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imunoglobulin

D klasa imunoglobulina

G klasa imunoglobulina

M klasa imunoglobulina

interleukin

kompjuterska ("image") morfometrija

integrirani opticki denzitet

veli¢ina jetre ispod desnog rebranog luka

kalij

izrazaj lakog lanca kappa

tipiéna B-kroni¢na limfocitna leukemija

kroni¢na limfati¢na leukemija, varijanta s limfoplazmocitoidnom difernecijacijom
mijeSana varijanta - kroni¢na limfocitna leukemija/prolimfocitna leukemija
kroni¢na limfocitna leukemija/limfom malih limfocita

B-kroni¢na limfocitna leukemija s njenim varijantama KLL/PLL i KLL/IMC
leukemijski oblik kronicne limfoproliferativne bolesti

vrijednost kreatinina u serumu

postotak atipi¢nih limfocita u kostanoj srZi

postotak ukupnih atipic¢nih limfocita u kostanoj srZi

postotak centroblasta u koStanoj srzi

postotak centrocita u koStanoj srzi

postotak stanica eritrocitnog reda u koStanoj srzi

postotak stanica granulocitnog reda u koStanoj srzi

postotak limfocita u koStanoj srzi

postotak limfoplazmocitoidnih u koStanoj srzi

ukupni postotak limfati¢nih stanica u kostanoj srZi

postotak prolimfocita u koStanoj srzi

postotak stanica trombocitnog reda u koStanoj srzi

postotak zarezanih limfati¢nih stanica u kostanoj srZi

broj homogenih AgNOR-a limfati¢nih stanica koStane srzZi

broj homogenih i inhomogenih AQNOR-a limfati¢nih stanica koStane srZi
broj homogenih i prstenastih AQNOR-a limfati¢nih stanica koStane srZi
broj inhomogenih AQNOR-a limfati¢nih stanica koStane srZi

broj prstenastih AQNOR-a limfati¢nih stanica koStane srzi

broj prstenastih i inhomogenih AQNOR-a limfati¢nih stanica koStane srZi
ukupni broj AQNOR-a limfati¢nih stanica ko$tane srzZi

omjer povrSine inhomogenih AQNOR-a i jezgre limfati¢nih stanica koStane srzi
najveca povrSina homogenih AGQNOR-a limfati¢nih stanica koStane srzZi



KSAGMAINH
KSAGMAPR
KSAGMIHOM
KSAGMIINH
KSAGMIPR
KSAGPHOM
KSAGPINH
KSAGPPR
KSAGSHOM
KSAGSHOM/J
KSAGSINH
KSAGSINH/J
KSAGSPR
KSAGSPR/J
KSAGSUKUP
KSAGSUKUP/J
KS-CEL
KSDNA%>4N
KSDNA%S<P
KSDNA%S>P
KSDNA%SFC
KSDNA%SPIK
KSDNADI
KSHV

KSMAJ
KSMAS
KSMBS
KSMCAJ
KSMCAS
KSMFFIJ
KSMFFIS
KSMFFJ
KSMFFS
KSMLS
KSMLJ
KSMMAJ
KSMMARS
KSMMIJ
KSMMIRS
KSMOJ
KSMOS
KSMSUMJ
KSN/C

L

LAMBDA
LCAGBHOM
LCAGBHOMINH
LCAGBHOMPR
LCAGBINH
LCAGBPR
LCAGBPRINH
LCAGBUKUP
LCAGMAHOM
LCAGMAINH

najveca povrsina inhomogenih AGNOR-a limfati¢nih stanica ko$tane srzZi
najveca povrsina prstenastih AQNOR-a limfati¢nih stanica koStane srzi
najmanja povrsina homogenih AQNOR-a limfati¢nih stanica koStane srZi
najmanja povrsina inhomogenih AQNOR-ca limfati¢nih stanica koStane srZi
najmanja povrsina prstenastih AQNOR-a limfati¢nih stanica ko$tane srzi
prosje¢na povrsina homogenih AQNOR-a limfati¢nih stanica koStane srZi
prosjeéna povrsina inhomogenih AQNOR-a limfati¢nih stanica koStane srZi
prosjeéna povr$ina prstenastih AQNOR-a limfati¢nih stanica ko$tane srzi
povrsina homogenih AQNOR-a limfati¢nih stanica koStane srZi

omjer povrSine homogenih AQNOR-a i jezgre limfati¢nih stanica koStane srzZi
povrsina inhomogenih AQNOR-a limfati¢nih stanica kostane srZi

omjer povrsine inhomogenih AQNOR-a i jezgre limfati¢nih stanica koStane srZi
povrsina prstenastih AQNOR-a limfati¢nih stanica ko$tane srZi

omjer povrSine prstenastin AQNOR-a i jezgre limfati¢nih stanica ko$tane srzZi
ukupna povrSina svih AQNOR-a limfati¢nih stanica koStane srzi

omjer povrSine svih AQNOR-a i jezgre limfaticnih stanica ko$tane srzZi
celularitet koStane srzi

% stanica koje sadrZe vecu koli¢inu DNA od stanica s 4N koStane srzi

% stanica s manjom koli¢inom DNA od stanica u vrSku DNA histograma koStane srzi
% stanica s vecom koli¢inom DNA od stanica u vrSku DNA histograma koStane srzi
% limfaticnih stanica koStane srZi u S-fazi stani¢nog ciklusa

% stanica u vr$ku DNA histograma limfaticnih stanica koStane srZi

DNA indeks limfati¢nih stanica koStane srzi

Kaposi sarcoma herpes virus

povrsina jezgara limfaticnih stanica koStane srzi

povrsina limfaticnih stanica koStane srzZi

Sirina limfati¢nih stanica koStane srZi

konveksitet povrSine jezgara limfaticnih stanica koStane srzi

konveksitet povrsSine limfati¢nih stanica koStane srzi

faktor izduZenosti jezgara limfati¢nih stanica kosStane srZi

faktor izduZenosti limfati¢nih stanica koStane srZi

faktor pravilnosti (engl. form factor) jezgre limfati¢nih stanica koStane srZi
faktor pravilnosti limfati¢nih stanica koStane srzi

duljina limfati¢nih stanica ko$tane srZi

duljina jezgara limfati¢nih stanica koStane srZi

najveca povrSina jezgara limfaticnih stanica ko$tane srZi

najveci polumjer limfaticnih stanica ko$tane srzi

najmanja povrsina jezgara limfati¢nih stanica kostane srzi

najmanji polumjer limfati¢nih stanica kostane srZi

opseg jezgre limfaticnih stanica ko$tane srzi

opseg limfaticnih stanica ko$tane srzi

ukupna povrsina jezgara limfati¢nih stanica kostane srZi

omjer jezgre i citoplazme limfati¢nih stanica koStane srZi

broj leukocita x10%/L

ekspresija lakog lanca lambda

broj homogenih AgQNOR-a limfati¢nih stanica limfnog ¢vora

broj homogenih i inhomogenih AQNOR-a limfati¢nih stanica limfnog ¢vora
broj homogenih i prstenastih AQNOR-a limfati¢nih stanica limfnog ¢évora
broj inhomogenih AQNOR-a limfati¢nih stanica limfnog &vora

broj prstenastih AQNOR-a limfati¢nih stanica limfnog ¢vora

broj prstenastih i inhomogenih AQNOR-a limfati¢nih stanica limfnog évora
ukupni broj svih AQNOR-a limfati¢nih stanica limfnog ¢vora

najveca povrsina homogenih AGQNOR-a limfati¢nih stanica limfnog ¢vora
najveca povrsina inhomogenih AGNOR-a limfati¢nih stanica limfnog ¢vora



LCAGMAPR
LCAGMIHOM
LCAGMIINH
LCAGMIPR
LCAGPHOM
LCAGPINH
LCAGPPR
LCAGSHOM
LCAGSHOM/J
LCAGSINH
LCAGSINH/J
LCAGSPR
LCAGSPR/J
LCAGSUK/J
LCAGSUKUP
LC-CM-AKSILA
LC-CM-AMDOM
LC-CM-INGV
LC-CM-VR
LCDNA%S<P
LCDNA%S>4N
LCDNA%S>P
LCDNA%SFC
LCDNA%SPIK
LCDNADI
LCMAJ
LCMARS
LCMAS
LCMBJ
LCMBRJ
LCMBS
LCMCAJ
LCMCAS
LCMFFIJ
LCMFFIS
LCMFFJ
LCMFFS
LCMLS
LCMLJ
LCMMARJ
LCMMIRJ
LCMMIRS
LCMOJ
LCMOS
LCMSUMAJ
LCMN/C
LC-REG-UKUP
LDH

LPL

Max

MCL

Med

MGG

MIN

najveca povrsina prstenastih AQNOR-a limfati¢nih stanica limfnog ¢vora
najmanja povrsina homogenih AQNOR-a limfati¢nih stanica limfnog ¢évora
najmanja povrSina inhomogenih AQNOR-a limfati¢nih stanica limfnog ¢évora
najmanja povrSina prstenastin AQNOR-a limfati¢nih stanica limfnog ¢vora
prosje¢na povrsina homogenih AGNOR-a limfaticnih stanica limfnog ¢vora
prosjecna povrsina inhomogenih AGQNOR-a limfati¢nih stanica limfnog ¢vora
prosje¢na povrsina prstenastin AQNOR-a limfati¢nih stanica limfnog ¢vora
povrSina homogenih AgQNOR-a limfati¢nih stanica limfnog ¢vora

omjer povrsine homogenih AQNOR-a i jezgre limfati¢nih stanica limfnog ¢vora
povrSina inhomogenih AQNOR-a limfati¢nih stanica limfnog ¢vora

omjer povrsine inhomogenih AQNOR-a i jezgre limfati¢nih stanica limfnog ¢vora
povrSina prstenastin AQNOR-a limfati¢nih stanica limfnog ¢vora

omjer povrsine prstenastih AQNOR-a i jezgre limfaticnih stanica limfnog évora
omjer povrSine svin AQNOR-a i jezgre limfati¢nih stanica limfnog ¢vora
povrSina svih AQNOR-a limfati¢nih stanica limfnog ¢vora

veli¢ina aksilarnog limfnog ¢vora

veli¢ina abdominalnog limfnog ¢vora

veli¢ina ingvinalnog limfnog ¢&vora

veli¢ina limfnog ¢vora na vratu

% stanica s manjom koli¢inom DNA od stanica u vrsku DNA histograma limfnog ¢vora
% stanica s vecom koli¢inom DNA od stanica s 4N

% stanica s vecom koli¢inom DNA od stanica u vrS8ku DNA histograma limfnog ¢vora
% stanica u S fazi stanicnog ciklusa limfati¢nih stanica limfnog ¢vora

% limfaticnih stanica u vrSku DNA histograma limfati¢nih stanica limfnog ¢vora
DNA indeks limfati¢nih stanica limfnog ¢vora

povrsina jezgre limfati¢nih stanica limfnog ¢vora

najveca povrsina limfati¢nih stanica limfnog ¢vora

povrsina limfati¢nih stanica limfnog ¢vora

Sirina jezgara limfati¢nih stanica limfnog ¢vora

broj jezgara limfaticnih stanica limfnog ¢vora

Sirina limfati¢nih stanica limfnog ¢vora

konveksitet povrSine jezgara limfati¢nih stanica limfnog ¢vora

konveksitet povrSine limfaticnih stanica limfnog ¢vora

faktor izduzenosti jezgara limfati¢nih stanica limfnog ¢vora

faktor izduZenosti limfaticnih stanica limfnog ¢vora

faktor pravilnosti jezgara limfati¢nih stanica limfnog ¢vora

faktor pravilnosti limfati¢nih stanica limfnog ¢vora

duljina limfati¢nih stanica limfnog ¢vora

duljina jezgara limfati¢nih stanica limfnog ¢vora

najvedi polumjer jezgara limfati¢nih stanica limfnog ¢vora

najmanji polumjer jezgara limfaticnih stanica limfnog ¢vora

najmanji polumjer limfati¢nih stanica limfnog ¢vora

opseg jezgara limfati¢nih stanica limfnog ¢vora

opseq limfati¢nih stanica limfnog ¢vora

ukupna povrsina jezgara limfati¢nih stanica limfnog ¢vora

odnos povr§ine jezgra/citoplazma limfati¢nih stanica limfnog ¢vora

broj regija s povec¢anim ¢vorovima

vrijednost laktat dehidrogenaze u serumu

limfoplazmocitoidni limfom

najveca vrijednost

Limfom plaStene zone (engl. mantle cell ymphoma)

medijan

bojenje po May- Griinwald Giemsi

najmanja vrijednost



N+D

NA

NHL

NK

NK/T

Nly

nl

NMZL
Ne-B-KLL
Ne-KLL+V
NORMO
NOS

PC

KLON

PCL

PCR

PDN
PK-%ATIPLY
PK-%ATLYUK
PK-%CB
PK-%CC
PK-%GRAN
PK-%LY
PK-%LYPL
PK-%LYUK
PK-%MON
PK-%PROLY
PK-%ZARLY
PKAGBHOM

PKAGBHOMINH

PKAGBHOMPR
PKAGBINH
PKAGBPR
PKAGBPRINH
PKAGBUKUP
PKAGMAHOM
PKAGMAINH
PKAGMAPR
PKAGMIHOM
PKAGMIINH
PKAGMIPR
PKAGPHOM
PKAGPPR
PKAGSHOM
PKAGSHOM/J

ispitanici muskog spola

mjeseci

monoklonalna komponenta u elektroforezi proteina

mali nepravilni mjehurici (tip AQNOR-a)

limfom malih limfocita

postotak monocita u perifernoj krvi

mali pravilni mjehurici (tip AGQNOR-a)

male tockice (tip AQNOR-a)

broj

nodularni i difuzni tip infiltracije u bioptatu kosti

vrijednosti natrija

Non-Hodgkinov limfom

podtip limfocita prirodnih ubojica

NK/T limfom

broj limfocita

nanolitar

nodalni limfom marginalne zone

leukemijski oblici kroni¢nih limfoproliferativnih bolesti kad se izdvaoji tipicna KLL
ostali leukemijski oblici kroni¢nih limfoproliferativnih bolesti kad se izdvoje KLL+V
uredan celularitet koStane srzi

oni koji nisu poblize oznaceni (engl. no other specified)

protocni citometar

klonalnost limfati¢nih stanica

plazma stani¢na leukemija

lanéana reakcija polimeraze (engl. polimerase chaine reaction)

prednison

postotak atipicnih limfaticnih stanica periferne krvi

ukupni postotak atipicnih limfati¢nih stanica periferne krvi

postotak centroblasta periferne krvi

postotak centrocita periferne krvi

postotak granulocita periferne krvi

postotak limfocita periferne krvi

postotak limfoplazmocitoidnih stanica periferne krvi

ukupni postotak limfati¢nih stanica periferne krvi

postotak monocita periferne krvi

postotak prolimfocita periferne krvi

postotak zarezanih limfati¢nih stanica periferne krvi

broj homogenih AgQNOR-a limfati¢nih stanica periferne krvi

broj homogenih i inhomogenih AQNOR-a limfati¢nih stanica periferne krvi
broj homogenih i prstenastih AQNOR-a limfati¢nih stanica periferne krvi
broj inhomogenih AQNOR-a limfati¢nih stanica periferne krvi

broj prstenastih AQNOR-a limfati¢nih stanica periferne krvi

broj inhomogenih i prstenastin AQNOR-a limfaticnih stanica periferne krvi
ukupni broj svih AQNOR-a limfaticnih stanica periferne krvi

najveca povr§ina homogenih AGQNOR-a limfati¢nih stanica periferne krvi
najveca povrsina inhomogenih AGNOR- limfatiénih stanica periferne krvi
najveca povrsina prstenastih AQNOR- limfati¢nih stanica periferne krvi
najmanja povrsina homogenih AQNOR-a limfaticnih stanica periferne krvi
najmanja povrsina inhomogenih AQNOR-a limfaticnih stanica periferne krvi
najmanja povrsina prstenastih AQNOR-a limfati¢nih stanica periferne krvi
prosje¢na povrSina homogenih AQNOR-a limfati¢nih stanica periferne krvi
prosje¢na povr$ina prstenastih AQNOR-a limfatiCnih stanica periferne krvi
povrSina homogenih AgQNOR-a limfati¢nih stanica periferne krvi

omjer povrSine homogenih AQNOR-a i jezgre limfati¢nih stanica periferne krvi



PKAGSHOMINH
PKAGSINH
PKAGSINH/J
PKAGSPR
PKAGSPR/J
PKAGSUK/J
PKAGSUKUP
PK-APSATLY
PK-APSLY
PKDNA%S<P
PKDNA%S>4N
PKDNA%S>P
PKDNA%SFC
PKDNA%SPIK
PKDNADI

PKI

PKMAJ
PKMAS
PKMBJ
PKMBRJ
PKMBS
PKMCAJ
PKMCAS
PKMFFIJ
PKMFFIS
PKMFFJ
PKMFFS
PKMLS
PKMLJ
PKMMARJ
PKMMARS
PKMMIJ
PKMMIRJ
PKMMIRS
PKMN/C
PKMOJ
PKMOS
PKMSUMAJ
PL

PROT

rDNA

RNA

RTC

SAL

SD

SE

SG

SGOT

SGPT

Slg

SKL

SL- RL
SLEZ-CM-UzV
SMZL

povrSina homogenih i inhomogenih AQNOR-a limfati¢nih stanica periferne krvi
povrSina inhomogenih AQNOR-a limfati¢nih stanica periferne krvi

omjer povrSine inhomogenih AQNOR-a i jezgre limfati¢nih stanica periferne krvi
povrSina prstenastin AQNOR- limfati¢nih stanica periferne krvi

omjer povrSine prstenastin AQNOR-a i jezgre limfati¢nih stanica periferne krvi
omjer povrSine svin AQNOR-a i jezgre limfati¢nih stanica periferne krvi
ukupna povrSina svih AQNOR-a limfati¢nih stanica periferne Krvi

apsolutni broj atipicnih limfati¢nih stanica u perifernoj krvi

apsolutni broj svih limfati¢nih stanica u perifernoj krvi

% stanica s manjom koli¢inom DNA od stanica u vrSku DNA histograma periferne krvi
% stanica s vecom kolicinom DNA od limfati¢nih stanica sa sadrZzajem DNA od 4N
% stanica s vecom koli¢inom DNA od stanica u vrSku DNA histograma periferne krvi
% stanica u S fazi stanicnog ciklusa limfati¢nih stanica periferne krvi
postotak stanica u vrSku DNA histograma periferne krvi

DNA indeks limfati¢nih stanica periferne krvi

proliferacijsko-kineti¢ki indeks

povrSina jezgara limfati¢nih stanica periferne krvi

povrsina limfati¢nih stanica periferne krvi

Sirina jezgara limfati¢nih stanica periferne krvi

broj jezgara limfati¢nih stanica periferne krvi

Sirina limfati¢nih stanica periferne krvi

konveksitet povrSine jezgara limfaticnih stanica u perifernoj krvi

konveksitet povrSine limfaticnih stanica u perifernoj krvi

faktor izduZenosti jezgara limfati¢nih stanica periferne krvi

faktor izduZenosti limfati¢nih stanica periferne krvi

faktor pravilnosti jezgara limfati¢nih stanica periferne krvi

faktor pravilnosti limfati¢nih stanica periferne krvi

duZina limfati¢nih stanica periferne Kkrvi

duzina jezgara limfaticnih stanica periferne krvi

najveci polumjer jezgara limfaticnih stanica periferne krvi

najveci polumjer limfati¢nih stanica periferne krvi

najmanja povrsina jezgara limfaticnih stanica periferne krvi

najmanja povrsina jezgara limfaticnih stanica periferne krvi

najmanja povrsina limfati¢nih stanica periferne krvi

odnos jezgra/citoplazma limfati¢nih stanica periferne krvi

opseg jezgara limfaticnih stanica periferne krvi

opseg limfati¢nih stanica periferne krvi

ukupna povrSina jezgara limfati¢nih stanica periferne krvi

plazmocitom

proteini

ribosomalna DNA

ribonukleinska kiselina

broj retikulocita/1000 eritrocita

subakutna leukemija

standardna devijacija

sedimentacija

standardna greSka

aspartat-aminotranferaza

alanin-aminotranferaza

povrSinski imunoglobulin

subkroniéna leukemija

velicina slezene u cm ispod rebranog luka

velicina slezene u cm mjerena ultrazvukom

spleni¢ni limfom marginalne zone



T™M,

TM3
T-PLL
TR
TRAP
TT™M
uiBC
UK-PROT
UREA
VAD
VNM
VPM

NeX <
—

velicina slezene u cm mjerene ultrazvukom
spleni¢ni limfom s viloznim limfocitima
srednje tockice (tip AGQNOR-a)

Svjetska zdravstvena organizacija
T-limfoproliferativna bolest

T-stani¢ni receptor

terminalna deoksinukleotidil transferaza
T-intracelularni protein

T-granularna limfocitna leukemija

promjer najvecéeg palpabilnog ¢vora u cm

drugi korjen iz apsolutnog broja limfocita u krvi

veli¢ine jetre ili slezene ispod rebranog luka u cm
T-prolimfocitna leukemija

trombociti

tartarat rezistentna kisela fosfataza

ukupna tumorska masa

slobodni transferin u serumu

ukupni proteini

urea

terapijska shema: vinkristin, adriamicin i deksametazon
veliki nepravilni mjehurici (tip AQNOR-a)

veliki pravilni mjehurici (tip AQNOR-a)

velike tockice (tip AGQNOR-a)

aritmeticka sredina

ispitanici Zenskog spola
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1. UVOD



1.1. KRONICNE LIMFOPROLIFERATIVNE BOLESTI

1.1.1. DEFINICIJA

Limfoproliferativne bolesti su zloéudne bolesti limfocitnog sustava koje zahvacaju
neku od stani¢nih linija limfocithnog sustava sa zastojem u sazrijevanju i
posljedicnom akumulacijom klonalnih patoloSkih limfatiénih stanica u organima

uklju€enim u limfati¢ni sustav.’

Prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji (SZO) njihovo razvrstavanje moguée je na
osnovu klini¢kih, morfoloskih, laboratorijskih, imunoloSkih, citogenetskih, molekularnih i
kinetickih parametara.? Po tipu raspodjele tumorske mase mogu se svrstati u leukemije i
limfome.® Prema stupnju malignosti te morfoloskim karakteristikama u visoko maligne
(akutne leukemije i velikostani¢ne limfome) te niskomaligne (kroni¢nu limfocitnu
leukemiju i limfome malih stanica). Postoje medutim, brojni prijelazni oblici u svim
pravcima. U jednom slu€aju od leukemija prema limfomima i obrnuto: s razli¢itim
stupnjevima infiltracije koStane srzi, periferne krvi i limfati¢nih organa. U drugom sluc¢aju
postoje prijelazni oblici Sto se ti¢e malignosti: od akutnih prema kroni¢nim limfocitnim

leukemijama, odnosno malignim limfomima niskog do visokog stupnja malignosti.*

Izuzevsi akutnu limfatiénu leukemiju, svi ostali limfocitni leukemijski oblici svrstavaju se u
kroniéne leukemijske limfoproliferativne bolesti (KLLPB) odnosno diseminirane oblike
zrelih B ili T-limfocitnih neoplazmi, kao izrazito heterogenu grupu varijabilne klinicke
slike.>®"8° Ako uzmemo u obzir da abnormalne limfoidne stanice cirkuliraju u perifernoj
krvi i koStanoj srzi u bolesnika s Ne-Hodgkin limfomima (NHL), ¢eSc¢e niskog, ali i
visokog stupnja malignosti s razli€itim stupnjevima infiltracije koStane srzi, periferne krvi i
limfnih évorova te razliC¢itu morfolosku sliku u razli¢itim odijelcima tumorske mase,
namece se pitanje briZljive evaluacije parametara kako bi se tip bolesti 3to preciznije

definirao Sto je preduvjet za racionalan terapijski pristup.

1.1.2. HISTOGENEZA B i T-LIMFATICNOG SUSTAVA KAO OSNOVA ZA
RAZUMIJEVANJE NASTANKA MALIGNIH ENTITETA

Naziv limfocit se najCeSce upotrebljava sa znacenjem imunoloski (imunopoetski)
usmijerene stanice, jer velika vecina stanica limfoidne morfologije pripada histogenetski
imunopoezi. Isto se tako izvedeni pojmovi limfoidni (sli¢an limfocitu), limfati¢ni ili

limfocitni sustav Cesto upotrebljavaju u Sirem znacenju te oznaCavaju imunopoezu,



imunoloski sustav i organe koji preteZzno pripadaju imunoloSkom sustavu. lako veéina
imunopoetskih stanica ima limfocitnu morfologiju u mirovaniju, stanice koje proliferiraju
odgovaraju blastima. Dok prethodnici T i B-stanica, zrele T i B-stanice, T i B-stanice s
pamcenjem kao i funkcionalno aktivne T-stanice imaju u mirovanju morfologiju
limfocita, funkcionalno aktivne B-stanice su plazma-stanice. Prema tome,
imunopoetske stanice mijenjaju morfologiju ovisno o proliferativnom statusu,
diferencijacijskoj usmjerenosti i stupnju sazrijevanja. Povijesno gledano, dugo se
smatralo da su limfociti krajnje diferencirane, inertne stanice nepoznate funkcije, a

imunologija se razvijala bez znanja o staniénoj podlozi imunoloskih reakcija.®*°

Zrele B neoplazme imitiraju stupnjeve normalne B-staniCne diferencijacije te se
podrazumijeva da su normalni stani¢ni stadiji baza njihove klasifikacije i nomenklature.**
Normalna B-limfatiCna diferencijacija po€inje s prekusorskim B-limfoblastom, koji se
diferencira u zrele povrSinske imunoglobulin (engl. surface immunoglobulin - SIg)
pozitivne naivne B-stanice klase M (IgM) i klase D (IgD).** Naivne B stanice su mali
limfociti u mirovanju koji cirkuliraju u krvi, ulaze u primarne limfoidne folikle i plastenu
zonu folikla (takozvani recirkuliraju¢i B limfociti)."* Tumori sastavljeni od ovih stanica su
uglavnom morfoloski nisko maligni, klini€ki indolentni, raSireni i leukemicni, sastavljeni
od cirkulirajuéih limfocita sliénim normalnim naivnim B-stanicama. Dvije najéeSce
neoplazme koje korespondiraju s CD5 pozitivnim B-stanicama su B-KLL i vecina

slu¢ajeva limfoma plastene zone.****

U doticaju s antigenom naivne B-stanice podlijeZzu blasti¢noj transformaciji, proliferaciji i
sazrijevanju u IgG ili IgA protutijela-secerniraju¢e plazma stanice i limfocite s
paméenjem (engl. memory lymphocytes).'®’ Blastiéne stanice nastale od naivnih B-
limfocita koje su doSle u doticaj s antigenom ulaze u primarne centre klijanja i zajedno
s folikularnim dentriti€énim stanicama (FDS) formiraju germinativhe centre.
Transformirane blastiChe stanice koje se nazivaju centroblastima u vecini sluCajeva
nemaju Slg, prestaju izraZzavati BCL2 protein (inhibitor apoptoze) te tako njihovi progeni
postepeno umiru kroz apoptozu. Centroblasti izraZzavaju CD10 i BCL6 protein (,nuclear
zinc-finger* transkripcijski faktor) kao i centrociti (ali ne i naivni B-limfociti, limfociti s

paméenjem, limfociti plastene zone i plazma stanice).*®

U germinativhom centru, somatske mutacije zbivaju se u imunoglobulin promjenljivoj
(engl. immunoglobulin variable - IGV) regiji gena, koje promijene afinitet za reakciju

antigen-antitijelo.™ To rezultira intraklonalnom raznoliko3éu u populaciji stanica nastalih



od svega nekoliko prekursora. Neke stanice skre¢u iz IgM u IgG ili IgA produkciju.
BCL6 gen takoder podlijeze somatskoj mutaciji u germinativnom centru.”® Genska
mutacija IGV gena s intraklonalnom raznolikoS¢u je obiljezje stanica centra folikla, a
obje mutacije BCL6 i IGV regije gena sluze kao biljezi stanica koje su prosle
germinativni centar. Vecina velikostani¢nih limfoma je sastavljena od stanica koje imaju
dijelom karakteristike centroblasta i imaju mutaciju IGV regije i ¢esto BCL6 gena u
skladu s deriviranim stanicama koje su bile izloZzene germinativnhom centru. Stanice
Burkittova limfoma su pozitivne na BCL6 i imaju mutaciju IGV gena kao i germinativne
blasti¢ne stanice. | Burkittov limfom i difuzni B-velikostani¢ni limfom (engl. diffuse large
B cell ymphoma - DLBCL) odgovaraju proliferativnim stanicama s tendencijom Klinicki

agresivnih tumora.

Neke zrele B neoplazme imaju karakteristicne genetske abnormalnosti koje su vazna
obiljeZja bioloSke slike i mogu se koristiti u diferencijalnoj dijagnozi. To su t(11;14) u
limfomu plastene zone, t(14;18) u folikularnim limfomima, t(8;14) u Burkittovu limfomu i
t(11;18) u MALT (engl. mucosa-associated lymphoid tissue) limfomu. Prva tri stani¢na
proonkogena kontrolirani su od imunoglobulinskog promotora na kromosomu 14q, a
rezultiraju u konsekutivnoj aktivaciji gena, dok t(11;18) rezultira fuzijskim proteinom. U
limfomima centra folikla (FC) i MALT limfomima ta translokacija rezultira posljedi¢énom
ekspresijom apoptoticnih gena (BCL6 ili APIl;), a kod limfoma plaStene zone i

Burtittovom limfomu ekspresijom gena udruZenih s proliferacijom (cyclin D1 ili MYC).2

Diferencijacija u smjeru razvitka T-limfocitnog sustava zapoc€inje pro-T-stanicom
koStane srzi. Te su stanice TdT (terminalna deoksinukleotidil transferaza) pozitivne,
CD34+, CD7+ i izrazavaju CD3e protein u citoplazmi CD3/T-stanicnog receptora.
Ulaskom u timus pod utjecajem mikrookoliSa i timusnih hormona pro-T-stanice
proliferiraju te sazrijevaju od stupnja ranog timocita, preko timocita, do stupnja zrelog

timocita, neovisno o antigenu.*

Zreli T-stani¢ni limfomi izraZavaju imunofenotipske karakteristike posttimi¢nih T-
limfocita. Postoje dvije razliite klase T-stanica: af T-stanice i yd® T-stanice.
Razlikovanje je bazirano na strukturi T-stani¢nog receptora (TCR). o T-stanice se
dijele u dva glavna podtipa (CD4+ i CD8+). CD4+ stanice ili pomagacke (engl. helper)
T stanice, a najvaznije su u sekreciji citokina, dok su CD8+ stanice ili citotoksi¢ne
stanice najviSe uklju¢ene u citotoksi¢ne imune reakcije. CD4 pozitivne stanice se dijele

u dva glavna tipa: Thl stanice koje luce interleukin 2 (IL-2) i interferon y. Th2 stanice



luCe IL-4, 5, 6 i 10. Osim toga Th1l stanice pomazu ostalim T stanicama i makrofagima,
dok Th2 stanice pomazu B stanice u njihovoj produkciji antitijela. Njihovi razli€iti imuni
profili jo$ uvijek nisu u relaciji s podtipovima leukemija i limfoma. Postoji svega nekoliko
studija gdje subklasifikacija T-limfoma korelira sa specificnim profilom citokine ili

kemokine ekspresije.?

Medutim, vecina je klinickih manifestacija T-stani¢nih limfoma u vezi sa citokinskom
ekspresijom malignih stanica [hiperkalcemija udruzena s adulthom T-limfocithom
leukemijom (ATLL) je vezana za sekreciju faktora koji aktivira osteoklaste, a
hemofagocitni sindrom prisutan u mnogim T i NK neoplazmama je udruzen sa
sekrecijom i citokina i kemokina]. NK-stanice dijele neke funkcije i biljege s T-
stanicama (CD2, CD7, CD8, CD56, CD57), a pozitivne su na € lanac CD3. NK stanice i
citotoksine T-stanice izrazavaju citotoksiCne proteine (perforin, granzim B i T
intracelularni  protein-TIA-1). Oba antigena se takoder vide i u neoplasticnim

citotoksiénim T i NK varijantama.>**#?

1.1.3. SZO KLASIFIKACIJA ZRELIH B i T-LIMFOPROLIFERATIVNIH BOLESTI
1.1.3.1. Zrele T-limfoproliferativne bolesti

Zrele T-limfocitne neoplazme potjecu od zrelih ili posttimi¢nih T stanica. Buduéi su NK-
stanice usko povezane i dijele neke imunofenotipske i funkcionalne karakteristike s T

limfocitima ove dvije neoplazme razmatraju se zajedno.??

SZO Kklasifikacija T i NK neoplazmi uklju€uje morfologiju, imunofenotip, genetiku i
klinicku sliku. Klinicka slika igra vaznu ulogu u subklasifikaciji ovih tumora, narocito u
odsutnosti specificnosti ostalih parametara. T-stani¢ni limfomi pokazuju veliku
morfoloSku razli¢itost. Stani¢ni sastav varira od malih limfocita s minimalnom atipijom
do velikih stanica anaplasti¢ne slike: anaplasti¢ni limfom velikih stanica (ALCL), ATLL i
nazalni NK/T limfom. Medutim, postoje i preklapanja morfoloskih slika izmedu razli€itih
entiteta. Mnogi ekstranodalni citotoksiéni T limfomi i NK limfomi imaju sli¢an izgled
ukljudujué¢i prominentnu apoptozu, nekrozu i angioinvaziju.?* U suprotnosti s B-
stani€nim limfomima specificni imunofenotip nije udruzen s veéinom T-stani¢nih
podtipova. Bez obzira Sto je neki od antigena uobiCajeno udruzen sa specifiCnim
entitetom, to ne znadi da je tumor-specifi¢an. CD30 je univerzalna karakteristika ALCL,

ali se nalazi i u ostalim T i B limfomima, u Hodgkinovu limfomu (HL) te nekim



embrionalnim tumorima. Sliéno, CD56 je karakteristi¢an za nazalni tip NK/T limfoma, ali
se moze naci i u ostalim T limfomima kao i u plazma-stani¢nim neoplazmama. Isto tako
unutar jednog entiteta moze se vidjeti varijacija u imunofenotipu (hepatospleniéni yd T
fenotip, iako manjina slu¢ajeva mogu eksprimirati aff T derivaciju). Na kraju, nasuprot B
limfomima nema standardnih imunofenotipskih billega za klonalnost, a nalaz
aberantnog imunofenotipa moZe pomoéi u dijagnozi malignosti.?®

Za sve, Klini¢ka slika igra glavnu ulogu u subklasifikaciji T i NK stani¢nih neoplazmi.

Klinigki se mogu podijeliti u:?®

Leukemijske ili diseminirane T-limfoproliferativhe bolesti
T-prolimfocitna leukemija, T-PLL
T-granularna limfocitna leukemija, T-LGL
agresivna NK leukemija
adultna T leukemija/limfom, ATLL
Ekstranodalne T-limfoproliferativnhe bolesti
ekstranodalni NK/T limfom, nazalni tip
enteropatski T limfom
hepatospleni¢ni T limfom
subkutani panikulitisu sli¢an T limfom
Kozne T-limfoproliferativne bolesti
blasti¢ni NK limfom
mycosis fungoides/Sezary sindrom
primarni kozni ALCL
Nodalne T-limfoproliferativne bolesti
NOS, periferni T limfom (engl. no other specified)
Angioimunoblasti¢ni T limfom, AIL

Anaplasti¢ni limfom velikih stanica, ALCL

Nasuprot nemoguénosti odredivanja klonalnosti imunofenotipski, molekularna genetska
studija lan€anom reakcijom polimeraze (engl. polymerase chain reaction - PCR) za
preuredbu gena za T-stani¢ni receptor (TCR) je vaZna za odredivanje klonalnosti T
staniénih proliferacija.?’?® Specifiéne genske abnormalnosti nisu nadene za mnoge T i
NK neoplazme. Jedan od rijetkih je ALCL, koji je jasno udruzen s translokacijom t(2;5).

Molekularna patogeneza vecéine T i NK neoplazmi ostaje za daljnja istraZivanja.?



1.1.3.2. Zrele B-limfoproliferativne bolesti

Klasifikacija zrelih B-stani¢nih neoplazmi temelji se na koriStenju svih dostupnih
informacija koji definiraju pojedine entitete.?*? Morfologija i fenotipizacija su dovoljni za
dijagnozu u vecini slu¢ajeva. Imunofenotipizacija se koristi u diferenciranju limfoma
malih stanica: mijeSane kroni¢ne limfocitne i prolimfocitne leukemije (KLL/PLL), FC,
MALT limfoma te plazmocitoma (PL) od reaktivnih procesa. Isto tako, koristi se u
diferenciranju proliferativnih tipova limfoma kao 5to su difuzni DLBCL i Burkittov limfom
od nelimfoidnih tumora, te subklasifikaciji morfoloski sli¢nih limfoma.* Opcenito, nema
jednog specificnog biliega za bilo koji entitet. Kombinacija morfoloske slike i
kombinacije antigena je neophodna za korektnu dijagnozu. U nekim slucajevima
osnovnha je Klinicka slika, kao u slu€ajevima limfoma marginalne zone te
medijastinalnog velikostani€énog limfoma. Molekularna genetska analiza i citogenetska
analiza te FISH mogu biti od pomo¢i u diskutabilnim slu€ajevima, kako u slu¢ajevima
odredivanja klonalnosti u malostani¢nim neoplazmama u razlikovanju prema reaktivnim
procesima, tako i u detekciji specificnih kromosomskih abnormalnosti potrebnih za
subklasifikaciju kao npr. t(11;14), t(14;18) i t(8;14).

SZO klasifikacija dijeli B-limfocitne neoplazme na osnovu njihovih klini¢kih prezentacija

na:?

1.1.3.2.1. Predominantno diseminirane zrele B-limfocitne neoplazme

Ovi tumori se uglavnom prezentiraju infiltracijom koStane srzi, s/bez infiltracije periferne
krvi i solidnih tkiva kao Sto su limfni ¢vorovi i slezena. Uklju€uju kroni¢nu limfati¢nu
leukemiju (KLL), limfoplazmocitni limfom/Waldenstrémovu makroglobulinemiju (LPL),
triholeukemiju (engl. hairy cell leukemia - HCL), spleni¢ni limfom marginalne zone
(engl. splenic marginal zone lymphoma - SMZL) i plazmocitom. Diseminirane zrele B-

limfati€ne neoplazme su uglavnom indolentne.
1.1.3.2.2. Primarno ekstranodalni B-limfomi

Ovi limfomi se uvijek prezentiraju u ekstranodalnim podruc¢jima, a opaZza se njihova
bliskost normalnim limfoidnim stanicama specificnim za ekstranodalne imunoloske
reakcije. U ove B-stanicne neoplazme spada ekstranodalni limfom marginalne zone
(EMZL/MALT).



1.1.3.2.3. Predominantno nodalni B-limfomi

Dvije B stani¢ne neoplazme predstavljaju glavninu nodalnih malostani¢nih lifmoma:
limfomi centra folikla i limfomi plasStene zone. Rjede se susrece treci tip, nodalni
marginalne zone B stani¢ni limfom, koji pokazuje sli€nost s ostalim indolentnim
nodalnim limfomima. Ove se neoplazme tipiéno prezentiraju kao raSirene bolesti
infiltriraju¢i  prvenstveno limfni &vor, Cesto koStanu srz, jetru i slezenu, a mogu
zahvacati i ostala ekstranodalna podruc¢ja kao dio diseminirane bolesti, rijetko kao

lokalizirana ekstranodalna bolest.
1.1.4. BIOLOSKO PONASANJE ZRELIH B-LIMFOPROLIFERATIVNIH BOLESTI

Klinicka prezentacija, bioloSko podrijetlo i odgovor na terapiju zrelih B-limfoidnih
neoplazmi je izuzetno heterogeno, te je zbog toga korektna dijagnoza vazan preduvjet
terapije. Prepoznavanje novih entiteta moZe biti put za istraZivanje terapijskih opcija.
Bolesnici s indolentnim limfomima kao KLL/MLL, FC i tinjaju¢i plazma stani¢ni mijelom,
mogu se pratiti bez terapije dok ne postanu simptomatski, s medijanom promatranja 5

ili viSe godina.

Ostali indolentni limfomi, kao MALT tip, koji se razlikuje od ostalih malostani¢nih
limfoma svojom morfologijom, imunofenotipom i klinickom slikom, mogu se lijeciti
lokalnom radioterapijom. Narocito je vazno otkriée da je u vezi s Helicobacter pylori
infekcijom te moze biti potencijalno lije€iv antibioticima i eradikacijom Helicobacter
pylori.3

Limfom plastene zone (engl. mantle cell lymphoma - MCL), kombinacija je slike
indolentnog i agresivnog limfoma, ne odgovara na uobi¢ajenu kemoterapiju, klini¢ki je
agresivan te je prezivljenje oko 3 godine. Izdvajanje iz skupine malostaniénih limfoma i

precizna dijagnoza je vazna za trazenje novih potencijalno efikasnijih terapija.
Folikularni limfomi predstavljaju 80% nisko malignih limfoma.

Dva agresivna B-stani¢na limfoma, bilo da se radi o nodalnoj i ekstranodalnoj bolesti,
mogu biti lokalizirani ili diseminirani:
Difuzni B-velikostani¢ni limfom (DLBCL) je globalno &est limfom, a ¢ini oko 30%

svih limfoma. MoZe zahvacati limfni ¢vor ili ekstranodalna podrudja, tipi¢no se



prezentira kao brzo rastu¢éa masa. Vazan klini¢ki podtip DLBCL je primarni
medijastinalni (timi¢ni) DLBCL, kao agresivni tumor mladih odraslih s blagom
predominacijom u Zena. Ostale posebne entitete ¢ini i primarni limfom u
izljevima (primarni efuzijski limfom) i primarni intravaskularni limfom. MorfoloSke
varijante DLBCL su: centroblasti¢ni, imunoblasti¢ni, difuzni B velikostani¢ni
limfom bogat T Ilimfocitma i anaplasti¢ni, iako je Klini€ka relevantnost
diskutabilna. DLBCL su uglavnom heterogeni te se klini¢ki faktori rizika uzimaju
kao polaziSte za terapiju. Oko 40% se lije€i agresivnom kemoterapijom. Mnogo
se ocCekuje od molekularne dijagnostike u identifikaciji razli€itih genskih
ekspresija i identifikaciji novih podtipova s razli¢itom prognozom Sto bi moglo
imati i ulogu u pronalazenju novih terapijskih modela. Monoklonalna antitijela
protiv B-stani¢nih povrsinskih antigena, kao npr. CD20, sve viSe se koristi u
terapiji bolesnika s B-stani¢nim neoplazmama. Bliska suradnja morfologa i
klinicara je klju€na za buduci napredak u terapiji ovih neoplazmi.

Drugi visoko agresivni tumor srednje velikih proliferiraju¢ih B stanica je Burkittov
limfom s tipiénom translokacijom kao odraz deregulacije c-MYC onkogena. Neki
limfomi imaju morfoloSku sliku izmedu tipiénog Burkittovog limfoma i DLBCL
ranije nazivan Burkittu sli¢an limfom. SZO klasifikacija ovu kategoriju smatra
kao podtip Burkittovog limfoma: tzv. atipiéni Burkitt/Burkittu-sli¢an limfom.?
Vecina Klini¢kih podtipova ovog limfoma ukljuuje endemiéni, sporadicni i

udruzen s imunodeficijencijom.

