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Predgovor

OSVRT NA POVIJEST KLINICKE BOLNICE MERKUR I RAZVO]
KLINICKE CITOLOGIJE U KLINICKOJ BOLNICI MERKUR

ZELJKO VIDAS

Klinicka bolnica Merkur, Zagreb, Hrvatska

0d 1930., kada je po¢eo radom Merkurov sanatorij,
do danasnjih dana nemoguce je bilo $to napisati o
radu KB Merkur a da se ne naglasi nesebican rad,
humana i znanstvena dostignuca koja su postignu-
li zaposlenici ove bolnice. Dobri meduljudski od-
nosi, ljubaznost i susretljivost prema pacijentima
su utkani u temelje nasega rada.

Osnovano 1873. godine kao Hrvatsko trgovacko
drustvo Merkur, s glavnim ciljem poboljsanja eko-
nomsko-socijalnog poloZaja trgovaca i obrtnika,
drustvo je od samog pocetka omogucavalo sko-
lovanje trgovackih naucnika, te radilo na budenju
nacionalne svijesti. U to doba drustvo Merkur je
bila jedina ustanova koja je u hrvatskim krajevima
trgovacko-obrtni¢kom stalezu pruzala strué¢nu na-
obrazbu i socijalnu skrb, koja se o¢itovala u pruza-
nju pomoci u slucaju bolesti i nezaposlenosti.

U sastavu drustva bila je trgovacka skola, knjizni-
ca, ¢itaonica, pjevacko-tamburaski zbor, organizi-
rali su tecajeve stranih jezika, a od 1898. izdaju i
vlastiti list, Merkurov vjesnik. Europska suradnja
je ve¢ tada bila naglasena, te drustvo suraduje sa
sli¢nim drustvima u Pragu, Bec¢u i Grazu.

Nedovoljni kapaciteti u Gradu Zagrebu i pove-
¢anje broja osiguranika doveli su 1924. godine do

Merkurov sanatorij je izraz vrlina nasih. On je dokument
medusobne ljubavi, samoprijegora i nesebicnog rada. On je
najjaci dokaz nase socijalne svijesti, on je goruca ZiZa
naseg humanog pregnuéa.

Merkurov vjesnik, studeni 1937.

inicijative za izgradnju sanatorija. Merkurov sana-
torij sluzbeno je otvoren 6. sije¢nja 1930. godine. U
svom sastavu imao je interni odjel sa 36 kreveta,
rentgen kabinet, mali priru¢ni laboratorij, pratece
sluzbe te prvu dijetetsku kuhinju u Zagrebu.

To posebno isticem jer je vidljivo od samih po-
¢etaka da ce se bududi razvoj bolnice temeljiti na
suradnji dijagnostike i klinike. Kasnijim razvojem
bolnice to je postala svakodnevna praksa, koja se
posebno istaknula suradnjom citologije, odnosno
citodijagnostike s hematologijom, ginekologijom i
endokrinologijom. Vecina radova koji su objavlje-
ni u ovom suplementu plod su upravo te suradnje.

Ponosni smo na nase citologe sto ove godine sla-
ve 55. godina citologije u KB Merkur, jer su se u
tom razdoblju uspjeli razviti u centar izvrsnosti
bez ¢ije citodijagnostike je nemoguce zamisliti mo-
derno lije¢enje nasih bolesnika. Danas nasi citolozi
zajedno s kolegama iz drugih ustanova sudjeluju
u organizaciji i radu domacih citoloskih udruzenja
i organizacija, ali su priznati i u europskim i svjet-
skim citoloskim organizacijama.

Posebno nas veseli $to sudjeluju u organizaciji me-
dunarodnih citoloskih skupova, kao pozvani pre-
davacdi ili kao predsjedatelji pojedinih sekcija, od-
nosno aktivni uc¢esnici medunarodnih kongresa.
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Rezultat je to neumornog rada i promisljanja za
dobro bolesnika. Zbog toga se na kraju ponovno
Zelim vratiti na Merkurov vjesnik iz 1937. koji u
nastavku kaZze: “I zbog toga svjesni Merkurasi, na-
rocito oni stari, sa ponosom gledaju u tu prelijepu
tekovinu, gledaju rad svoj, gledaju duge no¢i vije-
¢anja svojih, gledaju djelo koje je stvoreno vlastitim
sredstvima po vlastitoj inicijativi, po vlastitoj volji,
vlastitim moralnim i materijalnim Zrtvama svje-

snih Merkurasa. Gledaju djelo ¢asti, jer, u Merkuru
se radi za cast.”

I doista mnogi nasi stru¢njaci dobivali su i danas
dobivaju primamljive ponude za rad u drugim sre-
dinama ali veéina je to odbila, znajuci da je “teko-
vinu Merkura”, zasnovanu na ¢asti i samozatajnom
radu, baziranom na vlastitoj inicijativi, teSko napu-
stiti.

Sl. 1. Klinicka bolnica Merkur
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Predgovor

POGLED NA CITOLOGIJU KROZ NAOCALE KLINICARA

BRANIMIR JAKSIC

Klinicka bolnica Merkur, Klinika za unutarnje bolesti, Zavod za hematologiju

i Sveuciliste u Zagrebu, Medicinski fakultet, Zagreb, Hrvatska

Obljetnice su dobra prigoda da se ocijeni predeni put u proteklom razdoblju i da se procijeni kako bi se trebalo razvijati u budué-
nosti. Stoga sam sa zadovoljstvom prihvatio poziv organizatora da prikazem svoje stavove pod provokativnim naslovom ,Pogled
na citologiju kroz naocale klini¢ara“. Razlog za to je moja dugogodi$nja uska suradnja s klini¢kim citolozima za koju smatram da

je bila vrlo uspjesna te da nam moze pruziti putokaz kako dalje.

KAKAV JE ODNOS HEMATOLOGA -
SPECIJALISTA KLINICARA I CITOLOGA -
SPECIJALISTA DIJAGNOSTICARA?

Ako pogledamo polazista i korijene u proslosti,
onda su ne tako davno, ali svakako prije obljetnice
koju slavimo, oba profila predstavljala istu osobu.
Lije¢nici koji su se bavili hematologijom razvijali
su vlastitu dijagnostiku poremecaja krvotvornog
tkiva. Razvitak dijagnostickih i terapijskih tehnolo-
gija zahtijevao je sve vecu ekspertizu u svakom od
aspekata tako da je doslo do odvajanja u posebne
profile stru¢njaka do situacije kakvu imamo danas.
Danas se jasno radi o posebnim profilima stru¢nja-
ka. S jedne strane radi se o specijalistu klini¢aru (u
nasem slucaju hematologu), a s druge strane o spe-
cijalistu dijagnostic¢aru (u nasem slucaju citologu).
lako se radi o opéenitim razlikama izmedu klini-
Cara razli¢itih usmjerenja i dijagnosticara razlic¢itih
profila, na nasem je primjeru moguce prepoznati
sve temeljne razlike izmedu specijalista klini¢ara i
specijalista (cito)dijagnosticara (sl. 1). Struc¢njaci se
medusobno razlikuju po glavnom interesu te po-
sljedi¢no po opsegu djelovanja.

Glavni interes klini¢ara hematologa je hematolo$-
ki klinicki problem pa posljedi¢no klini¢ar koristi
razli¢ite metode i tehnike u definiranju i rjeSavanju
tog klini¢kog problema. Za definiranje problema
klini¢ar koristi i objedinjuje razli¢ite dijagnostic-
ke metode od klinickih, hematoloskih, morfolos-

kih (npr. citoloskih), imunoloskih, biokemijskih,
molekularnih, citogenetskih i sli¢cno, do metoda
oslikavanja (kao $to su UZV, rtg, CT, MRI), mikro-
bioloskih, elektrofizioloskih, endoskopskih, nu-
klearno-medicinskih metoda i sli¢no. Citologija, tj.
citodijagnostika je jedna od dijagnostickih metoda
¢iji se rezultati integriraju u dijagnostickom proce-
su hematoloskih bolesti (5to je na slici prikazano i
oznaceno posebno).

Klini¢ar za rjeSavanje klinickog problema koristi
razli¢ite terapijske metode npr. antineoplasticke,
antimikrobne, potporne itd., i na taj se dio klini¢-
kog procesa odnosi znatan dio djelovanja i eks-
pertize klini¢ara. Zajednicki je i za dijagnostiku i
za terapiju silni razvitak specijaliziranih tehnika i
znanja, koje zahtijevaju specijalizirane struc¢njake.
Stoga je danas klini¢ar koji je zaduZen za bolesnika
prisiljen sve ¢esce, gotovo uvijek, koristiti stru¢nja-
ke razli¢itih profila, a u¢inkovit klini¢ki proces sve
vise podrazumijeva timski rad visoko specijalizira-
nih stru¢njaka razlic¢itih profila.

S druge strane specijalist dijagnosti¢ar ima kao
glavni interes specificnu metodu ili tehniku. Ovu
tehniku primjenjuje u razli¢itim klinickim proble-
mima (strukama). Na slici su prikazani primjeri
razli¢itih klinickih struka u kojima sudjeluju spe-
cijalisti citodijagnosticari, a posebno je oznacena
hematologija, jer je ovaj prikaz pogled na citologiju
kroz naocale klini¢ara hematologa.
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Sl. 1. Porijeklo i danasnji odnos izmedu specijalista klinicara hematologa i specijalista dijagnosticara citologa. Vidi

objasnjenje u tekstu.

Slika pojednostavljeno prikazuje osnovne razlike
izmedu specijalista klini¢ara i specijalista djagno-
sti¢ara, njihovu nuznu povezanost, ali i vrlo veliku
sloZenost sustava u kojem se taj odnos dogada. Na-
ime, s jedne strane se pojedine dijagnosticke struke
dodatno specijaliziraju prema klinickim strukama
u kojima ucestvuju, a s druge strane se u ukupnoj
dijagnostici koriste rezultati razli¢itih metoda.
Zbog toga je na vise razina moguca, pa i potreb-
na koordinacija dijagnosti¢kog procesa, na primjer
skupine za definiranje tipa nozoloskog entiteta
[morfologija, imunologija (i proto¢na citometrija),
molekularna dijagnostika, citogenetika i sli¢no],
skupine za primjenu metoda oslikavanja (UZV, rtg,
CT, MR, PET i sli¢no).

RAZVITAK NOVIH DIJAGNOSTICKIH
POSTUPAKA, NASTANAK NOVIH SPE-
CIJALISTA DIJAGNOSTICARA. PRIMJER:
KLASIFIKACIJA AKUTNIH LEUKEMIJA

Razvitak temeljnih istrazivanja, bolje razumije-
vanje bioloskih zakonitosti i procesa u onkologiji
zajedno sa stalnim razvitkom dijagnostickih teh-
nologija dovodi do razvitka novih, sve vise spe-

6

cijaliziranih dijagnostickih postupaka. Na sl. 2.
prikazana je shema razvitka dijagnostike akutnih
leukemija s pribliZnim razdobljima kada je pojedi-
na dijagnostika prihvacena u rutinskom klinickom
radu za klasifikaciju akutnih leukemija.

Veé na prijelazu 19. u 20. stolje¢e mikroskopska
slika obojenog krvnog razmaza postaje rutinski
pregled i ostaje osnovna pretraga u minimalno
izmijenjenom obliku do danasnjeg dana (A) (1-4).
Dopuna citokemijskim pretragama (B) dovodi do
opée prihvacene FAB klasifikacije sedamdesetih
godina proslog stoljec¢a (5). Slijedilo je uvodenje
odredivanja imunofenotipa (C) te citogenetike (D)
u rutinsku dijagnostiku sredinom osamdesetih
godina kao MIC (Morfologija-Imunofenotip-Cito-
genetika) pristup (6). Paralelno se razvijaju nove
tehnike imunofenotipizacije uz pomo¢ proto¢nog
citometra (7) te molekularne pretrage (E) (8), sto
uzrokuje dalju uzu specijalizaciju dijagnosticara,
sada viSe ne nuzno povezanih s klasi¢nom stani¢-
nom morfologijom. Prikazane metode/tehnike od
A do E temelj su sadasnjih klasifikacija akutnih
leukemija prema WHO (9-11). Ovaj je primjer oda-
bran jer zorno prikazuje sve vecu slozenost dijagno-
stickog procesa, a isti princip se moze prosiriti i na
ostale nozoloske entitete.



B. Jaksi¢. Pogled na citologiju kroz naocale klini¢ara
Acta Med Croatica, 65 (Supl. 1) (2011) 5-9

METODE KLASIFIKACIJE AKUTNIH LEUKEMUA

MOLEKULARNA

IMUNOFENOTIP

O
e
CITOGENETIKA = e
o
o

PYEY T CITOKENIAS S s S —

: ¥

MORFOLOGLA

£ R FAB
v 1976

MIC WHO
1985 2001

Rev WHO
2008

SL. 2. Prikaz razvitka osnovnih dijagnostickih metoda na primjeru akutnih leukemija. Vidi objasnjenje u tekstu.

DIJAGNOSTICKI POSTUPAK POSTAJE
SVE SLOZENIJI, POJAVLJUJU SE
MNOGOBROJNE ZAMKE

Na prikazanom primjeru je vidljivo da suvremena
Klasifikacija akutnih leukemija koristi kombinaciju
5 razli¢itih metoda. Na sl. 3. prikazani su mogu-
¢i meduodnosi izmedu dva parametra. Prikazan
je najcesci slucaj, a to je da se parametar A i pa-
rametar B preklapaju samo u jednom dijelu (A N
B), dok uz to ostaje jedan dio gdje je prisutan samo
parametar A idrugi dio u kojem prisutan samo pa-
rametar B. Zbog toga od ta dva parametra postoje
tri mogucénosti razli¢itih kategorija klasifikacije i to
pod uvjetom da se parametri kategoriziraju samo
kvalitativno (kao + ili kao -). Postavlja se klju¢no
pitanje: kako odrediti koji od parametara valja sma-
trati zlatnim standardom? To je vazno za validaciju
dijagnostike i posljedi¢no ukupnog klini¢kog pro-
cesa. Ako je zlatni standard, kao $to je prikazano
na lijevoj strani slike, pozitivan nalaz parametra
A, onda se postavlja pitanje kako klasificirati onaj

dio bolesnika koji imaju samo prisutnost pozitiv-
nog parametra B i obratno, prikazano na desnoj
strani slike. Jesu li u tom slucaju jedno ,klasi¢ni”
slucajevi, a drugo , varijante”, ili se radi o potpuno

Sl. 3. Broj moguéih kategorija iz meduodnosa dva para-
metra. Iz Vennovog dijagrama koji prikazuje Cest slucaj
odnosa izmedu 2 parametra, vidljivo je da je najveci
moguci broj kategorija tri. Vazno je, medutim, koja

je metoda (odnosno parametar) proglasena , zlatnim™
dijagnostickim standardom.
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jednakopravnim kategorijama, a u tom slucaju kla-
sifikacija postaje sloZenija. Jasno je da definiranje
zlatnog standarda ne smije biti arbitrarno, nego je
potrebno neovisno ocijeniti klinicku relevantnost.
Situacija se naravno dalje komplicira ako Zelimo u
sustav uvesti novi parametar. Broj teorijskih mo-
gucénosti eksponencijalno raste i to i u slu¢aju da se
svaka od novo uvedenih metoda klasificira samo
binarno (kao + ili kao -). Ako se za klasifikaciju ko-
riste dodatne kvantitativne/kvalitativne gradacije
pojedinog parametra, mozemo ocekivati i daleko
vedi broj kategorija.

Na sl. 4 prikazan je teorijski broj mogucih katego-
rija ako se za klasifikaciju koristi odredeni broj pa-
rametara. Prikazano je da se za WHO Kklasifikaciju
koristi 5 osnovnih parametara, pa je prema tome
teorijski minimum 31 kategorija. Kako klasifikaci-
ja za akutne leukemije predvida gotovo dvostru-
ki broj kategorija, jasno je da su neke od metoda
dodatno kategorizirane, cesto na temelju razlic¢ite
kvantitativne zastupljenosti, odnosno vrijednosti
parametara koji se koristi za klasifikaciju.

Ovaj je teorijski problem prikazan da pomogne
razbiti ¢esto prisutnu iluziju da ¢ée se klinicka dija-

140
120
100
80
60
40

20

= BROJ PARAMETARA

gnostika pojednostaviti i olaksati ako se za klasifi-
kaciju uzme u obzir vise (novih) parametara.

Jasno je da ogromni broj mogucih teorijskih kate-
gorija nije moguce sustavno evaluirati u klini¢ckim
istrazivanjima. Taj broj i nije realan, jer su razlicite
kategorije u interakciji, pa se informacijski gledano
broj teorijskih kategorija moZe saZeti u manji broj
kategorija koje zadovoljavajudi prikazuju glavninu
dijagnosticki relevantnih informacija. Potrebno je,
medutim, na temelju klinickog istrazivanja pon-
derirati svaki pojedini nalaz (odnosno kategoriju),
ocjenjujuci njegovu to¢nost, preciznost, osjetljivost,
specifi¢nost, reproducibilnost itd., a uz to je bitna
i ocjena klini¢ke relevantnosti. Tek bi takav po-
stupak klinickim istraZivanjem dijagnostike omo-
gucio racionalnu dijagnostiku koja se temelji na
dokazima. Pri tome je nuzno evaluirati neovisnu
klinicku relevantnost pojedine metode, odnosno
neovisni doprinos dijagnosti¢kom procesu. Sto-
viSe, osim nuzno sloZenog klini¢kog istrazivanja
ovaj sustav postaje sve sloZeniji i u rutinskoj dija-
gnostici i zahtijeva dodatnu razinu ekspertize. Pri
tome je uobicajeno odrediti osnovnu hijerarhizaci-
ju primijenjenih metoda s obzirom na doprinos u
dijagnosti¢kom procesu.

WHO 2008 klasifikacija
AL = 38 entiteta
AML = 22 entiteta

E 5 6 7
® BROJ KATEGORUA

Sl. 4. Porast moguceg broja razlicitih kategorija u funkciji broja parametara. Iz Vennovog dijagrama vidi se teorijski
broj mogucih razlicitih kategorija koji proizlaze iz preklapanja 5 razlicitih parametara.

8
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KAKVA JE PRI TOME ULOGA
MORFOLOGIJE DANAS?

Morfologija je duboko ukorijenjena u nac¢in razmi-
8ljanja hematologa, ima prednosti, jer prepoznaje
»slike” (1 slika=1000 rijeci), integrira vrlo slozene
informacije reducirajuéi ih na prihvatljivi broj in-
formacija (tj. kategorija). Zbog toga jos uvijek pred-
stavlja temelj klasifikacije i temelj klinickom djelo-
vanju u hematologiji.

Morfolozi, medutim, moraju biti otvoreni novim,
nemorfoloskim informacijama, integrirati ih, a s
obzirom na njihovo odli¢no snalaZenje u vrlo slo-
Zenim situacijama, smatram da bi ¢ak trebali biti
predvodnici tog procesa.

POZITIVNA ISKUSTVA - KAKO DALJE ?

Nema dvojbe da je suvremeni dijagnosticki proces
daleko sloZzeniji od onog vremena kada se hemato-
logija pocela razvijati kao posebna struka, a kada je
osnovnu dijagnostiku kao i skrb za bolesnika obav-
ljala ista osoba. Nakon zajedni¢kog pocetka doslo
je do divergencije, razvile su se nove specijalizacije,
ali je za hematologiju kao struku bio potrebno odr-
Zati suradnju u obliku timskog rada.

Mi smo u KB Merkur od nasih uditelja naslijedili i
provodimo vrlo usku suradnju izmedu klinicara i
klini¢kih citologa. Smatram da je to odlican model
koji pokazuje niz dobrih strana.

Klini¢ki citolozi svakodnevno sudjeluju u radu
klini¢kog odjela, sudjeluju u planiranju i provode
dijagnosticke pretrage, rasporeduju uzorke dru-
gim dijagnostickim specijalistima. Bolje razumiju
probleme klini¢ara od vedine ostalih specijalista
dijagnosticara, ali i probleme drugih dijagnosticara
bolje od vecine klini¢ara. Medu sve viSe specijali-
ziranim dijagnosti¢arima vazna je suradnja i inte-
rakcija za u¢inkovito provodenje klini¢kog procesa
(a to se i dogada formalno ili neformalno). Ovu su-
radnju i interakciju treba pospjesiti, pa ¢ak i forma-
lizirati organizacijske okvire.

Smatram da je klini¢ki citolog odli¢an kandidat za
koordinatora onog dijela dijagnostickog postupka
koji ima za cilj definiranje nozoloskog entiteta, tj.
Klasifikaciju bolesti, te vjerujem da u buducénosti
valja i¢i u tom smjeru.
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55. GODINA KLINICKE CITOLOGIJE
U KB MERKUR - 55 RAZLOGA ZA OBLJETNICU

IKA KARDUM-SKELIN'?, INES KRIVAK BOLANCA! i MIA SUNJIC STAKOR!

IKlinicka bolnica Merkur, Zavod za klinicku citologiju i citogenetiku

i 2Sveuciliste u Zagrebu, Medicinski fakultet, Zagreb, Hrvatska

ZASTO 55. OBLJETNICA?

Godine 1955. pocinje citologka era prof. dr. sc. Inge
Crepinko u KB Merkur, u Zavodu za klini¢ku kemi-
ju ilaboratorijsku medicinu na ¢ijem je ¢elu tada bio
prof. dr. Ibrahim Ruzdi¢, medicinski biokemicar,
gdje je osnovan laboratorijsko-hematoloski odsjek.

Prva petica (55) za naSe ucitelje i osnivace: prof.
Crepinko, prvu voditeljicu citoloskog laboratorija
Interne klinike; klini¢are prof. dr. sc. Erika Haup-
tmanna, prof. dr. sc. Zvonimira Singera, prof. dr.
sc. Svebora Cerleka i prof. dr. Zdenka Skrabala (za-
sluzne za osnivanje citoloskih laboratorija).

Druga petica (55) za njihove kasnije neposredne
suradnike (prim. dr. sc. Hrvoja Harambas$ica, prof.
dr. sc. Maru Dominis, dr. Purdicu Sips i prim. dr.
sc. Zvonimira Papica), koji uz brigu oko svakod-
nevne rutinske citodijagnostike, uvode nove teh-
nologije; od samog pocetka sudjeluju u osnivanju
i djelovanju Europskog drustva klinickih citologa,
osnivanju Sekcije za citologiju i citodijagnostiku
(prva predsjednica prof. Crepinko), poslijediplom-
skog studija iz klinicke citologije na Medicinskom
fakultetu (MEF) u Zagrebu (prvi voditelj prof. dr.
Erik Hauptmann), organizirane edukacije citoteh-
nologa (prof. Crepinko) te samostalne specijaliza-
cije iz medicinske/klinicke citologije. U citoloskim
djelatnostima KB-a Merkur zapoceli su svoje prve
citoloske korake ili proveli dio svoga radnog vijeka
prim. dr. sc. Vida Jakasa (Klinika za tumore KB-a
Sestre milosrdnice, Zagreb); prof. Dominis, mr. sc.
Sonja Dzebro i dr. sc. Ana Borovecki (Klinicki za-

Citolozi KB Merkur su sanjali i
dosanjali , raskos™ od citologije

vod za patologiju i citologiju KB Merkur); dr. Mag-
dolna Bollman (Bonn, Njemacka); mr. sc. Sanja Ban
Basti¢ (Privatna ordinacija Moderna dijagnostika,
Zagreb); dr. sc. Bozica Vrabec-Branica (Jordanovac,
KBC Zagreb); mr. sc. Iris Fabijani¢, dr. sc. Koraljka
Gjadrov Kuvezdi¢ (KBC Zagreb) i dr. Andelka Do-
minis (Zadar).

Danas njihovi nasljednici sudjeluju u vodstvu Hr-
vatskog drustva za klinicku citologiju HLZ (pred-
sjednica od 2001. doc. dr. sc. Kardum-Skelin, tajni-
ca dr. Jeli¢ Puskari¢ od 2009.); osnivanju Hrvatske
udruge citotehnologa (prva predsjednica Veronika
Anic); koordiniranju edukacije citologa/citopato-
loga (doc. Kardum-Skelin) i citotehnologa (Veroni-
ka Ani¢) u sklopu European Federation of Cytology
Societies.

Medu glavnim su inicijatorima i organizatorima
buduceg Europskog citoloskog kongresa u Cavtatu
2012. godine: po¢asna predsjednica prof. Crepinko;
ko-predsjednica doc. Kardum-Skelin i tajnica dr.
Biljana Jeli¢ Puskarié¢. Djelatnici Zavoda za klini¢-
ku citologiju i citogenetiku KB Merkur uvodili su i
dalje uvode nove tehnologije u dijagnostiku: cilja-
nu punkciju pod kontrolom ultrazvuka povrsnih i
intraabdominalnih organa; stereotakticku punkciju
dojke; telecitologiju i kompjutersku analizu slike;
suvremenu obradu povecanog limfnog ¢vora iz ci-
toloskog uzorka (imunocitokemiju, fenotipizaciju,
citogenetsku i molekularnu analizu); transplanta-
cijsku citologiju (doc. Kardum-Skelin, dr. Dunja
Susterié, dr. Biljana Jeli¢ Pugkari¢); imunocitoke-
miju u ginekolosku citologiju (mr. sc. Ines Krivak
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Bolanca); nastavljaju s citogenetikom (mr. sc. Kar-
mela Sentija i dr. Suzana Kataleni¢ Simon) gdje je
stao prof. Singer (pionir prenatalne citogenetike,
naro¢ito placentocenteze); s ciljanom punkcijom
Stitnjace i citoloSkom obradom muskih gonada, na-
rocito kod muske neplodnosti, gdje je stao dr. sc.
Zvonimir Papi¢ (dr. Mia Sunji¢ Stakor). Sukreato-
ri su sustavne edukacije svih profila ukljucenih u
klini¢ku citologiju u RH: doc. Kardum-Skelin - vo-
diteljica poslijediplomskog studija iz klini¢ke cito-
logije; predsjednica povjerenstva za izradu novog
programa specijalizacije iz citologije; voditeljica te-
c¢aja trajne edukacije citotehnologa pri Ministarstvu
zdravstva i socijalne skrbi RH. Aktivno suraduju u
timskom radu s drugim dijagnostickim strukama
i klini¢arima objavljuju¢i zajednicke radove, su-
stavno vode brige o stru¢nom i znanstvenom radu
djelatnika, a u tijeku je izrada doktorskih diserta-
cija (mr. sc. Ines Krivak Bolané¢a i mr. sc. Karmela
Sentija) i pohadanje doktorskog studija na MEF-u u
Zagrebu (dr. Biljana Jeli¢ Puskaric).

Odrasli uz svoje bazi¢ne klini¢are interniste (doc.
Tka Kardum-Skelin, dr. Dunja Suster¢ié, dr. Biljana
Jeli¢ Puskarié, dr. Marina Pazur, citotehnolozi Bi-
serka Krizaj, ing. med. lab. dijagn., Katarina Pari-
gros, Veronika Ani¢, Gordana Knezevic¢ te pomo¢-
na djelatnica Katarina Hrgovi¢), ginekologe (mr.
sc. Ines Krivak Bolanc¢a, mr. sc. Karmela éentija,
dr. Suzana Kataleni¢ Simon i citotehnolozi Emilija
DPordijevski, bacc. med. lab. dijagn., Ljiljana Ga-
vranovié, Sanja Rakek Novak, Marijana Baburi¢ i
Viktorija Svencbir, bacc. med. lab. dijagn., admi-
nistratorica Ksenija Bagari¢ i pomoc¢na djelatnica
Danica Burusi¢) i endokrinologe (dr. Sunji¢ Stakor
i citotehnolog SiniSa Vlahovié, bacc. med. lab. di-
jagn.) nakon 55 godina, pocinju zajedno u sklopu
Zavoda za klinicku citologiju i citogenetiku (procelni-
ca doc. Kardum-Skelin, zamjenica mr. sc. Ines Kri-
vak Bolanca i glavni citotehnolog Sinisa Vlahovié,
bacc. med. lab. dijagn.) s tri jedinice (Jedinica za
hematolosku i ostalu aspiracijsku te neginekolos-
ku eksfolijacijsku citologiju i citogenetiku; Jedinica
za ginekologku citologiju i citogenetiku te Jedinica
za endokrinolo$ku citologiju i andrologiju).

12

KOJI SU 55 RAZLOGA ZA OBLJETNICU?

To su sljedec¢ih 55 slova - VOLIMO NAS ZAVOD
ZA KLINICKU CITOLOGIJU I CITOGENETIKU
KB MERKUR - gdje svako slovo ima znacenje: uci-
telji, osnivacii druga generacija njihovih nasljedni-
ka; pretrage koje se rade (nativna citologija, citoke-
mija, imunocitokemija, citogenetika, istrazivanje);
osobine koje mora posjedovati svaki ¢lan kao sto
su: odgovornost, inovativnost, operativnost, od-
luénost, iskrenost, upornost, ustrajnost, radisnost,
lijlepe ideje i umijede; uz razumijevanje uprave;
suradnju i sudjelovanje u timskom radu s interni-
stima, otorinolaringolozima, ginekolozima, endo-
krinolozima, radiolozima te ostalim klini¢arima i
dijagnostic¢arima.

Prof. dr. sc. Philippe Vielh (generalni tajnik European
Federation of Cytology Societies) u posjetu KB Merkur
prilikom Svjetskog senoloskog kongresa odrZanog u
Zagrebu 2006. godine
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Organizatori i pokrovitelji Simpozija: dr. sc. Zeljko Vidas, ravnatelj KB Merkur, akademik Zeljko Reiner, predsjednik
Akademije medicinskih znanosti Hrvatske i ravnatelj Klinickog bolnickog centra Zagreb, doc. dr. sc. Ika Kardum-Skelin,
procelnica Zavoda za klinicku citologiju i citogenetiku KB Merkur i predsjednica Hrvatskog drustva za klinicku
citologiju HLZ, prim. dr. Hrvoje Minigo, predsjednik Hrvatske lijecnicke komore

Uzvanici i ucesnici Simpozija

Djelatnici Zavoda za klinicku citologiju i citogenetiku
KB Merkur
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50 GODINA LABORATORIJA ZA GINEKOLOSKU
CITOLOGIJU I KLINICKU GENETIKU

EMILIJA PORPIJEVSKI i INES KRIVAK BOLANCA

Klinicka bolnica Merkur, Zavod za klinicku citologiju i citogenetiku,

Jedinica za ginekolosku citologiju i citogenetiku, Zagreb, Hrvatska

Jos davne 1964. g. odrZan je prvi preliminarni sa-
stanak citologa tadasnje Jugoslavije u Ljubljani, na
kojem je bila tema stanje citodijagnostike u nasoj
zemlji i ukazana je potreba organiziranog i koor-
diniranog rada nove struke - citologije. Osnovane
su tada sekcije citologa koje su kasnije formirale
UdruZenje citologa Jugoslavije. Citolozi su tada
mogli organizirano stvarati program rada koji je
obuhvacao stru¢ni rad, edukaciju kadrova te pro-
girenje citodijagnostickih metoda. Omogucena je i
edukacija tehnickog kadra i citologa. Te je iste go-
dine, nakon zavrsetka specijalizacije iz ginekologi-
je dr. Zvonimir Singer osnovao laboratorij i po¢eo
se u pocetku baviti samo citologijom, a kasnije i
medicinskom genetikom (sl. 1). U pocetku se sva
tehnicka obrada uzetih razmaza obavljala u citolo$-
ko-hematoloskom laboratoriju Interne klinike pod
vodstvom dr. Inge Crepinko, koji je funkcionirao
veé pet godina. Tijekom godina kolege su poceli
uvazavati rad dr. Singera te je zbog povecanja op-
sega rada osnovan Laboratorij za eksfolijativnu gi-
nekolosku citologiju pri Ginekolosko porodajnom
odjelu bolnice.

Dr. Singer se educirao u klinikama Europe, i 1978.
g. polozio ispit iz citopatologije u Be¢u pred Inter-
nacionalnim odborom za citopatologiju te postaje
redovni ¢lan Internacionalne akademije za citopa-
tologiju s pravom pisanja FIAC iza imena. Godinu
dana nakon toga i Odsjek za citologiju i klinicku
genetiku ¢iji je voditelj prof. dr. Z. Singer dobiva
status pridruzenog laboratorija Internacionalne
akademije za citologiju (International Academy of

Cytology Board for Laboratory Certification).

Usporedo s djelovanjem prvih citologa, 1968. g. or-
ganiziran je i prvi te¢aj za citotehnicare - skrinere,
pod pokroviteljstvom Lige za borbu protiv raka.

Sl. 1. Prof. dr. Zvonimir Singer

Od tada se s malim prekidima provodi edukacija
sve do danas, a na$ laboratorij je bio mjesto na ko-
jem su mnogi tehni¢ari i medicinske sestre obavlja-
li prakti¢ni dio programa edukacije.

Tijekom rada i razvoja nailazili smo na niz potesko-
¢a, koje su se pokusavale rijesiti uvodenjem novih
metoda bojanja, citokemijskim reakcijama, a i po-
¢elo se sa citogenetikom. Tesko se dolazilo do lite-
rature na nasem jeziku, stoga je dobro dosla ideja
da se napise praktikum kako bi na jednostavan i
pristupacan nacin ukazali na potrebne tehnicke i
teorijske momente s podrucja ginekoloske citologi-
je. Vrlo brzo nakon osnutka laboratorija dr. Singer
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je uz pomo¢ suradnika izdao priruc¢nik za gineko-
logku citologiju koji je u prosirenom obliku dozivio
drugo izdanje 19%4. g.

U radu se ukazala potreba za dijagnostickim poma-
galom u slucajevima hormonalne poremetnje, po-
remecene trudnoce i ranog otkrivanja karcinoma.

Dolaskom dr. Purdice Sips uz rano otkrivanje kar-
cinomskih promjena pocela se obracati pozornost
hormonalnoj citologiji. Doktorica Sips je sudjelova-
la u opisivanju povrsnih i intermedijarnih stanica,
opisivala je hormonalne poremecaje u trudnodi te
obavljala svakodnevnu rutinu u ranoj dijagnosti-
ci karcinoma. Mnogo truda ulozila je u edukaciju
mladih kadrova, narocito skrinera.

Osim bojanja po Papanicolaouu za hormonalnu
dijagnostiku i otkrivanje raka, uveli smo metodu
bojanja po Kittrichu (bojanje s nil-blau-sulfatom)
za dokazivanje prisustva elemenata amnijske te-
kuédine u vaginalnim razmazima. Za dokazivanje i
otkrivanje uzro¢nika upale uporabom fazno-kon-
trastnog mikroskopa uveli smo ocitavanje stupnja
¢istoce vaginalnog iscjetka kao sastavnog dijela
ginekoloskog pregleda. Istim mikroskopom se po
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Sl. 2. Kariogram trisomija 21 (Sy. Down )
16

Barr-Bertramovoj metodi (bojanjem acet-orcein-
skom tehnikom) dokazivao spolni kromatin (test
Zenskosti).

Od genetskih metoda u pocetku su radene anali-
ze kromosoma iz kulture limfocita, mejoza testisa
i kariotipizacije koze i tkiva pobacenih zametaka.
Godine 1972. uvedena je metoda kultiviranja sta-
nica fetusa iz amnijske tekucine (rana amniocen-
teza). Kasnije se za potrebe Interne klinike pocelo
raditi i kariotipizaciju kostane srzi. Krajem 1986.
g. analizirane su stanice trofoblasta sto je kasnije
preslo u rutinski postupak za dijagnostiku kromo-
somskih abnormalnosti iz tkiva korionskih resica
(sl. 2). Zbog velikih potreba ginekoloske klinike za
prenatalnom dijagnostikom, koja se u meduvreme-
nu pocela provoditi na Klinici, nismo bili u mogu¢-
nosti dalje razvijati metode kariotipizacije kostane
srzi $to zbog zahtjevnosti metode a dijelom i zbog
nedostatka prostora i stru¢nih kadrova.

Prof. dr. Z. Singer, FIAC i dr. med. P. Sips (sl. 3.)
sada su u zasluZzenoj mirovini, a poslove u labora-
toriju obnose novi ljudi, zaljubljenici u citologiju
koji nastavljaju s uvodenjem novih suvremenih
metoda - uporabom imunocitokemijskog bojanja u
dijagnosti¢kim postupcima.

Sada laboratorij vodi dr. Ines Krivak Bolanca, koja
uz pomo¢ suradnika: dr. Karmele Sentije i dr. Su-
zane Kataleni¢ Simon, citotehnologa, gde Ljiljane
Gavranovié, Sanje Rakek Novak, Marijane Baburi¢,
te ostalog osoblja: Ksenije Bagari¢ i Danice Burusi¢
nastoje nastaviti dalje s radom uz uvodenje novih
metoda dijagnostike po zahtjevima vremena.

Sl. 3. Dr. Purdica Sips i prof. dr. Zvonimir Singer
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Uvodnik

ZASTO JE CITOLOGIJA STRUKA, A NE METODA?
DESET PRAVILA ZA USPJESNOST CITOLOSKE STRUKE

IKA KARDUM-SKELIN

Klinicka bolnica Merkur, Zavod za klinicku citologiju i citogenetiku i

Sveuciliste u Zagrebu, Medicinski fakultet, Zagreb, Hrvatska

Klinicka citologija je interdisciplinarna medicinska dijagnosti¢ka struka medicine, koja objedinjuje kliniku, laboratorijsku obradu,
analizu i zavrSno misljenje specijalista citologa. Neagresivna je, minimalno invazivna i jednostavna, kako za izvodenje, tako i
za bolesnika. Pruza brzu orijentaciju, a uz dodatne tehnologije na samim citoloSkim razmazima (citokemiju, imunocitokemiju -
analizu stani¢nih biljega, kompjutorsku analizu slike) ili sofisticirane metode koje koriste citolo$ki uzorak (proto¢nu citometriju,
molekularne i citogenetske analize) postaje vazna karika u dijagnozi, subtipizaciji i prognozi malignih tumora. Deset pravila za
uspjesSnost citoloske struke su: 1. Poznavati cijelu citologiju (biti opéi citolog); 2. Sudjelovati u svim fazama citoloSkog nalaza
od uzimanja uzoraka do pisanja izvijes¢a; 3. Poznavati dodatne tehnologije kako bi ih se moglo interpretirati i/ili ih racionalno
preporuditi u diskutabilnim slugajevima; 4. Cuvati dostojanstvo struke, jer svaka struka ima svoje prednosti, mane i ograni¢enja;
5. Ustrajati na kontroli procesa rada, kontroli kvalitete rada citologa i cijelog citoloskog tima; 6. Prenositi znanje mladima; 7. Po-
magati kolegama u diskutabilnim slu€ajevima bez obzira na izgubljeno vrijeme i naknadu, jer se samim time pomaze bolesniku i
samoj struci; 8. Izmjenjivati iskustva s kolegama drugih struka ¢ime se postize bolje medusobno razumijevanje; 9. Staviti interes

struke ispred osobnih interesa; 10. Voljeti citologiju.

Kljuéne rije¢i: klini¢ka citologija, edukacija, dodatne tehnologije, kontrola kvalitete

Adresa za dopisivanje: Doc. dr. sc. lka Kardum-Skelin, prim., dr. med.

Zavod za klinicku citologiju i citogenetiku

KB Merkur
10 000 Zagreb, Zajceva 19

Tel.: +385 1 2308 461, faks: +385 1 22 53 254

E-mail: ikardum@hi.t-com.hr

UvOD

Citologija kao morfoloska dijagnosti¢ka grana me-
dicine dijagnosticira bolesti na stani¢noj razini.
Primjenjuje se odmah u pocetku dijagnostickog po-
stupka, ¢ime se ¢esto moZze izbjeci sloZenije i agre-
sivnije, skuplje i za pacijenta neugodnije postup-
ke (1). Moze se ponavljati, jer ne ostavlja nikakve
trajne posljedice na analiziranom tkivu ili organu,
te je samim time prikladna za pracene premali-
gnih promjena i u¢inka lijecenja. Citodijagnostika
je danas nezaobilazna i nezamjenjiva u detekciji i
ranoj dijagnozi premalignih i malignih bolesti. U
ginekologiji, kao metoda probira, poznata kao po-
pularni «PAPA»> test, sluzi za otkrivanje pretklini¢-
kog karcinoma i njegovih predstadija (klini¢ki kar-

cinom otkriva ginekolog) te ima javnozdravstveno
znacenje. U obradi simptomatskih bolesnika ima
dijagnosticku vrijednost, jer ¢esto pruza definitiv-
nu dijagnozu (naro¢ito u kombinaciji s dopunskim
tehnologijama kao $to su imunofenotipizacija, mo-
lekularna i/ili citogenetska analiza), pri ¢emu $tedi
i vrijeme i novac (2).

Pogubno je citologiju proglasiti metodom i samim
time oduzeti joj status struke. Istina je da uz veé
etablirane metode kao $to je histopatologija, para-
lelna analiza citoloskog otiska poboljsava histopa-
tolosku analizu (narocito u sluc¢aju premalog uzor-
ka koji nije adekvatan za patohistolosku obradu) te
se logi¢no namece poznavanje citomofologije kao
metode u datim slu¢ajevima. Medutim, svodenjem
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citologije na metodu, gubi se jedan od njezinih vaz-
nih uéinaka - ukazivanje na potrebne kirurske za-
hvate i izbjegavanje nepotrebnih. Ako je koristimo
samo kao metodu i dalje éemo svaki povecéani ¢vor
(limfni ¢vor, ¢vor u dojci, Stitnjaci, intratorakalne i
intraabdominalne ¢vorove) odstranjivati $to zahti-
jeva kiruski zahvat, naj¢e$c¢e u hospitalnim uvijeti-
ma ili ée se morati koristiti biopsija $irokom iglom
(“core needle” biopsija). Biopsija Sirokom iglom je
ponekad prihvatljivija kad se citoloSkom punkci-
jom ne moze odrediti priroda bolesti (3). Biopsije
sirokom iglom su u odnosu na citoloske punkcije
tehnicki zahtjevnije i neugodnije za bolesnika, a ce-
sto s istim ili slicnim dijagnostickim uc¢inkom.

Treba posebno istaknuti da je citoloska punkcija,
naro¢ito kod imunokompromitiranih bolesnika
npr. HIV pozitivnih (engl. Human Immunodeficieny
Virus), manje rizi¢na od kirurskog zahvata, a sma-
njena je i rizi¢nost infekcije za osoblje koje obavlja
zahvat (4). Nazalost, jos se i danas ¢esto dogada da
se bolesnici s bezazlenom limfadenopatijom upu-
¢uju na kirursku ekstirpaciju i patohistolosku di-
jagnostiku kao prvu diferencijalno dijagnosticku
pretragu.

DESET PRAVILA ZA USPJESNOST
CITOLOGIJE KAO STRUKE

1. Poznavati cijelu citologiju (biti opci citolog)

Citolog mora biti op¢i citolog i mora biti upoznat
s citomorfoloskim karakteristikama svih organa i
svim upalnim, funkcionalnim i neoplasti¢nim pro-
mjenama u hematologiji, ginekologiji, gastroen-
terologiji, urologiji, pulmologiji, bolestima dojke,
Stitnjace, muskim reproduktivnim organima, pro-
mjenama u centralnom nervnom sitemu, kostima,
mekim tkivima itd. Za to je potrebna adekvatna
edukacija u adekvatnom razdoblju, kako se ne bi
svela na razinu informacije ili tecaja. Samim time
nece se do¢i u iskusenje da se kod punkcije pro-
mjena blizu kosti, krvne stanice (npr. megakario-
cite) zamijeni za sarkomske stanice. Isto tako, mo¢i
¢e usmjeriti prepoznavanje primarnog ishodista
metastatskih procesa u jetri, plu¢ima, ¢vorovima.
Ogranicavanjem citologije na kirusku citologiju
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dovelo bi do njene dezintegracije i cijepanja (jer
¢e veliki dio citologije ostati izvan djelokruga tako
educiranih stru¢njaka). Osiguravanjem dovoljnog
vremena za edukaciju iz citologije, neée se i¢i na
Stetu drugih programa, ako se citologiju shvati kao
struku, a ne kao metodu (5).

