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Kliničko pitanje?



Li W. The 5th Edition of the World Health Organization Classification of Hematolymphoid Tumors. In: Li W, editor. Leukemia [Internet]. Brisbane (AU): Exon 
Publications; 2022 Oct 16.

multidisciplinarni dijagnostički pristup

➢ citomorfologija/citokemija

➢ imunofenotipizacija

➢ citogenetika

➢ molekularna genetika/dijagnostika

Dijagnostika hematoonkoloških bolesti 

Informacije iz anamneze i morfologije

neophodne su za primarnu obradu, 

a pomažu u podjeli bolesnika prema:

• Dobi 

– Pedijatrijska ili odrasla populacija

• Kliničkom stanju

– Akutne ili kronične

• Vrsti zahvaćene loze

– Limfoproliferativne ili mijeloproliferativne



WHO 2022 

ICC 2022

Khoury JD, et al. Leukemia. 2022;36(7): 1703-1719.

Arber, Daniel A et al. Blood vol. 140,11 (2022): 1200-1228.

Akutne limfoblastične leukemije

1. Dijagnoza

2. Klasifikacija

3. Stratifikacija rizika

4. Terapija 

5. Molekularni biljeg

✓ Praćenje MRD

✓ Rano predviđanje relapsa

✓ Prevencija 



https://www.krohem.hr/wp-content/uploads/2022/02/ALL-smjernice-finalna-verzija-22022.pdf

NGS

NGS



Gökbuget N, et al.. Blood. 2024 May 9;143(19):1891-1902.



Fuzije kinaza koje se prepoznaju kao BCR::ABL1-like ALL

Gen TKI 5′ Fuzijski partner

ABL1 Imatinib/dasatinib CENPC, ETV6, FOXP1, LSM14A, NUP153, 

NUP214, RANBP2, RCSD1, SFPQ, SNX1, SNX2, SPTNA1, ZMIZ1

ABL2 Imatinib/dasatinib PAG1, RCSD1, ZC3HAV1

CSF1R Imatinib/dasatinib MEF2D, SSBP2, TBL1XR1

PDGFRA Imatinib/dasatinib FIP1L1

PDGFRB Imatinib/dasatinib ATF7IP, EBF1, ETV6, SNX29, SSBP2, TNIP1, ZEB2, ZMYND8

LYN Imatinib/dasatinib GATAD2A, NCOR1

CRLF2 JAK2 inhibitor CSF2RA, IGH, P2RY8

JAK2 JAK2 inhibitor ATF7IP,BCR, EBF1, ETV6, GOLGA5, HMBOX1, OFD1, PAX5,

PCM1, PPFIBP1, RFX3, SMU1, SNX29, SSBP2, STRN3, TERF2,

TPR, USP25, ZBTB46, ZNF274, ZNF340

EPOR JAK2 inhibitor IGH, IGK, LAIR1, THADA

TSLP JAK2 inhibitor IQGAP2

TYK2 TYK2 inhibitor MYB, SMARCA4, ZNF340

IL2RB JAK1/JAK3 

inhibitor

MYH9

NTRK3 TRK inhibitor ETV6

PTK2B FAK inhibitor KDM6A, STAG2, TMEM2

FGFR1 Ponatinib BCR

FLT3 FLT3 inhibitor ZMYM2

DGKH ZFAND3

BLNK DNTT

CBL KANK1

Fuzije

Prekrajanje 

SNV

Indels

Ekspresija 

NGS paneli za ALL



MRD – engl. mesurable residual disease
“When you can measure 
what you are speaking 
about and express it in 
numbers, you know 
something about it.”

Lord Kelvin (William Thompson), scientist

Chen, J., Gale, R.P., Hu, Y. et al. Measurable residual disease (MRD)-testing in haematological and solid cancers. Leukemia 38, 
1202–1212 (2024). https://doi.org/10.1038/s41375-024-02252-4

Saygin C, et al. Haematologica. 2022 Dec 1;107(12):2783-2793.

✓ Uzorak – periferna krv, koštana srž, slobodna tumorska DNA 

✓ Vremenske točke praćenja

✓ Biljeg – fuzijski gen (npr. BCR::ABL1), Ig/TCR klonalnost

✓ Metoda  



Khoury JD, et al. Leukemia. 2022;36(7): 1703-1719.