1.1.5. DISEMINIRANE (LEUKEMIJSKE) ZRELE B-LIMFOPROLIFERATIVNE
BOLESTI

Razvojem imunologije 70-tih godina nastaju nova saznanja 0 imunom sustavu s
posljedi¢nim prepoznavanjem mnogih stani¢nih tipova. Limfoproliferativhe bolesti
karakterizira klonalna proliferacija i akumulacija neoplasti¢nih B limfocita u perifernoj
krvi, kostanoj srzi i limfnim &vorovima.®> Nes$to rjede zahvacena je i T-stani¢na
populacija. B i T kroni¢ne limfoproliferativhe bolesti definirane su morfoloSkim izgledom
te membranskim i intracitoplazmatskim fenotipom neoplastiénih stanica.***** U obje
stani¢ne linije (T i B) dobro su definirani klinicki entiteti u kojima se mogu prepoznati
infiltracija koStane srzi i periferne krvi. Suptilne morfoloSke i fenotipske razli€itosti ovih
bolesti sa specificnom klinickom slikom, staniénom biologijom i podrijetiom nastoje se
$to preciznije i bolje definirati.* Morfolo$ka analiza ko$tane srzi, razmaza periferne krvi i

limfnog C€vora, upotpunjena fenotipom i citogenetskom analizom moze biti baza za



Klinicku praksu te daljnja istrazivanja. Za razliku od citomorfologije i citokemijskih
karakteristika upotrijebljenih za klasifikaciju akutnih leukemija (izuzev AML-M7)
reproducibilnost klasifikacije kroni¢nih B i T leukemija zahtjeva determinaciju

membranskog fenotipa neoplastiénih stanica kao i opis njihove morfoloske slike.*®
1.1.5.1. B-kroni¢na limfocitna leukemija /B-limfom malih limfocita (KLL/MLL)
1.1.5.1.1. Definicija i stani¢no podrijetlo

KLL je limfoproliferativha bolest karakterizirana ekspanzijom malignog klona B-stanica
u perifernoj krvi, koStanoj srzi i limfnim ¢&vorovima, za razliku od MLL, identi¢nog
morfologijom i fenotipom s KLL, ali bez leukemijske slike. Tipi¢ni oblik KLL-a pokazuje
morfologiju malih zrelih limfocita u perifernoj krvi, koStanoj srzi i limfnim ¢vorovima,
izmijeSanih s prolimfocitima i parimunoblastima (pseudofolikli), ekspresiju CD5 i CD23

37383940 te nisko proliferativnu sposobnost.***** Manje od 10% B KLL-a su

antigena,
CD5 negativne, za razliku od vecine B prolimfocitnih leukemija (B PLL). Mnogi slucajevi
KLL predstavljaju naivne pregerminativne B limfocite s imunofenotipom CD5+, CD23+,
IgM+, 1gD+ koji se nalaze u perifernoj krvi, primarnim foliklima i plastenoj zoni folikla.**
Slu€ajevi koji pokazuju mutacije IGV regije mogu korespondirati sa CD5+, IgM+

perifernim postgerminativnim B-limfocitima s pamcéenjem.
1.1.5.1.2 Epidemiologija i klinicka slika

B-KLL predstavlja 90% kroni¢nih limfoidnih leukemija, a 6,7% NHL-a se klasificira kao
MLL/KLL.*” Ve¢ina bolesnika su u dobi iznad 50 godina (medijan 65), pretezno su to
muskarci (2:1). Kriteriji za dijagnozu B-KLL su infiltracija koStane srzi te apsolutna
limfocitoza u perifernoj krvi prema veéini autora >5x10%/L (prema SZO >10x10°/L).
Dijagnoza je moguéa uz limfocitozu u perifernoj krvi manju od 10x10°L, ako su
morfologija i imunofenotip tipiéni za B-KLL. Limfni ¢vorovi, jetra i slezena su tipi¢no
infiltrirani, ali mogu biti zahvaceni i ekstranodalna podru¢ja kao kozZa, dojka itd.
Dijagnoza B-MLL (ali ne i B-KLL) je u odsutnosti infiltracije koStane srzi i periferne krvi.*
Vecina bolesnika je asimptomatska, ali neki se prezentiraju s autoimunom
hemolitiCkom anemijom, infekcijama, hepatosplenomegalijom, limfadenopatijom i
ekstranodalnim infiltratima. U nekih bolesnika moZze se naéi u elektroforezi

imunoglobulina mali monoklonalni vr8ak, tzv. M-komponenta.® Zbog velike
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varijabilnosti tijeka bolesti znacajni doprinos i prekretnicu u klini€kom istraZzivanju B-

KLL predstavlja klasifikacija u klinike stadije.*>*®*’

Klasifikacija prema Rai-u i suradnicima iz 1975. godine je jednostavna, lako
primjenjiva i pruza prognosticku diskriminaciju medu pojedinim skupinama, ali ima i
odredene slabosti. Klasifikacija je pretezno kvalitativna, bez kvantifikacije pojedinog
parametra, pa ne omogucuje procjenu progresivnosti, niti je prikladna za procjenu
terapijskog odgovora. Veli¢inu tumora procjenjuje indirektno preko prisutne
insuficijencije mijelopoeze, Sto onemogucuje da se npr. u terapiji rabi za procjenu
terapijskog antitumorskog efekta neovisno o eventualnoj toksi¢nosti terapije (tablica
1)_48

Tablica 1. Klini¢ka klasifikacija B-KLL u stadije (Rai i sur. 1975)*

Stadij 0 1 2 3 4
Limfocitoza* + + + + +
Limfni évorovi + +/- +/- +/-
Hepato ili . o o

splenomegalija
Anemija + +/-
Trombocitopenija +

* limfocitoza od najmanje 15x10° uz najmanje 40%-tnu infiltraciju koStane srzi

Zbog navedenih ograni¢enja predlozene su i novije klasifikacije koje su takoder u
klinickoj uporabi. Medutim, klasifikacija u A, B i C-stadij (Binet, 1981) (tablica 2) nije
nadvladala osnovne nedostatke Raieve klasifikacije, a ne pokazuje prednost u

prognostickoj efikasnosti.
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Tablica 2. Klini¢ka klasifikacija B-KLL u stadije (Binet i sur. 1981)48

limfocitoza u krvi (<15x10°/L) uz 40% ili veé¢u limfocitozu
Stadij A u KS. Odsustvo anemije i trombocitopenije i

zahvacéenost manje od tri regije ¢vorova*

kao gore, s tri ili viSe zahvacenih regija limfnih ¢vorova,

Stadij B
slezene ili jetre; odsutnost anemije i trombocitopenije
kao gore, uz anemiju (HB<110g/L za musSkarce ili <100g/L
Stadij C za Zene) ili trombocitopenija (<100x10°/L) bez obzira na
broj zahvacenih limfnih regija
Legenda: HB - hemoglobin, * svaka cervikalna, aksilarna ili ingvinalna regija bez obzira na

jednostranost ili obostranost, slezena i jetra racunaju se kao jedno zahvaceno podrucje

Noviju generaciju klinickih klasifikacija predstavlja odredivanje ukupne tumorske
mase (TTM), a osniva se na €injenici da je tumorska masa u B-KLL rasporedena u
tri osnovna odjeljka: 1. koStanoj srzi i perifernoj krvi (TM;), 2. limfnim &vorovima
(TMy) i 3. slezeni (TM3). U svakom od odjeljaka veli€¢ina tumorske mase moze
varirati. Zbog toga je za svaki od odjeljaka odabran jednostavan pokazatel;
veliC¢ine. Kao predstavnik prvog odjeljka izabran je drugi korijen iz apsolutnog
broja limfocita u nanolitru (ili broja x 10°, za drugi odjeljak predstavnik je
promjer najveceg palpabilnog limfnog &vora u centimetrima, a za treéi palpabilna
slezena u centimetrima. Zbroj iznosa u sva tri odjeljka predstavlja zbroj ukupne

tumorske mase (tablica 3).*°

Tablica 3. Kriteriji za procjenu ukupne tumorske mase (TTM)48

Odjeljak Predstavnik Veli¢ina

TM; - koStana srz i o ) _ .
i broj limfocita (periferna krv) ONly/nl
periferna krv

] . _ promjer najveceg palpabilnog
TM, - limfni évorovi ; cm
¢vora

o palpabilna slezena od lijevog
TM;s - slezenaii jetra cm
rebranog luka

TT™ TM1+TM2+TM3

Legenda: Nly - apsolutan broj limfocita; nl — nanolitar; TTM - ukupna tumorska masa
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Odredivanje ukupne tumorske mase razlikuje se od drugih klasifikacija po tome
Sto:
mjeri veli¢inu tumora neovisno o insuficijenciji mijelopoeze
omogucuje nepristrano procjenjivanje raspodjele tumorske mase u or-
ganizmu i
ima karakter kontinuirane varijable te moze posluziti za procjenu
progresije s jedne strane i procjenu terapijskog efekta s druge strane, tj.
moze se primijeniti i u toku lije€enja i neovisno o simptomima insuficijencije
mijelopoeze procjenjivati antitumorski ucinak terapije. Navedene znacajke
¢ine TTM Klasifikaciju osobito prikladnom za planiranje i pracenje klinickih
pokusa u KLL te se sve ¢eSce rabi u medunarodnim pokusima i rutinskoj

praksi.

Klinicka slika bolesti je kriterij za terapiju. Bolesnici koji se prezentiraju s
uznapredovalim stadijem podlijeZu kemoterapiji. Prevladava misljenje kako bolesnici u
ranom stadiju bolesti bez evidentne progresije ili simptoma bolesti, treba poStediti od
primjene antitumorske terapije.>® Han i suradnici®* uvode termin benigna monoklonalna
B-stani¢nha limfocitoza za Klini€ku sliku nultog stadija (0 KLL) bez progresivnosti.
Montserrat™ na temelju prognosti¢kih faktora: vremena udvostrugenja tumorske mase
(DTL) i vremena udvostru€enja broja limfocita (DTM) za 0 stadij govori o tinjajucoj

(engl. smoldering) KLL.

Hipogamaglobulinemija se vida u viSe od 50% bolesnika s KLL-om. Naj¢eSc¢e prvo
zahvaca imunoglobuline klase A (IgA), zatim klase M (IgM) i klase G (IgG), dok 5-10%
bolesnika ima mali monoklonalni vrSak (M-komponentu) u gama (y), rjiede beta (B)
frakciji globulina. Paraproteinemija je ¢eS¢a ako je bolest u transformaciji. PoviSena
razina B, mikroglobulina je udruZzena s loSijom prognozom. PoviSene serumske
vrijednosti laktat dehidrogenaze (LDH) se nalaze u manje od 10% bolesnika pri
dijagnozi i moze biti posljedica autoimune hemoliticke anemije ili transformacije u

velikostani¢ni limfom (Richterov sindrom).

Transformacija u visoko maligni limfom se naziva Richterov sindrom. DeSava se u oko
3,5% slucajeva, uglavnhom u DLBCL (3%) ali su prisutni i slu€ajevi sli¢ni Hodgkinovu
limfomu (HL) u oko 0,5%. KLL moze biti i udruzen s HL, koji se moze prezentirati
rasprSenim Reed-Sternbergovim stanicama ili njenim varijantama u pozadini KLL ili s

diskretnim podrucjima klasicnog HL ili se pak radi o HL kao varijanti Richterova
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sindroma. **** Molekularna genska analiza sugerira da u 50% slugajeva agresivnog
malignog limfoma nastaje transformacijom originalnog neoplasti¢nog klona, ali se ne

isklju€uje niti sekundarna neoplazma koja nije u vezi s osnovnom bolesti.

Klinicka slika je uglavnom indolentna, medijan preZivljenja je do 7 godina. LoSiju
prognozu imaju visi klini¢ki stadiji (Rai llI-1V, Binet B-C) te visoka ukupna tumorska
masa (TTM) te KLL/PLL. Osim toga loSi prognosticki pokazatelji su i difuzna infiltracija
koStane srzi, brzo udvostru€enje broja limfocita (<12 mjeseci), trisomija 12, delecija
11g22-23, atipic¢ni imunofenotip (CD38+), abnormalnost TP53 gena te prisustvo ZAP-

70 proteina.
1.1.5.1.3. Morfologija

U koStanoj srzi i perifernoj krvi, stanice KLL-a su mali limfociti grudaste strukture
kromatina, oskudne svijetle do blijedo bazofilne citoplazme pravilnih rubova. Nukleoli
su slabo vidljivi ili nedostaju. Gumprechtove ,sjene” se tipi¢no vide u razmazu periferne
krvi. Udio prolimfocita u tipiénim KLL-ima (veée stanice s prominentnim nukleolima) je
uglavnom manja od 2%. Povecani broj je udruzen s agresivnijom klinickom slikom kao i
P53 abnormalnosti i trisomijom kromosoma 12. Varijanta KLL-a s poveéanim brojem
prolimfocita, mijeSana kroni¢na limfocitna leukemija i prolimfocitna leukemija (KLL/PLL)
je definirana ako ih se nade 10-55% u perifernoj krvi.* Neki tipovi KLL karakteristi¢nog
imunofenotipa pokazuju atipichu morfologiju s razli€¢itom proporcijom atipi¢nih limfocita.
Ponekad, male limfoidne stanice pokazuju umjerenu nepravilnost jezgara ili
binukleirane limfocite.> Diferencijalno dijagnosti¢ki problema moZe biti i prema MCL.>®
Neki slu€ajevi imaju limfoplazmocitoidnu morfologiju, CD38 pozitivni imunofenotip i

agresivniju klini¢ku sliku.>

Infiltracija koStane srzi moze biti nodularna, intersticijska, difuzna ili kombinirana.
Pseudofolikli su rjedi nego u limfnom ¢&voru, ali se mogu naci. Tip infiltracije koStane
srzi korelira s prognozom. Nodularni i intersticijski uzorak se uglavnom nalazi u ranim

fazama bolesti, a uznapredovala bolest je udruZena s difuznim tipom infiltracije.>**°

Povecani limfni &vorovi u bolesnika s KLL-om pokazuju izbrisanu strukturu s
psudofolikularnom slikom. Predominantne stanice su male, neSto ve¢e od normalnih
limfocita, grudaste strukture kromatina, uglavhom okruglih jezgara. Pseudofolikli su

gradeni od malih, srednje velikih do velikih stanica. Prolimfociti su srednje velike
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stanice, njeznije strukture kromatina i malih nukleola. Paraimunoblasti su srednje do
velike stanice, okruglih ili ovalnih jezgara, rasprSene strukture kromatina, centralnih
nukleola i blijedo bazofilne citoplazme. Veli€ina pseudofolikla i broj paraimunoblasta
varira od slu€aja do sluc¢aja. U slezeni je jako infiltrirana bijela, ali je zahvacéena i crvena

pulpa, dok se pseudofolikli mogu nadi, ali manji nego u limfnom &voru.
1.1.5.1.4. Imunofenotip

Tipi€na KLL izrazava slabi ili blijed povrsSinski IgM ili IgD, pozitivna je na CD5, CD19,
CDZ20 (slabo), CD79a, CD23, CD43, CD11c (slabo), dok su CD10 i cyclin D1 negativni.
FMC7 i CD79b su u pravilu negativni ili slabo izraZeni. Imunofenotip limfocita periferne
krvi vazan je u diferencijalnoj dijagnozi izmedu KLL i ostalih B-staniénih leukemija.®
Slu€ajevi s mutiranom IGV regijom gena mogu biti CD38 pozitivni. Citoplazmatski Ig
(Clg) se moZze naéi u oko 5% slucajeva. CD23- i cyclin D1+ razlikuje KLL/MLL od
limfoma plastene zone, medutim neki slu€ajevi KLL su CD23- ili djelomi¢no pozitivni,
isto kao Sto rijetki slu¢ajevi MCL mogu djelomi¢no izrazavati CD23. Neki slucajevi
tipicne KLL morfologije mogu imati odsustvo tipi€nog imunofenotipa (CD5- ili CD23-,
FMC7+ ili CD11c+ ili snazno slg+ ili CD79b+). Kako je fenotip danas temelj dijagnoze,

ovi slu€ajevi se izdvajaju iz tzv. tipicne" B-KLL, ali ostaju unutar sindroma KLL.
1.1.5.1.5. Genetika

Teski i laki lanci imunoglobulina su preuredeni (engl. rearranged). Neki nalazi ukazuju
na postojanje dva razli¢ita tipa KLL-a definirane mutacijskim statusom IGV gena koji
imaju prognosti¢ko znacenije i razlicitu kliniCku sliku:
40-50% ne pokazuju somatske mutacie, a odnose se na naivne
pregerminativne B limfocite s imunofenotipom CD5+, CD23+, IgM+, IgD+ koji
se nalaze u perifernoj krvi, primarnim foliklima i plastenoj zoni folikla,®*
50-60% imaju somatske mutacije prisutne kod postgerminativnih B-limfocita,

odnosno B-limfocita s paméenjem.®

ZAP70 [70-kD zeta chain (TCR)-associated protein] je vrlo jaki bilieg IGV mutacijskog
statusa i snazan prognosti¢ki faktor.®® Prisustvo nemutiranog IGV gena jako je
udruzeno s izrazavanjem ZAP-70, koji je snazan prediktor potrebe za terapijom u

bolesnika s KLL-om.%*
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U oko 80% slucajeva prisutan je abnormalni kariotip dokazan FISH analizom. Trisomija
12 je nadena u oko 20% slu€ajeva, delecija 13g14 u preko 50% slucajeva. Slu€ajevi s
trisomijom 12 uglavhom nemaju mutiranu IGV regiju gena, dok je kod 13ql14 &esto
regija mutirana.® Delecija 11g22-23 se nalazi u oko 20% sluéajeva, delecija 6921 ili
17p13 (p53 lokus) u 5-10% sludajeva.®®®’ t(11;14) i BCL; pregradnja gena je opisana
ali u veéini slucajeva radi se o leukemijskoj slici limfoma plaStene zone, a ne o tipi¢noj
B-KLL.%®

1.1.5.2. B-prolimfocitna leukemija

1.1.5.2.1. Definicija i stani¢no podrijetlo

B-prolimfocitna leukemija (B-PLL) je bolest B prolimfocita prisutnih u perifernoj krvi
(>55%), koStanoj srzi i slezeni.* Iskljuéeni su sluéajevi transformacije KLL i KLL/PLL.
Podrijetlo je nepoznatog B stani¢nog stadija.

1.1.5.2.2. Epidemiologija i klinicka slika

Vrlo je rijetka (1% limfocitnih leukemija), vecéina bolesnika je starija od 60 godina
(medijan 70 g.), éeS¢a je u muskaraca (1,6:1).%° Prezentira se splenomegalijom bez
poveéanja perifernih limfnih &vorova, hiperleukocitozom (>100x10%L), anemijom i
trombocitopenijom (u oko 50% slu€ajeva), u nekih bolesnika i malom M-komponentom
u serumu. B-PLL slabije reagira na terapiju od B-KLL i ima krac¢e preZivljenje.>
1.1.5.2.3. Morfologija

Vecina cirkulirajuéih stanica u perifernoj krvi su prolimfociti (>55%, uglavhom >95%),
srednje velike (dva puta vece od limfocita), okrugle limfoidne stanice vidljivih nukleola i
uglavnom dobro ograni¢ene blijedo bazofilne citoplazme.? Ko$tana srz je difuzno
infiltrirana sli¢nim stanicama kao i crvena i bijela pulpa slezene.

1.1.5.2.4. Imunofenotip

Prolimfociti snazno izrazavaju povrSinski IgM+/-IgD te B-stani¢ne antigene (CD19,
CD20, CD22, CD79a i b, FMC7), CD5+ u 1/3 slu¢ajeva i CD23 negativne.*®
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1.1.5.2.5. Genetika

Ig gen je klonalno preureden. Citogenetske abnormalnosti zahvacaju 14932, u 20%
sluCajeva prisutna je t(11;14) iako je u tim slu€ajevima teSko rec¢i da li se radi o
leukemiénoj slici blastiénog MCL.” Delecija 11923 i 13q14 je takoder nadena FISH

analizom. Abnormalnost TP53 gena je nadena u 53% sluéajeva.”’*

1.1.5.3. Limfoplazmacitni limfom - Waldenstromova makroglobulinemija
1.1.5.3.1. Definicija i stani¢no podrijetlo

Limfoplazmocitni limfom je neoplazma malih B limfocita, plazmocitoidnih limfocita
(limfoplazmocitoidnih stanica) i plazma stanica koje uglavnom infiltriraju koStanu srz,
limfne Evorove i slezenu, a periferna krv takoder moZze biti zahva¢ena. Podrijetla je B-
limfocita stimuliranih prema diferencijaciji u plazma stanice (vjerojatno korespondirajuci
S primarnim imunim odgovorom na antigen) ili B-stanica postgerminativnog centra koje

podlijezu somatskoj mutaciji.
1.1.5.3.2. Epidemiologija i klinicka slika

Vrlo je rijedak i predstavlja 1,5% svih nodalnih limfoma, pojavljuje se u odrasloj Zivotnoj
dobi (medijan 63 godine) sa slabom predominacijom u muskaraca (53%).° Neke
studije ga dovode u vezu s hepatitis C virusom (HCV), a opisuje se i regresija nakon
antiviralne terapije. Klinicka slika je tipi¢no indolentna (medijan prezivljenja preko 5
godina). Uznapredovala dob, citopenija, neuropatija i gubitak na tezini su loSi
prognosti¢ki pokazatelji, kao i transformacija u DLBCL (koja je izuzetno rijetka).>” U
vecini slu€ajeva prisutna je M-komponenta (IgM>3gm/dl) s hiperviskoznim sindromom i
krioglobulinemijom (10-30%).”* Plazmocitoidne/citne varijante ostalih limfoma su

isklju€ene.

1.1.5.3.3. Morfologija

Neoplasti¢ne stanice €ine raniji spomenuti mali limfociti, limfoplazmocitoidne stanice
(obilnije bazofilne citoplazme, s jezgrama slicnim limfatiénim stanicama) i plazma

stanice s ili bez PAS+ intranuklearnih inkluzija (Ducherova tjeleSca). Mogu biti prisutni

rijetki imunoblasti, epiteloidne stanice i/ili mastociti. Slezena je difuzno infiltrirana bez
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pseudofolikla, koStana srz nodularno i/ili difuzno intersticijalno. Maligne stanice se
mogu naci u perifernoj krvi, ali je leukocitoza manja nego kod KLL (Cesto ide s
leukopenijom). Mnogi B-stani¢ni limfomi: B-KLL/MLL, MZL i FC pokazuju sazrijevanje u
plazmocitoidne ili plazma stanice koje sadrze Clg. Medutim, limfoplazmocitoidnim
limfomom (LPL) se smatra samo onaj tumor kojem nedostaje slika ostalih limfoma

(pseudofolikli, maligni folikli, stanice marginalne zone ili monocitoidne B-stanice).
1.1.5.3.4. Imunofenotip

Stanice imaju povrsinske i citoplazmatske imunoglobuline, uglavnom IgM* (ponekad
lgG, rijetko IgA), IgD-, pozitivne B-stani¢ne antigene (CD19, CD20, CD22, CD79a),
CD5-, CD10-, CD23-, CD43+/- i CD38+. Odsustvo CD5 i jaka citoplazmatska

ekspresija imunoglobulina pomaZe u razlikovanju od B-KLL.
1.1.5.3.5. Genetika

Prisutna je pregradnja gena za lake i teSke lance imunoglobulina s prisutnim
somatskim mutacijama u IGV regiji gena Sto sugerira da se radi o B-stanicama nakon
antigene stimulacije. Translokacija t(9;14) i pregradnja PAX-5 gena (specificnog
aktivacijskog gena B-stani¢ne diferencijacije) je prisuthna u oko 50% slucajeva kao i u

ostalih limfoma s plazmocitoidnom diferencijacijom.?

1.1.5.4. Splenié¢ni limfom marginalne zone (SMZL)

1.1.5.4.1. Definicija i stani¢no podrijetlo

Predstavlja B neoplazmu sastavljenu od malih limfocita i vecih stanica periferne
marginalne zone uklju€ujuéi razbacane transformirane blaste u bijeloj i crvenoj pulpi
slezene, spleniénim hilarnim limfnim &vorovima i koStanoj srzi, a mogu se naéi i u
perifernoj krvi kao vilozni limfociti. Predstavljaju limfome postgerminativhog centra
nepoznatog diferencijacijskog stadija.

1.1.5.4.2. Epidemiologija i klinicka slika

Rijetka je bolest (<1% limfoidnih neoplazmi), veéina bolesnika je starija od 50 godina s

podjednakom zastupljeno3éu oba spola.” Kilinigki se prezentira splenomegalijom,
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rijetko infiltracijom jetre, ali bez povecéanja perifernih limfnih ¢vorova. Ponekad je
prisuthna autoimuna trombocitopenija ili anemija. Ekstranodalna infiltracija nije
uobiCajena, 1/3 bolesnika ima malu M-komponentu u serumu bez znacajne
hiperviskoznosti ili hipergamaglobulinemije.”*  Tijek bolesti je indolentan,”
transformacija u DLBCL je mogué¢a kao i u ostalim indolentnim B-stani¢nim
neoplazmama. Diferencijalno dijagnosticki treba iskljuciti ostale malostani¢ne B-
staniéne limfome (KLL, MCL, FC, LPL). Nodularna infiltracija koStane srzi iskljuCuje
HCL, ali tip infiltracije koStane srzi nije dovoljan za iskljuenje ostalih malostanicnih
limfoma, te je imunofenotipizacija kljuéna u dvojbenim slu¢ajevima bez nalaza viloznih

limfocita u perifernoj krvi.?
1.1.5.4.3. Morfologija

MorfoloSku sliku ¢ine mali okrugli limfociti i srednje velike stanice, rahlije strukture
kromatina i obilnije svijetlije citoplazme, koji odgovaraju stanicama marginalne zone
rasprSene s transformiranim blastima. Epiteloidne stanice mogu biti prisutne u
limfaticnim agregatima, moze biti prisutna i plazmocitoidna diferencijacija kao i
nakupine plazma stanica u centrima folikla bijele pulpe slezene. U limfnim &vorovima
hilusa slezene prisutni su nodularni infiltrati istih stanica bez evidentne marginalne
zone, dok je infiltracija koStane srzi nodularna i intersticijalna. Ako su limfomske stanice
prisutne u perifernoj krvi, ¢esto (iako ne uvijek) imaju kratke, polarne izdanke. Neki

mogu poprimiti plazmocitoidni izgled.®
1.1.5.4.4. Imunofenotip

Tumorske stanice imaju povrSinske IgM i IgD, CD20+, CD79a+,CD5-, CD10-, CD23-,
CD43-, cyclin D1-."""® Odsustvo CD5 i CD43 pomaZe u iskljugivanju KLL i MCL,
odsustvo CD103 u isklju€ivanju HCL, a odsustvo CD10 odvaja ih od FC.

1.1.5.4.5. Genetika

Prisutna je pregradnja gena za lake i teSke lance Ig i mnogi slu€ajevi imaju somatske
mutacije. Gubitak alela kromosoma 7g21-32 opisan je u oko 40% slulajeva.
Disregulacija CDK6 gena lociranog na 7921 je opisana u nekoliko slu¢ajeva SMZL, dok
BCL2 pregradnja i t(14;18) nije opisana. BCL; pregradnja, t(11;14) i cyclin D1 su

opisani u nekoliko sluéajeva, no u tim slugajevima nije jasno da li je iskljusen MCL.”
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Trisomija 3 i t(11;18) uobiCajena u ekstranodalnim limfomima marginalne zone nije
uobiCajena u SMZL. Trisomija 3 je opisana u 17% sluCajeva SMZL, za razliku od

t(11;18) koja nije opisana.>®*8*

1.1.5.5. Triholeukemija (HCL)
1.1.5.5.1. Definicija i stani¢no podrijetlo

Triholeukemija je neoplazma malih limfoidnih stanica, ovalnih jezgara i obilne vlasaste
citoplazme koji difuzno infiltriraju koStanu srz i crvenu pulpu slezene, a nalaze se i u
perifernoj krvi u malom broju. Podrijetlo stanica je perifernih B limfocita

postgerminativhog centra, nepoznatog stadija.
1.1.5.5.2. Epidemiologija i klinicka slika

Rijetka bolest (2% limfoidnih neoplazmi), predominantno srednje zivotne dobi prema
starijim odraslim (medijan 55 g.) s veéom ugestalo$éu u muskaraca (5:1).%2®% Tumorske
stanice mogu infiltrirati jetru, a ponekad limfne ¢vorove i koZu. Rijetko su prisutni veliki
intraabdominalni ¢vorovi koji govore u prilog transformacije. Klini¢ki se prezentira sa
splenomegalijom i citopenijom te malim brojem cirkulirajuéih trihocita. Ne reagira na
uobiCajenu limfomsku terapiju, ali terapija interferonom-alfa 2b, deoxycoformycinom, 2-

chlorodeoxyadenosinom ili splenektomija dovodi do dugotrajnih remisija.?*2°

1.1.5.5.3. Morfologija

Trihociti (engl. hairy cell) su srednje velike stanice ovalnih jezgara, homogene strukture
kromatina, a nukleoli ili nedostaju ili su sitni. Citoplazma je obilna, svijetlo plava s
vlasastim izdancima, a ponekad sadrzi diskretne vakuole. Stanice su izrazito difuzno
pozitivne na tartarat rezistentnu kiselu fosfatazu (TRAP). Aspirati koStane srzi su
hipocelularni zbog fibroze kosti te postoji opasnost od zabune prema aplasti¢noj
anemiji. Imunocitokemijski dokaz B-limfocita uz DBA.44 i TRAP+ limfocite usmjerava
dijagnozu prema HCL. U slezeni je infiltracija prisutna u crvenoj pulpi uz atrofi¢nu bijelu

pulpu, u limfnim évorovima parakortikalno, a u jetri sinusoidalno.®*®’
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1.1.5.5.4. Imunofenotip

Tumorske stanice su Sig+ (M+/-D, G ili A), izrazavaju B-antigene (CD19, CD20, CD22,
CD79a, ali ne CD79b), CD5-, CD10-, CD23-, CD1lc+(jako), CD25+(jako),
FMC7+,CD103+. TRAP+ u vedini sluCajeva. Nema jednog biljega koji je specifican za
razlikovanje HCL od ostalih B-stani¢nih leukemija. CD22, CD1llc, CD25, FMC7
jednako kao i TRAP mogu biti prisutni i u drugim bolestima osim HCL. Jaka pozitivhost
ovih biljega udruzenih s CD103, zajedno s karakteristithom morfoloSkom slikom govori

u prilog ovog entiteta.®®
1.1.5.5.5. Genetika

Prisutna je preuredba gena za lake i teSke lance imunoglobulina. lako postoji mali broj
studija izgleda da je prisutna i mutacija IGV gena udruZena s postgerminativnim
limfati€nim stanicama. Nisu opisane specificne kromosomske abnormalnosti, cyclin D1
je prisutan u 50-75% slu€ajeva, ali ne izgleda da je udruzen s t(11;14) niti BCL1

pregradnjom.>®°

1.1.5.6. Varijanta triholeukemije

Vrlo je rijetka bolest, sa slikom koStane srzi i slezene kao u tipicne HCL, ali su
cirkuliraju¢i trihociti okruglih ili ovalnih jezgara s prominentnim nukleolima (sli¢no
prolimfocitima) i umjereno bazofilnom viloznom citoplazmom. Prisutna je leukocitoza
(50x10%L), stanice su B-fenotipa (uglavnhom sigG), ali bez antigena tipicnih za
triholeukemiju, kao npr CD25. Ponekad su i CD103 i TRAP negativni. Diferencijalno
dijagnosti¢ki treba iskljugiti SMZL i B-PLL.%

1.1.5.7. T-prolimfocitna leukemija (T-PLL)

1.1.5.7.1. Definicija i stani¢no podrijetlo

T-PLL je agresivha T leukemija karakterizirana proliferacijom malih do srednje velikih
limfocita, koji infiltriraju perifernu krv, koStanu srz, limfne &vorove, jetru, slezenu i koZzu.

Nepoznatog podrijetla, T-stanice su zrelog (posttimiénog) imunofenotipa. Jaka

pozitivhost CD7, koekspresija CD4 i CD8 te slaba membranska ekspresija CD3 govori
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u prilog T-PLL nastale iz T-stanica intermedijalnog stupnja diferencijacije izmedu

kortikalnih timocita i perifernih krvnih T-limfocita.
1.1.5.7.2. Epidemiologija i klinicka slika

Rijetka je (2% slu€ajeva malostani¢nih limfocitnih leukemija u odraslih iznad 30 godine
Zivota).”* Klinicki se prezentira splenomegalijom i generaliziranom limfadenopatijom,
infiltracijom koZe u oko 20% bolesnika (bez eritrodermije), a u malom postotku ide uz
izlieve (uglavnom pleuralne). Cesto je prisutna anemija i trombocitopenija te
hiperleukocitoza (>100x10°%L). Serumski imunoglobulini su normalni bez M-
komponente. HTLV-1 je uvijek negativan. Bolest je progresivna, medijan prezivljenja je

maniji od jedne godine, iako su opisani i indolentni slu¢ajevi.
1.1.5.7.3. Morfologija

U razmazu periferne krvi nalaze se male do srednje velike limfoidne stanice bez
granula u bazofilnoj citoplazmi, ovalnih ili blago nepravilnih jezgara i vidljivih nukleola.
U 25% sluCajeva stanice su male i nukleol nije vidljiv svjetlosnim mikroskopom
(varijanta malih limfocita).®* U malog broja bolesnika (5%) jezgre su izrazito nepravilne,
cerebriformne (cerebriformna ili Sezary-like varijanta).”® Uobi¢ajena morfoloska slika je
s citoplazmatskim izdancima ili pupovima. Kostana srz je infiltrirana difuzno istim
stanicama, ali je dijagnoza teSka samo na osnovu histologije koStane srzi. U 20%
slu€ajeva prisutni su kozni infiltrati. Pokazuje gustu infiltraciju crvene i bijele pulpe
slezene, a limfne ¢&vorove infiltrira difuzno, predominantno u parakortikalnoj regiji.

Brojne su endotelijalne venule takoder infiltrirane malignim stanicama.
1.1.5.7.4. Imunofenotip

T prolimfociti su periferne T-stanice TdT-, CDla-, CD2+, CD3+, CD7+, membranska
ekspresija CD3 moze biti slaba. U 60% bolesnika stanice su CD4+, CD8-, u 25% je
prisutna koekspresija CD4+ i CD8+, dok su 15% CD4- a CD8+. TCR y i 8 su klonalno

preuredeni.
1.1.5.7.5. Genetika

Vrlo Eesta kromosomska abnormalnost u T-PLL je inverzija kromosoma 14 921 i q32
(80%), a u 10% slucajeva t(14;14)(q11;932). Abnormalnosti kromosoma 8, t(8;8)(p11-
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12:912) i trisomija 8q nadene su u 70-80% sludajeva.®® Nadene su i druge
kromosomske abnormalnosti: del 12pl13, del 11923, t(X;14)(q28;q11), takoder je
zahvaéen TCRag lokus na 14g11 s MTCP1 genom koji je homolog s TCL1 na Xq28.%°
MTCP1 i TCL1 imaju onkogena svojstva i oba mogu inducirati T leukemiju (CD4-CD8+)

u transgeniénih mideva nakon 15 sati inkubacije.**°

1.1.5.8. T leukemija velikih granuliranih limfocita (T-LGL)
1.1.5.8.1. Definicija i stani¢no podrijetlo

Leukemija predstavlja heterogenu bolest karakteriziranu nalazom (>6 mjeseci)
povisenog broja velikin granuliranih limfocita u perifernoj krvi, uglavnom izmedu 2-
20x10°%/L bez jasno prepoznatog uzroka. Predstavljaju T periferne limfocite, CD8+ tipa,

podtipa Ty®d- limfocita koji vrlo rijetko izrazavaju (TCR)yd.
1.1.5.8.2. Epidemiologija i klinicka slika

T-LGL predstavlja 2-3% svih malostani¢nih limfati€nih leukemija. Osim periferne krvi
zahvaca koStanu srz, jetru i slezenu, a vrlo rijetko limfne &vorove. Vecina slu¢ajeva ima
indolentnu klini¢ku sliku. Umjerena neutropenija s/bez anemije je Cesta pojava, 60%
bolesnika je bez simptoma kod dijagnoze.®’ Blaga anemija moZe biti posljedica aplazije
crvene loze. Umjerena splenomegalija je glavni fizikalni nalaz iako se moze nadi
reumatoidni artritis, prisustvo autoprotutijela, cirkulirajuéi imuni kompleksi i

hipergamaglobulinemija.®®
1.1.5.8.3. Morfologija

Predominantne stanice u perifernoj krvi i koStanoj srzi su veliki limfociti obilne
citoplazme sa sitno zrnatim azurofilnim granulama. Granule imaju karakteristichu
ultrastrukturnu sliku i sadrze brojne proteine koji igraju ulogu u citolizi kao perforin i
granzim B. Nema slaganja o nivou limfocitoze u perifernoj krvi. Reaktivna limfocitoza je
obiéno <5x10%/L, dok leukemija predstavlja apsolutnu limfocitozu >5x10%/L.% Medutim,
kod dijagnoze T-LGL, limfocitoza se kreée izmedu 2-20x10°/L, a infiltracija koStane srZi
je varijabilna: uglavnom intersticijska, rijetko nodularna, a limfociti ¢esto ¢ine manje od

50% celularnih elemenata.
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1.1.5.8.4. Imunofenotip

Slu¢ajevi morfoloski sliéni T-LGL ali s NK imunofenotipom (CD3-, TCRafB-) se
klasificiraju u NK bolesti. LGL ima zreli T imunofenotip. Prema predominantnim
biljezima mogu se klasificirati u: uobiajenu varijantu (80%) slu€ajeva: CD3+, TCRap+,
CD4-, CD8+ te rijetke varijante (CD3+, TCRaf+, CD4+,CD8-; CD3+, TCRaf+, CD4+ i
CD8+ te CD3+, TCRap+ dok CD4 i CD8 ekspresija nije dobro definirana). **® CD11b,
CD56 i CD57 su razliCito izrazeni: CD57 je uglavnom izrazen u uobi¢ajenom tipu.

1.1.5.8.5. Genetika

TIA-1 je uglavnom pozitivan. Prisutna je klonalna preuredba TCR gena,'® veéinom je
preureden TCRB gen ali moZe biti preureden i TCRy.'® Nema unikatne Kkariotipske
abnormalnosti iako se mogu naéi translokacije u malom broju slugajeva.'®® LGL
izrazava Fas (CD95) i Fas ligande. Fas ligandi se nalaze na visokoj razini u serumu
bolesnika. LGL stanice su medutim rezistentne na Fas induciranu apoptozu Sto je

posljedica defekta CD95 apoptotiénog puta.*®*

1.1.5.9. Adultna T-leukemija/limfom (ATLL)

1.1.5.9.1. Definicija i stani¢no podrijetlo

ATLL je periferna T neoplazma sastavljena od visoko pleomorfnih limfoidnih stanica.

Predstavljaju periferne T CD4+ limfocite razlicitih stadija aktivacije.

1.1.5.9.2. Epidemiologija i klinicka slika

Bolest je obi¢no diseminirana. Vecina bolesnika se prezentira s infiltracijom limfnih
¢vorova i periferne krvi. Broj cirkulirajuc¢ih malignih stanica ne korelira sa stupnjem
infiltracije koStane srzi Sto sugerira kako se leukemijske stanice regrutiraju iz drugih
organa, kao npr. koze. Kako je to sistemska bolest, osim slezene zahvaca i
ekstranodalna podrucja: kozu (>50%), pluca, jetru, gastrointestinalni i centralni zivCani
sustav.'® Klinigki se prezentira u nekoliko oblika: akutni, kroniéni i tinjajuéi.'*®
Progresija kroni¢ne i tinjajuce varijante je u oko 25% slu€ajeva, ali uglavhom nakon
duZzeg perioda. PreteZzno je to bolest odraslih (medijan 55 g.), s neSto vecom

ucestalosti u muskaraca (1,5:1). HTLV-1 je uzro€no povezan s ATLL ali sam nije
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dovoljan da uzrokuje malignu transformaciju.'®’ Medutim, dodatne genetske alteracije
sticane kroz vrijeme, rezultiraju pojavom leukemije. Geografska distribucija bolesti je
usko vezana za prevalenciju HTLV-1 u populaciji (Japan, Karibi i dijelovi Centralne
Afrike).

1.1.5.9.3. Morfologija

U akutnom i limfomatoznom podtipu neoplasti¢ne limfoidne stanice su srednje do
velike prisutnog nuklearnog pleomorfizma. Kromatin je grubo grudast, s distinktnim a
samo ponekad prominentnim nukleolima. Neoplasticne stanice su uglavnom
polilobulirane i ponekad izgledaju poput cvijeta, izrazito bazofilne citoplazme. Gotovo
uvijek se nade mali udio stanica poput blasta s transformiranim jezgrama rasprsenog
kromatina. Mogu biti prisutne izrazito velike, gigantske stanice konvolutnih ili
cerebriformnih jezgara. Rijetki slu¢ajevi mogu biti sastavljeni od malih atipi¢nih limfocita
izrazenog nuklearnog pleomorfizma. Veli¢ina stanica ne korelira s klinickom slikom.*®
Limfni évorovi u nekim slu€ajevima mogu imati leukemijski uzorak infiltracije s nalazom
malignih stanica u dilatiranim sinusima. Upalna pozadina je rijetka uz prisustvo
eozinofilije.’®® U kroniénoj i tinjajuéoj varijanti neoplasti¢ne stanice su uglavnom male s
minimalnom citoloSkom atipijom. Reed-Sternberg-nalik stanice i velike stanice
lobuliranih ili konvolutnih jezgara su EBV pozitivni B limfociti koji izrazavaju CD30 i

2,110

CD15 antigene.
1.1.5.9.4. Imunofenotip

Tumorske stanice izrazavaju T stani¢ne antigene: CD2+,CD3+,CD5+,CD7-. Vecina su
CD4+,CD8-, rijetki sluCajevi CD4-, CD8+ ili CD4+ i CD8+. CD25+ je prisutan u svim
slu¢ajevima. Velike transformirane stanice mogu biti CD30+, ali su uvijek ALK

negativne.'**

1.1.5.9.5. Genetika

2

Integrirani HTLV-1 klon je prisutan u svim sluéajevima,*** a TCR gen je klonalno

preureden.'?
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1.1.6. PRIMARNO EKSTRANODALNE ZRELE B-LIMFORPOLIFERATIVNE
BOLESTI

Prezentiraju se u ekstranodalnim podrucjima, a opaZza se njihova bliskost normalnim

limfoidnim stanicama specificnim za ekstranodalne imunoloSke reakcije.

1.1.6.1. Ekstranodalni B-limfom marginalne zone (MALT)

1.1.6.1.1. Definicija i stani¢no podrijetlo

EMZL/MALT-limfomi su ekstranodalni limfomi morfoloSki heterogenih malih B-stanica
koje ukljuCuju stanice marginalne zone (sli€ne centrocitima), stanice monocitoidnog
izgleda, male limfocite i pojedinaéne imunoblaste ili centroblastima slicne stanice.
Infiltrati se nalaze u marginalnoj zoni reaktivnih B-stani¢nih folikla i Sire se u
interfolikularnoj regiji. U epitelnom tkivu, neoplasti¢ne stanice tipi¢no infiltriraju epitel,
formirajuci limfoepitelne lezije. Podrijetla su postgerminativnog centra, marginalne

zone.

1.1.6.1.2. Epidemiologija i klinicka slika

MALT limfomi €ine preko 50% primarnih limfoma Zeludca, pojavljuju se uglavhom u
starijin bolesnika s blagom predominacijom u Zena. U mnogim slu€ajevima im je
prethodila kroni€na upala, a ¢esto | autoimune bolesti kao odraz akumulacije
ekstranodalnog limfati¢nog tkiva: kroniéni gastritis udruzen s Helicobacter pylori,
Sjégrenov sindrom ili Hashimotov tireoiditis.'** Tanko i debelo crijevo su tipiéno
zahvaéeni u tzv. imunoproliferativnoj bolesti tankog crijeva. Ostale uobi€ajene

lokalizacije ovog tipa limfoma su: plu¢a, glava i vrat, orbite, koZa, Stitnjaca i dojka.

1.1.6.1.3. Morfologija

EMZL/MALT sadrzi morfoloSki heterogene B limfocite uklju€ujuéi stanice marginalne
zone sliéne centrocitima, stanice monocitoidnog izgleda, male limfocite uz pojedinacne
stanice poput centroblasta ili imunoblasta. Ako se velike transformirane stanice tipa
centroblasta i imunoblasta nalaze kao solidna proliferacija, tumor se klasificira kao
DLBCL na bazi MALT-a. Mogu se naci i plazma stanice. U epitelnim tkivima tipi¢no

infiltriraju epitel formirajuéi limfoepitelne lezije.**
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1.1.6.1.4. Imunofenotip

Tumorske stanice tipi¢no izrazavaju IgM, rjede IgA ili IgG i pokazuju restrikciju lakih
lanca imunoglobulina Sto je vazno u diferencijalnoj dijagnozi prema benignim
infiltratima. Imunofenotip im je: CD20+, CD79a+, CD5-, CD10-, CD23-, CD43+/-,
CD11lc+/-.