2. Sudjelovati u svim fazama citoloskog nalaza od
uzimanja uzoraka do pisanja izvjeséa

Tocnost citoloskog nalaza ovisi o: 1. vizualizaciji le-
zije za $to su zasluZzne slikovne metode (ultrazvuk -
UZV, rentgenoloske metode uklju¢ujuci i kompju-
teriziranu tomografiju - CT, magnetsku rezonanciju
-MR); 2. ciljanom uzimanju uzoraka (punkcije pod
kontrolom UZV, CT, MR) ili uzimanju briseva ili
punktata pri endoskopskim zahvatima (bronho-
skopija, gastroskopija, kolonoskopija, endoskop-
ska retrogradna kolangio-pankreatografija - ERCP,
endoskopska pretraga pod UZV - EUS); 3. adekvat-
no izvedenoj punkciji (idealno je da punkciju radi
citolog ili osoba koja vizualizira leziju ultrazvukom
ili endoskopom u suradniji s citologom); 4. isprav-
no ucinjenom razmazu (bez previse primjesa krvi,
bez ugrusaka, razmazan da se nakon bojenja moze
uoditi medusobni odnos stanica, kao i sve strukture
unutar stanice: citoplazma, vakuole, granule, jez-
gra, kromatin, jezgrice); 5. idealno obojenom raz-
mazu May-Griinwald Giemsom (aspiracijski uzor-
ci) ili neposredno fiksirani alkoholom i obojeni po
Papanicolaou (eksfolijacijski uzorci). U suspektnim
slucajevima, gdje ¢e biti potrebne dodatne tehno-
logije uzimaju se ili razmazi ili se punktat sprema
u posebne medije i dostavlja u specijalizirane labo-
ratorije za proto¢nu citometriju, molekularnu dija-
gnostiku, citogenetiku. Tek na kraju, prilikom cito-
logke analize, dolazi do izrazaja iskustvo citologa,
koje nije zanemarivo. Dobar citoloski nalaz je ishod
cjelovitog lanca postupaka, a on je ¢vrst koliko i
najslabija karika. Za adekvatnost dobivenog mate-
rijala izuzetno je vazno tko ga uzima. Ako ga uzima
citolog, zbog prirode lezije moZe biti neadekvatan
u 3-6% slucajeva (6), dok se taj udio krece do ¢ak
40%, ako ga uzimaju drugi (7). Vaznost sudjelova-
nja u cijelom procesu nalazimo u svim granama ci-
tologije (8,9). Definitivni citoloski nalaz sadrZzi opis
citoloske slike, zavrsno misljenje ako je nalaz defi-
nitivan, te preporuke za daljnju dijagnostiku ako se
i nakon svih dostupnih tehnologija samu prirodu
ili uzrok bolesti nije uspjelo identificirati (8).
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3. Poznavati dodatne tehnologije kako bi ih se

u diskutabilnim slucajevima

Primjenom dodatnih tehnologija kao: analiza
stani¢nih biljega (imunocitokemija i proto¢na ci-
tometrija) (10,11), kompjutorske analize slike
(morfometrija, staticka DNA citometrija) (12,13),
molekularnih (lan¢ana reakcija polimeraze - engl.
Polymerase Chain Reaction - PCR) (14) i citogenet-
skih tehnologija (konvencionalna i/ili FISH - engl.
Fluorescent In Situ Hybridization (15,16) na samim
citoloskim razmazima postaje vazan faktor u di-
jagnozi, subtipizaciji i prognozi malignih tumora.
Sve navedene tehnologije mogu koristiti uzorak
dobiven citoloSkom punkcijom i ovisno o klini¢koj
slici mogu se uzeti pri prvoj citoloskoj punkciji ili
naknadno nakon prve citoloske analize i sumnje na
maligni tumor.

4. Cuvati dostojanstvo struke, jer svaka struka
ima svoje prednosti, mane i ogranicenja

Svaka struka ima svoje prednosti i nedostatke. I hi-
stopatologija i citologija su subjektivne metode. Bi-
ologko ponasanje tumora (dobroc¢udni ili zlo¢udni)
ovisi o morfoloskom izgledu, stani¢nom podrijetlu,
stupnju diferenciranosti i proliferacijskom statusu.
Izmedu benignog tumora i dobro diferenciranog
zlo¢udnog tumora cesto postoji morfoloska slic-
nost te je ponekad tumore nemoguce razluciti (17).

Prvi primjer je ograni¢enje citologije u dijagnostici
odredenih tumora zbog njihove sli¢ne citomorfolo-
gije (folikularni adenom/karcinom &titnjace, papi-
lom/ dobro diferencirani papilarni karcinom urote-
la, karcinom in situ/invazivni karcinom dojke), a
kriterij je histoloska invazija. Druga stvar je pojam
citoloske atipije, gdje nemamo dovoljno morfolos-
kih kriterija da bismo neSto proglasili malignim.
U histopatologiji postoji pojam grani¢no malignih
tumora (engl. borderline) kada nema invazije, a po-
stoje drugi kriteriji maligniteta. Uspjeh ispravne di-
jagnoze ovisi o dva faktora: samoj leziji i osobama
(histopatologu ili citologu) koje interpretiraju na-
laz. Neovisnim mi$ljenjem citologa i histopatologa,
na pocetku dijagnostickog postupka (citologa) i
definitivno nakon potrebnog operativnog zahvata
(histopatologa), potvrduje se hipoteza da je bolje
imati dvije to¢ne, nego jednu neto¢nu dijagnozu.
Ako se dijagnoze ne slazu, potrebno je obje revidi-
rati ili upotrijebiti dodatne metode.

5. Ustrajati na kontroli procesa rada, kontroli kva-
litete rada citologa i cijelog citoloskog tima

Kontrola kvalitete i interna i eksterna su klju¢
uspjeha svake dijagnosticke struke pa tako i citolo-
gije. Unutar svake citoloske djelatnosti vrlo je vaz-
na unutrasnja i vanjska kontrola kvalitete, nadzor
i protokol kao dio dobre laboratorijske prakse. In-
terna kontrola kvalitete je integralni i sistemni proces
pracenja svih laboratorijskih funkcija koje osigura-
vaju kontinuiranu pouzdanost rezultata u skladu
s dogovorenim standardima. Uz odgovarajuce oso-
blje ona podrazumjeva: kontrolu skupljanja uzora-
ka, kontrolu pripreme preparata i bojenja, primarni
(selektivni) dvostruki probir, pregled prethodnog
citoloskog nalaza, kontrolu spremanja preparata i
nalaza, cito-histolosku korelaciju, klini¢ko-citolos-
ku korelaciju, konzultacije (diskusijski mikroskop).
Vanjska kontrola kvalitete - do sada nema formalne
sheme za struc¢no citolosko testiranje bilo koje vr-
ste. Najcesce je neformalna, na stru¢nim sastanci-
ma drustva i izmjenom preparata. Postoje redovi-
te sponzorirane vanjske procjene kvalitete rada iz
podrudja laboratorijske hematologije IEQAS (H);
ili imunotipizacije hematoloskih bolesti (engl. UK
NEQAS for Leukocyte Immunophenotyping).

6. Prenositi znanje mladima

Obrazovanje iz citologije podrazumijeva edukaciju
citotehnologa i edukaciju specijalizanata, buducih
citologa, te trajno usavr$avanje specijalista cito-
loga. Citotehnolozi su neizostavni dio citoloskog
tima, jako vaZan narocito u ginekoloskoj citologiji u
probiru na rak vrata maternice (Papa test), jer samo
suspektni i patoloski nalazi idu na daljnju analizu
specijalistu. Uklju¢ivanje neprimjereno skolovanih
kadrova u citolosku struku, bilo citotehnologa, bilo
citologa, moze dovesti do povecanja broja lazno
negativnih nalaza i neto¢nih dijagnoza, s obzirom
da ce se posljedice takve odluke vidjeti tek za 5, 10
ili vie godina, a odgovornost treba preuzeti mno-
go ranije.

7. Pomagati kolegama u diskutabilnim slucajevima
bez obzira na izgubljeno vrijeme i naknadu jer se
samim time pomaZe bolesniku i samoj struci

Iako u izradi citoloskih nalaza postoji hijerarhija od
citotehnologa, specijalizanata, mladih i starijih cito-
loga, ne bi se smio dogoditi presedan da citotehno-
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lozi ili mladi citolozi ne mogu dobiti pomo¢ starijih
ili iskusnijih stru¢njaka. U medicini je instituciona-
liziran pojam konzilija (medusobno savjetovanje
lije¢nika radi dogovora o dijagnozi i lije¢enju bo-
lesnika), citoloski konzilij mora biti dio naseg rada.
Posebno su u nezavidnoj situaciji kolege u manjim
centrima. Na srec¢u, danasnje komunikacije dozvo-
ljavaju dostupnost konzultacija na vise razina (di-
rektno dolaskom u vece centre ili telecitologijom
elektronickim medijima), za $to bi neposredni ru-
kovoditelji trebali imati vi§e razumijevanja.

8. Izmjenjivati iskustva s kolegama drugih struka
cime se postiZe bolje medusobno razumijevanje

Treba naglasiti kako je temelj za poznavanje, izvo-
denje i razumijevanje citoloskih vjestina dobro
poznavanje citomorfologije. Kako bi citolog mo-
gao izdavati nalaze razumljive i upotrebljive svim
ostalim klini¢arima, a i pacijentima, neophodno je
da poznaje klinicke manifestacije bolesti, kao i da
raspolaze svim relevantnim podacima o pacijentu,
sadasnjoj i ranijim bolestima. Isto zahtijeva blisku
suradnju citoloskog i klinickog odjela, odnosno
citologa, bolesnika i klini¢ara. Klini¢ki citolog ne
moze zadovoljavajuce funkcionirati bez tijesne su-
radnje sa klini¢arima (18). Misao velikog citologa
P. Lopeza Cardoza: “Tocnost citoloske dijagnoze
obrnuto je proporcionalna s kvadratom udaljeno-
sti izmedu klini¢ara i citologa” govori kako je kli-
nic¢ka citologija neraskidivo povezana s klinickim
strukama. To zahtijeva blisku suradnju citoloskog i
klinickog odjela, odnosno citologa, bolesnika i kli-
nicara (19). NiSta manje nije vazna i suradnja s osta-
lim dijagnosti¢kim strukama: histopatologijom kao
i laboratorijskom, molekularnom i citogenetskom
dijagnostikom (2).

9. Staviti interes struke ispred osobnih interesa

Citologija je mala struka. Nije lako biti specijalist
struke koja nije stereotipna i koja se ne uklapa u
veé ustaljene, poznate i tradicionalne specijalno-
sti. Veéina svoj Zivot posve posveti struci u koju
se vjeruje, nesebi¢no prenoseci znanje na sljedece
generacije. Neki pod teretom i pritiscima pokleknu
i nastoje i¢i linijom manjeg otpora na Stetu struke,
a u svrhu osobnih interesa.

10. Voljeti citologiju
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Citologija je vrlo zahtjevna struka za svakog cito-
loga. Zahtijeva minucioznost, strpljivost te fizicku
i psihicku spremnost. Minucioznost i strpljivost su
potrebne u skriniranju i traZenju patoloskih stanica
gdje se ¢esto na osnovi malog broja stanica ili vrlo
diskretnih promjena postavlja kona¢na dijagnoza.
Fizicka spremnost se ofituje u cjelodnevnom pri-
silnom poloZaju za mikroskopom pod umjetnim
svjetlom. Psihicka pribranost je neophodna kod vi-
soko rizi¢nih zahvata u svrhu dobivanja uzoraka
te donosenja teskih dijagnoza i odluka koje impli-
ciraju diferentne terapijske zahvate. Mnogi na ci-
tologiju gledaju kao na struku koja ima definirano
radno vrijeme, ¢esto slobodne vikende, u kojoj se
ne dezura! Oni koji se odluc¢uju za tu struku zbog
tih razloga se ili ne snadu u struci pa je napustaju
ili postaju nesretni. Drugi joj se posvete punim sr-
cem bez radnog vremena, ¢esto bez slobodnih vi-
kenda. Nas$a stakalca nitko nece pogledati umjesto
nas, nema dezurnih koji ¢e nastaviti zapoceti pro-
ces, sve 5to ostaje nerijeSeno doceka sljedece jutro,
kada svi s nestrpljenjem (i klinicari i bolesnici) gle-
daju u nas ¢ekajuci dijagnozu. Klini¢ari, da bi znali
dalje usmjeriti dijagnosticki ili terapijski postupak,
a bolesnici da bi u sretnijim okolnostima nastavili
planirati i sanjati svoje snove. Zato se ¢esto sjetimo
klini¢ara i citologa, , velikog” Lopez Cardoza koji je
rekao za citologiju , Love it or leave it“(1).
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SUMMARY

WHY IS CYTOLOGY A PROFESSION (BRANCH), NOT A METHOD?
TEN RULES FOR SUCCESS OF THE CYTOLOGY PROFESSION

I. KARDUM-SKELIN

Merkur University Hospital, Department of Clinical Cytology and Cytogenetics
and University of Zagreb, School of Medicine, Zagreb, Croatia

Clinical cytology is an interdisciplinary medical diagnostic profession that integrates clinical, laboratory and analytical fields
along with final cytologist’s expert opinion. Cytology involves nonaggressive, minimally invasive and simple for use procedures
that are fully acceptable for the patient. Cytology offers rapid orientation, while in combination with additional technologies on
cytologic smear analysis (cytochemistry, immunocytochemistry for cell marker analysis, computer image analysis) or sophisti-
cated methods on cytologic samples (flow cytometry, molecular and cytogenetic analysis) it plays a major role in the diagnosis,
subtyping and prognosis of malignant tumors. Ten rules for successful performance in cytology are as follows: 1) due knowledge
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of overall cytology (general cytologist); 2) inclusion in all stages of cytologic sample manipulation from sampling through reporting;
3) due knowledge of additional technologies to provide appropriate interpretation and/or rational advice in dubious cases;
4) to preserve dignity of the profession because every profession has its advantages, shortcomings and limitations; 5) to insist
on quality control of the performance, individual cytologists and cytology team; 6) knowledge transfer to young professionals;
7) assisting fellow professionals in dubious cases irrespective of the time needed and fee because it implies helping the patient
and the profession itself; 8) experience exchange with other related professionals to upgrade mutual understanding; 9) to prefer
the interest of the profession over one’s own interest; and 10) to love cytology.

Key words: clinical cytology, education, additional technologies, quality control
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ZNACENJE AKREDITACIJE KLINICKIH
LABORATORIJA U TRANSPLANTACIJSKOJ MEDICINI

ZLATA FLEGAR-MESTRIC'3, AIDA NAZOR!, SONJA PERKOV?,
BRANKA SURINA!, ZORAN SIFTAR!, IVAN OZVALD' i ZELJKO VIDAS?

Klinicka bolnica Merkur, 'Zavod za klinicku kemiju i laboratorijsku medicinu, 2Sluzba za urologiju
i 3Sveuciliste u Zagrebu, Farmaceutsko-biokemijski fakultet, Zagreb, Hrvatska

Uloga klini¢kog laboratorija u transplantacijskoj medicini vrlo je zna€ajna u postupku klini¢ke procjene statusa primatelja i dava-
telja prije transplantacije, u praéenju statusa bolesnika tijekom transplantacije organa, pra¢enju funkcije organa i optimiziranju
individualne terapije nakon transplantacije. U okviru KB Merkur provodi se transplantacija abdominalnih organa i krvotvornih ma-
tiénih stanica za koje se program op¢ih, specijalistickih i visokodiferentnih biokemijskih, hematoloskih, imunoloskih i koagula-
cijskih laboratorijskih pretraga velikim dijelom provodi u Zavodu za klini€ku kemiju i laboratorijsku medicinu KB Merkur, 2003. g.
certificiranom prema normi ISO 9001 i 2007.g., akreditiranom prema normi ISO 15189: Medicinski laboratoriji - Posebni zahtjevi
za kvalitetu i osposobljenost, za podrucja klinicke kemije, laboratorijske hematologije i koagulacije, laboratorijske imunologije-
imunofenotipizacije stanica i molekularne dijagnostike. U laboratorijskoj dijagnostici posebno se izdvaja intraoperacijsko pra-
¢enje biokemijskih parametara tijekom transplantacije jetre, mjerenjem pH i plinova u krvi, koncentracije ioniziranih elektrolita
(kalij, natrij, magnezij) i laktata. Uspje$nost transplantacijskog lije¢enja zahtijeva multidisciplinarni pristup i stalnu suradnju i od-
govornost brojnih klini€kih ali i laboratorijskih struka: imunologije, transfuziologije, patologije, medicinske biokemije i drugih. Po-
stignutim rezultatima i ¢lanstvom u Eurotransplantu hrvatska transplantacijska medicina dokazala je da ispunjava sve europske
kriterije kvalitete u ¢emu je akreditacija laboratorijske dijagnostike prema medunarodnim standardima dala nesumnjiv doprinos.

Kljuéne rijeci: akreditacija medicinskih laboratorija, mjeriteljska sljedivost, transplantacijska medicina, presadak, reakcija
odbacivanja
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Zavod za klinicku kemiju i laboratorijsku medicinu
Klinicka bolnica Merkur
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10000 Zagreb, Hrvatska
E-posta: zlata.mestri@gmail.com

UvOD

Medunarodna norma za uvodenje sustava uprav-
ljanja kvalitetom u medicinske laboratorije i njiho-
vu akreditaciju ISO 15189: Medicinski laboratoriji
- Posebni zahtjevi za kvalitetu i osposobljenost,
objavljena je 2003. godine, a namijenjena je medi-
cinskim laboratorijima koji obuhvacaju laboratorije
za bioloska, mikrobioloska, imunoloska, kemijska,
imunohematoloska, hematoloska, biofizikalna, ci-
toloska, patoloska i druga ispitivanja humanog
materijala u svrhu postavljanja dijagnoze, preven-
cije, pracenje tijeka lije¢enja bolesti ili za procjenu
zdravlja ljudi (1). Prema politici Medunarodne or-

ganizacije za klini¢ku kemiju i laboratorijsku medi-
cinu (The International Federation of Clinical Chemi-
stry and Laboratory Medicine - IFCC) osnovna svrha
akreditacije medicinskih laboratorija je rad prema
najvisim stru¢nim standardima Sto je u interesu pa-
cijenata i drustva u cjelini jer se odluke o dijagnozi,
prognozi i nacinu lijeenja vrlo ¢esto donose teme-
ljem laboratorijskih pretraga pri ¢emu svaki pogre-
$an rezultat moze imati vrlo teSke i nepopravljive
posljedice (2). Akreditacijom se uspostavlja povje-
renje u kvalitetu rezultata laboratorijskih pretraga
i stvaraju preduvjeti za medulaboratorijsku uspo-
redivost i prihvacanje laboratorijskih nalaza na
medunarodnoj razini.
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Razvoj transplantacijske medicine koja je danas dio
standardne zdravstvene skrbi, omogucio je ocu-
vanje zivota i zdravlja mnogih teskih bolesnika.
Mogucénost presadivanja organa i tkiva onim bole-
snicima kojima je to najpotrebnije u znacajnoj mjeri
ovisi o dobro reguliranoj medunarodnoj suradnji
u podrudju uzimanja, presadivanja i razmjene po-
trebnih organa i tkiva. U tu svrhu Hrvatska je 2007.
g. postala punopravna ¢lanica medunarodne orga-
nizacije za razmjenu organa Eurotransplant Inter-
national Foundation, www .eurotransplant.org (EIF).

Uloga klinickog laboratorija u transplantacijskoj
medicini vrlo je znacajna u postupku klinicke
procjene statusa primatelja i davatelja prije trans-
plantacije, u pracenju statusa bolesnika tijekom
transplantacije organa i pracenju funkcije organa
i optimiziranju individualne terapije nakon trans-
plantacije (3,4).

U okviru Klini¢ke bolnice Merkur provodi se trans-
plantacija abdominalnih organa i krvotvornih
mati¢nih stanica za koje se program opcih, speci-
jalistickih i visokodiferentnih biokemijskih, hema-
toloskih, imunoloskih i koagulacijskih laboratorij-
skih pretraga velikim dijelom provodi u Zavodu
za klini¢ku kemiju i laboratorijsku medicinu, 2003.
g. certificiranom prema normi ISO 9001 i 2007. g.
akreditiranom prema normi ISO 15189 za podrucja
klinicke kemije, laboratorijske hematologije i koa-
gulacije, laboratorijske imunologije-imunofenotipi-
zacije stanica i molekularne dijagnostike (5).

Cilj rada bio je kroz iskustva Zavoda za klinicku
kemiju i laboratorijsku medicinu Klini¢ke bolnice
Merkur prikazati znacenje akreditacije medicin-
sko-biokemijske dijagnostike u podrudju trans-
plantacijske medicine.

MATERIJAL I METODE

Program transplantacije jetre u Klinickoj bolnici
Merkur provodi se od 1998. godine, te se broj
transplantiranih pacijenata progresivno povecava
i danas je preko 500.Tijekom transplantacije jetre
odredivani su parametri acidobaznog stausa, ioni-
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zirani kalcij, ionizirani magnezij i laktat na acido-
baznom analizatoru Stat Profile Critical Care Xpress
tvrtke Nova Biomedical, u uzorcima pune arterijske
krvi, neposredno nakon uzorkovanja. Statistickom
obradom provedenih ispitivanja obuhvaceno je 68
pacijenata u dobi od 49 do 68 godina. Analiticka
pouzdanost dobivenih rezultata potvrdena je kroz
sustav unutrasnje kontrole kvalitete koriStenjem
komercijalnih kontrolnih uzoraka i sustava vanjske
procjene kvalitete u okviru medunarodne sheme
,Acid-base Status and Electrolytes” koju cCetiri puta
godisnje provodi Labquality - WHO Collaborating
Centre for Education and Training in Laboratory Qu-
ality Assurance, Finska i u okviru nacionalne she-
me koju 3 puta godisnje provodi Povjerenstvo za
vanjsku procjenu kvalitete rada Hrvatskog drustva
medicinskih biokemicara. Sve medicinsko-bioke-
mijske pretrage koje se odreduju u predtransplan-
tacijskom razdoblju, tijekom transplantacije jetre i
u posttransplantacijskom razdoblju akreditirane su
prema medunarodnoj normi ISO 15189: Medicinski
laboratoriji - Posebni zahtjevi za kvalitetu i osposo-
bljenost (1).

REZULTATI

Rezultati statisticke obrade intraoperativnog mjere-
nja acido-baznog statusa, ioniziranog kalcija, ioni-
ziranog magnezija i laktata tijekom transplantacije
jetre prikazani su graficki kao srednja vrijednost i
raspon vrijednosti za sve ispitivane pretrage u od-
nosu na vremenski tijek promjena (sl. 1-5). Rezultati
za acido-bazni status prikazaninasl. 112 pokazuju
postupno smanjene pH i koncentracije titrabilnih
baza s najnizim vrijednostima u anhepatickoj fazi
i u prvim minutama (1 do 7 minuta) nakon uspo-
stavljanja protoka krvi u presatku. Uspostavljanjem
funkcije presatka tijekom prvih 60 minuta, acido-
bazni status se postepeno normalizira s koncentra-
cijama u podrudju referentnih intervala za pH od
7,31 do 7,42 pH jedinica i koncentracijom titrabilnih
baza u intervalu od -2 do 3 mmol/L. Na sl. 3 pri-
kazani su rezultati dinamickog pracenja koncen-
tracije ioniziranog kalcija koja se znac¢ajno smanjuje
kao posljedica poviSene koncentracije egzogenog
citrata. Tijekom 60 minuta nakon uspostave funk-
cije presatka koncentracije ioniziranog kalcija po-
stupno se vracaju u podrudje referentnih intervala



Z. Flegar-Mestric i sur. Znacenje akreditacije klinickih laboratorija u transplantacijskoj medicini
Acta Med Croatica, 65 (Supl. 1) (2011) 23-29

Arterijalmd pH

L) &0 wy 11y o 14 =T B0 11-1% 14-16" BRGI  oB0Y

Wremenaki tijek prompena

SL. 1. Transplantacija jetre. Tijek promjena arterijskog pH.

Carss, sl

r CLU - o 24 5T 810 11-19° 1816 BO-ED Bl
Wremeraki tiek promjena

SL. 3. Transplantacija jetre. Tijek promjena koncentra-
cije ioniziranog kalcija (mmol/L) u uzorcima arterijske
krvi

8,00

6,00
5,00

400

Laktat, smolfl

1 e Y et 0o 240 Y OB-ID 11-1X14-160R0-60 WY

Wremanakitijek prompena

Sl. 5. Transplantacija jetre. Tijek promjena koncentra-
cije laktata (mmol/L) u uzorcima arterijske krvi

100

o.00

2,00

4,00

£.00

wilak bazs, mmal/L

10,00

-13.00

<1400

16,00

¥ 3 121] 1 O 14" %7 B0 11T 14-16° 30-600 w5
Wirersenski ljek grompna
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SL. 4. Transplantacija jetre. Tijek promjena koncentracije
ioniziranog magnezija (mmol/L) u uzorcima arterijske
krvi

od 1,18 do 1,32 mmol/L. Intraoperativne promjene
koncentracije ioniziranog magnezija identi¢ne su
kao i za ionizirani kalcij s najnizim koncentracijama
u anhepatickoj fazi i postupnim porastom nakon
uspostavljanja protoka krvi u presatku, u podrucje
referentnih intervala od 0,43 do 0,59 mmol/L (sl. 4).
Tijekom anhepaticke faze i prvim minutama nakon
uspostavljanja cirkulacije u presatku (1-7 minuta)
dolazi do progresivnog porasta koncentracije lak-
tata (sl. 5), koja se uspostavom metabolicke funkci-
je nove jetre postepeno stabilizira.
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RASPRAVA

Laboratorijska dijagnostika u predtransplanta-
cijskom razdoblju

U predtransplantacijskom razdoblju potrebno je
objektivno procijeniti zdravstveni status bolesni-
ka i utvrditi postoji li indikacija za lijecenje trans-
plantacijom (6,7). Procjena statusa primatelja i da-
vatelja mora slijediti utvrdene standarde za svaku
vrstu organa, tkiva ili stanica, mora biti cjelovita,
pravodobna i ué¢inkovita. Svaki bolesnik za kojeg
se postavi indikacija za lijeenje transplantacijom
prolazi standardiziranu obradu i pripremu za
transplantaciju u okviru koje su ukljucene i brojne
laboratorijske pretrage jer svaka promjena zdrav-
stvenog stanja moze utjecati na odluku o transplan-
taciji. Program laboratorijskih pretraga ovisit ¢e o
vrsti presatka, pri ¢emu standardni panel ukljucuje
rutinske biokemijske pretrage (elektroliti i acido-
bazna ravnoteza), biomarkere funkcije jetre (as-
partat-aminotransferaza, alanin-aminotransferaza,
g-glutamil transferaza, bilirubin, albumin), funkci-
je bubrega (kreatinin, brzina glomerularne filtraci-
je), kostani status (kalcij, magnezij, fosfati, alkalna
fosfataza), lipidni status (kolesterol, trigliceridi,
HDL-kolesterol), homeostazu glukoze, kompletnu
krvnu sliku i koagulacijski profil (protrombinsko
vrijeme, aktivirano parcijalno tromboplastinsko
vrijeme, trombociti). Sudjelovanjem Zavoda za
klini¢ku kemiju i laboratorijsku medicinu Klinicke
bolnice Merkur u nacionalnom programu vanjske
procjene kvalitete u organizaciji Hrvatskog drustva
medicinskih biokemicara (8) i medunarodnim she-
mama za opc¢u i specijalnu medicinsku biokemiju
u organizaciji WHO-UK NEQAS (United Kingdom
National External Quality Assessment Scheme) i LAB-
QUALITY (WHO Collaborating Centre for Education
and Training Laboratory Quality Assurance, Finland)
potvrduje se klinicka pouzdanost rezultata labo-
ratorijskih pretraga uklju¢enih u transplantacijski
program.

Iako je transplantacija solidnih organa postala stan-
dardizirana metoda lijeCenja, transplantacija jetre
izniman je multidisciplinarni klini¢ki postupak koji
zahtijeva razumijevanje specifi¢nih patofizioloskih
promjena koje obiljezavaju zavr$ni stadij jetrene
bolesti. Procjenjivanje rizika smrtnosti takvih bo-
lesnika provodi se prema bodovanju tzv. MELD
(Model for End-Stage Liver Disease) bodovanju (9).
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MELD je matematicka funkcija koja ukljucuje slje-
dece laboratorijske pretrage: bilirubin, kreatinin
i INR (International Normalized Ratio). Razlic¢iti
rezultati laboratorijskih pretraga ovisno o primije-
njenoj laboratorijskoj metodologiji mogu dati zna-
¢ajno razli¢it broj bodova na ljestvici MELD. Kako
se tim sustavom procjenjuje tezina zatajenja jetre i
time odreduje koji bolesnici moraju najranije primi-
ti jetru, broj MELD bodova mora osigurati jednaki
status bolesnika na listi ¢ekanja za transplantaciju
jetre bilo gdje u svijetu (10). Da laboratorijska meto-
dologija ne bi kompromitirala navedeni sustav bo-
dovanja, rezultati laboratorijskih pretraga moraju
biti usporedivi neovisno o geografskom podrucju
na kojem su odredeni, primijenjenoj metodologiji
ili analitickoj opremi, $to se znac¢ajnim dijelom osi-
gurava kroz uspostavu referentnih mjernih sustava
(11) i akreditaciju laboratorijske dijagnostike pre-
ma medunarodnom standardu ISO 15189.

Intraoperativna laboratorijska dijagnostika tijekom
transplantacije jetre

Posebno se isti¢e uloga klini¢kog laboratorija u in-
traoperativnom pracenju transplantacije jetre. La-
boratorij mora osigurati stalno mjerenje kriti¢nih
pretraga medu kojima je najvaZnije pracenje elektro-
litskog i acido-baznog statusa bolesnika, te pracenje
metabolizma i funkcije presatka sukladno individu-
alnom statusu bolesnika.

Za vecinu pacijenata u zavrsnoj fazi jetrene bolesti
koji su pod odgovaraju¢om terapijom laboratorij-
ski nalazi za parametre acidobaznog-statusa su u
podrudju referentnih intervala. Tijekom transplan-
tacije jetre promjene acido-baznog statusa su bifa-
zi¢ne pri ¢emu inicijalnu fazu obiljezava metaboli¢-
ka acidoza zbog nakupljanja laktata koja postepeno
prelazi u metaboli¢ku alkalozu u razdoblju nakon
kirurskog postupka (12). Porast koncentracije lak-
tata je rezultat anaerobne glikolize nastale u tre-
nutku uklanjanja bolesne jetre kada potrebe za
kisikom nadmasuju opskrbu kisikom. Nakon re-
perfuzije brzi porast klirensa laktata odli¢an je po-
kazatelj stabilne inicijalne funkcije i odgovarajuce
veli¢ine presatka (13,14). Nasi rezultati prikazani
na slikama 1, 2 i 5 potvrduju inicijalnu laktatnu aci-
dozu koja se uspostavom funkcije presatka poste-
peno normalizira eliminacijom vodikovih iona uz
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istodobno smanjenje koncentracije laktata. Smatra
se da je koncentracija citrata u bolesnika sa zavrs-
nim stadijem jetrene bolesti unutar referentnih in-
tervala, ali se moZe znacajno povecati zbog potrebe
koristenja transfuzija citratne krvi. Ionizirani kalcij
i magnezij se vezu na citrat, te je zbog odrzavanja
kardiovaskularne ravnoteze vrlo znacajno njihovo
ucestalo intraoperativno pracenje (15-17). Nasi re-
zultati dobiveni odredivanjem koncentracije ionizi-
ranog kalcija i magnezija u uzorcima arterijske krvi
(18-20) potvrduju da su koncentracije ioniziranog
kalcija i magnezija najniZe tijekom uklanjanja bole-
sne jetre (anhepaticka faza), ali se brzim klirensom
citrata koji zapocinje neposredno nakon uspostav-
ljanja funkcije presatka, krajem transplantacijskog
postupka vracaju u podrudje referentnih intervala
(sl. 3, 4). Brzo i ucinkovito intraoperativno prace-
nje hematoloskih pretraga i koagulacijskog statusa
pomoc je u otkrivanju uzroka moguceg krvarenja i
posljedi¢nih komplikacija tijekom transplantacij-
skog postupka.

Laboratorijska dijagnostika u posttransplantacij-
skom razdoblju

U posttransplantacijskom razdoblju znacenje la-
boratorijske dijagnostike najvece je u dijelu ranog
pracenja funkcije transplantata, pracenja imuno-
supresivne terapije i njezinih nuspojava, te razvoja
mogucih komplikacija od kojih je najteza kompli-
kacija reakcija odbacivanja, tj. reakcija transplantata
protiv primatelja (21). Odgovor primatelja moguce
je kontrolirati imunosupresivnom terapijom ¢ime
se u vecine bolesnika sprjecava odbacivanje trans-
plantiranog organa i znacajno produzuje Zivot (4).
Kako imunosupresivni lijekovi potiskuju ukupan
imunoloski odgovor organizma nakon transplan-
tacije bolesnici su skloni razvoju razli¢itih kompli-
kacija (infekcija, nefrotoksi¢nost, demineralizacija
kostiju, metabolic¢ke bolesti). U tom je razdoblju la-
boratorijska dijagnostika odbacivanja transplantata
i pracenje imunoloskog odgovora nakon transplan-
tacije od posebne vaznosti. Smjernice za pradenje
terapije imunosupresivnim lijekovima s obzirom
na jadinu i incidenciju nuspojava zbog njihove
toksi¢nosti definiraju kriterije prihvatljivosti labo-
ratorijskih rezultata za koncentraciju lijeka unutar
ukupne dozvoljene analiticke pogreske od 10%, uz
specifican program osiguranja kvalitete (3,22). Za-
vod za klini¢ku kemiju i laboratorijsku medicinu

Klini¢ke bolnice Merkur uz pracenje i nadzor svih
laboratorijskih procesa kroz uspostavljeni sustav
unutradnje kontrole kvalitete, ukljucen je u vanj-
sku neovisnu procjenu kvalitete u organizaciji UK
NEQAS (United Kingdom Mycophenolate Internatio-
nal Proficiency Testing Scheme) za koncentraciju mi-
kofenolata, te DGKL (Deutsche Vereinte Gesellschaft
fiir Klinische Chemie und Laboratoriums-medizin e.V.,
Bonn, Germany, RfB, Referenzinstitut fiir Bioanalytik)
za koncentraciju ciklosporina i takrolimusa. Pouz-
danost analitickog prac¢enja imunoloskog odgovora
primjenom metode protoc¢ne citometrije potvrduje
se dugogodi$njim sudjelovanjem u shemama vanj-
ske procjene kvalitete u organizaciji UKNEQAS
(United Kingdom National External Quality Assess-
ment Service for Leukocyte Immunophenotyping) (23).

U cilju $to kvalitetnijeg i ucinkovitijeg pracenja
statusa zdravlja bolesnika s transplantatom u post-
transplantacijskom razdoblju Zavod za klini¢ku
kemiju i laboratorijsku medicinu Klini¢ke bolnice
Merkur uvodenjem laboratorijskog informatic-
kog sustava osigurao je za ambulantne bolesni-
ke izdavanje rezultata laboratorijskih pretraga iz
transplantacijskog programa ukljuc¢ujué¢i imuno-
supresivnu terapiju u vremenu od 5 do 6 sati od
uzorkovanja do izdavanja nalaza, $to je na razini
medunarodnih iskustava (24). Tijekom hospitali-
zacije svi rezultati se pohranjuju u laboratorijsku
bazu podataka iz koje su u svrhu longitudinalnog
pracenja funkcionalnog statusa transplantiranih or-
gana te individualizacije imunosupresivne terapije,
stalno dostupni ovlastenom klini¢ckom osoblju.

ZAKLJUCAK

Uspjesnost transplantacijskog lijeCenja zahtijeva
interdisciplinarni pristup uz stalnu suradnju i od-
govornost brojnih klinickih ali i laboratorijskih stru-
ka: imunologije, transfuziologije, patologije, medi-
cinske biokemije i drugih. Postignutim rezultatima
i ¢lanstvom u Eurotransplantu, Hrvatska transplan-
tacijska medicina dokazala je da ispunjava sve eu-
ropske kriterije kvalitete u ¢emu je akreditacija
medicinsko-biokemijske dijagnostike prema medu-
narodnim standardima dala nesumnjiv doprinos.
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SUMMARY

THE PURPOSE OF CLINICAL LABORATORY ACCREDITATION
IN TRANSPLANTATION MEDICINE

Z. FLEGAR-MESTRIC!?, A. NAZOR}, S. PERKOV?, B. SURINA}, Z. SIFTAR!, I. OZVALD!
and Z. VIDAS?

!Merkur University Hospital, Institute of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine, Department
of Urology and 3University of Zagreb, Faculty of Pharmacy and Biochemistry, Zagreb, Croatia

Although transplantation of solid organs has become a more standardized method of treatment, liver transplantation represents
an exceptional multidisciplinary clinical procedure requiring understanding of specific pathophysiological changes that occur
in the end stage of liver disease. Liver transplantation has been performed at Merkur University Hospital since 1998, with 360
transplantations performed to date. The most common indications are alcohol liver disease, cirrhosis caused by hepatitis B and C
virus, hepatocellular carcinoma and cryptogenetic liver cirrhosis. Laboratory tests required for liver transplantation are performed
at Department of Clinical Chemistry, Merkur University Hospital, accredited according to ISO 15189 in 2007 for the areas of
clinical chemistry, laboratory hematology and coagulation, laboratory immunology-cell imnmunophenotyping, and molecular
diagnosis. The complexity of liver transplant patients requires constant interaction between the anesthesiologist team and
clinical laboratory, which has to ensure fast and efficient intraoperative monitoring of biochemical and liver profile: electrolytes
and acid-base status, complete blood count, coagulation profile and monitoring of graft function according to the individual
patient’s health status. Dynamics of intraoperative changes is measured in whole arterial blood samples on a Nova Biomedical
Stat Profile Critical Care Xpress mobile acid-base analyzer. Frequent monitoring of ionized calcium and magnesium levels is very
important because of citrated blood transfusion and for appropriate therapeutic procedure. During anhepatic stage, there is a
progressive increase in lactate level concentration. After reperfusion, a rapid increase in lactate clearance is an excellent indicator
of stable graft initial function and its adequate size. During the transplantation procedure, there is usually a biphasic acid-base
disturbance characterized by metabolic acidosis and then by metabolic alkalosis. The loss of base equivalents starts during the
dissection stage and accelerates during the anhepatic stage. Fast and efficient intraoperative monitoring of hematological tests
and coagulation status is of great help in detecting the cause of possible hemorrhage and consequential complications during
transplantation procedure. The possibility of organ and tissue transplantation mostly depends on well regulated international
cooperation in the areas of donating, transplanting and exchange of required organs and tissues, while laboratory test results
must be comparable regardless of their geographical area, methodology employed or analytical equipment used, which is mainly
warranted through accreditation according to the international ISO 15189 standard.

Key words: accreditation of medical laboratories, metrological traceability, transplantation medicine, graft, rejection reaction
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Izvorni rad

NEKLASIFICIRANA MIJELOPROLIFERATIVNA NEOPLAZMA -
MORFOLOSKE, CITOGENETSKE I KLINICKE KARAKTERISTIKE

ANA BOROVECKI!, ANITA SKRTIC"*, MIRJANA MARIANA KARDUM PARQ?,
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Mijeloproliferativna neoplazma koju se ne moze klasificirati (MPN,U) se morfoloski, kliniCki, laboratorijski i molekularno cito-
genetski ne uklapa ni u jedan podtip MPN. S obzirom na preklapajuce karakteristike, u 10 bolesnika s MPN,U analizirana je
ucestalost morfoloskih karakteristika, citogenetskih promjena, prisutnost BCR-ABL1 i mutacije V617F JAK2. Nadene morfoloSke
karakteristike su trilinijska proliferacija stanica mijelopoeze, difuzno smjesteni megakariociti blage do umjerene pleomorfije,
zrelih jezgara, bez umnazanja retikulina. Svi slucajevi su bili BCR-ABL1 negativni, V617F JAK2 mutacija je nadena u Sest od
osam analiziranih slu¢ajeva. U dva je slu€aja prisutna trisomija 8, u jednom t(6;12)(q12;p13). U analiziranim slu¢ajevima MPN,U
morfoloSke promjene najsli¢nije su dijagnostickim morfoloskim kriterijima za policitemiju veru, iako morfologija megakariocita
ne odgovara. Visoka ucestalost V617F JAK2 mutacije utvrduje nepovezanost mutacije sa specificnim fenotipom, te za konacnu
dijagnozu treba uzeti u obzir morfoloske, klinicke i laboratorijske karakteristike.

Klju¢ne rije¢i: MPN,U; V617F JAK2, kromosomske promjene

Adresa za dopisivanje: Dr. sc. Ana Borovecki, dr. med.
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E-posta: anaborov@yahoo.com

UvOD

Mijeloproliferativne neoplazme (MPN) su klonalne
bolesti mati¢ne hematopoetske stanice morfoloski
karakterizirane efektivnhom nereguliranom proli-
feracijom cirkulirajué¢ih prijelaznih i/ili zrelih obli-
ka granulopoeze, eritrocita i trombocita, samih ili
u kombinaciji, bez znakova displazije i monocitoze
(1). Klinicki su karakterizirane dugotrajnim tijekom
te razli¢itom ucestalosti pojave arterijske i venske
tromboze, ekstramedularne hematopoeze s prisut-
nom hepatomegalijom ili splenomegalijom, te fi-
broze i transformacije u akutnu leukemiju. Unutar
skupine MPN odredene u novoj klasifikaciji Svjet-
ske zdravstvene organizacije (5SZO) iz 2008. godine,
razlikujemo kroni¢nu mijeloi¢nu leukemiju (KML)

BCR-ABL1 pozitivhu, te ostale bolesti koje su
BCR-ABL1 negativne i uklju¢uju policitemiju veru
(PV), esencijalnu trombocitemiju (ET), primarnu
mijelofibrozu (PMF), kroni¢nu neutrofilnu leuke-
miju (CNL), kroni¢nu eozinofilnu leukemiju, ne
drugacije specificiranu (CEL, NOS), mastocitozu
i neklasificiranu mijeloproliferativhu neoplazmu
(MPN,U) (1).

Fenotipske karakteristike MPN uvjetovane su spe-
cificnim citogenetskim translokacijama ili muta-
cijama gena (2). KML je jasno definirana bolest s
karakteristi¢cnim morfoloskim, klinickim, labora-
torijskim nalazima te prisutnoséu BCR-ABLI1 fu-
zijskog gena. Skupina BCR-ABLI negativnih tzv.
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klasi¢nih MPN - PV, ET i PMF, karakterizirana je
prisutnoséu aktivirajucih toc¢kastih mutacija V617F
i exon 12 Janus kinase 2 (JAK2) gena i mutacijama
W515L/K MPL gena. JAK2 mutacije prisutne su u
gotovo svih bolesnika s PV, 60% bolesnika s ET i
50% bolesnika s PMF. MPL W515L/K mutacije
prisutne su u malom broju bolesnika s ET i PMF
(3-5). Prisutnost navedenih mutacija ne pomaze u
podklasifikaciji MPN, ali dokaz je klonalnosti i di-
jagnoze MPN, dok njihova odsutnost ne iskljucuje
dijagnozu (6).

Klonalne citogenetske promjene javljaju se s razli-
¢itom ucestaloséu 3-40% ovisno o podtipu MPN.
Bolesnici s PMF pokazuju najveéu ucestalost 40%
i slozenost citogenetskih promjena, zatim slijede
bolesnici s PV 35%, bolesnici s MPN,U 20-33%, te
bolesnici s ET 3%. Naj¢esce nadene citogenetske
promjene su trisomija 9, trisomija 8, delecije 20q i
13q (6).

Odredeni novi dijagnosticki kriteriji i algoritmi,
uz analizu morfoloskih karakteristika koStane srzi
i molekularno citogenetsku analizu ¢ine osnovu
nove klasifikacije SZO MPN. Iako su morfoloske
karakteristike osnova klasifikacije, postoje slucaje-
vi neklasificiranih MPN koji se morfoloski, klini¢ki,
laboratorijski i citogenetski ne uklapaju ni u jedan
podtip MPN. Prema definiciji MPN,U morfoloski
se moze raditi o ranom stadiju PV, ET ili PMF bez
prisutnih karakteristi¢nih promjena, uznapredova-
lom stadiju MPN s izraZzenom fibrozom ili znako-
vima transformacije, te prisutnim drugim neopla-
sticnim ili upalnim promjenama koje zaklanjaju
klinicke ili morfoloske karakteristike (1).

Cilj ovog rada je analizirati ucestalost pojedinih
morfoloskih karakteristika MPN,U, njihovih cito-
genetskih promjena, prisutnost BCR-ABL1 i muta-
cije V617F JAK2 gena.

BOLESNICI I METODE

U razdoblju 2005.-2010. godine u KB Merkur dija-
gnosticirano je ukupno 29 bolesnika s MPN,U pre-
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ma kriterijima klasifikacije SZO iz 2008. godine. Od
navedenih 29 bolesnika, devet bolesnika je lije¢eno
u KB Merkur i jedan u KB Dubrava s dostupnim
klini¢kim i laboratorijskim podacima. Ostali bole-
snici su lije¢eni u drugim bolnicama te su klinicki i
laboratorijski podaci nedostupni.

