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Prognostički biomarkeri u KLLu

 B stanični biomarkeri

 IGHV mutacijski status

 Stereotip BcR (subset)

 Mutacije u genima

 TP53

 BTK

 BCL2

 PLCG2

 NOTCH1

 SF3B1

 ...



HSC – hematopoetska matična stanica

TI – antigen neovisan o T-limfocitima

TD – antigen ovisan o T-limfocitima

GC – germinalni centar

MBL – monoklonalni B-limfociti

BCR – B stanični receptor

IGHV-M – IGHV mutirani

IGHV-UM – IGHV nemutirani

Nastanak zloćudnog B staničnog klona  

~60%

mutirani

~40% 

nemutirani

Bosch F, Dalla-Favera R. Chronic lymphocytic leukaemia: from genetics to treatment. Nat Rev Clin Oncol. 2019 Nov;16(11):684-701.

- podrijetlo zloćudnog klona definira IGHV mutacijski status



Preuzeto iz Curtis A. Hanson, CAP TODAY webinar: IGHV gene mutation at heart of CLL treatment

Sve počinje od DNA

 teški lanac imunoglobulina (IGH)

 gen se nalazi na 14 kromosomu

 preuredba počinje rekombinacijom 

na razini DNA

 stvara se jedinstvena struktura 

preuređenog gena 

 IGHV-IGHD-IGHJ

 proces somatske hipermutacije 

Preuredba teškog lanca

imunoglobulina (IGH)



Svaki neoplastični klon ima svoj 
jednistveni „BARKOD”

IGHV-IGHD-IGHJ



https://www.krohem.hr/2020/10/12/mutiranost-igh-u-bolesnika-s-kll/

Standardizirani protokol 



 uvijek mora biti 
PRODUKTIVNA preuredba

VH obitelj gena

JH obitelj gena DH obitelj gena

Aminokiselinski slijed 
od C104 do W118

podudarnost sa 
sekvencom gena IGHV

IGHV mutacijski status

MUTIRANI← < 98 % - podudarnost sa sekvencom gena IGHV- > 98% →NEMUTIRANI



- podskupina (subset) zloćudnog klona definirana je aminokiselinskim slijedom u CDR3 regiji između Cys104 i Trp118

Podskupine zloćudnog B staničnog klona  



Stereotipovi BcR u KLLu - podskupina

Stamatopoulos K, Agathangelidis A, Rosenquist R, Ghia P. Antigen receptor stereotypy in chronic 

lymphocytic leukemia. Leukemia. 2017 Feb;31(2):282-291.



TP53 aberacije 10%               60%                                       30% 

Tumor protein 53 – TP53

Malcikova, J., Pavlova, S., Baliakas, P. et al. ERIC recommendations for TP53 mutation analysis in chronic lymphocytic leukemia—2024 update. Leukemia 38, 1455–1468 (2024).

Vrsta aberacije

Udio aberacije/mutacije



TP53 mutacijski status

Dijagnoza

Relaps

5-15%

30-70%

Lokacija mutacije



The TP53 database:

https://tp53.isb-cgc.org/

TP53 website:

http://p53.fr/

Standardizirani protokol 

https://tp53.isb-cgc.org/
http://p53.fr/


Standardizirani protokol 



Putovanje KLL bolesnika od dijagnoze do ...

Prediktivni

 TP53 mutacijski status

 BTK, PLCG2 mutacijski status

 BCL2 mutacijski status

 CARD11 mutacijski status

Dijagnostičko/prognostički biljezi

 IGHV mutacijski status

 BcR stereotip

 Del(17p), Del(11q), Del(13q),+12

 TP53 mutacijski status 
 ATM, NOTCH1, SF3B1, BIRC3...

 NFKBIE, EGR2, MYD88, XPO1, CHD2



BTK 
inhibitori

BCL2 inhibitori

PI3K inhibitori

BCL2 (18q21.33)

 TP53 mutacijski status

 BCL2

 G101V, D103Y

 BTK

 C481, druge mutacije u TKD

 PLCG2

Predikcijski biljezi za bolesnike na terapiji



MRD – mjerljiva ostatna bolest
“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

 uzorak – periferna krv

 vremenske točke

 marker – klonalnost teškog lanca (IGH)

 metoda 

Langerak, A W et al. Leukemia vol. 26,10 (2012): 2159-71.

 Najsnažniji prognostički pokazatelj

 Definiranje trajanja vremenski 

ograničene terapije

 Rano otkrivanje relapsa

 Definiranje odgovora na terapiju 

(svakodnevna praksa, kliničke studije) 



NGS (sekvenciranje) NGF (protočna citometrija)

PRIMJENA >90% 100%

POTREBAN DG UZORAK DA, važna je identifikacija 

neoplastičnog klona

Nije neophodan

METODA Specifična preuredba imunoglobulina se 

koristi za usporedbu količine u praćenju u 

odnosu na dijagnostički uzorak

Anormalni klonalni limfociti se 

identificiraju prema imunofenotipu u 

odnosu na normalne stanice

VRIJEME IZVOĐENJA ANALIZE >7 dana 5h

OSJETLJIVOST 10
-6

10
-6

KOLIČINA UZORKA 3 milijuna stanica za osjetljivost 10
-6

Do 10 milijuna stanica za osjetljivost 10
-6

KLONALNA EVOLUCIJA Može se detektirati Ne može se detektirati

STANDARDIZACIJA Komercijalne kompanije EuroFlow konzorcij

OBRADA UZORKA Moože se odgoditi jer analize ne ovisi o 

svježini uzorka

Analiza unutar 24–48 h; isključivo svježi 

uzorak

CIJENA ++/+++ +

KONTROLA KVALITETE Nije standardizirana Korelira s morfološkim analizama 

Usporedba NGS i NGF za procjenu MRD u KLLu

Ferla V, Antonini E, Perini T, et al. Minimal residual disease detection by next-generation sequencing in multiple myeloma: Promise and challenges for response-adapted therapy. Front Oncol. 2022;12:932852.



24h

https://www.krohem.hr/kronicna-limfocitna-leukemija-kll/



Molekularna dijagnostika u KLLu

 neophodna je u modernoj dijagnostici i liječenju bolesnika s KLLom

 osigurava pravilnu stratifikaciju rizika

 mogućava individualni pristup liječenju

 uključuje:

 Mutacijski status varijabilne regije teškog lanca imunoglobulina (IGHV)

 TP53 mutacijski status (del17p i točkaste mutacije)

 druge kromosomske i genske aberacije (ATM, NOTCH1, SF3B1, ..)

 Testiranje rezistencije na lijekove (BCL2, BTK, PLCG2...)

 MRD – kao neovisni prognostički pokazatelj