1.1.6.1.5. Genetika

Prisutna je preuredba gena za lake i teSke lance sa somatskim mutacijama varijabilne
regije. U vecini slu€ajeva prisutna je trisomija 3 (60%) i t(11;18) (25-50%). Nedavna
analiza t(11;18) pokazuje fuziju apoptoza-inhibitor gena APIl, u nov gen 18g21 nazvan
MLT gen 116,117

1.1.7. PREDOMINANTNO NODALNI B-LIMFOMI

Prezentiraju se kao diseminirane bolesti koje primarno infiltriraju limfne ¢vorove, ali je
uobitajena i infiltracija koStane srZi, jetre i slezene. Cesto zahvadaju ostala
ekstranodalna podruéja kao dio diseminirane bolesti, a vrlo rijetko se pojavljuju kao
lokalizirana ekstranodalna bolest. Vecina sluCajeva otpada na dvie B stani¢ne
neoplazme: folikularni limfom i limfom plastene zone. Treéi tip, nodalni marginalne
zone B-stani¢ni limfom je rijedak, ali je po prirodi bolesti sliCan ostalim indolentnim

nodalnim limfomima.

1.1.7.1. Nodalni B limfomi marginalne zone (NMZL)

1.1.7.1.1. Definicijai stani¢no podrijetlo

Primarni NMZL su morfoloSki sli¢ni ekstranodalnim ili spleniénim limfomima, ali bez
evidentnog nalaza ekstranodalne ili spleniéne bolesti. Podrijetla su marginalne zone B-
fenotipa nodalnog tipa.

1.1.7.1.2. Epidemiologija i klinicka slika

Vrlo su rijetki (1.8% svih limfoma). Zahvacaju periferne limfne &vorove, povremeno

koStanu sr i perifernu krv.**®
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1.1.7.1.3. Morfologija

Marginalna zona i interfolikularna podru€ja limfnog d¢&vora su infiltrirani
postgerminativnim stanicama sli¢nim centrocitima, monocitoidnim B limfocitima ili

malim limfocitima uz nesto stanica sliénih centroblastima i imunoblastima.**®

1.1.7.1.4. Imunofenotip

Vecinom su sliéni ekstranodalnim limfomima marginalne zone iako su opisani i

slu€ajevi IgD+ CD 43-, sli¢no kao spleni¢ni MZL.

1.1.7.1.5. Genetika

lako nema dovoljno studija, t(11;18) i trisomija 3 udruzena s ekstranodalnim limfomima

marginalne zone nije &esta.>*®

1.1.7.2. Folikularni limfomi (FCL)

1.1.7.2.1. Definicija i stani¢no podrijetlo

Podrijetla su stanica centra folikla (zarezanih stanica tipa centrocita i nezarezanih

stanica tipa centroblasta) koji imaju dijelom folikularnu (nodularnu) sliku.

1.1.7.2.1. Epidemiologija i klinicka slika

Cine oko 35% svih limfoma u odrasloj dobi. NajéeS¢e zahvacaju limfne &vorove, ali i
slezenu, kostanu srz, perifernu krv i Waldeyerov prsten. Zahvacenost ekstranodalnih
podrucja (gastrointestinalni trakt, meka tkiva, koza) viSe su posljedica Sirenja bolesti
nego primarna sijela. Cesto se dijagnosticiraju sa zahvaéanjem koStane srzi (40%) i

periferne krvi.'?!
1.1.7.2.3. Morfologija
Vecina limfoma ima predominantno folikularnu sliku. Neoplasti¢ni folikli su slabo

ograni€eni i ¢esto nedostaje plaStena zona. Uzorak se opisuje kao folikularni (>75%

folikularni), folikularni i difuzni (25-75% folikularni) ili minimalno folikularni (<25%
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folikularni). Vecina limfoma je sastavljena od dva tipa stanica koje se normalno nalaze
u germinativnom centru: malih do srednje velikih zarezanih stanica, oskudne
citoplazme tzv. centrocita i velikih transformiranih stanica okruglih ili ovalnih jezgara,
retikularne strukture kromatina s 2-3 nukleola uz jezgrinu membranu, bazofilne
citoplazme tzv. velikih nezarezanih stanica odnosno centroblasta. U nekim slu€ajevima
centroblasti mogu biti hiperkromni, nepravilnih ili lobuliranih jezgara. Tipi¢no,
predominantne stanice su centrociti. Centroblasti su uvijek prisutni, ali su ¢esto u
manijini. Ovisno o broju centroblasta u histoloskom uzorku na velikom povecanju — 40x
(hpf — engl. high-power microscopic field) dijele su u tri stupnja: stupanj | (0-5
centroblasta/hpf), stupanj Il (6-15 centroblasta/hpf) i stupanj Il (>15 centroblasta/hpf).
Opisane su i varijante difuznih limfoma centra folikla sastavljene od centrocita i
centroblasta, imunofenotipa tipiénog za limfome centra folikla (FCL — engl. follicle

centre lymphoma).?*#

1.1.7.2.4. Imunofenotip

Tipi€an fenotip je Sig+ (IgM+/-, IgD ili rijetko IgA), Bcl 2+, Bcl 6+, CD10+, CD5-, CD43-
uz pozitivne B staniéne biljege: CD19, CD20, CD22 i CD79a.'*® BCL2 protein pomaZe u
razlikovanju neoplasticnih od reaktivnih folikularnih stanica, ali ne i u razlikovanju
folikularnih od ostalih tipova nisko malignih B- limfoma koji takoder izrazavaju BCL2
protein.*** CD10 ekspresija je jaca u folikularnim nego interfolikularnim malignim

stanicama.'®
1.1.7.2.5. Genetika

Prisutna je preuredba gena za lake i teSke lance. Svi slu€ajevi folikularnih limfoma
pokazuju citogenetske abnormalnosti. Najéesc¢a je t(14;18) koja ukljuCuje preuredbu
BCL2 gena (70-95%). Rijetki slu€ajevi imaju t(2;18). U slu¢ajevima s t(14,;18), koja je
jedina abnormalnost u samo 10% slu€ajeva, kod ostalih su prisutni dodatni lomovi, a
najcesSce zahvacaju kromosome 1, 2, 4, 5, 13 i 17 ili dodatno kromosome X, 7, 12 ili 18.
Delecije ili ostale alteracije kromosoma 9p koje zahvaéaju p 15 i p 16 lokuse gena

opisuju se u folikularnim limfomima koji se transformiraju u DLBCL.**261%7
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1.1.7.3. Limfom plastene zone (MCL)

1.1.7.3.1. Definicija i stani¢no podrijetlo

Limfomi plaStene zone su B-stani¢ne neoplazme sastavljene od monomorfnih malih do
srednje velikih limfatiénih stanica, nepravilnih jezgara, koji morfoloSki podsje¢aju na
centrocite (zarezane stanice centra folikla) ali ipak imaju manje nepravilnu jezgrinu

membranu. Podrijetla su B-stanica plastene zone ali je precizan stanicni tip nepoznat.

1.1.7.3.2. Epidemiologija i klinicka slika

Limfomi plastene zone &ine oko 3-10% svih NHL-a.'?® Pri dijagnozi su najéesée prisutni
povecani limfni ¢vorovi, jetra i slezena (Cesto izrazito povecana) i infiltracija koStane
srzi (50%) te periferne krvi (25%). Ostala zahvacena ekstranodalna podrucja su

gastrointestinalni trakt (30%) i Waldeyerov prsten.

1.1.7.3.3. Morfologija

Prevladava slika malih do srednje velikih limfatiCnih stanica, nepravilnih jezgara sli¢nih
centrocitima, umjereno rasprSenog kromatina. Nisu prisutne neoplasti¢ne
transformirane stanice sli€ne centroblastima, imunoblastima ili paraimunoblastima.
Mogu se nacéi pojedinacne epiteloidne histiocitarne stanice 3to moZe davati sliku
zvjezdanog neba, ali i reaktivhe plazma stanice. Postoji nekoliko morfoloskih varijanti,
ali potencijalno klinicko znacenje imaju dvije blastiCne varijante: klasiCha i

pleomorfna.**®

1.1.7.3.4. Imunofenotip

Maligne stanice su monoklonalne tipi¢nog fenotipa: CD5+, CD10-, BCL6-, CD23

negativne do slabo pozitivne, FMC7+.1%%1%

1.1.7.3.5. Genetika

Prisutna je pregradnja gena za laki i teSki lanac. 70-75% sluCajeva imaju translokaciju

t(11;14).%* Teoretski, svi slu¢ajevi pokazuju ovu preuredbu FISH analizom.*** Mnogi
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slu€ajevi pokazuju toCkastu mutaciju ifili deleciju ATM (engl. ataxia telangiectasia
mutated) gena. Manjina sluCajeva, posebno blastoidna varijanta i drugi agresivniji
slu€ajevi pokazuju dodatne mutacije, delecije i druge abnormalnosti u regulaciji
proteina: TP53, p16 i p18.2*!% Delecija 13q14, totalna ili parcijalna trisomija +12, 17p
delecija i druge abnormalnosti koje se vidaju u kroni¢noj limfocitonoj leukemiji su
relativno Ceste i u MCL. U pleomorfnoj blastoidnoj varijanti postoji visoka incidencija
tetraploidije bez BCL2 i C-MYC preuredbe gena.***® Svi sluéajevi su BCL2 i cyclin D1

(BCL,) pozitivni,™*” ukljuéujuéi i rijetke sluéajeve CD5 negativnih.
1.1.7.4. Difuzni B velikostani¢ni limfomi (DLBCL)
1.1.7.4.1. Definicija i biolosko podrijetlo

Difuzni B-stani¢ni limfomi predstavljaju difuznu proliferaciju velikih neoplasticnih B-
stanica, dva puta vec¢ih od normalnih limfocita. Podrijetla su B-limfatinih stanica i

germinativnog i postgerminativnog centra.
1.1.7.4.2. Epidemiologija i klinicka slika

Prisutni su kod 30-40% odraslih bolesnika s NHL-ima. Mogu se javiti kao nodalni i
ekstranodalni limfomi.**® Zeludac ili ileocekalna regija su naj¢e$éa ekstranodalna sijela
iako to moze biti bilo koja lokalizacija: koZa, CNS, kost, testis, meka tkiva, Zenski
genitalni trakt, plu¢a, bubreg, jetra, slezena, Zlijezde slinovnice itd. Vrlo rijetko primarno
zahvaca koStanu srz ifili perifernu krv. Kod dijagnoze je obi¢no prisutna brzo rastuca
tvorba nodalno ili ekstranodalno, iako se kod odredivanja proSirenosti nailazi na vec
diseminiranu bolest. Etiologija je nepoznata. Cesto nastaju de novo kao DLBCL ili
transformacijom iz limfoma nizeg stupnja malignosti: KLL/MLL-a, FC, MZL ili nodularne
limfocitne predominacije Hodgkinova limfoma. Cesto mu prethode i imunodeficijentna

stanja.’

1.1.7.4.3. Morfologija

Limfni &vorovi su zahvaceni kompletno, djelomi¢no, interfolikularano ili rjede
sinusoidalno. Perinodalna meka tkiva su takoder infiltrirana. DLBCL je limfom velikih

transformiranih limfoidnih stanica. Citomorfoloski se moze podijeliti u nekoliko varijanti,

ali bez specificnih imunofenotipskih i citogenetskih parametara. Srednje do velike
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stanice slicne centroblastima (okruglih ili ovalnih jezgara, retikularne strukture
kromatina s 2-3 nukleola uz jezgrinu membranu i bazofilne citoplazme) d¢ine
centroblastiénu varijantu.**Imunoblastiénu varijantu &ine velike stanice (>90%), s
jednim centralnim nukleolom i jako bazofilnom citoplazmom. MoZe se naci i
diferencijacija prema plazmablastima, a broj centroblasta je ¢esto manji od 10%. U
sluaju plazmablasti¢ne diferencijacije Kklini¢ki i fenotipski se moze zamijeniti s
ekstramedularnim zahvacéanjem plazmablasti¢ne varijante plazmastaniénog mijeloma.
U varijanti DLBCL-a bogatom T limfocitima ili histiocitima vecina stanica su reaktivni T-
limfociti i/ili histiociti, a manje od 10% su maligne velike stanice. Velike stanice mogu
nalikovati limfocitnoj i/ili histiocitnoj varijanti Reed-Sternbergove stanice (L&H) u
nodularnoj  limfocitnoj  predominaciji  Hodgkinova limfoma, imunoblastima,
centroblastima ili tipiénim Reed-Sternbergovim stanicama.’*® Anaplasti¢na varijanta
DLBCL karakterizirana je velikim okruglim, ovalnim ili poligonalnim stanicama bizarnih,
pleomorfnih jezgara koje mogu sliCiti Reed-Sternbergovim stanicama ili imitirati

karcinom.**! Proliferativna aktivnost Ki-67 je >40%, u nekim slugajevima visa od 90%.
1.1.7.5.4. Imunofenotip

DLBCL izrazava pan-B biljege: CD19, CD20, CD22, CD79a (iako neki od njih mogu
nedostajati). U 50-75% sluCajeva se mogu naéi povrSinski ifili citoplazmatski
imunoglobulini (IgM>lgG>IgA). Citoplazmatski imunoglobulini se narocito nalaze u
plazmablastiénoj diferencijaciji.**> Neke anaplastiéne (ali i neanaplastiéne) varijante su
CD30 pozitivhe, 10% su CD5+, a 25-50% CD10+. CD5+ DLBCL su negativni na cyclin
D1 za razliku od blasti¢ne varijante limfoma plastene zone. BCL2 je pozitivan u oko 30-

50% slu€ajeva, vrlo €esto i nuklearna ekspresija BCL6.
1.1.7.4.5. Genetika

Ekspresija P53 proteina udruzena s TP53 mutacijom je nadena u malom broju
slu¢ajeva.'**Veéina limfoma ima preuredbu gena za lake i teSke lance imunoglobulina i
pokazuje somatske mutacije u razli¢itim regijama. 20-30% ima t(14;18),*** vise od 30%
abnormalnosti 3927 regije. Mnogi sluéajevi imaju kompleksne citogenetske

abnormalnosti.?
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1.2. KOMPJUTERSKA ANALIZA SLIKE

1.2.1. UuvOoD

Uvodenjem raCunala u analizu slike omogucéena je njena: obrada, analiza, usporedba,
selekcija odredenih segmenata slike te pohranjivanje slika s mogucénoscéu kreiranja

baze podataka.'*

Kompjuterska analiza slike, u danasnje vrijeme, nije samo dobro utemeljena i visoko
razvijena metodologija, veé postaje Siroko upotrebljavana i sve vide primjenjivana na

razlicitim poljima dijagnostike u klinickim laboratorijima.

Ona omoguéava numeriCku objektivizaciju najsuptilnijihn  promjena nedostupnih
vizualnoj inspekciji te umjesto subjektivne procjene dolazi do objektivne kvantifikacije
odredenih parametara.’®® Kao takva, ima brojne klinicke i istraZivadke primjene,
narocito predstavlja pomo¢ u stani¢noj morfologiji (citologiji i patohistologiji) u analizi
malignih lezija. Brzi napredak u tehnologiji i ovisnost o tzv. ,user-friendly” sistemima
zainteresirala je staniéne morfologe mogucoj alternativi protoéhom citometru, posebno

u evaluaciji malih ili hipocelularnih uzoraka.

Vecina patoloSkih dijagnoza u kirurSkoj patologiji i citopatologiji, joS uvijek, ima svoju
osnovu u baziénoj svjetlosno-mikroskopskoj interpretaciji.**’ Morfoloska dijagnoza je
bazirana na vizualnoj percepciji**® ili dijagnosti¢kim kriterijima za razli¢ite tkivne uzorke
za koje je potrebna visoka educiranost morfologa.'*® lako je veéina kriterija jasno
definirana za svaku bolest, ipak su moguce razli€ite interpretacije. Naime, mnoge
studije opisuje prisustvo varijacije u reproducibilnosti (inter- i intramorfologa) kako za
razliCite neoplazme, tako i za upalne bolesti i druga patoloSka zbivanja. Problem
reproducibilnosti postaje i vecCi ako se ukljuCe i prognostiCki kriteriji: stupanj
diferenciranosti ili gradus, mitotska aktivnost itd. Oni uklju€uju i problem uzorka: tip,
metoda i vrijeme fiksacije itd.*** Zadnjih godina, medutim, ulazu se napori kako bi se
povecala dijagnostiCka sigurnost i dobile nove prihvatljive informacije samog procesa
uvodenjem sofisticiranih  kompjuterskih i molekularnih tehnologija. Jednostavan
odgovor morfologa, zlo¢udno ili dobro¢udno, nije na duge staze dovoljno za optimalno
lijeCenje. Potrebne su dodatne informacije za izdvajanje bolesnika s tumorom Kkoji

povecavaju rizik recidiva ili brze progresije te detekcija recidiva prije Klinic¢kih
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manifestacija. Isto tako, identifikacija prekanceroznih lezija u populaciji s visokim

rizikom za malignitet moZe pomodi u planiranju pristupa strategije nadzora.**’
1.2.2. SISTEM ZA SLIKOVNU ANALIZU

Tipi€ni sistem za slikovnu analizu sastoji se od mikroskopa, visoko rezolutne kamere,
kolor monitora, kompjutera (PC-a) i podrZzavaju¢eg programa za prihvat i analizu slike.
Svjetlosni mikroskop sliku pretvara u analogni elektri¢ni signal pomocu video kamere.
Signal se nakon toga digitalizira u kompjuteru u elemente slike nazvane «pixels».
Tamo gdje ljudsko oko moZe razlugiti 30-40 nivoa sivila,**® kompjuter moze razlugiti
256 nivoa po svakom pixelu. Digitalni signal moze se natrag vratiti u anologni signal i

prikazati na kolor monitoru.

Mikroskop je temeljni dio sistema. On ne mora biti kompliciran, ali mora imati, stabilni i
uniformni izvor svjetla, kvalitetnu optiku i mora biti mehanicki stabilan. Automatski
mehanicki pokretni dio nije obavezan, osim u slu€ajevima automatskog probira ili
automatske analize preparata. Video kamera mora biti visoko kvalitetna i CCD (Charge
Coupled Device) kamera, s visokom rezolucijom, te fotometrijskom i prostornom
linearnoS¢u. Kompjuter mora imati visoko-rezolucijski adapter za prihvat slike ili
procesor slike, koji dozvoljavaju izolaciju i selekciju individualnih objekata (,pixela®)
slike. Spremanje slika zahtjeva dodatni periferni dio za pohranu podataka, kao Sto je
tvrdi disk (engl. hard disk), buduéi iz svake analize proizlazi velika koli¢ina podataka.
Monitor mora imati dovoljno jaku rezoluciju da mozZe prepoznati detalje od interesa.

nije neophodan za obi¢nu morfometriju. Kona&no, printer sluzi za pisanje izvjeS¢a zbog

¢uvanja kopija.*>>*%?

1.2.3. VRSTE | PRIPREMA UZORAKA ZA KOMPJUTERSKU ANALIZU SLIKE

Razli¢iti tipovi uzoraka su podesni za analizu. Specificnost uzorka ovisi o tipu analize
koja ¢ée se primijeniti (jezgra, citoplazma ili oboje) i aparature kojom ¢e se koristiti.
Kirurski patoloski materijal dobiven biopsijom ili ekscizijom, svi tipovi citoloskih uzoraka
(izljevi, obrisci, punktati) kao i staniéne kulture su moguéi uzorci. Sto se tice
patohistoloSkih uzoraka najidealniji su svjezi ili smrznuti, iako se mogu upotrijebiti i
parafinski rezovi. Svjezi uzorci se mogu Kkoristiti za otiske ili pak suspenzije stanica koji

se obraduju kao razmazi ili u citocentrifugi. Cijele se stanice mogu analizirati u svjezim
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citoloSkim preparatima (pripremljeni kao razmazi ili u citocentrifugi) isto kao i u
smrznutim i parafinskim rezovima. Suspenzije jezgara se mogu pripremiti
disagregacijom svjezeg ili smrznutih tkiva, citoloskih uzoraka, ili parafinskih kalupa u
obliku razmaza ili citocentrifugata. Mnogi autori opisuju da se kod disagregacije jezgara

uklopljenih u parafin gubi veliki dio jezgara tijekom pripreme suspenzija.*>®
1.2.4. MORFOLOSKI | KINETICKI KRITERIJI MALIGNITETA STANICE

Kriteriji maligniteta mogu se podijeliti na: promjene cijele stanice, promjene citoplazme i
promjene jezgre i jezgrinih struktura. Promjene cijele stanice uglavnom se odnose na
poremecaj odnosa jezgre i citoplazme u korist jezgre (poviSen nukeo-citoplazmatski
omijer - N/C). Tumor pokazuje beskorisno nagomilavanje patoloskih stanica pojacanom
mitotskom aktivnoS¢u, a samim time i nalazom mitoza. Promjene citoplazme ocituju se
bazofilijom kao odrazom povecanja sinteze proteina, vakuolizacijom (Burkittov limfom)
ili stvaranjem granula u citoplazmi (neurosekretorna granula itd). Interfazna jezgra u
eukarioti¢noj stanici ima relativho konstantnu ultrastrukturu ovisno o podrijetlu, stupnju
diferencijacije ili funkcionalnoj aktivnosti. Smatra se kako je ona ,direktor* stanice i da

147 jli aktivnosti stanice odraz promjena u jezgri.*>*

su promjene u stani¢noj morfologiji
Malignom alteracijom promjene su i najbrojnije na nivou jezgre: povecanje Sto rezultira
ranije spomenutim povec¢anjem N/C odnosa; promjene oblika karakteristicne za
pojedine tipove tumora (intranuklearne inkluzije za papilarni karcinom Stitnjace, jezgre
poput zrna kave za Brennerov tumor, konvolucija i cerebriformnost za mycosis
fungoides i Sezary sindrom, Dutcher-Fahey-ove inkluzije za limfoplazmocitoidni limfom,
zarezanost za folikularne limfome itd.). Vazna karakteristika jezgara kod malignog rasta
je i izrazen pleomorfizam te multinukleacija ili multilobulacija jezgara. Struktura
kromatina moze pokazivati hipo- ili hiperkromaziju kao odraz abnormalne koli¢ine DNA
nastale zbog patoloskih mitoza, te poveéan broj jezgara u sintetskoj fazi pripreme za
mitozu. Oba parametra: koli€ina DNA i proliferativna aktivnost reflektiraju se u
abnormalnosti stani¢ne funkcije: abnormalna koli¢ina DNA karakterizira maligne i
premaligne stanice, a znacajno povecanje proliferativne aktivhosti udruzeno je s
neoplazijom te bioloskim ponasanjem tumora kao odraz brzine njegova rasta.**’ Unutar
jezgre dolazi do povecéanja broja i veli¢ine nukleola te promjenama u substrukturi
nukleola tzv. regiji nukleolarnog organizatora (NOR-a). Jezgra je i intracelularno sijelo
receptora steroidnih hormona (estrogena i progesterona) Sto se moze dokazati
imunocitokemijski, a sluzi u dijagnosti¢ke i prognosti¢ke svrhe kod karcinoma dojke.

Proliferacijski antigeni kao Ki 67 izrazava se u jezgri tijekom Gy, S, G, i M faze
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staniénog ciklusa, a nedetektabilan je u stanicama koje su u stanju mirovanja. Vecina
proteina produkata onkogena mogu se nadi u citoplazmi ili stani€énoj membrani. Primjeri
su faktori rasta i njihovi receptori. Proteinski produkti ostalih onkogena prisutni su u
jezgri. Primjeri su c-MYC onkoprotein koji je udruzen sa sintezom DNA narocito u
prelasku Go u G; fazu stani€nog ciklusa. Istrazivanje nuklearnih onkoproteina ima
potencijalnu rastucu ulogu u razumijevanju molekularne biologije neoplazmi, a mogu
imati i prognosti¢ki zna€aj u odredenim tipovima tumora. Opcenito morfologija jezgre
tumorskih stanica vazna je iz dva razloga. Prvo, substruktura moze biti dijagnosticka
pomoé¢ u identifikaciji specificnih tipova tumora. Drugo, abnormalnosti nuklearne

morfologije igraju veliku ulogu u stupnjevanju tumora.**’

1.2.5. KVANTITATIVNE KOMPJUTERSKE SLIKOVNE TEHNIKE U
CITOMORFOLOGIJI | HISTOMORFOLOGHI

Morfometrija je opceniti termin Siroko upotrebljavan za razli¢ite kvantitativne metode
ukljuujuéi tkivne i staniéne analize.'*® Citometrija se koristi u nekim studijama kao
sinonim morfometriji primijenjenoj na citoloSke uzorke, nasuprot histometriji kao
morfometrijskoj tehnici koristenoj za analizu histoloskih rezova.'® Medutim citometrija
ima i S8ire znalenje u nekim studijama ukljuuju¢i mijerenja citokemijskih i
imunocitokemijskih analiza kao in situ hibridizaciju na stanicama ili tkivima i analizu
AgNOR-a.’®*"  Mikrofotometrija podrazumijeva kvantitativne tehnike ovisne o
intenzitetu boja za specificne svrhe kao: odredivanje koli¢ine DNA (ploidnost), zvana i
staticka DNA citometrija (ICM) ili kvantifikacija imunocitokemijskih reakcija za

hormonske receptore, biljege proliferativne aktivnosti, onkogene itd. *49°%1%°

1.2.5.1. Morfometrija

Morfometrija je kvantitativni opis geometrijskih struktura u svim dimenzijama.'® za
razliku od drugih morfoloSkih metoda, omoguc¢ava numeri¢ku objektivizaciju opazenog,
a kvantitativni pokazatelji su objektivni i reproducibilni.*®* Prednost joj je i u tome $to je
jeftina i tehnicki jednostavna, a moze se Koristiti standardno obradeni materijal.*®?

1.2.5.1.1. Faktori koji utje¢u na morfometrijsku metodu

Termin planimetrija ozna¢ava mjerenja geometrijskih karakteristika u dvodimenzionalnoj

slici, iako te strukture ne moraju biti dvodimenzionalne. Koncept transformacije
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trodimenzionalnih objekata u dvodimenzionalne objekte na histoloSkim preparatima
naziva se redukcija dimenzije. Faktori kao Sto su ugao i debljina reza rezultira
znac¢ajnom varijacijom u dvodimenzionalnoj redukcijskoj slikovnoj analizi pod
mikroskopom.'*® Tako u histolodkim rezovima normalne jetre, debljine 3-7 mikrona,
povrSina jezgara varira vise od 15% izmedu rezova, iako je realna razlika mnogo manja.
Za patohistoloSke rezove je vazno razumijeti razlike izmedu aktualne veli¢ine i izmjerene
vrijednosti stanica, jezgre i nukleola. Morfometrijska mjerenja opisuju dvodimenzionalne
slike (opseg, povrSinu, strukturu) a trodimenzionalne vrijednosti se mogu dobiti
stereoloskim tehnikama. Nove metode za trodimenzionalnu slikovnu rekonstrukciju za
multiple, serijske rezove objekata vizualiziranih makroskopski, mikroskopski,
ultrastrukturalno i sa visoko rezolutnim konfokalnim laserskim sistemom direktno

kvantificiraju trodimenzionalne strukturne pokazatelje iz stani¢nih i tkivnih preparata.®®

Problemi redukcije dimenzije u mjerenjima citoloSkih uzoraka su manji nego u
histoloSkim uzorcima. CitoloSki uzorci ne ovise o rezovima (npr. stanice i jezgre u
citoloskim uzorcima su spljostene, dvodimenzionalne slike ako faktor povecéanja nije
jako visok, njihova debljina je zanemariva). Premda je termin planimetrija adekvatniji,
studija ovog tipa se takoder zove i morfometrijska studija.'®* Stereoloske metode se ne
mogu primijeniti na pojedinacne cijele stanice te se trodimenzionalni podaci ne mogu

dobiti iz citoloSkih preparata.

Makroskopske fotografije, svjetlosno-mikroskopske ili ultrastrukturalne slike mogu se
brzo mijeriti stereoloskim ili morfometrijskim metodama superponiranjem prozirne maske
koja se sastoji od multiplog seta razli€itih veliCina za razliCite uzorke na objekt koji se
mjeri ili pak kalibriranih crta te kontinuiranih i diskontinuiranih linija za precizno mjerne
procedure.**® Oznagavanje se vr$i brzo interaktivnim perifernim sistemom, kao $to je
kompjuterski miS. Za razliku od automatskog analizatora koji je mnogo skuplji i tehnicki
ograni€en narocito za istrazivacke protokole (jer sadrzi komercijalni program koji se ne
moze lako prilagoditi korisniku), interaktivni program je pogodan za rutinu i istrazivacki

rad.
1.2.5.1.2. Morfometrijski pokazatelji

Za prakti¢ne svrhe stanice se tretiraju kao dvodimenzionalni objekti. Naj¢eSce se koristi

metoda interaktivne kompjuterske analize slike, gdje se dijelom automatski, dijelom
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ruéno, ocrtavaju konture struktura koje Zelimo mijeriti. Mogu se odredivati razliciti
planimetrijski pokazatelji:***
Jednostavni: povrsina, opseg, promjer, polumjer, najduza i najkra¢a os objekta.
Faktori oblika (engl. shape factor)

o faktor zaokruzenosti objekta (engl. form factor- FF) ili

o faktor izduzenosti (omjer duzine i Sirine objekta).
Kontekstualni pokazatelji: povrSina nakupine, broj elemenata po nakupini,
udaljenost izmedu nakupina, itd.
Dvofazni pokazatelji: nukleocitoplazmatski omjer (N/C), nukleonukleolarni omjer
(N/N) itd.

FF je parametar kojeg je sredinom 80-tih godina u praksu uveo Crocker,*®>*°®

a mjeri
stupanj zaokruzenosti objekta. Ima vrijednost 1 za krug, <1 za elipse, i <<1 za jako

nepravilne oblike (nepravilni rubovi ili varijabilnost oblika).*®” *°®

Morfometrijske analize zbog svojih kontinuiranih kvantitativnih obiljezja omogucavaju:
korelaciju morfometrijskih podataka s tradicionalnom klasifikacijom tumora, koja
se temelji na subjektivnoj interpretativnoj histopatologiji, u Zelji da se potvrdi ta
klasifikacija
veéu pouzdanost i reproducibilnost citoloskih i patohistoloskih dijagnoza.*®®
reklasifikaciju tumora na temelju morfometrijskih podataka
korelaciju morfometrijskih podataka sa prognosti¢kim pokazateljima "
osim planimetrijskih, mogu se odredivati i pokazatelji teksture, pokazatelji u vezi

sa nivoima sivila, i denzitometrijski pokazatelji'"*

1.2.5.2. Regija nukleolarnog organizatora — AQNOR

1.2.5.2.1. Uvod

Regije nukleolarnog organizatora predstavljaju petlje ribosomalne DNA (rDNA).
Nalaze se na kratkim krajevima akrocentri¢nih kromosoma. Tu dolazi do prepisivanja
gena za ribosomalnu RNA uz djelovanje RNA polimeraze |, Sto je preduvjet za sintezu

ribosoma.

NOR-ovi zapravo predstavljaju substrukturu nukleola, iako se mogu naéi i kao

"satelitske" strukture izvan nukleola.
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Maligna transformacija stanica karakterizirana je povecanjem sinteze proteina i
bazofilijom citoplazme, poveéanjem broja i veli¢ine nukleola Sto rezultira pojaanom
sintezom rRNA zbog povecanih zahtjeva za proteinima u tumoru. Visoko maligne
novotvorine imaju brojnije, sitnije Ag-NOR-ove od benignih ili nizeg stupnja malignosti
(povezanost s proliferacijskom aktivnosti stanice), te im se pripisuje i dijagnosticka i
prognosti¢ka vrijednost.}’2173174.175.176.177.178 179,180 pt0ii [inearna korelacija izmedu broja
Ag-NOR-a i ekspresije proliferacijskog antigena - Ki-6781182183184185 jji pCNA'®® te
izmedu broja AgNOR-ova i %S faze stanica kao parametara stani¢ne
proliferacije.'®” %1% Medutim neke studije su pokazale dijagnosti¢ku vrijednost AgNOR-
a u razlikovanju benignih od malignih bolesti dojke, ali bez znacajnosti u diskriminiranju

malignih od proliferativnih promjena.**°
1.2.5.2.2. Prikazivanje AQNOR-a

Prikazuju se vezanjem Ag na intranuklearne nehistonske proteine (RNA polimerazu |,
C 23 protein-nukleolin i B 23 protein) u obliku crnih to¢kica u interfaznim jezgrama.***
Jedna od glavnih prednosti ove metode pred drugim nacinima za procjenu
proliferativne aktivnosti stanica je mogucénost koriStenja arhivskog materijala i time

moguénost izvodenja retrospektivnih studija, kako citolo3kih, tako i histolo3kih.

Barsotti i sur.®? opisuju primjenu AgNOR tehnike na arhivskim citolodkim preparatima
prethodno obojenima po May-Grinwald Giemsi (MGG) ili Papanicolaou-u, s odli¢nim
rezultatima. Autori smatraju da bi upravo preparate suSene na zraku trebalo koristiti za
kvantitativne i morfometrijske analize. AQNOR bojenje preparata suSenih na zraku, je
vezano uz &injenicu Sto je takva fiksacija sli€na procesu isuSivanja tkiva u postupcima
zamrzavanja, za koje je poznato da dobro stabiliziraju sulfhidrilne skupine. S dobrim
rezultatima na prethodno obojenim arhivskim citoloskim preparatima, AQNOR metodu
primijenila je i Cardillo na citoloskim punktatima slinovnica.'®® Opisane su i tehnike

istovremenog bojenja AgNOR-a srebrom te prikazivanja DNA metodom po Feulgenu.*®*
1.2.5.2.3. AgNOR strukture i konfiguracije u normalnim i patoloskim stanicama

Prema Crockeru®®® svjetlosnim mikroskopom se mogu razlikovati 3 tipa AGQNOR-a:

NOR-ovi potpuno agregirani i tvore solitarnu, zaokruZzenu argirofilnu strukturu,
koja se Cesto naziva AgNOR, ali ispravnije odgovara samom nukleolu. Ova

konfiguracija se €esto vidi u mirujuéim limfocitima i drugim stanicama.
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U proliferiraju¢im stanicama ¢esto se unutar nukleola mogu razlikovati pojedini

NOR-ovi.

U stanicama visoko malignih tumora ¢esto se vide rasprSeni, mali AQNOR-ovi i

u nukleoplazmi.

Nikicicz i suradnici razlikuju strukture i konfiguracije AQNOR-a u normalnim stanicama

koStane srzi (tablica 4).
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Tablica 4. AQNOR strukture i konfiguracije normalnih stanica koStane srzi

SKUPINA [ (S )

(tockice i krhotine)

SKUPINA 11 (S Iy

(mjehurici)

0

JEDNOSTAVNI

SLOZENI

(viSe od jedne strukture koja

pripada jednoj grupi)

KOMPLEKSNI

(prisustvo struktura koje pripadaju

obim skupinama)

Legenda: S-skupina

AgNOR STRUKTURE

male tockice (MT)

PRAVILNE srednje velike tockice (ST)
(tockice) . .
velike to¢kice (VT)
NEPRAVILNE
(krhotine) krhotine (K)
mali pravilni mjehuri¢i (MPM)
PRAVILNI veliki pravilni mjehurici (VPM)
mali nepravilni mjehuri¢i (MNM)
NEPRAVILNI veliki nepravilni mjehuriéi (VNM)
AgNOR KONFIGURACIJE
nema
AgNOR-a segmentirani granulocit
S| limfocit
Sl mijeloblast
polikromatofilni
S| eritroblast
Sl promijelocit
Slill pronormoblast

Isti autori ranije opisane strukture primjenjuju u konfiguracijama limfati¢nih stanica KLL

i njenih transformiranih oblika (tablica 5.)
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Tablica 5. AQNOR strukture i konfiguracije kroni¢nih i transformiranih B-stani¢nih leukemija
AgNOR STRUKTURE

SKUPINA |
(SN

TOCKICE
SKUPINA Il PRAVILNI
(s
MJEHURICI

NEPRAVILNI
SKUPINA Il
(S
JEDNOSTAVNI
SLOZENI

(viSe od jedne strukture koja

pripada jednoj grupi)

KOMPLEKSNI
(prisustvo struktura koje
pripadaju obim skupinama)

male tockice (MT)

srednje velike tockice (ST)

velike tockice (VT)

mali pravilni mjehuri¢i (MPM)
veliki pravilni mjehuri¢i (VPM)
mali nepravilni mjehurié¢i (MNM)
veliki nepravilni mjehuriéi (VNM)

gigantski pravilni mjehurici (GPM)

AgNOR KONFIGURACIJE

Sl

Sl

Sl

Sl

Sl

Slill

mali limfocit KLL (44%)

srednje veliki do veliki limfociti
KLL ili PLL (¢esto)

limfomske stanice Richterova
sindroma (5%)

HCL (4%)

MNM
Richterov sindrom (<0,2%)

VPM
Richterov sindrom (3%)

Richterov sindrom (rijetko)

MNM
HCL (<0,1%)

VPM
Richterov sindrom (2%)

VNM
Richterov sindrom (<0,5%)
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U citoloSkim preparatima regije nukleolarnih organizatora nakon impregnacije srebrom
prikazuju se kao manje ili vece tamno smede do crne tocke u jezgri. One mogu lezati
pojedinaéno, ili u ve¢im ili manjim nakupinama, unutar kojih se ponekad pojedine tocke

mogu i razlikovati.
1.2.5.2.4. Faktori koji utjecu na to¢nost

Predvida se kako ¢e prikazivanje NOR-a srebrom u bliskoj buduénosti postati rutinska
metoda za procjenu malignosti u patologiji tumora.*®® Bududi razligiti autori*®*?% koriste
razliCite protokole bojenja, a nema ni jasnog dogovora o tome koje strukture unutar
jezgre treba brojiti, ostaje problem standardizacije u kvantifikaciji i bojenju AQNOR-ova.
Razlike u procesima fiksacije i bojenja srebrom (koncentracija srebra, vrijeme
inkubacije, temperatura) dovodi do bolje ili slabije o&uvanosti stanica, a rezultat toga su

razliiti rezultati kod istih tipova tumora, 20202203

Izrazavanjem omjera povrSine AgNOR-toCaka tumorskih stanica i limfocita, kao
kontrolnih stanica u istom preparatu (buduéi mirujuci limfociti u velikoj vecini imaju samo

jednu interfaznu AgNOR to&ku) moZe se prevladati varijabilnost rezultata. 204205206207

Citoloski preparati se smatraju bolji u odnosu na histoloSke rezove, jer se u otiscima
tocke lakSe broje, i lakSe se razlikuju individualne to¢ke unutar nukleola. Za razliku od
histolo3kih rezova, u otiscima se vide cijele stanice, pa je broj to¢aka u njima oCekivano
veéi, nego u histolodkim rezovima.?®?® |pak se i tako razli¢iti materijali mogu
usporedivati, ako se odreduje omjer povr§ine AgNOR-a i jezgre.?*°?* Suprotno tome,

postoje i druga misljenja. Rueschoff?*

smatra da se u citoloSskim preparatima
pojedinaéne AgNOR toCke preklapaju, te da se ne mogu pouzdano brojiti, ali je
parametar ukupne povrSine koju zauzimaju AgNOR-to¢ke po jezgri originalno opisao

koristec¢i kompjutersku analizu.

1.2.5.2.5. Interpretacija rezultata

Ne postoji standardizirani protokol za analizu ANOR tocaka, iako se u literaturi susreéu
2 osnovna pristupa brojenju AQNOR-to¢aka:

Brojenje svih struktura obojenih srebrom, ali ako se nalaze u nakupini (skoro

agregirani ili parcijalno disagregirani nukleoli), tretiraju se kao jedna struktura.
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Brojanje svake tocke kao posebne, ako se vide odvojeno unutar nukleola,
kao i manje AgNOR-e koji se vide izvan nukleola. Ove tehnike nisu

medusobno iskljugive.**

Sama analiza AgNOR-a vrSi se odredivanjem broja i veliCine AgNOR-ova ili
morfometrijski pomocu digitalne analize slike (koriste¢i primjerene pokazatelje nabrojene
kod morfometrijske analize) Sto je toCnije i brze te omoguc¢ava numeri¢ku objektivizaciju

povrsine toékica. **®

Medutim, vecina studija pokazuje za limfatiéne stanice i njihove maligne entitete
vjerodostojno razlikovanje toékica i nakupina svjetlosnim mikroskopom,*? $to je lak3e u
rutinskom radu buduci ne uzima puno vremena, nije ovisno o statickim sistemima, a

reproducibilnost je visoka.