Morfoloska analiza radena je na standardnim hi-
stoloskim rezovima biopsija ko$tane srzi, uzetih
prilikom postavljanja dijagnoze bolesti i prije po-
Cetka lije¢enja, obojenih hemalaun-eozin, Giemsa,
berlinsko modrilo, PAS, Gomori i Masson meto-
dom.

Citogenetska analiza radena je na kratkotrajnim
kulturama aspirata kostane srzi (7). Koristena je
standardna tripsin-Giemsa metoda pruganja viso-
ke rezolucije (8). Kromosomske promjene opisane
su prema International System for Human Cytogenetic
Nomenclature, ISCN, 1995 (9).

Standardna metoda alel-specificnog PCR koristena
je za otkrivanje tockaste mutacije V617F u genu ti-
rozin kinaze JAK2 (10).

U ispitivanim uzorcima standardiziranim proto-
kolom RT-PCR analiziran je fuzijski prijepis gena
BCR-ABL1 koji kodira protein p210, odnosno pro-
tein p190 (11).

REZULTATI

Rezultati morfoloske analize biopsija kostane srzi
bolesnika s neklasificiranom kroni¢nom mijelopro-
liferativnom neoplazmom prikazani su u tablici 1. U
svim analiziranim biopsijama ko$tana srz je bila hi-
percelularna s prisutnom trilinijskom proliferacijom
eritropoeze, granulopoeze te megakariocita, osim u
slucaju 2 i 3 u kojima je prisutna bilinijska prolife-
racija granulopoeze i megakariocita. Ni u jednom
slu¢aju nije prisutno umnazanje nezrelih oblika niti
znakovi displazije. Pocetno blago umnazanje retiku-
lina bez umnazanja kolagena prisutno je u slucaje-
vima 3 i 10. Oskudno ekstrahemoglobinsko Zeljezo
prisutno je u slucajevima 1, 3 i 6, dok je u ostalim
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Tablica 1.

Morfoloske karakteristike biopsija kostane srZi u bolesnika s neklasificiranom mijeloproliferativnom
neoplazmom (MPN,U)

Bolesnici 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Celularnost t T 0 t t 0 1 1 0 0
Retikulin - - + - - - - - - +
Kolagen - - - - - - - - - R
Fe + - + - - + - - - -
Eritropoeza brojnost t A = )l 1 0 t T 0 0
Granulopoeza brojnost 1 0 0 0 1 0 0 1 1 T
Megakariociti brojnost 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0
nakupine - - + + - + - - - -
difuzno + + + + + + + + + +
pleomorfizam ++ + ++ + + + ++ ++ + ++
veligina =t =l =t =t =1 =N =t =N =l =1
jezgre zrele + + + + + + + + + +
jezgre nezrele - - - - - - + - + .

+ pozitivno, prisutno; - negativno, odsutno; = normalno; T poviseno, povecano; | sniZeno, smanjeno.

Tablica 2.

Laboratorijski, klinicki nalazi, rezultati citogenetske analize, nalaz BCR-ABL1 i mutacije V617FJAK2
u bolesnika s neklasificiranom mijeloproliferativnom neoplazmom (MPN,U)

Bolesnici 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Spol / dob M/26 M/59 m/77 M/76 M/73 M/79 2/23 M/39 /57 M/80
E x1012/L 5.56 (4] 4,84 6,42 6,52 4,55 4,98 9 5,89 3,79
Hb g/L 168 (4] 105 155 187 142 149 (4] 178 96
Htc L/L 0,48 (4] 0,37 0,49 0,55 0,43 0,44 Q 0,56 0,32
L x109/L 8,04 (4] 28,0 14,45 9,97 7,06 19,39 (4] 6,30 12,10
Tr x109/L 620 (4] 402 882 325 579 470 (4] 307 57
Slezena 0 o] 1 = = = = 1] = 1
Jetra = Q = = = = = [} - -
Kariogram [%] * [%] 46,xy Q 46,xy 46,xx 46,xy 46,Xx **
BCR-ABL1 - - - - - - - - - -
V617F JAK2 (4] (4] + + + + + + - -

+ pozitivno; - negativno; = normalno; T povecano; & nije radeno, nepoznati rezultati; * 47,xy,+(6;12) (q12;p13),
+8[10],46,xy[2]; **47,xy, +8,inv(9)c[10]/46,xy,inv(9)c[5].
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slucajevima ekstrahemoglobinsko Zeljezo negativ-
no. U svim slucajevima prisutno je umnaZanje me-
gakariocita blago do umjereno pleomorfnih, koji su
smjesteni difuzno u intertrabekularnim prostorima
tek mjestimice u manjim nakupinama (slucaj 3, 416).
U vedini slu¢ajeva uz megakariocite uredne mofolo-
gije prisutni su i krupni oblici, dok su u Cetiri slucaja
prisutni i sitni megakariociti (slucaj 2, 6, 8 i 9). Svi
megakariociti su zrele morfologije jezgara, dok je
maturacijski defekt s baloniranjem jezgara bio pri-
sutan u dijelu megakariocita (slucaj 7 i 9).

U tablici 2. prikazani su osnovni laboratorijski i
klini¢ki nalazi, te rezultati citogenetske analize,
odredivanja BCR-ABL1 i mutacije V617F JAK2 gena
analizirane skupine bolesnika. U tri bolesnika (slu-
¢aj 4, 519) nadene su povisene vrijednosti broja eri-
trocita u perifernoj krvi, od kojih su u dva (slucaj
51 9) prisutne i povisene vrijednosti hemoglobina
i hematokrita. Leukocitoza je bila prisutna u Sest
bolesnika (slucajevi 3, 4, 5, 7 i 10), dok su ostali bo-
lesnici imali nomalan broj leukocita. Trombocitoza
je bila prisutna u Cetiri bolesnika (slucaj 1, 4, 61 7).
Iz opisane skupine bolesnika s obzirom na labora-
torijske nalaze izdvaja se slu¢aj 10 s prisutnom ane-
mijom, trombocitopenijom i blagom leukocitozom
u perifernoj krvi.

U tri bolesnika (slucaj 1, 3 i 10) prilikom posta-
vljanja dijagnoze prisutna je blaga splenomegalija,
u ostalih bolesnika veli¢ine slezene i jetre bile su
uredne.

Citogenetska analiza aspirata kosStane srzi na-
pravljena je u sedam bolesnika. U slucajevima 4,
6, 7, 81 9 naden je uredan kariotip. U jednog bo-
lesnika (slucaj 2) naden je kariotip 47,xy,t(6;12)
(q12;p13),+8[10],46,xy[2], klon s t(6;12)(q12;p13)
i trisomijom 8 u 10 metafaza. U jednog bolesnika
(slucaj10) kariotip47,xy,+8,inv(9)c[10]/46,xy,inv(9)
c[5], klon s trisomijom 8 u 10 metafaza i konstitucij-
skom inverzijom (9) u svim metafazama.

Ni u jednom ispitivanom slu¢aju nije naden fuzijski
prijepis gena BCR-ABL1. To¢kasta mutacija V617F
JAK2 gena nadena je u Sest ispitivanih bolesni-
ka (slucajevi 3, 4, 5, 6, 7 i 8), dok su dva bolesnika
(slucaj 9 i 10) bili negativni na ispitivanu mutaciju.
Klini¢ki je u bolesnika 1, 5, 6 i 9 postavljena dija-
gnoza PV, u bolesnika 7 i 10 MPN,U, u bolesnika
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3 prefibroti¢na faza PMF i u bolesnika 4 dijagnoza
ET. Za bolesnike 2 i 8 klini¢ka dijagnoza nije do-
stupna.

RASPRAVA

Osnovu nove Kklasifikacije SZO kroni¢nih MPN
osim klini¢kih i laboratorijskih karakteristika ¢ini
vece znacCenje analize morfoloskih karakteristika
kostane srzi, koje su postale sastavni dio dijagno-
stickih kriterija, te otkri¢e novih genetickih promje-
na ukljuéenih u patogenezu BCR-ABL1 negativnih
MPN.

Sazimajuéi opisane morfoloske karakteristike u
deset analiziranih slucajeva MPN,U prisutna je
hipercelularna kostana srz bez fibroze, najc¢esce s
trilinijskom proliferacijom eritropoeze, granulopo-
eze i megakariocita, uz negativno ekstrahemoglo-
binsko Zeljezo. Megakariociti su smjesSteni difuzno,
blago do umjereno pleomorfni, dijelom normalne
veli¢ine i dijelom krupni s jezgrama zrelog izgle-
da. Opisane promjene najsli¢nije su dijagnostickim
morfoloskim kriterijima za PV, iako morfologija
megakariocita ne zadovoljava (1,12).

Osim toga, u Sest od osam analiziranih bolesnika
prisutna je V617F JAK2 mutacija. Navedena muta-
cija dovodi do trajne aktivacije JAK2 tirozin kinaze
ukljucene u prijenos signala receptora eritropoeti-
na, trombopoetina, granulocitno-makrofagnog i
granulocitnog stimulirajuceg faktora s posljedicom
proliferacije morfoloski normalnih stanica hemo-
citopoeze (6). S obzirom da je navedena mutacija
prisutna u gotovo svim slucajevima PV, koja je i
najées¢a MPN, PV se smatra ultimativnim klini¢-
kim fenotipom bolesti s V617F JAK2 mutacijom.
Slucajevi 5 1 9 s povisenom vrijednosti hemoglo-
bina, od kojih samo slucaj 5 s dokazanom V617F
JAK2 mutacijom, uz odsutnost tipi¢ne morfoloske
slike u kostanoj srzi ne zadovoljavaju dijagnostic-
ke kriterije za PV. Nadena visoka ucestalost V617F
JAK2 mutacije u analiziranim sluc¢ajevima MPN,U
potvrduje da prisutnost mutacije nije vezana uz
odredeni fenotip. Morfoloska i klinicka heteroge-
nost MPN ukazuje na postojanje razlike u izrazaju
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V617F JAK2 mutacije te prisutnosti drugih moleku-
larnih promjena odgovornih za fenotipske karak-
teristike bolesti, te se V617F JAK2 mutacija smatra
kasnim klonskim dogadajem u patogenezi (6).

Slucajevi 1, 4, 6 i 7 karakterizirani su trombocito-
zom od kojih je u tri analizirana i dokazana V617F
JAK2 mutacija. Izolirana trombocitoza nije speci-
ficna klini¢ka karakteristika te se osim u ET, moze
javiti u PV, PMF, te rjede u bolesnika s atipi¢cnom
prezentacijom KML (3). S obzirom da je JAK2 obli-
gatna tirozin kinaza receptora za eritropoetin i
trombomodulin, u mnogih bolesnika s PV se na po-
¢etku bolesti nalazi izolirana trombocitoza, a bole-
snici s ET i prisutnom V617F JAK2 mutacijom imaju
udestalije poviSene vrijednosti hematokrita (3).

Citogenetskom analizom u slu¢ajevima 2 i 10 nade-
na je trisomija 8, jedna od ¢estih opisanih citogenet-
skih promjena u MPN (6).

U slucaju 10 morfoloska slika u kostanoj srzi od-
govara MPN,U, uz negativan nalaz BCR-ABLI i
mutacije V617F JAK2 gena, dokaz klonalnosti pro-
mjene je nalaz klona s trisomijom 8 u kariotipu.
Posebnost slucaja je i nalaz abdominalne limfade-
nopatije, citoloskom punkcijom i imunofenotipiza-
cijom punktata abdominalnih limfnih ¢vorova po-
stavljena je dijagnoza difuznog B velikostani¢nog
limfoma (DLBCL) imunofenotipa CD45+, CD19+,
CD20+, CD22+, CD79a+, CD38+, CD5-, CD23-,
CD10-, CD11c-, CD138-, s klonalnim izrazajem A
lakih lanaca imunoglobulina, te je bolesnik lije¢en
COP-R protokolom. U bolesnika s neHodginovim
i Hodginovim limfomom i nezahvaéenom kosta-
nom srzi, reaktivne morfoloske promjene u kosta-
noj srzi mogu odgovarati morfoloskim promjena-
ma MPN,U (13).

U zakljucku, analizirani slu¢ajevi MPN,U morfolos-
ki su karakterizirani trilinijskom proliferacijom u
kostanoj srzi s morfologijom megakariocita koja ne
odgovara ni jednom podtipu MPN. Nadena viso-
ka ucestalost mutacije V617F JAK2 gena u MPN,U
utvrduje nepovezanost mutacije sa specificnim fe-
notipom, te ukazuje na definiranje novih mole-
kularnih promjena specifi¢nih za pojedini podtip
BCR-ABLI negativne MPN.
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SUMMARY

THE UNCLASSIFIABLE MYELOPROLIFERATIVE NEOPLASM -
MORPHOLOGICAL, CYTOGENETIC AND CLINICAL FEATURES

A. BOROVECKI!, A. SKRTIC*, M. M. KARDUM PARO?, R. LASAN® and M. DOMINIS"*

"Merkur University Hospital, Department of Pathology and Cytology, *Institute of Clinical
Chemistry and Laboratory Medicine, ’Zagreb University Hospital Center, Department of Genetics
and *University of Zagreb, School of Medicine, Zagreb, Croatia

Myeloproliferative neoplasm, unclassifiable (MPN,U) has clinical, laboratory and morphological features of an MPN but fails to
meet the criteria for any of the specific MPN entities. Because overlapping features, morphological findings in bone marrow,
BCR-ABL1 fusion gene, V617F JAK2 mutation and cytogenetic abnormalities were analyzed in ten patients diagnosed with
MPN,U. Bone marrow biopsy showed hypercellularity with trilineage myeloproliferation, dispersed megakaryocytes with mild
pleomorphism and mature nuclei, and absence of reticulin fibrosis. All patients were BCL-ABL1 negative, while V617F JAK2
mutation was found in 6 of 8 patients. Trisomy 8 was found in two patients and t(6;12)(q12;p13) in one patient. Morphological
features of MPN,U are nonspecific, however, in study cases they were most similar to diagnostic morphological features of
polycythemiea vera. The high frequency of V617F JAK2 mutation in MPN,U cases analyzed revealed that its presence does not
confirm a specific type of MPN.

Key words: MPN,U, V617F JAK2, cytog enetic abnormalities
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POST-TRANSPLANTACIJSKA LIMFOPROLIFERATIVNA
BOLEST U BOLESNIKA S TRANSPLANTACIJOM JETRE -
ISKUSTVO KB MERKUR

TAJANA FILIPEC-KANIZA]J, JELENA BUDIMIR?, VESNA COLIC-CVRLJE", IKA KARDUM-SKELIN®7,
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Klinicka bolnica Merkur, Klinika za unutrasnje bolesti, Zavod za gastroenterologiju, *Klinika za infektivne bolesti
“’Dr. Fran Mihaljevi¢”’, Odjel za virusne hepatitise, *Klinicka bolnica Merkur, Zavod za klinicku citologiju i
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bolesti ’Dr. Fran Mihaljevi¢”, Laboratorij za molekularnu dijagnostiku i protocnu citometriju
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Post-transplantacijski limfoproliferativni poremecaj (PTLD) je sve EeS¢e prepoznata bolest nakon transplantacije solidnih organa
i koStane srzi. Moze biti za Zivot opasna komplikacija koja se pojavljuje u priblizno 8% primatelja. Infekcija Epstein Barrovim viru-
som (EBV) usko je povezana s patogenezom PTLD i u vecini slu¢ajeva PTLD nastaje kao odgovor na primarnu infekciju ili re-ak-
tivaciju prethodno ste¢ene infekcije. Glavni faktori rizika za razvoj PTLD su i stupanj ukupne imunosupresije te EBV seroloski sta-
tus primatelja. Najée$c¢e koriStena patolo$ka klasifikacija PTLD-a je klasifikacija Svjetske zdravstvene organizacije (WHO), koja
dijeli PTLD u tri kategorije: rane lezije, polimorfni PTLD i monomorfni PTLD. Rane lezije su obiljeZzene reaktivnom hiperplazijom
plazma stanica. Polimorfni PTLD moze biti poliklonski ili monoklonski. Kod monomorfnog u najveéem broju slu¢ajeva tumorske
stanice nastaju iz B stanica. Najées¢i podtip je difuzni B velikostaniéni limfom. Rijetke varijante T-stani€énog podrijetla ukljuuju
limfom perifernih T stanica i rjede druge vrste, a Hodgkinova bolest je vrlo rijetka. Postavljanje dijagnoze PTLD zahtijeva visok
indeks sumnije: lije€enje PTLD- a veliki je izazov jer je bolest i nadalje povezana s visokom razinom smrtnosti (do 50%). Ovim je
radom prikazano iskustvo KB Merkur u dijagnostici i lijeenju bolesnika s transplantacijom jetre i PTLD-om.

Kljuéne rijeci: post-transplantacijski limfoproliferativni poremec¢aj, transplantacija jetre, Epstein Barrov virus
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Zavod za gastroenterologiju, Klinika za unutrasnje bolesti
Klini€ka bolnica Merkur

Medicinski fakultet
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UvOD hematopoetskih stanica. Spektar poremecaja krece
se od bolesti nalik infektivnoj mononukleozi, lim-

Post-transplantacijska limfoproliferativna bolest foidne hiperplazije do visoko agresivnih malignih

(PTLD) je potencijalno za zivot opasna komplikaci-
ja imunosupresivne terapije nakon transplantacije
solidnih organa. Ne postoji univerzalno prihvace-
na definicija pojma PTLD. Najcesce se koristi za
opisivanje $irokog spektra limfoproliferativnih po-
remecaja nakon transplantacije solidnih organa ili

limfoma. PTLD nakon transplantacije solidnih or-
gana gotovo uvijek potjec¢e od primateljevih limfo-
idnih stanica, dok je nakon transplantacije kostane
srzi ili mati¢nih stanica PTLD obi¢no donatorskog
podrijetla. Veéina sluc¢ajeva PTLD-a povezana je s
infekcijom Epstein Barrovim virusom (EBV), koja
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dovodi do nekontrolirane proliferacije B limfoci-
ta. Incidencija EBV infekcije u bolesnika s PTLD
vrlo je varijabilna i krece se izmedu 0,8 do 10% u
razli¢itim skupinama bolesnika s transplantatom
(1-4). Nakon malignih tumora koze, PTLD je dru-
ga najces¢a maligna bolest nakon transplantacije
solidnih organa. Incidencija PTLD u bolesnika s
transplantiranim solidnim organom iznosi do 10%.
Ces¢i je u djece zbog primarne infekcije EBV putem
transplantata i kod transplantacije solidnih organa
s intenzivnijim imunosupresivnim protokolima
(npr. transplantacija crijeva, pluca, srca) (5). Kod
bolesnika s transplantiranom jetrom je niza i iznosi
do 2%. Ucestalost PTLD opada vremenom nakon
provedene transplantacije.

U Europi i SAD 85% PTLD-a odnosi se na B sta-
ni¢nu liniju i u vise od 80% slucajeva povezana je s
EBV infekcijom (6). Ostali slucajevi odnose se na T
stani¢nu liniju koji su u 10-15% slucajeva povezani
s EBV infekcijom (7). Vrlo rijetko, PTLD je podri-
jetlom od NK (engl. Natural Killer) stani¢ne linije
(8). Klasifikacija Svjetske zdravstvene organizacije
(WHO) temelji se na histoloskom izgledu tumora
(9,10). Prema navedenoj klasifikaciji PTLD je po-
dijeljena u tri skupine: rane promjene, polimorfni
PTLD i monomorfni PTLD (tablica 1).

Prva skupina odnosi se na B stani¢nu hiperplazi-
ju obiljezenu diferenciranim plazma stanicama i
odrzanom arhitekturom limfnog tkiva. Javljaju se
rano nakon transplantacije i uspjesno se lijece re-
dukcijom doze imunosupresivne terapije. Drugu
skupinu ¢ini polimorfni PTLD obiljezen stanic-
nom atipijom, nekrozom stanica i destrukcijom
arhitekture limfnog tkiva. Promjene u toj skupini
izrazito su polimorfne, uglavnom monoklonalne
i uklju¢uju plazmocite i blasti¢ne oblike. Ovaj tip
PTLD je najzastupljeniji i javlja se u bilo koje doba
nakon transplantacije solidnih organa. Trecu sku-
pinu ¢ine monomorfni PTLD i ukljuc¢uje invazivne
visoko maligne limfome B i T stani¢nog porijekla.
Monomorfni B stani¢ni PTLD moze se podijeliti u
difuzni B velikostani¢ni limfom i Burkittov/Burki-
ttu nalik limfom koji je obiljeZen specificnom trans-
lokacijom. Monomorfni T stani¢ni limfom moze
se podijeliti na velikostani¢ni, anaplasti¢ni ili ne-
specifiranog podtipa. Monomorfni PTLD obi¢no se
javljaju vise godina nakon transplantacije i nalik su
ne-Hodgkinovim limfomima u op¢oj populaciji.

Patogeneza PTLD-a u veéine je bolesnika povezana
s infekcijom EBV u okolnostima dugotrajne imuno-
supresije. EBV pripada skupini gama herpes viru-
sa i vise od 95% svjetske populacije EBV infekciju

Tablica 1

Klasifikacija PTLD prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji
(engl. World Health Organization Classification)

Kategorije PTLD Podtip Imunofenotip
. . . . " Poliklonalne B stanice, plazma stanice i T stanice,
Rane promjene 1 Reaktivna plazmocitna hiperplazija imunoblasti EBV pozitivni
1 Poliklonalni iedavi iTl i inski i ci i
Polimorfni PTLD . Mjesavm_a B |_'_I' Ilmfoc_lta, povr§!nsk| i C|toplaz_rr_1at§k|
2 Monoklonalni Ig politipski i monotipski, ve¢inom EBV pozitivni
B stani¢ni limfom
Difuzni B velikostani&ni limfom CD19, 20, 7_9a poziti\_{ne, monotipska ek§presija Igu
1 . . o 50%, mnogi ekspresija CD43, CD45R0, ¢esto CD30,
Burkitt/Burkittu nalik limfom veéinom EBV pozitivni
Plazma stani¢ni mijelom
T stanicni limfom
. Periferni T stani¢ni limfom
Monomorfni PTLD 2 Riietki tipovi T stanice mogu biti CD4 ili CD8 pozitivne, CD56, CD30,
) p alfa, beta ili gama-delta T stani€ni receptori
(gama-delta, hepatosplenicni,
T/NK stanicni)
Ostali tipovi
. " CD 15, CD30 pozitivni, uglavnom B stani¢ni fenotip,
3 Hodgkinu nalik bolest EBV pozitivni
Plazmocitomu nalik bolest
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stjece se u djetinjstvu ili ranoj mladosti. Infekcija je
u imunoloski kompetentnih bolesnika uglavnom
bez simptoma ili s klini¢kom slikom spontano limi-
tirajuc¢eg benignog limfoproliferativnog sindroma
- infekciozne mononukleoze. U imunoloski kom-
promitiranih bolesnika sa smanjenom funkcijom
citotoksi¢nih limfocita T ograni¢eno je unistavanje
EBV inficiranih B limfocita i njihova diferencijacija
u memorijske stanice. Zbog nekontrolirane replika-
cije virusa dolazi do dodatne infekcije drugih sta-
nica (stanica germinativnog centra i drugih B me-
morijskih stanica). Nekontrolirana diferencijacija
inficiranih stanica uzrokom je njihove podloznosti
mutacijama i promociji nastanka PTLD. Ostali fak-
tori klju¢ni za nastanak PTLD-a slabo su definirani.
Povezuju se sa specificnom citokinskom i aloge-
nom antigenom stimulacijom. Aktivna replikacija
virusa u imunosuprimiranih bolesnika povezana
je s promijenjenom ekspresijom EBV kodiranih
gena ukljucujuci onkogene u B stanicama (EBNA-
1, LMP-1). Rezultirajuéa PTLD je inicijalno poli-
klonalna, a dodatne mutacije (npr. BCL6 mutacija,
c-myc preslagivanje ili disrupcija p53,...) poticu
prelazak u agresivni monoklonalni limfom. Pato-
geneza PTLD nepovezanog s EBV slabo je poznata
i mogla bi biti jednaka onoj ne-Hodgkin limfoma u
op¢oj populaciji (11). Osim infekcije, EBV rizik po-
jave PTLD povezan je s vrstom presatka, intenzite-
tom i tipom imunosupresivne terapije, seroloskom
negativnoséu primatelja na EBV, mladom dobi,
vremenom nakon transplantacije i genetskim para-
metrima kao $to je polimorfizam gena za citokine.

Klinicka prezentacija bolesti je varijabilna. Bolest je
uglavnom (u 30-70% slucajeva) smjestena ekstra-
nodalno, najcesée u probavnom traktu, plu¢ima,
kozi, jetri, srediSnjem Zivéanom sustavu (30% bo-
lesnika). U 2/3 bolesnika promjena je solitarna.
Infiltracija transplantiranog organa moze dovesti
do njegove disfunkcije. U postavljanju dijagno-
ze potrebna je velika doza klini¢ke sumnje. Osim
pojave zari$nih promjena i/ili limfadenopatije u
polovice bolesnika prisutan je febrilitet i gubitak
tjelesne tezine. U laboratorijskim nalazima poviSen
je LDH. Metoda izbora u procjeni prosirenosti bo-
lesti je PET CT. Dijagnoza se potvrduje citoloskom
analizom aspirata i/ili patohistoloskom analizom
bioptata tumorskog tkiva. Analiza uklju¢uje mor-
foloske promjene, procjenu klonalnosti, prisutnosti
citogenetskih abnormalnosti, preslagivanja gena
za imunoglobuline, promjene arhitekture hemato-

poetskog tkiva i dokazivanje EBV u tkivu tumora
(hibridizacijom EBV RNA in-situ). Smatra se da se
pracenjem razine viremije u bolesnika s transplanti-
ranim organom moze predvidjeti rana faza PTLD-a
(12). Prisutnost EBV virusa dokazuje se mjerenjem
viremije PCR metodom. Kod bolesnika s PTLD-om
razina viremije uvijek je visoka.

Lijecenje PTLD-a razlikuje se prema tipu PTLD-a i
ovisno o protokolima pojedinih institucija. Uglav-
nom, u vedini se centara prvenstveno zasniva na
redukciji razine imunosupresivne terapije (u 71-
93% bolesnika). Kod PTLD promjena tipa benigne
poliklonalne limfoproliferacije i poliklonalne proli-
feracije B limfocita navedeno dovodi do regresije u
vedine bolesnika (13). Osim navedenog, primjenju-
je se antiviralna terapija (u 13-51% bolesnika), ali s
ograni¢enim uc¢inkom i/ili anti- CD20 monoklonal-
no antitijelo - rituksimab (33%). U bolesnika s viSe-
strukim riziénim faktorima i monomorfnim PTLD
primjenjuje se dodatno kemoterapija (u 28-59%
bolesnika), kirurska resekcija (20%) i terapija zra-
¢enjem (14 %) ili interferonom (IFN-a, 12%) (14,15).
Prognoza ovisi o klonalnosti i prosirenosti bolesti.
Smrtnost opéenito iznosi i do 50%, a u bolesnika s
monomorfnom bolesti do 80% (16-18).

REZULTATI KB MERKUR

U Klini¢koj bolnici Merkur od 1998. do pocetka
2011. godine ucinjeno je vise od 430 transplantaci-
ja jetre u 410 bolesnika. PTLD je utvrden u 6 bole-
snika (1,46%). Pet bolesnika bilo je muskog spola.
Raspon dobi 31-61 godine. U polovice bolesnika
osnovna indikacija za transplantaciju jetre je alko-
holom uzrokovana ciroza jetre, a ostale indikacije
su kriptogena ciroza i ciroza jetre uzrokovana in-
fekcijom hepatitisom C. Vrijeme od transplantacije
do postavljanje dijagnoze bilo je u rasponu od 2 do
54 mjeseci (srednja vrijednost 24,4 mjeseca, medi-
jan 9 mjeseci). Svi bolesnici lije¢eni su ciklospori-
nom, dva u kombinaciji s azatioprinom, a jedan s
mikofenolat mofetilom. U tablici 2 prikazane su
osnovne karakteristike bolesnika.

Dijagnoza je postavljena na osnovi klinicke slike,
radioloski prisutne tumorske mase i citoloskom i/
ili histoloskom analizom uzoraka tumorskog tkiva,
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Tablica 2

Osnovne osobine bolesnika s PTLD-om u KB Merkur

. . " Vrijeme od transplantacije EBV PCR
Bolesnik Osnovna bolest Imunosupresivna terapija do PTLD-a viremija prije i nakon terapije
azatioprin
1. Muskarac, 61 godina HCV ciklosporin 2 mjeseca negativan
prednisolon
. . . ciklosporin . pozitivan
2. Muskarac, 43 godine Alkoholna bolest jetre . 3 mjeseca
prednisolon 58,6x103/0
. i i i i azatioprin i pozitivan
3. Muskarac, 31 godina Kriptogena ciroza jetre . . 54 mjeseca
ciklosporin 601x103/8,15x103
. i i ciklosporin . pozitivan
4. Muskarac, 61 godina Alkoholna bolest jetre . 9 mjeseca
prednisolon 19x103/3,8 x103
ciklosporin .
. i i R i pozitivan
5. Muskarac, 53 godine Alkoholna bolest jetre prednisolon 54 mjeseca
. . 10,75x103/4,69 x103
mikofenolat-mofetil
M i i i i ciklosporin i pozitivan
6. Zena, 55 godina Kriptogena ciroza jetre . . 42 mjeseca
mikofenolat-mofetil 4,86x103/0
Tablica 3
Obiljezja post transplantacijske limfoproliferativne bolesti (PTLD)

. - " - " Imunohistokemija i analiza "
Bolesnik Kliniéka slika Lokalizacija PTLD morfologija rekombinacije gena za imunoglobulin Terapija
1. Muskarac, Zutica A Monomorfni CD 19+,CD 20+,CD 38+,CD 23+,CD 5+/-, Rituximab

. . Trbusni LC . - h .- M
61 godina Febrilitet (difuzni B velikostani¢ni) monoklonalna ekspresija kappa lanaca 4 doze
2. Muskarac, Febrilitet M i i Rituximab

‘ . . Trbuni L& Polimorfni PTLD CD 20+,CD 79 a4_-_, rijetko CD 3+, rijetko
43 godine Dispneja ekspresija EBV-LMP. 4 doze

. Rituximab
3. Muskarac. Trbusni LC CD|'1|2+’C|D79aklfa+7 HLA| i/r?r-'-' b 38:' 8 doza
. 3 - . ] . . poliklonalna ekspresija lakih lanaca reak-
31 godine Febrilitet Terminalni Polimorfni PTLD tivnih B limfocita (CD 20+), rijetko CD 3 +, Aciklovir
ileum EBV-LMP neg. .
6 tjedana
4. Muskarac, . it A ) ) CD 20+i CD 79a+, in situ hybridizacija Rituximab
61 godina Febrilitet Trbusni LC Polimorfni PTLD intranuklearna ekspresija EBV 8 doza
. X ina - _ Zracenje ABVD
5. Muskarac, - Vratni i trougni ) i R-S stanice : CF) 30+, CP 1fs+, E.BV LMP+, )
53 godi Febrilitet Lé Hodgkinov limfom EMA -, ALK 1-; populacija limfocita CD 3+, 2 ciklusa
odine .
g CD 20+; ISHEBV + Ganciklovir
Rituximab
3 Cauliam Monomortni difuzni B .
6. Zena, MrSavljenje M . oy 4 ciklusa

) 8 | Trbugni LG jetra | velikostaniéni) CD3+, CD 20+ oHo

55 godina Bol u abdomenu DLBLC - T rich HOP
1 ciklus

imunohistokemijom, analizom rekombinacije gena
za imunoglobulin i imunofenotipizacijom. Veéina
(5/6) bolesnika je u trenutku dijagnoze PCR EBV
pozitivna, raspon broja kopija virusa u trenutku
dijagnoze 10,75x10° - 6,01x10° (srednja vrijednost
172,38x10%. U 5 bolesnika bolest je otkrivena u
limfnim ¢vorovima trbuha, u jednog od njih s infil-
tracijom jetre, a drugog terminalnog ileuma. U bo-
lesnika s Hodgkinovom boles¢u otkrivena je u lim-
fnim ¢vorovima vrata, a relapsu bolesti u limfnim
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¢vorovima trbuha i sredoprsja. Prema morfoloskim
kriterijima najc¢esce je bio prisutan B stani¢ni poli-
morfni limfom (4/6). U dva slucaja B velikostani¢ni
monomorfni limfom (sl. 1-3) te u jednog bolesnika
Hodgkinov limfom. U tablici 3 prikazana su obi-
ljezja PTLD-a kod bolesnika s transplantiranom je-
trom u KB Merkur.

Terapija je u svih bolesnika bazirana na redukci-
ji razine imunosupresiva. U bolesnika s Hodgki-
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SL. 1. Difuzni B velikostanicni limfom, May-Griinwald
Giemsa, x1000 (1. bolesnik).

SL. 2. Difuzni B velikostanicni limfom - imunocitokemij-
ski CD 20 pozitivne limfaticne stanice (LSAB, x1000)
(1. bolesnik).

novom bolesti provedena je radioterapija limfnih
¢vorova vrata, a radi povrata bolesti nakon godi-
ne dana provedena je kemoterapija po protokolu
ABVD. U ostalih 5 bolesnika, 3 s polimorfnimi2 s
monomorfnim PTLD primijenjeno je antiCD20 an-
titijelo-rituksimab u 4-8 doza. U jednog bolesnika
s monomorfnim limfomom primijenjena je i kemo-
terapija (po CHOP protokolu). Kirurska resekcija
ucinjena je u bolesnika s tumorskim promjenama
utvrdenim na tankom crijevu i simptomima ops-
trukcije. Sveukupno preZzivljenje iznosi 33,33%. Pri
tome su dva bolesnika preminula zbog posljedica
progresije PTLD, a dva zbog infektivnih komplika-
cija.

& -

. 2

> & | r
u}‘ @ - g .-;f\f

Ba%ilon

-.;'.1_ M

SL. 3. Difuzni B velikostanicni limfom - imunocitokemij-
ski CD 30 negativne limfaticne stanice (LSAB, x1000)
(1. bolesnik).

RASPRAVA

Prospektivnim pracenjem bolesnika s transplanta-
cijom jetre u nasem centru utvrdenje PTLD u 1,46 %
bolesnika. Prema literaturi, prijavljena ucestalost
PTLD u bolesnika s transplantacijom vrlo je varija-
bilna i krece se izmedu 0,8110%, ovisno o vrsti pre-
satka, imunosupresivnom lije¢enju, dobi, EBV se-
roloskom statusu itd.(1). Incidencija PTLD u nasoj
skupini bolesnika bila je sli¢na ostalim skupinama
bolesnika podvrgnutih transplantaciji jetre.

U veéini nasih bolesnika pojava bolesti povezana
je porastom viremije EBV. Najcesce je utvrden po-
limorfni podtip PTLD-a s prisutnos¢u CD20 pozi-
tivnih stanica. Za razliku od literaturnih podataka
(11) u nasoj populaciji u vec¢ine bolesnika radilo se
o bolesti prisutnoj u limfnom ¢vorovima, a u dva
bolesnika bolest je dodatno prisutna i ekstranodu-
larno (jetra, terminalni ileum).

Protokoli lije¢enja bolesnika s PTLD-om razliku-
ju se medu ustanovama. Prema nasem iskustvu
primjenom redukcije doze imunosupresije i rituk-
simaba postignuta je inicijalna regresija bolesti u
vecdine bolesnika, a kompletna remisija u 3/5 bo-
lesnika. U jednog bolesnika s monomorfnim PTLD
primijenjena je i kemoterapija, ali uz znacajan rizik
nuspojava.
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Analizom klini¢kih, viroloskih i imunoloskih pa-
rametara u bolesnika s EBV povezanom PTLD po-
kazala se vaznost ¢estih odredivanja viremije EBV,
poglavito u bolesnika s pove¢anim rizikom i ranom
primjenom rituksimaba za povoljan ishod bolesti.
Opetovano utvrdivanje viremije EBV u perifernoj
krvi kod bolesnika podvrgnutih transplantaciji je-
tre sa standardiziranim testovima molekularne di-
jagnostike moze omoguditi rano dijagnosticiranje
i lije¢enje PTLD-a. Ipak, varijacije u EBV viremije
tijekom pracenja treba tumaciti u kontekstu dru-
gih klini¢kih i laboratorijskih dijagnosti¢kih postu-
paka i opazanja.

Sukladno ranijem iskustvu, EBV-povezane lim-
foproliferativne bolesti su znacajan uzrok mor-
biditeta i mortaliteta u bolesnika podvrgnutih
transplantaciji jetre. Mortalitet u nasoj populaciji
je usprkos lije¢enju visok i iznosio je 33,33%. U po-
lovice bolesnika on se odnosio na nekontroliranu
progresiju bolesti, a u druge polovice na infektivne
komplikacije.
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SUMMARY

POST-TRANSPLANT LYMPHOPROLIFERATIVE DISEASE IN LIVER TRANSPLANT
RECIPIENTS - MERKUR UNIVERSITY HOSPITAL SINGLE CENTER EXPERIENCE

T. FILIPEC-KANIZAJ", J. BUDIMIR?, V. COLIC-CVRLJE", I. KARDUM-SKELIN*’, D. SUSTERCIC?,
S. NAUMOVSKI-MIHALIC!, A. MRZLJAK?, S. OSTOJIC KOLONIC*’, N. SOBOCAN?!, T. BRADIC!,
Z. MISETIC DOLIC!, B. KOCMANS, M. KATICIC', S. ZIDOVEC-LEPEJ® and A. VINCE?’

!Merkur University Hospital, Department of Internal Medicine, Division of Gastroenterology,
University Hospital for Infectious Diseases “Dr. Fran Mihaljevic”, Departmment of Viral Hepatitis,
SUniversity Hospital Merkur, Institute of Cytology and Cytogenetics,*“Department of Internal
Medicine, Division of Hematology, *Department of Surgery, ‘University Hospital for Infectious
Diseases “Dr. Fran Mihaljevic”, Laboratory of Molecular Diagnostics and Flow Cytometry
and "University of Zagreb, School of Medicine, Zagreb, Croatia

Post-transplant lymphoproliferative disorder (PTLD) is an increasingly recognized condition as the number of solid organ and
bone marrow transplant recipients increases. It can be a life threatening fulminant disorder and affects approximately 8% of solid
organ transplant recipients. Epstein-Barr virus (EBV) is closely involved in the pathogenesis of PTLD and the majority of PTLD
cases arise in response to primary infection with EBV or to re-activation of previously acquired EBV. The principal risk factors
underlying the development of PTLD are the degree of overall inmunosuppression and EBV serostatus of the recipient. The most
commonly used pathologic classification of PTLD is the World Health Organization classification, which divides PTLD into three
categories: early lesions, polymorphic PTLD, and monomorphic PTLD. Early lesions are characterized by reactive plasmacytic
hyperplasia. Polymorphic PTLD may be either polyclonal or monoclonal and is characterized by destruction of the underlying
lymphoid architecture, necrosis, and nuclear atypia. In monomorphic PTLD, the majority of cases (>80%) arise from B cells,
similar to non-Hodgkin’s lymphoma in immunocompetent hosts. The most common subtype is diffuse large B-cell lymphoma, but
Burkitt’s/Burkitt’s-like lymphoma and plasma cell myeloma are also seen. Rarely T-cell variants occur, which include peripheral
T-cell lymphomas and, rarely, other uncommon types, including gamma/delta T-cell ymphoma and T-natural killer (NK) cell vari-
eties. Hodgkin’s disease-like lymphoma is very unusual. An accurate diagnosis of PTLD requires a high index of suspicion, since
the disorder may present subtly and/or extranodally. Radiologic evidence of a mass or the presence of elevated serum mark-
ers (such as increased LDH levels) are suggestive of PTLD, with positive finding on ultrasonography, computed tomography,
magnetic resonance and/or positron emission tomography scanning (possibly indicating metabolically active areas) also favoring
the diagnosis. The management of PTLD poses a major therapeutic challenge and although there is reasonable agreement
about the overall principles of treatment, there is still considerable controversy about the optimal treatment of individual patients.
EBV-related PTLDs are a significant cause of mortality in patients undergoing orthotopic liver transplantation with the observed
mortality rate of up to 50%. This paper presents the experience acquired at Merkur University Hospital in the diagnosis and treat-
ment of patients with liver transplantation and PTLD.

Key words: post-transplant lymphoproliferative disease, liver transplantation, Epstein-Barr virus
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DIJAGNOSTICKO I PROGNOSTICKO ZNACEN]JE
IZRAZAJA BILJEGA CD45 U HEMATOLOSKIM ZLOCUDNIM
BOLESTIMA S POSEBNIM OSVRTOM NA AKUTNE LEUKEMIJE

NJETOCKA GREDELJ-SIMECY, BILJANA JELIC-PUSKARIC?, ALEN OSTOJIC!, ZORAN SIFTAR?,
DUNJA FIALA* IKA KARDUM- SKELIN?5, RADOVAN VRHOVAC"? i BRANIMIR JAKSIC'5

Klinicka bolnica Merkur, Klinika za unutarnje bolesti, Zavod za hematologiju, *Zavod za klinicku citologiju i
citogenetiku, *Zavod za klinicku kemiju i laboratorijsku medicinu, *Opéa bolnica Zadar, Odjel za transfuzijsku
medicinu, Zadar i *Sveuciliste u Zagrebu, Medicinski fakultet, Zagreb, Hrvatska

CD45 je transmembranski protein s aktivnoSéu tirozin kinaze koji se nalazi iskljuivo na hematopoetskim stanicama, izuzev
eritrocita i trombocita, te prakticki na svim njihovim razvojnim oblicima. Monoklonalna protutijela usmjerena na CD45 su ne-
ophodnu pomo¢ pri diferencijalnoj dijagnozi hematoloskih zlo¢udnih bolesti i slabo diferenciranih zloéudnih nehematoloskih
tumora, narocito ako se radi o ekstranodalnoj lokalizaciji imfoma, odnosno nodalnim ili koStanim lokalizacijama nehematoloskih
tumora ili njihovih metastaza. Ovaj biljeg ima vaznost i pri subtipizaciji limfoproliferativnih bolesti. Izrazaj CD45 je znac€ajan pri
definiranju zlo¢udnog klona pri imunofenotipizaciji akutnih leukemija, kao i pri odredivanju minimalne ostatne bolesti, posebno
ako se radi o CD45 negativnim akutnim leukemijama. UCestalost CD45 negativnih akutnih limfoblasti¢nih leukemija (ALL) u djece
je nesto viSa od 10%. Djeca oboljela od ALL s blastima koji imaju nizi izrazaj biljega CD45 u nacelu imaju bolju prognozu od onih
s viSim izrazajem tog biljega, naroéito ako izrazaj prelazi 90%. Analizirani su i podaci o izrazaju CD45 biljega u 28 konsekutivnih
bolesnika kojima je dijagnoza akutne limfoblasticke leukemije postavljena u nasoj ustanovi tijekom petogodi$njeg razdoblja. U
navedenom uzorku 7,1% bolesnika imalo je CD45 negativnu ALL. Utvrdena je pozitivha korelacija izraZaja biljega CD45 i biljega
CD20 te negativna korelacija izmedu izrazaja biljega CD45 i biljiega CD34. Intenzitet izrazaja biliega CD45 nije imao utjecaja na
prezivljenje nasih bolesnika.