Myeloid neoplasms associated with germline 

predisposition:

✓ introduced a novel scalable model in WHO 2022

✓ include AML, MDS, MPN, and MDS/MPN that arise 

in individuals with genetic conditions associated 

with increased risk of myeloid malignancies

WHO 2022 ICC 2022

Arber, Daniel A et al. Blood vol. 140,11 (2022): 1200-1228.

Akutne mijeloične leukemije



#Koristiti genske panele za dijagnostiku - NGS

¶FLT3: mutacijski status uključuje dokazivanje interne tandemske 

duplikacije (ITD) i mutacije u tirozin kinaznoj domeni (TKD) 

Kombinirati kapilarnu elektroforezu i NGS.

# treba specificirati tip mutacije jer u ovu skupinu ulaze samo 

tzv. „in-frame” mutacije koje ne dovode do pomaka okvira čitanja u 

bZIP regiji CEBPA, bez obzira zahvaćaju li jedan ili oba alela 

CEBPA gena.

†† rezultati nisu neophodni za postavljanje dijagnoze ili za odabir terapije već se koriste kao 

alati za praćenje MRD pomoću tehnika baziranih na NGSu (s iznimkom mutacija u genima 

DNMT3A, TET2, ASXL1)

Döhner H et al. Diagnosis and management of AML in adults: 2022 recommendations from an international expert panel on behalf of the ELN. Blood. 2022 Sep 22;140(12):1345-1377.



Koštana srž

✓citologija

✓ imunofenotipizacija

✓citogenetika (FISH - CBF, MLL, Ph)

✓molekularna hematoonkološka dg

AML?

✓FLT3 ITD/TKD

✓NPM1 – tip mutacije (obavezno)

✓Fuzijski prijepisi kao potvrda CTG te određivanje tipa prijepisa

✓ obavezno za PML::RARA, RUNX1::RUNX1T1, CBFB::MYH11, BCR::ABL1

Algoritam molekularne dijagnostike AMLa

✓NGS –

mijeloidni 

panel

Multidisciplinarni tim - MIC

Uzorkovanje: 

(kliničko osoblje, patolozi, citolozi, 

med.sestre, laboratorijsko osoblje)

Vrsta uzorka, količina?

Pohrana? 

Transport?



✓ Visoka incidencija u AML s:

✓ NPM1 mutacijom (40%)

✓ t(15;17)(q21;q21)/PML-RARA (40-45%)

✓ t(6;9)(p23;q34)/DEK-NUP214 (75%)

✓ Povezan s nepovoljnom prognozom

✓ ITD  mutacije 

(engl. Internal tandem duplication) (JMD, TD1)

✓ TKD mutacije 

(engl. Tyrosine kinase domain mutation) 

✓ ~30% de novo AML

FLT3  - engl. FMS like tyrosine kinase



≈39pb

≈129pb≈60pb≈21pb

FLT3 ITD na kapilarnoj elektroforezi 
– podatak o veličini duplikacije i udjelu mutiranog klona

WT WT WT

WT

➢ Klasifikacija rizika

➢ Ciljana terapija

➢ FLT3 inhibitori

➢ Predviđanje relapsa

➢ Molekularni MRD

Ne daje informaciju o mjestu duplikacije – JMD, TKD1 



✓ Potvrđuje dijagnozu neovisno o postotku blasta

✓ ICC2022/WHO2022

✓ 30–35% odraslih s AML 

✓ 50–60% AML normalni kariotip

✓ Mijelomonocitne ili monocitne AML

✓ ali i druge AML (osim M7)

✓ Često u kombinaciji s FLT3 i DNMT3A mutacijama

✓ MRD praćenje RQ-PCRom (A, B i D mutacija)

NUKLEOFOZMIN – NPM1



Falini B, Brunetti L, Sportoletti P, Martelli MP. NPM1-mutated acute myeloid leukemia: from bench to bedside. Blood. 2020 Oct 8;136(15):1707-
1721.