1.2.5.3. Stati¢ka (,image“) DNA citometrija

1.2.5.3.1. Uvod

Dugo je poznato kako je tumorska geneza Cesto udruZzena s kromosomskim
abnormalnostima, promjenama genoma, mjerljivim razlikama u koli¢ini DNA tzv. ploidiji
i varijacijama u staniénom ciklusu neoplastiénih stanica.”** Koli¢&ina DNA i varijacije
stani€nog ciklusa mogu se brzo izmjeriti protocnim citometrom te kompjuterskom (engl.

image) ili statiSkom DNA citometrijom.?*>21

1.2.5.3.2. Stanicni ciklus

Vecéina normalnih stanica se obnavlja u tkivima u stani€hom ciklusu koji ukljucuje
sintezu i mitotsko dijeljenje stanica. U staniénom ciklusu postoje dva perioda, mitotska
faza (M) i period mirovanja (interfaza). Vecéina stanica u tkivima se nalazi u fazi
mirovanja (G,) ili presintetskoj fazi (G;). Stanice u G,/G; imaju diploidnu (2N) koli€inu
DNA. Stanice iz G; faze prelaze u sintetsku (S) fazu, kada dolazi do replikacije
intracelularne DNA. Tijekom S faze stanice sadrze kolig&inu DNA izmedu 2N i 4N.?"?18
Nakon DNA replikacije stanice ulaze u G; fazu s 4N koli€inom DNA. Vrlo brzo stanice
iz G, faze podlijezu mitozi (M). Rezultat mitoze su progenitorske stanice dihotomno
podijeljene u dvije stanice s diploidnom koli¢inom DNA koje ponovno prelaze ili u G;

fazu ili u stanje mirovanja G, fazu.*'®
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Opcenito, tumorske stanice imaju krac¢i stani¢ni ciklus nego normalne stanice, nalaz
koji je Cesto od prognostiCke vaznosti. Skracenje stani¢nog ciklusa se reflektira

poveéanjem S+G,M faze ili samo frakcije S-faze.**°
1.2.5.3.3. Odredivanje sadrZzaja DNA (ploidije) u malignim stanicama

Koli¢ina DNA u stanicama odnosno ploidija moze se uzeti kao biljieg kromosomskih
abnormalnosti za dijagnozu i prognozu tumora. Maligni tumori ¢esto imaju kariotipske
abnormalnosti. Odredivanje ploidnosti se bazira na pretpostavci da sadrzaj DNA u
Go/G; korelira s brojem kromosoma i ostalim karakteristikama staniénog ciklusa.?*
Koli¢ina DNA izmjerena proto¢nim citometrom ili statiCkom DNA citometrijom moze
detektirati priblizno 5% promjena u kromosomskom DNA sadrzaju, Sto korespondira s
povecanjem ili smanjenjem 1 ili 2 kromosoma po jezgri. Opcenito, postoji dobra
korelacija izmedu izmjerene koli€ine DNA proto¢nim citometrom ili statiCkom DNA
citometrijom i kariotipskih tehnika, premda svaka metoda ima svoja ograni¢enja. DNA
analiza proto¢nim citometrom ili statitkom DNA citometrijom ne detektira promjene
kromosoma kao translokacije, delecije i/ili trisomije malih kromosoma, buduéi taj broj
predstavlja malu proporciju ukupnog DNA sadrzaja. Suprotno, proto¢ni citometar moze
detektirati aneuplodiju u tumoru koji uz maligne stanice sadrzi veliku koli¢inu upalnih,
aktiviranih, proliferirajué¢ih, nemalignih stanica (npr. leukociti iz jako upalno

promijenjene neoplazme).?*

1.2.5.3.4. Metode za odredivanje sadrzaja DNA

Metodologija odredivanja koli€¢ine DNA se razvila zadnja tri desetlje¢a. Prije 1970.
godine, koristio se mikrospektrofotometar. Metodologija je uklju€ivala pregled
histoloSkih rezova obojenih Feulgenom ili fluorescentnom bojom te kvantifikacijom

svake stanice mikrospektrofotometrijski.?*¢#21222

Slijede¢a metoda je bila proto¢ni citometar poCetkom 70-tih godina proslog stoljeéa,
koja je svoju klini¢ku primjenu naSla u 80-tim, bazirana na brzoj, sekvencijskoj analizi
stanicne DNA u suspenziji prolaze¢i u tekuéem mediju kroz kanal koji sadrZi
fluorescentni senzor.??*?** Stani¢na DNA je oznadena s DNA fluorescentnom bojom
kao propidij jodidom i etidij bromidom. Kapacitet proto¢nog citometra je mjerenje
desetaka do stotine stanica u minuti Sto rezultira visoko rezolutnim histogramima s

malim koeficijentom varijacije vrSka histograma. Medutim, nije moguca direktna



vizualizaciju mjerenih stanica zbog mogucénosti razriedenja male populacije tumorskih
stanica normalnim stromalnim ili upalnim stanicama i nemoguénosti prepoznavanja
gubitka tumorskih stanica tijekom procesuiranja uzorka. Dodatni nedostatak proto¢nog
citometra je neadekvatna analiza hipocelularnog uzorka buduéi se ne mogu analizirati

uzorci manji od 10 000 stanica.**®

Staticka DNA citometrija potje€e od 80-tih godina proslog stolje¢a, uzela je maha
napretkom mikrokompjuterske tehnike i razvojem programa za digitalnu kompjutersku
analizu.?®® Ova metoda ukljuuje relativno brza, interaktivna, poluautomatska mjerenja
stanica u histoloSkim rezovima ili citoloSkim preparatima obojenih Feulgenom. Postoje
razli€iti automatski ili poluautomatski sistemi razli¢ite opreme i podrzavajuceg
programa te se podaci dobiveni jednim sistemom ne mogu automatski prevesti u drugi.
Staticka DNA citometrija je manje zahtjevna od proto¢ne citometrije, za kvantifikaciju je
dostatno 100 do 300 stanica po uzorku. Ova metoda nudi jasan napredak direktne
stani¢ne vizualizacije i individualne stani¢ne selekcije od strane istrazivaca Sto rezultira

visoko reprezentativnim DNA histogramom.?*®

Protoc¢ni citometar je komparabilan sa staticCkom DNA citometrijom u determinaciji DNA
indeksa (D) i identifikaciji abnormalnog vrska histograma. Nekoliko studija opisuju 75-
90% slaganja obje metode.??"?28229230231 giatitska DNA citometrija je uglavnom
senzitivnija u detekciji DNA aneuploidije i DNA tetraploidije buduéi ima manje
razrjedenje tumorskih stanica normalnim stanicama. Proto¢na citometrija (engl. flow
cytometry - FCM) je senzitivnija u detekciji sivih zona prekrivanja DNA aneuploidije uz
diploidiju (engl. near-diploid) i tetraploidiju (engl. near-tetraploid) zbog manjeg
koeficijenta varijacije i osiguravanja pouzdanije S-faze, te ima bolju povezanost s
prognozom.?*® Nedostatci su joj mali uzorci, lazni diploidni histogrami zbog razrjedenja
tumorskih stanica neneoplasti€nim stanicama. Prednost staticke DNA citometrije (engl.
image cytometry - ICM) je u moguénosti otkrivanja ve¢e DNA aneuploidne populacije

stanica, sa sadrzajem DNA i >5c, koje je te$ko uogiti pomoéu FCM. 232233234

Za ICM su bolji citoloSki preparati nego histoloski, jer su u analizu ukljuéene cijele
jezgre. Zbog toga su citoloSki preparati naroc€ito pogodni za kvantitativne analize
DNA,?®* a buduéi su trajni mogu se upotrijebiti za kontrolna mjerenja.?*® Histolo3ki
preparati nisu pogodni za DNA citometriju, jer postoji tendencija ,stapanja“ tumorskih
jezgara, a znatne razlike nadene su i u distribuciji sadrZzaja DNA u histoloSkim rezovima

i citoloskim otiscima istog tumora.?’
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Prisutnost normalnog sadrZzaja DNA u tumorskim stanicama ne mora uvijek znaciti

odsustvo kromosomske promjene, $to je glavni nedostatak ICM metode.?®
1.2.5.3.5. Uzorci za staticku DNA citometriju

Citoloski uzorci kao otisci svjezeg ili smrznutog tkiva, aspirati uzeti tankom iglom (engl.
fine-needle aspirates — FNA), razmazi kao i citocentrifugati suspenzija stanica su
najbolji izbor za statiku DNA analizu.?**#*®?*> Mjerenja se vr3e na cijelim, intaktnim
stanicama Sto rezultira histogramima s malim koeficijentom varijacije (CV) te je moguée
prikazati i gotovo diploidni (engl. near-diploid) vrSak. Kao i za standardno bojenje po
MGG-u preparati se suse na zraku prije fiksiranja, sto dovodi do uniformnog bojenja
jezgrinog materijala Feulgenom. Medutim mogu se Kkoristiti i odbojeni arhivirani
preparati obojeni bilo po Papanicolaou ili MGG-u i ponovno obojeni po Feulgenu, a

preparati mogu biti stari i 20 godina.*****°

1.2.5.3.6. Bojenje za staticku DNA citometriju

Zasniva se na upotrebi boja koje se vezu stehiometrijski za DNA, a koli¢ina vezane
boje je proporcionalna koli¢ini DNA u jezgri. Metoda specificnog bojanja tzv.
Feulgenova reakcija, koju su uveli Feulgen i Rossenbeck®! 1924. god, i danas sluZi
kao standard za druge metode. Zasniva se na svojstvu DNA da poslije blage hidrolize
kloridnom kiselinom (koja uklanja purinske baze), oslobada aldehidne skupine iz
deoksiriboze, na koje se u drugoj fazi reakcije veze fuksin sulfuroi¢na kiselina iz
Schiffovog reagensa.?*? Bezbojni Schiff-ov reagens pretvara se u svoj obojeni oblik, i
kovalentno veze za DNA. Prednost pred tehnikom s fluorescentnom bojom akridin
naran€asto (engl. acridine orange) je zbog jednostavnosti izvodenja i moguénosti
koriStenja vidljivog spektra, a ne ultravioletnog svijetla. Rutinska bojenja, kao
hemalaun-eozin (HE), nisu pogodna za analizu sadrzaja DNA, jer se vezu ne-

stehiometrijski na DNA te intenzitet obojenja ovisi o koncentraciji boje koja se koristi.
Obzirom na varijabilnost Feulgenove metode i posljediéne obojenosti istodobno bojenih

razliitih preparata, $to nije u vezi sa staro$éu preparata,®*® koriStenje internog

standarda neophodno je u kvantitativnom usporedivanju razli€itih preparata.
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1.2.5.3.7. Diploidna interna kontrola

Rezultati mjerenja DNA u tumorskim stanicama se izrazavaju kao relativne vrijednosti u
odnosu na vrijednost unutarnje kontrole (sa definiranom vrijednosti 2N), Sto nam
omogucava odredivanje ploidije na arhivskim preparatima jednako efikasno kao i na

svjezim.?*

Zbog razlicitih rezultata pri koriStenju vanjskih standarda preporucuju se unutarnji, kao
S§to su leukociti, jer oni podlijezu istim utjecajima u preparatu kao i analizirane
stanice.2#°246:247.248.249 74 histoloSke preparate se najée$ce Kkoristite stromalne stanice
dok su to u citoloskim preparatima limfociti i granulociti. Zbog svog gustog, kompaktnog
kromatina limfociti primaju i do 10-15% Feulgenove boje manje nego druge stanice,

0

npr. fibroblasti pa su Babiarz i sur.”® izradunali i faktor korekcije od 10.5%,

usporeduijuéi fibroblaste i limfocite. Prema osobnom iskustvu, Seili 1**>°

na punktatima
koStane srzi kod akutne limfati€ne leukemije kao kvalitetne kontrolne stanice koristi
nesegmentirane granulocite. MorfoloSki se lako izdvajaju od ostalih stanica, a kromatin

im je neSto manje kondenziran nego kod segmentiranih granulocita i limfocita.

1.2.5.3.8. Standardizacija metode

Europsko udruZenje za analiticku stani¢nu patologiju 1995. je objavilo “DNA konsenzus
u statiCkoj DNA citometriji* s nadopunama 1997. i 2001. zbog nekomparabilnosti
razliCitih studija, kao posljedica postojanja najrazliitijih protokola bojenja i mjerenja

sadrzaja DNA . >12°%253

Preporuke sadrzavaju upute o bojenju (po Feulgenu, uz inkubaciju Schiffovim
reagensom kroz 60 min), protokol mjerenja uz referentne stanice (unutarnje ili vanjske)
s koeficijentom varijaciie manjim od 6%, izraCunavanje korektivnhog faktora, koji
predstavlja omjer modalnih vrijednosti integriranog opti¢kog denziteta (engl. integrated
optical density - IOD) izmedu kontrolnih stanica i ne-patoloskih stanica u analiziranom

uzorku te preporuke o algoritmima za interpretaciju rezultata ICM.*%8251:252:253
1.2.5.3.9. Interpretacija sadrzaja DNA i odredivanje ploidije
Interpretacija koli€ine DNA se bazira na usporedbi sadrzaja DNA tumorskih stanica s

G./G; frakcijom normalnih referentnih stanica. Referentne stanice su stanice za koje se
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sigurno zna da sadrze diploidnu koli¢éinu DNA: limfociti, granulociti, fibroblasti. Pojedini

sistemi koriste standardne DNA Stakorske hepatocite za kalibraciju.**®
1.2.5.3.10. DNA indeks

DNA indeks (DI) predstavlja odnos izmedu vrijednosti G,/G; vrSka tumorskih stanica i
vrijednosti G,/G; vrSka normalne diploidne populacije, a izraCunava se kao odnos broja
stanica vrSska DNA u histogramu (G./G;) uzorka prema broju stanica vrska (G./G;)

referentnih stanica.?*?%*

1.2.5.3.11. DNA diploidija (DNA euploidija, 2N, 2C)

Ako je G,/G; vriak istraZivanih stanica na istoj poziciji kao G,/G; vrSak referentnih
stanica, koli¢ina DNA se klasificira kao diploidija. Buduc¢i zna¢ajan udio karcinoma i
ostalih neoplazmi imaju diploidiju, ova karakteristika se he moze uzeti za razlikovanje
tumorskih i netumorskih procesa. Opcenito, diploidni tumori su udruzeni s dobrom

prognozom.*>

Auer i sur.?*® smatraju diploidnim tumorima one &iji DI iznosi 0.95-1.05. Smets i sur. 2>’
medutim, kao hiperdiploidiju uzimaju DNA indeks 21.16, a vanVelthoven i sur. *** za
granice diploidnog uzimaju 0.9<DI<1.15, dok Fausel i sur. ne-diploidnim tumorima

smatraju one sa DI>1.1.%®

1.2.5.3.12. DNA aneuploidija

Aneuploidni histogram se naziva ako je G,/G; vrSak ispitivanih stanica razli¢it od G,/G;
vrSka referentnih stanica. Ukoliko je G,/G; vrSak maniji od referentnih stanica naziva se
DNA hipodiploidija, suprotno ako je G,/G; vrSak ispitivanih stanica veci od referentnih
stanica opisuje se kao hiperdiploidni, ako se nalazi u tetraploidnoj regiji kao
tetraploidni, odnosno multiploidni ako sadrzi multiplu aneuploidnu populaciju.®®

1.2.5.3.14. Koeficijent varijacije

Koeficijent varijacije (CV) je mjera preciznosti mjerenja DNA vrijednosti oko G./G;

vrSka. CV manji od 3% narocito je pozeljan za FCM, buduéi ve¢i moze maskirati
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gotovo-diploidni aneuploidni vrSak i rezultirati nerealnom vrijednosti S-faze. CV se

prikazuje u svakoj analizi DNA sadrzaja bilo da se radi o FCM ili ICM.*°
1.2.5.3.15. Interpretacija histograma
Najéesce koristena metoda je po Aueru, 2°° iz 1980. godine s 4 tipa histograma:

TIP 1 Jedna jasno definirana modalna DNA vrijednost u diploidnoj ili gotovo
diploidnoj regiji normalnih stanica. Samo mali broj stanica odstupa za viSe od
nekoliko postotaka od modalne vrijednosti.

TIP Il Tumorske stanice ili imaju jasni vrSak u tetraploidnoj ili gotovo tetraploidnoj
regiji, ili imaju 2 dobro definirana vrha oko regije 2c i 4c. Postotak stanica u
tetraploidnoj regiji mora biti veéi od 20%, a manje od 5% stanica se nalazi
izvan tetraploidne regije. Vrlo malo ili niSta stanica imaju vrijednosti DNA koje
odgovaraju S-fazi normalnih stanica. Samo po koja stanica pada izvan raspona
DNA normalne populacije, te obi¢no imaju sadrzaj DNA oko 8c.

TIP Il Distribucija je unutar populacije normalnih stanica. Obi¢no pokazuje dva vrska,
ali se razlikuje od tipa 2 po tome Sto histogram pokazuje veéi broj stanica sa
koli¢inom DNA slicnom onoj koju imaju kontrolne stanice u S-fazi (>5%).
Pozicija ta 2 vrSka se po pravilu razlikuje ponesto od 2c i 4c vrijednosti
normalne populacije (<20% stanica u tetraploidnoj regiji).

TIP IV Tumorske stanice pokazuju vrlo naglaSenu i nepravilnu aneuploidiju, sa

koli€inama DNA od vrijednosti blizu 2c, pa do >6c¢, ili ¢ak 8c.

Babiarz**° opisuje modificiranu Auerovu metodu takoder s 4 tipa histograma, a Van
Velthoven i sur. *** razlikuju slijedeée DNA tipove histograma:

Diploidni -TIP | DI >0,90 <1,15
Aneuploidni
triploidni - TIP 1l DI >1,40< 1,60
tetraplodni - TIP 11l DI >1,90<2,20
hiperdiploidni - TIP IV DI>1,16<1,39
hipertriploidni - TIP V DI>1,61<1,89
polimorfni - TIP VI sadrzi najmanje 2 nediploidna prije opisana
tipa
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Svaki Velthovenov histogram je prikazan s 50 klasa vrijednosti I0D-a bez obzira na
ploidiju. Diploidni tumor se smatra ako Go/G; vrh sadrzi najmanje 70% stani¢ne
populacije, za razliku od triploidnog, tetraploidnog, hiperdiploidnog i hipertriploidnog
tumora za koje je dovoljno 15% jezgara stanica. S-faza predstavlja postotak stanica koje
se nalaze izmedu glavnog G,/G; vrSka, bez obzira na nivo ploidije i G,/M vrska.
Postotak stanica u S-fazi je definiran brojem stanica koje slijede u pet klasa nakon Go/G;
DNA-vrSka diploidnog i hiperdiploidnog tumora, Sest klasa kod triploiodnog i

hipertriploidnog, odnosno sedam klasa kod tetraploidnog tumora.

Prema Cornelisse i sur. ?®? graniéna vrijednost G,/G, faze na desnoj strani histograma

odredena je preklapanjem lijeve polovine G,/G; vrSka oko modalne vrijednosti (moda).

Prema Konsenzusu ESACP-a®*? (European Pathology Assisted by Telematics for
Healthcare) tipovi DNA histograma su rezultat dijagnosticke i/ili prognosticke vrijednosti
klasifikacije DNA raspodijele. Slijedec¢i tipovi DNA histograma mogu biti pomo¢ u
prognozi i pra¢enju solidnih tumora:
peridiploidni podrazumijeva prisustvo stani¢ne populacije s modalnom vrijednosti
DNA izmedu 1.8ci 2.2c
peritetraploidni je prisutan u sluajevima maligniteta ili DNA aneuploidije, a
modalna vrijednost DNA je izmedu 3.6¢ i 4.4c
x-ploidni je takoder prisutan uz malignitet, s jednom populacijom stanica samom
ili uz joS jednu (peridiploidnu ili peritetraploidnu) modalne vrijednosti DNA izvan
gore navedenih vrijednosti (peritriploidna, hipodiploidna)
multiploidni, kao i prethodna dva prisutan je u neoplazmama, a prikazuje se kao

viSe abnormalnih populacija stanica
1.2.5.3.16. Osnovni ciljevi dijagnosticke DNA citometrije

identifikacija stani¢nih populacija koje su izvan euploidnih raspona, na
odredenom nivou statisticke znaCajnosti

dobivanje informacije o broju abnormalnih (aneuploidnih) stani¢nih loza
prepoznavanje poliploidizacije euploidnih ili aneuploidnih stani¢nih loza
odredivanje frakcija stanica u pojedinim fazama stani¢nog ciklusa

pronalaZenie rijetkih stanica s abnormalno visokim sadrzajem DNA**%263
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Dijagnosti¢ka vrijednost se temelji na postojanju abnormalne koli¢ine DNA,?** narogito
u prekanceroznim stanjima koja implicira neoplazmu.?®® Maligna transformacija dovodi
do povecéanja proliferacijskog indeksa, a 80-90% solidnih tumora su aneuploidni
(sadrze viSe od diploidne koli¢Cine DNA), takoder je primije¢ena veca aneuploidija u

metastatskim tumorima.
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2. CILJEVI



2.2.

2.3.

2.4,

2.5.

2.6.

2.7.

2.8.

Ustanoviti klinike (dob, spol, podtip bolesti, stadije bolesti po Rai-u i Binet-u,
veli¢inu tumorske mase, vrijeme udvostru¢enja tumorske mase i broja limfocita)
i laboratorijske (hematoloSke, biokemijske i morfoloSke) prognosticke
pokazatelje kroni¢nih leukemijskih oblika limfoproliferativnih bolesti i njenih
podskupina.

Usporediti pokazatelje dobivene komjuterskom analizom slike s klinickim i
laboratorijskim pokazateljima kod bolesnika s KLLPB.

Ocijeniti  duzinom prezivljenja prognosticku vrijednost morfometrijskih
pokazatelja stanice i jezgre, obiljezja regije nukleolarne organizacije te
pokazatelje staticCke DNA citometrije limfati¢nih  stanica  dobivenih
kompjuterskom analizom slike.

Pronac¢i nove pokazatelje diploidnog tipa histograma i regije nukleolarne
organizacije u svrhu izdvajanja prognosti¢kih podskupina unutar diploidnih
(nisko malignih) tumora te boljeg definiranja klini€kih i morfoloskih entiteta.

Na osnovu proliferacijskih i kineti¢kih parametara ocijeniti pokusaj obrazlozenja
podrijetla i distribucije malignih limfaticnih stanica u razli€itim KliniCkim i
morfoloSkim entitetima te ocijeniti njihov doprinos moguéoj novoj Klini¢koj
subklasifikaciji KLLPB.

Usporediti medusobnu povezanost morfometrijskih parametara stanice i jezgre,
obiljezja regije nukleolarne organizacije te parametara DNA limfati¢nih stanica u
razli¢itim odjeljcima tumorske mase (razmazima punktata limfnog &vora,
koStane srzi i periferne krvi) te u razli¢itim podskupinama leukemijskih oblika
kroni¢nih limfoproliferativnih bolesti.

Odrediti povezanost morfometrijskih parametara stanice i jezgre, obiljeZja regije
nukleolarne organizacije te parametara DNA limfati¢nih stanica s: veli¢inom
tumorske mase i kliniCkim stadijima po Rai-u i Binet-u; tijekom (faktorima
progresivnosti)  bolesti  (udvostru€enjem totalne tumorske mase i
udvostru¢enjem limfocitoze) te prezivljenjem.

Uvodenjem novog parametra proliferacijsko-kinetiCkog indeksa, izdvaoijiti
kvantitativne parametre koji bi mogli objektivnije tipizirati pojedine podtipove,
imati utjecaja na tijek bolesti i prognozu, uz pomoc¢ kompjuterske analize slike
koriste¢i morfometriju stanice i jezgre te procjenom proliferacije i kinetike:
odredivanjem koli¢ine DNA ICM metodom te analizom AgNOR-a limfati¢nih
stanica u leukemijskim oblicima kroni€nih limfoproliferativnih bolesti u razlicitim

odjeljcima tumorske mase (kostanoj srzi, perifernoj krvi i limfnom ¢&voru).
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3.1. ISPITANICI

Ispitanike je predstavljalo 155 bolesnika s leukemijskim oblicima kroni¢nih
limfoproliferativnih bolesti, klasificiranih prema SZO klasifikaciji, dijagnosticiranih u
Klini¢koj bolnici «Merkur» u razdoblju od 1995-2002. godine. Obzirom na postavljene
ciljeve analize u svim odjeljcima tumorske mase, znatan udio imali su bolesnici s

povecéanim limfnim évorovima.

Analiza je izvrSena u ukupnoj populaciji KLLPB te posebno u podskupinama:
B-KLL+V (B kroni¢noj limfocitnoj leukemiji s varijantama) koja ukljucuje
o Tipi€nu B-KLL (B kroni¢nu limfocitnu leukemiju)
0 KLL/PLL (mijeSanu kroniénu limfocitnu leukemiju i prolimfocitnu
leukemiju) i
0 KLL/IMC (varijantu kroni¢ne limfocitne leukemije S
limfoplazmocitoidnom diferencijacijom)
Ne-B-KLL (leukemijskim oblicima kroni¢nih limfoproliferativnih bolesti bez B-
kroni¢ne limfocitne leukemije) te
Ne-(B-KLL+V) — (leukemijskim oblicima kroni¢nih limfoproliferativnih bolesti

bez B-kroniéne limfocitne leukemije s varijantama)

U ispitivanoj populaciji (155) najviSe je bilo u podskupini B-KLL+V (136), dok je svega
18 bolesnika (Ne-B-KLL+V) dijagnosticirano kao leukemijska slika FC gradus I ili FC
gradus Il, HCL, leukemijska slika SLMZ, leukemijska slika DLBCL ili leukemijska slika
T limfoproliferativne bolesti (T LP). Tipi¢nih B-KLL je bilo 125, a ostalih (Ne-B-KLL) 29.
U jednom slu€aju nije bilo podataka o podtipu (neklasificiran). Grupa T
limfoproliferativnih bolesti bila je zastupljena s po jednim slu¢ajem T-PLL-a, T-LGL-a i
ATL-a.

U periodu do 2002. godine kod 50% ispitanika nije primijenjeno nikakvo lije¢enje. Kod
bolesnika koji su zahtijevali terapiju, prva linija je kod 29% ispitanika bila klorambucil,
7% CHOP (ciklofosfamid, adriamicin, onkovin i prednison), 5% FAMP (fudarabin), 3%
.Paule-Elrich“, tj. modificiran protokol prema Knospe-u (ciklusi klorambucila +
prednisona), po 2% PDN (prednison) i VAD (vinkristin, adriamicin i deksametazon), te

po 1% endoksan, splenektomija u kombinaciji s kemoterapijom ili sama splenektomija.
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Do 2005. godine to¢ne podatke o pocetku i ishodu bolesti imali smo kod 151
bolesnika. Bolesnike smo pratili u razdoblju od 1 do 316 mjeseci s medijanom

prezivljena od 88 mjeseci.

Studija je provedena dijelom retrospektivno (76 bolesnika), a dijelom prospektivno (89
bolesnika) bazirana na medicinskoj dokumentaciji te citoloSkim razmazima punktata
koStane srzi, razmazima periferne krvi te punktatima limfnih ¢vorova. U analizu su
uklju€eni demografski, Kklinicki i laboratorijski pokazatelji (hematoloski, biokemijski i
morfoloski) te pokazatelji dobiveni kompjuterskom analizom slike (engl. image analysis
-IA) koja je ukljugivala morfometrijske karakteristike stanice i jezgre (engl. image
morfometry - IM); osobine AQNOR-a (engl. image AgNOR analysis -IAgNOR) i stati¢ku
DNA citometriju (engl. image DNA cytometry - ICM).

Od klinickih i laboratorijskih parametara analizirani su: dob i spol bolesnika; veli¢ina
(TTM) i distribucija tumorske mase po Rai-u i Binet-u; vrijeme udvostru¢enja tumorske
mase (DTM) i vrijeme udvostruéenja limfocitoze (DTL); broj leukocita, eritrocita i
trombocita; koli¢ina hemoglobina i hematokrit; postotak i apsolutni broj limfocita i
atipi¢nih oblika, postotak neutrofilnih granulocita i monocita u perifernoj krvi; vrijednosti
ukupnih proteina, albumina i globulina, prisustvo «M» komponente; vrijednosti LDH,
bakra, SGOT-a, SGPT-a, bilirubina, alkalne fosfataze; mijelogram i histoloski tip
infiltracije koStane srzi te ukupno prezivljenje. PreZzivljenje je izracunato u ukupnoj
populaciji bolesnika s KLLPB za sve klinicke, morfolo3ke i laboratorijske pokazatelje, a
za kompjuterske pokazatelje posebno u cjelokupnoj populaciji, a posebno u
podskupini B-KLL+V.

Vrijeme udvostruéenja ukupne tumorske mase (DTM) izraéunato je po formuli:?*®

DTM = MJ x TTM; X (TTM=TTM,)*

TTM; je TTM na pocetku, a TTM, na kraju promatranog perioda, dok je MJ vrijeme

promatranja u mjesecima.

Udvostru€enje limfocitoze (DTL) je izraunavano regresijskom analizom iz 3 ili viSe

vrijednosti apsolutnog broja limfocita kroz najmanje 12 mjeseci.?*
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Ukupno je analizirano 657 razmaza: punktata koStane srzi (236), limfnih ¢vorova (146)
i periferne krvi (275). Zbog ograni¢enog broja arhivskih preparata u retrospektivnoj
studiji sve tri metode nisu ucinjene na jednakom broju razmaza koStane srzi, periferne
krvi i limfnih ¢vorova. Morfometrija je ucinjena na 85 punktata koStane srzi, 107
razmaza periferne krvi te 52 razmaza limfnih ¢vorova; analiza AgNOR-a na 64
punktata koStane srzi, 86 razmaza periferne krvi te 42 razmaza limfnih &vorova, a
statiCka DNA citometrija na 87 punktata koStane srzi, 82 razmaza periferne krvi te 52

razmaza limfnih évorova.

Za IM i IAgNOR analizirano je prosje¢no po 100 stanica, a za ICM izmedu 120 i 250
stanica (ispitivaninh najmanje 100 i najmanje 20 kontrolnih stanica). Ukupno je
analizirano 71 895 stanica za sve tri metode u svim odjeljcima tumorske mase

(kostanoj srzi, limfnom ¢Evoru i perifernoj krvi).

KorisSteni su svjezi razmazi bojeni po MGG-u za morfometrijsku analizu, bojenjem po
Feulgenu za ICM ili impregnacija srebrom za IAgNOR. Arhivski razmazi obojeni po
MGG-u koriSteni su za morfometrijsku analizu, a nakon toga odbojeni te ponovno

bojeni: po Feulgenu za DNA ICM analizu,**

a impregnacijom srebrom za analizu
AgNOR-a (identi¢no svjezim razmazima).'®*> Za DNA ICM analizu metodom po
Feulgenu bojeni su i arhivski prethodno neobojeni razmazi sa zadovoljavajuéim
rezultatima. Arhivski, prethodno neobojeni razmazi, ¢ak i nakon naknadnog bojenjem
po MGG, nisu se pokazali zadovoljavajuéi za impregnaciju srebrom u svrhu prikaza

AgNOR-a te kao takvi nisu uzeti za analizu.
3.2. METODE

3.2.1. KOMPJUTERSKA ANALIZA SLIKE
Morfometrija, analiza AgNOR-a i DNA ICM izvrSena je na osobnom racunalu s
podrZzavajuéim programom “SFORM” tvrtke VAMSTEC, Zagreb. Sistem se sastoji od

visokorezolucijske kamere u boji «Pulinix» koja sliku (x100 oil) iz mikroskopa Olympus

BH2 digitalizira i prenosi u osobno ra¢unalo.
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3.2.1.1. Morfometrijska analiza stanice i jezgre

Morfometrijska analiza je izvrSena na standardno obojenim razmazima po MGG-u.

Granice citoplazme i jezgre su oznacavane interaktivno (prvo citoplazma, a nakon toga

jezgra) uz ru¢nu korekciju (slika 1). Za citoplazmu i jezgru odredivani su: povrSina,

opseg, konveksitet, najmaniji i najve¢i polumjer, duljina i Sirina, faktori pravilnosti (FF i FF

izduZenosti) te omjer jezgre i citoplazme.*®*

Fie Edit Yiew Pictwe Stle Setup Window Help

EEEEEDEE

liezra = [Eoeen JRIXQICIHOMN[ 2 [ [~=]3¢] (3] %]
B 14mic S [=] 3
 pictres | views | oznacavanje stanica |
) pic0001 .
pic0002
) picl003
x
Area Outline | MinRadius | |
87 550 37.454 32804

2 56.136] 35068 1.723
3 75924 33661 4011

4 147.071 49511 4,698

5 111616 40.969 5.12

6 223256 55847 6451w
R 1 E

_[Ojx
Area Outline | MinRadius
56.556 29511 3.560 4]

2 £6.371 32.483 3.26(— ) o
] 531897 28555 3621 ozmacavanje jezgara
o 60151 31.208 3.624 w 2% 15 :

(3 TE a4 AR 42 A7 —_— -

4

| o

#Asn| | & =1 B ) »|| [FMicosort PowerPoint - . |[ 4 SForm - 14mic

| (186, 153)

Slika 1. Morfometrijska analiza stanica i jezgara

3.2.1.2. Analiza AQNOR-a
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U citoloSkim preparatima regije nukleolarnih organizatora nakon impregnacije srebrom

prikazuju se kao manje ili vece tamno smede do crne toCke u jezgri. Nalaze se

pojedinacno, ili u ve¢im ili manjim nakupinama, unutar kojih se ponekad pojedine tocke

mogu i razlikovati.

Pomocu kompjuterske analize slike AQNOR to¢ke mogu se ne samo braijiti, nego i to¢no

odrediti njihove dimenzije, te sloZeniji morfometrijski pokazatelji, kao npr. faktor

zaokruZenosti objekta, izduZenost i sl. Osim toga, buduéi da se radi o brojéanim
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rezultatima, mogu se koristiti i razli¢ite statisticke metode.'?*?** Digitalna analiza slike

dovela je i do povecanja reproducibilnosti rezultata mjerenja (slika 2).
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Slika 2. Kompjuterska analiza AQNOR-a

U ovom radu je primijenjen vlastiti pristup analizi, gdje su AGNOR-i podijeljeni u tri tipa
(slika 3):
Homogeni tip (unutar kojeg se ni nakon povecéanja ne vide razrijedenja)
Inhomogeni tip (nepravilna razrijedenja AgNOR-a vidljiva na standardnom
povecéanju x1000, a narocito nakon veéih kompjuterskih povecanja)
Prstenasti AQNOR-i (specificna konfiguracija u obliku prstena koja se vidi vec¢ i

na standardnom povecaniju).
Buduéi su KLLPB nisko maligni tumori, nakupine (engl. clusters) u pravom smislu rijeci,

koje se vidaju kod visoko malignih neoplazmi, nadene su u svega dva slucaja te kao

takvi nisu analizirani.
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Slika 3. Tipovi AQNOR-a: a) pregledna slika; b) inhomogeni; c) prstenasti; d) homogeni (u krugu) i
prstenasti

Za svaki pojedini tip ranije opisanih AQNOR-a, analizirani su broj, povrSina (nhajmanja i
najveca te prosjecna vrijednost), njihov omjer prema povrSini jezgara; ukupan broj svih
AgNOR-a; ukupna povrSina (najmanja, najveca i prosjecna) te omjer ukupne povrsine

svih AgNOR-a prema povrsini jezgre.

3.2.1.3. Staticka DNA citometrija

Prethodno obojeni razmazi po MGG-u odbojeni su i zajedno s neobojenim razmazima

bojeni metodom po Feulgenu.
Tijekom cijele analize, prije poCetka i tijekom slikanja, poStivana su odredena pravila.

Prvo pravilo odnosi se na intenzitet svjetlosti, koje se tijekom cijelog postupka snimanja

pojedinih vidnih polja ne smije mijenjati. Drugo pravilo, kalibracija intenziteta praznog

58



dijela predmetnog stakalca, buduéi kompjutor odreduje opti¢ki denzitet svake jezgre u

odnosu na prazan dio istog preparata.

Analizirane su jezgre (N=100) limfati¢nih stanica koje se ne preklapaju. Kao unutarnja
kontrola koristeni su granulociti (N210) (slika 4). Za svaki uzorak izraCunat je koeficijent

251

varijacije referentnih (kontrolnih) stanica koji nije smio iznositi >6%“>" prema formuli:

CV=(SD/prosjek) x 100

DNA indeks je odreden kao omijer integrirane opti¢ko-denzitometrijske vrijednosti (I0D)

ispitivanih jezgara u odnosu na 10D vrijednost kontrolnih stanica.?**
DI =IOD vrska DNA tumorskih stanica/ IOD vrSka DNA kontrolnih stanica

Prema Cornelisse i sur.?° grani¢na vrijednost G,/G; faze na desnoj strani histograma
odredena je preklapanjem lijeve polovice Go/G; vrSka oko modalne vrijednosti (moda).

Nakon toga proporcija stanica do 4N smatrana je sintetskom (S) fazom.

Svaki histogram je prikazan s 50 klasa 10D vrijednosti, a uz DI, odredivan je postotak

stanica u S fazi (prema Cornelisse i sur.) i postotak stanica veci od 4N.

Medutim, kako su limfati€ne stanice bolesnika s KLLPB (naroc€ito B-KLL) uglavnom
diploidne stanice, koje se €ak uzimaju kao kontrolne stanice u statickoj DNA analizi
tumora drugog bioloSkog podrijetla, u radu je koriStena takoder vlastita modificirana

metoda.

Elementi nove modificirane metode analize diploidnog tipa histograma primijenjena u
ovom radu su (slika 5):
udio stanica u vrSku DNA histograma
udio stanica koje sadrze manju koli¢inu DNA od stanica u vrSku DNA
histograma
udio stanica koje sadrze vecu koli¢inu DNA od stanica u vrSku DNA
histograma (ukljucuje i postotak stanica u S fazi i postotak stanica veéi od 4N)

Analizirani su i postotak stanica u S fazi i postotak stanica veci od 4N.
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Slika 5. Analiza diploidnog DNA histograma
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3.2.2. STATISTICKA ANALIZA PODATAKA

StatistiCka obrada rezultata izvrSena je uz pomoé¢ kompjutorskog programa
STATISTIKA 7.1.

3.2.1.1. Opis varijabli

Za svaku kontinuiranu varijablu izraCunati su osnovni opisni statisticki pokazatelji
(aritmeticka sredina, geometrijska sredina, medijan, najmanja/najveéa vrijednost
aritmetic¢ke sredine) i mjere varijabilnosti (koeficijent varijacije i standardna devijacija).

Za svaku kontinuiranu varijablu procijenjen je oblik distribucije.

Aritmetickom sredinom (X) je predstavljena mjera prosjeka, a standardnom devijacijom

(SD) mjera varijabilnosti.?’

Odreden je medijan (Med) kao mjera centralne tendencije i vrijednost koja se u nizu
vrijednosti poredanih po veli€ini nalazi to¢no u sredini te standardna greSka (SG) kao
mjera odstupanja aritmetiCkih sredina uzoraka iz jedne populacije od aritmetikih

sredina populacije.?®’

3.2.2.2. Analiza povezanosti

Spearman Rank testom ispitana je povezanost svih kontinuiranih varijabli sustava.?’
je analizirana povezanost kontinuiranih varijabli u dvije grupe uz izracun temeljen na
sumi rankova.?®’ Kruskal-Wallisovim testom, takoder jednim od neparametrijskih
testova, odredena je vjerojatnost povezanosti kontinuiranih varijabli u tri ili viSe

grupa.?®® T-testom su testirane razlike aritmeti¢kih sredina dvaju uzoraka.?" 2%

3.2.2.3. Analiza prezivljenja

Analiza prezivljenja, kao model, je sveobuhvatna implementacija razli¢itih tehnika za
analizu cenzoriranih podataka. Dodatnim izraCunavanjem tablica Zivota raznim
deskriptivnim statistikama i Kaplan-Meierovim procjenama, usporedivano je prezivljenje
razli€itih skupina koristeci niz selekcijskih metoda (Gehan's Wilcoxonov test, Cox's-F

test, Cox-Mantel test, Peto&Peto Wilcoxon test te Log-Rank Test).?®®
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U ovom radu analizirano je vise od 70 000 individualnih podataka prikupljenih od 155
bolesnika s leukemijskim oblicima kroni¢nih limfoproliferativnih bolesti. Zbog toga su
rezultati strukturirani tado da se nakon opisa populacije prikazuju medusobne
korelacije ispitivanih pokazatelja dobivenih kompjuterskom analizom slike, a zatim se
analiziraju povezanosti i/ili razlike u pojedinim klinic¢kim podgrupama. Nakon toga kao
glavna analiticka metoda koriStena je prognosti¢ka analiza, kojom su evaluirani svi
klinicki, laboratorijski i pokazatelji dobiveni kompjuterskom analizom slike. Na kraju, na
temelju prognosti¢ke analize, predloZen je novi prognosti¢ki pokazatelj, proliferacijsko

kineti¢ki indeks.
4.1. ISPITANICI

U istraZivanje je uklju¢eno 129 novodijagnosticiranih i nelije€enih ispitanika. Od 26
ranije dijagnosticiranih bolesnika, 12 nije dobivalo antitumorsku terapiju zbog
limfoproliferativne bolesti, 9 ih je ve¢ bilo podvrgnuto terapijskom postupku, dok za 5

bolesnika nema podataka o ranijem lijecenju.

Stariji bolesnici nalazili su se statistic¢ki znacajno ¢eSc¢e u skupini B-KLL (medijan dobi
63 godine) u usporedbi Ne-B-KLL, gdje je medijan bio 58 godina (p=0,000205) (tablica
6). Kada su se analizirale tipi€ne B kroni¢ne limfaticne leukemije i njene varijante (B-
KLL+V) u odnosu na ostale kroni¢ne leukemijske varijante (Ne-B-KLL+V) takoder je
nadena statistiCka znacajnost u dobi ispitanika (p=0,000111). Od ukupno 90
muskaraca i 65 zena, analiza ispitanika unutar podskupina nije pokazala statisti¢ki
znacajnu razliku u raspodjeli ovih ispitanika po spolu (p=0,232674), odnosno bio je
podjednak omjer musSkaraca i zena u svim podskupinama KLLPB. Medutim, stariji
bolesnici znacajnije su se nalazili u skupini koji nisu uzimali terapiju u trenutku
ukljucivanja u studiju (p=0,019247).

62



Tablica 6. Dob ispitanika s leukemijskim oblicima kroni¢ne limfoproliferativne bolesti (KLLPB) te
podskupina: B-KLL, B-KLL+V, Ne-B-KLL, Ne-(B-KLL+V).

DOB ISPITANIKA

DIJAGNOZA N X Med Min Max
B-KLL+V 136 62 63 36 91
B-KLL 125 63 63 36 91
Ne-(B-KLL+V) 18 52 46 31 76
Ne-B-KLL 29 54 58 31 76
NEKLASIFIC. 1 1
KLLPB 155 61 62 31 91

Legenda: N-broj ispitanika; X-aritmeticka sredina; Med-medijan; Min-minimalna vrijednost; Max-
maksimalna vrijednost; KLLPB-leukemijski oblici kroniénih limfoproliferativnih bolesti; B-KLL- B kroni¢na
limfocitna leukemija; B-KLL+V- B kroni¢na limfocitna leukemija s varijantama; Ne-(B-KLL+V) — leukemijski
oblici kroniénih limfoproliferativnih bolesti bez B-kroni¢ne limfocitne leukemije s varijantama; Ne-B-KLL -
leukemijski oblici kroni¢nih limfoproliferativnih bolesti bez B-kroni¢ne limfocitne leukemije

U trenutku uklju€ivanja u studiju 57% ispitanika imalo je malu, a 43% veliku TTM, 53%
bolesnika nalazilo se u klinickom stadiju A i B po Binet-u, a 47% u stadiju C. Veéina se
nalazila u klini€kom stadiju O, 1ili Il po Rai-u (52%), dok je 48% bolesnika bilo u stadiju
Hilv .

Kod dijagnoze bolesti, povecéani limfni ¢vorovi u medijastinumu nadeni su u svega 4%
a «M» komponenta u 3% ispitanika. Normocelularan punktat koStane srzi uo€en je s
istom ucestalos¢u (52%) kod ispitanika s KLLPB i B-KLL+V, hipercelularnost takoder s
istom uclestaloS¢u (42%) a vrlo rijetko se radilo o malom broju stanica u razmazima
(hipocelularnost). Sto se ti¢e zastupljenosti stanica trombocitnog reda, uredan nalaz je
bio u 73% uzoraka, a ¢ak u 1/5 megakariociti su bili slabije zastupljeni. Samo u
jednom sluéaju radilo se o zna€ajnoj megakariocitozi u koStanoj srzi, koja je rezultirala
i trombocitozom u krvi. U 40% uzoraka bioptata koStane srzi tip infiltracije limfaticnim
stanicama je bio difuzan, 39% intersticijski i nodularan, 11% intersticijski te 10%

difuzni i nodularni.
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4.2. REZULTATI MEDUSOBNOG ODNOSA ISPITIVANIH POKAZATELJA

4.2.1. MEDUSOBNI ODNOS POKAZATELJA MORFOMETRIJSKE ANALIZE,
ANALIZE AgNOR-a | STATICKE DNA CITOMETRIJE

Morfometrijska i kineti¢ka obiljeZja tumorskih stanica analizirana su medusobno u istog
bolesnika u razli¢itim odjeljcima tumorske mase: kostanoj srzi, perifernoj krvi i limfnim
¢vorovima (prilog 1, 2 i 3). NajviSe statistiCki znacajnih povezanosti nasSli smo u

limfati€nim stanicama periferne krvi (tablica 7).

Morfometrijske karakteristike stanice i jezgre su u negativnhom odnosu s osobinama
homogenih AgNOR-a, dok su osobine inhomogenih i prstenastih AQNOR-a te ukupni
broj i povrSina svih AgQNOR-a pozitivno povezani s veli€inom, opsegom i drugim

ispitivanim morfometrijskim karakteristikama stanice i jezgre.

Morfometrijske karakteristike stanice i jezgre u usporedbi s osobinama DNA
histograma pokazuje odredene zakonitosti. Ako su vece stanice i jezgre, veéi je i

postotak stanica koje sadrze DNA viSe od 4N.

Homogeni AgNOR-i u perifernoj krvi su brojem i povrSinom veci ako je i postotak
stanica u vrS8ku DNA histograma veci, dok su istodobno inhomogeni AgNOR-i te
ukupna povrSina svih AQNOR-a kao i omjer povrSine svih AQNOR prema jezgri vedi
ako je postotak stanica u vrSku maniji. Osobine broja i povrSine inhomogenih AQNOR-a
su u pozitivhoj korelaciji s postotkom stanica koje sadrze veéu koli€¢inu DNA od stanica
u vrsku, veéim postotkom stanica koje sadrze vise DNA od 4N, kao i ve¢im postotkom
stanica u S-fazi stani¢nog ciklusa. Istodobno vecéa povrSina svih AgNOR-a je u
pozitivnoj korelaciji s postotkom stanica koje sadrze viSe DNA od 4N. Nasuprot
inhomogenim, prstenasti AQNOR-i kao i omjer prstenastih prema jezgri su u obrnutom
odnosu s postotkom stanica koje sadrze viSe od 4N DNA ili s postotkom stanica u S-

fazi stani¢nog ciklusa.