Kljuéne rijeéi: CD45, akutna leukemija

Adresa za dopisivanje: Dr. sc. Njetocka Gredelj Simec, dr. med.
Klinicka bolnica Merkur
Klinika za unutarnje bolesti
Zavod za hematologiju
Zajceva 19
10000 Zagreb, Hrvatska
E-posta: njetocka.gredelj@zg.t-com.hr

UvOD aminokiselina dok veliki citoplazmatski dio sadr-
zi niz od oko 700 aminokiselina podijeljen u dvije

CD45 ili LCA (Leukocyte Common Antigen) je trans- domene (1). Kodiran je jednim genom koji se nala-

membranski glikoprotein s aktivnoséu tirozin ki-
naze koji prekriva do 10% povrsine stanice i time
ulazi u kategoriju najzastupljenijih molekula na
stani¢noj povrsini. Nalazi se na svim hematopet-
skim stanicama i njihovim prekursorima osim
zrelih eritrocita i trombocita. Kao i drugi trans-
membranski proteini sastoji se od intracelularnog,
transmembranskog i ekstracelularnog dijela. Glu-
kozilatna ekstracelularna domena sadrzi 300-500

zi na 132 kromosomu. Gen sadrzi 34 eksona od
kojih eksoni primarne transkripcije (ekson 4/A,
5/B, 6/C i 7) kombiniranjem stvaraju 8 razli¢itih
mRNA odnosno 8 razli¢itih izoformi CD45 mole-
kule. Transkripcijom razlic¢itih eksona kodirana je
NH2 terminalna domena (ekstracelularni dio). Izo-
forme su CD45RA, CD45RB, CD45RC, CD45RAB,
CD45RAC, CD45RBC, CD45RO, CD45R (ABC).
CD45 molekula je odgovorna za regulaciju sazri-
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jevanja, rasta i aktivacije hematopoetskih stanica te
stoga izoforme ne ovise samo o vrsti stanice, ve¢ i
o njenom stupnju aktivacije i diferencijacije. Sto-
ga se, na primjer, tip izrazaja CD45 moZze Koristiti
za razlikovanje “djevi¢anskih” (CD45RB) i “me-
morijskih” (CD45RO) T limfocita, uz napomenu
da je CD45RO, “memorijski fenotip” reverzibilan.
T stani¢ni izrazaj CD45, osim $to je vezan uz stu-
panj aktivacije i diferencijacije stanice, u direktnoj
je ovisnosti i o signalnom putu s B stani¢nim re-
ceptorom. B limfociti izrazavaju protein velike mo-
lekularne tezine 220kDa (nazvan B220) koji sadrzi
sve dijelove CD45 eksona (CD45RABC). Tijekom
normalnog sazrijevanja na B limfocitima dolazi
do postupnog sniZenja izrazaja CD34 i povecanja
CD45, CD20 i imunoglobulina (2-7). Opisane su
razlike i u intenzitetu izrazaja CD45, tako da zreli
T limfociti (CD3+) i NK stanice (CD16+, CD11b+)
izrazavaju CD45 u najvecem intenzitetu, dok je
izraZaj na B limfocitima ovisno o stupnju zrelosti
mogud u tri intenziteta (jaki izraZaj u zrelih B sta-
nica CD19+,CD20+; slabiji izrazaj u prekursorskim
stanicama CD19+,CD10+; i vrlo slab u vrlo ranim B
limfocitnim prekursorima CD19+, CD10+, CD34+).
Sto se monocitne loze tice, intenzitet CD45 raste
kako loza sazrijeva, dok je medu granulocitima u
kostanoj srzi tijekom sazrijevanja nepromijenjen.
Najranije stanice eritrocitne loze su slabo CD45 po-
zitivne, intenzitet se pojacava tijekom sazrijevanja
da bi onda potpuno nestao kod zrelih eritrocita (8).
Uz navedeno, smatra se i da je intenzitet izrazaja
CD45 na zdravim stanicama individualan, odnosno
da je broj antigenskih mjesta za CD45 na zdravim
leukocitima, monocitima i granulocitima konstan-
tan i specifican za jedinku, te da stoga pri odredi-
vanju intenziteta izrazaja na promatranoj popula-
ciji patoloskih stanica, kao mjera moze posluziti
intenzitet izrazaja vlastitih zdravih limfocita (9).

DIJAGNOSTICKO I PROGNOSTICKO
ZNACEN]JE
Buducdi da je CD45 biljeg koji se nalazi isklju¢ivo na
hematopoetskim stanicama, osim eritrocita i trom-
bocita, te prakticki na svim njihovim razvojnim
oblicima, njegova najveca dijagnosti¢ka vrijednost
je u razlikovanju hematopoetskog od nehematopo-
etskog tkiva. Monoklonalna protutijela usmjerena
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prema CD45 su neophodna pomo¢ pri diferenci-
jalnoj dijagnozi hematoloskih neoplazmi (CD45+)
i zlo¢udnih slabo diferenciranih nehematoloskih
tumora (CD45-), narocito ako se radi o ekstrano-
dalnoj lokalizaciji limfoma, odnosno nodalnim ili
kostanim lokalizacijama nehematoloskih tumora ili
njihovih metastaza.

Tumori malih plavih stanica

Vazan diferencijalno dijagnosticki problem u djec-
joj populaciji je skupina vrlo slabo diferenciranih
zloéudnih tumora razli¢itog podrijetla koja se
naziva tumorima malih plavih stanica kao Sto su
neuroblastom, Ewingov tumor/PNET-primitivni
neuroektodermalni tumor, Wilmsov tumor, rab-
domiosarkom, limfoblasti¢ni limfom/leukemija,
anaplasti¢ni velikostani¢ni limfom (Anaplastic Lar-
ge-Cell Lymphoma - ALCL) i Burkittov limfom. Za
njihovu to¢nu subtipizaciju potrebno je morfolos-
ku analizu upotpuniti dodatnim tehnologijama
(imunocitokemija, proto¢na citometrija, moleku-
larna dijagnostika, citogenetika, elektronska mi-
kroskopija). Medutim, postoji mali postotak slabo
diferenciranih neoplazmi kod kojih je postavljanje
dijagnoze tesko i unato¢ imunocitokemijskoj anali-
zi. Znacajan dio takvih tumora ¢ine CD45 negativni
limfomi/leukemije. Delos i suradnici su prikazali
da je od 165 pacijenata s ALCL-om 63 bilo CD45
negativno, $to im je znatno otezalo dijagnostiku
zahtijevaju¢i dodatnu obradu, te zakljuc¢uju da je
za postavljanje ispravne dijagnoze kod dvojbenih
slu¢ajeva neophodno istodobno koristenje mono-
klonskih antitijela na CD30, CD45RO, CD45RA,
CD20 i citokeratin (10). Ozdemirli i sur. takoder
isticu vaznost imunocitokemijskog panela u ra-
zlikovanju Ewingovog sarkoma odnosno tumora
malih plavih stanica i limfoma, te predlazu inicijal-
nu imunocitokemijsku obradu na CD45, vimentin,
keratin, desmin, sinaptofizin, CD57, S-100, NSE,
kromogranin i CD99 (11). Kao poseban dijagnosti¢-
ki problem izdvajaju se B limfoblasti¢ni limfomi/
leukemije koji mogu biti CD45 i CD20 negativni te
mogu iskazivati antigene specificne za Ewingov
sarkom/PNET kao $to je CD99, narocito ako se radi
o prekursorskom B-limfoblastiénom limfomu/leu-
kemiji ekstranodalne lokalizacije (12). U skladu s
navedenim, autori se slazu da je u slucaju CD45
negativnosti potrebno uciniti TdT, CD79a i CD43,
odnosno CD43 i CD10 da bi se potvrdilo dijagnozu
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limfoblasti¢nog limfoma. Lini i sur. upozoravaju i
na moguce greske pri dijagnozi CD45 negativnih, a
CD99 i FLI-1 pozitivnih limfoblasti¢nih limfoma/
leukemija te preporucuju u imunocitokemijski pa-
nel uklju¢iti TdT i/ili CD43 (13). Dijagnosticki pro-
blem mogu predstavljati limfomi NK/T stani¢nog
porijekla koji su cesto ekstranodalne lokalizacije,
imunocitokemijski pozitivni na CD2 i CD56, a ne-
gativni na CD3 (14). DiGiuseppe i sur. nalaze po-
zitivnost na CD45, CD2, CD34, uz varijabilnu CD7
pozitivnosti (15), dok su Liu i suradnici pokazali
da niti pozitivnost na CD2, CD34, CD4 i CD7 nije
konstantna, te s obzirom na ¢injenicu pozitivnosti
CD56 na stanicama nehematoloskih tumora (rab-
domiosarkoma, PNET-a itd.) (16). CD45 je vazan
biljeg pri postavljanju definitivne dijagnoze.

Limfomi

CD45 je prisutan na stanicama svih ne-Hodgkino-
vih limfoma (NHL). Postoje brojni radovi (17-20)
koji ukazuju na razli¢it intenzitet izrazaja CD45
kod razli¢itih tipova ne-Hodgkinovih limfoma. In-
tenzitet izrazaja CD45 na stanicama kronic¢ne lim-
focitne leukemije (KLL) je niZi nego na stanicama
NHL-a, dok je na stanicama leukemije vlasastih
stanica nizi nego na stanicama KLL-a. Maljaei i sur.
smatraju da je intenzitet izrazaja CD45 koristan pri
diferencijalnoj dijagnostici B limfoproliferativnih
bolesti, te da se prema njegovom intenzitetu jasno
mogu razlikovati tipi¢an KLL od atipi¢nog KLL/
PLL-a (prolimfocitna leukemija) i NHL-a (20). Leu-
kociti u limfomu plastene zone (MCL - Mantle Cell
Lymphoma) pokazuju ne$to visi intenzitet izrazaja
CD45 u odnosu na folikulani limfom, limfoplaz-
mocitoidni limfom i limfom marginalne zone. Ta
tri podtipa limfoma imaju podjednak izrazaj CD45.
Autori smatraju da intenzitet izrazaja CD45 moze
posluziti i kao dijagnosti¢ki alat pri razlikovanju
limfoma marginalne zone i leukemije vlasastih
stanica, kao i pri diferencijalnoj dijagnostici CD23
pozitivnih limfoma plastene zone i CD5 pozitivnih
folikularnih limfoma (19).

Plazmastanicne neoplazme

Dijagnosticko i prognosti¢ko znacenje CD45 pozi-
tivnosti kod multiplih mijeloma (MM) treba gleda-
ti u svjetlu promjene intenziteta CD45 pozitivnosti

kojeg plazma stanice postepeno gube biljeg CD45.
U zdravoj kostanoj srzi dominiraju CD45 pozitivne
plazma stanice Sto se tumaci kontinuiranim pro-
cesom sazrijevanja i apoptoze. U ranim stadijima
plazmastani¢nih proliferativnih bolesti kao $to su
monoklonska gamapatija neutvrdenog znacenja
(Monoclonal Gammopathy of Undetermined Significan-
ce - MGUS) i 8uljajuéi multipli mijelom (smoldering
MM-SMM) postoji podjednaka proporcija CD45
pozitivnih i CD45 negativnih plazma stanica, dok
kod novodijagnosticiranih MM-a i MM-a u relap-
su dominira populacija CD45 negativnih plaz-
ma stanica $to se povezuje s poviSenim izrazajem
antiapoptotickog proteina bcl2. CD45 pozitivne
stanice imaju visi proliferativni indeks i osjetljivi-
je su na stimulaciju interleukinom 6 (IL-6), koji je
vazan faktor rasta plazma stanica u MM, dok su
CD 45 negativne stanice povezane s povecanom
produkcijom vaskularnog endotelnog faktora ra-
sta (VEGF), Smatra se da zlo¢udne plazma stanice
gube biljeg CD45 u korelaciji s gubitkom izrazaja
nekih adhezijskih molekula (CD56, CD11a, CD49f),
te da se gubitkom CD45 formiraju dvije fenotipski
i funkcionalno razli¢ite populacije zlo¢udnih plaz-
ma stanica od kojih je CD45 negativna populacija a
kasniji stadij zlo¢udnih plazma stanica (21), Kumar
i sur. su pokazali da je dominacija populacije CD45
negativnih plazma stanica jasno povezana s kasni-
jim stadijem bolesti i lo$ijom prognozom, sto je u
skladu s rezultatima Moreaua i suradnika koji su
pokazali da pacijenti s MM-om nakon intenzivne
kemoterapije zive krace ako na plazma stanicama
nemaju izrazaj CD45 (22).

Akutne leukemije

Pri imunofenotipizaciji leukemija, CD45 sluzi kao
biljeg kojim se obiljeZava trazena populacija blasta
koja se razlikuje od limfocita, monocita i zrelih gra-
nulocita po niskom izrazaju biljega CD45 i umje-
renom do viSem izrazaju postrani¢nog rasprsenja
(SSC). Proto¢nom citometrijom odreden intenzitet
izrazaja odredenog biljega visi od 20% smatra se
pozitivnim, pa se dakle akutne leukemije s intenzi-
tetom CD45 manjim od 20% smatraju negativnima
(23, 24). Vormoor i sur. nalaze daje kod CD45 nega-
tivnih ALL, prisutnost CD45 na mati¢nim stanica-
ma dobar model za razlikovanje zdravih od leuke-
mijskih mati¢nih stanica, te da je CD45 negativnost
indirektni dokaz da se leukemijska transformacija
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zbiva na razimi progenitorne stanice s limfoidnom
restrikcijom (25). Zbog navedenog treba istaknuti
dijagnosticko znac¢enje CD45 pri odredivanju mini-
malne ostatne bolesti, odnosno kompletne remisije
kod CD45 negativnih ALL (26, 27).

Rezultati o ucestalosti CD45 negativnih B-ALL u
djece su relativno konzistentni. Ratei i sur. (7) na-
laze 12,9%, Behm i sur. (28) 13%, Nakumara i sur.
(29) 14%. Ako se promatraju subtipovi B-ALL, ¢ini
se da je ucestalost znacajno veca kod common ALL
(15,1%), dok rane pro-B-ALL i pre-B-ALL imaju
podjednaku ucestalost (7,2% odnosno 7,8%). CD45
negativne ALL T fenotipa javljaju se znatno rjede
(od 3,7% do manje od 1% ) (7, 28, 29).

Podaci o ucestalosti CD45 negativnih akutnih leu-
kemija odraslih su znatno oskudniji. Iz dostupnih
podataka vjerojatno se radi o postotku nalik onom
kod dje¢jih leukemija (11,1%) (30). Postoji vise ra-
dova o prognostickom znacenju CD45 kod dje¢jih
ALL-a. Behm nalazi jasnu povezanost odsustva ili
niskog izrazaja CD45 s drugim pozitivnim progno-
stickim parametrima kao $to su niZzi broj leukocita,
nize vrijednosti laktat dehidrogenaze i hiperploi-
dija (28), dok Nakumara nalazi povezanost niZeg
izrazaja CD45 samo s hiperploidijom (29). Suklad-
no tome, autori nalaze znacajno bolji ishod lije¢enja
u djece s CD45 negativnim ALL (28, 29). Cini se da
bi intenzitet izrazaja CD45 na blastima mogao ima-
ti veéu prognosti¢ku vrijednost od kategorizacije
leukemija u CD45 pozitivne ili negativne (uz gra-
nicu od 0,20), naro¢ito ako se kao zaseban entitet
promatra izrazito jak intenzitet CD45. Behm nudi
model s tri skupine u zavisnosti o intenzitetu izra-
zaja CD45 (<20%, 20-89%, >90%) te nalazi statistic-
ki znacajno losije prezivljenje u skupini s izrazajem
vis$im od 90% (28). Te rezultate potvrduju Borowic
i sur. koji su na velikom uzorku djeé¢jih ALL-a po-
kazali da su izrazit intenzitet izrazaja CD45 (vedi
od 75%) i srednji intenzitet CD20 (veci od 20%)
nezavisni prognosticki faktori u djece s ALL (31).
Autori nalaze i znacajnu povezanost jakog izrazaja
CD45 s t (4,11), te smatraju da bi intenzitet izrazaja
CD45 mogao biti i bolji pokazatelj t (4,11) od rani-
je etabliranih pokazatelja kao sto su CD10, CD24 i
CD15 (32). Na kraju autori zaklju¢uju da bi bole-
snici u kojih je izrazaj CD45 na limfoblastima veéi
za 8% od izraZaja na vlastitim zrelim limfocitima
B trebali biti lijeceni agresivnije od onih koji ne za-
dovoljavaju te kriterije (31). Mozda u svjetlu te ¢i-
njenice kao i svjetlu ¢injenice o postojanju razlic¢itih
izoformi CD45 koje su razli¢ite molekularne mase
$to moze imati ulogu u imunofenotipizaciji (33),
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treba promatrati rezultate pojedinih studija koje ne
nalaze znacajnu razliku u klinickom tijeku bolesti
ili odgovoru na terapiju izmedu CD45 negativnih i
pozitivnih ALL-a (7).

Za razliku od navedenog, podaci o prognostickom
znacenju CD45 kod akutnih leukemija u odraslih
su vrlo oskudni (34-37). Caldwell u studiji o pro-
gnosti¢kom znacenju CD45 negativnih ALL u djece
i odraslih nalazi povoljniji odgovor na terapiju u
bolesnika s CD45 negativnim ALL (33), dok Inab u
analizi malog broja CD45 negativnih ALL u odra-
slih ostavlja otvoreno pitanje o njegovom progno-
stickom znacenju (30).

CD45 NEGATIVNE LEUKEMIJE -
ISKUSTVA JEDNOG CENTRA

Analizirali smo akutne leukemije odraslih dijagno-
sticirane na Klinici za unutarnje bolesti Klinicke
bolnice Merkur u razdoblju od 5 godina (od 01. 01.
2005. do 31. 01. 2010.). Osim metoda deskriptivne
statistike koristen je i neparametrijski Mann-Whit-
neyev test za usporedbu kontinuiranih varijabli u
ispitivanim skupinama. Ukupno preZivljenje je mje-
reno od dana postavljanja dijagnoze do dana smrti
ili zadnje kontrole, a izrac¢unato je pomoc¢u Kaplan-
Meierove metode. Za usporedbu krivulja prezivlje-
nja rabljen je log-rank test. Za statisticku je analizu
koriSten program StatView™, SAS Institute Inc, v.
5,0, a statisti¢ki se znac¢ajnom smatrala P-vrijednost
<0,05.

Dijagnoza akutne leukemije postavljena je citolos-
kom analizom i imunofenotipizacijom punktata
kostane srzi u ukupno 136 bolesnika. U 28 (20,6%)
radilo se o akutnoj limfati¢noj leukemiji. Medu bo-
lesnicima s ALL bilo je 13 (46,4%) Zena i 15 (53,6%)
muskaraca. Medijan dobi je iznosio 53,5 godina
(18-74, £18.1), za Zene 55 (21-74, +18.1) i 52 (18-72,
118.6) za muskarce.

Zabiljezena su dva slucaja (7,4%, n=2/27) ALL s ni-
skim izrazajem CD45 (3,3% i 11,9% pozitivnih bla-
sta). U jos Cetiri slucaja, $to ¢ini ukupno 22,2%, na-
den je niski intenzitet izrazaja (20,7%, 33,8%, 38,4%
i 39%). U 16 pacijenata (59,3%) registriran je vrlo
visoki izrazaj biljega (visi od 95%). Svi su slucajevi
bili ALL-B fenotipa.
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Analizirali smo povezanost intenziteta izrazaja
CD45 s intenzitetom izrazaja CD34 i CD20 na bla-
stima. U na$oj skupini pacijenata, visoki izrazaj
CD45 (veciod 75%) bio je povezan s jac¢im izraZajem
CD20 biljega, iako se ta povezanost nije pokazala
statisti¢ki znacajnom (p=0,08). Pacijenti s visokim
izrazajem CDA45 (vedim od 75%) imali su statisticki
znacajno (p=0,04) nizi izrazaj CD34 (sl. 1).

SL. 1. IzraZaj CD34 i CD20 medu skupinama pacijena-
ta grupiranih na temelju izraZaja CD45

Nakon razdoblja prac¢enja od 2121 dana, kumula-
tivno prezivljenje svih bolesnika s ALL iznosilo je
30,9%, s medijanom preZivljenja od 551 dan. Oce-
kivano, bolesnici mladi od 45 godina imali su stati-
sti¢ki znacajno bolje prezivljenje (kumulativno pre-
Zivljenje 48%, s medijanom preZivljenja 783 dana)
od onih starijih (kumulativno prezivljenje 31,7%, s
medijanom prezivljenja od 74 dana). Od bolesnika
s CD45 negativnhom ALL, jedan je umro 3 mjeseca,
a drugi gotovo 3 godine nakon postavljanja dija-
gnoze. Neovisno o odabiru grani¢ne vrijednosti pri
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SL. 2. Usporedba kumulativnog prezivljenja na temelju
izraZaja CD45

kojoj bi se bolesnici svrstali u CD45 ,, pozitivne” ili
,negativne” (95%, 90% ili 75%) na tom uzorku bo-
lesnika nije utvrdeno da izrazaj CD45 ima statistic-
ki znacajan utjecaj na njihovo preZivljenje (sl. 2).

RASPRAVA

Na analiziranom uzorku odraslih bolesnika s ALL,
a prema smjernicama za imunofenotipizaciju akut-
nih leukemija (23, 24), registrirano je 7,4% CD45
negativnih ALL, $to predstavlja nizu ucestalost
od opisane ucestalosti CD45 negativnih ALL u
djece, te nizu od ocekivane ucestalosti u odraslih
(4,28-30). Ako se pak primijeni kriterij intenziteta
izrazaja biljega, kojem vedina autora pridaje vecu
prognosticku vaznost od same pozitivnosti blasta
(7,28,31,33), u nasem uzorku nalazimo 22,2% bo-
lesnika u kojih je intenzitet izrazaja CD45 nizi od
75%, odnosno 59,3% bolesnika s vrlo visokim izra-
zajem CD45 (visim od 95%).

Iz nas8ih podataka o prezivljenju bolesnika ovisno
o intenzitetu izrazaja CD45 vrlo je teSko donijeti
¢vrste zakljucke, ali se registrira nesto bolje kumu-
lativno prezivljenje bolesnika s nizim intenzitetom
izrazaja CD45. Taj nalaz treba promatrati u zavi-
snosti o dobivenim rezultatima o odnosu izrazaja
CD45 i CD20, te odnosa izrazaja CD45 i CD34, koji
su u skladu s ranijim radovima na dje¢jim ALL
(3,31-38). Nasli smo povezanost u intenzitetu izra-
zaja CD20 i CD45. Za ta oba biljega je od ranije po-
znato da su pri jakom intenzitetu izraZaja nezavisni
prediktori loseg ishoda, te da je njihovo prognostic-
ko znacenje jo$ vece ako postoji zajednicki inten-
zivni izrazaj (31,35). Nazalost, zbog malog uzorka
nije bilo moguce odrediti ni prognosticko znacenje
intenzivnog izrazaja CD20. Jednako tako, obrnu-
to proporcionalna povezanost intenziteta izrazaja
CD45 i CD34 koja je vjerojatni prediktor pozitivne
prognoze (3,38), ostavlja mogucnost za pretposta-
ku da CD45 i u odraslih s ALL mozZe imati i pro-
gnosticku vaznost.

Za potpuniju analizu prognosti¢nog znacenja izra-
zaja CD45 bilo bi neophodno u analizu ukljuditi
vedi broj bolesnika uzimajuéi u obzir i ostale fak-
tore rizika, kao i njihovu povezanost s intezitetom
izrazaja CD45.
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ZAKLJUCAK

CD45 biljeg ima vaznu ulogu u dijagnostickom
postupku pri razlikovanju hematoloskih od nehe-
matoloskih zlo¢udnih bolesti te pri subtipizaciji
limfoproliferativnih bolesti. Rezultati nekih istra-
zivanja ukazuju i na moguce prognosticko zna-
cenje izrazaja CD45 u toj skupini bolesti. Uzorak
nasih bolesnika ogranicene je veli¢ine pa je tesko
donijeti ¢vrsée zakljucke. Ipak, moze se zakljuditi
da je zamijecena ne$to niza ucestalost CD45 nega-
tivnih ALL od ocekivane, kao i da se nije uspjelo
utvrditi prognosticku vaznost izrazaja tog biljega
na prezivljenje.
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CD45 cell surface antigen is a transmembrane protein with tyrosine phosphatase activity, expressed by all nucleated cells of
hematopoietic origin, except erythrocytes and platelets. Monoclonal antibodies directed against CD45 represent irreplaceable
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tool in differential diagnosis of hematologic and other, non-hematologic low differentiated malignancies, primarily in cases of:
extranodal lymphomas, non-hematologic malignancies with nodal or bone marrow localization or their metastases in mentioned
sites. As cell surface immunophenotype marker, CD45 is of great value in differentiation of lymphoproliferative diseases
subtypes. By flow cytometry, based on CD45 expression, the malignant cell population is being identified and that fact is used
in, not only diagnosis, but also in detection of minimal residual disease, especially in cases of CD45 negative acute leukemias.
Incidence of childhood CD45 negative acute lymphoblastic leukemias (ALL) is about 10%. Children diagnosed with low CD45
expression ALL generally have better prognosis than those with high CD45 expression, especially when cut-off value for CD45
expression is set on 90%.

We have analyzed CD45 expression by flow cytometry in 28 consecutive patients diagnosed with ALL in our institution during a
5-year period. Among these patients 7.1% were CD45 negative. A positive correlation between CD45 and CD20 expression was
found, and a negative correlation between CD45 and CD34. In our group of patients, CD45 expression did not have any influence
on survival.

Key words: CD45, acute leukemia
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PREMALIGNIH PROMJENA VRATA MATERNICE
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Humani papiloma virus ima nezaobilaznu ulogu u karcinogenezi karcinoma vrata maternice, uglavhom zbog djelovanja dvaju
viralnih onkoproteina E6 i E7. Njihova pojacana ekspresija unutar stanica domacina je vidljiva poveéanjem ekspresije stani¢nog
proteina p16INK4a, koji moze sluziti kao biljeg za displasti¢ne i neoplasti¢ne stanice epitela vrata maternice. Cilj istraZivanja je
procijeniti ekspresiju proteina p16INK4a u razli¢itim stupnjevima citoloSke abnormalnosti u korelaciji s dokazanom infekcijom
visoko onkogenih tipova humanog papiloma virusa kako bi se pokazala njegova vrijednost kao dijagnostickog biljega. U istra-
zivanje smo ukljucili obriske cerviksa 371 pacijentice u kojih je radena tipizacija virusa. Simultano, uz uzimanje razmaza VCE
(vagina, cerviks, endocerviks) uzet je 171 dodatni uzorak vrata maternice za imunocitokemijsko bojanje i 200 uzoraka uzetih i
obradenih metodom jednog sloja stanica (LBC). Svi su uzorci analizirani citoloski i obojani imunocitokemijskom metodom mono-
klonalnim protutijelom na p16INK4a protein. Bojanje se pokazalo vrlo upjesnim kod tezih displasti¢nih promjena i kod karcinoma,
dok je kod blazih displasti¢nih promjena ili urednih nalaza manje uspjesno dokazuju¢i time dijagnosti¢ku vrijednost biljega za
teze displasticne promjene. Zbog mogucnosti reproducibilnosti, metoda bojanja na p16 moze posluziti kao metoda u postizanju
opetovanosti rezultata i kontrole kvalitete rada.

Kljucne rijeci: Papa test, tumorski marker, p16INK4a, cervikalna displazija
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UvOD

Cinjenica da je genom humanog papiloma virusa
(HPV) pronaden u 99,7% karcinoma vrata mater-
nice (1), dopusta da ga se proglasi uzro¢nikom tog
karcinoma. Medutim, ako izdvojimo stotinu Zena
u kojih je dokazana infekcija HPV-om, medu njima
je eventualno jedna Zena u koje ¢e zaista doéi do
razvoja klinicke bolesti (2). To znaci da nije svaka
infekcija virusom nuzno povezana s klinickom bo-
lesti, niti da je HPV jedini uzro¢nik karcinoma cer-
viksa. Karcinogeneza karcinoma vrata maternice
moze trajati i do 15-tak godina.

Tragedija je utoliko veca $to se radi o bolesti koja je

izuzetno pogodna za probir: poznat joj je uzrok, bo-
lest ima dugacku predklini¢ku fazu s postepenim
razvojem premalignih promjena koje se relativ-
no lagano identificiraju i tretiraju ¢ime se postize
potpuno izlije¢enje. Sve se dogada na organu koji
je relativno lagano dostupan klinickom pregledu.
Najucinkovitija metoda detekcije cervikalnih lezi-
ja je morfoloska metoda citodijagnostike poznata
pod imenom Papa test. Papa test je od vremena
njegovog predstavljanja do danasnjeg dana poka-
zao izuzetnu vrijednost u otkrivanju premalignih
i malignih promjena prvotno na epitelu vrata ma-
ternice. Zbog kontinuirane deskvamacije stanica
vrata maternice vec¢e su mogucnosti prepoznava-
nja morfoloskih promjena na stanicama plocastog

53



I. Krivak Bolan¢a i sur. Ekspresija stani¢nog proteina p16INK4a kod premalignih promjena vrata maternice
Acta Med Croatica, 65 (Supl. 1) (2011) 53-58

epitela vrata maternice te otkrivanja premalignih
promjena na cerviksu. Papa test nije pogodan za di-
jagnosticiranje premalignih promjena materista ili
drugih ekstrauterinih lokalizacija. On je pogodan
primarno za detekciju cervikalnih lezija i jo§ dan-
danas predstavlja osnovu gotovo svih programa
probira protiv karcinoma vrata maternice. Osnovni
nedostatak metode je njezina subjektivnost i oteza-
na reproducibilnost nalaza. Radi se o metodi c¢ija
je to¢nost i specifi¢nost ovisna o znanju i iskustvu
stru¢njaka te postoji visoki stupanj nepodudarno-
sti rezultata medu dijagnosti¢arima $to dovodi do
nejednolike opetovanosti dobivenih rezultata. Na-
ime, na svakom stupnju obrade uzorka, od nacina
uzimanja, obrade i bojanja i na kraju analize mo-
guce su pogreske (3,4). U nastojanju da se povisi
ukupna osjetljivost probira, zadnjih desetljeca ra-
zvijeno je nekoliko novih tehnika uzimanja, obrade
i analize cervikalno-endocervikalnih uzoraka, koje
se predlazu kao dopunske metode za konvencio-
nalni Papa test u cilju popravljanja negativnosti i
postizanja zadovoljavajuce osjetljivosti metode.

Virusna etiologija karcinoma cerviksa je pretpo-
stavljena 70-tih godina proslog stoljeca u istrazi-
vanjima zur Hausena (5,6), a kona¢na potvrda o
ulozi HPV-a u nastanku vrata maternice su dala
istrazivanja Walboomersa i Boscha (1,2). Od broj-
nih tipova HPV-a alfa roda samo 20-tak tipova spa-
da u skupinu tipova visoko onkogenog potencijala
kojima je zajednicka karakteristika afinitet prema
epitelu anogenitalne regije i moguénost uzrokova-
nja premalignih i malignih promjena na epitelu (7).
Znacenje i vaznost perzistirajuce infekcije istaknuo
je Kjaer i pokazao da Zene s verificiranom dugotraj-
nom infekcijom HPV-om imaju preko 20 puta veéi
rizik nastanka nekog od stupnja teze displasti¢ne
promjene (HSIL, od engl. High Squamous Intraepit-
helial Lesion), a time i karcinoma (8).

Kada virus ude u stanicu domacina stanicni ciklus
se mijenja kao posljedica djelovanja viralnih on-
koproteina, osobito E6 i E7. Svaki od njih djeluje
na produkte tumor supresorskog gena stanice do-
macina: E6 djeluje preko p53 proteina, a E7 preko
proteina Rb (retinoblastoma gena) i tako utje¢u na
kontrolu stani¢ne proliferacije. Kada se onkoprote-
in E7 veZe na protein Rb, onemogucava stvaranje
kompleksa s komponentom citoplazme koji pak
drzi u negativnoj sprezi inhibitor kinaze (stani¢ni
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protein pl16INK4a). Kao posljedica stvaranja kom-
pleksa E7 i Rb ukida se inhibitorno djelovanje na
p16INK4a, i on se pocinje ekscesivno nakupljati u
citoplazmama i u jezgrama stanica zarazenih HPV-
om. Upotrebom imunocitokemijskog bojanja mo-
noklonalnim antitijelom mozZze se vizualizirati eks-
cesivno nakupljanje p16 proteina (9,10).

MATERIJALI I METODE

U istrazivanje su ukljuc¢eni uzorci cerviksa 371
pacijentice kojima je uzet razmaz VCE (vagina,
cerviks, endocervikalni razmaz) u citoloskoj am-
bulanti Jedinice za ginekolosku citologiju i cito-
genetiku Zavoda za klini¢ku citologiju Klinicke
bolnice ,Merkur” tijekom dvije godine. Sve su pa-
cijentice testirane na prisustvo HPV-a. Dvije stoti-
na uzoraka razmaza VCE je prikupljeno ¢etkicom
Cervex-Brush (Rovers Medical Devices), nakon cega
se Cetkica isprala u epruveti s otopinom za fiksira-
nje stanica (PreserveCyT). Na nacin i po preporuci
proizvodaca na aparatu ThinPrep 2000 napravljena
su dva razmaza od uzorka svake pacijentice. Jedan
je obojan i pripremljen za citolosku analizu, a dru-
gi je razmaz pripremljen i obojan imunocitokemij-
skom metodom s monoklonalnim antitijelom klona
E6H4 (CINTec, Heidelberg, Njemacka). Od ostat-
nog materijala u epruveti uzet je uzorak za doka-
zivanje visoko onkogenih tipova virusa metodom
Amplicor HPV Test (Roche Molecular Systems). Kod
ostale 171 pacijentice verificirana je infekcija visoko
onkogenim tipovima HPV-a istom metodom, pri-
je kontrolnog razmaza VCE, te su od njih stotinu
uzeti uzorci cerviksa za imunocitokemijsko bojanje
simultano s uzimanjem kontrolnog razmaza, a od
71 pacijentice uzet je uzorak iz arhive laboratorija.
Ti su uzorci dekolorirani u 0,5% HCI, isprani desti-
liranom vodom te imunocitokemijski obojani.

Po preporuci proizvodaca pozitivitet reakcije se
proglasilo ako su zapaZene smede-zuto do tamno
smede granule u citoplazmi i/ili jezgri barem u 4%
morfoloski promijenjenih stanica.

Citoloska je analiza ukljucivala klasifikaciju pro-
mjena po zagrebackoj modifikaciji iz 2002. god.
Klasifikacije citoloskih promjena na epitelu vrata
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maternice Bethesda. Po toj su klasifikaciji ukljuceni
razmazi kod kojih nisu nadene citoloske abnor-
malnosti, kod kojih je dijagnosticiran ASCUS (eng].
Atypical Squamous Cells of Undeterminated Signifi-
cance), blaze displasti¢ne promjene (LSIL, engl. Low
Squamous Intraepithelial Lesion), teze displasti¢ne
promjene i cervikalni karcinom (Ca).

REZULTATI

UnaSemjeistrazivanju bilo ukupno 60,4 % (224/371)
pacijentica u kojih je verificirana infekcija HPV-om.
U odnosu na citolosku dijagnozu, u skupini HSIL
promjena i kod karcinoma sve su pacijentice bile
pozitivne na neke od tipova HPV-a, dok je kod
LSIL-a i ASCUS-a bilo 64 odnosno 10 pacijentica

(15%) pl6 pozitivno obojenih uzoraka. Medu nji-
ma kod tri pacijentice je citoloska dijagnoza bila
ASCUS -H, te je pozitivitet pl6 bio razlog da se
te pacijentice upute na kolposkopiju (sl. 3). Kod te
tri pacijentice je patohistoloska verifikacija potvr-
dila dijagnozu HSIL-a, kao u svih slucaja citoloske
dijagnoze HSIL-a i Ca. U skupini blazeg stupnja
displazije rezultati su obrnuto proporcionalni re-
zultatima za HSIL. Vedina blazih displasti¢nih
promjena je negativna na pl6, a pozitivitet je na-
den u 35% slucaja. U sl. 1 prikazan je medusoban
odnos citoloskih abnormalnosti u odnosu na po-
zitivitet biljega te se vidi statisticki znacajna razli-
ka LSIL/HSIL (x2=64,38; p<0,01); ASCUS +LSIL/
HSIL (x2=81,97; p<0,01) kako izmedu blaze i teze
displazije tako i izmedu ASCUSA i displazija, bez
obzira na to koji se citoloski nalaz odredio kao gra-
nic¢na (,,cut off”) vrijednost, bilo LSIL, bilo ASCUS.

Tablica 1.

Pozitivitet p16INK4a u citoloskim dijagnozama

P16INK4a BO ASCUS LSIL HSIL CA Ukupno
y 6 6
Pozitivan 5 (15,15%) 45 (35,15%) 111 (84,73%) 172 (46,36%)
(8,22%) (100%)
. 199
Negativan 67 (91,78%) 28 (84,85%) 83 (64,84%) 20 (15,27%) 0
(53,64%)
371
Ukupno 73 33 128 131 6
(100%)

pozitivno na HPV infekciju. U skupini bez citolo$-
kih abnormalnosti nije bilo pacijentica s dokazanim
HPV-om.

Distribucija pozitivne reakcije bojanja p16INK4a
u citoloskim dijagnozama prikazana je u tablici 1.
U slucaju citoloski i HPV negativnih uzoraka po-
zitivna su bila 6 uzorka, dok u 90% uzoraka nije
zapazeno bojanje na p16. Vidljiva je znacajna razli-
ka izmedu pozitiviteta p16 kod citoloske dijagno-
ze HSIL-a i skupine blaze displazije (x2=146,48;
D.F.=4; p<0,01). U slucajevima citoloske dijagno-
ze HSIL-a bojanje na p16 je bilo pozitivno u 85%
(sl. 2.), sto je potvrdilo citolosku dijagnozu i rije-
gilo dilemu citologa kod diskutabilnih slucajeva.
U skupini ASCUS dijagnoza bilo je pet uzoraka

¥2=146,48; D.F.=4; p<0,01

QOASCUS
mLSIL
OHSIL
]
POZITIVAN NEGATIVAN
pi6INK4a piBiNK4a

Sl. 1. Odnos citoloskih abnormalnosti s obzirom na
pozitivitet p16INK4a LSIL/HSIL (y2=64,38; p<0,01);
ASCUS +LSIL/HSIL (x2=81,97; p<0,01)
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Sl. 2. Pozitivna reakcija p16 kod citoloske dijagnoze
ASC-H

RASPRAVA

Tijekom karcinogeneze karcinoma vrata maternice
postoje dva klju¢na momenta. Na prvom je mjestu
trenutak inicijalne infekcije kod kojega je od velike
vaznosti tip virusa kojim je doslo do infekcije i tra-
janje infekcije. Naime, od stotinjak tipova i njiho-
vih ina¢ica samo nekoliko tipova pripada skupini
visoko onkogenih tipova koji su direktno poveza-
ni s razvojem bolesti. Stoga je od klini¢ke vaznosti
znati koji je tip virusa odgovoran za infekciju. Kod
mladih osoba, vjerojatno zbog dobrog imunolos-
kog odgovora, veliki dio infekcija HPV-a spontano
regredira, bez pojave klinicke bolesti i bez znacaj-
nijih, prate¢ih morfoloskih promjena na stanicama
(11). Utjecaj, vaznost i znacenje perzistentne, dugo-
trajne infekcije je pokazao Kjaer u prospektivnoj
studiji iz 2002. godine gdje je pokazao da je u paci-
jentica kod kojih je verificirana dugotrajna infekcija
humanim papiloma virusom i do 30 puta vedi rizik
nastanka nekog od stupnja HSIL-a a time i karcino-
ma (8,12-13).

Metodama molekularne dijagnostike moguce je
dokazati prisutnost viralnog genoma kratko vri-
jeme nakon inicijalne infekcije. Isto tako je moguce
pokazati prisustvo genoma tijekom svih razvojnih
stupnjeva displazije i cijelog procesa karcinogene-
ze, 5to dokazuje visoku osjetljivost molekularnih
metoda tipizacije virusa (13,14). S druge strane,
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Sl. 3. Pozitivna reakcija p16 kod citoloske dijagnoze Ca
in situ

upravo ta ¢injenica da je moguce dokazati prisu-
stvo tijekom cijelog procesa karcinogeneze ukazuje
da specifi¢nost molekularnih metode u probiru nije
na zavidnoj razini kao osjetljivost. Na tom se po-
drudju pokazuje znacenje citodijagnostike. Naime,
morfoloske promjene na stanicama postaju vidljive
nesto kasnije, ali kako razvoj bolesti napreduje, one
postaju ocitije, izrazenije i progrediraju pokazujuci
specifi¢nost i do 95%, ovisno o autorima (15). Me-
dutim, poznato je i dokazano da morfoloske pro-
mjene mogu regredirati, ali na temelju iskljuc¢ivo
morfologije nije moguce procijeniti koje ¢e od pro-
mijenjenih stanica progredirati do karcinoma.

Drugi vazan moment u karcinogenezi je trenutak
kada se regulacija stani¢nog ciklusa toliko promije-
ni da reparatorni mehanizmi stanice vise nisu spo-
sobni popraviti nastalu Stetu. Kao posljedica toga
se dogada da je stanici otvoren put u neoplasti¢nu i
malignu proliferaciju. Zapravo bi idealan test pro-
bira bio onaj koji ima sposobnost izabrati slucajeve
kod kojih se promijenjena regulacija stani¢nog ci-
klusa vise ne moze popraviti. Prilog tome su broj-
ni radovi koji istraZuju i dokazuju ulogu razli¢itih
tumorskih biljega (16-19). Naime, HPV infekcija
uzrokuje promjene u ekspresiji proteina koji regu-
liraju stani¢ni ciklus stanica domacina. Ti regula-
torni proteini mogu posluziti kao tumorski biljezi
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za displasti¢ne promjene. Brojni su biljezi koji su
pretpostavljeni, ali s razlic¢itim uspjehom i ograni-
¢enjima: Ki67 kao proliferativni biljeg i DNA telo-
meraza su pokazali limitirani potencijal, za razliku
od MCM (engl. Minichromosome Maintenance Prote-
in) i inhibitora ciklin-ovisne kinaze p16INK4a (20).
Istrazivanja i studije su pokazale ulogu i mogu¢-
nost upotrebe p16INK4a kao markera za infekciju
HPV visokog rizika time i da bi p16INK4a mogao
biti biljeg za cervikalne intraepitelne lezije, jer je
relativno dobro i uspje$no identificirao displastic-
ne stanice svih stupnjeva promjena od ASCUS-a do
karcinoma (21,22). Puno je vi$e uspjeha bilo u iden-
tifikaciji HSIL lezija i karcinoma pa je to dovelo do
pomisli da bi ga se moglo upotrijebiti kao detektora
HSIL promjena u citoloskim preparatima (19,23).
Nasi se rezultati podudaraju s rezultatima sli¢nih
istrazivanja. Statisticki je znacajna razlika medu
pozitivitetom pl6 kod HSIL-a i LSIL-a (x2=64,38;
p<0,01). Teze displasti¢ne promjene i karcinomi su
u velikom postotku pozitivniji od blazih promjena
ili urednih nalaza dokazuju¢i dijagnosti¢ku vrijed-
nost biljega za promjene HSIL-a.

Rezultati pozitiviteta na citoloskim dijagnozama
LSIL-a od 35% je naizgled veliki postotak, ali on
odgovara rezultatima prethodnih istrazivanja (18).
Naime, oni su rezultat integracije virusa u genom
domacina, $to bi oznacilo promjene koje su u veli-
koj opasnosti daljnje progresije dokazujuéi potenci-
jal i vrijednost p16INK4a i kao prognostickog, a ne
samo dijagnostickog faktora. Osim toga, zbog mo-
gucnosti reproducibilnosti metoda bojanja na p16
moze posluziti kao metoda u postizanju opetova-
nosti rezultata i kao metoda kontrole i moguénost
usporedbe citoloskih rezultata (16,17).

Za potpunu integraciju u rutinsku upotrebu sva-
kako su potrebna opseZznija istrazivanja koja nei-
zostavno moraju ukljuditi i viSegodisnje pracenje
istrazivanih pacijentica radi detaljne procjene pro-
gnosticke vrijednosti proteina p16INK4a.
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SUMMARY

P16NIK4A EXPRESSION IN PREMALIGNANT CERVICAL LESIONS

I. KRIVAK BOLANCAY, S. KATALENIC SIMON?, K. SENTIJA!, Z. DUIC?,
V. KUKURA?%, G. ZOVKO?, J. VALETIC? and J. VRANES?

"Merkur University Hospital, Department of Clinical Cytology and Cytogenetics, Division for
Gynaecologic Cytology and Cytogenetics, “Department of Gynaecology and Obstetrics,
3Dr. A. Stampar Institute of Public Health, *University of Rijeka, School of Medicine, Rijeka
and *University of Zagreb, School of Medicine, Zagreb, Croatia

Increased expression of viral E6 and E7 oncoproteins within the host cells results in an increase in cellular protein p16INK4a
expression. That increase may serve as a marker for dysplastic and neoplastic cells of the uterine cervical epithelium. The aim
of this study is to assess the p16INK4a protein expression in different stages of cytological abnormality in correlation with the
proven high oncogenic risk human papillomavirus infection in order to demonstrate its value as the diagnostic marker.