NUKLEOFOZMIN – NPM1

✓ Duplikacija centrosoma

✓ Biogeneza ribosoma

✓ Vezanje histona te stvaranje 

heterokromatina

✓ Popravak DNA

✓ Metilacija rRNA – regulacija transkripcije

✓ Mutacije - prerana terminaciju proteina 

✓ (gubi terminalne W288 i W290) koje mu 

omogućuju lokalizaciju u jezgri te 

vezanje na DNA, histone i TP53 te 

samim time i gubitak funkcije 



Određivanje NPM1 mutacije kod dijagnoze

✓Dokazivanje mutacija – duplikacija ili insercija

✓Određivanje tipa mutacije

✓Kvantifikacija

– real time PCR za A, B i D mutaciju

Normalni produkt

Produkt s insercijom od 4 pb

Produkt s insercijom od 8 pb

2. Sekvenciranje1. Analiza fragmenata

➢ Sekvenciranje po Sangeru ili NGS 

za utvrđivanje tipa mutacije



Prednosti i ograničenja metoda

NPM mut A

NPM mut B

NPM mut D

Praćenje MRD pomoću „real time” PCRa 

kvantitativno

Važno je utvrditi tip 

mutacije jer u protivnom 

nije moguće kvantitativno 

pratiti MRD.



Gurbuxani, Sandeep et al. American Society of Clinical Oncology educational book. American Society of Clinical Oncology. Annual Meeting vol. 43 (2023): e390026.



https://www.dssimage.com/blog/next-generation-sequencing-in-clinical-genomics-need-of-the-hour/

https://the-dna-universe.com/2022/04/07/ngs-a-powerful-tool-for-disease-diagnostics/

https://www.lubio.ch/blog/ngs-adapters

„...established methodology in the clinical laboratory for screening and diagnosis of 

germline (inherited) and somatic (acquired) genomic mutations...”

Ascierto PA, et al. Mol Diagn. 2019 Sep;21(5):756-767.



CEBPA mutacije

✓ Potvrđuje dijagnozu neovisno o postotku blasta - ICC2022/WHO2022

✓ ključan transkripcijski čimbenik u mijeloidnoj diferencijaciji

✓ Mutacije na N-terminusu - p30 homodimer 

- promjenjena interakcija kofaktora i kromatina 

- regulacija transkripcije i epigenetičke promjene

- nekontrolirana proliferacija mijeloidne loze

✓ Povoljna prognoza bolesti - „in frame” mutacija u bZIP regiji



✓ 8-12% AML

✓ Starija dob i lošija prognoza bolesti

✓ Najčešće mutacije su

✓ na kodonu 132 IDH1

✓ na kodonima 140 i 172 u IDH2

✓ Mutirani IDH1/2 pretvara α-ketoglutarat u R-2-hidroksiglutarat 

– inhibira enzime ovisne o α-ketoglutaratu 

✓ Oko 30% AML s mutacijom NPM1

✓ Komutacije s genima DNMT3A, SRSF2, i RUNX1  te TP53

IDH mutacije



❖ Metilacija je neophodna za normalnu diferencijaciju i proliferaciju matične hematopoetske stanice

❖ TET2, DNMT3A, IDH1 i IDH2

❖ „on/off swich” genes

❖ Mutacije u ovim genima dovode do poremećaja metilacije DNA – poremećaj ekspresije gena