Tablica 7. Spearman Rank korelacija izmedu morfometrijskih karakteristika, osobina AQNOR-a
i DNA histograma limfati¢nih stanica u perifernoj krvi bolesnika s KLLPB

Spearman Rank Order Correlations
Marked correlations are significant at p <,05000

PKAGSHOM/J PKAGSINH PKAGBPR PKAGSUKUP PKDNA%S>4N

PKMAS -0,260286 0,411878 0,002588 0,520050 0,268947
PKMOS -0,231187 0,354180 0,012462 0,460307 0,275398
PKMMIRS -0,368542 0,448534 0,020353 0,544974 0,112562
PKMMARS -0,182966 0,329715 0,003340 0,442939 0,251818
PKMCAS -0,248888 0,403110 -0,007118 0,501597 0,275175
PKMLS -0,182006 0,339860 0,017222 0,462311 0,263830
PKMBS -0,286254 0,430247 -0,048555 0,483728 0,262273
PKMFFS -0,042981 0,215071 -0,202215 0,145684 -0,197539
PKMFFIS 0,059096 -0,104770 0,171132 0,027325 0,082753
PKMSUMAJ -0,279491 0,393216 0,040852 0,548648 0,219784
PKMN/C 0,115332 -0,232022 -0,012692 -0,304874 -0,238025
PKMAJ -0,278196 0,402067 0,040101 0,561257 0,213556
PKMOJ -0,236739 0,335393 0,054212 0,474752 0,208439
PKMMIRJ -0,303914 0,431375 -0,013318 0,568312 0,100327
PKMMARJ -0,207181 0,328588 0,046781 0,456925 0,222009
PKMCAJ -0,269387 0,386452 0,045695 0,541008 0,219784
PKMLJ -0,220708 0,342407 0,052187 0,481641 0,234021
PKMBJ -0,299113 0,442396 -0,016011 0,557040 0,187528
PKMFFJ -0,092078 0,238409 -0,220167 0,190606 -0,082530
PKMFFIJ -0,022398 -0,020436 0,168168 0,042396 0,048050
PKDNADI -0,085971 -0,027394 0,115021 0,181850

PKDNA%SPIK  0,310507 -0,487430 0,177307 -0,419512

PKDNA%S<PIK |-0,074488 -0,060322 0,086687 0,052160

PKDNA%S>PIK |-0,085378 0,330534 -0,184509 0,201435

PKDNA%S>4N 0,053809 0,411988 -0,282203 0,317514

PKDNA%SFC -0,104367 0,321613 -0,324771 0,136893

Legenda: PK-periferna krv; MAS-povrsina stanice; MOS-opseg stanice; MIRS-minimalni polumjer stanice;
MARS- maksimalni polumjer stanice; MCAS-povrSina konveksiteta stanice; MBS-Sirina stanice; MLS-
duljina stanice; MFFIS- pravilnost stanice; MFFIS-izduZenost stanice; MAJ-povrSina jezgre; MOJ-opseg
jezgre; MIRJ-minimalni polumjer jezgre; MARJ-maksimalni polumjer jezgre; MCAJ-konveksitet povrsine
jezgre; MLJ-duljina jezgre; MBJ-Sirina jezgre; MFFIJ - pravilnost jezgre; MFFIJ-izduZenost jezgre;
AGSINHOM-povrsina inhomogenih AQNOR-a; AGBPR-broj prstenastih AgNOR-a; AGSUKUP-ukupna
povrSina svih AQNOR-a; AGHOM/J-omjer povrSine homogenih AGNOR-a i jezgre; DNADI-DNA indeks;
DNA%SPIK-postotak stanica u vrSku DNA histograma; DNA%S<PIK-postotak stanica koje sadrze manje
DNA od stanica u vrsku; DNA%S>PIK-postotak stanica koje sadrZze viSe DNA od stanica u vrsku;
DNA%S>4N-postotak stanica koje sadrze viSe DNA od 4N; DNA%SFC-postotak stanica u S-fazi
stani¢nog ciklusa
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4.2.2. RAZLICITI ODJELJCI DISTRIBUCIJE TUMORSKE MASE

4.2.2.1. Kostana srz i periferna krv

Povrsina limfatiCnih stanica i pravilnost jezgara istih je statistiCki znacajno veéa u PK
nego u KS u ukupnoj populaciji KLLPB i subpopulaciji B-KLL+V, za razliku od omjera
jezgre i citoplazme koji je manji u PK prema KS kod obje skupine (vece jezgre,

odnosno manja citoplazma limfati€nih stanica u KS)(slika 6) (tablica 8).

Tablica 8. Statisti¢ki znacajne razlike pokazatelja limfati¢nih stanica koStane srzi i periferne krvi

KLLPB B-KLL+V
VARIJABLE KS PK KS PK

p X+SD X+SD p X+SD X+SD
KSMAS # PKMAS (um?) | 0,002273 | 90,62+16,70 | 99,79+22,93 | 0,005566 | 89,62+12,53 | 97,38+20,40
KSMFFJ # PKMFFJ 0,000275 | 0,82+0,02 0,840,02 0,000275 | 0,83%0,03 0,84+0,03
KSMN/C # PKMN/C 0,000010 | 0,74+0,04 0,70£0,06 0,000044 | 0,74%0,03 0,710,06

Legenda: X-aritmeticka sredina; SD-standardna devijacija; p-razina statisticke znacajnosti; NS-statisticki
neznacajno; KLLPB-leukemijski oblici kroni¢nih limfoproliferativnih bolesti; BKLL+V- B kroni¢na limfocitna
leukemija s varijantama; KS-kostana sr?; PK-periferna krv; LC-limfni ¢vor; MAS-povrsina stanice; MFFJ-
pravilnost jezgre; MN/C-nukleo-citoplazmatski odnos

p*0,000010 (p<0,01) p=0,000044 (p<0,01)
KSN/C vs. PKMN/C KSN/C vs. PKMN/C

" o @

O Mean O Mean

[ Mean+SE [ Mean+SE
0,69 T Mean1,96*SE 0,69 T Mean1,96*SE
a) KSMN/C PKMN/C b) KSMN/C PKMN/C

Slika 6. Graficki prikaz statisticki znacajnih kvantitativnih pokazatelja: omjera jezgre i
citoplazme limfati¢nih stanica kosStane srzi (KSMN/C) i periferne krvi (PKMN/C) ispitanika s
KLLPB (a) i B-KLL+V (b) dobivenih t-testom uz razinu statistiCke znacajnosti p<0,01.

4.2.2.2. KosStana srz i limfni évor

KoStana srz u odnosu na limfni &vor ima maniji broj (slika 7), manju ukupnu, minimalnu,

maksimalnu i prosjecnu povrSinu homogenih AGNOR-a. U limfnom ¢€voru je manji broj
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prstenastih AQNOR-a, veéi broj ukupnih AQNOR-a, ali maniji postotak stanica u vrsku

DNA histograma u ukupnoj populaciji KLLPB i KLL+V podskupini (tablica 9).

Tablica 9. Statisti¢ki znacajne razlike pokazatelja limfati¢nih stanica koStane srzi i limfnog ¢vora

KLLPB B-KLL+V
VARIJABLE KS LC KS LC
p X+SD X+SD P X+SD X+SD

KSAGBHOM # LCAGBHOM 0,000006 | 0,31+0,19 0,56+0,33 0,000014 0,31+0,17 0,56+0,34
KSAGSHOM # LCAGSHOM 0,000046 | 0,26+0,16 0,44+0,26 0,000042 0,26+0,14 0,45+0,26
KSAGBPR # LCAGBPR 0,006717 | 0,46+0,24 0,33+0,22 0,003040 0,48+0,22 0,33+0,22
KSAGBUK # LCAGBUK 0,015294 | 1,42+0,23 1,55+0,32 0,0129114 | 1,43+0,16 1,54+0,35
KSDNA%SPIK # KSDNA%SPIK 0,010407 | 36,24+8,98 | 31,80+10,90 | 0,002434 37,56+7,76 | 32,08+11,36

Legenda: X-aritmeticka sredina; SD-standardna devijacija; p-razina statisticCke znacajnosti; NS-statisticki
neznacajno; KLLPB-leukemijski oblici kroni¢nih limfoproliferativnih bolesti; BKLL+V-B kroni¢na limfocitna
leukemija s varijantama; KS-ko$tana srz; PK-periferna krv; LC-limfni évor; AGBHOM-broj homogenih
AgNOR-a; AGSHOM-povrSina homogenih AQNOR-a; AGBPR-broj prstenastih AQNOR-a; AGBUK-ukupan
broj AQNOR-a; KSDNA%SPIK-postotak stanica u vrSku DNA histograma

p=0,00014 (p<0,01)
KSAGBHOM vs. LCAGBHOM

p=000006 (p<0,01)
KSAGBHOMvs.LCAGBHOM

i

KSAGBHOM  LCAGBHOM

0 Mean
[ Mean+SE
T Mean+1,96*SE

o Mean
[ Mean+SE
T Mean+196*SE

;

KSAGBHOM  LCAGBHOM

a) b)

Slika 7. Graficki prikaz statistiCki znacajnih kvantitativnih pokazatelja: broja homogenih AQNOR-
a limfatiCnih stanica koStane srzi (KSAGBHOM) i limfnog ¢vora (LCAGBHOM) ispitanika s
KLLPB (a) i B-KLL+V (b) dobivenih t-testom uz razinu statistiCke znacajnosti p<0,01.

4.2.2.3. Periferna krv i limfni ¢vor
Morfometrijski pokazatelji kao Sto su povrSina limfatiCnih stanica te konveksitet
povrSine stanice i jezgre u limfnom ¢&voru su statisticki znacajno manje nego u

perifernoj krvi.

Osobine AgNOR-a kao 5to su broj i povrSina homogenih te njihov omjer u odnosu na
jezgru maniji su u perifernoj krvi. Broj prstenastih AQNOR-a, njihova ukupna povrsina
(slika 8) te minimalna i maksimalna povrSina je veca u limfaticnim stanicama periferne

krvi nego u limfnom ¢&voru (tablica 10).
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Postotak stanica u vrsku DNA histograma (slika 9) je niZi u limfnom &voru nego u

perifernoj krvi u obje ispitivane skupine.

Tablica 10. Statisticki znaCajne razlike pokazatelja limfati¢nih stanica periferne krvi i limfnog
¢vora dobiveni komjuterskom analizom slike

KLLPB B-KLL+V
VARIJABLE PK LC PK LC

p X+SD X+SD p X+SD X+SD
PKMAS # LCMAS (pm?) ,000143 | 99,79+22,93 | 86,10£15,35 | ,000627 | 97,38+20,40 | 85,73x11,90
PKMCAS # LCMCAS (um?) ,000005 | 102,56+24,37 | 88,22+15,92 | ,000002 | 100,06+22,01 | 87,75+12,27
PKAGBHOM # LCAGBHOM ,000576 | 0,31+0,33 0,561£0,33 ,000243 | 0,29+0,20 0,561£0,34
PKAGSHOM # LCAGSHOM (um? | ,000576 | 0,28+0,22 0,440,26 ,000246 | 0,27+0,20 0,45£0,26
PKAGHOM/J #LCAGHOM/J ,002918 | 0,004%0,003 | 0,01%0,02 ,003708 | 0,004+0,003 | 0,01+0,03
PKAGBPR # LCAGBPR ,002943 | 0,480,26 0,33£0,22 ,003685 | 0,49+0,27 0,30£0,22
PKAGSPR # LCAGSPR (um?) ,023458 | 1,90+0,26 1,44+113 ,033089 | 1,90+1,07 1,42+1,08
PKAGPPR # LCAGPPR (pm?) 023458 | 1,93+1,11 1,36+1,08 ,045500 | 1,90+0,97 1,33+1,01
PKAGMIPR #LCAGMIPR (um?) 026769 | 1,79+1,01 1,35+1,07 ,031885 | 1,75+0,96 1,32+1,00
PKAGMAPR # LCAGMAPR (um?) | ,023417 | 1,84+1,04 1,38+1,08 ,030083 | 1,80+0,99 1,35+1,02
PKDNA%SPIK # LCDNA%SPIK 009674 | 36,75x10,47 | 31,80£10,90 | ,011876 | 37,50+10,75 | 32,08+11,36

Legenda: X-aritmeticka sredina; SD-standardna devijacija; p-razina statisticCke znacajnosti; NS-statisticki
neznacajno; KLLPB-leukemijski oblici kroniénih limfoproliferativnih bolesti; BKLL+V-B kroni¢na limfocitha
leukemija s varijantama; KS-koStana srz; PK-periferna krv; LC-limfni évor; MAS-povrsina limfaticne
stanice; MCAS-povrSina konveksiteta limfaticnhe stanice; AGBHOM-broj homogenih AQNOR-a; AGSHOM-
povrsina homogenih AgNOR-a; AGHOM/J-omjer povrSine homogenih AgNOR-a prema jezgri; AGBPR-
broj prstenastih AQNOR-a; AGSPR-povrSina prstenastih  AgNOR-a; AGSPPR-prosje¢na povrsina
prstenastih AQNOR-a AGMIPR-minimalna povrsina prstenastih AQNOR-a; AGMAPR-maksimalna povrsina
prstenastin AQNOR-a; KSDNA%SPIK-postotak stanica u vrSku DNA histograma

p=0,023458)p<0,05)
PKAGSPR vs.LCAGSPR

p=0,033089 (p<0,05)
PKAGSPR vs.LCAGSPR

o Mean
[ Mean+SE

10 Tt 10
PKAGSPR  LCAGSPR LEAEES b)

o Mean
O MeanssE
T Mean+1 96*SE

PKAGSPR LCAGSPR

a)

Slika 8. Grafi¢ki prikaz statisticki znacajnih kvantitativnin pokazatelja: povrSine prstenastih
AgNOR-a limfati¢nih stanica periferne krvi (PKAGSPR) i limfnog ¢vora (LCAGSPR) ispitanika s
KLLPB (a) i B-KLL+V (b) dobivenih t-testom uz razinu statistiCke znacajnosti p<0,05.
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p=0,009674 (p<0,05) p=0,011876 (p<0,05)
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Slika 9.GrafiCki prikaz statisticki zna€ajnih kvantitativnih pokazatelja: postotak stanica u vrsku
DNA histograma limfati¢nih stanica periferne krvi (PKDNA%PIK) i limfnog ¢vora (LCDNA%PIK)
ispitanika s KLLPB (a) i B-KLL+V (b) dobivenih t-testom uz razinu statistiCke znacajnosti
p<0,05.

4.2.3. VELICINA TUMORSKE MASE | POKAZATELJI DOBIVENI

KOMPJUTERSKOM ANALIZOM

4.2.3.1. KiIini¢ki stadij bolesti po Binet-u

Analizirajuéi pokazatelje dobivene kompjuterskom analizom slike, unutar klini¢kih
stadija po Binet-u uoCava se kako je omjer jezgre i citoplazme najveci u Il stadiju (slika
10a), jezgre limfati¢nih stanica periferne krvi i koStane srzi u viSim stadijima bolesti
postaju okruglije (faktor izduzenosti jezgara u KS i PK se smanjuje) (slika 10b).
Suprotno tome zajednicki zbroj prstenastih i inhomogenih AQNOR-a kao i ukupan broj
AgNOR-a se povecava (tablica 11)(slika 11).

Odnos jezgre i citoplazme; odnos povrSine homogenih AgQNOR-a i povrSine jezgara te
broj homogenih AQNOR-a u limfati¢nih stanica KS je najveéi u Il stadiju bolesti, a
najmanji u prvom. Postotak stanica u S-fazi stani¢nog ciklusa limfatiCnih stanica

najmaniji je u Il stadiju, a najvedi u lll stadiju.
U subpopulaciji B-KLL+V statistiCki su povezane samo Vvarijable: omijer

jezgralcitoplazma u koStanoj srzi; postotak stanica u S-fazi stani¢nog ciklusa; faktor

pravilnosti jezgara te ukupni broj prstenastih i inhomogenih AQNOR-a u PK.
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Tablica 11. StatistiCki zna€ajni kvantitativni pokazatelji dobiveni kompjuterskom analizom slike
povezani s klinickim stadijem bolesti po Binet-u, ispitanika s KLLPB i B-KLL+V (Kruskal-Wallis
Test; razina statistiCke zna€ajnosti p <0,05).

ISPITIVANE KLINIEKI STADIJI PO BINET-u
VARIJABLE
KLLPB B-KLL+V
p p

KSN/C 0,0094 0,0255
KSMFFI1J 0,0219 NS
KSAGBHOM 0,0442 NS
KSAGSHOM/J 0,0448 NS
KSDNA%SFC 0,0398 0,0070
PKMFFIJ 0,0219 0,0278
PKAGBPRINH 0,0268 0,0208
PKAGBUKUP 0,0264 NS

Legenda: p-razina statisticke znacajnosti; NS-statisticki neznacajno; KLLPB-leukemijski oblici kroni¢nih
limfoproliferativnih bolesti; BKLL+V-B kroni¢na limfocitna leukemija s varijantama; KS-koStana srz; PK-
periferna krv; N/C-omjer jezgre i citoplazme; MFFIJ-faktor izduZenosti jezgre; AQNOR-srebrom prikazane
regije nukleolarne organizacije; AGBHOM-broj homogenih AgNOR-a; AGSHOM/J-omjer povrSine
homogenih AgNOR-a i jezgre; DNA%SFC-postotak stanica u S-fazi staniénog ciklusa; AGBPRINH-
ukupan broj prstenastih i homogenih AQNOR-a; AGBUKUP-ukupan broj svih AGQNOR-a

Kruskal-Waliis Anova: p=0,0094 (p<0,01) Kruskal-Waliis Anova: p=0,0219 (p<0,06)
Variable: KSN/C Variable: PKMFFIJ

T 1T
0,76 o T 1,24 o T
L L 122 J— L

0,73 121

o
0,72 1,20

3

KSN/C

PKMFFIJ

o Mean
070 P 2 3 [ Mean+SE 118 P 2
T Mean1,96*SE

a) BINET b) BINET

Slika 10. Grafi¢ki prikaz statistiCki znaCajnih kvantitativnih pokazatelja: (a) omjera jezgre i
citoplazme limfati¢nih stanica koStane srzi i (b) faktora izduZenosti jezgara limfatiCnih stanica
periferne krvi u odnosu na stadij bolesti po Binet-u, ispitanika s KLLPB, dobivenih Kruskal-
Wallis - neparametrijskim testom uz razinu statisticke zna¢ajnosti p<0,05.

o Mean
[] MeantSE
T Mean+1,96*SE
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Boxplot by Group
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Slika 11.Graficki prikaz statisticki znaCajnih kvantitativnih pokazatelja: ukupni omjer povrsine
AgNOR-a prema jezgri limfatiCnih stanica periferne krvi (PKAGBUK) bolesnika s KLLPB u
odnosu na stadij bolesti po Binet-u (1, 2 i 3), dobivenih Kruskal-Wallis - neparametrijskim
testom uz razinu statistiCke zna€ajnosti p<0,05.

4.2.3.2. Kiini¢ki stadij bolesti po Rai-u

U ukupnoj populaciji KLLPB u klini¢ki veéim stadijima bolesti po Rai-u jezgre stanica
postaju okruglije (izuzetak je nulti stadij bolesti) u KS i PK, dok omjer ukupne povrsine
AgNOR-a i jezgre (slika 12a) u perifernoj krvi raste sa stadijem bolesti. U podskupini
B-KLL+V znacajan je DNA indeks u kostanoj srzi, omjer ukupne povrSine AgNOR-a i
jezgre (slika 12b) te faktor izduzenosti jezgre u PK (tablica 12).

Tablica 12. StatistiCki zna€ajni kvantitativni pokazatelji dobiveni kompjuterskom analizom slike
povezani s klinickim stadijem bolesti po Rai-u, ispitanika s KLLPB i B-KLL+V (Kruskal-Wallis
Test; razina statistiCke zna€ajnosti p <0,05).

KLINIEKI STADIJI PO Rai-u

ISPITIVANE
VARIJABLE
KLLPB B-KLL+V
p p
KSMFFIJ 0,0365 NS
PKMFFIJ 0,0369 0,0415
PKAGSUK/J 0,0333 NS
KSDNAI NS 0,0322

Legenda: p-razina statisticke znacajnosti; NS-statisticki neznacajno; KLLPB-leukemijski oblici kroni¢nih
limfoproliferativnih bolesti; BKLL+V-B kroni¢na limfocitna leukemija s varijantama; KS-koStana srz; PK-
periferna krv; LC-limfni évor; MFFIJ-faktor izduZenosti jezgre; AGSUK/J-omjer ukupne povrsine svih
AgNOR-a i jezgre; DNADI-DNA indeks
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Kruskal-Wallis Median p=0,0333 Kruskal-Wallis Median p=0,0333
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Slika 12. Grafi¢ki prikaz statistiCki znacajnih kvantitativnih varijabli: ukupni omjer povrsSine
AgNOR-a prema jezgri limfati¢nih stanica periferne krvi (PKAGSUK/J) bolesnika s (a) KLLPB i
(b) B-KLL+V u odnosu na stadij bolesti po Rai-u, dobivenih Kruskal-Wallis - neparametrijskim
testom uz razinu statistiCke zna€ajnosti p<0,05.

4.2.3.3. Povecanje limfnih ¢vorova

Veli¢ina limfnih &vorova u statisti¢ki je znacajnoj korelaciji s postotkom stanica veéim

od 4N u limfatiénim stanicama PK i LC samo u ukupnoj populaciji KLLPB (tablica 13).

Tablica 13. StatistiCki zna€ajni kvantitativni pokazatelji dobiveni kompjuterskom analizom slike
povezani s tumorskom masom 2 (TM,) ispitanika s KLLPB i B-KLL+V (Kruskal-Wallis Test;
razina statistiCke znacajnosti p <0,05).

ORGANOMEGALIJA

ISPITIVANE
VARIJABLE
KLLPB B-KLL+V
p p
PKDNA%S>4N 0,0063 NS
LCDNA%S<4N 0,0404 NS

Legenda: p-razina statisticke znacajnosti; NS-statisticki neznacajno; KLLPB-leukemijski oblici kroni¢nih
limfoproliferativnih bolesti; BKLL+V-B kroni¢nha limfocitna leukemija s varijantama; LC-limfni ¢vor;
DNA%S>4N-postotak stanice s koli¢cinom DNA vec¢om od 4 N

4.2.3.4. Ukupna (totalna) tumorska masa po Jaksi¢u

Veliki broj ispitivanih pokazatelja dobivenih kompjuterskom analizom slike, pokazuje
statisticki znacajnu povezanost s veli¢inom tumorske mase po JakSi¢u. Veliku
tumorsku masu (engl. high total tumor mass — HTTM) karakteriziraju okruglije stanice i
jezgre limfatiCnih stanica periferne krvi (manji faktor izduZenosti), stanice s manjim

najvec¢im polumjerom te nepravilnije stanice u limfnom &voru (tablica 14).

Nasuprot tome mala tumorska masa (engl. low total tumor mass — LTTM) statistiCki

korelira osim s visokim omjerom jezgra/citoplazma u perifernoj krvi joS s ¢itavim nizom
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osobina regije nukleolarne organizacije u perifernoj krvi i limfnim ¢vorovima: manjom
povrsinom kao i minimalnom i prosje¢nom vrijednosti povrSine inhomogenih AQNOR-a
u perifernoj krvi. Isto tako, manjim brojem, povrSinom, prosje¢nom, minimalnom i
maksimalnom vrijednosti povrSine te manjim omjerom prstenastin AQNOR-a u odnosu
na jezgru; manjom ukupnom povrSinom svih AgNOR-a i manjim omjerom ukupne
povrsine svih AQNOR-a u odnosu na povrSinu jezgre u limfatiCnim stanicama limfnog

¢vora (slika 13).

Zanimljivo je uociti da su uz pokazatelje proliferacije kao Sto su: veci postotak stanica
u S-fazi staniCnog ciklusa te vecéi postotak stanica s patoloSkim mitozama (>4N),
visoka TTM najviSe je karakterizirana prstenastim AgNOR-ima i veéom ukupnom
povrsinom i omjerom povrsine i jezgre ukupnih AQNOR-a.

Tablica 14. StatistiCki zna€ajni kvantitativni pokazatelji dobiveni kompjuterskom analizom slike

povezani s ukupnom (totalnom) tumorskom masom (TMM) ispitanika s KLLPB i B-KLL+V
(Kruskal-Wallis Test; razina statisticke znacajnosti p <0,05).

KLLPB B-KLL+V

ISPITIVANE VARIJABLE LTTM HTTM LTTM HTTM
P Med Med P Med Med

PKMMARS (um) 0,0181 6,60 6,10 0,0369 6,60 6,31

PKMFFIS 0,0206 1,22 1,17 NS

PKMN/C 0,0005 0,68 0,74 0,0034 0,68 0,74

PKAGSINH (pm?) 0,0364 2,00 2,50 NS

PKAGMIINH (um?) 0,0281 1,80 2,20 NS

PKAGPINH (um?) 0,0281 1,700 2,10 NS

PKDNA%S>4N 0,0193 0,00 0,65 0,0405 0,00 0,58

PKDNA%SFC 0,0060 6,10 9,60 0,0261 6,20 9,60

LCMFFS (um) 0,0405 0,842 0,832 NS

LCAGBPR 0,0459 0,22 0,39 0,0225 0,27 0,42

LCAGSPR (um?) 0,0282 0,80 1,60 0,0099 0,90 1,60

LCAGPPR (um?) 0,0282 0,60 1,50 0,0099 0,80 1,55

LCAGMIPR (um?) 0,0282 0,60 1,50 0,0099 0,80 1,55

LCAGMAPR (um?) 0,0282 0,70 1,50 0,0099 0,90 1,60

LCAGSPR/J 0,0443 0,012 0,027 0,0237 0,014 0,028

LCAGSUKUP (pm?) 0,0125 3,80 5,30 0,0038 3,80 5,40

LCAGSUK/J 0,0161 0,060 0,068 0,0124 0,060 0,068

LCDNA%S>4N 0,0200 0,00 2,80 NS

Legenda: LTTM-mala tumorska masa; HTTM-visoka tumorska masa; p-razina statisticke znacajnosti; NS-
statisticki neznacajno; Med-median vrijednosti ispitivanih pokazatelja; KLLPB-leukemijski oblici kroni¢nih
limfoproliferativnih bolesti; BKLL+V-B kroni¢na limfocitna leukemija s varijantama; KS-kostana srz; PK-
periferna krv; LC-limfni évor; MMARS-maksimalni polumjer stanice; MFFIS-faktor izduZenosti stanice;
N/C-omijer jezgre i citoplazme; MMFIJ-faktor izduZenosti jezgre; AGSINH-povrsina inhomogenih AQNOR-
a; AGMIINH-minimalna povrSina inhomogenih AgNOR-a; AGPINH-prosjecna povrsina inhomogenih
AgNOR-a; DNA%S>4N-postotak stanica koje sadrze DNA viSe od 4N; PKDNA%SFC-postotak stanica u
S-fazi stanicnog ciklusa; MFFS-faktor pravilnosti stanice; AGBPR-broj prstenastih AQNOR-a; AGSPR-
povrSina prstenastih AQNOR-a; AGPPR-prosjec¢na povrsina prstenastih AQNOR-a; AGSMIPR-minimalna
povrSina prstenastih AQNOR-a; AGSMAPR-maksimalna povrsina prstenastin AQNOR-a; AGSPR/J-omijer
povrsine prstenastih AQNOR-a i jezgre; AGSUKUP-ukupna povrSina svih AQNOR-a; AGSUK/J-omjer
ukupne povrsine svih AQNOR-a i jezgre
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Kruskal-Walls Anova p=0,0161 (p<0,05) KruskakWalis Anova p=0,0161 (<0,06)
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Slika 13. GrafiCki prikaz statisticki znacajnih kvantitativnih pokazatelja: omjera povrsine
AgNOR-a i povrSine jezgara limfati¢nih stanica limfnog ¢vora (LCAGSUK/J) bolesnika s KLLPB
(a) i B-KLL+V (b) u odnosu TTM, dobivenih Kruskal-Wallis - neparametrijskim testom uz razinu
statisticke znacajnosti p<0,05.

4.2.4. BIOLOSKO PONASANJE/PROGRESIJA BOLESTI | POKAZATELJI DOBIVENI
KOMPJUTERSKOM ANALIZOM

4.2.4.1. Udvostru€enje tumorske mase u mjesecima

Kod krac¢eg vremena udvostru€enje tumorske mase (<12 mijeseci) uoceno je kako je
povrSina stanice manja kao i njihova minimalna vrijednost te Sirina u kostanoj srzi.
Manje su vrijednosti povrSine, opsega, minimalna i maksimalna vrijednost,
konveksitet, duljina i Sirina jezgara limfaticnih stanica u koStanoj srzi (akumulacija

indolentnih stanica).

Stabilnija je bolest (DTM>12 mjeseci) ako su stanice s manjim brojem, povrSinom,
maksimalnom i minimalnom vrijednosti homogenih AgNOR-a u koStanoj srzi,
perifernoj krvi i limfnom ¢voru. LimfatiCne stanice koStane srzi i periferne krvi imaju i
maniji zbroj homogenih i inhomogenih, periferne krvi joS i manji omjer povrSine
homogenih AgNOR-a i jezgre i manju povrSinu (slika 14) homogenih i prstenastih
AgNOR-a, dok je u limfnom &voru manji postotak stanica u S-fazi stani¢nog ciklusa
(tablica 15).
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Tablica 15. StatistiCki zna€ajni kvantitativni pokazatelji dobiveni kompjuterskom analizom slike
povezani s udvostruéenjem tumorske mase (DTM<>12) za 12 mjeseci, ispitanika s KLLPB i B-
KLL+V (Kruskal-Wallis Test; razina statisticke znacajnosti p <0,05).

KLLPB B-KLL+V
ISPITIVANE
VARIJABLE Med Med
Vrijegnost DTM <12 DTM >12 Vrijegnost DTM <12 DTM >12

M M M M
KSMAS (um?) 0,0475 90,00 99,00 0,0475 79,00 90,00
KSMIRS (um) 0,0039 4,13 4,42 0,0039 4,12 4,42
KSMBS (um) 0,0105 9,40 10,18 0,0105 9,40 10,15
KSMAJ (um?) 0,0132 57,50 67,00 0,0132 57,50 67,00
KSMOJ (um) 0,0166 29,60 31,80 0,0166 29,50 31,80
KSMIRJ (um) 0,0146 3,50 3,65 0,0146 3,50 3,65
KSMARJ (pm) 0,0318 5,00 5,35 0,0318 5,00 5,35
KSMCAJ (um) 0,0132 59,00 68,50 0,0132 59,00 68,50
KSMLJ (pm) 0,0318 9,50 10,15 0,0318 9,50 10,15
KSMBJ (pm) 0,0082 7,88 8,45 0,0082 7,88 8,45
KSAGBHOM 0,0272 0,52 0,28 0,0272 0,52 0,28
KSAGSHOM (pm?) 0,0272 0,42 0,28 0,0272 0,42 0,28
KSAGMAHOM (um?) 0,0474 0,33 0,23 0,0474 0,33 0,23
KSAGHOM/J 0,0361 0,009 0,005 0,0361 0,009 0,005
PKAGBHOM 0,0348 0,43 0,22 0,0348 0,42 0,22
PKAGSHOM (pm?) 0,0497 0,33 0,19 0,0497 0,35 0,18
PKAGPHOM (um?) 0,0497 0,27 0,17 0,0497 0,26 0,17
PKAGMIHOM (um?) 0,0497 0,25 0,17 0,0497 0,25 0,17
PKAGMAHOM (um?) 0,0497 0,27 0,17 0,0497 0,27 0,17
PKAGSHOM/J 0,0497 0,008 0,003 0,0497 0,008 0,003
PKAGBHOMPR 0,0497 0,82 0,68 0,0497 0,82 0,68
LCAGBHOM 0,0455 0,95 0,46 0,0455 0,96 0,46
LCAGSHOM (pm?) 0,0455 0,57 0,38 0,0455 0,58 0,39
LCAGPHOM (pm?) 0,0455 0,32 0,24 0,0455 0,32 0,24
LCAGMIHOM (um?) 0,0455 0,29 0,22 0,0455 0,29 0,22
LCAGMAHOM (um?) 0,0455 0,43 0,27 0,0455 0,36 0,26
LCDNA%SFC 0,0420 10,00 4,50 0,0420 10,00 4,50

Legenda: DTM-udvostrué¢enje tumorske mase u mjesecima; M-mjeseci; p-razina statisticke znacajnosti;
Med-median vrijednosti ispitivanih pokazatelja; NS-statisticki neznacajno; KLLPB-leukemijski oblici
kroni¢nih limfoproliferativnih bolesti; BKLL+V-B kroni¢na limfocitna leukemija s varijantama; KS-koStana
srz; PK-periferna krv; LC-limfni évor; MAS-povrsina stanice; MIRS-minimalni polumjer stanice; MBS-Sirina
stanice; MAJ-povrSina jezgre; MOJ-opseg jezgre; MIRJ-minimalni polumjer jezgre; MARJ-maksimalni
polumjer jezgre; MCAJ-konveksitet povrSine jezgre; MLJ-duljina jezgre; MBJ-Sirina jezgre; AGBHOM-broj
homogenih AgNOR-a; AGSHOM-povrSina homogenih AgNOR-a; AGMIHOM-minimalna povrSina
homogenih AgNOR-a; AGMAHOM-maksimalna povrSina homogenih AgNOR-a; AGHOM/J-omijer
povrSine homogenih AgNOR-a i jezgre; AGBHOMPR-ukupan boj homogenih i prstenastih AQNOR-a;
DNA%SFC-postotak stanica u S fazi stani¢nog ciklusa
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Kruskal-Walis Anova p=0,0272 (p<0,05)

P=0,0272 (P<0,05)
Variable: KSAGSHOM

Variable: KSAGSHOM

0,50 0,50

0,45 0,45

0,40

KSAGSHOM

035

0,30 0,30
0,25 0,25
0,20

o Mean 0 Mean
0,15 [] MeanSE 015 [ MeantSE
T Meant1,96*SE a 2 T Meant196*SE

a) DTM-MJ<>12 b) DTM-MI<>12

KSAGSHOM

Slika 14. Graficki prikaz statistiCki zna€ajnih kvantitativnih pokazatelja: povrSine homogenih
AgNOR-a jezgara limfatiCnih stanica koStane srzi (KSAGSHOM) bolesnika s KLLPB (a) i B-
KLL+V (b) u odnosu na udvostru€enje ukupne tumorske mase (DTM) u mjesecima, dobivenih
Kruskal-Wallis - neparametrijskim testom uz razinu statisticke znacajnosti p<0,05.

4.2.4.2. Udvostru€enje apsolutnog broja limfocita u mjesecima

Slabiju progresiju apsolutnog broja limfocita imaju bolesnici Cije patoloSke stanice
imaju manju duljinu u koStanoj srzi i faktor izduzenosti stanica u perifernoj krvi, manju
povrsinu, manju minimalnu i maksimalnu vrijednost, manji opseg, konveksitet, duzinu i

Sirinu stanice te manji maksimalni polumjer jezgre limfatiCnih stanica u limfnom ¢voru.

Od osobina AgNOR-a stabilnost se ocituje manjim brojem, povrSinom, prosjeénom,
minimalnom i maksimalnom vrijednosti homogenih AgNOR-a te manjim omjerom
povrsine istih po jezgri limfatiCnih stanica u perifernoj krvi (slika 15). U isto vrijeme i u
limfnom &voru broj homogenih AQNOR-a pojedinacno i u zbroju s prstenastim AQNOR-

ima je nizi ako limfocitoza ne pokazuje brzi rast (tablica 16).
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Tablica 16. StatistiCki znaCajni kvantitativni pokazatelji dobiveni kompjuterskom analizom slike
povezani s udvostruéenjem limfocitoze (DTL<>12) za 12 mjeseci, ispitanika s KLLPB i B-
KLL+V (Kruskal-Wallis Test; razina statisticke znacajnosti p <0,05).

KLLPB B-KLL+V
ISPITIVANE
VARIJABLE Med Med
P DTL<12 M DTL>12 M P DTL<12 M DTL>12 M

KSMLS 0,0487 12,10 11,60 0,0487 12,10 11,60
PKMMFFIS 0,0447 1,25 1,17 0,0447 1,25 1,17
PKAGBHOM 0,0221 0,31 0,18 0,0221 0,31 0,19
PKAGSHOM 0,0298 0,29 0,14 0,0298 0,29 0,14
PKAGPHOM 0,0397 0,26 0,14 0,0397 0,27 0,14
PKAGMIHOM 0,0397 0,24 0,14 0,0397 0,25 0,14
PKAGMAHOM 0,0345 0,28 0,14 0,0345 0,28 0,15
PKAGSHOM/J 0,0059 0,006 0,002 0,0059 0,006 0,002
PKDNA%S>PIK 0,0312 41,00 29,00 0,0312 41,00 30,00
LCMAS 0,0184 90,00 73,00 0,0184 90,00 73,00
LCMOS 0,0133 36,90 32,90 0,0133 36,90 32,90
LCMIRS 0,0184 4,29 3,89 0,0184 4,28 3,89
LCMCAS 0,0133 92,00 74,00 0,0133 92,00 74,00
LCMLS 0,0339 11,56 10,58 0,0339 11,57 10,58
LCMBS 0,0339 9,81 8,79 0,0339 9,81 8,79
LCMARJ 0,0451 5,40 4,92 0,0451 5,40 4,92
LCAGBHOM 0,0415 0,84 0,43 0,0415 0,84 0,46

Legenda: p-razina statisticke znacajnosti; Med-median vrijednosti ispitivanih pokazatelja; NS-statisticki
neznacajno; KLLPB-leukemijski oblici kroni¢nih limfoproliferativnih bolesti; BKLL+V-B kroni¢na limfocitna
leukemija s varijantama; KS-kodtana srz; PK-periferna krv; LC-limfni évor; AGNOR-srebrom prikazana
regija nukleolarne organizacije; MLS-duljina stanice; MMFFIS-faktor izduZenosti stanice; AGBHOM-broj
AgNOR-a; AGSHOM-povrSina homogenih AQNOR-a; AGPHOM-prosjec¢na povrsina homogenih AGNOR-
a; AGMIHOM-minimalna povrSina homogenih AgNOR-a; AGMAHOM-maksimalna povrSina homogenih
AgNOR-a; PKAGSHOM/J-omjer povrSine homogenih AgNOR-a i jezgre; DNA%S>PIK-postotak stanica
koje sadrze vecu koli¢inu DNA od stanica u vr8ku; MAS-povrsSina stanice; MOS-opseg stanice; MIRS-
minimalni polumjer stanice; MCAS-konveksitet povrSine stanice; MBS-Sirina stanice; N/C-nukleo-
citoplazmatski omjer; MAJ-povrSina jezgre

p=0,0059 (p<0,01) p=0,0059 (p<0,01)
Variable: PKAGSHOM/J Vaiigble: PKAGSHOMJ

0,009

0,009

0008 0,008

O 0007

0,006

0,005 0,005

-
1

PKAGSHOM/J
PKAGSHOM/J

0,004 0,004
0,003 0,003

0,002 0,002

o Mean 0001
0,001 [ Mean:SE 1 2
8 2 T Mean1,96*SE

a) DTL-MI<>12 b) DTILM) <2

Slika 15. GrafiCki prikaz statisticki znacajnih kvantitativnih pokazatelja: omjera povrsine
homogenih AQNOR-a u odnosu na jezgru limfatiCnih stanica periferne krvi (PKAGSHOM/J)
bolesnika s (a) KLLPB i (b) B-KLL+V u odnosu na udvostruenje limfocitoze (DTL), dobivenih
Kruskal-Wallis - neparametrijskim testom uz razinu statisticke znacajnosti p<0,05.
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DTM i DTL su izraCunati su kod niske tumorske mase u bolesnika kod nije bila
potrebna antitumorska terapija. LimfatiCche stanice u tih bolesnika su sadrzavale
uglavhom male homogene AgNOR-e, bez inhomogenih i prstenastih oblika.
Interesantan nalaz je da su faktori progresivnosti bolesti (DTM i DTL) u tom slu¢aju bili
povezani i s homogenim AgNOR-ima (koji su karakteristicni za slabo proliferativhe
stanice). Logi¢an slijed razmiSljanja je kako su kod niske tumorske mase prisutne nisko
proliferativhe stanice, koje se onda medusobno razlikuju po proliferativnosti brojem i
povrsinom homogenih AQNOR-a. S druge strane moguce je i tumacenje da postoje i
tzv. grani¢ni AgNOR-i izmedu homogenih i inhomogenih, koji su veci od tipicnih
homogenih AgNOR-a, a dostupnim metodama nije moguée uociti inhomogenost unutar
strukture. Takvi AgNOR-i (veci povrSinom i opsegom) od tipi€nih homogenih

predstavljaju proliferativhost stanica.

Drugo zapazZanje odnosi se na razliCitost parametara DTM i DTL. Dok se kod DTM
statisticki znacajni pokazatelji dobiveni kompjuterskom analizom slike nalaze u
limfaticnim stanicama koStane srzi, periferne krvi i limfnog &vora, dotle kod DTL
statisti¢ki znacajni pokazatelji su veéinom u limfati¢nim stanicama periferne krvi, manje

u limfnom ¢&voru, a izrazito rijetko u koStanoj srzi.

4.2.5. POVEZANOST ISPITIVANIH POKAZATELJA S DOBI | SPOLOM

Mann Whitney U-testom ispitana je statistiCka znacajnost kvantitativnin pokazatelja
povezanih s dobi i spolom boleshika. Uo¢eno je da je vrijednost bilirubina, veli¢ina

limfnih évorova na vratu te udvostruenje limfocitoze u perifernoj krvi (DTL) maniji u

grupi starijin bolesnika (>60 godina) (tablica 17).
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Tablica 17. StatistiCki znacajni Klini¢ki, laboratorijski i pokazatelji dobiveni kompjuterskom
analizom slike povezani s dobi bolesnika s KLLPB (Mann-Whitney U Test; razina statistiCke
znaCajnosti p <0,05).

ISPITIVANE Vrijednost Vrijednost N N
VARIJABLE ispitivanih ispitivanih P >60 god <60 god
varijabli varijabli vrijednost
>60 god <60 god
BI 12,7 15,8 0,018764 48 70
LC-CM-VR 1,02 1,65 0,015329 56 80
DTL-MJ 42 92 0,003997 21 26

Legenda: p-razina statisticke znacajnosti; N-broj ispitanika; Bl-vrijednosti bilirubina; LC-CM-VR-veli¢ina
limfnih évorova na vratu; DTL-MJ-vrijeme udvostru¢enja limfocitoze u mjesecima

MusSkarci imaju vece vrijednosti hemoglobina, bilirubina, SGOT, kreatinina, UZV vece
vrijednosti slezene u mm, palpabilniju jetru ispod rebranog luka, veéi % limfatiCnih
stanica u vrsku (PIK-u) DNA histograma koStane srzi te izduzenije jezgre limfati¢nih

stanica limfnog ¢vora.

Kod Zena su uoc€ene pravilnije jezgre limfatiCnih stanica limfnog &vora te veci zbroj
prstenastih i inhomogenih AQNOR-a u jezgrama limfati¢nih stanica koStane srzi (tablica
18).

Tablica 18. StatistiCki znacajni Klini¢ki, laboratorijski i pokazatelji dobiveni kompjuterskom
analizom slike povezani sa spolom bolesnika s KLLPB (Mann-Whitney U Test; razina
statisticke znacajnosti p <0,05).