The study included cervical smear samples of 371 patient in whom the viral typization was done. In 171 patient, during their
regular gynaecological examination, along with conventional Pap smear sampling an additional smear was taken. Two hundred
cervix brush (Rovers Medical DevicesOss, the Netherlands) samples were obtained and analyzed by the LBC method and the
ThinPrep2000 machine. All samples were analyzed cytologically, classified according to the Bethesda system, and immunostained
with the p16INK4a-specific monoclonal antibody E6H4 (MTM Laboratories, Heidelberg, Germany). A significant difference is
seen in p16 positivity between the cytological diagnosis of a high grade cervical squamous intraepithelial lesion and the group
with mild dysplasia (y2=146,48; D.F.=4; p<0,01) while most of the mild dysplastic lesions were p16 negative. In cases of p16
positive mild dysplastic lesions, that positivity is the result of viral integration into the host genome, which would imply lesions at
high risk of further progression. The potential and value of p16INK4a protein not only as a prognostic, but also as a diagnostic
factor is proved in this way. Reproducibility of the p16 staining technique renders it suitable for follow-up monitoring as well as
for comparison of the cytological results.

Key words: Pap test, tumor marker, p16INK4a, cervical dysplasia
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STANDARDIZACIJA U LABORATORIJSKOJ HEMATOLOGI]JI
SUDJELOVANJEM U PROGRAMIMA VANJSKE PROCJENE KVALITETE

AIDA NAZOR!, ZORAN SIFTAR'i ZLATA FLEGAR-MESTRIC!?

Klinicka bolnica Merkur, Zavod za klinicku kemiju i laboratorijsku medicinu
i 2Sveuciliste u Zagrebu, Farmaceutsko-biokemijski fakultet, Zagreb, Hrvatska

Zavod za klinicku kemiju i laboratorijsku medicinu Klinicke bolnice Merkur sudjeluje u medunarodnoj sponzoriranoj kontroli iz
podruéja laboratorijske hematologije — Shema za internacionalnu vanjsku procjenu kvalitete iz hematologije — engl. International
External Quality Assessment Scheme for Haematology (IEQAS-H) pod pokroviteljstvom Svjetske zdravstvene organizacije od
1985. g. Sest puta godi$nje (neparni mjeseci). Temeljem vrlo dobrih rezultata Zavod je 1987. g. dobio certifikat o sudjelovanju u
IEQAS-H. Zavod za klini€ku kemiju Klinicke bolnice Merkur u suradniji s Hrvatskim druStvom medicinskih biokemicara i Zavodom
za medicinsku biokemiju i hematologiju Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta 1986. g. pokre¢e vanjsku procjenu kvalitete rada
iz podruéja laboratorijske hematologije u Republici Hrvatskoj kojom je danas obuhvaéeno 186 laboratorija tri puta godisnje.
Zavod sudjeluje i u medunarodnim projektima u organizaciji Europskog odbora za vanjsku procjenu kvalitete rada u laboratorij-

skoj medicini (EQALM).

Adresa za dopisivanje: ~ Aida Nazor, dipl. ing. biokemije

Zavod za klinicku kemiju i laboratorijsku medicinu

Klinicka bolnica Merkur

l. Zajca 19

10000 Zagreb, Hrvatska
E-posta: aida.nazor@gmail.com

UvOD

Organizirana vanjska procjena kvalitete rada u
laboratorijskoj hematologiji zapocinje 1974. g. pri
North Manchester General Hospital (NMGH), kada
je inicijativu za pokretanje na lokalnoj razini dao
dr. D. W. Dawson. Godine 1977. uspostavljena je
meduregionalna shema koja je obuhvacala sje-
verozapadnu Englesku i zapadni Midlands. Iste
godine NMGH se povezuje s Good Hope Hospi-
tal (GHH) u Sutton Colfieldu. S vremenom je u
vanjsku procjenu kvalitete rada ukljuceno ¢itavo
Ujedinjeno Kraljevstvo i uspostavljena je shema
za nacionalnu vanjsku procjenu kvalitete rada u
laboratorijskoj hematologiji (UK NEQAS). Godine
1995. uslijedila je akreditacija za osiguranje kvali-
tete od strane Joint Working Group, a 2000. g. akredi-
tirani su kod CPA External Quality Assessment Ltd.

Na Svjetskom kongresu hematologa u Londonu
1985. g. inicijativom medunarodno vrlo cijenjenog
i uvazavanog hematologa, profesora dr Erika Ha-
uptmanna i dr. sc. Doroteje Jurici¢, specijalistice
medicinske biokemije iz Klinicke bolnice Merkur
Zagreb, te dr. S. M. Lewisa, direktora Suradnog
centra za osiguranje kvalitete u hematologiji Svjet-
ske zdravstvene organizacije (WHO) i predsjed-
nika Medunarodnog vijeéa za standardizaciju u
hematologiji, prihvaca se prijedlog da se Zavod za
klinicku kemiju Klini¢ke bolnice Merkur ukljuci
u redovitu sponzoriranu vanjsku procjenu kvali-
tete rada iz podrudja laboratorijske hematologije
IEQAS (H) u okviru UK NEQAS. Nekoliko godina
kasnije Zavod se ukljucuje i u redovitu sponzori-
ranu vanjsku procjenu kvalitete iz podrucja labo-
ratorijske koagulacije - IEQAS (C). Suradnja traje
do danas.
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PROVODEN]JE VANJSKE PROCJENE
KVALITETE RADA - IEQAS (H)

Vanjskom procjenom kvalitete rada obuhvaceno je
sedamdesetak laboratorija diljem Europe. Cilj vanj-
ske procjene kvalitete rada je uskladivanje rezulta-
ta u laboratorijskoj hematologiji neprekidnom edu-
kacijom zasnovanom na povratnim informacijama
o rezultatima svakog pojedinog ciklusa kontrole.
Kontrolni uzorci dostavljaju se avionskom postom.
Vanjska procjena kvalitete rada provodi se Sest
puta godisnje iz sljede¢ih uzoraka:

* za kontrolu broja leukocita, trombocita i hemo-
globina na hematoloskom analizatoru koriste se
pripravci hemolizata u koji su dodani leukociti (pi-
leci eritrociti) i trombociti ili lateks cestice koje po
svojim fizikalnim osobinama odgovaraju tromboci-
tima (2 uzorka)

* za mikroskopsko diferenciranje leukocita (DKS)
i morfolosku analizu krvnih stanica koristi se raz-
maz venske krvi obojen metodom May-Grunwald
Giemsa (2 uzorka)

* za retikulocite koristi se razmaz iz vitalno oboje-
ne krvi briljant krezil modrilom ili Azur B (2 uzor-
ka)

* za mikroskopsku analizu krvnih parazita kori-
sti se razmaz venske krvi obojen metodom May-
Grunwald Giemsa (2 uzorka od 1992. g.)

Uzorci za hemoglobin i broj stanica analiziraju se
najmanje tri puta na hematoloskom brojac¢u i tre-
tiraju se kao uzorci pacijenata. Rezultat analize je
prosjecna vrijednost svih mjerenja. Uzorke za reti-
kulocite, diferencijalnu krvnu sliku i parazite ana-
liziraju svi laboratorijski djelatnici ¢iji je to svakod-
nevni posao. Rezultat analize je srednja vrijednost
za retikulocite i diferencijalnu krvnu sliku.

Za parazite, kao rezultat 3alje se dogovoreno, uskla-
deno misljenje svih osoba koje su analizirale prepa-
rate.

Svaki ciklus vanjske procjene kvalitete rada sadrzi
Sest uzoraka. U svaki ciklus obavezno su ukljuceni
uzorci za analizu hemoglobina i krvnih stanica -
dakle ukupno 12 uzoraka godisnje. Uzorci za pro-
vjeru diferencijalne krvne slike, retikulocita i krv-
nih parazita se medusobno izmjenjuju, tako da se
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godisnje kontroliraju ¢etiri puta, odnosno u osam
uzoraka za svaku vrstu pretrage. Svi uzorci su po-
praceni odgovarajuéim opisom uzorka, uputama
za rukovanje i preporukama za analizu. Rezultati
se upisuju u definirane obrasce koji prate uzorke.
U obrascima je potrebno naznaciti uéesnicki broj,
sifru laboratorija, datum kada je uzorak primljen,
rezultate analiza, komentare o kvaliteti pojedinog
uzorka, datum analize i potpis odgovorne osobe
- voditelja odjela za laboratorijsku hematologiju.
Analiza kontrolnih uzoraka istovjetna je s analitic-
kim postupcima u humanim uzorcima u kojima se
svakodnevno odreduju parametri krvne slike na
analizatoru, diferenciraju leukociti, analizira mor-
fologija krvnih stanica i broje retikulociti (1,2).

Preduvjet za uspjesno sudjelovanje u vanjskoj
procjeni rada je kontinuirano dnevno provodenje
unutarnje kontrole kvalitete rada pomocéu komerci-
jalnih kontrolnih uzoraka u sva tri koncentracijska
podrudja za sve parametre krvne slike. Rezultati se
statisti¢ki obraduju i mjese¢no iskazuje preciznost
kao koeficijent varijacije (KV%) za svaki pojedini
mjereni parametar, a procjenjuje prema vrijednosti
bioloske varijacije za preciznost. Analiza tocno-
sti provodi se izracunavanjem odstupanja prema
deklariranoj srednjoj vrijednosti za svaki pojedini
mjereni parametar krvne slike (BIAS %), a procje-
njuje prema dozvoljenoj bioloskoj varijaciji za toc-
nost. To je najvazniji segment unutarnje kontrole
kvalitete rada, koji kontinuirano provjerava anali-
ticki sustav i na temelju kojih rezultata se provode
eventualne korekcije analitickog sustava.

Obrada i kriteriji prihvatljivosti IEQAS (H)
rezultata

Rezultati IEQAS (H) vanjske procjene kvalitete rada
za hemoglobin, leukocite, trombocite i retikulocite
usporeduju se sa ciljnim vrijednostima i deklarira-
nim intervalima, a iskazuju kao indeks odstupanja
(DI) koji se dobiva statistickom obradom rezultata
svih ucesnika kontrolne sheme. DI za pojedini pa-
rametar je rezultat pojedinog ucesnika umanjen za
ciljnu vrijednost organizatora te podijeljen sa stan-
dardnom devijacijom.

Rezultat za pojedini parametar vrednuje se prema
indeksu odstupanja DI:
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e DI <0,5 odlican

* DI+ (0,6 -1,0) dobar

* DI+ (1,1 - 2,0) zadovoljavajuci ali grani¢ni

* DI+ (2,1-3,0) nezadovoljavajudi i zahtijeva
provjeru

* DI >3,0 ozbiljan problem

Rezultati za diferencijalnu krvnu sliku usporeduju
se s deklariranim intervalima eksperta i svih uce-
snika. Nadene morfoloske promjene na krvnim sta-
nicama daju se opisno pod Sifrom - do 5 najbitnijih
morfoloskih obiljezja u razmazu.

Pozeljno je postaviti dijagnozu, ali nije obvezno.
Organizator nakon obradenih rezultata kontrole
daje detaljan opis i dijagnozu klinickog slucaja sa
svim relevantnim hematoloskim i nehematoloskim
nalazima.

Treba posebno naglasiti da se svi preparati ¢uvaju
i koriste u edukaciji uz objektivne nalaze i komen-
tare eksperta kao ¢lana organizacijskog tima UK
IEQAS (H) sheme.

Da bi se priznalo to¢an nalaz krvnih parazita po-
trebno je definirati vrstu i podvrstu parazita.

Rezultati vanjske procjene kvalitete - IEQAS (H)

U tablicama 1-7 prikazani su dvadesetgodisnji re-
zultati vanjske procjene kvalitete rada iz podrudja
laboratorijske hematologije tijekom sudjelovanja u
IEQAS-H. Treba naglasiti da se uzorci analiziraju
unutar dva dana od primitka. Rezultati se Salju u
najkra¢em mogucem roku, a najkasnije deset dana
nakon primljenih uzoraka. Bilo je problema u re-
dovitom dostavljanju uzoraka tijekom 1991. i 1992.
godine, dok su neki uzorci bili neadekvatni za ana-
lizu.

U dvadesetpetogodisnjem razdoblju, u Zavodu za
klini¢ku kemiju promijenila su se tri analiticka su-
stava za odredivanje hematoloskih parametara:
Coulter S-Plus (1981.-1991.), Coulter STKS (1991.-
2002.) i Sysmex XE-2100 (od 2002. g.). Prema prika-
zanim rezultatima moze se zakljuditi da su najveca
odstupanja, ali u prihvatljivim granicama, zabilje-
Zena na leukocitima. Istodobno su rezultati unutar-

Tablica 1.

Rezultati za hemoglobin prikazani prema

indeksu odstupanja DI
s cospanaon | it Posos ronn
00 26 12,4
+(0,0-05) 52 248
+(0,6-1,0) 50 238
+ (1,1-15) 38 18,1
+ (1,6-20) 23 10,9
+ (2,0-3,0) 18l 52
>30 10 48
Ukupno 210 100,0
Tablica 2

Rezultati za leukocite prikazani prema

indeksu odstupanja DI

s cospanaor | Scfiontann e | posocronn
00 22 105
+(0,0-0,5) 36 17,1
+(0,6-1,0) 48 22,9
+ (1,1-15) 24 114
+ (1,6-20) 22 105
+ (20-3,0) 17 8,1
>3,0 41 19,5
Ukupno 210 100,0
Tablica 3
Rezultati za trombocite prikazani prema
indeksu odstupanja DI

ndoscdupanal | Blserant e [ Posiak kot
00 9 43
+(0,0-0,5) 69 32,9
+(0,6-1,0) 54 25,7
+ (1,1-15) 31 14,8
+ (1,6-20) 19 9,0
+ (2,0-3,0) 15 7,1
>3,0 13 6,2
Ukupno 210 100,0
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Tablica 4

Rezultati za retikulocite prikazani prema indeksu

odstupanja DI
indos dstparia Dl | Bl foritorh e s kil
0,0 15 10,3
+(0,0-0,5) 39 26,7
£(0,6-1,0) 44 30,2
£ (1,1-15) 21 14,3
£ (1,6-2,0) 8 55
£ (2,0-3,0) 10 6,8
>3,0 9 6,2
Ukupno 144 100,0
Tablica 5

Rezultati IEQAS (H) izraZeni kao prosjecni DI za
hemoglobin, leukocite, trombocite i retikulocite
tijekom 20-godisnje kontrole

. . Prosjecni indeks

Pretraga (mjera) Broj uzoraka odstupanja DI
Hemoglobin  (g/L) 210 0.33
Leukociti (x109/L) 210 0.81
Trombociti  (x109/L) 210 -0.18
Retikulociti

(na 1000 eritrocita) 144 022

Tablica 6

Rezultati IEQAS (H) za diferencijalnu kronu sliku -
DKS i morfolosku analizu kronih stanica

Pretraga Broj uzoraka Prlhvatljlyl Neprlhvatl_jlw
rezultati rezultati
Diferencijalna
krvna slika " 138 3
Tablica 7

Rezultati IEQAS (H) za krune parazite

. Prihvatljivi Neprihvatljivi
Pretraga Broj uzoraka . .
rezultati rezultati

Krvni paraziti

100 99 1
vrsta
Krvni paraziti

100 76 24
podvrsta
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nje kontrole kvalitete koristenjem odgovarajucih
kontrolnih uzoraka pokazivali visoki stupanj toc-
nosti i preciznosti. Ta ¢injenica otvara pitanje kori-
Stenja jedinstvenog kontrolnog uzorka koji se moze
primijeniti na razli¢itim analitickim sustavima koji
se trenutno primjenjuju u laboratorijskoj hematolo-
giji. Idealan bi bio uzorak svjeze humane krvi, bez
konzervansa, distribuiran unutar 6 sati u sve labo-
ratorije koji sudjeluju u vanjskoj procjeni kvalitete
rada $to je prakticki neizvedivo. No, i primjenom
konzerviranih komercijalnih kontrolnih uzoraka,
rezultati su dokaz kontinuirane vrlo dobre kva-
litete rada. Naime, u Zavodu za klinicku kemiju,
vi$e od 30 godina, sustavno se provodi unutarnja
kontrola kvalitete rada, bez koje nije moguce su-
djelovanje u bilo kojoj vanjskoj procjeni kvalitete
i postizanju sukladnih rezultata. Godinama se na
tim rezultatima prati trend promjena kvalitete koji
ukazuje na stabilnost analitickih sustava.

Dobri rezutati analize diferencijalne krvne slike
(DKS), morfologije krvnih stanica i krvnih parazita
isklju¢ivo su rezultat znanja i iskustva pojedinog
analiticara. Analize provode mikroskopski sve
osobe koje se time bave u svakodnevnom radu u
Jedinici laboratorijske hematologije Zavoda za kli-
ni¢ku kemiju. Rezultat koji se $alje predstavlja pro-
sjecan broj pojedinih vrsta leukocita svih analiza.
Morfologija krvnih stanica je opisna i nastaje kao
rezultat miSljenja svih analiti¢ara u jedinici za la-
boratorijsku hematologiju. Uz uzorak se dobivaju
podaci o bolesniku iz ¢ijeg je uzorka krvi naprav-
ljen preparat - razmaz. To su: dob, spol, broj leu-
kocita, broj trombocita i koncentracija hemoglobi-
na. Rezultati analize retikulocita, DKS i morfoloski
opis krvnih stanica dobrim dijelom ovise o kvalite-
ti razmaza, posebno o bojenju.

Rezultati vanjske procjene kvalitete rada - IEQAS
(H) pokazuju da samo u jednom preparatu nije uo-
¢ena i definirana vrsta parazita. U 24 preparata nije
prepoznata podvrsta parazita. Dakle, i ti se rezul-
tati mogu prihvatiti kao vrlo dobri. Parazitologija
nije podrudje kojim se Zavod za klini¢ku kemiju
bavi, te je u svakodnevnom radu mogu¢ nalaz pa-
razita kao usputni nalaz tijekom analize krvnog
razmaza. U tridesetgodisnjoj praksi u Zavodu za
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klini¢ku kemiju, Jedinici za laboratorijsku hema-
tologiju, otkrivena su dva slucaja malarije i jedan
slucaj liSmanioze.

ORGANIZACIJA VAN]JSKE PROCJENE
KVALITETE RADA U REPUBLICI
HRVATSKO]J

Zavod za klini¢ku kemiju Klini¢ke bolnice Merkur
od 2007. g. akreditiran po HRN EN ISO 15189 -
Medicinski laboratoriji - Posebni zahtjevi za kva-
litetu i osposobljenost (3), u suradnji sa Zavodom
za medicinsku biokemiju i hematologiju Farmace-
utsko biokemijskog fakulteta, a u organizaciji Po-
vjerenstva za kontrolu kvalitete rada Hrvatskog
drustva medicinskih biokemicara (HDMB) 1986.
g. pokrecée, po uzoru na IEQAS, vanjsku procjenu
kvalitete rada iz podrudja laboratorijske hemato-
logije u Hrvatskoj. O toj aktivnosti redovito se iz-
vjeStava na stru¢nim skupovima i u stru¢nim pu-
blikacijama (4-9). Vanjska procjena kvalitete rada
zapocela je analizom hemoglobina iz pripravka
hemolizata u stotinjak medicinsko biokemijskih
laboratorija (MBL) diljem Hrvatske. Ubrzo je pro-
Sirena s kontrolom retikulocita i diferencijalne
krvne slike iz obojenih razmaza. Kontrola DKS iz
obojenih razmaza napustena je zbog nemoguéno-
sti standardizirane priprave i bojenja razmaza.

Kako dio laboratorija diljem Hrvatske nije posje-
dovao hematoloske brojace, analize krvnih slika
radene su manualnim metodama; hemoglobin
spektrofotometrijski ili ¢ak na kolorimetrima, he-
matokrit u mikrohematokritskim centrifugama, a
krvne stanice brojanjem u hemocitometrima pod
mikroskopom. Preciznost brojanja krvnih stanica
u hemocitometrima kretala se unutar koeficijenta
varijacije oko 10%. Komercijalni kontrolni uzorci
postojali su samo za hemoglobin.

Logi¢no je da su te ¢injenice a i rezultati nacional-
ne procjene kvalitete rada postavili imperativ da se
u sve medicinsko-biokemijske laboratorije uvede
odgovarajuca raspoloZiva tehnologija. Doprinijeli
su da danas u Republici Hrvatskoj svih 186 me-
dicinsko biokemijskih laboratorija, koji sudjeluju u
nacionalnoj vanjskoj procjeni kvalitete, posjeduju
hematoloske brojace.

U svakom ciklusu vanjske procjene kvalitete, Salje
se komercijalni uzorak krvi i analizira 16 hema-
toloskih parametara dobivenih na analizatorima
ukljucujuéi indeks raspodjele eritrocita po volume-
nu (RDW) i trodijelnu diferencijalnu krvnu sliku,
$to su noviji parametri u procjeni.

Od 2010. godine u suradnji s Hrvatskim zavodom
za transfuzijsku medicinu, a postujué¢i zakonsku
regulativu, uvodi se jednom godisnje kao kontrolni
uzorak konzervirana humana svjeza krv. Uzorci su
stabilni pet dana i distribuiraju se na dan proizvod-
nje brzom postom u sve medicinsko-biokemijske
laboratorije diljem Hrvatske. Prvi su rezultati ana-
lizirani i predstavljeni na 6. kongresu medicinskih
biokemicara u Supetru u rujnu 2009. godine (10).
Za kontrolu retikulocita prireduju se razmazi iz vi-
talno obojenog uzorka krvi pomocu briljant-krezil
modrila. Vanjska se procjena kvalitete provodi tri
puta godisnje. Statisticki obradeni rezultati procje-
njuju se prema kriterijima prihvatljivosti po uzoru
na IEQAS-H, a prema akreditacijskim zahtjevima
za organizatore vanjske procjene kvalitete.

Hrvatska komora medicinskih biokemicara dala
je preporuke za provodenje stru¢nog nadzora nad
radom medicinsko-biokemijskih laboratorija i me-
dicinskim biokemi¢arima, gdje je definirana zakon-
ska obaveza sudjelovanja u vanjskoj procjeni kva-
litete rada. Vanjska procjena kvalitete rada je jedan
od najvaznijih segmenata u ispunjavanju stru¢nog
programa rada svakog medicinsko biokemijskog
laboratorija. (11). Redovite i izvanredne nadzore
nad radom MBL-a financira Ministarstvo zdrav-
stva i socijalne skrbi, temeljem godisnjih izvjestaja
za svaki laboratorij o rezultatima provedene vanj-
ske procjene kvalitete u RH.

STANDARDIZACIJA IZVANANALITICKE
FAZE U LABORATORIJSKOJ] HEMATOLO-
GIJI - MEDUNARODNI PROJEKTI

Programi vanjske procjene kvalitete danas sve
vise obuhvadaju i izvananaliticku fazu labora-
torijskog rada (prijeanaliticku i poslijeanaliticku
fazu). U podrudju laboratorijske hematologije u
organizaciji Europskog odbora za vanjsku pro-
cgenu kvalitete rada u laboratorijskoj medicini
- European Committee for External Quality Assuran-
ce Programmes in Laboratory Medicine (EQALM)
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provedena su dva projekta u podrucju laborato-
rijske hematologije koje je u Hrvatskoj koordini-
ralo Povjerenstvo za vanjsku procjenu kvalitete
Hrvatskog drustva medicinskih biokemicara i
time omogudilo sudjelovanje najveéih medicin-
sko-biokemijskih laboratorija u Hrvatskoj (12-14).
U podrudju predanaliticke faze proveden je pro-
jekt: Standardization in haematology: Effect of EDTA-
anticoagulated whole blood storage on blood cell morp-
hology examination. Dobiveni rezultati ukazali su na
utjecaj antikoagulansa i temperature u korelaciji s
vremenom na morfoloske promjene, odnosno stu-
panj ostecenja krvnih stanica u razmazu. Ispitiva-
nje je provedeno na sedam uzoraka tijekom 5 dana.

Za analizu je poslano 35 kodiranih razmaza koje je
trebalo diferencirati i u postotku izraziti razlicite,
definirane morfoloske promjene i ostecenja na le-
ukocitima, eritrocitima i trombocitima. Uzorci su
podijeljeni na dvije skupine: skupina A skladistena
je na 4°C, a skupina B na 25°C. Od svake su skupi-
ne napravljena po 2 razmaza nakon 6 sati, 24 sata i
48 sati. Kona¢ni su rezultati pokazali da je za to¢no
diferenciranje leukocita i morfolosku analizu krv-
nih stanica presudno da se razmaz iz EDTA-uzor-
ka krvi uéini unutar 6 sati od vadenja krvi.

U podrudju poslijeanaliticke faze proveden je pro-
jekt: Post-Analytical External Quality Assessment
Scheme for Automated Haematology. U programu je
sudjelovao 151 laboratorij iz 8 europskih zemalja sa
4 analiticka sustava koja koriste razli¢itu tehnolo-
giju (ABX, ADVIA, CELL-DYN i SYSMEX). Iz Hr-
vatske, u projektu je sudjelovalo 8 laboratorija sa 3
razli¢ita analiticka sustava (ADVIA, CELL-DYN i
SYSMEX). Svakom ucesniku kontrole predstavljen
je hematoloski nalaz istog pacijenta na pripadaju-
¢em analitickom sustavu. Zadatak analiti¢ara bio je
da kroz jasno postavljena pitanja odgovori kako bi
stru¢no postupio u interpretaciji nalaza, koje bi do-
datne analiti¢ke postupke proveo da bi upotpunio i
pojasnio rezultate s hematoloskog analizatora, od-
nosno korigirao analiticke izvedbe na pojedinom
analitickom sustavu.

Rezultati su pokazali da postoji prilicno velika
uskladenost postupaka unutar istog analitickog su-
stava, ali da postoje razlike s obzirom na razlic¢ite
medicinske sustave u kojima laboratorij djeluje.
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Prosirenje programa vanjske procjene kvalitete na
podrudja izvananaliti¢ke faze daju znacajan dopri-
nos standardizaciji u podrudju laboratorijske he-
matologije na globalnoj razini.

ZAKLJUCAK

Razlic¢iti analiticki sustavi koji se koriste u labora-
torijskoj hematologiji postavljaju apsolutni zahtjev
za uskladivanjem rezultata. To se mozZe postiéi kroz
nekoliko stupnjeva. U prvom koraku to je redovi-
to, svakodnevno provodenje unutarnje kontrole
kvalitete rada i pracenje trenda promjena kvalite-
te, Sto podrazumijeva statisticku obradu rezultata
preciznosti i to¢nosti i prema potrebi odgovarajucu
korekciju analitickog sustava. Ako laboratorij kori-
sti dva ili viSe analitickih sustava, obavezno mora
dokazati stupanj usporedivosti nalaza. Drugi korak
je svakako sudjelovanje u dobro organiziranoj naci-
onalnoj vanjskoj procjeni kvalitete rada i uskladiva-
nje rezultata medu laboratorijima. U takvom ustroju
mora se predvidjeti i sudjelovanje u medunarod-
nim procjenama u okviru ponudenih i dostiznih
programa vanjske procjene kvalitete rada. IEQAS,
pod pokroviteljstvom Svjetske zdravstvene organi-
zacije, je svakako jedna od najvaznijih. Harmoniza-
cija laboratorijskih pretraga tj. analitickih metoda i
primjena referentnih intervala (15) je jednako va-
zan dio strategije u postizanju sukladnih rezultata
medu medicinsko-biokemijskim laboratorijima. Ali
ipak najvazniji cilj svake dobro organizirane vanj-
ske procjene kvalitete rada treba biti ucenje i struc-
no usavrsavanje laboratorijskih stru¢njaka na svim
razinama. Znanje pridonosi vecoj odgovornosti, a
odgovornost jam¢i bolje rezultate rada.
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SUMMARY

STANDARDIZATION IN LABORATORY HEMATOLOGY BY PARTICIPATING
IN EXTERNAL QUALITY ASSURANCE PROGRAMS

A.NAZOR}, Z. SIFTAR! and Z. FLEGAR-MESTRIC?

"Merkur University Hospital, Institute of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine
and *Univeristy of Zagreb, Faculty of Farmacy and Biochemistry, Zagreb, Croatia

Since 1985, Department of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine, Merkur University Hospital, Zagreb, has been participating
in the International External Quality Assessment Scheme for Hematology (IEQAS-H) organized by the World Health Organization
(WHO). Owing to very good results, in 1987 the Department received a certificate of participation in this control scheme. Depart-
ment has been cooperating in the external quality assessment program in laboratory hematology which has been continuously
performed in Croatia since 1986 by the Committee for External Quality Assessment Schemes under the auspices of the Croa-
tian Society of Medical Biochemists and School of Pharmacy and Biochemistry, University of Zagreb. Nowadays, 186 medical
biochemical laboratories are included in the National External Quality Assessment program, which is performed three times per
year. Our Department has participated in the international projects of the European Committee for External Quality Assurance
Programs in Laboratory Medicine (EQALM).

Key words: hematology, standardization, quality assessment
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POVEZANOST IZRAZAJA BILJEGA CD34 S MORFOLOSKIM
ZNACAJKAMA BLASTA U AKUTNOJ PROMIJELOCITNOJ
LEUKEMIJI I KLINICKIM ZNACAJKAMA OBOLJELIH:
ISKUSTVO JEDNOG CENTRA
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Klinicka bolnica Merkur, Klinika za unutarnje bolesti, Zavod za hematologiju, *Zavod za klinicku citologiju i
citogenetiku, *Zavod za klinicku kemiju i laboratorijsku medicinu i *Sveuciliste u Zagrebu, Medicinski fakultet,
Zagreb, Hrvatska

Cilj rada bio je istraziti povezanost citomorfologije i imunofenotipskog izrazaja CD34 antigena na blastima pacijenata oboljelih
od akutne promijelocitne leukemije (APL), kao i klinicke te laboratorijske zna¢ajke oboljelih. Studijom je obuhvaé¢eno 16 kon-
sekutivnih pacijenata s APL (69% muskaraca i 31% zena) u dobi od 18 do 78 godina (srednja vrijednost 43,9 +14,9 godina)
dijagnosticiranih u razdoblju od kolovoza 1998. do prosinca 2010. Analizirani su osnovni klinicki i laboratorijski parametri te je
proucena citomorfologija APL-blasta pri postavljanju dijagnoze kao i njihov imunofenotip. Pacijenti su grupirani prema izrazaju
CD34 biljega u dvije skupine, te su usporedivane njihove karakteristike. Razlika u spolu, dobi, vrijednosti leukocita u perifernoj
krvi nije ustanovljena. Usporedbom citomorfologije APL-blasta ustanovljeno je da je postotak hipogranularnih/agranularnih APL-
blasta u CD34+ skupini (34% *24,4) ve¢i u odnosu na CD34- skupinu (11,5% +13,7), uz grani¢nu razinu statistiCke znacajnosti
(p=0,055). Skupina CD34+ imala je znatno krace prezivljenje u odnosu na CD34- (P=0,02). Pacijenti u kojih nisu detektirani Au-
erovi $tapici u blastima imali su visi izrazaj CD34 biljega (69,4% +33,8) u odnosu na skupinu pacijenata u kojih su Auerovi $tapici
detektirani (7,3% +24,8), uz grani¢nu statisticku znacajnost (p =0,053). Nasi su rezultati u skladu s rezultatima ostalih studija te
ukazuju na to da su visoki izrazaj biljiega CD34 i hipogranularnost APL-blasta ¢imbenici koji definiraju podskupinu bolesnika s
APL te da uz ostale suvremene dijagnosticke metode mogu biti vazni u planiranju lije¢enja pacijenata s APL-om.

Kljucne rijeci: akutna promijelocitna leukemija, citomorfologija, CD34
Adresa za dopisivanje:  Alen Ostoji¢, dr. med.

Klini¢ka bolnica Merkur

Klinika za unutarnje bolesti

Zavod za hematologiju

Zajceva 19

10000 Zagreb, Hrvatska

E-posta: alen.ostojic@zg.t-com.hr

UvOD

Prema Klasifikaciji Svjetske zdravstvene organi-
zacije, akutna promijelocitna leukemija (APL) je
akutna mijeloi¢na leukemija (AML) s karakteri-
sticnom kromosomskom translokacijom t(15;17)
(922;q12) i genskom preuredbom PML-RARa (1).
U manjem broju slucajeva moguce su i druge
RARa translokacijske varijante sa: ZBTB16 na
mjestu 11q23, NUMA1 na mjestu 11q13, NPM1

na mjestu 5q35, ili STAT5B na mjestu 17q11,2 (2).
Leukemijske stanice APL-a (APL-blasti) su stanice
granulocitopoeze zaustavljene u stadiju promijelo-
cita. Prema Francusko-Americ¢ko-Britanskoj (FAB)
klasifikaciji, citomorfoloski razlikujemo dva pod-
tipa APL-a: klasi¢énu hipergranularnu APL (M3)
i mikrogranularnu APL varijantu (M3v) (3-5). Na
temelju izgleda jezgre, granularnosti citoplazme,
te prisustva Auerovih stapica, APL-blaste mozemo
razvrstati u 15 kategorija (sl. 1) od kojih kategorije
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1 do 3 i7 do 9 obuhvacaju stanice s hipergranu-
larnom citoplazmom, dok kategorije 4 do 61 10 do
12 obuhvacaju stanice s hipogranularnom odnosno
agranularnom citoplazmom. M3 je karakterizirana
ve¢inom APL-blasta u kategorijama 7 do 9, dok je
M3v karakterizirana ve¢inom APL-blasta u katego-
rijama 10 do 12. Kategorije 13, 14 i 15 obuhvacaju
tim redom APL-blaste s bazofilnim granulama, one
s inkluzijama nalik na Chediakove stanice, odno-
sno blaste nalik na Pelgerove stanice (6). APL-blasti
se, u odnosu na ostale AML-blaste, razlikuju prema
visokom izrazaju antigenskih biljega CD33 i CD13,
negativnom HLA /DR antigenskom biljegu, te ni-
skom izrazaju CD34 antigenskog biljega (7-9). Po-
viSen izrazaj CD34 biljega povezan je s M3v APL-
om i vedim postotkom APL-blasta u perifernoj krvi
(PK) pri dijagnozi (10), a jedna je studija pokazala i
povezanost s lo§im klini¢kim ishodom (11, 12).

AKUTNA PROMUELOCITNA LEUKEMIJA-
KATEGORIJE STANICA

JEZGRA  GRANULE AUEROVIST
CHEDIAK - . e
14 [ " HIPER 1 2 3
PRAVIL
-
- \\
BLAST 7 HIPO 4 5 6
RN
N HIPER 7 8 9
' NEPRAV {
\'I
BAZO G PELGER  HIPO w1z
13 15

SI. 1. Kategorije APL-stanica prema Sainty D, Liso V,
Cantu-Rajnoldi A i sur.

CIL] RADA

Cilj ovog rada bio je istraziti citomorfologiju i
imunofenotipski izrazaj CD34 antigenskog biljega
APL-blasta, njihov medusobni odnos te odnos pre-
ma klini¢kim i laboratorijskim znacajkama bolesni-
kas APL-om.

PACIJENTI I METODE

U ovo je istrazivanje ukljuc¢eno 16 konsekutivnih
pacijenata s akutnom promijelocitnom leukemijom,
kojima je dijagnoza postavljena u razdoblju od ko-
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lovoza 1998. do prosinca 2010. godine u Zavodu za
hematologiju Klinicke bolnice Merkur. Dijagnoza
je postavljena na temelju nalaza citoloskog razma-
za periferne krvi i ko$tane srzi te nalaza fuzijskog
transkripta PML/RARalfa iz navedenih uzoraka,
metodom lan¢ane reakcije polimeraze.

Prikupljeni su podaci o spolu, dobi, broju leukocita
u PK pri postavljanju dijagnoze, te o statusu paci-
jenta i bolesti pri zadnjem pregledu. Nadalje, pre-
gledani su citoloski preparati punktata kostane srzi
pri dijagnozi, obojani po metodi May-Griinwald-
Giemsa te analizirana citomorfologija APL-blasta.
Izbrojan je postotak APL-blasta po kategorijama
stanica od 1 do 15 na 100 APL-blasta. Za potrebe
ove studije stanice su grupirane u dva tipa granu-
larnosti: hipergranularne (sl. 2) i hipogranularne/
agranularne (sl. 3).

r 3
SlL. 2. Hipergranularni APL-blasti (May-Griinwald
Giemsa, x1000)

P

|1

Sl. 3. Hipergranularni APL-blasti (May-Griinwald
Giemsa, x1000)
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Tablica 1.

Analiza imunofenotipa stanica protocnom citometrijom

1 2 3 4 5 6 7 & 9 10 11 12 13 14 15 %%%; %ﬁi %ffé%’i
£ 09 08 08 GO e 08 08 08 08 ) 06 00 08 08wy 95y  dadees

1 (5% o o 4 ¢ 1 25 0 ¢ 4 0 0 4 0 3| 84 9 Da

2 (17 o o 7 0o 1 2 0 0 55 0 0 0 0 0| 37 63 Da

3 /65 00 29 0 o 0 3 1 2 0 ¢ 0 0 0 0| 100 0 Da

g | oev 6= @ @ 9 5 @ ¢ 2 9 @ 20 o e | T 2 Ne

s |17 o o 8 0 0 45 0 0 30 0 0 0 0 0| 62 38 Da

6 |75 o 0o 0 0o 0 16 0 ¢ 9 0o o0 0 0 0| 91 9 Ne
7/168 3 o 3 o 0 21 0 ¢ 4 0 ¢ 0 0 | 9 7 Da

8 |60 00 0 0 0 0 31 0 ¢ 4 00 ¢ 5 0 0| 9 4 Da

9 |72 o o ¢ ¢ 0o 2T o ¢ ¢ ¢ ¢ 1 0 | 9 0~ Ne
10* = 2 = = = & x: = = = = = & = 2 2 = =

11 (8 o0 0 18 ¢ 0 1 0 ¢ 0 0 ¢ 0 1 o | 8 18 Ne
12 |68 0 0 0 ¢ 1 15 0 ¢ 12 0 ¢ 3 1 o | 8 13 Da
37 o 1 5 o 0o 1L o ¢ 2 o o 3 0o | 9% 7 Da
Mo 00 0 1 o 0 17 00 1 8% 0o ¢ 1 0 0| 18 81 Da
15(/9 o 00 0 o 0 42 0 ¢ 49 ¢ 0 0 0 0| 51 49 Da
16 - 0 0 0 0 31 0o 0 60 0 0 3 0 0 | 37 60 Da

tZbroj hipergranularnih APL-blasta = 1+2+3+7+8+9; $Zbroj hipogranularnih/agranularnih APL-blasta = 4+5+6+10+11+12; +Nema ili <1%;

*Citoloski preparati pri dijagnozi nisu bili dostupni za analizu.

Imunofenotip stanica (IF) analiziran je proto¢nom
citometrijom pri ¢emu su koriStena samo direktno
obiljezena protutijela anti-CD2, -CD3, -CD7, -CD14,
-CD19, -CD33, -CD34, -CD56, -CD117, -CD45, anti-
CD13, i anti-HLA D/DR, -CDé4, -MPO, -Lizozim,
-CD79a. Analiza je udinjena na protocnom cito-
metru Cytomics FC500, Beckman Coulter, prema
standardnom postupku identifikacije stanica pre-
ko izrazaja biljega CD45 i postrani¢nog rasprsenja,
(engl. Side Scatter Capability, SSC).(13, 14) Blasti su
karakterizirani niskim izrazajem biljega CD45 i
umjerenim do visim SSC, $to ih razlikuje od lim-
focita, monocita i zrelih granulocita (tablica 1). Re-
zultati su iskazani kao postotak pozitivnih stanica
na odredivane biljege unutar populacije blasta. Za
potrebe ove studije udio stanica od >20% uzet je
kao pozitivan nalaz.

Za statisticku analizu kori$ten je statisticki program
StatView™, SAS Institute Inc, v. 5.0. Osim metoda
deskriptivne statistike koristen je i neparametrijski
Mann-Whitneyev test za usporedbu kontinuiranih
varijabli u ispitivanim skupinama. Kao statisticki
znacajna vrijednost uzeta je P <0,05. Ukupno pre-
zivljenje je mjereno od dana postavljanja dijagnoze
do dana smrti ili zadnje kontrole, a izrac¢unato je

pomocu Kaplan-Meierove metode. Log-rank test
koristen je za usporedbu krivulja prezivljenja.

REZULTATI

Analizirana skupina pacijenata obuhvatila je 11
(69%) muskaracai5 (31%) Zena. Srednja vrijednost
dobi pri postavljanju dijagnoze iznosila je 43 godi-
na (raspon 18-78, SD 14,9), pritom je za muskarce
iznosila 41,4 (raspon 18-67, SD 14), a za Zene 49.6
godina (raspon 38-78, SD 16,1). Nakon razdoblja
pracenja od 4465 dana, ukupno je kumulativno
prezivljenje iznosilo 54%, odnosno medijan nije
dosegnut.

Veéinu APL-blasta bolesnika u kojih je analiza bila
moguca (N=15) ¢inili su blasti kategorija: 1 (srednja
vrijednost 49,8 %, raspon 0-80, SD 30,1), 10 (srednja
vrijednost 20,7%, raspon 0-80, SD 26,9) i 7 (srednja
vrijednost 20, %, raspon 1-45, SD 13,2). Odnos sred-
njih vrijednosti APL-blasta s pravilnom jezgrom
prema APL-blastima s nepravilnom jezgrom bio je
55% (raspon 1-98, SD 32,9) prema 41.67% (raspon
1-98, SD 34). Tablica 1 prikazuje pojedina¢ne udjele
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Sl. 4. Imunofenotipizacija - primjer pacijenta s niskim (gore) i visokim izrazajem CD34 antigenskog biljega (dolje)

APL-blasta po kategorijama za svakog pacijenta.

Svi pacijenti s dostupnim nalazima IF (N=10) ima-
li su visoki izrazaj CD13 i CD33, te niski izrazaj
HLA/DR antigenskog biljega, osim jednog koji je
imao visi izrazaj DLA/DR antigenskog biljega
(pacijent 11, udio APL-blasta s izrazZenim biljegom
HLA/DR: 27,6%).

U skupini pacijenata s negativnim CD34 biljegom
(N=6) vec¢inu APL-blasta ¢inili su blasti s hipergra-
nularnom citoplazmom i to: kategorija 1 (srednja
vrijednost 60,%, raspon 17-78, SD 22,), kategorija 7
(srednja vrijednost 25%, raspon 11-45, SD 12)), te
kategorija 10 (srednja vrijednost 8,%, raspon 0-30,
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SD 11,). Skupina pacijenata s CD34 pozitivnim bi-
liegom (N=4) isticala se ve¢inom APL-blasta kate-
gorije 1 (srednja vrijednost 42,5%, raspon 6-80, SD
40,5), kategorije 10 (srednja vrijednost 29,5%, ras-
pon 0-60, SD 29,5), te kategorije 7 (srednja vrijed-
nost 22,5%, raspon 1-42, SD 17,9). Srednje vrijedno-
sti udjela pojedine kategorije APL-blasta prikazane
sunasl. 5.

Skupina pacijenata u kojih nije detektirano postoja-
nje Auerovih stapica u APL-blastima (n=3) imala je
vi$u srednju vrijednost izrazaja biljega CD34 (me-
dijan 69,4%, SD 33,8, raspon 19,9-84,5) u odnosu na
skupinu pacijenata (n=7) u kojoj su Auerovi stapiéi
detektirani (medijan 7,3%, SD 24,8, raspon 0-67,9),
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Skupina pacijenata s CD34 negativnim imunofeno- ]
tipom imala je upadljivo manji postotak hipogra- Bs] L
nularnih/agranularnih APL-blasta (srednja vrijed- E
nost 11,5%, raspon 0-38, SD 13,7) u odnosu na paci- %“ _*
jente s CD34 pozitivnim imunofenotipom (srednja # 0
vrijednost 34,0%, raspon 9-60, SD 24,4). Zamijec¢ena gn ]
razlika u postotku hipogranularnih/agranularnih =
blasta izmedu skupina (sl. 6) nije dosegla razinu 10
statisti¢ke znacajnosti (p=0,055). , I
COMG) O34+

Statisticki znacajnom pokazala se razlika u ukup-
nom prezivljenju izmedu dviju skupina pacijenata.

Sl. 6. Udio hipogranuliranih APL-blasta ovisno o izra-
Zaju biljega CD34
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Sl. 7. Usporedba kumulativnog preZivljenja skupina na
temelju izraZaja CD34 antigenskog biljega

Pacijenti s pozitivhim CD34 imunofenotipom imali
su znatno krace preZivljenje u odnosu na one s ne-
gativnim CD34 imunofenotipom (log-rank: p=0,02).
Sl. 7 prikazuje Kaplan-Meierove krivulje prezivlje-
nja za navedene skupine pacijenata.

Statisticki znacajna povezanost izrazaja biljega
CD34 i vrijednosti leukocita u PK nije ustanovlje-
na, kao ni veza izmedu spola i dobi pri dijagnozi
s CD34 izrazajem i citomorfoloskim karakteristika-
ma APL-blasta.

