednostima ABN-a, neovisno o genetickom uzroku neutropenije, danas dozivi
odraslu dob. Osim produljenja oCekivanog trajanja Zivota, vecini djece je dostupnost
terapije G-CSF-om omogucila sudjelovanje u normalnim Zivotnim aktivnostima. Ukupno
prezivljenje od teskih kongenitalnih neutropenija danas se procjenjuje na preko 80 %,
uklju€ujuci pacijente koji su razvili malignitete. Priblizno 10 % pacijenata (uglavhom oni
koji ne odgovaraju na terapiju G-CSF-om) jo$ uvijek umire od sepse i ostalih posljedica
teskih kongenitalnih neutropenija. Prezivljenje pacijenata s izoliranom neutropenijom bez
ekstrahematoloskih manifestacija uglavhom ovisi o njihovom odgovoru na terapiju G-
CSF-om. Prezivljenje pacijenata Cija se neutropenija pojavljuje uz zahvaéenost drugih
sustava ovisi o tezini neutropenije, ali i defektu drugih organa (13). Na primjer, kod
Barthovog sindroma petogodiSnje preZivljenje iznosi priblizno 51 % i u znatnoj mjeri ovisi
o tezini sréanog zatajenja i mogucénosti transplantacije srca (55). Unato€ Cinjenici da
primjena G-CSF-a moZe odrzavati vrijednost neutrofila na normalnoj ili gotovo normalnoj
razini, mnogi pacijenti i dalje mogu imati neke infekcije. Osobito se istiCu gingivitisi i
parodontitisi. Zubno-gingivalna barijera klju€na je za sprjeCavanje penetracije bakterija
ispod razine cakline. Jednom oStecen, integritet te barijere se uglavnom rijetko oporavlja
pa bolesti parodonta koje nastanu, mogu perzistirati doZivotno. Stoga je redovita
stomatoloska skrb izuzetno vazna kod zbrinjavanja neutropenicnih pacijenata. Najc¢eSci
uzrok neuspjeha u lije€enju je nedostatak suradljivosti pacijenta. Postojanje povecanog
rizika za razvoj hematoloskog maligniteta kod pacijenata s teSkom kongenitalnom
neutropenijom moZze negativno utjecati na kvalitetu pacijentova Zivota (13). Ipak, sve
pristupacnije genetsko testiranje omogucuje lakSe otkrivanje somatskih mutacija
prediktora maligne transformacije. Nadu ulijeva i smanjenje smrtnosti vezane uz

transplantaciju hematopoetskih mati¢nih stanica i poboljSanje ishoda pacijenata (135).
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