ISPITIVANE Vrijednost Vrijednost
VARIJABLE ispitivanih ispitivanih P Broj Broj
varijabli varijabli vrijednost ispitanika ispitanica
M Z M Z

HB 124,2 115,5 0,024387 72 54

BI 16,3 12,2 0,003787 70 48
SGPT 16,8 15,9 0,037815 73 52
KREATININ 100 80 0,000118 71 52
SLEZ-CM-UzV 167 148 0,026337 65 46
JETRA-CM-RL 1,68 1,36 0,038414 69 51
KSAGBPRINH 1,075 1,165 0,049704 36 28
KSDNA%SPIK 38 34 0,023334 49 38
LCMFFJ 0,82 0,84 0,004094 30 22
LCMFFIJ 1,20 1,18 0,015252 30 22

Legenda: p-razina statistiske znacdajnosti; N-broj ispitanika; M-muskarci; Z-Zene; HB-vrijednosti
hemoglobina; Bl-vrijednosti bilirubina; SGOT-vrijednosti asprartat aminotranferaze; KREATININ-
vrijednosti kreatinina; SLEZ-CM-UZV-veli¢ina slezene u cm mjerena ultrazvukom; JETRA-CM-RL-veli¢ina
slezene u cm ispod rebranog luka mjerena palpacijski; KSAGBPRINH-zbroj prstenastih i inhomogenih
AgNOR-a u limfati¢nim stanicama koStane srzi; KSDNA%SPIK-postotak stanica u vrSku DNA histograma
limfaticnih stanica u koStanoj srzi; LCMFFJ-faktor pravilnosti limfaticnih stanica u limfnom c¢voru;
LCMFFIJ-faktor izduZenosti limfaticnih stanica u limfnom évoru.
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4.3. PROGNOSTICKA EVALUACIJA
4.3.1. KLINICKI POKAZATELJI

U tablici 19. prikazani su statisti¢ki znacajni rezultati prezivljenja bolesnika s KLLPB u
odnosu na klinicke karakteristike. Ukupno je analizirano 20, a statisti¢ki znagajne
razlike u prezivljenju nadene su za 16 pokazatelja. Bolje prezivljenje su imali bolesnici
stariji od 62 godine te Zene, bolesnici koji nisu primali antitumorsku terapiju u trenutku
uklju€ivanja u studiju kao i bolesnici kod kojih i nakon ukljuivanja u studiju nije
primijenjeno lije€enje zbog KLLPB. Nizi klini¢ki stadiji po Rai-u i Binet-u pokazatelji su
bolje prognoze. Isto vrijedi i za ukupnu tumorsku masu manju od 9 (slika 16a), TM;
manju od 7 te TM, manju od 7. LoSije preZivljenje nadeno je u bolesnika &ija je veli¢ina
slezene mjerena palpatorno ispod rebranog luka bila ve¢a od 1, odnosno veéa od 150
mm mjerena ultrazvukom (slika 16b), ako su imali povecane limfne ¢vorove u viSe
regija (slika 17a) ili ako je veli€ina limfnih &vorova u preponama bila veéa od 1 cm (slika
17b). Bolje prezivljenje imali su i bolesnici kod kojih je dijagnosticirana B-KLL+V prema
ukupnoj populaciji bolesnika s KLLPB, a takoder i bolesnici kod kojih nije doslo do

udvostruéenja ukupne tumorske mase ili broja limfocita unutar 12 mjeseci.
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Tablica 19. Statisticki znacajno preZivljenje bolesnika s KLLPB u odnosu na Kklinicke
pokazatelje

POKAZATELJI KATEGORIJE Broj i postotak Medijan P
ispitanika po prezivljenja vrijednost
kategorijama (mjeseci)

SPOL ZENE 65 (41,9%) 99

MUSKARCI 90 (58,1%) 71 0,02871

DOB <62 79 (50,9%) 73

>62 76 (49,1%) 125 0,03991
ANTITUMORSKA TERAPIJA PRIJE DA 9 (0,6%) 34
UKLJUCIVANJA U STUDIJU NE 141 (99,4%) a8 0,01902
ANTITUMORSKA TERAPIJA NELIJECENI 58 (50,4%) 106
NAKON UKLJUCIVANJA U STUDIJU || |3EGENI 57 (49,6%) 72 0,04076
A 50 (40,0%) 110

STADIJ BOLESTI po B 16 (12,8%) 74

BINET-u 0,01276
C 59 (47,2%) 56
0 9 (6,9%) 125

EZ,IA_EU BOLESTI po 142 58 (45,0%) 99 0,00453
3+4 62 (48,1%) 54
<9 77 (57,0%) 110

_LI_J_PIS’\L/IJPNA TUMORSKA MASA 9-12 16 (11,9%) 74 0,00014
>12 42 (31,1%) 33

LIMFOCITOZA <7 100 (73,5%) 99

™ >7 36 (26,5%) 74 0,03392

POVECANJE ORGANA <7 105 (77,8%) 91

™ >7 30 (22,2%) 56 0,04608

VELICINA INGINALNIH <1 99 (72,8%) 99

CVOROVA u cm >1 37 (27,2%) 56 0,01200

BROJ REGIJA S POVECANIM <1 62 (45,6%) 110

LIMFNIM EVOROVIMA o1 74 (54,4%) 73 0,03385

VELICINA SLEZENE MJERENA <150 mm 60 (66,7%) 106

ULTRAZVUKOM u cm >150 mm 30 (33.3%) 39 0,00036

PALPATORNA VELICINA SLEZENE <lcm 80 (61,1%) 106 0.00333

ISPOD REBRANOG LUKA u cm >1cem 51 (38,9%) 54 '

UDVOSTRUCENJE UKUPNE <12 mjeseci 9  (20,0%) 48

TUMORSKE MASE U MJESECIMA >12 mjeseci 36 (80,0%) 106 0,01743

UDVOSTRUCENJE LIMFOCITOZE <12 mjeseci 22 (48,9%) 91

UMJESECIMA >12 mjeseci 25 (51,1%) 125 0,02570

B-KLL+V 136 (83,1%) 96
PODTIP BOLESTI
o) OLES ggg ¢||_|:I> N 15 (16.8%) »r 0,03792

Legenda: TTM — ukupna tumorska masa; TM; — apsolutna limfocitoza; TM, — promjer najveceg
palpabilnog ¢vora
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Kaplan-Meier
Gehan's Wilcoxon Test: p=0,00002 (p<0,01)
Cox's F-Test: p=0,00003 (p<0,01)
Cox-Mantel Test: p=0,00004 (p<0,01)
Peto&Peto Wilcoxon Test: p=0,00003 (p<0,01)
Log-Rank Test: p=0,00008 (p<0,01)
N=134
C Complete + Censored

1,0
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Kaplan-Meier
Geran's Wilcoxon Test: p=0,00012 (p<0,01)
Cox's F-test: p=0,00196 (p<0,01)
Cox-Mantel Test: 0, 00005 (p<0,01)
Peto&Peto Wilcoxon Test: p=0,00011 (p<0,01)
Log-Rank Test: 0,00027 (p<0,01)
N=98
O Complete + Censored
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Legenda: N — broj ispitanika, TTM — ukupna tumorska masa; SL-UZV- ultrazvuéna veli¢ina slezene u mm

Slika 16. Prezivlijenje u odnosu na (a) TTM i (b) veli€inu slezene mjerenu ultrazvukom u
ispitanika s KLLPB uklju¢enih u studiju
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Legenda: N — broj ispitanika; LC-UKUP-REG - broj regija s povecanim ¢vorovima; LC-ING — veli¢ina

Kaplan-Meier
Cox's F-Test: p=0,01402 (p<0,05)
Cox-Mantel Test: p=0,02129 (p<0,05)
Log-Rank Test: p=0,01976 (p<0,05)
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Cox-Mantel Test: p=0,01513 (p<0,05)
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ingvinalnih limfnih ¢vorova

Slika 17. Prezivljenje u odnosu na (a) broj regija s povecanim limfnim ¢vorovima i (b) veli€inu

ingvinalnih limfnih Evorova ispitanika s KLLPB uklju¢enih u studiju
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4.3.2. MORFOLOSKE KARAKTERISTIKE LIMFATICNIH STANICA | TIP
INFILTRACIJE U KOSTANOJ SRZI

Od 15 ispitivanih pokazatelja u koStanoj srzi samo kod 5 pokazatelja nadena je
statistiCki znaCajna razlika u prezivljenju. StatistiCki znac¢ajni pokazatelji povezani s
boljim prezivljenjem prikazani u tablici 20, a to je normo- i slabije celularan uzorak
punktata koStane srzi prema hipercelularnom razmazu. Isto tako, manje od 70% svih
limfati¢nih stanica u kostanoj srzi, manje od 16% (slika 18a) atipi¢nih limfati¢nih stanica

te manje od 18% granulocita u mijelogramu (slika 18b) pokazatelji su bolje prognoze.

Nasuprot tome, loSiji ishod imali su bolesnici s intersticijskim i nodularnim tipom

infiltracije, od onih kod kojih je naden difuzni tip infiltracije u bioptatu kosti.

Tablica 20. StatistiCki znaCajni pokazatelji preZivljenja u bolesnika s KLLPB u odnosu na

pokazatelje koStane srZi

POKAZATELJI

CELULARITET
KOSTANE SRZI

UKUPAN % SVIH
LIMFATICNIH
STANICAUKS

UKUPAN % ATIPICNIH
LIMFATICNIH STANICA
UKS

POSTOTAK GRANULOCITA
UKS

HISTOLOSKI
TIPINFILTRACIJE
U BIOPTATU KOSTI

Kategorije

HIPO | NORMO
HIPER
<70%
> 70%

<16%
> 16%

<18%
> 18%
I+N

D

Broj i postotak
ispitanika po
kategorijama

83 (58,5%)
59 (41,5%)
58 (41,1%)
83 (58,9%)

91 (65,0%)
49 (35,0%)

76 (55,9%)
60 (44,1%)
42 (48,9%)
44 (51,1%)

Medijan
prezivljenja
(mjeseci)

90
68
106
71

99
39

71

99

56
110

P

vrijednost

0,02542

0,03622

0,00072

0,01265

0,02335
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Legenda: N — broj ispitanika, ATIP LY — ukupan postotak atipi¢nih limfaticnih stanica u kostanoj srzi;

Kaplan-Meier
Gehan's Wilcoxon Test: p=0,00014 (p<0,01)
Cox's F-Test: p=0,00227 (p<0,01)

Cox-Mantel Test: p=0,00007 (p<0,01)
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& ---- ATIP LY >16% (N=49) |
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MJESECI

Kaplan-Meier
Gehan's Wilcoxon Test: p=0,01774 (p<0,05)
Cox's F-Test: p=0,01336 (p<0,05)
Peto&Peto Wilcoxon Test: p=0,04412 (p<0,05)
N=136
O Complete + Censored

N

— GRAN >18% (N=60) |
- GRAN <18% (N=76)
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MJESECI

GRAN - postotak granulocita u kostanoj srzi

Slika 18. PreZivlienje u odnosu na (a) ukupan postotak atipi¢nih limfati€nih stanica i (b)

postotak granulocita u koStanoj srzi ispitanika s KLLPB
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4.3.3. LABORATORIJSKI POKAZATELJI

Brojni laboratorijski pokazatelji (hematoloski i biokemijski) pokazali su svoju ulogu u

ukupnom prezivljenju.

4.3.3.1. HematoloSki pokazatelji

U tablici 21 prikazani su statisticki znacajni hematoloski pokazatelji prezivljenja (10
statisti¢ki znacajnih od ukupno 20 ispitivanih). LoSiju prognozu imali su bolesnici kod
kojih je broj eritrocita bio manji od 2,5 x10*/L, broj leukocita veéi od 100x10%/L, koligina
hemoglobina manja od 100 g/L, broj retikulocita veéi od 15/10°E te vrijednosti Zeljeza
manje od 15 umol/L. Bolje prezivljenje nadeno je kod bolesnika kod kojih je apsolutni
broj ukupnih limfatiénih stanica bio manji od 100x10%L, apsolutni broj atipiénih
limfati¢nih stanica manji od 5x10°%/L (slika 19a) te ako je nadeno manje od 10% svih
atipiénih limfati¢nih stanica u razmazu periferne krvi (slika 19b). Bolji ishod bolesti imali
su i bolesnici kod kojih je postotak monocita bio veci od 5,1, a granulocita vec¢i od 10,1

u diferencijalnoj krvnoj slici.

Tablica 21. PreZivljenje bolesnika s KLLPB u odnosu na statisticki znaCajne hematolosSke
pokazatelje

POKAZATELJI v?irjae?ilr::g:t ispitzg?li;zo;cti%tc?gu na pr,\e/liei?/HZEja vrijecFi)nost
graniéne vrijednosti (mjeseci)

BROJERITROCITA <2,5x10%/L 9 (7,3%) 30

> 2,5 x10%/L 115 (92,7%) 91 001773
KOLICINA <100 g/L 23 (18,3%) 26
HEMOGL OBINA >100 g/L 103 (81,7%) 106 0,00115
BROJRETIKULOCITA >15/10°E 85 (68,0%) 30

<15/10°E 40  (32,0%) 91 0,01124
VRIJEDNOST ZELJEZA <15umol/L 50 (39,7%) 74

>15pmol/L 76 (60,3%) 106 0,04035

> 100 x10°/L 14 (10,3%) 30
BROJLEUKOCITA <100 x10%IL 122 (89.7%) 91 0,03019
APSOLUTNI BROJ <100 x10°/L 121 (89,0%) 91
LIMFOCITA U PK > 100 x10%/L 15 (11,0%) 30 0,03281
APSOLUTNI BROJ <5x10°/L 85 (63,4%) 110
ATIPICNIH LIMFOCITAUPK S5 31091 49 (36.6%) 39 0,00066
% SVIH ATIPICNIH < 10% 78  (56,1%) 99
LIMFOCITA U PK > 10% 61 (43.9%) 71 0,02247
% MONOCITA U PK <5,1% 91 (67,4%) 85

>5,1% 44 (32,6%) 117 0,00717
% GRANULOCITA U PK <10,1% 47  (36,4%) 51

>10,1% 82  (63,6%) 99 0,00355
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Legenda: N — broj ispitanika, APSATLY- apsolutni broja atipi¢nih limfocita x109/L; ATLY- postotak svih

Kaplan-Meier
Gehan's Wilcoxon Test: p=0,00026 (p<0,01)
Cox's F-Test: p=0,00288 (p<0,01)
Cox-Mantel Test: p=0,00039 (p<0,01)
Peto&Peto Wilcoxon Test: p=0,00037 (p<0,01)
Log-Rank Test: p=0,00100 (p<0,01)
N=134
C Complete + Censored

; — APSATLY<5 (N=85)
o ---- APSATLY>5(N=49)
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MJESECI

Kaplan-Meier
Gehan's Wilcoxon Test: p=0,01519 (p<0,05)
Cox F-Test: p=0,00549 (p<0,05)
Cox-Mantel Test: 0,03388 (p<0,05)
Peto&Peto Wilcoxon Test: p=0,01845 (p<0,05)
Log-Rank Test: p=0,03554 (p<0,05)
N=139
O Complete + Censored
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atipicnih limfocita u perifernoj krvi

Slika 19. Prezivljenje u odnosu na (a) apsolutni broj atipi¢nih limfocita u krvi i (b) postotak svih

atipi¢nih limfocita u perifernoj krvi ispitanika s KLLPB
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4.3.3.2. Biokemijski pokazatelji

Od ukupno 20 ispitivanih biokemijskih pokazatelja statisticki znacajno preZzivijenje

nadeno je kod 10. LoSije preZivlienje imali su bolesnici kod kojih su (tablica 22)
vrijednosti LDH bile ve¢e od 300 U/L (slika 20a), SGOT-a vecée od 24 U/L (slika 20b), a

kalcija manje od 2,3 mmol/L. Ukupni proteini manji od 66,1 g/L, albumini manji od 40

g/L, a; manji od 5,9 g/L, B manji od 7,3 g/L te y globulina manji od 9 g/L bili su takoder

pokazatelji loSijeg preZivljenja, kao i vrijednosti IgG manje od 10 g/L(slika 21a). Jedino

su niZe vrijednosti IgM (manje od 0,91 g/L) upudéivali na bolju prognozu(slika 21b).

Tablica 22. Prezivljenje bolesnika s KLLPB u odnosu na statisticki znaajne biokemijske

pokazatelje

POKAZATELJI

LDH
(laktat
dehidrogenaza)

SGOT

KALCIJ
UKUPNI
PROTEINI
ALBUMINI

a, GLOBULINI
B GLOBULINI
Yy GLOBULINI
IgG

IgM

Graniéna
vrijednost

<300 U/L
> 300 U/L

<24 U/L
>24 U/L

< 2,3 mmol/L
> 2,3 mmol/L
<66,1 g/L

> 66,1 g/L
<40g/L

> 40 g/L
<59g/L
>59g/L
<7,3¢g/lL
>7,3 g/L
<9g/L
>9g/L
<10g/L
>10g/L
<0,91g/L
>0,91g/L

7
46

Broj i postotak
ispitanika u odnosu na
graniéne vrijednosti

(62,6%)
(37,4%)

112 (91,1%)

11
82
40
66
61

55

62

68

52
61
55
49
73
62
38
64
37

88

(8,9%)
(67,2%)
(32,8%)
(52,0%)
(48,0%)
(47,0%)
(53,0%)
(56,7%)
(43,3%)
(52,6%)
(47,4%)
(40,2%)
(59,8%)
(62,0%)
(38,0%)
(63,4%)
(36,6%)

Medijan
prezivljenja
(mjeseci)

106
33

99
19
68
125
68
106
39
99
75
250
68
99
68
110
73
110
106
85

P

vrijednost

0,00020

0,00056

0,00039

0,02145

0,00664

0,01982

0,04241

0,03430

0,04897

0,02229



Kaplan-Meier
Gehan's Wilcoxon Test: p=0,00005 (p<0,01)
Cox's F-test: p=0,00047 (p<0,01)
Cox-Mantel Test: p=0,00020 (p<0,01)
Peto&Peto Wilcoxon Test: p=0,00009 (p<0,01)
Log-Rank Test: p=0,00055 (p<0,01)
N=123
C Complete + Censored

1,0
0,9
0,8
0,7

KUMULATIVNI UDIO PREZIVLIENJA

0,6
0,5
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0,3
— LDH <300 (N=78)
---- LDH >300 (N=45)
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0,0
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a) MJESECI

Kaplan-Meier
Gehan's Wilcoxon Test: p=0,00008 (p<0,01)
Cox's F-test: p=0,00004 (p<0,01)
Cox-Mantel Test: p=0,00009 (p<0,01)
Peto&Peto Wilcoxon Test: p=0,00017 (p<0,01)
Log-Rank Test: p=0,00059 (p<0,00059)
N=123
O Complete + Censored

1,0
0,9
0,8
0,7

KUMULATIVNI UDIO PREZIVLIENA
o]

0,6

0,5
0,4

0,3
02 [
0,1 i — SGOT <24 (N=112) |

: - SGOT >24 (N=11)
0,0 o

-0,1
0 50 100 150 200 250 300 350

b) MJESECI

Legenda: N — broj ispitanika, LDH — vrijednost laktat dehidrogenaze u serumu; SGOT- aspartat
aminotransferaza

Slika 20. Prezivljenje u odnosu na (a) vrijednost laktat dehidrogenaze - LDH i (b) vrijednost
SGOT-a u serumu ispitanika s KLLPB
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Kaplan-Meier
Gehan's Wilcoxon Test: p=0,03582 (p<0,05)
Peto&Peto Wilcoxon Test: p=0,03079 (p<0,05)
Log-Rank Test: p=0,04897 (p<0,05)
N=100
O Complete + Censored
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0,41
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00 — 1g8 >10 (N=38) |

————— IgG <10 (N=62)

0 50 100 150 200 250 300
a) MJESECI

Kaplan-Meier

Cox's F-test: p=0,01975 (p<0,05)
N=101
o Complete + Censored

KUMULATIVNI UDIO PREZIVLIENJA

—— IgM >0,91 (N=37)
----- IgM <0,91 (N=64)

S — |
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b) MJESECI

Legenda: N — broj ispitanika, IgG-G klasa imunoglobulina; IgM-M klasa imunoglobulina

Slika 21. Prezivljenje u odnosu na vrijednosti (a) IgG i (b) IgM u serumu ispitanika s KLLPB

90



4.3.4. POKAZATELJI DOBIVENI KOMPJUTERSKOM ANALIZOM SLIKE
4.3.4.1. Morfometrijska obiljezja

Analizirano je 60 morfometrijskih pokazatelja u sva tri odjeljka tumorske mase
(kostanoj srzi, perifernoj krvi i limfnim ¢vorovima). Najveéi broj statisticki zna&ajnih
pokazatelja naden je u perifernoj krvi. U ukupnoj populaciji KLLPB 13 statisticki
znacajnih karakteristika kojima je uvjetovano bolje ili loSije preZivijenje prikazane su u
tablici 23. U koStanoj srzi to je opseg limfatiCnih stanica manji od 41 pm, povrSina
jezgara manja od 75 pm?, opseg jezgara maniji od 35 um, konveksitet povrsine jezgara
maniji od 77 ym? te ukupna povrsina jezgara manja od 80 ym?. U perifernoj krvi kod
takvih bolesnika povrsina cijelih limfatiénih stanica je manja od 130 um? a faktor
izduZenosti stanica veéi od 1,25 (slika 22a). Iste imaju minimalni polumjer jezgara
maniji do 4,1 uym (slika 22b), jezgre su duze od 9 pym, konveksitet povrSine im je veci od
55 um? (slika 23a) a omjer jezgre i citoplazme manji do 0,7. Ako je ishod bolesti
povoljniji limfatiéne stanice u limfnom évoru imaju manju povrsinu stanica od 89 pm?

manji minimalni polumijer od 3,9 pm; vedi faktor izduZenosti stanica od 1,22.

BKLL+V je homogenija Sto se tiCe morfoloSkih karakteristika, a samim time i maniji broj
morfometrijskih karakteristika (ukupno 5) utje€e na bolje prezivljenje. U koStanoj srzi
to samo opseg jezgre manji od 33 um. U perifernoj krvi, u tom slu¢aju, povrsina cijelih
limfatiénih stanica je veéa od 90,5 ym? duljina jezgara veéa od 9 um; konveksitet
povrine veéi od 55 pm? (slika 23b) te omjer jezgre i citoplazme manji od 0,7.
Limfati¢ne stanice u limfnom évoru imaju maniji faktor izduzenosti stanice od 1,22 ako

je prognoza loSija.
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Tablica 23. Statisticki znacajni morfometrijski pokazatelji prezivijenja u razli€itim odjeljcima
tumorske mase u bolesnika s KLLPB i B-KLL+V; Kaplan-Meier, razina statisticke zna¢ajnosti

p<0,05

POKAZATELJI
KSMOS
(um)
KSMAJ
2
(um?)

KSMOJ
(um)

KSMCAJ
(um?)
KSMSUMJ
(um?)
PKl\gAS
(um?)
PKMFFIS
(um)

PKMMIRJ
(um)

PKMLJ
(um)

PKMCAJ
(um?)

LCMAS
(um?)

LCMFFIS
(um)

PKN/C

>55
<55
>89
<89
>1,22
<1,22
>0,7
<0,7

KLLPB

Broji % Med
ispitanika (mj)
73 (88,0%) 88
10 (12,0%) | 21
73 (88,0%) 88
10 (12,0%) | 31
75 (90,4%) 88
8 (9,6%) 31
11 (10,5%) 81
94 (9,5%) 33
76 (91,6%) 88
7 (9.4%) 21
94 (91,3%) 75
9 (9,7%) 33
30 (29,1%) 71
73 70,9%) | 117
93 (90,3%) 85
10 (9,7%) 27
96 (93,2%) 74
7 (6,8%) 25
95 (92,2%) 85
8 (7,8%) 26
19 (36,5%) 35
33 (63,5%) 91
28 (53,9%) 88
24 (46,1%) | 55
61 (59,2%) 71
42 (40,8%) 85

p
vrijednost

0,03788

0,02576

0,02408

0,04575

0,04082

0,04520

0,04495

0,04621

0,04786

0,04274

0,03414

0,02409

0,02484

GV

>90,5
<90,5

>9
>55

<55

>1,22
<1,22

B-KLL+V
Broji % Med
ispitanika (mj)

59 (84,3%)
11 (15,7%)

50 (57,5%)
37 (42,5%)

81 (93,1%)
6 (6,9%)
80 (92,0%)
7 (8,0%)

23 (52,3%)
21 (47,7%)

88
70

88
74

88
19
88
26

88
55

p
vrijednost

NS

NS

0,02266

NS

NS

0,04209

NS

NS

0,02010

0,04710

NS

0,01612

NS

Legenda: GV-grani¢ne vrijednosti; Med-medijan preZivljenja u mjesecima; p-razina statisticke znacajnosti;
KLLPB-leukemijski oblici kroni¢nih limfoproliferativnih bolesti; B-KLL+V-B kroni¢na limfocitna leukemija s
varijantama; KS-ko3tana srz; PK-periferna krv; LC-limfni évor; MAS-povrsina stanice; MOS-opseg stanice;
MSUMJ-ukupna povrSina jezgara; MFFIS-faktor izduZenosti stanice; MMINRS-minimalni polumjer
stanice; MAJ-povrSina jezgre; MOJ-opseg jezgre; MCAJ-konveksitet povrSine jezgre; MMINRJ-minimalni
polumjer jezgre; MLJ-duljina jezgre; MBJ-Sirina jezgre; MFFJ-pravilnost jezgre, N/C-omjer jezgre i

citoplazme
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Legenda: N — broj ispitanika, PKMFFIS — izduZenost limfaticnih stanica u perifernoj krvi; PKMMIJ-

Kaplan-Meier
Cox's F-Test: p=0,04495 (p<0,05)
N=103
C Complete + Censored

081
0,71
06
051

0,4t
031
0,2}

minimalni polumjer jezgara limfati¢nih stanica u perifernoj krvi

Slika 22. Prezivljenje u odnosu na (a) izduzenost i (b) najmanji polumjer jezgara limfati¢nih

stanica u perifernoj krvi ispitanika s KLLPB
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Kaplan-Meier
Gehan's Wilcoxon Test: p=0,02913 (p<0,05)
Cox's F-test: p=0,02936 (p<0,05)
Cox-Mantel Test: 0,03757 (p<0,05)
Peto&Peto Wilcoxon Test: p=0,04274 (p<0,05)
N=103
C Complete + Censored
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Kaplan-Meier
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Cox-Mantel Test: p=0,01162 (p<0,05)
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Legenda: N — broj ispitanika, PKMCAJ — konveksitet povrSine jezgre limfaticnih stanica u perifernoj krvi

Slika 23. PreZivljenje u odnosu na konveksitet povrsine jezgara limfatiCnih stanica u perifernoj
krvi ispitanika s (a) KLLPB i (b) B-KLL+V
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Od 72 ispitivana, statisti¢ka znacajnost je nadena u 21 pokazatelja AQNOR-a (tablica
24).

Kao dobri prognostiCki pokazatelji pokazali su se u grupi KLLPB u koStanoj srZi
povrsina homogenih AgNOR-a manja od 0,43 ym? a broj istih manji od 0,25, omjer
povrSine homogenih AgNOR-a prema povrSini jezgre manji od 0,004, povrSina
inhomogenih AgNOR-a manja od 3,5 um?, ukupna povrsina svih AGNOR-a manja od
6,4 um?, ukupni broj AgNOR-a u ko$tanoj srzi manji od 1,6 te omjer povrsine svih
AgNOR-a maniji od 0,07. U perifernoj krvi broj homogenih AQNOR-a je bio veéi 0,3,
povrsina takoder veé¢a od 0,3 um? kao i omjer istih prema povrsini jezgre veéi od 0,002.
Povrsina inhomogenih AgNOR-a je bila manja od 3 pym? (slika 24a), maksimalna
vrijednost povrsine takoder manja od 3 ym? (slika 25a) a omjer prema povrsini jezgre
maniji od 0,04 u bolesnhika s boljom prognozom. Oni su imali i broj prstenastih AQNOR-
a manji od 0,65 (slika 26a), s povr§inom manjom od 2,3 pm? te najveéu vrijednost
povrsine istih manju od 3 pm® Broj ukupnih AgNOR-a bio je ve¢i od 1,37, ali zato
povrsina ukupnih manja od 6,5 um? (slika 27a) te omjer povrsine svih AQNOR-a prema
povrsini jezgre manji od 0,07 ako je ishod bolesti bio povoljniji. U limfnim évorovima
povrsina inhomogenih AgNOR-a ve¢a od 3,674 um? i ukupna povrsina svih AQNOR-a
prema povrsini jezgre vec¢a od 0,065 odnosila se na limfaticne stanice bolesnika s

loSijom prognozom.

U grupi B-KLL+V loSije prezZivljenje imali su oni bolesnici kod kojih je u koStanoj srzi
omjer povrsine homogenih AgNOR-a prema povrsini jezgre bio veci od 0,004, ukupni
broj AgQNOR-a u kostanoj srzi veéi od 1,65, ukupna povrsina AQNOR-a manja od 4 pm?
te omjer povrsine svih AQNOR-a prema povrSini jezgre manji od 0,06. U perifernoj
krvi broj i povrsina homogenih AQNOR-a manja od 0,3 ym? predskazivali su loSije
preZivljenje. Povrsina inhomogenih AgNOR-a veéa od 3,1 um? (slika 24b), maksimalna
vrijednost povrsine takoder veéa od 3,1 pym? (slika 25b), omjer istih prema povrsini
jezgre veéi od 0,047 svrstavali su bolesnike u prognosticki loSiju skupinu. Medutim,
broj prstenastih AQNOR-a manji od 0,65 (slika 26b) kao i maksimalna povrsina istih
manja od 3 um?, povrsina ukupnih manja od 5 pm? (slika 27b) te omjer povrsine svih

AgNOR-a prema povrsini jezgre maniji od 0,07 bolji su prognostiCki pokazatelii.
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Tablica 24. StatistiCki znaCajni AQNOR pokazatelji prezivljenja u razli¢itim odjeljcima tumorske
mase u bolesnika s KLLPB i B-KLL+V

KLLPB B-KLL+V
POKAZATELJL [y Broji% | Med p GV Broji% | Med p
ispitanika (mj) vrijednost ispitanika (mj) vrijednost

KSAGBHOM >0,25 31 (49,2%) 73 0,04749 NS
<0,25 32 (50,8%) | 87

KSAGSHOM >0,43 16 (25,3%) | 48 0,04218 NS
<0,43 47 (74,7%) | 91

KSAGHOM/J <0,004 33 (52,4%) 117 0,02621 <0,004 27 (48,1%) 117 0,01294
>0,004 | 30 (47,6%) | 73 >0,004 | 25 (51,9%) | 73

KSAGSINH <3,5 54 (85,8%) 117 0,04365 NS
>3,5 9 (14,2%) | 88

KSAGSUMUK <6,4 55 (88,7%) | 88 0,04526 <4 22 (41,5%) | 73 0,04104
>6,4 7 (11,3%) | 31 >4 31 (58,5%) | 117

KSAGBUK >1,6 9 (14,5%) | 34 0,04380 >1,65 13 (24,5%) | 34 0,04351
<1,6 53 (85,5%) | 88 <1,65 40 (75,5%) | 91

KSAGSUK/J <0,07 46 (73,0%) | 88 0,04526 <0,06 15 (28,3%) | 73 0,03822
>0,07 17 (17,0%) | 34 >0,06 38 (71,7%) | 117

PKAGBHOM >0,3 32 (39,0%) | 117 | 0,02273 >0,3 27 (38,0%) | 117 | 0,04422
<0,3 50 (61,0%) | 73 <0,3 44 (62,0%) | 85

PKAGSHOM >0,3 29 (35,3%) | 117 0,02803 >0,3 25 35,2%) 117 0,03140
<0,3 53 (64,7%) | 74 <0,3 46 (64,8%) | 85

PKAGSHOM/J >0,002 | 59 (72,0%) | 88 0,00653 NS
<0,002 | 23 (28,0%) | 50

PKASINH <3 57 (69,6%) | 88 0,01548 <3,1 55 (77,5%) | 88 0,04903
>3 25 (30,4%) | 51 >3,1 16 (22,5%) | 63

PKAGMAINH <3 64 (78,0%) | 88 0,00051 <3,1 59 (83,1%) | 88 0,03386
>3 18 (22%) 31 >3,1 12 (16,9%) | 63

PKAGSINH/J <0,04 55 (67,1%) | 88 0,04341 <0,047 | 61 (85,9%) | 88 0,04840
>0,04 27 (32,9%) | 56 >0,047 | 10 (14,1%) | 74

PKAGBPR <0,65 57 (69,6%) | 88 0,04364 <0,65 49 (69,0%) | 250 0,03508
>0,65 25 (30,4%) | 68 >0,65 22 (31,0%) | 68

PKAGSPR <2,3 55 (67,1%) | 250 | 0,04937 NS
>2,3 27 (32,9%) | 60

PKAGMAPR <3 69 (88,5%) | 88 0,02348 <3 62 (82,7%) | 117 0,04557
>3 9 (115%) | 27 >3 13 (17,3%) | 27

PKAGBUK >1,37 41 (50,0%) | 117 | 0,00653 NS
<1,37 41 (50,0%) | 73

PKAGSUK <6,5 72 (87,8%) | 88 0,00666 <5 57 (80,3%) 88 0,04690
>6,5 10 (12,2%) | 21 >5 14 (19,7%) | 56

PKAGSUK/J >0,07 24 (29,3%) | 21 0,01281 >0,07 18 (25,4%) | 8 0,03224
<0,07 58 (70,7%) | 88 <0,07 53 (74,6%) | 88

LCAGSINH <3,674 | 33 (80,5%) | 88 0,02131 NS
>3,674 | 8 (19,5%) | 31

LCAGSUK/J >0,065 | 23 (56,1%) | 70 0,04284 NS

<0,065 | 18 (43,9%) | 91

Legenda: GV-grani¢na vrijednost; Median-medijan prezivlienja u mjesecima; p-razina statisticke znacajnosti; KLLPB-
leukemijski oblici kroni¢nih limfoproliferativnih bolesti; B-KLL+V-B kroni¢na limfocitna leukemija s varijantama; KS-
ko$tana srz; PK-periferna krv; LC-limfni évor; AGBHOM-broj homogenih AgNOR-a; AGSHOM-povr§ina homogenih
AgNOR-a; AgSHOM/J-omjer homogenih AgNOR-a i jezgre; AGBINH-broj inhomogenih AQNOR-a; AGSINH-povrsina
inhomogenih AgNOR-a; AGSMAINH-maksimalna povrSina inhomogenih AgNOR-a; AGSINH/J-omjer inhomogenih
AgNOR-a i jezgre; AGBPR-broj prstenastih AQNOR-a; AGSPR-povrsina prstenastih AQNOR-a; AGSMAPR-maksimalna
povrSina prstenastih AQNOR-a; AGBUKUP-ukupan broj svih AQNOR-a; AGSUKUP-ukupna povrSina svih AgNOR-a;
AGSUK/J-omjer ukupne povrSine AgQNOR-a i jezgre
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Legenda: N — broj ispitanika, AQNOR — srebrom prikazane regije nukleolarne organizacije; PKAGSINH —
povrsina inhomogenih AQNOR-a limfati¢nih stanica u perifernoj krvi

Slika 24. Prezivljenje u odnosu na povrSinu inhomogenih AgNOR-a limfatiénih stanica u
perifernoj krvi ispitanika s (a) KLLPB i (b) B-KLL+V
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Legenda: N — broj ispitanika, AQNOR — srebrom prikazane regije nukleolarne organizacije; PKAGMAINH —
najveca povrSina inhomogenih AGQNOR-a limfati¢nih stanica u perifernoj krvi

Slika 25. PreZivljenje u odnosu na najvecu povrsinu inhomogenih AgNOR-a limfati¢nih stanica
u perifernoj krvi ispitanika s (a) KLLPB i (b) B-KLL+V
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Legenda: N — broj ispitanika, AQNOR — srebrom prikazane regije nukleolarne organizacije; PKAGBPR —
broj prstenastih AQNOR-a limfaticnih stanica u perifernoj krvi

Slika 26. PreZivljenje u odnosu na broj prstenastih AQNOR-a limfati¢nih stanica u perifernoj krvi
ispitanika s (a) KLLPB i (b) B-KLL+V
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Legenda: N — broj ispitanika, AQNOR — srebrom prikazane regije nukleolarne organizacije; PKAGSUKUP —
povrSina svih AQNOR-a limfati¢nih stanica u perifernoj krvi

Slika 27. Prezivljenje u odnosu na povrsinu svih AQNOR-a limfati€nih stanica u perifernoj krvi
ispitanika s (a) KLLPB i (b) KLL+V
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4.3.4.3. Osobine staticke DNA citometrije

Vrlo znacajnu ulogu u preZivljenju pokazali su pokazatelji dobiveni statiCkom DNA
citometrijom (7 statistiCki znac¢ajnih pokazatelja od 15 ispitivanih): postotak stanica u
vrhu DNA histograma, udio stanica koje sadrze maniju ili ve¢u koli¢inu DNA od stanica
u vrdku, koli¢ina stanica u S-fazi stani¢nhog ciklusa te postotak stanica koje sadrze
koli¢inu DNA viSe od 4N (tablica 25).

Bolju prognozu imali su bolesnici s KLLPB koji su imali u koStanoj srzi % stanica u
Go/G;-vrsku izmedu 28,2-47% (slika 28a); vise od 20% stanica sa sadrZzajem DNA
manjim od vrSka; manje od 55% stanica sa sadrzajem DNA vec¢im od vrska; viSe od
55% stanica sa sadrZzajem DNA manjim od vrska te viSe od 4,1 % stanica u S-fazi
stani¢nog ciklusa. U perifernoj krvi DI je bio veéi od 1,01 a postotak stanica sa
sadrzajem DNA vec¢im od vrSka veci od 45. ViSe od 35% stanica u Go/G; vrSku (slika
29a) i manje od 2,5 % stanica sa sadrZzajem DNA vec¢im od 4N (slika 29b) imale su

limfatine stanice limfnog évora bolesnika s duljim prezivljenjem.

Zanimljivo je kako bolje prezivljenje pokazuju bolesnici u obje skupine kod kojih je
veca proliferativna aktivnost u kostanoj srzi (manje od 47% limfati¢nih stanica nalazi u
vrsku, ali ne manje od 28,2, <20% stanica sadrzi manje DNA nego stanice u vrsku te

ako je > 4,1% stanica u S-fazi stani¢nog ciklusa u bolesnika.

LoSiju prognozu imali su bolesnici s KLL+V koji su imali u koStanoj srzi postotak
stanica u Go/G; vrsku manje od 37% ili viSe od 47% (slika 28b); viSe od 55% stanica
sa sadrzajem DNA veéim od vrSka; manje od 20% stanica sa sadrzajem DNA manjim
od vrSka te manje od 4,1 % stanica u S-fazi stani¢nog ciklusa. Sli¢no kao i bolesnici s

KLLPB, loSiji ishod bolesti bio je prisutan ako je u limfatiChim stanicama periferne Kkrvi

DI bio manji od 1,08 uz viSe od 45% stanica sa sadrzajem DNA vec¢im od vrska.
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Tablica 25. StatistiCki znagajno preZivljenje u bolesnika s KLLPB i BKLL+V odnosu na osobine

staticke DNA citometrije

POKAZATELJI

KSDNA%SPIK

KSDNA%S>PIK

KSDNA%S<PIK

KSDNA%SFC

PKDNADI

PKDNA%S>PIK

LCDNA%SPIK

LCDNA%S>4N

Legenda: GV-grani¢na vrijednost; Med-medijan prezZivlienja u mjesecima; p-razina statisticke znacajnosti;
KLLPB-leukemijski oblici kroni¢nih limfoproliferativnih bolesti; B-KLL+V-B kroni¢na limfocitna leukemija s
varijantama; KS-ko$tana srz; PK-periferna krv; LC-limfni évor; PIK- vrak DNA histograma; DNA%SPIK-
postotak stanica u vrhu DNA histograma; DNA%S<PIK-postotak stanica koje sadrze manju koli¢inu DNA
od stanica u vrsku; DNA%S>PIK-postotak stanica koje sadrZze vecu kolicinu DNA od stanica u vrsku;
DNA%S>4N-postotak stanica koje sadrze DNA viSe od 4N; DNA%SFC-postotak stanica u S-fazi stani¢nog

ciklusa

<55
>55
<20
>20
>4,1
<4,1
<1,01
>1,01
>45
<45
>35
<35
<2,5
>2.5

KLLPB

Broji % Med
ispitanika (mj)
77 (89,5%) 91
9 (10,5%) 71
80 (93,0%) 88
6 (7,0%) 19
30 (37,0%) 70
51 (63,0%) 88
40 (46,5%) 106
46 (53,5%) 85
65 (81,3%) 70
15 (18,7%) 250
30 (37,0%) 70
51 (63,0%) 88
14 (27,5%) | 125
37 (72,5%) 55
45 (88,2%) 88
6 (11,8%) 19

p
vrijednost

0,03766

0,04616

0,04769

0,02242

0,00553

0,04769

0,04806

0,03533

102

GV

<47
>47
<55
>55
<20
>20
>4,1
<4,1
<1,08
>1,08
>45
<45

B-KLL+V
Broji % Med
ispitanika (mj)
66 (89,2%) 91
8 (10,8%) 48
80 (93,0%) 88
6 (7,0%) 19

27 (38,0%)
44 (62,0%)
39 (52,7%)
35 (47,3%)
56 (78,9%)
15 (21,1%)
27 (38,0%)
44 (62,0%)

106
88
70

250
70
80

p
vrijednost

0,03489

0,04616

0,03175

0,02242

0,04918

0,03175

NS

NS



Kaplan-Meier
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Legenda: N — broj ispitanika, DNA — deoksi nukleinska kiselina; KSDNA%SPIK — postotak stanica u vrsku
DNA histograma limfaticnih stanica koStane srzi

Slika 28. PreZivljenje u odnosu na postotak stanica u vrSku DNA histograma limfati¢nih stanica
koStane srzi ispitanika s (a) KLLPB i (b) B-KLL+V
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Kaplan-Meier

Log-Rank Test: p=0,04806 (p<0,05)
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Legenda: N — broj ispitanika, DNA — deoksi nukleinska kiselina; LCDNA%SPIK — postotak limfaticnih
stanica u vr8ku DNA histograma; LCDNA%S>4N — postotak limfaticnih stanica koje sadrZe koli¢cinu DNA
>4N u limfnom évoru

Slika 29. PreZivljenje u odnosu na (a) postotak limfati¢nih stanica u vrsku DNA histograma
limfnog ¢vora i na (b) postotak limfatinih stanica koje sadrze koli¢inu DNA > 4N u limfnom
¢voru ispitanika s KLLPB
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4.4. PROLIFERACIJKO-KINETICKI INDEKS ZA KLLPB | B-KLL+V

Na osnovu statisticki zna€ajne razlike u prezivljenju bolesnika s KLLPB i B-KLL+V
(tablica 26) izdvojeno je 9 najreprezentativnijih statisti¢ki znacajnih (od ukupno 41) ICM
i IAQNOR pokazatelja (tablica 27) u svrhu odredivanja proliferacijsko-kineti¢kog

indeksa (PKI) kao neovisnog prognosti¢kog pokazatelja (tablica 28, slika 30).