RASPRAVA

Predmet ove studije bila je analiza citomorfoloskih
znacajki blasta te izrazaja CD34 antigenskog biljega
na njima, u pacijenata kojima je akutna promijelo-
citna leukemija dijagnosticirana u nasoj ustanovi.

Poznato je da je u APL izrazaj CD33 biljega prisu-
tan uvijek, dok je izrazaj CD13 biljega varijabilan
(9). Buduéi da su APL-blasti stanice koje su u di-
ferencijaciji zaustavljene na razvojnoj razini pro-
mijelocita, za ocekivati je da na njihovoj povrsini
izostaje visi izrazaj CD34 antigenskog biljega, koji
je obiljezje hematopoetskih progenitornih stanica.
Tako je niski izrazaj CD34 biljega zajedno s odsu-
stvom HLA /DR biljega smatran paradigmom APL
imunofenotipa (7). Medutim, nekoliko je razlic¢itih
studija pokazalo da se u 20% do 34,5% bolesnika
oboljelih od akutne promijelocitne leukemije nalazi
pozitivan izrazaj CD34 biljega (10-12,15-17). U seri-

72

ji pacijenata ukljucenih u ovo istrazivanje, dodatno
broj¢ano limitiranoj buduci da za 6 pacijenata nalaz
IF pri dijagnozi nije bio dostupan, udio CD34 pozi-
tivnih pacijenata iznosio je 40% (n=4/10). Usprkos
navedenim ogranicenjima i rezultati nase studije
pokazuju negativan utjecaj viSeg izrazaja CD34
biljega na prognozu pacijenata oboljelih od akut-
ne promijelocitne leukemije, $to je konzistentno s
rezultatima drugih studija u kojima je bio ukljuc¢en
znatno vedi broj bolesnika (11,12).

U ovom smo istrazivanju osobitu pozornost obra-
tili na citomorfologiju APL-blasta. Za potrebe nase
studije grupirali smo ih u dvije skupine s obzirom
na granularnost citoplazme. Izrazaj CD34 biljega u
nasih je bolesnika bio jasno povezan s granulira-
nosti citoplazme APL-blasta. Naime, svi pacijenti
s pozitivnim CD34 biljegom imali su vis$i ukupni
postotak hipogranuliranih APL-blasta. Iako smo
se u ovoj studiji usredotocili na citomorfologiju
APL-blasta, a ne na Kklasifikaciju tipi¢cne M3 i va-
rijante M3v, pojacan je izrazaj CD34 biljega opi-
san u nekoliko studija kao jedno od obiljezja M3v
(6,11,15,16,18).

Iako je akutna promijelocitna leukemija bolest kod
koje su zlo¢udne stanice prema definiciji zaustav-
ljene pri diferencijaciji u stadiju promijelocita, nasi
rezultati idu u prilog ¢injenici da u toj bolesti mogu
postojati i druge subpopulacije stanica koje su za-
ustavljene i u ranijim stadijima diferencijacije. Te
je stanice s jedne strane mogudce prepoznati prema
njihovim citomorfoloskim karakteristikama, bu-
duéi da pokazuju hipogranularnost citoplazme, a
s druge ih je strane moguce prepoznati prema ka-
rakteristicnom imunofenotipu, odnosno izrazaju
CD34 biljega.

ZAKLJUCAK

Rezultati ovog istrazivanja, iako na ograni¢enom
broju bolesnika, u skladu su s do sada poznati-
ma. Visoki izrazaj CD34 biljega i hipogranularnost
APL-blasta ¢imbenici su koji definiraju posebnu
skupinu bolesnika s akutnom promijelocitnom le-
ukemijom te ih treba uvrstiti u rutinske pretrage
koje se provode u dijagnostici bolesnika s APL.
Buduéi da se ¢ini kako bolesnici s tim citomorfo-
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loskim i imunofenotipskim znacajkama imaju lo-
§iju prognozu, poznavanje tih karakteristika moze
eventualno biti i od koristi prilikom planiranja te-
rapijskog pristupa pojedinim bolesnicima.
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SUMMARY

ASSOCIATION OF CD34 CELL SURFACE ANTIGEN EXPRESSION WITH
CYTOMORPHOLOGICAL CHARACTERISTICS OF ACUTE PROMYELOCYTIC
LEUKEMIA BLASTS AND CLINICAL CHARACTERISTICS OF PATIENTS:
ONE CENTER EXPERIENCE

A. OSTOJIC!, M. PAZUR?, Z. SIFTAR?, M. M. KARDUM PARO?, B. JELIC-PUSKARIC?, NJ.
GREDELJ-SIMECY, D. RADIC-KRISTO!, . KARDUM-SKELIN?¢, R. VRHOVAC* and B. JAKSIC4

Merkur University Hospital, Department of Internal Medicine, Division of Hematology, Department
of Clinical Cytology and Cytogenetics, *Institute of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine and
*University of Zagreb, School of Medicine, Zagreb, Croatia

The aims of the study were to investigate the association between cytomorphology and immunophenotypic expression of CD34
cell surface antigen of blasts and their relationship with clinical and laboratory characteristics of patients with acute promyelocytic
leukemia (APL). Sixteen consecutive patients (male 69% and female 31%) diagnosed with APL at Department of Hematology,
Merkur University Hospital between August 1998 and December 2010 were included in the study. The mean age of patients
was 43.9 (range: 18-78, SD 14.9). The patients’ clinical and laboratory features, cytomorphological characteristics of APL-blasts
and their immunophenotype determined by flow cytometry were analyzed. Patients were divided into two groups, CD34- and
CD34+, and were then compared according to clinical and laboratory characteristics. There was no difference according to age,
sex or white blood cell count between two groups. The mean value of hypogranular/agranular APL-blasts was markedly higher
in CD34+ group than CD34- group (34%, range 9-60, SD 24.4 vs. 11.5%, range 0-38, SD 13.7), with borderline statistical signifi-
cance (P=0.055). CD34- patients had significantly better overall survival than CD34+ ones (P=0.02). Patients without Auer rods
detected in APL-blasts had higher CD34 expression (69.4% +33.8) compared to patients with detected Auer rods (7.3% +24.8),
but statistical significance was not reached (p=0.053). Our results are consistent with the results of other published studies and
point to the fact that higher CD34 expression and lower cytoplasmic granularity of APL-blasts are factors that seem to define a
specific subgroup of APL patients. Together with other diagnostic tools currently available, they could be of value in planning
treatment of APL patients.

Key words: acute promyelocytic leukemia, cytomorphology, CD34
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PROTOCNA CITOMETRIJA I AKUTNO ODBACIVANJE
BUBREGA DOKAZANO PATOHISTOLOSKIM NALAZOM

ZORAN SIFTARY, IVICA SOKOLIC!, MIRJANA MARIANA KARDUM PARO?, AIDA NAZOR!,
MLADEN KNOTEK?#, MIRJANA SABLJAR-MATOVINOVIC?, ZELJKO VIDAS?
i ZLATA FLEGAR-MESTRIC'"S

Klinicka bolnica Merkur, Zavod za klinicku kemiju i laboratorijsku medicinu, *Klinika za unutarnje bolesti,
Zavod za nefrologiju, *Sluzba za urologiju, *Sveuciliste u Zagrebu, Medicinski fakultet i
SFarmaceutsko-biokemijski fakultet, Zagreb, Hrvatska

Prosudba primijenjene doze imunosupresivne terapije i njene efektivnosti na kratko i dugotrajno prezivljenje presatka, jo$ uvijek
je sigurno moguéa samo PHD nalazom biopsije bubrega, koja nije bez rizika. U studiju su uklju¢ena 54 pacijenta koji su imali
jednostruku ili multiorgansku implantaciju organa. Pacijenti su podijeljeni u 2 skupine prema histoloSkom nalazu inducirane biop-
sije bubrega tijekom prvih 6 mjeseci: 30 bez odbacivanja, i 24 s dokazanim odbacivanjem. U treéu skupinu ispitanika je uklju¢eno
15 visoko senzibiliziranih pacijenata u kojih je primijenjena terapija s anti-timocitnim globulinom. Imunolo$ki profil je uklju€ivao
brojnost limfocitnih populacija u cirkulaciji, iskazan kao apsolutni broj stanica i relativni udio: T i B limfociti, NK stanice, CD4+
i CD8+ T limfociti, aktivirani T limfociti (CD25+, CD69+) i CD4+CD25+ u venskoj krvi, u definiranim vremenskim intervalima:
prije transplantacije, te 7, 14, 21, 30, 60 i 90 dana posttransplantacijski. Mjerenje je uradeno na protoénom citometru EPICS XL,
Coulter, prema CD45/SSC standardnom protokolu uz upotrebu FlowCount beads za kvantifikaciju stanica. Uéestalo pracenje
unutar 90 dana postratransplantacijskog razdoblja pokazalo je da za veliku veéinu odredivanih vrsta limfocita ne postoji znacajna
razlika izmedu dviju definiranih skupina ispitanika s dokazanim odbacivanjem presatka i bez njega. Posebna skupina pacijenata,
u kojih je primijenjena poliklonska, ATG terapija, rezultira u izrazitoj depleciji T limfocita i NK stanica, posredno imajuéi u¢inak na
B limfocite, dovodeci do njihove medusobne preraspodijele unutar limfocitne populacije. Kontinuirano pra¢enje broja imunosnih
stanica u cirkulaciji je korisno u procjeni efikasnosti imunosupresivne terapije na stani¢noj razini i oporavka pacijenta, a bezu-
vjetno kod primjene ATG terapije.

Klju€ne rijeéi: transplantacija, presadak, proto¢na citometrija, imunosupresija, imunolo$ko pra¢enje, odbacivanje

Adresa za dopisivanje: Mr. sc. Zoran Siftar, mag. med. biokemije
Zavod za klinicku kemiju i laboratorijsku medicinu
Klinicka bolnica Merkur
l. Zajca 19
10000 Zagreb, Hrvatska
E-posta:zoran.siftar@gmail.com

UvOD

Presadivanje organa, tkiva ili krvotvornih stanica
je danas standard u lijeenju bolesnika s terminal-
nim stadijem bolesti s ciljem izlje¢enja i pobolj$anja
kvalitete Zivota. Proslo je vise od pola stoljeca od
prve uspjesne transplantacije bubrega koju je uci-
nio Joseph Murray izmedu jednojaj¢anih blizana-
ca, koja je Sirom otvorila vrata razvoju transplan-
tacijske medicinske znanosti i prakse. Od tada je
ucinjeno mnogo napora na razvoju novih lijekova,
spoznavanju humane imunologije i razmatranju

potencijalno uc¢inkovitih parametara u predvida-
nju uspjesnosti transplantacije, okupivsi na tom
putu razlic¢ite profesije s istim ciljem (1). Danas go-
tovo da i nema organa ili tkiva koji se ne presaduje.
Najvedi broj transplantacija u svijetu i dalje pripada
bubregu, a slijede jetra, srce, pluca, gusteraca i kom-
binacije organa (2). Transplantacija organa ili tkiva
izmedu genetski neidenti¢nih osoba iste vrste po-
vezana je s odbacivanjem i svim ostalim problemi-
ma. Glavni uzrok propasti presatka je odbacivanje,
od niza mogucih kao $to je opce stanje primatelja,
funkcionalno stanje presatka, kirurs$kog postupka,
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intraoperativnog vodenja primatelja i dr. (3,4).
Membrana presatka sadrzi antigene koje domacin
nema i prepoznaje ih kao strano. Na odbacivanje
ili na razvoj tolerancije na presadak utjecu i sta-
ni¢ni, posredovan T limfocitima, kao i humoralni
imuni sustav, preko protutijela koje proizvode B
limfociti. Kako ne mozZe biti eliminiran, alograft
stalno aktivira imuni sustav primatelja, rezulti-
raju¢i dozivotnom prekomjernom proizvodnjom
citokina, konstantnom citotoksi¢énom aktivnosti i
sustavhom promjenom vaskulature presatka. Za
toleranciju presadenog organa, imuni odgovor
mora biti eliminiran ili u najmanju ruku minimali-
ziran. Zbog toga je da se osigura prezivljenje pre-
satka potrebna doZzivotna imunosupresija. Imuno-
supresivna terapija je dozirana prema empirijskim
terapijskim protokolima baziranima na tjelesnoj
tezini ili razini lijeka u cirkulaciji, a koji ukljuc¢uju
rizik nedostatne ili prekomjerne imunosupresije
$to se manifestira odbacivanjem presatka, pove-
¢anom osjetljivosti na infekcije, nastankom tumo-
ra i drugim negativnim ucincima lijeka kao sto je
ateroskleroza, hiperlipidemija
i hipertenzija (1,5). Obi¢no su primatelji tretira-
ni kombinacijom imunosupresiva koja ukljucuje

nefrotoksi¢nost,

kalcineurinski inhibitor (ciklosporin, takrolimus),
steroide, antimetabolite (mikofenolat, azatioprim),
poliklonska (antitimocitni globulin, ATG) ili mo-
noklonska protutijela (anti-CD3, anti-CD25), ¢ije je
djelovanje na imuni sustav razli¢ito, imajuéi kao
posljedicu sinegisticki u¢inak na supresiju enzima,
citokina, gena za citokinske receptore, adhezijske
molekule, ko-stimuliraju¢e molekule, broj T ili B
limfocita i dr. Moze se identificirati kao pad u broju
krvnih stanica, u smanjenju koli¢ine cirkuliraju¢ih
imunoglobulina, promjeni u histologiji imunosnog
tkiva i dr. Odredenom broju visoko senzibiziranih
pacijenata uvodno se daje poliklonska (antimocit-
ni globulin, ATG) terapija.

U retrospektivnim studijama veliki broj imunolo$-
kih parametara je pokazao povezanost s klinickim
pokazateljima (1,6). Identifikacija imunoregulacij-
skih populacija T limfocita i njihova broja jedna je
od vaznijih uloga proto¢ne citometrije u transplan-
taciji solidnih organa (7,8). Dvije su glavne popula-
cije T limfocita koje se razlikuju izraZzajem na mem-
brani molekula poznatih kao CD4 i CD8. CD4+ ili
pomocnicki T limfociti se mogu podijeliti prema
vrsti citokina, hormonskih glasnika, koje proizvo-
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de na Thl i Th2 stanice. Thl stanice su karakteri-
zirane proizvodnjom proupalnih citokina kao sto
je IENY, IL-2, TNF-B, i sudjeluju u stani¢nom tipu
imunosti. Th2 stanice proizvode IL-4, IL-5, IL-9,
IL-10, IL-13 citokine, i povezane su s alergijskim
tipom odgovora. Odnos Th1-Th2 stanica je znaca-
jan za sudbinu presatka. Th1 odgovor je povezan s
izazivanjem akutnog odbacivanja i reakcijom graft
versus host, dok u¢inak Th2 odgovora nije do kraja
razjasnjen (1,8). Danas je poznata i treca skupina
T limfocita, koja se naziva i regulatornim T stani-
cama (Treg), za koje se zna da su povezane s inhi-
bicijom imunog odgovora primatelja na presadak
i razvojem tolerancije i za njih se misli da imaju
kljuénu ulogu u kontroli stani¢ne imunosti (9).

Opisano je nekoliko skupina Treg stanica: pri-
rodne regulatorne CD4+ T, inducirane regulator-
ne CD4+ (Th3, Trl) i CD8+ Treg stanice, koje se
svojim fenotipskim obiljezjima vrlo tesko mogu
razlikovati od izvrsnih stanica iste vrste (10).
Za sada je najbolje fenotipski defirana skupina
D4+CD25high+Foxp3+CD127low+ pomoc¢nickih
T limfocita. Druga skupina stanica koji pripadaju
citotoksi¢nim T limfocitima, definirana kao CD8+
CD28-Foxp3+ T limfociti, takoder ima supresor-
sku ulogu na stani¢ni odgovor (11). Mjerenjem
brojnosti T regulatornih stanica tijekom vremena
dobija se uvid u kapacitet inhibitornog sustava i
moze predvidjeti razvoj tolerancije domacina na
presadak. Nadalje, pracenjem brojnosti stanica po-
zitivnih na odredene biljege aktivacije, receptore
ili ligande pokusavaju se predvidjeti u¢inci imuno-
loskog odgovora domacina. Pokazano je da porast
broja stanica, CD3+ (T limfociti), HLA DR+ (Ti B
limfociti, monociti), CD64+ (monociti) u cirkulaciji
imokracdi kao i brojnost aktiviranih stanica, CD25+,
CD69+, HLA D/DR+, FAS-L+(CD178) korelira s
razvojem akutnog odbacivanja (1,12,13,14,15).

CIL] RADA

Prosudba primijenjene doze imunosupresivne te-
rapije i njena ucinka na kratko i dugotrajno preziv-
ljenje presatka, jos uvijek je sigurno mogucéa samo
PHD nalazom biopsije bubrega, koja nije bez rizi-
ka. Cilj ovog istrazivanja je pronalazak fenotipski
odredenih stanica ili promjena njihova sadrzaja
tijekom vremena.



Z. Siftar i sur. Proto¢na citometrija i akutno odbacivanje bubrega dokazano patohistologkim nalazom
Acta Med Croatica, 65 (Supl. 1) (2011) 75-80

METODE RADA

U studiju su uklju¢ena 54 pacijenta KB Merkur koji
su tijekom 2007. i 2008. godine imali jednostru-
ku ili multiorgansku implantaciju organa (41 bu-
breg, 9 bubreg/pankreas i 4 bubreg/jetra), od cega
23 muskih i 31 Zena prosjecne dobi od 44 godine
(raspon 16-68 godina). Pacijenti su podijeljeni u 2
skupine prema histoloskom nalazu inducirane bi-
opsije bubrega tijekom prvih 6 mjeseci: 30 bez od-
bacivanja, i 24 s dokazanim odbacivanjem (bubreg
20, bubreg/ pankreas 2, bubreg/jetra 2). Svi su pri-
mili ¢etverostruku kombinaciju imunosupresivne
terapije tijekom indukcijske faze i faze odrzavanja,
koja se sastojala od kortikosteroida (prednisolon),
kalcineurinskog inhibitora (ciklosporin ili takroli-
mus), monoklonskog protutijela anti-CD25 (Dac-
lizumab) i antimetabolita (mikofenolat-mofetil).
U treéu skupinu ispitanika ukljuc¢eno je 15 visoko
senzitiziranih pacijenata u kojih je primijenjena
terapija s antitimocitnim globulinom (ATG) umje-
sto monoklonskog protutijela. Imunoloski profil je
ukljucivao brojnost limfocitnih populacija u cirku-
laciji, iskazan kao apsolutni broj stanica i relativni
udio: T i B limfociti, NK stanice, CD4+ i CD8+ T
limfociti, aktivirani T limfociti (CD25+, CD69+) i
CD4+CD25+ u venskoj krvi, u definiranim vremen-

skim intervalima: prije transplantacije, i 7, 14, 21,
30, 60 i 90 dana posttransplantacijski. Mjerenje je
uradeno na proto¢nom citometru EPICS XL, Coul-
ter, prema CD45/SSC standardnom protokolu uz
upotrebu FlowCount beads za kvantifikaciju stanica
(16-20). U radu su koristena samo direktno obi-
ljezena protutijela anti-CD3, -CD4, -CD8, -CD19,
-CD16, -CD56, -CD45, tvrtke Beckman-Coulter, i
anti-CD25, -CD69, Ancell. Rezultati su iskazani
kao medjijan vrijednosti i 95 centilni raspon. Nepa-
rametrijska analiza Mann-Whitneyevim testom ko-
riStena je za usporedbu varijabli izmedu skupina,
a ANOVA Kruskal-Wallis analiza varijanci unutar
skupina. P vrijednost manja od 0,05 uzeta je kao
statisti¢ki znacajna. Za rad je koristen MedCalc sta-
tisticki program, verzija 11.5.

REZULTATII RASPRAVA

Ucestalo pracenje unutar 90 dana postratransplan-
tacijskog razdoblja pokazalo je da za veliku veéinu
odredivanih vrsta limfocita ne postoji znacajna ra-
zlika izmedu dviju definiranih skupina ispitanika,
s dokazanim odbacivanjem presatka i bez odbaci-

Tablica 1

Statisticki znacajne razlike u brojnosti limfocitnih skupina unutar i izmedu skupina ispitanika
s dokazanim akutnim odbacivanjem i bez njega unutar proih 90 dana posttransplantacijskog razdoblja

Ispitanici Vrsta stanica Vrijeme nakon transplantacije Broj stanica (x106/L) p vrijednost
(dani) Medijan (95 centilni interval)

Unutar skupine

Podskupina 0 15 (8-21) 0.0066
Bez dokazanog akuinog | 1 jimtocita (CD3+CD25+) 7 2 (1-1) :
odbacivanja

Podskupina pomoc¢nickih 0 10 (7-17
(BEZ) askupina p (7-17) 0,0011

T limfocita (CD3+CD4+CD25+) 7 1(0-4)

Podskupina 0 17 (8-33)
Sa dokazanim akutnim T limfocita (CD3+CD25+) 7 4 (2-8) 0,0002
odbacivanjem Podskupina pomoénickih 0 13 (6-28)
(SA) T limfocita (CD3+CD4+CD25+) 7 2 (1-6) 0,0003
Izmedu skupina

Podskupina 30 BEZ 3 (2-14)

T limfocita (CD3+CD25+) SA 1 (0-4) 0,0436

) " BEZ 808 (544-1023)
T limfociti (CD3+ 0
( ) SA 1183 (962-1331) 0,0161
BEZ 134 (68-188
NK stanice (CD3-CD16+CD56+) 0 SA 224 (1(54 256)) 0.0305

*izmedu skupina BEZ i SA ne postoji znacajna razlika u u broju stanica ostalih ispitivanih vrsta limfocita

** unutar skupina ne postoji znacajna razlika u broju broju stanica ostalih ispitivanih vrsta limfocita ovisna o vremenu
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Tablica 2

Statisticki znacajne razlike u udjelu limfocitnih skupina unutar i izmedu ispitanika s dokazanim akutnim odbaciva-
njem i bez njega unutar proih 90 dana posttransplantacijskog razdoblja

o ) Vrijeme nakon Broj stanica (%) .
Ispitanici Vrsta stanica transplantacije . o p vrijednost
(dani) Medijan (95 centilni interval)
Unutar skupine
Podskupina 0 1,5 (1,2-2,0)
) } 0,0059
T limfocita (CD3+CD25+) 7 0,5 (0,1-1,0)
f:rfj:mzamg akutnog odbaci- Podskupina pomoénickih 0 1,21 (0,56-1,63) 0,0024
(BE2) T limfocita (CD3+CD4+CD25+) 7 0,17 (0,04-0,39)
. - 60 80,5 (65,9-83,3)
T limfociti (CD3+) 0,0396
90 84,6 (81,2-88,0)
Podskupina 1,3 (0,7-2,0)
Sa dokazanim akutnim odbaciva- T limfocita (CD3+CD25+) 7 0,5 (0,2-0,6) 0,0010
"’Z’“ Podskupina pomoénigkih 0,76 (0,36-1,71)
(SA) T limfocita (CD3+CD4+CD25+) 7 0,20 (0,14-0,44) 0,0006
Izmedu skupina
sl T - 30 BEZ 44,8 (39,5-51,0)
Pomoc¢nicki T limfociti (CD3+CD4+)
SA 53,6 (42,8-71,0) 0,0352
s s - BEZ 48,7 (39,9-54,3)
Pomo¢énicki T limfociti (CD3+CD4+) 60
SA 56,6 (50,0-72,7) 0,0473

*izmedu skupina BEZ i SA ne postoji znacajna razlika u u broju stanica ostalih ispitivanih vrsta limfocita
** unutar skupina ne postoji znacajna razlika u broju broju stanica ostalih ispitivanih vrsta limfocita ovisna o vremenu

Tablica 3

Terapijski ucinak poliklonske (ATG) terapije na brojnost i udio limfocitnih populacija u usporedbi
sa standardnom imunosupresivnom terapijom (skupina BEZ i SA dokazanim odbacivanjem organa)

Vrsta stanica

Udio stanica (x106/L) Medijan (95 centilni interval)

T limfociti (CD3+) B limfociti (CD19+) NK stanice (CD16+CD56+CD3-)

ATG* 114 (94-209) 58 (41-100) 9 (7-10)

BEZ 572 (280-981) *p<0,0001 144 (31-291) p=0,2078 53 (17-88) *p<0,0001

SA 791 (460-1181) *p<0,0001 186 (59-252) *p<0,0058 66 (44-89) *p<0,0001

Udio stanica (%) Medijan (95 centilni interval)

ATG* 32,2 (23,2-42,3) 52,5 (46,5-62,1) 5,3 (4,5-7,5)

BEZ 73,0 (63,5-77,3) *p<0,0001 19,9 (8,8-30,7) *p<0,0001 4,8 (2,1-14,8) p=0,9409

SA 74,5 (63,1-80,0) *p<0,0001 15,6 (8,2-19,9) *p<0,0001 5,8 (3,2-7,8) p=0,6258

* za statisticki znacajne razlike p<0,05

vanja presatka (tablice 11 2). Pregledom apsolutnog
broja stanica pokazalo se da su bazalne vrijednosti
(dan 0) T limfocita i NK stanica bile viSe u pacijenata
koji su kasnije dozivijeli epizodu akutnog odbaciva-

nja (p=0,016110,0305), ali tijekom razdoblja razlike
su smanjene i postale statisticki neznacajne. Razli-
ka izmedu skupina je nadena za apsolutan broj su-
bpopulacije T limfocita (CD3+CD25+) u 30. danu,
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ali ne i za njihov udio, i jo§ vaznije ne za podsku-
pinu pomo¢nickih T limfocita (CD3+CD4+CD25+)
koja je glavni nositelj CD25+ stanica, $to pripisuje-
mo vrlo niskim nadenim vrijednostima. Relativni
broj pomoc¢nickih T limfocita u skupini s dokaza-
nim odbacivanjem je visi u odnosu na skupinu bez
(p=0,03521 0,0473) u 30. i 60. danu posttransplan-
tacijski sto nije uo¢eno u apsolutnom broju. CD4+
T limfociti su nositelji stani¢nog imunoloskog od-
govora, ukljucuju i pripadnike s aktivacijskim i in-
hibicijskim potencijalom, pri ¢emu njihova brojnost
nije jedini ¢imbenik, ve¢ unutarnja preraspodjela
subpopulacija. Znacajan pad broja i udjela pod-
skupine T limfocita (CD3+CD25+) kao i podsku-
pine pomo¢nickih T limfocita (CD3+CD4+CD25+)
naden je u obje skupine unutar prvih 7 dana, me-
dusobno nediferentan, uz njihov postepeni opora-
vak tijekom vremena. Posebna skupina pacijenata,
u kojih je primijenjena poliklonska, ATG terapija,
umjesto monoklonske anti-CD25, dovodi do izra-
zite deplecije T limfocita i NK stanica (medijan:
114 i 9 x10%/L; odnosno 32,2 i 5,3% od limfocitne
populacije) (p<0,0001), posredno imajudi u¢inak na
B limfocite (medijan 58 x10¢/L, p=0,2078 i 0,0058),
dovodeé¢i do njihove medusobne preraspodjele
unutar limfocitne populacije (tablica 3). Zbog vrlo
velike potentnosti ATG-a pacijenti su izrazito imu-
nokompromitirani, te je neophodno dnevno prace-
nje i moduliranje terapije odrzavajuci broj T limfo-
cita unutar terapijskih granica: 20-200 x10¢/L.

ZAKLJUCAK

Kontinuirano pracenje broja imunosnih stanica u
cirkulaciji korisno je u procjeni u¢inkovitosti imu-
nosupresivne terapije na stani¢noj razini i opo-
ravka pacijenta, a bezuvjetno kod primjene ATG
terapije. U retrospektivnim studijama veliki broj
imunologkih parametara pokazao je povezanost s
klinickim pokazateljima, premda naSom studijom
to nismo uspjeli potvrditi. Individualizirani proto-
kol imunosupresije koja se temelji na imunoloskom
pracenju mogao bi se pokazati uspjesnim. Multipa-
rametarski program imunoloSkog pracenja koji bi
se provodio ¢esto i dozivotno, mogao bi biti pri-
hvatljiv pristup da se predvidi disfunkcija presat-
ka prije nego $to se pojave klini¢ki simptomi, iako

PHD nalaz inducirane biopsije ostaje zasad jedinim
vjerodostojnim pokazateljem. Imunolosko pracenje
mora biti inicirano prije transplantacije i praceno
kontinuirano i uéestalo posttransplantacijski. Uvo-
denje dodatnog biljega (Foxp3) koji se danas koristi
za identifikaciju T regulacijskih stanica i razliko-
vanje od efektorskih CD4+ T limfocita vjerojatno
bi doprinijelo boljoj diskriminaciji stanica unutar
odjeljka aktiviranih T limfocita i boljem dijagno-
stickom razlikovanju pacijenata s odbacivanjem
presatka.
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SUMMARY

FLOW CYTOMETRY AND ACUTE RENAL REJECTION CONFIRMED
BY HISTOPATHOLOGIC ANALYSIS

Z. SIFTAR!, I. SOKOLIC!, M. M. KARDUM PARO}, A. NAZOR!, M. KNOTEK?#,
M. SABLJAR-MATOVINOVIC? Z. VIDAS? i Z. FLEGAR-MESTRIC'5

"Merkur University Hospital, Institute of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine, Department
of Internal Medicine, Division of Nefrology, *Department of Urology, *University of Zagreb,
School of Medicine and °Faculty of Pharmacy and Biochemistry, Zagreb, Croatia

Transplantation of solid organs, tissues or hematopoietic cells is now standard in the treatment of patients with terminal stage
disease in order to cure and improve the recipients’ quality of life. The study included 54 patients having undergone single or
multiple organ transplantation. All patients received a combination of immunosuppressant therapy consisting of corticoste-
roids, calcineurin inhibitor (cyclosporine; tacrolimus), anti-CD25 (daclizumab) and mycophenolate-mofetil. In 24 patients, acute
rejection was stratified by histopathologic analysis of renal biopsy. Fifteen highly sensitized patients were administered anti-
thymocyte globulin (ATG) therapy. Absolute count and percentage of B/T lymphocyte subsets, NK cells and CD25+ or CD69+
activated T cells were measured on a flow cytometer (EPICS XL, Coulter) using single platform standardized protocol. Upon ATG
therapy, rapid decline to a very low level of T and NK cell lymphocyte count was observed, as well of B lymphocytes, resulting in
redistribution of lymphocyte compartment. Between consecutive measurements, kinetic changes of lymphocyte subset numbers
(absolute count or percentage) did not differ in a large spectrum of immune parameters between the groups with and without
rejection episode and having received quadruple immunosuppressive induction and maintenance therapy. Immunologic moni-
toring must be initiated prior to transplantation and continued consistently and frequently post-transplantation. Such a program
is expensive and time-consuming and stressful for the patient, therefore, prospective studies should identify whether treatment
decisions can be based reliably on these immune parameters. Serial measurement of immune cell counts is necessary for main-
tenance of ATG therapy and could be useful for monitoring patient recovery

Key words: transplantation, allograft, flow cytometry, immunosuppression, immune monitoring, rejection
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Izvorni rad

PUNKTAT LIMFNOG CVORA KAO ANALITICKI
UZORAK ZA FENOTIPIZACIJU STANICA

VIKTORIJA SVENCBIR!, VERONIKA ANIC?, ZORAN SIFTAR?, MIRJANA MARIANA KARDUM
PARO? SLOBODANKA OSTOJIC KOLONIC*, INES KRIVAK BOLANCA' i IKA KARDUM-SKELIN'*

Klinicka bolnica Merkur, Zavod za Klinicku citologiju i citogenetiku, *Zavod za klinicku kemiju i

laboratorijsku medicinu, *Klinika za unutarnje bolesti, Zavod za hematologiju i *Sveuciliste u Zagrebu,
Medicinski fakultet, Zagreb, Hrvatska

Analiza stanica proto¢nim citometrom u suvremenom klinicko-laboratorijskom radu danas znac¢i pomo¢ u postavljanju dijagnoze
odredivanjem klonalnosti B limfocita, te samim time odvajanju benignih od malignih limfoproliferativnih bolesti. Cilj ovog rada
je bio ocijeniti vrijednost citoloske dijagnoze i dostatnost materijala dobivenog citoloSkom punkcijom limfnog ¢vora za analizu
metodom protocne citometrije u slu¢ajevima benignih i primarno malignih poremecéaja limfnih ¢vorova. Istodobno se odredivalo
klonalnost B limfocita u razli¢itim skupinama malignih i benignih poremec¢aja limfnog ¢vora. Rezultati su pokazali da je citolo$ka
punkcija adekvatna metoda za dobivanje dovoljnog broja stanica za analizu proto¢nim citometrom, jer u nasoj ispitivanoj skupini
nije bilo neadekvatnih uzoraka. Citolo$ka dijagnoza je u nekim slu¢ajevima monomorfnih populacija limfati¢nih stanica limitirana
prema malostani¢nim limfomima. Tu je odredivanje klonalnosti na proto¢nome citometru presudno u odvajanju malignih od be-
nignih limfoproliferativnih bolesti. Zakljuc¢ak je da je citoloska punkcija uz pridruzenu metodu protoc¢ne citometrije jednostavna i

sigurna metoda u dijagnostici limfoproliferativnih bolesti.

Kljucne rijeci: citoloska punkcija, limfni ¢vor, limfoproliferativne bolesti, proto¢na citometrija, klonalnost
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UvOD

Limfni ¢évorovi su strukture okruglog, ovalnog ili
bubrezastog oblika obavijene kapsulom, smjestene
vecinom uzduz velikih krvnih Zila. U organizmu ih
ima oko 500 - 600, a dimenzije su od 1 mm do 1-2
cm u promjeru (1). Limfni ¢vor je graden od kore i
srzi. U kori nalazimo folikle koji su gradeni isklju-
¢ivo od limfocita B, a stanice u parakortikalnoj re-
giji ¢ine T limfociti. Dijelove folikla u kojima dolazi
do aktivacije i proliferacije B limfocita na podrazaj
antigena nazivamo germinalnim ili zametnim cen-
trom (2). Limfadenopatija je naziv za povecanje

limfnog ¢vora koje nastaje umnozavanjem sta-
nica. Ako je povecan jedan limfni ¢vor ili skupina
susjednih ¢vorova, kazemo da je limfadenopatija
lokalizirana, za razliku od generalizirane limfade-
nopatije kada su povecane skupine limfnih ¢voro-
va koje nisu susjedne (3). Povecani limfni ¢vorovi
mogu nastati kao posljedica infekcija (bakterijama,
virusima, protozoama, rikecijama ili gljivicama);
imunoloskih poremecaja ili zbog proliferacije i/
ili infiltracije malignim stanicama. Benigna limfa-
denopatija koja se klini¢ki o¢ituje ve¢inom prola-
znim povecdanjem limfnog ¢vora, uzrokovana je
proliferacijom limfocita i/ili makrofaga ponajvise
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zbog antigene stimulacije. Povec¢anje limfnog ¢vo-
ra benigne prirode mozZe nastati i zbog infiltracije
upalnim stanicama tijekom infekcije limfnih ¢voro-
va ili zbog infiltracije limfnih ¢vorova makrofazima
krcatim lipidnim metabolitima (1). Proto¢na cito-
metrija (engl. Flow Cytometry - FCM) je suvremena
analiticka metoda koja omogucuje kvantitativhu
analizu stanica, odnosno izdvajanje homogene po-
pulacije stanica od interesa na temelju jednog od
parametara stanice iz heterogene populacije stani-
ca uz istodobno mjerenje razlicitih fizi¢kih i biolos-
kih znacajki svake stanice (broj, veli¢ina i zrnatost)
u suspenzijskoj otopini tijekom njenog prolaska
kivetom proto¢nog citometra (4). Imunofenotipi-
zacija je pojam koji oznac¢ava uporabu specifi¢nih
monoklonskih antijela pri odredivanju stani¢nih
antigena. Stani¢ne antigene (leukocitne diferencija-
cijske biljege ili CD-antigene) moguce je otkriti na
povrsini stanica, na specifiénim stani¢nim struktu-
rama ili unutar stani¢ne citoplazme (5).

Cilj rada bio je ocijeniti vrijednost citoloske dija-
gnoze i dostatnost materijala dobivenog citolos-
kom punkcijom limfnog ¢vora za analizu metodom
protoc¢ne citometrije u slucajevima benignih i pri-
marnih malignih poremecaja limfnih ¢vorova.

ISPITANICI I METODE

Tijekom jedne godine izdvojeno je 239 uzoraka
punktata limfnih ¢vorova bolesnika razli¢itih dob-
nih skupina koji su zbog limfadenopatija dosli u
KB Merkur. Prema citoloskim nalazima punktata
izdvojeno je 114 uzoraka citoloski dijagnosticiranih
kao ne-Hodgkinovi limfomi B stani¢nog podrijetla
(B-NHL), 67 kao monomorfna populacija limfati¢-
nih stanica (MPLS), 53 uzoraka dijagnosticiranih
kao benigne limfoproliferativne bolesti (BLPB) i
ostatak analiziranih uzoraka (14) odnosio se na
ne-Hodgkinove limfome ne-B stani¢nog podrijetla
(Ne-B-NHL). Studija je provedena retrospektivno
temeljena na medicinskoj dokumentaciji, citolos-
kim razmazima punktata limfnih ¢vorova i rezul-
tatima imunofenotipizacije na proto¢nom citome-
tru. Prikladnost citoloskog punktata limfnog ¢vora
odredivana je nakon izolacije stanica na gradijentu
gustoce prije obiljezavanja monoklonskim protuti-
jelima (6).
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Iz punktata limfnog ¢vora dobivenog punkcijom
izolirani su limfociti nadslojavanjem nad gradijen-
tom gustoce. Suspenzija mononuklearnih stanica
citoloskog punktata obiljeZena je odgovaraju¢om
kombinacijom negativne kontrole i monoklonskih
protutijela. Razaranje eritrocita i stabiliziranje sus-
penzije mononuklearnih stanica u¢injeno je otopi-
nama Q-PREP, te su analizirane na proto¢nom cito-
metru unutar 30 minuta od liziranja.

Na mjernom instrumentu mjereni su i zabiljeZe-
ni sljede¢i imunofenotipizacijski pokazatelji: broj
analiziranih stanica u prozoru veli¢ine normalnih
i manjih limfocita (LY), te stanica veli¢ine veéih
limfocita i/ili stanica karakteristika ostalih mono-
nukleara (VL/MN), ja¢ina ekspresije kappa/lambda
povrsinskih lakih lanaca imunoglobulina na B lim-
focitima (kappa+CD19+; lambda+CD19+), ja¢ina eks-
presije stani¢nih povrsinskih antigena (CD3, CD5,
CD10, CD19, CD20, CD22, CD23, CD24, CD3§,
CD45), te jacina ekspresije dvostruko pozitivnih
populacija (6). Klonalnim su se smatrali uzorci
kod kojih je odnos kappa i lambda bio veéi od 6:1
u korist kappa ili 2:1 u korist lambda u bilo kojem
od analiziranih odjeljaka. Ekspresijom stani¢nih
povrsinskih biljega specificne stani¢ne populaci-
je prikazane s dvoparametrijskim histogramima
ekspresija podijeljenih u kvadrante (1-4), odreden
je relativan postotak (%) pozitivnih stanica unutar
svakog kvadranta u odnosu na negativnu kontro-
lu i uz arbitriranu granicu od 30% kao iz literature
poznatu granicu razdvajanja antigen-pozitivnih i
antigen-negativnih stanica (6,7)(sl.a 1).
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Sl. 1. Negativna kontrola fluorescencije na specificnoj
stanicnoj populaciji: 1) elektronska ograda oko specific-
ne stanicne populacije (populacija stanica velicine lim-
focita-A; i populacija vecih limfocita i/ili stanica karak-
teristika ostataka mononukleara-B) i 2) kontrola nivoa
autofluorescencije, nespecificnog vezivanja i fluores-
cencija na specificnoj stanicnoj populaciji (populacija
stanica velicine limfocita-A; i populacija vecih limfocita
1/ili stanica karakteristika ostataka mononukleara-B)
pomocu izotipske negativne kontrole fluorescencije
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REZULTATI

Prema citoloskim dijagnozama najvise je uzoraka
bilo u skupini ne-Hodgkinovih B limfoma - 55%,
benigne limfoproliferativne bolesti (BLPB) ¢inile su
22%, a monomorfne populacije limfati¢nih stanica
(MPLS) 16%. Skupina Hodgkinovih limfoma ne-B
stani¢nog podrijetla bila je zastupljena u svega 7%
od 239 ispitivanih pacijenata.

Analizirajuci uzorke u 85% je bilo dovoljno stanica
za analizu, u 12% ih je bilo dostatno samo za odre-
divanje klonalnosti, a u 3% bilo je nedovoljno stani-
ca za bilo kakvu analizu te su ti uzorci bili iskljuc¢eni
iz istrazivanja (sl. 2).
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Sl. 2. Distribucija prema dostatnosti stanica u uzorcima
punktata limfnog ¢vora

S obzirom na osobine limfati¢nih stanica, analiza
se obavljala u odjeljku veli¢ine normalnih i manjih
limfocita te vecih limfocita i/ili stanica karakteri-
stika ostalih mononuklearnih stanica. Od stanica
nadenih u uzorcima najveéi postotak malih lim-
focita naden je u skupinama BLPB i MPLS, veéih
limfocita najvise u skupini B-NHL-a, a podjednako
u ostalim skupinama. Velikih stanica karakteristi-
ka ostalih mononukleara najvise je bilo u skupini
ne-B-NHL-a, a najmanje u BLPB i MPLS. U skupi-
ni B-NHL od 128 uzoraka klonalnost je nadena u
114, dok u 18 uzoraka nije nadena klonalnost niti u
jednom od odjeljaka. Analizirajuéi te uzorke uglav-
nom se radilo o DLBCL bogatom T-limfocitima s
manjim postotkom velikih limfati¢nih stanica. Svi
slucajevi su histoloski verificirani i potvrdeni kao

B-NHL-i (sl. 3). U skupini dijagnosticiranih kao
monomorfne populacije limfati¢nih stanica od 67
uzoraka klonalnost je nadena u 5 uzoraka. U dva
je uzorka radena analiza u odjeljku normalnih i
manjih limfocita, a u tri u odjeljku vecih limfocita
i/ili ostataka mononukleara (sl. 4). Od 53 dijagno-
sticiranih kao benigne limfoproliferativne bolesti
uzorci su pokazivali poliklonalnu populaciju lim-
fati¢nih stanica u svim odjeljcima, a samo u jednom
slucaju nadena je klonalna populacija u odjeljku
malih limfocita (sl. 5).

Samo 14 uzoraka ne-B-NHL-a analizirano je meto-
dom protocne citometrije, u dva je uzorka nadena
klonalna populacija: jednom u odjeljku manjih lim-
focita i jednom u odjeljku veéih limfocita i/ili stani-
ca ostataka mononukleara (sl. 6).
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Sl. 3. Klonalnost limfaticnih stanica u bolesnika s
B-NHL-om u razlicitim odjeljcima (LY i VL/OMN)
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Sl. 4. Klonalnost limfaticnih stanica u bolesnika s
MPLS u razlicitim odjeljcima (LY i VL/OMN)
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Sl. 5. Klonalnost limfaticnih stanica u bolesnika s
BLPB u razlicitim odjeljcima (LY i VL/OMN)
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Sl. 6. Klonalnost limfaticnih stanica u bolesnika s
ne-B-NHL-om u razlicitim odjeljcima (LY i VL/OMN)

Tablica 1.