❖ Tumor supresori

❖ Geni za popravak DNA

❖ Javljaju se u ranom stadiju bolesti

❖ DNMT3A R882 - 50% AML → 20-30% MDS

❖ TET2, IDH1 i IDH2 – međusobno se isključuju

❖ IDH1 i IDH2 – terapija - inhibitori 

DNA metilacija

Biomolecules 2021, 11(6), 781



RNA splicing

➢ Male molekule 

➢ prekursorska mRNA → zrela mRNA

➢ stvaranje izoformi proteina

➢ SF3B1, SRSF2, U2AF1, ZRZR2  

➢ mutacije se međusobno se isključuju

➢ Mutacije u ovim genima dovode do 

➢ aberantnog mjesta cijepanja na 3’ kraju

➢ preskakanja eksona pri transkripciji

➢ inkluzije dijelova introna u mRNA

➢ >60% MDSa  

➢ SF3B1 

➢ >80% MDS s prstenastim sideroblastima

➢ RUNX1 komutacija – rana progresija u AML

➢ SRSF2 , U2AF1 - 10-15% MDS – brza progresija u AML

➢ ZRZR2 – često komutiran TET2

➢ Abnormalnosti u funkciji ribosoma, upali i staničnoj mobilnosti

➢ Porećaj regulacije MAPK signalnog puta



o Modifikacija strukture kromatina i histona – poremećaj transkripcije

o ASXL1, EZH2

Kromatin modificirajući geni

o ASXL1 –10% u AML

o Komutacije česte 

o osim s genima SF3B1, DNMT3A

o EZH2 - 5–10%  MDS 

o komutacije TET2, RUNX1 i ASXL1

o zahvaćen kod -7/del7q

o blokira diferencijaciju i omogućava 

samoobnavljanje tumorskih stanica

o loš prognostički biljeg



Transkripcijski faktori

❑ RUNX1, BCOR, ETV6, GATA2

❑ somatske  mutacije i/ili mutacije zametnih stanica (germline)

❑ RUNX1 – regulator hematopeze

❑ CBF kompleks – alteracije u transkripciji gena

❑ komutacije u ASXL1, SRSF2, TET2, SF3B1 i EZH2 te -7/del(7q)
Blood (2017) 129 (15): 2070–2082.

❑ Transkripcija ciljanih gena (aktivacija ili supresija)

❑ Diferencijacija hematopoetskih stanica

❑ Regulacija staničnog ciklusa

❑ Biogeneza ribosoma

❑ TP53 i TGFβ signalni putevi



Kohezin kompleks

▪ STAG2 – 5% MDS, loša prognoza

▪ Ključna komponenta kohezin kompleksa, globalne protektivne strukture DNA molekule

▪ Mutacije – loss of function



TP53

➢ Tumor supresor

➢ Kompleksni kariotip ili del17p

➢ Mono/bialelna TP53 inaktivacija

➢ loss of function vs gain of function

➢ TP53 mutacije

➢ Neovisno o drugim genetskim 

čimbenicima - visoki rizik

➢ Rezistencija na standardnu kemoterapiju

➢ Brza progresija i transformacija bolesti

➢ Loš ishod

➢ Terapija?!

- razgradnjom normalnog p53 pomoću MDM2 kontolirana je razina 

aktivacije ciljanih TP53 ovisnih gena 

- mutirani „loss of function” TP53 stvara „oštećene” p53 koji ne mogu biti 

propisno degradirani te se natječu s nemutiranim za vezna mjesta na 

DNA i time sprječavaju regulaciju ekspresije TP53 ovisnih gena

- mutirani „gain-of-function” TP53 omogućuje pojačanu ulogu p53 u 
regulaciji ekspresije, najčešće onkogena 

Jiang Y, Gao S-J, Soubise B, Douet-Guilbert N, Liu Z-L, Troadec M-B. TP53 in Myelodysplastic Syndromes. Cancers. 2021; 13(21):5392.



✓ Sveobuhvatna i istovremena analiza svih mutacija u odabranim genima

✓ Otkrivanje mogućih koperativnih učinaka mutacija

✓ Somatske i nasljedne (germline) mutacije

✓ Izvještavanje patogenih i vjerojatno patogenih varijanti

✓ VUS – varijante nepoznatog značaja

✓ VAF – predstavlja udio mutacije 

✓ ovisi o broju neoplastičnih stanica

✓ subkonalna hematopoeza

✓ stadij i raširenost bolesti

✓ vrsta analiziranog uzorka

✓ Interpretacija rezultata u kliničkom kontekstu bolesti

✓ Obavezne kliničke i laboratorijske smjernice

Snaga NGSa

Morash M, et al. Journal of Personalized Medicine. 2018; 8(3):30.



https://www.researchgate.net/figure/Clonal-relationship-of-diagnosis-and-relapse-samples-in-ALL-Most-relapse-samples-have-a_fig3_224966691

MRD – moćni alat za kontrolu bolesti  

x

x

x

x

x

MRD

Klinička 
procjena

Dijagnostika 

Stratifikacija rizika

Planiranje 
terapije