Tablica 26. Statisticki znacajni pokazatelji boljeg preZivljenja AgNOR-a i statiCke DNA
citometrije u razli€itim odjeljcima tumorske mase u bolesnika s KLLPB i B-KLL+V; Kaplan-
Meier, razina statisti¢ke znacajnosti p<0,05

KOMPJUTERSKA i
ANALIZA POKAZATELJI KS PK LE
KLLPB B-KLL+V | KLLPB | B-KLL+V | KLLPB | B-KLL+V
AGBHOM <0,25 >0,3 >0,3
AGSHOM (um?) <0,43 >0,3 >0,3
AGHOM/J <0,004 <0,004 >0,002 | >0,002
AGSINH (um?) <3,5 <3 <31 <3,674
IAgNOR AGSINH/J <0,04 <0,047
AGBPR <0,65 <0,65
AGSPR (um?) <23
AGBUKUP <1,6 <1,65 >1,37
AGSUKUP (um?) | <6,4 >4 <6,5 <5
AGSUK/J <0,07 >0,06 <0,07 <0,07 <0,065
DNA%SPIK <47>28,2 | <47>33 >35
DNA%S<PIK >20 >20
ICM DNA%S>PIK <55 <55 <45 <45
DNA%S>4N <25
DNA%SFC >4,1 >4,1

Legenda: AgNOR-srebrom prikazane regije nukleolarne organizacije; ICM-staticka DNA citometrija;
KLLPB-leukemijski oblici kroni¢nih limfoproliferativnih bolesti; B-KLL+V-B kroni¢na limfocitna leukemija s
varijantama; KS-kostana srz; PK-periferna krv; LC-limfni évor; AGBHOM-broj homogenih AgNOR-a;
AGSHOM-povrsina homogenih AgNOR-a; AgSHOM/J-omjer homogenih AgNOR-a i jezgre; AGSINH-
povrSina inhomogenih AQNOR-a; AGSMAINH-najveca povrSina inhomogenih AQNOR-a; AGSINH/J-omjer
inhomogenih AgQNOR-a i jezgre; AGBPR-broj prstenastih AgQNOR-a; AGSPR-povrSina prstenastih AQNOR-
a; AGSMAPR-najveca povrSina prstenastih AQNOR-a; AGBUKUP-ukupan broj svih AQNOR-a; AGSUKUP-
ukupna povrsina svih AgNOR-a; AGSUK/J-omjer ukupne povrSine AgNOR-a i jezgre; DNA%SPIK-
postotak stanica u vrsku DNA histograma; DNA%S<PIK-postotak stanica koje sadrZze manju koli¢inu DNA
od stanica u vrsku; DNA%S>PIK-postotak stanica koje sadrZze vecu kolicinu DNA od stanica u vrsku;
DNA%S>4N-postotak stanica koje sadrze DNA viSe od 4N; DNA%SFC-postotak stanica u S-fazi stani¢nog
ciklusa
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Tablica 27. Najreprezentativniji statistiCki znacajni pokazatelji ,score“-a proliferacijsko-
kineti¢kog indeksa (PKI) za KLLPB i B-KLL+V

KLLPB B-KLL+V
POKAZATELJI GRANICNE BODOVI | GRANIENE BODOVI
VRIJEDNOSTI VRIJEDNOSTI
Povrsina homogenih AGQNOR-a (PK) >0,3 ym* 0 >0,3 ym* 0
<0,3 um* 1 <0,3 um* 1
Povrsina inhomogenih AQNOR-a (PK) <3,0 ym* 0 <3,1 ym* 0
>3,0 ym® 1 >3,1 ym® 1
Povrsina prstenastih AQNOR-a (PK) <2,3 ym® 0
>2,3 um® 1
Broj prstenastih AQNOR-a (PK) <0,65 0
>0,65 1
Povrsina svih AgNOR-a (PK) <6,5 ym* 0 >4 um* 0
>6,5 um* 1 <4 pm? 1
% stanica u PIK-u DNA histograma (KS) 28-47% 0 33-47% 0
<28% 1 <33% 1
>47% 1 >47% 1
% stanica u <PIK-a DNA histograma (KS) | >20 % 0 >20% 0
<20 % 1 <20% 1
% stanica u >PIK-a DNA histograma (PK) | <45% 0 <45% 0
>45% 1 >45% 1
%SFC DNA histograma (KS) >4,1% 0 >4,1% 0
<4,1% 1 <4,1% 1

Legenda: PIK-vrSak DNA histograma; KS-koStana srz; PK-periferna krv; LC-limfni évor; AgNOR-srebrom
prikazane regije nukleolarne organizacije; SFC-%stanica u S-fazi stani¢nog ciklusa

Tablica 28. Prognoza i PKI ,score* za KLLPB i B-KLL+V

PROGNOZA | PKI «<SCORE» ZA KLLPB | PKI «SCORE» ZA B-KLL+V
BOLJA <4 <4
LOSIJA >4 >4

Legenda: KLLPB-leukemijski oblici kroni¢nih limfoproliferativnih bolesti; B-KLL+V-B kroni¢na limfocitna
leukemija s varijantama; PKI-proliferacijsko-kineticki indeks

106



10

KUMULATIVNI UDIO PREZIVLIENJA

1,0

0,8

0,6

0,4

0,2

Cumulative Proportion Surviving

0,0

b)

Kaplan-Meier
Gehan's Wilcoxon Test: p=0,00347 (p<0,01)
Cox's F-Test: p=0,00054 (p<0,01)
Cox-Mantel Test: p=0,00067 (p<0,01)
Peto&Peto Wilcoxon Test: p=0,00138 (p<0,01)
Log Rank Test: p=0,00118 (p<0,01)

O Complete + Censored

081

0,61

04r

02}

001

Time

Legenda: PKI — proliferacijsko-kineticki indeks

Slika 30. Prezivljenje u odnosu na PKI »SCORE» za (a) KLLPB i (b) B-KLL+V
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Klinicka slika leukemijskih oblika kroni¢nih limfoproliferativnin bolesti pokazuje
znacajnu heterogenost, medijan prezivljenja varira od 2-20 godina za razliCite stadije
bolesti. Tako nepredvidiv tijek inspirirao je, preko 30 godina, mnoge Klinicke
hematologe i onkologe da traze nove pokazatelje koji ¢e predvidjeti prezivijenje i
progresiju bolesti. Klini¢ki stadiji bolesti po Rai-u?®® i Binet-u?’° uzimani su i za
planiranje terapije i za predvidanije tijeka bolesti, iako niti jedan nije mogao izdvoijiti

bolesnike visokog rizika $to se ti¢e progresije bolesti.?’*

Zbog toga se pokazalo nuzno traZiti dodatne prognosticke pokazatelje, koji bi

objektivizirali korist od ranog terapijskog pristupa, narocito u ranim stadijima.

U ovoj studiji je kombinacijom inovativnih proliferacijskih i kinetickih pokazatelja
(homogenih, inhomogenih i prstenastih AgNOR-a i karakteristika diploidnog tipa
histograma u razli¢itim odjeljcima tumorske mase) sacinjen prognostiCki indeks s
izrazito visokom prognostiCkom snagom te tako potvrdila postavljena hipoteza kako se
i unutar relativno nisko malignih neoplazmi kao 5to je KLLPB i njene podskupine mogu

izdvaijiti prognosticki loSije/bolje podskupine te predvidjeti tijek bolesti.

Na osnovu najreprezentativnin pokazatelja AQNOR-a i DNA (vezanim za prezivljenje) u
razliitim odjeljcima tumorske mase izraCunat je «score» za PKI, posebno za
cjelokupnu populaciju KLLPB, a posebno za B-KLL+V. Statisticki znacajno bolju

prognozu imali su bolesnici s KLLPB i u skupini B-KLL+V kod je PKI bio manji od 4.

Postoje brojne studije o morfometriji, odredivanju koli¢ine DNA i osobinama AgNOR-a u
razliCitim benignim, premalignim i malignim lezijama najrazli€itijin organa pa i tako i na

podrugju leukemija i limfoma,27%273274.275.276.217

Osobine regije nukleolarne organizacije su jednostavan put za razlikovanje stanica u
mirovanju od onih koje su ukljuéene u staniéni ciklus.?”® Broj i veliéina AgNOR-a

279,280

korelira s razinom rDNA transkripcije, stupnjem staniéne proliferacije®® i frakcijom

282

tumorskog rasta,”“ te se kvantifikacija AQNOR-a uzima kao obiljezje i/ili stupnjevanje

razli€itih tipova malignih stanica u citoloskim i histoloSkim preparatima.
U normalnoj hematopoezi, svaki tip stanica ima svoj vlastiti tip rasporeda AgNOR-a,

prema stadiju sazrijevanja.?®**®* Nakupine AgNOR-a nadene su samo u proliferirajuéim

stanicama, dok su u zrelim neproliferirajuéim stanicama nadene samo pojedinacne
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tocCkice. Ti rezultati ukazuju na fizioloSke razlike izmedu nakupina i pojedinaénih tockica i
opravdavaju njihovo posebno vrednovanje. Bojenjem nukleola i/ili ostalih struktura regija
nukleolarne organizacije crne tockice se mogu prikazati u svim stanicama. AgNOR
struktura normalnih limfati¢nih i plazma stanica u koStanoj srzi je vrlo karakteristicna. U
80% slucajeva se radi o jednoj velikoj okrugloj to&ci, najéeS¢ée smjeStenoj periferno,
odgovara jezgrici i mjeri 2,5-3 uym.®® Medutim, maligne limfatiéne stanice pokazuju
kvalitativne i kvantitativne promjene AgNOR-a u odnosu na benigne (reaktivne)
limfocite, te kvantitativha studija AQNOR-a pomaze u diferencijalnoj dijagnozi izmedu

reaktivne hiperplazije i NHL-a.?%

Mnogi autori su uodili razliku izmedu osobina AQNOR-a
nisko i visoko malignih limfoma.?"288289290.291 Analizirajuéi veliinu AQNOR-a dokazana
je manja pojedinaéna vrijednost u limfomskim stanicama nego u normalnim
limfocitima.?®®> Broj nakupina po stanici AQNOR-a u akutnim limfatiénim leukemijama
korelira s brojem leukocita.”*® Seili*® u svom radu opisuje prognostiéki znacaj samo

najmanje i najvece nakupine AQNOR-a u limfoblastima akutne limfati¢ne leukemije.

U standardno obojenim razmazima kroni¢na limfati¢na leukemija ima male do srednje
velike limfocite bez jasno vidljivih jezgrica. Prominentne jezgrice se nalaze u srednje do
velikim limfatiénim stanicama KLL-a i PLL te velikim stanicama Richterovog sindroma.
Struktura AgNOR-a u vecini limfaticnih stanica KLL-a je sli¢na onima u normalnim
limfocitima odnosno prikazuje se kao jedna velika to¢ka. Medutim, usporedujuéi je s
normalnim limfocitma €esto pokazuju razlike u veli€ini i obliku. Srednje velike do velike
stanice PLL-a, HCL ili pak Richterovog sindroma imaju razli€ite strukture i kompleksne
konfiguracije AgNOR-a.'®” Medutim postoje i mislienja da AgNOR struktura nije od

pomoéi u razlikovanju KLL-a od PLL-a.?%*

Sligno strukturi AQNOR-a u akutnim leukemijama, Metze i autori®® i kod KLL opisuju
AgNOR-e kao kompaktne (jedan ili najviSe dva) ili veCe heterogene precipitate tzv.
nakupine (engl. clusters) unutar ili pak to€kice izvan strukture jezgrica. Diferenciranje
izmedu nakupina i malih homogenih AQNOR-a je vazno u analizi limfocita kod KLL-a.
Limfociti koji sadrze jednu AgNOR nakupinu korespondiraju s cirkulirajuéom

proliferacijskom frakcijom u bolesnika s KLL-om.?® Limfociti u mirovanju (engl. resting

6

lymphocytes) ne sadrze nakupine.?® Postoji obrnuta povezanost izmedu ovih

297,298

pokazatelja te DTL i TTM s jedne strane, i pozitivha povezanost sa smanjenjem

tumora nakon kemoterapije s druge strane.”® Postotak stanica s AQNOR nakupinama
je takoder vazan neovisni prognostiCki faktor stabilne faze bolesti, odnosno perioda bez

300

terapije (engl. treatment-free period),*® a dobro korelira i s dobi.*®* Bolesnici s visokim
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postotkom AgNOR nakupina i/ili visokim vrijednostima ukupne tumorske mase

(progresivni sluéajevi) imaju manju sposobnost spontane apoptoze in vitro.*%3%

Mourad i sur.3*

uvode prosjecni broj AQNOR-a po jezgri — mAgNOR (engl. mean
AgNOR) i AgNOR proliferativni indeks — pAgNOR (postotak jezgara koje sadrze
=5AgNOR-a po jezgri). mMAgNOR je povezan s ploidijom (aneuploidne stanice imaju
22,4 mAgNOR-a dok diploidne stanice imaju <2,4 mAgNOR-a po jezgri). Visoki
pPAgNOR-i je povezan s pozitivnoS¢u interleukin-2 receptora Sto govori za vezu
pAgNOR-a s proliferativnosti stanice. To takoder indicira koriStenje jednostavne
metode bojenja srebrom regija nukleolarne organizacije kao alternativhe kineti¢ke
metode, u slu€ajevima nemoguénosti primjene drugih tehnika kao Sto su protoéna

citometrija, odredivanje Ki-67 indeksa, IL-2R ekspresije ili P53 i BCL2 proteina.>®

Diferenciranje AQNOR-a u ovoj studiji, u tri inovativna tipa: homogeni, inhomogeni i
prstenasti pokazali su statistiCku znacajnost s osobinama DNA histograma i
morfometrijskim karakteristikama stanice i jezgre, kao i ulogu u prezivljenju, tipu
distribucije tumorske mase, bioloSkom ponaSanju tumorske bolesti te morfoloskim

karakteristikama limfati€nih stanica u koStanoj srzi i perifernoj krvi.

Dugo je poznato kako je tumorska geneza Cesto udruZzena s kromosomskim
abnormalnostima, promjenama genoma, mjerljivim razlikama u koli¢ini DNA tzv. ploidiji
i varijacijama u staniénom ciklusu neoplastiénih stanica.’*® Koli¢ina DNA i varijacije
stani¢nog ciklusa mogu se brzo izmjeriti proto¢nim citometrom te kompjuterskom,

odnosno statitkom DNA citometrijom.**’

Prisutna je razlika u DNA ploidiji u razli€itim podtipovima velikostani¢nih limfoma centra
folikla®® a Wojcik®® je analizirajuéi koliginu DNA izmedu limfoma plastene i limfoma
marginalne zone pokazala da se radi o dva podtipa s razli€itim bioloSkim ponaSanjem.
Opisano je i kako aneuplodija u malignim limfomima korelira s proliferativnim biljezima
(Ki67).31°

Bududi je tipicna B-KLL nisko maligna neoplazma s diploidnim DNA indeksom i niskom

31 u literaturi ima malo podataka o tim vrstama analiza.?"?

proliferativnom aktivnosti,
Studije s odredivanjem broja limfocita u S-fazi proto¢nim citometrom pokazale su kako
su spomenuti pokazatelji udruZzeni s loSijom prognozom, ali niti jedna od njih nije
testirana u velikim studijama multivarijatnom analizom.**® Veéina je nasla niski postotak

stanica u S-fazi u perifernoj krvi bolesnika s KLL-om (2+1%)%"ili (2+2)*"* iako ima i
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radova s vecim ukupnim brojem stanica u S-fazi koji je povezan s kra¢im periodom bez
terapije i kraéim ukupnim prezivljenjem.*** Usporedujuéi koliginu DNA takoder proto&nim
citometrom, u kroniénoj limfocitnoj leukemiji, s klinickim podacima Dudko i sur.®"’
razlikuju dvije varijante CLL-a: akumulativnu i proliferativnu. Postoje radovi gdje DNA
ploidija i kinetika tumora nije pokazivala razlike izmedu limfocita tumora i zdravih osoba,

ali je doslo do povecanja ploidije u ranoj fazi maligne transformacije.

U analizi DNA histograma malignih tumora diploidni tipovi histograma su smatrani kao
dobri prognosti¢ki pokazatelji i kao takvi nisu detaljnije analizirani. Medutim, ova
analiza gdje je primijenjen novi modificirani pristup analize diploidnog tipa histograma:
odredivanje postotka stanica u vrSku DNA histograma; postotka stanica koje sadrze
manju i/ili vecu koli¢cinu DNA od stanica u vrSku uz ve¢ standardne karakteristike:
postotak stanica u S-fazi stani¢nog ciklusa te postotak stanica s kolicinom DNA viSom
od 4N, pokazala je kako su isti adekvatni za kineticku analizu metodom staticke DNA

citometrije.

Opcenito, dobri prognostiCki pokazatelji su veéi postotak stanica u vrSsku DNA
histograma te veci postotak stanica s manjim sadrZzajem DNA od stanica u vrsku, a
loSiji veéi postotak stanica s vecim sadrzajem DNA od stanica u vrSku, stanice s
patoloskim mitozama (veéim sadrZzajem DNA od 4N) te viSe stanica u S-fazi stani¢nog

ciklusa.

Osim s prezivljenjem i pokazatelji progresije bolesti (DTM i DTL) te veli¢ina tumorske
mase (TTM) pokazali su statistiCku znacajnost (p<0,05) u odnosu nha inovativhe
pokazatelje mjerenja DNA: DTM za postotak stanica u S-fazi stani¢nog ciklusa u
perifernoj krvi; DTL za postotak stanica sa sadrzajem DNA veéim od vrSka u perifernoj
krvi; visoka i niska TTM za postotak stanica u S-fazi i postotak stanica sa sadrzajem
DNA vecéim od vrska takoder u perifernoj krvi te za postotak stanica sa sadrZzajem DNA

veéim od vrSka u limfnom évoru.

Vrijednost morfometrije prouavana je na cijelom nizu razli€itih tumora, kako u svrhu
razlikovanja pojedinih dijagnostickih kategorija, odnosno benignih i malignih promjena,
tako i sa ciliem vrednovanja morfometrijskih karakteristika u predvidanju toka bolesti i
prognoze. Morfometrijski podaci pokazali su zna&ajnu razliku izmedu benignih i
malignih lezija pankreasa,*®neoplastiénin i ne-neoplasti¢nih folikularnih &vorova

320,321

stitnjace,**® kao i lezijama prostate, te subklasifikaciji tumora dojke.?? Korisni

podaci dobiveni su i u dijagnozi izljeva bogatih limfocitima (benigni, limfomski ili
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KLL),*** analizi limfatiénim stanica u razmazu periferne krvi zdravih osoba i bolesnika s

kroniénom limfocitnom leukemijom,*** pojedinih tipova stanica u ne-neoplastiénim

325

limfnim &vorovima,®** te tipizaciji i subtipizaciji malignih limfoma.??%3":3%8:32% 73 razliku

od prognosti¢ke vrijednosti morfometrijskih parametara u limfoblasti¢nim leukemijama

330331 yaznost veliine i morfometrijskih karakteristika limfocita u perifernoj krvi je

djece,
kontroverzan prognostiéki indikator u kroniénoj limfocitnoj leukemiji.**> Morfometrijska
analiza veli¢ine tumorske infiltracije (>60%) u histoloSkom uzorku bioptata kosti
pokazuje statistiCku znacajnost sa stadijem A i C po Binet-u (ali ne i B) te s
intersticijskim i difuznim tipom infiltracije za razliku od nodularnog i mijeSanog

uzorka.®®

Morfometrijske karakteristike cijele stanice i jezgre odreduju podtip KLLPB, a samim
time i prognozu. NaSi rezultati sukladno tome govore kako su manje stanice
(povrsinom, opsegom, polumjerom) manijih jezgara te nizeg nukleo-citoplazmatskog

odnosa pokazatelji bolje prognoze.

Neki literaturni podaci opisuju odsustvo povezanosti AQNOR parametara s DNA
pokazateljima.*® Medutim, Bécking i sur. *** opisuju multimodalnu staniénu analizu koja
ukljuCuje morfometriju jezgre, strukturu kromatina, osobine nukleola, regije nukleolarne
organizacije (AgNOR-a) te DNA-ICM u svrhu poboljSanja sigurnosti dijagnoze malignih
tumora, analizi uzorka s malim brojem atipi€nih stanica te moguénost rane dijagnostike

bolesti.

Na nasSem materijalu pokazala se povezanost morfometrijskih karakteristika,
proliferacijskih karakteristika razli€itih tipova AGNOR-a i novoopisanih obiljezja

diploidnog tipa histograma.

Na osnovu toga potvrdena je hipoteza kako su: nisko proliferativne stanice one koje
imaju male homogene AgNOR-e te vecinu stanica u vrsku (PIK-u) DNA histograma;
visoko proliferativne one stanice s inhomogenim AgNOR-ima, od kojih veéina sadrzi
koli€¢inu DNA vecu od stanica u vrsku ili s patoloskim mitozama (DNA>4N) ili ih je vedi
broj stanica u S-fazi stani¢nog ciklusa, a negdje u sredini su stanice sa srednje velikim

prstenastim AGNOR-a.

Razli¢ita ispitivanja limfatiCnih stanica uglavnom su radena samo u jednom odjeljku

335,336,337,338;

tumorske mase i to pretezno na razmazima periferne krvi ili limfnom &voru 3%
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Jaksi¢ 0.*° je prvi koji je izmedu pojedinih odjeliaka tumorske mase analizirao

povezanost adhezijskih molekula, kao vaznih faktora u raspodjeli tumorske mase.

Morfometrijska i kinetiCka obiljezja tumorskih stanica, u ovom radu, po prvi put su
analizirana i usporedivana u istog bolesnika u razli¢itim odjeljcima tumorske mase:
koStanoj srzi, perifernoj krvi i limfnim ¢vorovima. U ovim odjeljcima neoplasti¢ne stanice
se nalaze u razli¢itom mikrookoliSu. lako dobiveni rezultati govore kako se najveci broj
prognosti¢kin pokazatelja nalazi u perifernoj krvi, samo uzorak iz periferne krvi nije
reprezentativan i dostatan za istrazivanja proliferativnosti ili stabilnosti bolesti te se
namece pitanje briZljive evaluacije parametara u svim odjeljcima tumorske mase kako
bi se prognosticki pokazatelji Sto preciznije definirali, Sto je preduvjet za racionalan

terapijski pristup.

Iz naSih dobivenih rezultata proizlazi kako limfati€ne stanice koje imaju afinitet prema
akumulaciji u koStanoj srzi (,05teéeni® naivni B-limfociti) u pravilu imaju malu
proliferativhu aktivnost (najveéi postotak stanica u vrSku G,/G; faze). Stanice koje su
Lprogramirane” i imaju afinitet prema akumulaciji u limfne &vorove migriraju u limfne
¢vorove gdje se transformiraju do stupnja ,programiranog stopa“ (veci broj ukupnih
AgNOR-a, veca povrsina proliferativnijih, inhomogenih AGNOR-a i najmanji postotak
stanica u G,/G; fazi). Sama migracija stanica iz koStane srzi prema limfnim ¢vorovima
te izmedu limfnih ¢vorova se dogada u perifernoj krvi (mjeSavina stanica s nizom i
viSom proliferativnom aktivnosti: viSi postotak stanica u SFC i istodobno u G,/G; fazi
staniénog ciklusa kao i prisustvo vecih stanica, ali manjih jezgara, s prstenastim
AgNOR-ima intermedijalnog stupnja proliferativnosti). Izgleda kako periferna krv ima

samo transportnu ulogu.

Kada se analizira veli€ina stanica i njihova proliferativna aktivnost u razli¢itim odjeljcima
tumorske mase uoc¢ena je pravilnost unutar ukupne populacije KLLPB te podskupina B-
KLL+V i tipi¢nih B-KLL-a. Dok se stanice u KS i PK ne razlikuju bitho po veli€ini i
proliferativnoj aktivnosti, obrnuta je situacija ako se gleda periferna krv i limfni &vor.
Nasuprot oCekivanju, kako su male stanice mirnije, a vece proliferativnije, analiza je
pokazala da su u PK stanice najvece i najmirnije, za razliku od limfnog ¢vora gdje su

najmanje i najaktivnije.
U analizu su ukljuceni rutinski preparati. Postavlja se pitanje razlicite tehnike pripreme

razmaza punktata limfnog ¢vora, koStane srzi i periferne krvi. Dobiveni rezultati se

mogu potvrditi ili osporiti mjerenjem stanica u nativnom uzorku Sto ¢e biti naSa

113



slijedeca uloga.

Zanimljivo je opaZanje u ovom radu, kako bolje prezivljenje pokazuju bolesnici kod
kojih je neSto veca proliferativna aktivnost u koStanoj srzi (manje od 47% limfaticnih
stanica u PIK-u, ali ne manje od 28,2% te veci postotak stanica u S-fazi staniChog
ciklusa) Sto je najvjerojatnije povezano s apoptozom. Potvrdena je hipoteza kako
samo stanice koje se dijele mogu uéi u apoptozu, koja je mehanizam i terapijskog
djelovanja. ProapoptotiCna aktivnost lijekova koja dovodi do inhibicije RNA sinteze ili
alteracije DNA popravka nije moguéa ako se stanice ne dijele.®* Stanice s
neobnovljenim ili krivo obnovljenim DNA podlijezu apoptozi ili kromosomskim
osteéenjima.?* Slaba proliferativna aktivnost u kostanoj srzi dovodi do nakupljanja
dugo zivucih, funkcionalno inaktivnih neoplasti¢nih B limfocita zaustavljenih u G, fazi
staninog ciklusa. Slicne rezultate (iako u uzorku periferne krvi) opisuje Vrhovac i
suradnici gdje je visoka ekspresija p27* (proteina ukljusenog u proces inhibicije rasta)

jako povezana s DTL i DTM, a udruZena je i s lodim ukupnim preZivljenjem.3%

To potvrduje teoriju kako je klonalni porast B-limfocita vise uzrokovan smanjenjem
staniéne smrti uzrokovane slabom proliferativnom aktivnhoS¢u, nego povecanjem
staniéne proliferacije.?** Medutim, neke studije ukazuju na proliferaciju KLL limfocita na
visokom nivou, Sto je donekle u konfliktu s dogmom kako je B-KLL bolest

karakterizirana iskljugivo stani¢nim nakupljanjem zbog poremeéene apoptoze.®**

Navodedéi kontroverze prognosti¢kih pokazatelja velikih klinigkih studija Hallek i sur.?’*
su usporedivali samo one koje su zadovoljavali tri kriterija: studije s viSe od 100
bolesnika, pet ili viSe prognostickih faktora uz primjenu multivarijatne

. 45,346,347,348,34! 1,352 4 7
anal|ze.3 5,346,347,348,349,350,351,352,353,354,355,356,357,358,359,360,361,362

Dob i spol je neovisan prognostiCki pokazatelj u vecine ispitivanih studija (u 13/20 za
dob i 8/17 za spol).** ProduZenjem odekivanog Zivotnog vijeka u opéoj populaciji
povecana je i incidencija KLL u starijih osoba s medijanom pojavljivanja bolesti u 70-t0j
godini, za razliku u 60-65-toj godini opisivanoj nekoliko desetlje¢a ranije. Medutim, 10-
20%-tno povecano dijagnosticiranje KLL u bolesnika mladih od 50 godina posljedica je

brojnijih analiza ove bolesti. **®

Postoji slaganje da je incidencija KLL ve¢a u muskaraca nego u Zena. Podaci se kreéu
od 1,5:1 do 2:1.%%4%%° Rezultati nase studije su komparabilni, muskarci su &esée

obolijevali (1,38:1), podjednaka je bila dob medu ispitanicima razli¢itog spola. Medutim,
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stariji su znacajnije obolijevali od tipicne B kroni¢ne limfati¢ne leukemije i njenih

varijanti, a mladi od ostalih oblika KLLPB bez razlike na spol.

Muskarci opcenito imaju loSiju prognozu nego Zene. Razlog za ovu razliku nije jasan.
MoZzda je razlog duZzi Zivotni vijek Zena u opcoj populaciji, kao i €injenica da bolest ima
tendenciju prezentiranja s blazom slikom u zena nego u muskaraca. Medutim, iako su
Zene imale duZe preZivljenje nisu sve studije pokazale statisti¢ki znagajnu razliku.*®*
Spol je u na3oj studiji dobar prognosti¢ki pokazatelj, Zene su imale statistiCki znacajno

bolje prezivijenje.

Tvrdi se kako i mladi i stariji bolesnici imaju podjednako preZivljenje (oko 10 godina), ali
su uzroci smrti razli€iti. Nasuprot mladim bolesnicima koji direktno umiru od posljedica
leukemije, uzroci umiranja starijih nisu vezani za leukemiju.® BriZljiva analiza pokazala
je da se smrtnost u bolesnika <50 godina ne razlikuje od onih >50 godina.*®" Bez
obzira na to, ne moZe se zanemariti Cinjenica kako je dob dobro znani dobar
prognosti¢ki faktor.®*®®°U registriranim studijama nalazi se podatak o skraéenom
odekivanom preZivljenju koje ovisi o razdoblju prezentacije bolesti.*”® Rozman i sur. *"*
usporedivali su dvije skupine: jednu kod kojih je dijagnoza postavljena izmedu 1960-
1979. g. i grupu izmedu 1980-1989. godine. Primijeéeno je kako je dijagnoza u drugoj
grupi postavljena u starijoj zivotnoj dobi Sto se tiCe i muSkaraca i Zena i u ranijem
klinickom stadiju bolesti (Binet A). Prezivljenje je bilo skoro duplo u drugoj skupini,
utjecaj bolesti bio je daleko maniji u zadnjoj skupini. Autori postavljaju pitanje promjene
same prirode bolesti. Studija Faria i sur. *** nasla je vece prosjeéno preZivljenje (78,5
mjeseci) u starijoj Zivotnoj dobi (>65 godina), za razliku od 66,9 mjeseci u mladih od 65

godina.

Rezultati naSegq istrazivanja u ukupnoj populaciji KLLPB pokazali su bolje prezivljenje
kod starijih bolesnika od 62 godine 5to se moZe protumadciti kako su tipi¢ni oblici B-
KLL-a viSe zastupljeni u ovoj grupi bolesnika. Analiza dobi unutar tipi€nih oblika B-KLL
nije imala utjecaja na prezivljenje. | tu se mozda (u klasifikaciji i subklasifikaciji tipicnih i
atipiénih leukemijskih oblika kroni¢nih limfoproliferativnih bolesti) krije uzrok tolike
razliitosti u prognozi obzirom na dob. Vjerojatno, ipak, dob nije KLL-specifi¢ni

prognosti¢ki parametar.

Pazljiv KliniCki pregled bolesnika je vazan korak u utvrdivanju proSirenosti i progresije

bolesti i glavna karika u kreiranju individualnog terapijskog pristupa. Klini¢ki pokazatelji
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kao broj povecéanih limfnih évorova, prisustvo splenomegalije i hepatomegalije su glavni
kriteriji za terapijske odluke. Prognosti¢ka vrijednost ovih pokazatelja analizirana je

zadnjih 20 godina. Samo 3/14 (21,4%) studija pokazali su prognostiCku vrijednost

6 372 |

poveéane slezene u istraZivanju Hallek-a i sur.>*® odnosno 5/10 Zwiebela i sur.
kasnije pojedinacne studije nisu uspjele dokazati prognostiCko znaclenje povecane
slezene.®® Razligiti su i podaci o prognosti¢koj vrijednosti poveéane jetre (od 33,3%
studija po Halleku i 7/8 studija po Zwiebelu). Broj regija s povecéanim limfnim ¢vorovima
u 27,3% - 33,3% pokazali su se kao neovisan prognosti¢ki faktor. Relativno niska
prognosti¢ka vrijednost navedenih Klini¢kih pokazatelja u dosadasnjim studijama moZzda
lezi u subjektivnim, a ne objektivnim okolnostima buduéi u vecine nisu koriStene
objektivne kvantitativne tehnike kao npr. abdominalni ultrazvuk ili kompjuterizirana
tomografija (CT), vec¢ je koriStena manualna palpacija jetre, slezene i limfnih ¢vorova.
Zbog toga je za buduéu procjenu navedenih prognosti¢kih faktora: splenomegalije,

hepatomegalije ili limfadenopatije vrlo vazno objektivizirati pretragu istiCu autori.

NaSi rezultati pokazali su kako su loSije prezivljenje imali bolesnici kod kojih su
povecani limfni Evorovi nadeni u visSe od jedne regije, ako je veli€ina slezene vec¢a od 1
cm ispod lijevog rebranog luka, odnosno vec¢a od 150 mm mjerena ultrazvukom te ako
su limfni ¢vorovi u ingvinalnim regijama vec¢i od 1 cm. Hepatomegalija nije imala

utjecaja na prezivljenje.

Pocetni dobar odgovor na kemoterapiju je dobar prognosticki faktor za

346349373 chlorambucil je prvi uveo u terapiju Galton 1961. godine®™ s

prezivijenje.
rezultatom od 77% odgovora na terapiju, dok ostali autori opisuju 38-75% odgovor.>”
Varijacije u odgovoru na terapiju odnosile se su na razliCite doze, kombinacije s
kortikosteroidima u nekim studijama kao i razli¢itim kriterijima odgovora. 90% odgovor
na terapiju kompariraju¢i intermitentnu primjenu chlorambucila i prednisona prema
samom chlorambucilu opisuje Jaksi¢ i sur,*”® dok Francuska kooperativha skupina za
KLL na 612 bolesnika s Binet stadijem A nisu nasli statistiCki zna¢ajnu razliku u 5-
godiSnjem prezivljenju izmedu bolesnika koji su uzimali chlorambucil i onih koji su

samo praceni bez terapije.>”’

Nasi bolesnici su imali bolje preZivlienje ako prije uklju€ivanja u studiju nisu
antitumorski lije€eni zbog KLLPB. U razdoblju od 1995-2002. godine ukljuéeno je 129
novodijagnosticiranih i nelijeenih ispitanika, ostali (21) su bili ranije dijagnosticirani ali
12 nije zahtijevalo antitumorsku terapiju, dok je 9 bolesnika vec¢ bilo podvrgnuto

terapijskom postupku. Za 5 bolesnika nema podataka o ranijem lije¢enju.
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Bolje prezivljenje imali su i bolesnici kod kojih i tijekom praéenja nije primijenjeno
lijeCenje zbog KLLPB (u periodu do 1992. godine kod 50% ispitanika). U bolesnika kod
kojih je terapija bila indicirana, prva linija kod 29% ispitanika je bila chlorambucilom,
7% CHOP, 5% FAMP, 3% ,Paule-Elrich* modifikacija protokola prema Knospe-u, po
2% PDN i VAD, te po 1% endoksan, splenektomija u kombinaciji s kemoterapijom ili

sama splenektomija.

Prognosticku vrijednost kinetike limfocita prvi je opisao 1966.g. Galton.?”®
Udvostru€enje limfocita je definirano kao period potreban da se broj limfocita
udvostruéi. Jednostavan je i vrijedan parametar u odredivanju smjernica za terapiju
bolesti, naroCito u ranom stadiju bolesti (Binet stadij A i Rai stadij | i ). Buduci se ovaj
pokazatelj nikad ne izraCunava kod dijagnoze, moguce ga je lako izraCunati kratko
nakon dijagnoze. DTL kra¢i od 12 mjeseci govori za agresivnu sliku i kratko
prezivljenje, za razliku od bolesnika s duzim periodom DTL i stabilnom limfocitozom
koji idu prema indolentnoj slici. Prognosti¢ka vrijednost DTL opisana je od mnogih
autora. Medutim od tri studije koje su uklju€ivale multivarijatnu analizu komparirajuci
DTL s ostalim prognosti¢kim faktorima, samo je jedna pokazala neovisnu prognosti¢ku

vrijednost ove varijable. *"°

Analizirani pokazatelji progresije tumorske mase kao Sto je DTL i DTM manji od 12

mjeseci u nasoj studiji imaju znac¢ajnu loSiju prognozu.

Stabilnost ili progresivnost bolesti (DTM i/ili DTL) kod male tumorske mase izvrsno je
povezana brojnim ispitivanim pokazateljima dobivenim kompjuterskom analizom slike,
naroCito proliferacijskim i kinetickim obiljezjima AgNOR-a i sadrzajem DNA
analiziranim u razli€itim odjeljcima tumorske mase (kostanoj srzi, limfnom ¢&voru i
perifernoj krvi).

Opisani akumulacijski udio limfocita (inicijalna vrijednost limfocita podijeljena s DTL)*°
vrijedni su u odredivanju staticke prema progresivnoj bolesti. Medutim mnoge druge
kinetiCke varijable kao vrijeme od dijagnoze do pocetka terapije, godine od dijagnoze,
dijagnosti¢ka latencija, potencijalno vrijeme praéenja (engl. follow-up time) nisu

pokazale prognostiéku vrijednost u multivarijatnoj analizi.*”*

Danas primjenjivani stadiji bolesti temelje se na klinickim i hematoloSkim pokazateljima:

limfadenopatiji, splenomegaliji, hepatomegaliji, trombocitopeniji i anemiji. Prvi model
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1

koji je opisao Rai i sur.®

razlikuje 5 razliCitih prognostickin podskupina koji se
vierojatno moZe reducirati u tri podskupine: sa slabom, srednjom i loSom

prognozom 382,383,384

Kod novodijagnosticiranih bolesnika ove tri kategorije su
predstavljene sa 30%, 60% i 10% uceS¢a s 10, 6 i 2 godine medijanom prezivljenja.
Binet-ova skupina razlikuje tri stadija (A, B i C) sa razli¢itom prognozom. Zastupljenost
kod novodijagnosticiranih bolesnika je 60%, 30% i 10%, s medijanom prezivljenja 9, 5 i
2 godine.*® Internacionalna skupina za KLL (IWCLL) definira subkategorije Binet-ovog

6 a istrazivadi koriste

sistema u namijeri integriranja klinickih stadija po Rai-u,®
kontinuirano i Binet-ovu (nhajéeS¢e upotrebljavanu u Europi) i Rai-ovu (naj¢eSée
upotrebljavanu u Americi) klasifikaciju. Poznato je kako stadij bolesti po Binet-u sadrZi
sve relevantne prognosticke informacije kao Sto su klini¢ki i hematoloski pokazatelji
(zahvacenost limfnih ¢vorova, anemija, trombocitopenija) potpomognuto je i injenicom
da je u 9/10 studija pokazano da sadrzi neovisne prognosticke faktore 34387388
Neovisni prognostiCki efekt Rai-ove klasifikacije je slabije uCestalosti, u svega 4 od 11

studija.>**3%%

IWCLL klasifikacije se mnogo rjede koriste, iako je mozda i bolja i od
Binetove klasifikacije buduéi sadrzi prognostiCke informacije iz dvije klasifikacije.
GIMEMA skupina definira stadij bolesti na retrospektivnoj evaluaciji 1777 bolesnika s
dijagnozom KLL. Kao lo$i prognostiéki pokazatelji uzeti su: limfocitoza >60 x 10%L,
anemija (Hb <10g/dl), broj poveéanih limfnih ¢vorova (>2) ili palpabilna jetra ili slezena
ispod rebranih lukova (>3 cm). Klasifikacija Lee i sur.*®° bazira se na slic(nom konceptu:
ali su kao pokazatelji slabije prognoze uzeti drugi pokazatelji; dob >60 godina,
proSirenost limfadenopatije uz neke biokemijske pokazatelje: LDH>325U/dl, APH>80

U/DL, uriéna kiselina>7 mg/dI.

Totalna tumorska masa je kvantitativna Kklasifikacija temeljena na klini€kim
pokazateljima tumorske mase unutar svih velikih tjelesnih odjeljaka.*®® Ima karakter
kontinuirane varijable te moze posluziti za procjenu progresije s jedne strane i
procjenu terapijskog efekta s druge strane, tj. moze se primijeniti i u toku lijeCenja i
neovisno o simptomima insuficijencije mijelopoeze procjenjivati antitumorski
ucinak terapije. Navedene znacCajke €ine TTM klasifikaciju osobito prikladnom za
planiranje i pra¢enje klini¢kih pokusa u KLL te se sve ¢eS¢e rabi u medunarodnim
pokusima i rutinskoj praksi.*

Novi Kiinicki parametar kao distribucija tumorske mase (engl. tumor distribution - TD)%*
evaluira distribuciju tumorske mase izmedu razli¢itih odjeljaka (periferne krvi, koStane srzi,

limfnih &vorova i slezene) indolentnih limfoproliferativnin bolesti. Odnos ukupne tumorske
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mase i limfocitoze u perifernoj krvi (TTM/TM,) razlikuje 3 kategorije: pravu leukemiju (TD
100%), predominantnu leukemiju (TD 50-99%) i predominantno limfome (TD <50%). Kao

novi kiinicki parametar TD se pokazao prognosti¢ki znacajan u odgovoru na terapiju i

prezivijenje.

Klini€ki pokazatelji s boljim prezivljenjem u ovoj studiji su bolesnici s klinickim stadijem
1i 2 prema Binet-u, stadijem 0 i 1 prema Rai-u te TTM manja od 9 te TM; manji od 7

po Jaksiéu, u ispitanika s KLLPB.

Veliki broj morfometrijskih, proliferacijskih i kinetickih pokazatelja pokazuje statisticki
znacajnu povezanost s klinickim stadijem bolesti po Binet-u i Rai-u te veli¢inom

tumorske mase (TTM) po Jaksicu.

| druge metode mogu biti upotrebljavane za usporedbu proliferacije tumorskih stanica

2 su analizirali ucestalost i Klini¢ku

s Kklinickim karakteristikama. Cordone i sur.*
znacajnost Ki-67 pozitivnih stanica. Postotak i apsolutni broj Ki-67" stanica nasao je u
viSim i uznapredovalim stadijima bolesti i u slu¢aju veceg udjela prolimfocita. Isto tako
sve limfomske stanice u Richterovu sindromu su bile Ki-67". S druge strane Del Giglio
i sur.®® su se fokusirali na ekspresiju PCNA (engl. proliferating cell nuclear antigen) &iji
je nivo povezan sa stani¢nom proliferacijom, Kklinickim stadijem i DTL. Interesantno,
niska razina PCNA bila je preduvjet odgovora na terapiju fludarabinom. Korelacija s
prognozom nadena je i odredivanjem S-faze staniénog ciklusa.*** Studirane su i
molekule udruZene s regulacijom staniénog ciklusa. Tako poveéan nivo p27* proteina

korelira s DTL, preZivljenje je kra¢e nego kod sniZzene ekspresije.**

Broj stani¢nih, nelimfoidnih komponenti je €esto reduciran tijekom progresije bolesti.
Anemija i trombocitopenija su kriteriji za uznapredovali stadij bolesti. Oba pokazatelja su
uklju€ena u vecinu prisutnih klini¢kih stadija bolesti. Prisustvo anemije predstavlja slabiju
prognozu u 11/17 studija (64,7%), dok se trombocitopenija pokazala kao slabija
prognosti¢ka vrijednost u 6/17 studija (35,7%).>*° Uzeti zajedno, oba pokazatelja su
jednostavni i pouzdani, ako su konstantni, mogu biti velika vrijednost za prognosti¢ko

stupnjevanje KLL bolesnika.?*

Broj leukocita ili broj limfocita u perifernoj krvi su indikator cirkulirajuée tumorske mase.

Oni su od velike vaznosti u ranom stadiju bolesti, buduci se Binet stadij A/B ili Rai stadij

I/l mogu subklasificirati u dvije diferentne skupine: s dobrom prognozom (apsolutni broj
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limfocita <40-50x10%/L) i loSijom prognozom (>40-50x10°/L).3% Apsolutni broj limfocita
je slabiji prognosticki faktor, samo u 3/13 studija (23,1%) pokazao se kao nezavisan

prognostiéki faktor 346,397,398,399,400,401,402

Hematolo3ki pokazatelji loSije prognoze i u nasoj studiji su broj eritrocita maniji od
2,5x10" /L, kolig¢ina hemoglobina manja od 100g/L, apsolutni broj leukocita i limfocita
>100 x10%L kao i udio retikulocita ve¢i od 15 % te vrijednost Zelijeza manja od 15

pumol/L.

Limfocitha morfologija u KLL pokazuje znacajnu heterogenost. Njezina je uloga u
subklasifikaciji KLL u razligite morfoloske varijante.**%% Opéenito uzevsi veli¢ina,
povecani broj velikih i ,nezrelijih* limfocita (prolimfocita), prisustvo zarezanih i/ili
limfoplazmocitoidnih stanica u perifernoj krvi je udruzena s uznapredovalom boleS¢u i
kraéom prognozom.*%%4%+4% v/allespi*® je univarijatnom analizom pronasla korelaciju
broja prolimfocita i zarezanih oblika s loSijom prognozom, medutim multivarijatnom
analizom samo je povisen broj prolimfocita statisti¢ki ostao znagajan. Peterson i sur. 4%
medutim, nisu nasli statisticki znacajno prezivljenje izmedu tri morfoloSke skupine.
Opisuje se, kako atipi¢nu morfoloSku sliku prate i razli¢iti imunofenotip kao i agresivnija
klinicka slika.*”’ Nedostaci ovih parametara su $to mogu biti relativno nerealni, budugi
definicija velikih, nezrelih limfocita moze jako varirati medu morfolozima. Opisani su i
slu€ajevi KLL s binukleiranim limfocitima Cija je klini¢ka slika bila razli€ita (kao stabilna

tj. indolentna ili progresivna bolest).**®

Nasi rezultati pokazali su prognostiéku vrijednost apsolutnog broja limfocita >100x10°%/L
kao i apsolutnog broja (>5 x10°%L) te relativnog udjela atipi¢nih limfocita (>10%) u

perifernoj krvi.