Statisticki znacajne razlike izmedu B-NHL i ne-B-NHL dobivenih protocnom citometrijom

TSI | o
p X=SD X=SD

% ML # % ML 0,000042 78,30 + 20,14 88,97 + 7,25
% MN # %MN 0,003337 21,64 + 18,03 5,33 + 4,27
% CD2 ML # CD2 ML 0,000000 29,92 + 25,25 62,14 + 20,65
%CD2 MN # CD2 MN 0,205230 11,20 + 13,32 25,20 + 35,60
% CD3 ML # CD3 ML 0,000010 34,74 + 25,60 57,97 + 18,66
% CD19 ML # CD19 ML 0,000000 65,31 + 25,34 36,81 + 19,07
% CD19 MN # CD19 MN 0,038432 73,74 = 26,20 45,04 + 43,23
% KAPPA+CD19 ML # KAPPA+CD19 ML 0,000003 42,49 + 33,73 21,77 + 13,41
% KAPPA+CD19 MN # KAPPA+CD19 MN 0,938166 46,21 + 37,59 16,04 = 29,84
KLON ML # KLON ML 0,004094 73,88 + 179,85 3,29 + 5,98
KLON MN # KLON MN 0,505318 121,00 = 245,71 51,16 = 100,67
% CD20 ML # CD20 ML 0,033274 66,74 + 23,56 49,78 + 26,68
% CD20 MN # CD20 MN 0,337788 77,95 + 24,72 61,70 = 52,93
% CD10 ML # CD10 ML 0,033119 25,77 = 31,57 3,99 = 9,26
% CD10 MN # CD10 MN 0,344851 34,72 £39,70 58,57 + 49,62

Legenda: p- razina statisticke znacajnosti; B-NHL-ne-Hodgkinovi limfomi B podrijetla; ne-B-NHL-ne-Hodgkinovi limfomi ne B podrijetla; ML-
limfociti; VL-velike limfaticne stanice; MN-ostatak mononukleara; CD23-stanicni povrSinski biljeg B-limfocita; kappa-laki lanac imunoglobulina;
KLON- omjer lakih lanaca imunoglobulina kappa i lambda (klonalnost limfaticnih stanica)
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Statisticka analiza ispitivanih pokazatelja izme-
du razli¢itih citoloskih skupina pokazala je da je
postotak malih limfocita znacajno veéi u skupini
BLPB i MPLS, najvise vecih limfati¢nih stanica ima
u B-NHL-u, a stanica karakteristika ostalih mono-
nukleara najvise u skupini Ne-B-NHL-a. Izmedu
BLPB i MPLS pokazalo je da nema znacajnije razli-
ke niti u jednom ispitivanom pokazatelju. Skupi-
na B-NHL ima statisticki veci izrazaj biljega CD19,

CD20, CD10, koekspresiju biljega CD19 i lakog lan-
ca kappa, izrazito ve¢i omjer lakih lanaca kappa i
lambda (klonalnost), a logi¢no tome manji postotak
biljega T loze (CD2 i CD3) (tablica 1). Koekspresija
biljega CD19 i lakih lanaca tipa kappa kao i izrazaj
CD23 biljega, te biljega T loze (CD2 i CD3) jace su
izrazeni u BLPB nego u MLPS, ali to nije statisticki
znacajno (tablica 2) .

Tablica 2.
Statisticki znacajne razlike pokazatelja izmedu BLPB i MIPLS dobivenih protocnom citometrijom
VARUABLE " INACANOSTI BLPB wPLs
P X=SD X=SD

% ML # % ML 0,840762 88,66 + 9,60 88,97 + 7,25
% VL # % VL 0,566066 733217 8,00 = 2,50
% MN # %MN 0,626524 6,17 = 3,99 533 = 4,27
% CD2 ML # CD2 ML 0,668036 64,43 + 19,56 62,14 + 20,65
% CD2 VL # CD2 VL 0,904625 31,15 = 15,21 32,05 = 14,27
% CD2 MN # CD2 MN 0,911889 22,48 = 3,98 22,17 £ 3,93
% CD3 ML # CD3 ML 0,634144 55,80 + 18,18 57,97 + 18,66
% CD3 VL # CD3 VL 0,000000 0,00 + 0,00 58,55 + 18,07
% CD3 MN # CD3 MN 0,970233 18,19%9,16 18,02 + 9,48
% CD19 ML # CD19 ML 0,945819 37,04 = 17,48 36,81 = 19,07
% CD19 VL # CD19 VL 0,697160 62,64 + 23,66 58,55 + 18,07
% CD19 MN # CD19 MN 0,818013 42,82 = 22,88 40,85 = 20,19
% KAPPA+CD19 ML # KAPPA+CD19 ML 0,870178 22,15 = 11,86 21,77 = 13,41
% KAPPA+CD19 VL # KAPPA+CD19 VL 0,768549 39,69 + 15,78 37,23 + 18,12
% KAPPA+CD19 MN # KAPPA+CD19 MN 0,612877 24,09 + 13,97 27,41 + 18,66
% LAMBDA+CD19 ML # LAMBDA+CD19 ML 0,820063 14,17 = 6,60 14,58 = 11,60
% LAMBDA+CD19 VL # LAMBDA+CD19 VL 0,179738 24,21 + 8,81 17,91+ 9,64
% LAMBDA+CD19 MN # LAMBDA+CD19 MN 0,405520 13,42 + 6,97 11,01 = 7,51
KLON ML # KLON ML 0,178276 1,68 + 1,20 9,08 + 39,7355
KLON VL # KLON VL 0,300831 1,66 +0,42 4,70 = 8,53
KLON MN # KLON MN 0,173643 1,79 + 0,46 8,89 = 18,53
% CD20 ML # CD20 ML 0,522826 42,36 + 19,85 49,78 + 26,68
% CD5 ML # CD5 ML 0,584463 62,85 * 23,25 57,09 + 24,07
% CD5 VL # CD5 VL 0,676019 28,27 = 26,54 19,00 = 12,30
% CD23 ML # CD23 ML 0,270760 29,60 = 22,48 19,26 + 12,53
% CD38 ML # CD38 ML 0,948998 33,75 + 22,96 34,43 + 23,90
% CD10 ML # CD10 ML 0,866270 4,73 + 9,67 3,99 + 9,26
% CD10 VL # CD10 VL 0,666667 38,75 + 52,53 75,90 + 0,00
% CD45 ML # CD45 ML 0,384050 98,80 = 1,62 97,28 = 12,32
% CD45 VL # CD45 VL 0,774495 97,11 + 5,99 96,34 + 6,65
% CD45 MN # CD45 MN 0,764828 90,49 + 15,33 96,65 + 5,06

Legenda: p- razina statisticke znacajnosti; B-NHL-ne-Hodgkinovi limfomi B podrijetla; ne-B-NHL-ne-Hodgkinovi limfomi ne-B podrijetla; ML-
limfociti; VL-velike limfaticne stanice; MN-ostatak mononukleara; CD23-stanicni povrsinski biljeg B-limfocita; kappa-laki lanac imunoglobulina;
KLON- omjer lakih lanaca imunoglobulina kappa i lambda (klonalnost limfaticnih stanica)
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RASPRAVA

Analiza stanica protoénom citometrijom u suvre-
menom klini¢ko-laboratorijskom radu danas zna-
¢i pomo¢ u postavljanju dijagnoze odredivanjem
klonalnosti B-limfocita, te samim time odvajanje
benignih od malignih limfoproliferativnih bolesti
(8-10). Ako je uzorak adekvatan, sama citoloska
dijagnostika limfoproliferativnih bolesti je jedno-
stavna i sigurna metoda (11,12). Najc¢e$¢e dodatne
tehnike ranih citomorfoloskih istrazivanja bile su
standardne imunocitokemijske metode na cito-
loskim razmazima. Ako se citoloSkom punkcijom
dobije dovoljno stanica za analizu protocne cito-
metrije, ove dvije dijagnosticke metode koristene
zajedno postizu dijagnosticku to¢nost i sigurnost
koja iznosi preko 90% (13-15). U literaturi su opisani
prihvatljivi analiti¢ki uzorci u kojima je broj stanica
bio manji ili jednak 1,1x10°/L (16,17). U radu Kar-
dum Paro (6) utvrdena je granica linearnosti meto-
de proto¢ne citometrije (0,35x10°/L) i smatrana je
granicom pouzdanosti analitickih rezultata ostva-
renih ovom metodom. Prema tome, neprihvatljivi
uzorci smatrani su citoloski punktati ispod donje
granice linearnosti metode (0,24x10°/L), a minimal-
no analiziranih 5000 stanica bio je broj dostatan za
pouzdanost rezultata analize metodom protoc¢ne
citometrije (18-20). Nasi rezultati se podudaraju s
gore navedenim i pokazuju da je citoloska punk-
cija adekvatna metoda za dobivanje dovoljnog
broja stanica za analizu proto¢nim citometrom. Isti
autor (6) uvodi parametar unutar skupine s pozi-
tivnom klonalno$¢u lakih lanaca imunoglobulina,
KVANTUM, uveden prema ja¢em kriteriju odredi-
vanja klonalnosti limfocita B (kappa > 5,5 lambda;
lambda >1,4 kappa). On sluZi kao mjera infiltracije
limfnog ¢vora klonalnim limfocitima B pa se mogu
razlikovati maligne od benignih limfadenopati-
ja nepoznatog uzroka. Manja infiltracija limfnog
¢vora klonalnim limfocitima B (kvantum <16,5) je
u korelaciji sa citomorfoloskom dijagnozom beni-
gne limfadenopatije nepoznatog uzroka. U ovom je
radu analizirajudi s obzirom na postotak limfati¢-
nih stanica pokazano da BLPB i MPLS imaju najvi-
$e manjih limfati¢nih stanica te se diferencijalno di-
jagnosticki mora misliti i na malostani¢ne limfome,
pa je vazno odrediti klonalnost stanica. B-NHL-i
imaju najvise veéih limfati¢nih stanica, a limfomi
koji nisu B-stani¢nog podrijetla imaju najvise stani-
ca karakteristika ostalih mononukleara. Klonalnost
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B-limfocita u pravilu je karakteristika B-malignih
limfoproliferativnih bolesti.

Citoloska punkcija limfnih ¢vorova je minimalno
invazivna metoda, a dostupni su joj svi povecani
limfni ¢vorovi. Pravilno razlikovanje reaktivnih
hiperplazija i malignih limfoma uz citolosku ana-
lizu limfnog ¢vora povecava i odredivanje B i T
diferencijacijskih biljega te klonalnosti limfati¢nih
stanica iz punktata limfnog ¢vora na protocnom
citometru. Tada dijagnosticka to¢nost iznosi i pre-
ko 90% (21,15). Citoloskom se punkcijom limfnih
¢vorova dobije dovoljno stanica za analizu protoc-
nim citometrom u svrhu odredivanja klonalnosti
i/ili diferencijacijskog statusa limfati¢nih stanica.
Adekvatnost je podjednaka bez obzira radi li se o
benignim ili malignim limfoproliferativnim bole-
stima $to ukazuje da dijagnoza ne uvjetuje kvalite-
tu materijala. Citoloska dijagnoza je u nekim sluca-
jevima monomorfnih populacija limfati¢nih stanica
limitirana prema malostani¢nim limfomima, kao i
u slucajevima folikularnih limfoma prema florid-
nim folikularnim hiperplazijama te je odredivanje
klonalnosti na proto¢nome citometru presudno u
odvajanju malignih od benignih limfoproliferativ-
nih bolesti.
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SUMMARY

FINE NEEDLE ASPIRATE OF LYMPH NODE AS THE ANALYTICAL SAMPLE
FOR IMMUNOPHENOTYPING

V. SVENCBIRY, V. ANIC1, Z. SIFTAR? M. M. KARDUM PARO?,
S. OSTOJIC KOLONIC?4, I. KRIVAK BOLANCA! and I. KARDUM-SKELIN4

Merkur University Hospital, Department of Clinical Cytology and Cytogenetics, *Institute of Clinical

Chemistry and Laboratory Medicine, *Department of Internal Medicine, Division of Hematology and
*University of Zagreb, School of Medicine, Zagreb, Hrvatska

In modern clinical laboratory routine, cell analysis by flow cytometry means help in setting up the diagnosis by determination of
B-lymphocyte clonality and thus separation of benign and malignant lymphoproliferative diseases. The aim of this study was to
assess the value of cytologic diagnosis and adequacy of the material obtained by fine needle aspiration (FNA) of lymph nodes
for flow cytometry analysis in cases of benign lesions and primary malignant lesions of lymph nodes. In addition, the aim was
to determine B-lymphocyte clonality in different groups of benign and malignant lymph node lesions. The study was based on
medical documentation, cytologic smears of FNA lymph node samples and results of flow cytometry immunophenotyping. A
total of 239 patients were included over a one-year period. Patients were classified according to cytologic findings in the groups
of non-Hodgkin’s lymphoma of B cell origin (55%), benign lymphoproliferative disease (22%), undefined group of monomorphic
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population of lymphatic cells (16%), and the rest in the group of non-Hodgkin’s non B cell origin. Study results showed FNA to be
an appropriate method for obtaining sufficient numbers of cells for analysis by flow cytometry because there was no inadequate
samples in our study group. In some cases of monomorphic lymphoid cell population, cytologic diagnosis was limited to small
cell ymphomas, so determining the clonality by flow cytometry is crucial in separating malignant from benign lymphoproliferative
disease. It is concluded that FNA associated with the flow cytometry method is a simple and safe method in the diagnosis of
lymphoproliferative disease.

Key words: fine needle aspiration, lymph node, lymphoproliferative disease, flow cytometry, immunophenotyping
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SJECANJA NA RAZVOJ KLINICKE CITOLOGIJE
U KLINICKOJ BOLNICI MERKUR

INGA CREPINKO
Akademija medicinskih znanosti Hrvatske, Zagreb, Hrvatska

Moja sjecanja na razvoj klini¢ke citologije (KC) u KB Merkur obuhvac¢aju 30-godis$nje razdoblje (od 1955. do 1985. godine) i
smijenu dviju generacija. Pocetak je uvijek uzbudljiv, prozet mladenackim entuzijazmom, a uspomene gotovo nostalgi¢ne. Tako
je i meni bilo u Medicinsko-biokemijskom ,Ruzdi¢evom* laboratoriju. Osnivac¢i KC u KB Merkur bili su: klini¢ari Erik Hauptmann
(hematolog), Zdenko Skrabalo (endokrinolog), Zvonimir Singer (ginekolog, citogeneti¢ar), a mnogo je pridonio lbrahim Ruzdi¢
(biokemicar). Kao prvi voditelj citoloskog laboratorija Interne klinike shvatila sam zasto se je klini¢ka citologija u KB Merkur tako
uspjesno razvila: uz osnovnu rutinsku citodijagnostiku uvodile su se nove tehnologije u dogovoru s klini¢arima. Najvece teziste
postavljeno je na edukaciju kadrova (poslijediplomski studij iz KC od 1967; samostalna specijalizacija citologa od 1974; edukaci-
ja citotehnologa od 1968.). U nasim su citolo$kim laboratorijima obranjeni brojni magistarski radovi i disertacije. Nastojanjem E.
Hauptmana osnovana je 1970. Sekcija za citologiju (kasnije Hrvatsko drustvo klinickih citologa HLZ), a klinicki citolozi KB Mer-
kur pridonijeli su osnivanju Udruzenja KC tadasnje Jugoslavije i 1979. organizirali prvi kongres. God. 1972. postali smo ¢lanovi
EFCS-a, a Z. Singer i I. Crepinko &lanovi IAC-a. Zelja mi je da se pomoéu zapisanih sje¢anja osnivanje i razvoj KC u KB Merkur

ne zaboravi - jer svaka buduénost ima svoje podrijetlo!

Adresa za dopisivanje: Prof. dr. sc. Inga érepinko
Mesiceva 17
10 000 Zagreb, Hrvatska
Tel: 01 4680550
E-posta: manjaprasek@gmail.com

UvOD

Klinicka citologija danas je priznata grana i sastav-
ni dio dijagnosticke medicine. U prvoj polovici 20.
stoljeca zacetnici klinicke citologije bili su lije¢ni-
ci - klini¢ari. Nagli razvoj tehnologije, ali i potreba
postavljanja $to to¢nije dijagnoze, naveli su u Eu-
ropi lije¢nike - interniste (pretezno hematologe),
a u Americi anatoma Papanicolaoua i ginekologa
Trauta da se bave citodijagnostikom, tj. morfolos-
kom metodom koja pod mikroskopom analizira
stanice u standardno obojenom razmazu u svrhu
otkrivanja tumora i drugih bolesti (1-9). U svjetskoj
i domacoj literaturi - ¢esto citiranoj u knjigama no-
vijeg datuma - s velikim su entizijazmom opisivani
pocetci razvoja klini¢ke citologije. Citajuéi predgo-
vore i komentare divila sam se njihovoj ustrajnosti,
marljivosti i ljubavi s kojom su opisivali i doku-
mentirali svoja prva zapazanja, pozrtvovno saku-
pljajudi preparate i fotografije. Medutim, oni ¢esto
nisu imali ujednacena misljenja pa su svoja zapa-

Zanja morali podvrgnuti potvrdi s patohistoloskim
ili kojim drugim laboratorijskim nalazom (10-15).
Uvidjeli su da je doslo vrijeme za sistematsku edu-
kaciju iz citodijagnostike (16,17).

Jo$ davno sam se opredijelila za dijagnosti¢ku gra-
nu medicine, a za to su bila odgovorna dva do-
zivljaja: za vrijeme studija - dok sam bila demon-
strator, a kasnije pomoc¢ni asistent na Zavodu za
patolosku anatomiju MEF-a u Zagrebu (od 1943.
g. do 1947. g.) dojmila su me se predavanja i vjez-
be Beate Brausil iz interne propedeutike (pretezno
morfologije u hematologiji), poglavito zbog njenog
individualnog i konkretnog pristupa radu i razvo-
ju klini¢kih laboratorija. Nesto kasnije, kao asistent
na kirurskoj klinici KB Zagreb (Rebro) za potrebe
uvodenja dijagnosti¢kog laboratorija naisla sam na
¢asopis American Journal of Clinical Pathology koji je
veé¢ u drugom desetlje¢u 20. stolje¢a pocelo izda-
vati Americ¢ko drustvo klinickih patologa. Tamo
sam otkrila da su klini¢ki patolozi oni koji vode
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dijagnosticke laboratorije polivalentnog tipa, uvi-
jek smjestene uz klinicko - bolni¢ke ustanove. Kli-
nic¢ki patolozi i njihovi suradnici u timskom radu
najuze suraduju s klini¢arima pojedinih podrudja
(18-20). To su bili razlozi da sam i ja odmah na-
kon zavrsetka studija medicine nastavila uciti, ali
ujedno i poucavati druge o morfoloskim karakteri-
stikama stanica u hematologiji, a kasnije i drugim
podrugjima.

Najveci dio radnog vijeka provela sam u bolnici u
Zajcevoj ulici 19, pa ¢e se zato moja sjecanja pretez-
no odnositi na to razdoblje.

Uprava drustva Merkur tadasnjeg Sanatorija Mer-
kur, povjerila je 1937. g. osnivanje ,, Laboratorija za
mikrokemijsku analizu” farmaceutu i biokemicaru
prof. dr. Ibrahimu RuZzdi¢u. On je taj laboratorij
vodio do kraja svog radnog vijeka, do 1978. g. (21).

OSNIVAN]JE LABORATORIJSKO-HEMA-
TOLOSKOG ODSJEKA U MEDICINSKO
BIOKEMIJSKOM LABORATORIJU PRI KB
MERKUR

U proljece 1954. g. na nagovor kirurga dr. Branka
Oberhofera zaposlio me Ibrahim Ruzdi¢ u ,svom”
laboratoriju iz vise razloga: Zelio je osnovati cen-
tralni laboratorij polivalentnog tipa s biokemij-
skim, hematologkim, bakterioloskim, pa i drugim
odsjecima. Osim toga Zelio je u laboratoriju prove-
sti teorijsku i prakti¢nu nastavu za izobrazbu la-
boratorijskih tehnicara i visoko kvalificiranih bio-
kemicara. Ponajvise pak nastojao je uvesti bolju
suradnju s lije¢nicima - klini¢arima, teoreti¢arima
i stru¢njacima drugih dijagnosti¢ko-laboratorijskih
struka (17).

U laboratoriju sam zapocela sa sredivanjem odsje-
ka za hematoloske pretrage u kojemu je godinama
radila vrlo draga i obrazovana gospoda Etuska
Franck, priu¢ena laborantica. Ubrzo sam uvela pro-
Sireni program analize ,krvna slika”, s time da sam
trazila da se uvijek uz ,crvenu krvnu sliku” ucini
i krvni razmaz koji je morao biti pravilan i perfek-
tno obojen. Pod monokularnim mikroskopom bro-
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jili smo krvne stanice u Neubaerovoj komorici, a
pravilno diferenciranje i opisivanje krvnih stanica
u razmazima obojenim metodom May-Griinwald
Giemsa smatrala sam svojim velikim uspjehom.
Ve¢ tako jednostavnom analizom ¢esto smo mogli
mnogo toga zakljuciti, usmjeriti klini¢are na dodat-
ne dijagnosticke postupke, a koji puta i postaviti
dijagnozu. Broj rutinskih hematoloskih pretraga
poceo se povecdavati, a povecala se i njegova kvali-
teta, $to imam zahvaliti svojoj nezaboravnoj ucite-
ljici prof. Beati Brausil.

U razdoblju od 1955. do 1964. g. uvedene su u he-
matoloskom odsjeku laboratorija mnoge citokemij-
ske pretrage od kojih su u svakodnevnu primjenu
usle: odredivanje Zeljeza, ugljikohidrata (PAS po-
zitivne supstancije) te aktivnost nekih enzima (al-
kalna i kisela fosfataza, peroksidaza, nespecifi¢ne
esteraze). Iz krvi smo zapoceli izolirati pojedine
vrste krvnih stanica pa smo u tako nakupljenim
leukocitima, biokemijski odredivali aktivnost kata-
laze i peroksidaze. U tome je volonterski suradiva-
la Ana Stavljeni¢, tada studentica Farmaceutskog
fakulteta i laboratorijski tehni¢ar Zvonko Starcevi¢
(22). Kretanje aktivnosti katalaze i peroksidaze kod
mijeloidnih i limfati¢nih leukemija obradila sam u
svojoj disertaciji 1964. g. Ve¢ tada sam na bolnickim
odjelima zapocela uz sternalnu punkciju raditi i ci-
tolosku punkciju limfnih ¢vorova, organa i tumora,
tj. aspiracijsku dijagnostiku.

OBLICI EDUKACIJE U MEDICINSKO
BIOKEMIJSKOM LABORATORIJU
PRI KB MERKUR

U raznim medicinskim laboratorijima postojala
je opcenito potreba za Skolovanim kadrom, pa je
jos ranije I. Ruzdi¢ povremeno organizirao tromje-
secne i Sestomjesecne tecajeve. Kasnije se njegov
program dugotrajnije izobrazbe sastojao od niza
teorijtskih i op¢ih te specijalnih kolegija s praktic-
kim vjezbama i radom u bolni¢kim laboratorijima.
Sklon timskom radu, I. Ruzdi¢ je uvijek izradivao
planove i programe u suradnji s lije¢nicima - kli-
ni¢arima, bakteriolozima i teoreti¢arima, koji su u
obrazovanju imali nazore sukladne njegovima (E.
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Hauptmann, B. Richter, P. Tomasi¢ i drugi) (21,23).
Pocetkom 50-tih godina stupio je u kontakt s rav-
nateljem Skole za sanitarne tehni¢are Cvjetkom
Tanodijem i osnovao u toj skoli Srednju skolu za
tehnicare laboratorijskog smjera. Tamo je on bio i
prvi nastavnik klinicke kemije, a ja sam od 1958.
g. vodila predmet ,Laboratorijska hematologija s
transfuziologijom” te organizirala vjezbe iz hema-
tologije u skoli i prakti¢ni rad na terenu (23). God.
1955/56. odlukom Savjeta za narodno zdravlje
NRH organizirao je I. Ruzdi¢ u centralnom labo-
ratoriju KB Merkur dvogodisnje doskolovanje za
osobe sa zavrSenom srednjom $kolom, kojima se
nakon poloZenog diplomskog i stru¢nog ispita pri-
znalo vi$u stru¢nu spremu, 1954. g. dobio je sugla-
snost da za zavrSene farmaceute i ostale kandidate
prirodnih struka organizira izobrazbu za voditelje
medicinsko biokemijskih laboratorija.

To je bio temelj za osnivanje poslijediplomskog
studija ,Klini¢ko-laboratorijska dijagnostika” pri
Skoli narodnog zdravlja ,Andrija Stampar” na
Medicinskom fakultetu u Zagrebu, kao i za spe-
cijalizaciju iz klini¢ke biokemije. U svim tim obli-
cima usavr$avanja bio je E. Hauptmann predavac
i nositelj kolegija iz hematologije, a mi ostali bili
smo voditelji seminara i prakti¢nih vjezbi. Bila sam
odusevljena entuzijazmom kandidata za hemato-
logiju i ostalu dijagnostiku. Polaznici spomenutih
oblika usavrsavanja obavljali su prakticki dio na-
stave gotovo isklju¢ivo u centralnom laboratoriju
bolnice. Nakon zavrsene izobrazbe postali su od-
liéni radnici, savjesni i vjerni svom pozivu. Ustraj-
no mikroskopirajuéi naucili su biti odgovorni za
svaki segment u izvodenju pretrage. Tome je pri-
donijela organizacija rada i na¢in Zivota u central-
nom laboratoriju, te postivanje pojedinca i svakog
radnog mijesta.

Farmaceuti sa zavrSenim tecajem za klini¢ku bi-
okemiju postali su voditelji laboratorija u svojim
mati¢nim ustanovama, a neki od njih - ljubitelji
morfoloskih i hematoloskih analiza - koji puta bi
otkrili i pravi uzrok bolesti te tako ustedjeli bo-
lesniku i ustanovi odlazak u udaljene centre. L
Ruzdié je opéenito svojim zalaganjem za laborato-
rijsku sluzbu doista uvelike unaprijedio dijagno-
sticku medicinu jer je uvijek djelovao u timskom
radu, $to mu je vrlo dobro polazilo za rukom: bio
je odli¢an organizator, komunikativan, a mogao je

strpljivo podnositi poteSkoce koje su ¢esto odugo-
vlacile ostvarenje njegovih namjera.

DOLAZAK ERIKA HAUPTMANNA
U KB MERKUR

Krajem 50-ih godina postepeno se odvijala smjena
lije¢nika KB Merkura. Dolaskom E. Hauptmanna
za predstojnika Klinike za unutarnje bolesti KB
Merkur, a s njime i dva njegova suradnika inter-
nista (Svebora Cerleka i Zdenka Skrabala) doslo je
do znatnih promjena. Jedna od njih bila je podjela
Klinike u subspecijalnosti: gastroenterologiju (prvi
voditelj S. Cerlek), endokrinologiju - pretezno dija-
betologiju (prvi voditelj Z. Skrabalo) i hematologiju
(prvi voditelj E. Hauptmann), a kasnije i nefrolo-
giju i kardiologiju. Hauptmann je uz svakodnevni
rad uveo razne oblike trajnog strucnog usavrsava-
nja kao npr. tjedne klinicko-patoloske sastanke i
nastavio usku suradnju s I. Ruzdi¢em i njegovim
suradnicama. O njegovom pedagoskom, nastav-
nom i organizacijskom radu te sklonosti za daljnji
razvoj klini¢ke citologije nitko nije ljepse i sveobu-
hvatnije pisao od Hrvoja Harambasica ¢iji je ¢lanak
izasao u AMC 2008. godine (24). Hauptmann je po-
sebno nastojao razviti klinicku hematologiju, pa je
intenzivirao citolosku i citokemijsku dijagnostiku
leukoza i malignih limfoma.

Ve¢ tada sam na nagovor E. Hauptmanna u Hema-
toloskom odsjeku Biokemijskog laboratorija, u cilju
suvremene klasifikacije hemoblastoza, uvela broj-
ne ciktokemijske metode na razmazima punktata
svih hematopoetskih organa. E. Hauptmann je sam
citoloski punktirao i limfne ¢vorove i slezenu te uz
svoje mlade suradnike istrazivao morfoloske ka-
rakteristike kod upalnih, degenerativnih stanja, he-
moblastoza i metastaza karcinoma i upudivao svoje
suradnike da prema oskudnim podacima iz tadas-
nje literature na vlastitom materijalu subklasifici-
raju pojedine oblike M. Hodgkin i non-Hodgkin
limfoma. Time je aktivirao znanstveni rad koji je u
tadasnjim prilikama bio realno dostupan. Tada su
¢esto dolazili lije¢nici iz drugih zdravstvenih usta-
nova na Internu kliniku i prisustvovali uz studente
medicine i specijalizante njegovim nastavnim vi-
zitama. Nakon takvih vizita posao bi s “’gostima”
(koji su mahom bili iz Zagreba, Sibenika, Dubrov-
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nika, Ljubljane, Sarajeva, Novog Sada, itd.) u Bio-
kemijski laboratorij I. Ruzdi¢u i meni da upoznaju
rad u hematolo$kom ili kojem drugom odsjeku la-
boratorija. I danas se rado sje¢am burnih diskusija
s kolegama uz mikroskop koje su trajale do u kasne
nocne sate. E. Hauptamnn ¢esto je odlazio na kon-
grese u inozemstvo te je sa svojim suradnicima su-
djelovao u pripremama osnivanja Europskog drus-
tva klini¢kih citologa (EFCS) te bio aktivan ¢lan i
suorganizator internacionalnog drustva za kemo- i
imunoterapiju (IGCI) sa sjedistem u Becu (25).

Jo$ za vrijeme boravka na Rebru, E. Hauptmann je
otkrio da se u punktatima ¢vorova na vratu mogu
otkriti i stanice karakteristicne za tkivo Stitnjace,
pa je predlozio svom mladem suradniku internisti
i hematologu - citologu Z. Grgi¢u da zajedno na-
stave analizirati punktate Stitnjace (26). Prelaskom
u KB Merkur savjetovao je Z. Skrabalu da zajedno
sa mnom nastavi razvijati citologiju stitnjace i utvr-
diti njenu dijagnosticku vrijednost. Na tom projek-
tu radili smo dugo i uporno, a rezultate zajednicki
objavljivali u ¢asopisima i knjigama (27-29). Skra-
balo se vrlo rano, u sklopu endokrinologije, opre-
dijelio za organizaciju ranog otkrivanja i nacina
lije¢enja Secerne bolesti, pa sam na njegov nagovor
uvela citokemijsko odredivanje ugljikohdrata u
limfocitima bolesnika sa $e¢ernom bolesti (28).

Osim toga bio je i inicijator citoloskog proucava-
nja muskih gonada, kako u ejakulatu, tako i u cito-
loskom punktatu kod oligo i azospermija (28,29).
Sje¢am se kako smo prof. Jasminka Posinovec (iz
Zavoda za histologiju i embriologiju MF-a u Zagre-
bu) i ja s velikim zanimanjem mjesecima zajedno
analizirale i uocavale razlike u morfoloskom izgle-
du stanica spermatogeneze ako se preparati obra-
duju razli¢itim tehnikama (histoloskom odnosno
citoloskom) (28).

Svebor Cerlek je kao gastroenterolog - klini¢ar naj-
viSe suradivao s biokemicarima: I Ruzdicem i nje-
govom suradnicom Doroteom Juri¢i¢ (timski rad
na terenu). Aspiracijsku biopsiju jetre i njezinu di-
jagnosticku vrijednost proucavao je s citologinjom,
kasnije citopatologinjom Marom Dominis. Ona je u
KB Merkur razvila i eksfolijativnu citologiju u ga-
stroenterologiji (30,31).
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RAZVO] CITOLOSKIH LABORATORIJA
NA INTERNOJ KLINICI, GINEKOLOSKOM
ODJELU KB MERKUR I ZAVODU ZA
DIJABETES, ENDOKRINOLOGIJU I BOLESTI
METABOLIZMA VUK VRHOVAC

Razvoj citoloskog laboratorija u Internoj klinici
KB Merkur

Bududi da su se u dijagnosti¢kim postupcima sve
viSe pocele koristiti citoloske pretrage, E. Haupt-
mann je 1964. godine u Internoj klinici osnovao
Laboratorij za hematologiju i citologiju. Tada sam
iz Zavoda za medicinsku-biokemiju presla na In-
ternu kliniku i postala prvi voditelj tog laborato-
rija te nastavila razvijati morfolosku dijagnostiku
u hematologiji i ostalu aspiracijsku neginekolosku
citodijagnostiku. Predamnom su bile godine na-
pornog rada tim viSe $to je moje uvjerenje bilo da
kompletan stru¢njak moze biti samo onaj koji u ru-
tinskom radu stekne obilno iskustva, koji se bavi
realno moguéim znanstvenim radom, koji se stal-
no usavrsava i sudjeluje u edukaciji, a aktivan je u
drustvenom radu svoje struke. Veliki su to zahtjevi
koje sam strpljivo s manje ili vie uspjeha postepe-
no ispunjavala do 1982. g.

U pocetku imala sam samo jednu laboratorijsku
tehnicarku Branku Broessler, a kasnije su zaposlene
jos dvije: Mira Mravak i Biserka Stefok-KriZaj (obje
su kasnije zavrsile dokvalifikaciju za citotehnicare)
(23). Budu¢i da je u laboratoriju svakodnevna ruti-
na postala sve veca bila sam zadovoljna da je 1965.
godine stigla i prva ucenica dr. Vida Jakasa. Rade-
¢i uz nas mnogo nam je pomogla, a sama je imala
priliku nauciti osnove klinicke citologije te organi-
zaciju citoloskog laboratorija. Godine 1968. godine
zavrsila je prvi postdiplomski studij iz medicinske
citologije, a 1973. godine specijalizaciju iz patolos-
ke anatomije. Jos 1969. godine postala je voditeljica
citoloskog, a kasnije i patohistoloskog laboratorija
u Institutu za tumore u Zagrebu. Godinama je su-
djelovala u edukaciji kadrova iz klini¢ke citologije
posebno dojke i centralnog zivéanog sustava (32).

Druga lije¢nica u tada novom citoloskom labora-
toriju Interne klinike bila je dr. Mara Dominis. Jo$
za vrijeme staziranja i kasnije sve do 1970. godine,
kada je zapocela specijalizaciju patoloske anatomi-
je, bila je uporna i marljiva ucenica i moja mlada
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suradnica. NajviSe se zalagala za timski rad s kli-
ni¢arima - posebno iz gastroenterologije i struc-
njacima iz bazi¢nih struka medicine (31). Veliki je
interes pokazivala za citologiju i citokemiju hema-
topoetskih organa, posebno limfnih ¢vorova. Po
svojoj osnovnoj izobrazbi kao citolog specijalizirala
je patolosku anatomiju i 1974. godine postala vodi-
teljica Odjela za patologiju u Klini¢koj bolnici KB
Merkur. Bila je sljedbenik suvremenih stavova, pa
je djelovala i kao patoloski anatom i kao citopato-
log u edukaciji svih profila kadrova za usavrsava-
nje iz klinicke citologije.

U Laboratoriju za citologiju na Internoj klinici
svaki je pojedinac svoj dio poslova radio strpljivo
i odgovorno s odredenom dozom autokritike, a
odusevljenje za tu struku prelazilo je i na druge.
Bilo nam je drago kada je zajedno s nama mikro-
skopirao E. Hauptmann i analizirao na razmazima
razne stanicne elemente nabrajajuci kriterije ka-
rakteristi¢ne za tumore, ali i one za degenerativne
i upalne promjene. S citoloskim iskustvom iz tog
podrudja koje je stekao jos 1948. godine u Americi
objavivsi rad , The cytologic features of carcinomas as
studied by direct smears” (15). Kao klinicar glasno je
razmisljao o diferencijalno dijagnosti¢kom spektru
poremecaja koji mogu izazvati identi¢ne promjene
u izgledu stanica. Pri analiziranju preparata zahti-
jevao je apsolutnu objektivnost, a usporedivanje s
ostalim laboratorijskim nalazima i klini¢ckim poda-
cima dozvoljavao je tek nakon donosenja misljenja
o citoloskoj analizi.

Koliko je tek bilo veselja kada je Hauptmann zahva-
ljujuéi Rockfellerovoj fondaciji, nabavio binokular-
ni mikroskop s ugradenim uredajem za fotografi-
ranje (do tada smo raspolagali sa 2 monokularna
i jednim binokularnim mikroskopom). Na taj smo
se nacin konac¢no rijesili vecernjih , provala” u he-
matoloski laboratorij prof. Beate Brausil na Rebru,
gdje smo uz tajnovitu pomo¢ njezinog tehnicara i
fotografa skriveni od ostalih slikali mirkofotografi-
jeikolor dijapozitive. Zajedno s klini¢arima, koji su
ujedno i bili promotori citologije, prikazivali smo
vlastite rezultate i stru¢nu fotodokumentaciju na
raznim stru¢nim i znanstvenim skupovima i objav-
ljivali ih u ¢asopisima i knjigama (26,28,29,33).

Uvodili smo i primjenjivali nove tehnike dobivanja
uzoraka za citologiju i patohistologiju: sje¢am se

da nam je prof. Tihomil Beriti¢, vrativsi se iz ino-
zemstva, jednom prilikom demonstrirao punkci-
ju i biopsiju cristae posterior allae ossis illei $to smo
odmah primijenili na bolesnicima u nasoj Klinici i
s tom tehnikom upoznali mnoge druge lije¢nike u
raznim zdravstvenim ustanovama Hrvatske.

Uveli smo intraoperativnu citodijagnostiku kori-
ste¢i uzorke tkiva istodobno za citolosku i patohi-
stolosku analizu. Razvili smo eksfolijativnu citolo-
giju urina i izljeva primijenivsi metodu nakupljanja
stanica iz tekuceg materijala u Saykovoj komorici.
Hrvoje Harambasi¢ koji je od 1953.g. bio voditel;
Citoloskog laboratorija u Bolnici Jordanovac, radio
je u KB Merkuru od 1967. do 1976. g. kao internist
pulmolog. Svojim iskustvom u citologiji pridonio je
dijagnostickoj vrijednosti u pulmologiji obavljajuci
uz ostalo i transtorakalne citoloske punkcije pod
kontrolom rentgena (34). Njegovom je zaslugom u
Citoloski laboratorij dosao uciti citodijagnostiku i
citokemiju iz pulmologije i ostalih neginekoloskih
podrudja dr. E. Knoche, lije¢nik iz okolice Kolna
(kirurg, kasnije pulmolog). Sjecam se da su i drugi
klini¢ari posebno Hauptmann i Skrabalo upuéivali
kolege iz inozemstva da u svrhu edukacije krace
ili duze vrijeme provedu u Citoloskom laboratoriju
Interne klinike KB Merkur.

Moja najljepsa uspomena je posjet prof. P.L. Cardo-
za koji je Zelio vidjeti naSe citoloske preparate i po-
hvalio napredak koji smo zajedno sa Z. Skrabalom i
Z. Papi¢em postigli u citoloskoj analizi muskih go-
nada kod oligo i azospermija. Tada je i pulmolog 1.
Rogli¢ pokazao svoje uspjehe u citoloskoj dijagno-
stici, a P.L. Cardozo ga je kao i nasu skupinu iz KB
Merkura uvrstio u svoj atlas (11).

Ginekoloska citodijagnostika i citogenetika u KB
Merkur

Podatke o razvoju ginekoloske citologije u Hrvat-
skoj iscrpno je prikupila Silvana Audy, urednica
knjige ,,Ginekoloska citologija u Hrvatskoj - 50 go-
dina poslije” (35,36).

U KB Merkuru zapoceo je 1963. g. Zvonimir Sin-
ger, mladi lije¢nik na specijalizaciji iz ginekologije,
uvoditi citoloske pretrage na Ginekoloskom odjelu,
a 1964. godine i citogenetiku. Za to se u viSe na-
vrata usavrSavao u nekoliko poznatih centara u
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inozemstvu. On je 1978. godine polozio specijali-
zaciju iz citopatologije u Bec¢u i ¢esto je sudjelovao
svojim radovima u internacionalnim drustvima
za proucavanje dugotrajnih kultura tkiva i stani-
ca. Na Ginekoloskoj klinici KB Merkur vodio je
odsjek za citologiju i citogenetiku gdje je kontinu-
irano radio u podrudju humane reprodukcije. Jos$
1965. godine postao je stalni suradnik Zavoda za
dijabetes Vuk Vrhovac te obavljao kariotipizacije
i druge citogenetske pretrage za mnoge korisnike
diljem Hrvatske. Voditelj tog laboratorija bio je
do odlaska u mirovinu (1994. godine) (22). Taj je
rad nastavila njegova dugogodisnja suradnica dr.
Purdica Sips (koja ga je kasnije i naslijedila), a za
izvodenje citogenetskih analiza postala je odgovor-
na Emilija Dordijevski, odli¢na laboratorijska teh-
nicarka i citotehnolog. Z. Singer je objavio mnogo
stru¢nih i znanstvenih radova, sudjelovao je u ne-
koliko udzbenika, ali meni je ostala u sje¢anju kao
najvaznija njegova knjizica za praksu “’Priru¢nik za
ginekolosku citologiju”, objavljena 1966. i 1994. g.
(37). Kao nastavnik iz podrucja svojih specijalnosti
sudjelovao je u nekoliko postdiplomskih studija, a
bio je odli¢an voditelj predmeta “’Citodijagnostika
u ginekologiji”” u tecajevima za usavrsavanje cito-
tehnicara te predsjednik komisije prakti¢nog i teo-
rijskog dijela njihovih zavr$nih ispita (23).

Citoloski laboratorij u Zavodu Vuk Vrhovac

God. 1976. Z. Skrabalo, osnivac¢ i ravnatelj Zavoda
Vuk Vrhovac, osnovao je uz moju suradnju cito-
loski laboratorij za potrebe endokrinologije, a prvi
voditelj tog laboratorija bio je Zvonimir Papi¢. On
je pri osnivanju tog laboratorija, kao i pri drugim
aktivnostima u Zavodu Vuk Vrhovac, bio vrlo
aktivan i marljiv, te je uveo suvremenu citolosku
dijagnostiku u andrologiji. Taj laboratorij bio je
usmjeren na podrudje citokemije krvnih stanica u
bolesnika sa Se¢ernom bolesti, te za eksfolijativhu
i aspiracijsku citologiju u andrologiji, dok je cito-
logija stitnjace i nadalje ostala vezana uz citoloski
laboratorij na internoj klinici (22,27-29).

Sva tri citoloska laboratorija u KB Merkur osnovali
su klinicari i $to je najvaznije postavili za voditelje
tih laboratorija mlade lije¢nike koji su radili klini¢-
ku citologiju u punom radnom vremenu. Oni su se
ujedno ucinkovito brinuli za njihovu sistematsku
izobrazbu.

UTJECA] LIJECNIKA-KLINICARA U KB
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MERKUR NA EDUKACIJU KLINICKIH
CITOLOGA

Kada je 1964. godine na Internoj klinici osnovan ci-
toloski laboratorij uz svakodnevnu rutinu, glavna
tema bila je kako osposobiti lije¢nike koji rade u
citoloskim laboratorijima da postanu samostalni
klinicki citolozi i kako da steknu status identi¢an
onom ostalih specijalista. Do tada su, naime, samo
povremeno zainteresirani klinic¢ari analizirali raz-
maze koje su im obojili priuceni tehnicari. Nas
nekolicina koji smo cijelo radno vrijeme radili u
laboratorijima, ¢esto smo morali slusati opre¢na
misljenja onih koji su imali pozitivan stav o dija-
gnostickoj vrijednosti citologije i drugih koji su
apsolutno negirali njenu vrijednost. Ipak je broj
analiza postajao sve vedi, pa se tako sve viSe osje-
¢ala potreba da se pristupi sistematskoj edukaci-
ji kadrova za citodijagnostiku. Znacajnu ulogu u
tom pogledu odigrao je patolog Ante Zimolo: on
je prvi tu problematiku predocio tadasnjim or-
ganima upravljanja zdravstvom, a Liga za borbu
protiv raka nastojala mu je u tome pomodi (16).
Raspravu o tome nastavio je s E. Hauptmannom
koji je na brojnim kongresima u Europi dolazio u
kontakt s klini¢arima koji su se takoder intenzivno
bavili citologijom iz odradenih podruéja (npr. Lo-
pes- Cardozo, P. Grunze) i sudjelovao u diskusija-
ma o edukaciji kadrova i o osnivanju Europskog
drustva klinickih citologa (EFCS). A. Zimolo i E.
Hauptmann su o problemu edukacije kontaktira-
li s kolegama u Ljubljani 1965. i 1966. godine koji
su tada ve¢ raspolagali s pocetnim vlastitim isku-
stvima. God. 1966. doslo je do dogovora izmedu
Hauptmanna i Zimola da se u SNZ Andrija Stam-
par Medicinskog fakulteta u Zagrebu osnuje posli-
jediplomski studij iz medicinske citodijagnostike,
paje 1967. godine zapocela ta vrsta izobrazbe.