Apsolutni broj neutrofilninh granulocita ima slabu ulogu u literaturnim podacima dok je
na naSem materijalu slabije prezivljenje rezultiralo uz manje od 10,1% granulocita te
manje od 5,1% monocita. Slabije preZivljenje nasli smo i kad je bilo vise od 5,1%
Gumprechtovih sjena u razmazu periferne krvi. Ako se prihvati hipoteza kako su
Gumprechtove sjene odraz apoptoze, nas rezultat je suprotan buducéi bi veéi broj istih
trebao rezultirati boljom prognozom. Ovdje se najvjerojatnije radi o injenici sto se vedi
broj Gumprechtovih sjena nalazi uz veéu limfocitozu, koja sama po sebi znaci loSiju

prognozu.
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PatohistoloSka slika infiltracije koStane srzi malignim limfati€nim stanicama se uzima u
razlicitim klasifikacijama. Opcéenito se mogu razlikovati Cetiri tipa infiltracije: nodularni,
intesticijski, mijeSani (nodularno i intersticijski) i difuzni. U odnosu na prognozu ovi

409.410411 41i nodularni

tipovi se grupiraju u dvije skupine: difuzni nasuprot nedifuznom
nasuprot nenodularnom (intersticijski).*”> Bolesnici s difuznom infiltracijom imaju
medijan preZivljenja 4 godine, nasuprot nedifuznom koji je 14 godina.*** Multivarijatne
analize vecine studija pokazuju da tipovi infiltracije imaju odraza na prognozu, medutim
neke studije nisu mogle potvrditi isto.3?®41#41441> Montserrat i autori su pokazali kako su
tip infiltracije u bioptatu koStane srzi te stupanj infiltracije u aspiratima koStane srzi

komplementarne metode i imaju utjecaja na prognozu.**®

Ostali pokazatelji koStane srzi kao $to su celularitet, % limfatiénih,390400415.416.417

417 400,417
h400, h 00,

eritroidni te mijeloidni stanica ili pak megakariocita u kostanoj srzi u nekim

studijama imaju, a u nekim nemaju prognosti¢ko znacenje.

Ova studija pokazala je bolje prezivljenje kod normo- i hipocelularanog uzorka punktata
koStane srzi prema hipercelularnom razmazu u aspiratu, ako je postotak limfati¢nih
stanica manji od 70%, postotak atipi¢nih limfati¢nih stanica manji od 16% odnosno
10% te manji postotak granulocita u mijelogramu od 18%. Difuzni tip infiltracije
limfati€nim stanicama prema intersticijskom i nodularnom tipu u bioptatu kosti bolji su

prognosti¢ki pokazateliji.

Analizirani su brojni serumski pokazatelji u razliitim studijama kao: LDH, uri¢na

kiselina, alkalna fosfataza, B2 mikroglobulin, timidin kinaza (TK) i IgA. B2

418,419 397,420,421,422

mikroglubulin, i timidin kinaza su najutjecajniji pokazatelji, buduéi je
njihova neovisna prognosti¢ka vrijednost dokazana u vecini studija. Sto se ti¢e LDH,
upitno je, budu¢i samo jedna studija od pet pokazuje neovisnu prognosti¢ku
vrijednost.**4?® 7a razliku od LDH, TK se pokazala kao preduvjet progresije bolesti
unutar godinu dana u bolesnika s Binet stadijem A.*** Kao serumski pokazatelji bez i s
vrlo malom prognosti¢kom vrijednosti opisuju se: vrijednost albumina, urea u serumu,
kalcij, kreatinin, bilirubin, SGOT, totalni imunoglobulini, 1gG, IgM, prisustvo

monoklonalne gamapatije i pozitivni Coombsov test.*"?

Biokemijski pokazatelji kao objektivni, kvantitativni pokazatelji dobiveni jednostavnom

venepunkcijom, nasuprot ,istraZiva¢-ovisnim“ pokazateljima (kao 5to su kvantifikacija
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prolimfocita ili histologija koStane srzi) moZe povecati popularnost nekih od njih kao

riziénih faktora u KLL-u.

lako kontroverzni u literaturnim podacima dobar dio biokemijskih pokazatelja pokazali
su loSiju prognosti¢ku vrijednost u naSem radu: vrijednost LDH vece od 300, SGOT-a
vece od 24, CA vece od 2,3, ukupni proteini veéi od 66,1 g/L, albumini manji od 40 g/L,
a, globulini manji od 5,9 g/L, B globulini visi od 7,3 g/L, y globulini viSi od 9 g/L, a
vrijednosti IgG vece od 10 g/L te IgM vece od 0,91 g/L.

5.1. TEORIJA ,ZACARANOG KRUGA®“ TE HIPOTEZA «SINGLE» | “MULTIPLIH”
PROGRAMIRANIH STOPOVA U NASTANKU TIPICNIH OBLIKA LEUKEMIJA |
LIMFOMA TE SUBAKUTNIH | SUBKRONICNIH LEUKEMIJA

Povijesno su se leukemijama nazivale bolesti kod kojih se klini¢ka slika prezentirala
tipicno s abnormalnim i ¢esto povecanim brojem bijelih krvnih stanica u perifernoj krvi,
nasuprot limfomima kod kojih je predominantna abnormalnost bila povecanje

limfatiénih  organa.**

Kod veéine bolesnika s leukemijskim oblikom kroni¢ne
limfoproliferativne bolesti radi se o kroni¢noj limfocitnoj leukemiji/limfomu malih stanica,
a u vecini slu¢ajeva ne KLL/MLL o leukemijskoj slici limfoma (uklju€ujuéi triholeukemiju)
ili prolimfocitnoj leukemiji. Medutim u malog broja bolesnika, ne moze se postaviti

definitivna dijagnoza (neklasificirana KLLPB).426

Zasto u jednom slucaju nastaju tipi¢ne slike akutnih i kroni¢nih leukemija te malignih
limfoma, a u drugom slu€aju razli€ite morfoloske i klinicke slike s razli€itim stupnjevima
infiltracije koStane srzi, periferne krvi i limfaticnih organa malignim limfati€nim
stanicama? Cak i B-KLL, obzirom na mutacijski status (mutirani i nemutirani IGV gen)
se moze podijeliti u dva prognosticki razliCita tipa. ZAP70 [70-kD zeta chain (TCR)-
associated protein] je vrlo jaki biljeg IGV mutacijskog statusa i snazan prognosticki
faktor. Prisustvo nemutiranog IGV gena udruzena je s izrazavanjem ZAP-70, koji je

snazan prediktor potrebe za terapijom u bolesnika s KLL-om.%3%+4%

Limfoproliferativhe bolesti nastaju zbog poremecaja diferencijacije limfaticnih stanica i
posljedi¢ne akumulacije dugo zivucih, funkcionalno inaktivnih neoplasti¢nih B-limfocita
zaustavljenih u G, fazi staniénog ciklusa.?*"*!? Poremeéaj diferencijacije nastaje rano u
kostanoj srzi, a tako ,,05te¢ene” stanice nastavljaju svoj proliferacijski i diferencijacijski

put u primarnim (kostanoj srzi) i sekundarnim limfatiénim organima (limfnim &vorovima,
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slezeni itd.) oponaSajuc¢i normalni put reaktivnih stanica do trenutka ,programiranog
stopa“, kada dolazi do akumulacije limfati€nih stanica zrelijeg ili nezrelijeg morfoloskog
izgleda. Obzirom na funkcionalnu inaktivhost stanica i kao posljedica
imunodeficijencije, nastaje zaCarani krug: podrazaj na koStanu srz da usmijerava
mati¢ne stanice u imunokompetentne stanice, koje se zbog poremecaja diferencijacije
ne mogu diferencirati u funkcionalno aktivne B i/ili T limfocite i zadovoljiti potraznju na
periferiji. Akumulacija patoloskih stanica u limfnim ¢&vorovima, koStanoj srzi ifili

perifernoj krvi dovodi do nastanka limfoproliferativnih bolesti (leukemija i limfoma).

Sto dovodi do poremecéaja diferencijacije i posljediénog nakupljanja patoloskih stanica?
Dokazivanje BCL2, BCL6 i IGV gena te njihovih produkta pojasnili su da malignomi koji
imaju ili nemaju mutirane gene, spadaju u razli€ite prognosticke grupe. Primjer su i
razliCite skupine DLBCL, klasificirane prema bioloSkim karakteristikama tumora
odredenim stupnjem B stani¢ne diferencijacije. Definirane su dvije skupine DLBCL,
skupina s prisutnom ekspresijom gena B stanica germinativnhog centra (germinal center
B-cell-like profile - GCB) i skupina s niskom ekspresijom gena B stanica germinativnog
centra i prisuthom ekspresijom gena normalno aktiviranin B stanica (activated B-cell-
like profile - ABC). Izmedu ove dvije skupine DLBCL postoji statitsticka znacja razlika u
prezivijenju.*”® Slijedi i u buduénosti otkrivanje, za svaki poremeéaj diferencijacije i
razli€¢ita mutacija gena (jedna ili viSe mutacija)? Da li su za razliCite morfoloSke i
klinicke slike odgovorne samo somatske mutacije gena? Prema trenutacno priznatoj
WHO klasifikaciji, neki slu¢ajevi leukemijskih oblika i lokaliziranih bolesti smatraju se
kao razliCiti aspekti jedne te iste bolesti (B-limfoblasti¢na leukemija/B-limfoblastiCni
limfom s jedne strane i B-kroni¢na limfocitna leukemija/B-limfocitni limfom malih stanica
s druge strane). Da li izmedu pojedinih odjeljaka tumorske mase igra ulogu i
povezanost adhezijskin molekula, kao vaznih faktora u raspodjeli tumorske mase.**’ Da
li su onda leukemije i limfomi jedna te ista bolest s razli¢itom kliniCkom manifestacijom
zbog razli¢ite distribucije tumorske mase u razli¢itim odjeljcima (limfoidnim organima,
koStanoj srzi i perifernoj krvi)? Da li je ispravnije razmiSljati da su to razli€ite bolesti,
nastale zbog poremecaja diferencijacije koja moze nastati na bilo kojem stupnju (na
jednom ili viSe mjesta), gdje razli¢ito mjesto “stopa” rezultira razli¢itom morfologijom,
razliCitim afinitetom prema akumulaciji u kostanoj srzi, perifernoj krvi i limfnom ¢voru
(uzimajuci u obzir i pitanje mikrookoliSa). Ovi slu€ajevi se ne bi smjeli uklju€ivati u iste
terapijske protokole s B-KLL. Buduée genske studije su garancija postavljanja precizne

prirode bolesti.**?

123



DIFERENCIJACIJSKI PUT B-LIMFOCITA

ALL KLL
. ’ O KLLPLL KLLAMC .
MATICHA
STAHICA

SKL

LIMFHI CVOR

Legenda: crna boja — ,single programirani stop“ na ranijem stadiju razvoja (tipiéna akutna limfatiéna
leukemija-ALL); svijetlo plava boja — ,single programirani stop“ takoder na ranijem stadiju razvoja (tipiéni
Ne Hodgkinov limfom-NHL); tamno plava boja — ,multipli programirani stopovi‘ na ranijem stupnju
razvoja (SAL- subakutna leukemija); zelena boja — ,single programirani stop“ na visokom stupnju
diferencijacije (tipiéna KLL); crvena boja — ,multipli programirani stopovi“ na viSem stupnju diferencijacije
(SKL- subkroni¢na leukemija); roza boja — ,single ili multipli programirani stopovi® na sredini
diferencijacijskog puta ( KLL/PLL, KLL/IMC)

Slika 31. Hipoteza «single» i multiplih” stopova u nastanku kroni¢nih limfoproliferativnih bolesti

Da li se hipotezom ,single” i “multiplih” stopova moze objasniti patogeneza tipi¢nih
leukemija i limfoma te razliCiti leukemijski oblici kroni¢nih limfoproliferativnih
bolesti?(slika 31)

Pretpostavka, ako “programirani stop” nastane na razli¢itim stupnjevima diferencijacije
(@i na jednom mjestu - “single”), relativno vecée limfatiChe stanice, krupnijih
inhomogenih AQNOR-a, s razli¢itom koli¢inom DNA koja je ili vec¢a ili manja od koli¢ine
DNA u stanicama u vrsku ili ve¢a od 4N (abnormalne mitoze) infiltriraju limfni &vor-

kliniéka slika malignog limfoma.

U slu€aju kada “stop” nastaje na visokom stupnju diferencijacije takoder na jednom
mjestu dolazi do akumulacije malih indolentnih limfocita (naivnih B-limfocita), sitnih
homogenih AgNOR-a od kojih vecina stanica sadrzi identi¢nu koli¢inu DNA s najveéim

postotkom stanica u vrsku — kliniéka slika tipiéne kroni€ne limfocitne leukemije.

Zaustavljena diferencijacija izmedu ova dva ekstrema (ha jednom i/ili viSe mjesta)
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dovodi do nakupljanja srednje velikih limfati¢nih stanica srednje velikih prstenastih
AgNOR-a koji imaju visoki migracijski potencijal i uzrok su limfocitozi, po
proliferativnosti izmedu limfatinih stanica s homogenih i onih s inhomogenim AgNOR-
ima, u obrnutoj korelaciji s brojem Gumprechtovih sjena (apoptotiCne stanice) -
klini€ka slika varijante kroni€ne limfocitne leukemije (PLL, KLL/PLL ili KLL/IMC).

Medutim, kako u onkogenezi limfati€¢nih stanica “programirani stop” nikad ne nastaje na
jednom mijestu ve¢ su moguca multipla oSte¢enja, jasno je kako izmedu ova tri tipi¢na
oblika postoje prelazi te u razliitim odjeljcima tumorske mase mogu koegzistirati
razliCite morfoloSke slike, razliCita proliferativna aktivhost, a samim time i razliCite

klinicke slike.

.Multipli stopovi” pomaknuti prema visokom stupnju diferencijacije dovode do
akumulacije dobro diferenciranih, indolentnih stanica u koStanoj srzi te proliferativnih

stanica s predilekcijom za limfni ¢vor — kliniéka slika subkroniénih leukemija (SKL).

.Multipli stopovi“ na ranijem stupnju diferencijacije rezultiraju akumulacijom
visokoproliferativnih stanica s predilekcijom za limfni ¢vor te indolentnijih stanica s

migracijskim potencijalom - kliniéka slika subakutnih leukemija (SAL).

Oba podtipa se mogu podijeliti u: TIP A — leukemijski oblik s >5x10°/L atipi¢nih
limfati€nih stanica u perifernoj krvi uz infiltraciju koStane srzi i limfnih ¢vorova i TIP B -
subleukemiéni oblik s nalazom ¢vorova, infiltracijom koStane srzi >40% ali manje od

5x10°%/L malignih stanica u perifernoj krvi.
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6.1. OBILJEZJA ISPITIVANIH BOLESNIKA S LEUKEMIJSKIM OBLICIMA

KRONICNIH LIMFOPROLIFERATIVNIH BOLESTI

Leukemijski oblici kroni€nih limfoproliferativnih bolesti javljaju se u srednjoj i
starijoj Zivotnoj dobi.

Najstariji bolesnici, koji su i najbrojniji, izdvajaju u skupini B-KLL+V, dok su
mladi bolesnici uglavnom s atipi€nijim oblicima KLLPB (skupina ne-(B-KLL+V).
Preko polovica bolesnika pri dijagnozi ima malu ukupnu tumorsku masu
(TTM<9), u L ili Il klini€kom stadiju po Binet-u , odnosno O, I ili Il kliniCkom stadiju
po Rai-u.

Podjednaka je Zivotna dob u oba spola, iako je bolest ¢eSée zastupliena u
muskaraca.

Stariji bolesnici sa slikom B-KLL+V imaju nize vrijednosti bilirubina, manje
limfne &vorove na vratu te duZe vrijeme udvostru¢enja tumorske mase (DTM).
Muskarci imaju vece vrijednosti hemoglobina, bilirubina, SGOT-a, kreatinina,
UZV vece vrijednosti slezene u mm, palpabilniju jetru ispod rebranog luka, veéi
postotak limfati¢nih stanica u vrhu (PIK-u) DNA histograma koStane srzi te
izduzenije jezgre limfati¢nih stanica u limfnom ¢voru.

Kod Zena su pravilnije jezgre limfatiCnih stanica u limfnom &voru te veci broj

prstenastih AQNOR-a u jezgrama limfati¢nih stanica koStane srZzi.

6.2. PROGNOSTICKI POKAZATELJI

U ukupnoj populaciji KLLPB klini¢ki pokazatelji boljeg ili loSijeg prezivljenja su
dob i spol; ranije primijenjena antitumorska terapija zbog KLLPB; duZina
perioda bez terapije; Klini¢ki stadij bolesti prema Binet-u i Rai-u; podtip KLLPB;
veli¢ina slezene; broj regija s povec¢anim ¢vorovima kao i veli¢ina ¢vorova u
preponama.

Anemija, retikulocitoza, leukocitoza, apsolutna limfocitoza te apsolutno
povecanje atipi¢nih limfocita pokazali su se kao hematoloski prognosticki
pokazatelji.

Vrijednost LDH, SGOT-a, kalcija, ukupnih hipoproteina, albumina, alfa, beta i
gama globulina, vrijednosti imunoglobulina IgG i IgM odreduju prognozu bolesti.
Celularitet koStane srzi, stupanj ukupne limfocitoze, tip infiltracije limfatiChim
stanicama u bioptatu kosti, prisustvo atipicnih oblika te zastupljenost

granulocitopoeze u mijelogramu morfoloSki su pokazatelji u koStanoj srzi boljeg
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ili loSijeg prezivljenja, dok su u razmazu periferne krvi prognosti¢ki ¢imbenici
atipi¢ne limfati¢ne stanice i Gumprechtove «sjene», te zastupljenost monocita i
granulocita u diferencijalnoj krvnoj slici.

Tumorska masa uzrokovana limfocitozom ili organomegalijom; ukupna
tumorska masa; faktori progresije tumorske mase kao Sto je DTL i DTM

prognosti¢ki su pokazatelji.

INOVATIVNI PRISTUP ANALIZI DIPLOIDNOG TIPA HISTOGRAMA TE
ZNACENJE NOVOOPISANIH TIPOVA REGIJE NUKLEOLARNE
ORGANIZACIJE U BOLESNIKA S KLLPB

Novi pokazatelji modificirane analize diploidnog tipa histograma (odredivanije
postotka stanica u vrSsku DNA histograma; postotka stanica koje sadrZze manju
i/ili vecu koli¢cinu DNA od stanica u vrhu) uz ve¢ standardne karakteristike DNA
histograma: postotak stanica u S-fazi stani¢nog ciklusa te postotak stanica s
viSe od 4N DNA) pokazali su se adekvatni za kineticku analizu metodom
staticke DNA citometrije.

Isto kao i novoopisani tipovi AQNOR-a: homogeni, inhomogeni i prstenasti
pokazali su statistiCki znacajnu korelaciju s osobinama DNA histograma i
morfometrijskim karakteristikama stanice i jezgre, kao i ulogu u prezivljenju, tipu
distribucije tumorske mase, bioloSkom ponaSanju tumorske bolesti te
morfoloSkim karakteristikama limfati€nih stanica u koStanoj srzi i perifernoj krvi.
Morfometrijske karakteristike cijele stanice i jezgre odreduju podtip KLLPB, a
samim time i prognhozu. BKLL+V je homogenija Sto se ti¢e morfoloSkih
karakteristika, a samim time i manji broj morfometrijskih karakteristika utjece na
prezivijenje.

Inhomogeni AgNOR-i brojem i veli€¢inom prognostiCki su loSiji pokazatelji od
prstenastih AQNOR-a. LoSiju ulogu u preZivljenju ima i ukupna povrsina i broj
AgNOR-a. Najbolje prezivijenje imaju bolesnici Cije limfatiCne stanice imaju
sitne, homogene AgNOR-e.

Pokazatelji bolje prognoze su i viSi postotak stanica u vrSku DNA histograma
(izuzetak umjereno sniZzen postotak u kostanoj srzi, ali ne ispod 28,2%), maniji
postotak stanica koje sadrze veéu koli¢inu DNA od stanica u vrsku, manji
postotak stanica u S-fazi stani¢nog ciklusa (iznimka koStana srz) te manji

postotak stanica koje sadrze veéu koli¢inu DNA od 4N.
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6.4. MEDUSOBNA POVEZANOSTI POKAZATELJA DOBIVENIH
KOMPJUTERSKOM ANALIZOM SLIKE

Medusobna usporedba pokazatelja dobivenih kompjuterskom analizom slike
pokazala je povezanost morfoloskih obiljezja, proliferacijskih karakteristika razli€itih
tipova AQNOR-a i hovoopisanih obiljeZja diploidnog tipa histograma te se stanice
na osnovu njih mogu podijeliti u:
nisko proliferativhe stanice imaju male homogene AgNOR-e te vecinu stanica u
vrSku DNA histograma
visoko proliferativne stanice su s inhomogenim AgNOR-ima, od kojih veéina
sadrzi koli¢inu DNA vecu od stanica od vrSku ili patoloSke mitoze (DNA>4N) ili
ih je vedi broj u S-fazi stani¢nog ciklusa

srednje proliferativhe sa srednje velikim prstenastim AQNOR-ima

6.5. RAZLICITI ODJELJCI TUMORSKE MASE

Morfometrijska, proliferacijska i kineticka obiljeZzja tumorskih stanica po prvi put su
analizirana i usporedivana u istog bolesnika u razli¢itim odjeljcima tumorske mase:
koStanoj srzi, perifernoj krvi i limfnim ¢vorovima. U ovim odjeljcima neoplasti¢ne stanice
se nalaze u razli¢itom mikrokoliSu. Dobiveni rezultati govore, bez obzira Sto se najvise
pokazatelja vezanih za prognozu nalazi u limfatiénim stanicama periferne krvi, kako
sam uzorak iz periferne krvi nije reprezentativan i dostatan za istraZivanja. Paralelna
analiza u razli¢itim odjelijcima tumorske mase, moZe jasnije ukazati na procese
nastanka, stabilnosti ili progresivnosti bolesti.
Analizirajuéi veli€¢inu stanica i njihovu proliferativnu aktivhost u razli¢itim
odjeljcima tumorske mase uoCena je pravilnost unutar ukupne populacije
KLLPB te podskupina B-KLL+V i tipi¢nih B-KLL-a. Dok se stanice u koStanoj
srzi i perifernoj krvi ne razlikuju bitno po veli€ini i proliferativnoj aktivnosti,
obrnuta je situacija ako se gleda periferna krv i limfni &vor. Nasuprot ocekivanju,
kako su male stanice mirnije, a vece proliferativnije, analiza je pokazala da su u
PK stanice najvece i najmirnije, za razliku od limfnog ¢vora gdje su najmanje i
najaktivnije.
Limfaticne stanice koje imaju afinitet prema akumulaciji u koStanoj srzi
(«oSteceni» naivni B-limfociti) u pravilu imaju malu proliferativnu aktivnost.
Stanice koje su «programirane» i imaju afinitet prema akumulaciji u limfne
¢vorove migriraju u limfne d¢vorove gdje se transformiraju do stupnja

sprogramiranog stopa“.
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Sama migracija stanica iz koStane srzi prema limfnim &vorovima te izmedu
limfnih ¢vorova se dogada u perifernoj krvi (mjeSavina stanica s nizom i viSom
proliferativnom aktivnosti). lzgleda kako periferna krv ima samo transportnu
ulogu.

Znatnija proliferativna aktivnost u koStanoj srzi prognosti¢ki je dobar znak, za
razliku od slabije proliferativne aktivnosti u koStanoj srzi koja dovodi do
akumulacije dugo zivucih, funkcionalno inaktivnin neoplasti¢nih B limfocita
zaustavljenih u Gq fazi stani¢nog ciklusa.

To dovodi do zaklju¢ka, kako je klonalni eksces B-stanica viSe uzrokovan

smanjenjem stani¢ne smrti nego povecéanjem stani¢ne proliferacije.

6.6. PROLIFERACIJSKO-KINETICKI INDEKS (PKI)

Na osnovu najreprezentativnijih pokazatelja AQNOR-a i DNA (vezanim za prezivljenje)
u razli¢itim odjelicima tumorske mase izraCunat je «score» za PKI, posebno za
cjelokupnu populaciju KLLPB, a posebno za B-KLL+V. StatistiCki znacajno bolju

prognozu imali su bolesnici s KLLPB kao i u grupi B-KLL+V kod je PKI bio manji od 4.

Od svih KLLPB naj¢esSc¢a je B-KLL. U ukupnoj populaciji i posebno predominantnoj
subpopulaciji B-KLL+V identificiran je niz Klinickih, hematoloskih, biokemijskih,
morfoloSkih te kinetickih prognostickin parametara. Kombinacijom inovativnih
proliferacijskih i kinetickih pokazatelja moguce je saciniti prognostic¢ki indeks s izrazito
visokom prognostickom snagom te tako potvrditi postavljenu hipotezu kako se i unutar
relativno nisko malignih neoplazmi kao Sto je KLLPB i njenih podskupina mogu izdvojiti

prognosticki loSije/bolje podskupine te predvidijeti tijek bolesti.

Iz prikazanih rezultata, inovativha analiza diploidnog tipa histograma te novoopisane
strukture AgNOR-a, mogu se upotrijebiti i za analizu proliferativnosti drugih
niskomalignih, diploidnih tumora (epitelnog, mezenhimnog ili drugog stani¢nog
podrijetla). Isto bi imalo za posljedicu unutar iste morfoloSke skupine i iste KliniCke
prezentacije razlikovanje razli¢itih podskupina u smislu klinickog ponasanja i utjecaja

na prezivljenje.
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Klinicka i morfoloSka slika leukemijskih oblika kroniénih limfoproliferativnih bolesti
(KLLPB) pokazuje znagajnu heterogenost. Zbog nepredvidivog tijeka, dosadasniji klinicki
stadiji i drugi pokazatelji nisu mogli izdvoijiti bolesnike visokog rizika za progresiju bolesti.
Zbog toga je cilj ovog rada bio nac¢i nove morfometrijske, proliferacijske i/ili kineticke
pokazatelje unutar razli€itih odjeljaka tumorske mase: koStane srzi (KS), periferne krvi
(PK) i limfnog &vora (LC) koji ée predvidjeti preZivljenje i progresiju bolesti sa svrhom
definiranja proliferacijsko kineti¢kog indeksa (PKI). Uz to, ocijeniti duzinom prezivljenja
dijagnosti¢ku i prognosti¢ku vrijednost pokazatelja koje karakteriziraju podtip bolesti,
klinicke stadije, tumorsku masu, vrijeme udvostru¢enja tumorske mase i broja limfocita u
ukupnoj populaciji KLLPB i njenim podskupinama. Na osnovu proliferacijskih i kineti¢kih
pokazatelja ocijeniti pokuSaj obrazlozenja podrijetla i distribucije malignih limfaticnih
stanica u razli¢itim Klinickim i morfoloSkim entitetima. Ispitanici, materijal i metode.
IstraZivanje je obuhvatilo 155 ispitanika dijagnosticiranih kao KLLPB. Ukupno je
analizirano 657 razmaza punktata KS (236), LC (146) i PK (275). Analiza je obuhvatila
morfometrijsku analizu, analizu osobina regije nukleolarne organizacije (AgNOR) te
statiCku DNA citometriju (ICM), ukupno 71895 stanica, na osobnom ra¢unalu “SFORM”
tvrtke VAMSTEC, Zagreb. Za statisticku obradu su koriStene univarijatne i bivarijatne
analize te Kaplan-Meierova metoda za analizu prezZivljenja (Statistika 7.1). Rezultati.
Prognosti¢ki su se pokazali brojni Kklini¢ki, hematoloski, biokemijski i imunofenotipski
pokazatelji, morfoloSke karakteristike diferencijalne krvne slike i koStane srzi, faktori
progresije bolesti te morfometrijski, proliferacijski i kineti¢ki pokazatelji. Postavljena je
teorija ,zacaranog kruga“ te hipoteza «single» i multiplih” «programiranih stopova» u
nastanku tipi¢nih oblika leukemija i limfoma te subakutnih i subkroni¢nih leukemija.
Poremecaj diferencijacije moze nastati na bilo kojem stupnju, a razli¢ito mjesto “stopa”
rezultira razli€¢itom morfologijom, razli€itim afinitetom prema akumulaciji u kostanoj srzi,
perifernoj krvi i limfnom ¢voru. Novi pokazatelji modificirane analize diploidnog tipa
histograma pokazali su se adekvatni za kinetiCku analizu metodom staticke DNA
citometrije. Isto kao i novoopisani tipovi AQNOR-a: homogeni, inhomogeni i prstenasti
pokazali su statistiCki znacajnu korelaciju s osobinama DNA histograma i
morfometrijskim karakteristikama stanice i jezgre, kao i ulogu u preZivljenju, tipu
distribucije tumorske mase, bioloSkom ponasSanju tumorske bolesti te morfoloSkim
karakteristikama limfaticnih stanica u koStanoj srzi i perifernoj krvi. Medusobnom
analizom morfometrijskih, proliferacijskih i kinetickih pokazatelja vidjelo se kako nisko
proliferativne stanice imaju male homogene AgNOR-e te vecinu stanica u vrSku DNA
histograma. Visoko proliferativhe stanice su s inhomogenim AgNOR-ima, od kojih

vecina sadrzi koli¢inu DNA vecéu od stanica od u vrSku ili patoloSke mitoze (DNA>4N) ili
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ih je veéi broj stanica u S-fazi stani€nog ciklusa. Negdje u sredini su srednje
proliferativne stanice s prstenastim AgNOR-ima. Analizom u razliitim odjeljcima
tumorske mase vidljivo je kako limfati€¢ne stanice koje imaju afinitet prema akumulaciji u
koStanoj srzi (,05teceni“ naivni B-limfociti) u pravilu imaju malu proliferativhu aktivnost
(najveci postotak stanica u vrsku G./G; faze). Stanice koje su ,programirane” i imaju
afinitet prema akumulaciji u limfne ¢&vorove, migriraju u limfne ¢&vorove gdje se
transformiraju do stupnja ,programiranog stopa“ (veéi broj ukupnih AgNOR-a, vecéa
povrsSina proliferativnijin, inhomogenih AgNOR-a i najmanji postotak stanica u G,/G;
fazi). Sama migracija stanica iz koStane srzi prema limfnim ¢vorovima te izmedu limfnih
¢vorova se dogada u perifernoj krvi (mjeSavina stanica s nizom i viSom proliferativnom
aktivnosti: viSi postotak stanica u S-fazi i istodobno u G,/G; fazi stani¢nog ciklusa kao i
prisustvo vecih stanica, ali manjih jezgara, s prstenastim AgNOR-ima intermedijalnog
stupnja proliferativnosti). lzgleda kako periferna krv ima samo transportnu ulogu.
Analizirajuci veliinu stanica i njihovu proliferativnu aktivnost u razli€itim odjeljcima
tumorske mase uocena je pravilnost unutar ukupne populacije KLLPB te podskupina B-
KLL+V i tipinih B-KLL-a. Dok se stanice u KS i PK ne razlikuju bitho po veli€ini i
proliferativnoj aktivnosti, obrnuta je situacija ako se gleda periferna krv i limfni ¢vor.
Nasuprot ocekivanju, kako su male stanice mirnije, a vece proliferativnije, analiza je
pokazala da su u PK stanice najvece i najmirnije, za razliku od limfnog ¢vora gdje su
najmanje i najaktivnije. Na osnovu najreprezentativnijin pokazatelja AgGNOR-a i DNA
(vezanim za preZivljenje) u razli¢itim odjeljcima tumorske mase izraCunat je ,score” za
PKI, posebno za cjelokupnu populaciju KLLPB, a posebno za B-KLL+V. Statisticki
znacajno bolju prognozu imali su bolesnici s KLLPB (p=0,00118) i u grupi B-KLL+V
(p=0,03589) kad je PKI bio manji od 4. Zakljuéak. Uzorak samo iz periferne krvi nije
reprezentativan i dostatan za istrazivanja progresivnosti ili stabilnosti bolesti.
Morfometrijska, proliferacijska i kineticka obiljezja tumorskih stanica, po prvi put
analizirana paralelno u razli¢itim odjeljcima tumorske mase, jasnije obiljeZavaju procese
Sirenja i progresivnosti bolesti. Morfometrijske karakteristike homogenih, inhomogenih i
prstenastih AQNOR-a te karakteristike diploidnog tipa histograma potvrdili su hipotezu
kako se i unutar relativno nisko malignih neoplazmi kao Sto je KLLPB i njene podskupine

mogu izdvojiti prognosti¢ki loSije/bolje podskupine te predvidjeti tijek bolesti.
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8. SUMMARY



The clinical and morphological picture of the leukemic types of chronic
lymphoproliferative disorders (CLLPD) shows considerable heterogeneity. Due to the
unpredictable course of the disease, the clinical stages and other parameters used to
date have been unable to identify patients at a high risk of disease progression.
Therefore, the aim of the study was to find new morphometric, proliferative and/or
kinetic parameters in different tumor mass compartments, i.e. bone marrow, peripheral
blood and lymph node, which would be able to predict survival and disease
progression, in order to define the proliferative kinetic index (PKI). In addition, the aim
was to evaluate, in terms of survival, the diagnostic and prognostic value of the
variables characterizing disease subtypes, clinical stages, tumor mass, time to tumor
mass doubling, and lymphocyte count in total CLLPD population and its subgroups.
Then, the proliferative and kinetic parameters were used in an attempt to assess the
origin and distribution of malignant lymphatic cells in various clinical and morphological
entities. Patients, materials and methods. The study included 155 patients diagnosed
with CLLPD. A total of 657 puncture smears of bone marrow (n=236), lymph nodes
(n=146) and peripheral blood (n=275) were analyzed. The analysis consisted of
morphometric studies, assessment of the nucleolar organization region (AgNOR)
characteristics, and image cytometry (ICM), performed in 71895 cells on a SFORM PC
(VAMSTEC, Zagreb). The univariate and bivariate analyses were used on statistical
data processing, and Kaplan-Meier method for the analysis of survival (Statistica 7.1).
Results. Prognostic potential was demonstrated for many clinical, hematological,
biochemical, immunophenotypic parameters, morphological characteristics of
differential blood count and bone marrow, factors of disease progression, and
morphometric, proliferative and kinetic parameters. The "single" and "multiple”
programmed stops in the development of typical forms of leukemias and lymphomas,
subacute and subchronic leukemias were hypothesized. Differentiation impairment may
occur at any stage, and different "stop” locations result in different morphology and
affinity to accumulation in bone marrow, peripheral blood and lymph nodes. The new
parameters of modified analysis of diploid histogram were found to be appropriate for
kinetic analysis by the method of image DNA cytometry. Also, the newly characterized
types of AgNOR points, homogeneous, inhomogeneous, and annular, yielded a
statistically significant correlation with DNA histogram properties and morphometric
characteristics of the cell and nucleus, and were additionally found to play a role in the
survival, type of tumor mass distribution, biological behavior of tumor disease, and
morphological characteristics of lymphatic cells in bone marrow and peripheral blood.

Correlation analysis of the morphometric, proliferative and kinetic characteristics
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revealed the low proliferative cells to possess small, homogeneous AgNOR, with the
majority of cells in the peak of DNA histogram. The high proliferative cells had
inhomogeneous AgNOR, mostly containing greater DNA amount than peak cells, or
pathologic mitoses (DNA >4N), or the majority of cells being in the S-phase of the cell
cycle. Cells with medium proliferative activity and annular AQNOR were in-between.
Analysis of different tumor mass compartments showed the lymphatic cells with affinity
to accumulation in bone marrow ("damaged" naive B-lymphocytes) to regularly exhibit
low proliferative activity (a lower percentage of cells in SFC and highest percentage of
cells in the peak of the Go/G; phase). The "programmed" cells with affinity to
accumulation in lymph nodes migrated to lymph nodes, where they transformed to the
stage of "programmed stop", exhibiting the characteristics of proliferative cells (an
increased number of AgNOR, larger more proliferative inhomogeous AgNOR and
lowest percentage of cells in the Go/G; phase). The migration of cells from bone
marrow to lymph nodes and between lymph nodes occurs in peripheral blood (a
mixture of cells with low and high proliferative activity: a higher proportion of cells in
SFC and at the same time in the Go/G; phase of the cell cycle). Analysis of cell size
and proliferative activity in different compartments of tumor mass revealed a regular
pattern within total CLLPD population, and in the subgroups of B-chronic lymphocytic
leukemia with variants (B-CLL+V) and typical B-chronic lymphocytic leukemia (B-CLL).
Whereas the cells in bone marrow and peripheral blood did not differ substantially
according to size and proliferative activity, an inverse pattern was observed between
peripheral blood and lymph node. As small cells are inactive and larger cells more
proliferative, the analysis quite unexpectedly showed the peripheral blood cells to be
largest and most inactive, in contrast to lymph node where the cells were smallest and
most active. Based on the most representative AQNOR and DNA characteristics
(related to survival) in various tumor mass compartments, the PKI score was calculated
for the CLLPD population as a whole and for B-CLL+V in separate. The CLLPD
(p=0,00118) and B-CLL+V (p=0,03589) patients had a statistically significantly better
prognosis when score of PKI was less than 4. Conclusion. Peripheral blood sample is
inadequate and not representative for the study of disease progression or stability. The
morphometric, proliferative and kinetic properties of tumor cells, now for the first time
analyzed simultaneously in different tumor mass compartments, provide better
assessment of the disease dissemination and progression. The morphometric
characteristics of homogeneous, inhomogeneous and annular AgNOR, and
characteristics of diploid histogram have confirmed the hypothesis that prognostically

unfavorable/favorable subgroups could be identified and the course of the disease
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predicted even within the groups of neoplasms of relatively low malignancy such as
CLLPD with subgroups.
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10. ZIVOTOPIS



Rodena 01. 11. 1953. godine u Sitnom-Kastela, udana, majka dvoje djece.

Zivi i radi u Zagrebu.

Edukacija i stru¢na aktivnost:

0

(0]
(0]
(0]

o

1972-1977, diplomirala na Medicinskom fakultetu SveuciliSta u Zagrebu
1977-1978, pripravnicki staz u Opcoj bolnici Sveti duh

1977/78, poslijediplomski studij iz Medicinske citologije

od 1978 radi u Laboratoriju za citologiju i hematologiju Klinike za unutarnje
bolesti KB «Merkur»

1980-1983, specijalizacija iz Medicinske citologije

1988, Voditelj Laboratorija za citologiju i hematologiju Klinike za unutarnje
bolesti KB «Merkur»

1986, magistrirala na temu: «MorfoloSka studija limfatiénih stanica u
citoloSkom razmazu u odnosu na histoloske klasifikacije malignih limfoma»
2007, primarijus, odlukom Povjerenstva za priznavanje naziva primarijus

Ministarstva zdravstva i socijalne skrbi Republike Hrvatske

Clanstvo u strukovnim udrugama:

(0]

kontinuirano od 1985. godine ¢lan Upravnog odbora Hrvatskog drustva za
klini€ku citologiju Hrvatskog lije¢ni¢kog

1985-1989 i 1989-1993 prva Tajnica Hrvatskog drustva za klini¢ku citologiju
Hrvatskog lije€¢ni¢kog zbora

¢lan Upravnog odbora Hrvatskog senoloSkog drustva HLZ za podrucje
citologije od 1999

¢lan Hrvatskog druStva za hematologiju i tranfuziologiju HLZ

od 2001, predsjednik Hrvatskog druStva za Kklinicku citologiju Hrvatskog
lije€nickog zbora

Nacionalni prestavnik u Cytopathology, ¢asopisu Europskog udruzenja
citologa, od 2005

Organizacija i sudjelovanje na stru¢nim i znanstvenim sastancima:

0

(0]

Domacdi i svjetski kongresi i simpoziji: aktivhi uesnik, pozvani predavac,
moderator okruglog stola, €lan ili predsjedatelj sekcijama

Pozvana predavanja ili «slide» seminari:

o 1.i2.i3. Hrvatski citoloski kongres, Zagreb 1995, 2000 i 2005

o 1.i2. Hrvatski senoloski kongres, Zagreb 2000 i Cavtat 2003
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o Internacionalni simpozij o Gaucheovoj bolesti, Zagreb, 2002
0 International Course on Thyroid Surgery s temom «Possibility of
cytologic classification of thyroid gland tumors»- Zagreb, 2002

o 3. Hrvatski kongres hematologije i transfuzijske medicine, Opatija 2003

o

7. i 9. Simpozij o spolno prenosivim bolestima i urogenitalnim
infekcijama, Opatija 2005 i 2007

14. Svjetski senoloski kongres, Zagreb, 2006

Medunarodna konferencija o HPV, Cavtat 2007

21. Europski kongres patologa, Instambul 2007

o O o o

33. Europski kongres citologa, Madrid 2007

lan internacionalnih znanstvenih odbora:
28. Europski citoloSki kongres, Antwerpen 2002

C

0

o 30. Europski citoloSki kongres, Atena, 2004
0 32. Europski citoloSki kongres, Venecija 2006
0

33. Europski citoloski kongres, Madrid 2007

Inicijator odrzavanja Internacionalnih znanstvenih simpozija klinicke
citologije «Jasna Ivié» pod pokroviteljstvom Akademije medicinskih znanosti
Hrvatske i Europskog udruzenja citoloSkih druStava, 2002

Predsjednik Hrvatskog drustva za klini¢ku citologiju HLZ, 2001-2005 i 2005-
Predsjednik 3. Hrvatskog kongresa klini¢ke citologije, Opatija 2005
Dopredsjednik lokalnog organizacijskog odbora 14. Svjetskog Senoloskog
kongresa, Zagreb 2006

Clan predsjednistva International Workshop on Human Papillomaviruses
and Consensus Recommendations for Cervical Cancer Prevention &
Colposcopy Training, Cavtat 2007

Clan predsjednistva 3" European Conference on head and neck oncology,
Zagreb 2008

Clan Organizacijskih odbora Simpozija o spolno prenosivim bolestima i

urogenitalnim infekcijama od 2004-2008

Nastavne i struéne aktivnosti:

0 dodiplomska nastava izbornog predmeta «Uvod u citodijagnostiku» na

Medicinskom fakultetu SveuciliSta u Zagrebu
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o O o o

(0]

(0]

poslijediplomska nastava na viSe stru¢nih poslijediplomskih studija u nastavi

hematoloSke i gastroenteroloSke citologije te primjene novih tehnologija

(Klini¢ka citologija, Infektologija i Pedijatrija)

nastava na znanstvenim poslijediplomskim studijima «Medicinske znanosti»

na kolegiju «Sindrom kroni¢ne limfocitne leukemije» te «Embriogeneza i

kancerogeneza»

predavac na teCajevima trajnog usavrsavanja

organizacija i izobrazba citotehnologa

glavni mentor specijalizantima iz Medicinske/Klini¢ke citologije

mentor specijalizantima iz hematoloske i gastroenteroloSke citologije te

primjene novih tehnologija

sudjelovala u izradi postoje¢eg programa specijalizacije iz Klini¢ke citologije,

programa Poslijediplomskog studija iz Klinicke citologije na Medicinskom

fakultetu SveuciliSta u Zagrebu te programa trajnog usavrSavanja

citotehnologa

voditelj Te€aja trajne edukacije citotehnologa koji organizira Ministarstvo

zdravstva i socijalne skrbi i Hrvatsko drustvo za klini¢ku citologiju Hrvatskog

lije€ni¢kog zbora od 2008

Predsjednik Povjerenstva za citologiju pri Ministarstvu zdravstva RH 2001-

2003

Clan vise Povjerenstava pri Ministarstvu zdravstva RH:

o Povjerenstva za rak dojke (izrada Smjernica za dijagnozu, lijecenje i
praéenje Zena oboljelih od raka dojke) 2002-2004

o Povjerenstva za medicinsko laboratorijske inzenjere (donoSenje plana i
programa Skolovanja citotehnologa) 2003

o0 Povjerenstva za izradu struéno - medicinske podloge za donoSenje
Pravilnika o utvrdivanju uvjeta u pogledu prostora, opreme i djelatnika
za obavljanje zdravstvene djelatnosti 2002-2004

0 Povjerenstva za Klinicke morfoloSke struke -izrada novog programa
specijalizacije 2003-2008

Znanstveni rad:

1987, izbor u zvanje znanstveni asistent
autor i koautor 266 radova, kongresnih priopcenja i nastavnih tekstova
0 U CC (Current Contents) 19 radova i 34 kongresna sazetka

0 u ostalim indeksiranim ¢asopisima 17 radova i 70 kongresnih sazetaka
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Prilog 1. Image analiza u bolesnika s B-KLL+V (KLL/IMC): I-koStana srz (a-morfometrija, b-
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Prilog 2. Image analiza u bolesnika s B-KLL+V(KLL/PLL): |- koStana srz (a-morfometrija, b-
AgNOR, c-DNA); Il-slezena (a-morfometrija, b-AgNOR, c-DNA); lll-periferna krv (a-
morfometrija, b-AgNOR, c-DNA)
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Prilog 3. Image analiza u bolesnika s B-KLL: I-koStana srz (a-morfometrija, b-AgNOR, c-DNA);
[I-limfni évor (a-morfometrija, b-AgNOR, c-DNA); lll-periferna krv (a-morfometrija, b-AgNOR, c-

DNA)
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