Prvi voditelj tog studija bio je E. Hauptmann, a o
planu i programu te slijedu odrzavanja tog studi-
ja referirale smo moje suradnice i ja u vise navra-
ta (32, 38-41). Ne smije se zaboraviti da su u toku
priprema za tu vrstu edukacije dobivene dvije
stipendije za usavrSavanje u citodijagnostici u
Kopenhagenu i da je Liga za borbu protiv raka za
prvi postdiplomski studij posudila 5 mikroskopa i
isplatila 8kolarinu za 5 polaznika (16). U pocetku
se nastava odvijala pretezno u biblioteci Zavoda
za patolosku anatomiju gdje su se odrzavale i vjez-
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be uz mikroskope koje su polaznici studija donosi-
li iz svojih mati¢nih ustanova, a manjim dijelom u
Citoloskom laboratoriju KB Merkur i ostalim labo-
ratorijima u Zagrebu. E. Hauptmann je bio voditel;
tog postdiplomskog studija iz medicinske citolo-
gije do 1985. godine, a od 1968. do 1985. godine
bila sam zamjenik voditelja (32,39). Hauptmann,
koji je imao mnogo smisla za sistematski pristup
edukaciji, inzistirao je na tome da broj polaznika
bude limitiran (Sto je koji puta bilo povezano s
privremenim odbijanjem kandidata) i da se studij
kontinuirano nastavlja svake godine u trajanju od
2 semestra za svladavanje teorijske i prakti¢ne na-
stave. Nakon toga svaki kandidat iza polozenog
ispita mogao je upisati jos 2 semestra za znanstve-
no usavrSavanje i izradu magistarskog rada. Taj
se postdiplomski studij uz prilagodavanje plana
i programa prema suvremenim potrebama odvija
do danas.

Kandidate su prilikom seminara i vjezbi vodili
tada ve¢ iskusni citolozi, voditelji klini¢ko- citolos-
kih laboratorija i sjeam se da sam i ja u KB Mer-
kuu imala s njima mnoge nezaboravne dozivljaje.
Sje¢am se, na primjer, kako se za vrijeme mikro-
skopiranja iz udaljene sobe u laboratoriju za¢uo
tihi zvuk jedne pjevne melodije koju je vodila Ika
Kardum Skelin. Zapitavsi za razlog tog pjevuse-
nja doznala sam da im je ugodaj analiziranja lije-
po obojenih razmaza i nacin interpretiranja postao
tako drag i harmonican da su to nesvjesno obi-
ljezili i pjesmom. Kandidati su bili vrlo strpljivi i
samozatajni. Dogadalo se da su mlade majke veé
nekoliko tjedana nakon poroda vrlo brzo sjele uz
mikroskop i nastavile studij u Zagrebu.

Polaznici poslijediplomskog studija bili su klini-
Cari, patolozi i mladi lije¢nici bez specijalizacije
(32). Vedina njih postali su uvazeni voditelji kli-
nicko-citoloskih laboratorija u svojim mati¢nim
ustanovama, a neki su se ukljucili i u nastavni rad
za sve profile obrazovanja iz klini¢ke citologije.
Bili su vrlo aktivni i savjesno obavljali duznosti u
citoloskoj sekciji a kasnije u Hrvatskom drustvu
za klini¢ku citologiju HLZ. Kao primjer rado bih
navela svje drage i poZrtvovne suradnike i surad-
nice: Zeljku Znidar¢i¢, Tatjanu Jeren, Vidu Jakasa,
Vojislava Pesuta, Mihovila Rogli¢a, Ivu Pongraca,
Mariju Pajtler, Miru Haldbauer, Dragicu Bistrovic,
a posebno Gabrijelu Kocijan koja je svoj radni vijek

nastavila u Londonu, postavsi visi predavac i vo-
ditelj Klinike za aspiracijsku citologiju na Universi-
ty College Hospital u Londonu.

Veé 1968. godine osnovala sam u Srednjoj Sko-
li za laboratorijske tehnicare u Medvedgradskoj
ulici (tadasnji ravnatelj Cvjetko Tanodi) tecaj za
usavrsavanje citotehnicara jer sam smatrala da se
klinic¢ka citologija, posebno ginekoloska, ne moze
uspjesno obavljati bez dobro educiranog srednjeg
stru¢nog kadra. Pri tome najviSe su sudjelovali
Vojislav Pesut, pulmolog, Zvonimir Singer, gine-
kolog, Purdica Sips i brojne mlade suradnice koje
su u meduvremenu postale specijalisti iz klinicke
citologije. Kasnije je to usavrSavanje pod okriljem
Skole postalo 5. stupanj izobrazbe, a od 2000. g.
nastavljena je njihova izobrazba pod okriljem Mi-
nistarstva zdravstva i socijalne skrbi (23).

Mnoge su generacije tijekom Skolovanja prosle
kroz citoloske laboratorije Interne i Ginekologke
klinike u KB Merkuru, a svi su nakon zavrsetka
nastavili vrlo savjesno i odgovorno raditi u cito-
loskim laboratorijima mati¢nih ustanova. Bila sam
ponosna na njih, a naroc¢ito mi je bilo drago kada
mi je na 7. europskom kongresu klinickih citologa
pristupio prof. P. Grunze i posebno pohvalio cito-
tehnicarku iz svojeg laboratorija koja mu je pri do-
lasku u laboratorij ponosno pokazala svjedodzbu
o usavr$avanju za citotehnicare iz $kole u Zagrebu
na kojoj je uocio i moj potpis. Takvih primjera bilo
je i vise. U meduvremenu citotehnicari su 2003. g.
osnovali svoje stru¢no drustvo (Hrvatska udruga
citotehnologa-inzenjera medicinsko-laboratorijske
dijagnostike i laboratorijskih tehnic¢ara - HUCIT)
(23).

Zalaganjem c¢lanova Sekcije za citologiju i citodi-
jagnostiku HLZ-a i razumijevanjem odgovornih
¢lanova u tadasnjim organima upravljanja zdrav-
stvom osnovana je 1974. godine samostalna speci-
jalizacija iz klinicke citologije. O tome je takoder
u nekoliko navrata iscrpno priopéeno tijekom odr-
Zavanja simpozija odnosno kongresa Hrvatskog
drustva za klinicku citologiju (42-44). Na taj su
nacin konac¢no lije¢nici s adekvatnom izobrazbom
i punovrijednim statusom izjednaceni sa specija-
listima ostalih struka postali punopravni voditelji
klinicko-citoloskih laboratorija.
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UTJECAJ LJECNIKA KB MERKUR NA
OSNIVANJE STRUCNE ORGANIZACIJE
KLINICKIH CITOLOGA

Godine 1968. tadasnji je Zbor lije¢nika Hrvatske
(ZLH) odobrio formiranje skupine stru¢njaka koji
se bave citodijagnostikom u sklopu tadasnje sekci-
je za patolosku anatomiju. Za 2 godine, tj. 1970. go-
dine HLZ je odobrio osnivanje samostalne sekcije
za citologiju i citodijagnostiku. S ve¢ dobro pozna-
tim entuzijazmom moji suradnice i suradnici bili
su godinama vrlo aktivni kako u kontinuiranom
radu i odrzavanju mjese¢nih sastanaka, tako i u
opcéenitom djelovanju na daljnju izobrazbu mla-
dih kadrova iz klinicke citologije (42). SjeCam se
kako smo jos 1969. godine na inicijativu klini¢ara
E. Hauptmanna prihvatili poziv na stru¢ni sasta-
nak njemackog, Svicarskog i austrijskog drustva
za klinic¢ku citologiju gdje nas je nekolicina nastu-
pila s vlastitim iskustvima iz pojedinih podrudja
citologije. Bio je to nezaboravni dozivljaj u prolje-
¢e spomenute 1969. godine u malom mjestu Sils
Maria pokraj St. Moritza u Svicarskoj. Tamo smo
uz prikaze vlastitih rezultata iz podruéja aspira-
cijske citologije stitnjace prisustvovali i njihovim
organizacijskim sastancima na kojima su i patolozi
i klinicari Europe pripremali organizirati Europ-
sku federaciju klini¢kih citologa (EFCS). Bila sam
zajedno s Harambagi¢em 1971. g. na sastanku kli-
nic¢kih citologa u Pragu gdje je osnovna Europska
federacija i od tada do danas gdje je nasa sekcija, a
kasnije Hrvatsko drustvo klini¢kih citologa, njihov
aktivni ¢lan (32). NaSa zajednicka aktivnost toliko
jenapredovala da smo jo$ 1979. godine organizirali
Prvi kongres klini¢kih citologa Jugoslavije (UKCJ)
¢iji je predsjednik bio E. Hauptmann, a glavni vo-
ditelji organizacijskog odbora bila je uz mene J.
Ivi¢, S. Audy te nezaboravni tajnik Z. Singer kao i
mnogi drugi - kao npr. tada mlada citologinja na
specijalizaciji Ika Kardum-Skelin.

Kao i svako sjecanje, pokusala sam prikazati sve
ono $to je bilo lijepo u stvaranju jedne nove struke, a
posredno i neposredno vezano uz KB Merkur, gdje
sam provela najbolji dio svog radnog vijeka. Izbje-
gla sam sjecanja na neuspjehe, odnosno neispunje-
ne Zelje. Zelim vjerovati da ée moja nasljednica Tka
Kardum-Skelin uz pomo¢ brojnih odli¢nih, mladih
specijalista iz klini¢ke citologije iz KB Merkura i
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cijele Hrvatske uspjeti i u rjeSavanju novih zadataka
koji su se nasli ispred njih, kao sto je usaglasavanje
novih specijalizacija iz histopatologije i citopatolo-
gije te integraciji cjelokupne citologije.

ZAKLJUCAK

U klini¢koj citologiji kao grani dijagnosticke me-
dicine, narocito o njenom dinamickom razvoju u
Hrvatskoj, mnogo se raspravljalo i pisalo u doma-
¢oj literaturi. U ovim se ,Sjecanjima” opisuje 30
godisnje razdoblje citologije u KB Merkur od 1955.
do 1985. g. zbog toga Sto su se tada upravo u toj
zdravstvenoj ustanovi sakupili i klini¢ari i budu-
¢i citolozi i ostali laboratorijski stru¢njaci koji su
u timskom radu najviSe utjecali na razvoj meto-
dologije i usavrsavanje tehnologije. Oni su uveli
i omogudili sistematsku edukaciju svih profila iz
klini¢ke citologije i organizirali stru¢nu i znanstve-
nu aktivnost formirajuci 1970. g. Sekciju za citodi-
jagnostiku (kasnije Hrvatsko drustvo za klinicku
citologiju) HLZ-a.

Intenzivna suradnja klini¢ara s klini¢kim citolozi-
ma omogucdila je dobru edukaciju mladih kadro-
va, sudjelovanje na brojnim kongresima s origi-
nalnim radovima obradenog vlastitog materijala,
objavljivanje udzbenika u kojima je obradivana i
klini¢ko-citoloska problematika, a uz mentorsko
vodstvo klini¢kih citologa KB Merkur izradeni su
magistarski radovi i disertacije. Mnogi klini¢ki ci-
tolozi iz drugih zdravstvenih ustanova u Zagrebu
i ostalim gradovima u Hrvatskoj ostali su trajno
povezani s klinickim citolozima KB Merkur, jer
su zaletnici citologije te nasljednice I. Crepinko, 1.
Kardum-Skelin (predsjednice HDKC) samozataj-
no i s velikim razumijevanjem i ljubavlju za svoju
struku umjele zainteresirati mlade generacije za
klini¢ku citologiju i njezinu svrsishodnu primjenu
u preventivnoj i kurativnoj medicini.

Molim da mi oproste svi oni koji u ovim sjecanjima
nisu posebno spomenuti. Neka to ne vodi zabora-
vu nego neka bude poticaj drugima da ih u svojim
sjecanjima oni spomenu i opisu, jer svaka struka
i znanost napreduje dok postoji sjecanje na njezin
razvoj.
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Morfolozi KB Merkur 1978. godine u zajednickim trenucima povodom proslave rodendana prof. Crepinko
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SUMMARY

RECOLLECTIONS OF THE DEVELOPMENT OF CLINICAL CYTOLOGY AT MERKUR
UNIVERSITY HOSPITAL

I. CREPINKO

Academy of Medical Sciences of Croatia, Zagreb, Croatia

My recollections of the development of clinical cytology at Merkur University Hospital cover a 30-year period, from 1955 to 1985,
and succession of generations. The beginning is always exciting, pervaded by youthful enthusiasm, while memories are quite
nostalgic. That is how | also felt at the “Ruzdi¢’s” medical biochemistry laboratory. The founders of clinical cytology at Merkur
University Hospital were the clinicians Erik Hauptmann (hematologist), Zdenko Skrabalo (endocrinologist) and Zvonimir Singer
(gynecologist, cytogeneticist), with great contribution by Ibrahim Ruzdi¢ (biochemist). As the first head of cytology laboratory at
University Department of Medicine, | realized what was crucial for such a successful development of clinical cytology at our Hos-
pital; it was so because new technologies were continuously introduced in agreement with clinicians, along with the basic routine
cytodiagnosis, while paying special attention to staff education (postgraduate study in clinical cytology since 1967; residency in
cytology since 1974; education of cytotechnologists since 1968). A number of MS theses and doctoral dissertations have been
defended at our cytology laboratories. The Section of Cytology (now Croatian Society of Clinical Cytologists, Croatian Medical
Association) was founded in 1970, owing to the efforts invested by E. Hauptmann. Clinical cytologists from Merkur University
Hospital contributed to the foundation of the Association of Clinical Cytologists of the then Yugoslavia and organized their first
congress in 1979; in 1972, we were adopted members of the EFCS, while Z. Singer and . Crepinko are IAC members. | wish that
written memories help remember the foundation and development of clinical cytology at Merkur University Hospital because we
should not forget that every future has its origin.

Key words: clinical cytology, Merkur University Hospital
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EDUKACIJA CITOTEHNOLOGA - JESMO LI ZADOVOL]JNI S
ONIM STO SMO IMALI, STO IMAMO, A STO BISMO ZELJELI ?

VERONIKA ANIC! i IKA KARDUM-SKELIN!?

Klinicka bolnica Merkur, Zavod za klinicku citologiju i citogenetiku i 'Sveuciliste u Zagrebu,
Medicinski fakultet, Zagreb, Hrvatska

Zelja nam je prikazati edukaciju citotehnologa u Hrvatskoj kako je izgledala u proslosti, kako izgleda u sadasnjosti kao i nase ze-
lje, potrebe, odnosno neophodne nadolaze¢e promjene u buducoj edukaciji citotehnologa. ékolovanje citotehnologa zapocinje
u Skoli za zdravstvene tehniéare, gdje je prva edukacija citotehnologa organizirana 1968/69. godine, zahvaljujuci prof. dr. Ingi
Crepinko. Nakon razdoblja edukacije u obliku $estomjeseénog tedaja, od 1981. — 1992. godine, edukacija se odvijala u obliku
jednogodi$njeg programa koji je vrednovan kao V. stupanj edukacije. Od tada pa sve do danasnjih dana pokuSava se oformiti
edukacija na bilo kojoj akademskoj instanci u RH bez uspjeha. Jednogodisnja edukacija pri Visokoj zdravstvenoj skoli oformljena
je 1993. godine, gdje je educirana samo jedna generacija. Pod pokroviteljstvom Ministarstva zdravstva i socijalne skrbi RH te Hr-
vatskim drustvom za klinicku citologiju Hrvatskog lije¢nickog zbora od 2000. g. odrzano je 5 jednogodi$njih te¢ajeva sa 630 sati
teorijske nastave s vijezbama uz 200 sati prakti¢éne nastave u citoloskim djelatnostima. Da li smo bili i da li smo sada “zadovoljni”?
U Hrvatskoj je potrebna optimizirana i standardizirana edukacija citotehnologa na sveucilisnoj razini s vaze¢om diplomom u
europskim zemljama te nastavnim planom i programom koja ¢e zadovoljiti potrebe u novim tehnologijama (npr. molekularne
tehnike, LBC, HPV testiranja).

Kijucne rijeci: citotehnolozi, edukacija

Adresa za dopisivanje: Veronika Ani¢
Zavod za klinicku citologiju i citogenetiku
Klinicka bolnica ,Merkur®
Zajceva 19
10000 Zagreb, Hrvatska
Tel: +385 1 22 53 235
E-posta: veronika.anic@zg.t-com.hr

UVOD POCECI SKOLOVANJA
CITOTEHNOLOGA U HRVATSKO]

Citotehnolozi godinama nailaze na neprepoznava-
nje i neadekvatno priznavanje svoje struke i polo-
Zaja u dijagnostici premalignih i malignih stanja.
Zelja nam je prikazati edukaciju citotehnologa u
Hrvatskoj kakva je bila u proslosti, kakva je u sa-
dasnjosti kao i nase Zelje, potrebe, odnosno neop-
hodne nadolazece promjene u buducoj edukaciji

Skolovanje citotehnologa zapocinje u Skoli za
zdravstvene tehnicare, gdje je prva edukacija ci-
totehnologa organizirana 1968/69. godine sa 14
polaznika, zahvaljujuéi prof. dr. sc. Ingi Crepinko.
Sljedeca edukacija bila je odrzana 1971/72. godi-
ne sa 13 polaznika te nakon toga svake godine do

citotehnologa. Posebno se osvréemo na znacenje 1977. godine sa 7-21 polaznika po tecaju. Tijekom
citologa i citotehnologa KB Merkur u navedenoj razdoblja od 1968. do 1977. godine edukacija je
edukaciji. odrzavana u obliku Sestomjesecnog tecaja. Na taj je
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nacin educirano 86 citotehnologa. Jesmo li bili “za-
dovoljni”? Drugo i bolje nismo imali, ali nadali smo
se boljem i viSem obrazovanju... Od tada pa sve do
danasnjih dana pokusava se oformiti edukacija na
bilo kojoj akademskoj instanci u RH bez uspjeha.
Nakon razdoblja edukacije u obliku Sestomjesec¢nog
tecaja, od 1981. do 1992. godine organizirana je edu-
kacija u obliku jednogodis$njeg programa sa 10 do
18 polaznika po tecaju te je na taj nac¢in educirano 78
citotehnologa. U edukaciji su u to vrijeme svesrd-
no ucestvovali dr. Vojislav Pesut, prim. dr. Miho-
vil Rogli¢, doc. dr. sc. Zeljka Znidar¢i¢, kao i brojni
drugi citolozi. Iz KB Merkura uz prof. Crepinko to
su bili prof. dr. sc. Zvonimir Singer (koji je izdao i
priru¢nik za citotehnicare, kako su se ranije zvali),
dr. sc. Zvonimir Papié, prof. dr. sc. Mara Dominis,
dr. Purdica Sips, dr. Dunja Suster¢ic). Taj je oblik
edukacije vrednovan kao V. stupanj edukacije (1,2).

EDUKACIJA PRI VISOKO]J
ZDRAVSTVENOJ SKOLI

Jednogodisnja edukacija pri Visokoj zdravstvenoj
Skoli odrzana je 1993. godine pod vodstvom doc.
dr. sc. Zeljke Znidar¢i¢, gdje je u tom obliku prove-
dena samo pri jednoj generaciji. Satnica edukacije
iznosila je 630 sati u kojoj je 165 sati pripadalo gi-

nekoloskoj citologiji, 369 sati neginekoloskoj citolo-
giji, a ostatak satnice pripadao je ostalim stru¢nim
predmetima. Jesmo 1i bili “zadovoljni”? Postajali
smo sve viSe svjesni nedostataka te shvacali potre-
bu za adekvatnom edukacijom. Sve vise smo bili
svjesni neprepoznavanja i nepriznavanja uloge i
polozaja citotehnologa.

Traganje za trajnom, kompletnijom i statusno pri-
znatom edukacijom dovodi do izrade dvogodis-
njeg programa tada pri Visokoj zdravstvenoj skoli.
Program je verificiran od strane Skole i Medicin-
skog fakulteta (u ¢ijem se sastavu tada Skola na-
lazila), ali do danas nije doslo do njene realizaci-
je. Problem je nastao dijelom i zbog reorganizacije
visokoskolskih ustanova i programa obrazovanja.
Visa zdravstvena skola se osamostaljuje u Visoko
zdravstveno uciliSte, a postoje¢i dvogodisnji pro-
grami se prilagodavaju trogodi$njim. Kontinuira-
na edukacija je postala problem, sto je dovelo do
pomanjkanja adekvatno skolovanih kadrova, uspz-
kos tome 8to je Hrvatsko drustvo klini¢kih citologa
HLZ-a u dva navrata prilagodavajuéi program pri
Visokom zdravstvenom ucdilistu, ¢ekalo skoro 12
godina.

Tada, jos uvijek bolje i drugo nismo imali, ali smo
se i dalje nadali ... no pouceni negativnim iskustvi-
ma i sumnjali ...

D .
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SL. 1. Polaznici Tecaja trajne edukacije citotehnologa 2008. godine s voditeljicom doc. dr. sc. Ikom Kardum-Skelin
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KAKO TO IZGLEDA U SADASNJOSTI?

Zahvaljujuéi prepoznatom problemu od strane Mi-
nistarstva zdravstva i socijalne skrbi RH u suradnji
s Hrvatskim drustvom za klini¢ku citologiju Hr-
vatskog lijecnickog zbora u razdoblju od 2008. do
2010. (sl. 1) godine nastavljena je edukacija. Prva
tri tecaja organizirana su pod vodstvom doc. dr. sc.
Zeljke Znidar¢i¢ i zadnja dva tecaja pod vodstvom
doc. dr. sc. Ike Kardum-Skelin, zamjenice prim.
dr. sc. Silvane Smojver-Jezek te prim. mr. sc. Ane
Ovanin Raki¢ (voditeljice ginekoloske citologije) i
prof. dr. sc. Tatjane Jeren (predsjednice ispitne ko-
misije). U tecaj su ukljuceni i brojni drugi citolozi i
citotehnolozi iz Zagreba i drugih hrvatskih sredi-
Sta, a educirano je dodatnih 105 citotehnologa sto je
donekle ublazilo zabrinjavajuce stanje i nedostatak
tih izuzetno vaznih ¢lanova tima. Tecaj je u trajanju
od godinu dana sadrzavao 630 sati prakti¢ne i teo-
rijske nastave iz svih podrudja citodijagnostike uz
200 sati provedenih u edukaciji u citoloskim djelat-
nostima (sli¢no kao tec¢aj iz 1993. godine) (3-6).

Izobrazba citotehnologa ne zavrSava odrzanom
edukacijom. Naime, za iskustvo koje je potrebno
ste¢i u ginekoloskoj citologiji, da bi mogli samo-
stalno izdavati negativne i nezadovoljavajuce re-
zultate, odnosno da bi postali kompetentni ponu-
diti diferencijalnu dijagnozu abnormalnih uzoraka
te preuzeti ponovni probir (engl. rescreening), cito-
tehnolozi moraju pregledati oko 7 000 ginekoloskih
preparata pod supervizijom.

Pred nas kao i osobe koje su odgovorne za eduka-
ciju u RH postavlja se pitanje hoce li citotehnolozi
izgubiti edukaciju ili ¢e se citotehnolozi u RH edu-
cirati, prilagoditi, suociti i usavrsiti u novim tehno-
logijama koje dolaze.

U Hrvatskoj danas postoji samo 225 educiranih i
zaposlenih citotehnologa te postoji veliki manjak i
potreba za adekvatno educiranim citotehnolozima
po Europskim standardima koji bi mogli odgovo-
riti buduéim potrebama vezanima uz nadolazece
organizirane programe probira ranog otkrivanja
karcinoma vrata maternice, debelog crijeva, doj-
ke...(7).

Svjesni smo da to jo$ uvijek ne moze zamijeniti traj-
nu i statusno priznatu edukaciju, koju predlaze i
Hrvatsko drustvo za klini¢ku citologiju HLZ-a i od

2002. godine osnovana Hrvatska udruga citotehno-
loga - inZenjera medicinsko laboratorijske dijagno-
stike i laboratorijskih tehnicara s prvom predsjed-
nicom Veronikom Ani¢, koja brzo uvodi u European
Advisory Committee of Cytotechnology (EACC). Na
nedavno novo izabranom vodstvu (predsjednik
Silvijo Cuvaj) ostaje daljnja promocija ovog izuzet-
no vaznog ¢lana citoloskog tima i borba za statusno
priznatu edukaciju.

EDUKACIJA CITOLOGA U BUDUCNOSTI

Citotehnolozima je potrebna optimalna, kontinui-
rana i prilagodena edukacija iz vise razloga. Hoce
li se omoguditi izobrazba novih, vrijednih generaci-
ja citotehnologa koji ¢e posjedovati uz morfoloske
vjestine u kombinaciji s molekularnim, citogenet-
skim, imunocitokemijskim, HPV testiranjem i osta-
lim analizama te biti od neprocjenjive vaznosti u
ranom otkrivanju premalignih i malignih promjena
na stanicama u smislu rane, pravodobne i to¢ne di-
jagnoze te pracenju razvoja kao i uspjeha lijecenja
bolesti.

U Hrvatskoj je potrebna optimizirana i standardi-
zirana edukacija citotehnologa na sveucili$noj razi-
ni s vaze¢om diplomom u Europskim zemljama te
nastavnim planom i programom koja ¢e zadovoljiti
potrebe u novim tehnologijama (npr. molekularne
tehnike, LBC, HPV testiranja). Provedena anketa
EACC-a na europskoj razini o izobrazbi citoteh-
nologa u Europi [voditelj Veronika Ani¢, Hrvatska
u sklopu European Federation of Cytology Societi-
es (EFCS)] pokazala je da problematika edukacije
postoji i na europskoj razini. U mnogim zemljama
Europe ne postoji standardizirana, optimizirana
edukacija. Zaklju¢no misljenje provedene ankete
jasno ukazuje da edukacija neophodno mora biti
provedena na sveuciliSnoj razini s velikom potre-
bom certificirane diplome u Zivotopisu od strane
profesionalne organizacije poput EFCS koja bi utje-
cala i unaprijedila priznanje te olaksalo karijeru ci-
totehnologa na toj razini. Uskladene promjene na
europskoj razini povoljno ¢e utjecati i na promjene
na nacionalnom razini (8).

Zbog ozbiljnog smanjenja medicinske demografi-
je citotehnologa u Europi neophodne su promjene
(evolucijske) u edukaciji i karijeri citotehnologa.
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SUMMARY

EDUCATION OF CYTOTECHNOLOGISTS - ARE WE SATISFIED WITH WHAT WE
HAD, WHAT WE HAVE, AND WHAT WE WANT?

V. ANIC! and I. KARDUM-SKELIN*2

! Merkur University Hospital, Department of Clinical Cytology and Cytogenetics
and *University of Zagreb, School of Medicine, Zagreb, Croatia

Our aim is to present training of cytotechnologists in Croatia as it looked in the past, as it appears at present, and our desires,
needs, and upcoming changes necessary in future education of cytotechnologists. Education in cytotechnology begins at the
School of Health Technicians, where the first organized training of cytotechnologists was held in 1968/1969, thanks to the efforts
invested by Professor Inga érepinko. After a period of training in a six-month course, during the 1981-1992 period training took
place in the form of a one-year program evaluated as education level V. Since then, efforts to establish education at all academic
institutions in Croatia have failed. At Medical College, one-year training was introduced in 1993, however, for only one genera-
tion. Under the auspices of the Ministry of Health and Social Welfare and the Croatian Society of Clinical Cytology of the Croatian
Medical Association, 5 one-year courses with 630 hours of theoretical classes with practical work and 200 hours of practical
training in cytologic activities have been held since 2000. Now, we ask ourselves was there any reason for us to be satisfied in the
past and is it there now. In Croatia, there is the need of optimized and standardized training of cytotechnologists at the university
level, with a valid certificate in European countries and a curriculum that will meet the needs of new technologies (molecular
techniques, LBC, HPV testing, etc.).

Key words: cytotechnology, education
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Pregled

ZNACEN]JE SUDJELOVANJA U PROGRAMIMA
VANJSKE PROCJENE KVALITETE U MOLEKULARNOJ]
DIJAGNOSTICI - VLASTITA ISKUSTVA

MIRJANA MARIANA KARDUM PARO?, ZORAN SIFTAR!,
DUBRAVKA JURETIC? i ZLATA FLEGAR- MESTRIC!?

Klinicka bolnica Merkur, Zavod za klinicku kemiju i laboratorijsku medicinu
i 2 Sveuciliste u Zagrebu, Farmaceutsko-biokemijski fakultet, Zagreb, Hrvatska

Harmonizacija molekularno genskih pretraga u laboratorijima u Republici Hrvatskoj je tek u zacetku. Sudjelovanje u programima
vanjske procjene kvalitete je jedan od kriterija osiguranja kvalitete postupaka ispitivanja, ali i jedan od preduvjeta za zahtjevan
proces akreditacije temeljem medunarodne norme EN ISO 15189 “Medicinski laboratoriji - posebni zahtjevi za kvalitetu i kompe-
tenciju” svakog medicinsko-biokemijskog laboratorija koji izvodi molekularno genske pretrage. Poradi njihove velike specifi¢no-
sti i koriStenja razli¢itin tehnologija i opreme, medulaboratorijska usporedba rezultata molekularno genskih pretraga je kljuéna
komponenta osiguranja kvalitete. U danasnje su vrijeme medicinsko-biokemijskim laboratorijima koji izvode molekularno genske
pretrage dostupne razli¢ite medunarodne sheme i programi vanjske procjene kvalitete. Cilj rada je temeljem iskustava sudje-
lovanja Zavoda za klini¢ku kemiju i laboratorijsku medicinu u medunarodnim programima UK NEQAS (engl. United Kingdom
National External Quality Assessment Scheme), EMQN (engl. The European Molecular Genetic Quality Network) i EQUAL-qual
(engl. Multi-National External Quality Assay program) ukazati na vaznost standardizacije i harmonizacije razli¢itih metodologija
u molekularnoj dijagnostici, ne samo na nacionalnoj, nego i na europskoj razini.

Kljucne rije¢i: medunarodni programi vanjske procjene kvalitete, standardizacija, harmonizacija u molekularnoj dijagnostici

Adresa za dopisivanje: Dr. sc. Mirjana Mariana Kardum Paro, spec. med. biokemije
Zavod za klini¢ku kemiju i laboratorijsku medicinu

Klinicka bolnica Merkur
Zajceva 19

10 000 Zagreb, Hrvatska
Tel/faks: +385 1 2431 397

E-posta: mariana.kardum@zg.t-com.hr

UvOD

Molekularna dijagnostika kao specifican dio vi-

sokodiferentne laboratorijske medicine mora
zadovoljiti sve opée uvjete osiguranja kvalitete
primjenjive i na cjelokupan laboratorijski proces.
Molekularno genske pretrage su pretrage kojima
se izravno ili neizravno na razini nukleinske kise-
line utvrduje prisustvo ili odsustvo mutacija, broj
kopija gena ili broj ponavljajucih jedinica. Kako su
molekularno genske pretrage uglavnom kvalita-
tivne, za osiguranje njihove kvalitete je prihvaca-

nje preporuka i smjernica dobre prakse neophod-
no. Prema medunarodnoj normi za medicinske
laboratorije EN ISO 15189 “Medicinski laboratori-
ji - posebni zahtjevi za kvalitetu i kompetenciju”
od klini¢kog se laboratorija zahtijeva da sudjeluje
u shemama ili medunarodnim programima vanj-
ske procjene kvalitete radi medulaboratorijske
usporedbe rezultata ispitivanja. U molekularnoj
dijagnostici se kao kriteriji prihvatljivosti rezultata
ispitivanja preporucuje misljenje stru¢njaka, aktu-
alno stanje struke ili potvrda dobivenih rezultata
ispitivanja usporednim tehnologijama. Unutar po-
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jedinih medunarodnih programa vanjske procjene
kvalitete postoje razli¢ite sheme razvijene za pra-
éenje Cestih nasljednih genskih bolesti (engl. Appli-
cation-based proficiency testing), odnosno sheme ili
medunarodni programi vanjske procjene kvalitete
namijenjeni pracenju kvalitete analitickog dijela
molekularno genskih pretraga (engl. , Methodologi-
cal proficiency testing”) prvenstveno usmjerenih na
nacin izdvajanja nukleinskih kiselina ili na¢in nji-
hovog umnazanja. Prva je medunarodna shema iz
molekularne dijagnostike organizirana 1996. godi-
ne i bila je namijenjena otkrivanju mutacije u genu
za cisti¢énu fibrozu (CFTR). U danasnje vrijeme
postoji veliki broj razli¢itih shema i medunarodnih
programa vanjske procjene kvalitete u molekular-
noj dijagnostici dostupnih klini¢ckim laboratoriji-
ma diljem Europe koji nude potporu i savjet pri
izvodenju molekularno genskih pretraga s ciljem
standardizacije i harmonizacije razli¢itih metodo-
logija u molekularnoj dijagnostici (1-11).

Slijede¢i zahtjeve medunarodne norme za medi-
cinske laboratorije EN ISO 15189 i smjernice dobre
laboratorijske prakse Laboratorij za molekularnu
dijagnostiku Zavoda za klini¢ku kemiju i laborato-
rijsku medicinu Klini¢ke bolnice Merkur od 2005.

godine sudjeluje u medunarodnim programima
vanjske procjene kvalitete UK NEQAS (engl. Uni-
ted Kingdom National External Quality Assessment
Scheme) i EMQN (engl. The European Molecular Ge-
netic Quality Network) namijenjenima svim klini¢-
kim laboratorijima koji izvode molekularno gen-
ske pretrage za otkrivanje zlo¢udnih hematoloskih
bolesti i naj¢es¢ih genskih poremecaja, a od 2004.
do 2006. godine je sudjelovao i u medunarodnom
programu EQUAL (engl. Multi-National External
Quality Assay program). Cilj rada je saZeto prikazati
vlastita iskustva sudjelovanja u razli¢itim medu-
narodnim programima vanjske procjene kvalitete
radi standardizacije metodologija u molekularnoj
dijagnostici i postizanja medulaboratorijske uspo-
redivosti rezultata ispitivanja i na europskoj razini.

METODE

Neovisni organizatori shema ili medunarodnih
programa vanjske procjene kvalitete distribuiraju
kontrolne uzorke svim sudionicima sheme ili pro-
grama (tablica 1).

Tablica 1.

Vrsta kontrolnog uzorka distribuirana sudionicima shema ili programa vanjske procjene kvalitete.

Neovisni organizator

Shema/ program
vanjske procjene
kvalitete

Vrsta distribuiranog
kontrolnog uzorka

Pojedina¢ni podprogrami

Metoda

liofilizirani limfociti
(liofilizirane stani¢ne linije)

otkrivanje BCR-ABL i AML
fuzijskih prijepisa ukljucujuci

kvalitativna lan¢ana reakcija
polimeraze

pocetnice (EQUAL- qual Kit)

UK NEQAS 1(8;21), (15;17) i inv(16)
(United Kingdom National N ey
External Quality Assessment MDHM JAK2 V617F mutation status alelv specmcn% i
Schemes for Leucocyte Immu- lan¢ana reakcija polimeraze
nophenotyping) puna krv
. . viSestruka
IgH/TCR clonality testing . . .
lan¢ana reakcija polimeraze
EMQN lan¢ana reakcija polimeraze - poli-
morfizam duljine restrikcijskih fra-
European Molecular Genetics | HFE DNK (otopljena) HFE testing gmenata : ]
Quality Network (PCR-RFLP)
EQUAL kvalitativna lan¢ana reakcija polime-
s . puna krv humanog porijekla L raze (izdvajanje DNK, odredivanje
(Multi-National External Quality i o . ey EQUAL- qual metodoloski f » !
Assay (EQA) programs) EQUAL- qual ili izdvojena DNK priloZzene modul kvalitete/ koncentracije DNK, umna:

Zanje lan¢anom reakcijom polime-
raze i analiza produkata umnazanja)
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PREGLED NEKIH OD MEDUNARODNIH
PROGRAMA VANJSKE PROCJENE KVALI-
TETE U MOLEKULARNOJ DIJAGNOSTICI

1. EQUAL (engl. Multi-National External Quali-
ty Assay (EQA) program)

Program EQUAL je zapocet 2004. godine unutar
programa EU FP6 (za detalje vidi http://www.
ec-4.org/equal), a sacinjavala su ga 3 razli¢ita me-
todoloska modula: EQUAL-qual, EQUAL-quant i
EQUAL-seq koji su se bavili procjenom kvalitete
u genotipiziranju, kvantitativnoj lan¢anoj reakciji
polimeraze i sekvencioniranju DNK. U programu
EQUAL je ukupno sudjelovalo 380 laboratorija: 200
u metodoloskom modulu EQUAL-qual , 120 u me-
todoloskom modulu EQUAL-quant i 60 u EQUAL-
seq metodoloskom modulu (10- 11).

U EQUAL-qual metodoloskom modulu u kojem je
procjenjivan nacin izdvajanja deoksiribonukleinske
kiseline (DNK) i uc¢inkovitost njenog umnaZzanja
lan¢anom reakcijom polimeraze, svaki je sudionik
iz distribuiranih kontrolnih uzoraka (dvaju uzoraka
pune krvi i dvaju uzoraka izdvojene DNK) morao
DNK izdvojiti prema vlastitom protokolu izdvaja-
nja DNK, odrediti njihovu ¢isto¢u i koncentraciju i
umnoziti ih koristeci priloZene, ali i vlastite oligonu-
kleotidne pocetnice (engl. primers), te dobivene pro-
dukte umnazanja analizirati nakon elektroforeze na
agaroznom gelu. Rezultati svih sudionika su sta-
tisticki obradeni, a dobiveni podaci kategorizirani
u arbitrarne jedinice prema analizi percentila. Ovi-
sno o rezultatu, sudionici su svrstavani u neku od
skupina, a shodno zbroju bodova im je dodijeljena i
ukupna ocjena (engl. , total score value”) analitickog
dijela molekularno genske pretrage, odnosno opi-
sna ocjena njene izvedbe. Na primjer, izvedba ne-
kog sudionika je ocjenjena kao izvrsna (engl. exce-
llent), ako je zbrojem bodova postignuta ukupna
ocjena jednaka 80 ili vise bodova. Ako je ukupna
ocjena jednaka 65 ili manja od 80 bodova, izvedba
je ocijenjena dobrom, a u slucaju da je ukupna ocje-
na bila jednaka 32 ili manja od 65 bodova izvedba
je ocijenjena zadovoljavaju¢om. Sve izvedbe u koji-
ma je ukupna ocjena dobivena zbrojem bodova bila
manja od 32 ocijenjene su kao nezadovoljavajuce, a
svim sudionicima s nezadovoljavajude ocijenjenom
izvedbom je pruzena mogucénost daljnje edukacije
na organiziranim EQUAL radionicama.

2. UK NEQAS (engl. United Kingdom National
External Quality Assessment Schemes for
Leucocyte Immunophenotyping

Medunarodni program vanjske procjene kvali-
tete UK NEQAS akreditiran od strane udruZzenja
za akreditaciju klinicke patologije (engl. Clinical
Pathology Accreditation; CPA) omogudava vanjsku
procjenu kvalitete molekularno genskih pretraga
za otkrivanje zlo¢udnih hematoloskih bolesti (eng].
Molecular Diagnosis of Haematological Malignancies;
MDHM). Shema MDHM medunarodnog progra-
ma UK NEQAS je sastavljena od pet pojedinac¢nih
potprograma: otkrivanje BCR-ABL i AML fuzijskih
prijepisa (ukljucujuéi translokacije t(8;21), t(15;17)
i inv16), odredivanje kvantitativne razine fuzij-
skog prijepisa gena BCR-ABL, pracenje kimerizma,
odredivanje klonalnih preuredbi u genu za teski
lanac imunoglobulina i T-stani¢nim receptorima
(IgH/TCR) i otkrivanje tockaste mutacije V617F u
genu za tirozin-kinazu JAK2. Kontrolni uzorci (li-
ofilizirani limfociti, liofilizirane stani¢ne linije ili
uzorci pune krvi negativni na HIV I, HIV 11, HBV,
HCV i sifilis) se, ovisno o njihovoj raspolozivosti,
distribuiraju sudionicima svaka dva do tri mjeseca.
Sudionici moraju izdvojiti odgovaraju¢u nuklein-
sku kiselinu (DNK ili RNK) prema vlastitom, rutin-
skom protokolu izdvajanja, umnoziti ih, a prema
dobivenim produktima umnazanja dokazati ili o
kojem fuzijskom prijepisu, odnosno kojoj klonalnoj
preuredbi je rije¢ ili kolika je kvantitativna razina
fuzijskog prijepisa gena BCR-ABL. Kriterij prihvat-
ljivosti rezultata je konsensus rezultat koji se te-
melji na pojedina¢nim rezultatima svih sudionika.
Kako je shema MDHM medunarodnog programa
UK NEQAS tada bila u pokusnoj fazi, u¢inkovit su-
stav bodovanja (engl. scoring system) nije postojao, a
svaki pojedinacni rezultat sudionika procjenjivan je
isklju¢ivo u odnosu na konsensus svih sudionika.

3. EMQN (engl. European Molecular Genetics
Quality Network)

Medunarodni program EMQN, zapocet 1998. go-
dine kao pilot program, je klinickim laboratoriji-
ma Sirom Europe ponudio prve sheme i programe
vanjske procjene kvalitete namijenjene molekular-
noj dijagnostici genskih bolesti s ciljem povecanja i
odrzanja standarda izvodenja molekularno genskih
pretraga. Vec 2004. godine EMQN je nudio sudjelo-
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vanje u 14 razli¢itih shema namijenjenih najcesé¢im
genskim bolestima: retinoblastomu (RB), fragil-
nom X sindromu (FRAX), muskularnoj distrofiji
tipa Duchenne (DMD), karcinomu dojke (BRCA
1, BRCA 2), hereditarnoj hemokromatozi (HFE) i
dr. Sve sheme i programe koje EMQN nudi mogu
se naci na internetskoj stranici EMQN-a (http://
www.emgn.org) i otvoreni su svim klinickim la-
boratorijima koji za cilj imaju edukaciju genoti-
piranja i ispravno tumacenje dobivenih rezultata.
Program vanjske procjene kvalitete hereditarne
hemokromatoze obuhvaca tri klini¢ka slucaja pra-
¢ena potrebnim klini¢ckim podacima kako bi se re-
zultati genotipiranja mogli ispravno protumaciti.

Kontrolni uzorci (DNK) se nakon utvrdivanja i po-
tvrde genotipova od strane eksperata iz dvije ne-
ovisne klinicke ustanove i dvjema razli¢itim me-
todologijama distribuiraju sudionicima. Izvjestaje
sudionika ocjenjuju ocjenjivaci slijedeéi smjernice
dobre laboratorijske prakse objavljene na internet-
skoj stranici EMQN-a (http://www.emqn.org).
Rezultati genotipiranja se 3alju organizatoru pro-
grama vanjske procjene kvalitete u obliku labora-
torijskog nalaza uz tumacenje dobivenih rezulta-
ta. Rezultati sudionika se ocjenjuju s obzirom na
tocnost genotipiranja i dosljednost u tumacenju
dobivenih rezultata u skladu s poznatim klinickim
podacima.

Rezultat izvedbe izrazava se zbrojem dviju nu-
merickih ocjena: ocjene za to¢nost genotipiranja
i ocjene za tumacenje dobivenih rezultata geno-
tipiranja. Prema utvrdenim kriterijima, za svaki
ispravno utvrdeni genotip, kao i za svako ispravno
tumacenje rezultata genotipiranja sudionicima se
dodjeljuju po 2.00 boda. Na kraju svakog ciklusa
organizator sheme ili programa vanjske procjene
kvalitete sudionicima $alje konacan izvjestaj u pi-
sanom obliku koji im omogucava uvid u rezultate
svih sudionika i procjenu vlastitih rezultata u od-
nosu na rezultate svih sudionika. Kao i ostali pro-
grami vanjske procjene kvalitete i EMQN program
je prvenstveno program s obrazovnim karakterom
koji nastoji kriticki procijeniti analiticku izvedbu
svakog sudionika, a da pritom svaku losu anali-
ticku izvedbu ili tumacenje rezultata ne kaznjava
oduzimanjem bodova.
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Sudjelovanje u programima vanjske procjene kva-
litete je jedan od kriterija osiguranja kvalitete po-
stupaka ispitivanja, ali i jedan od preduvijeta za
zahtjevan proces akreditacije svakog medicinsko-
biokemijskog laboratorija temeljem medunarodne
norme EN ISO 15189 “Medicinski laboratoriji - po-
sebni zahtjevi za kvalitetu i kompetenciju” (13). Sve
viSe klini¢kih laboratorija koristi sve veéi broj mole-
kularno genskih pretraga.

Postojanje razlic¢itih metodologija u molekularnoj
dijagnostici ne samo na nacionalnoj, nego i na eu-
ropskoj razini ukazuje na stalnu potrebu za stan-
dardizacijom metodologija, postupaka i radnih
protokola. Mnogi radni protokoli opisani posljed-
njih godina su tzv. ,,in-house” radni protokoli koje
je neophodno standardizirati ako ih se Zeli udiniti
prihvatljivima pri izvodenju rutinskih molekular-
no genskih pretraga. Mnogo je napora ucinjeno s
ciliem standardizacije metodologija, postupaka i
radnih protokola u molekularnoj dijagnostici. Stan-
dardizirani radni protokoli u molekularnoj dija-
gnostici su danas dostupni u obliku preporuka ili
smjernica dobre prakse (14,15).

Mnogi od njih se odnose na prijeanaliticku (16-
20), analiticku (12-15,20) ili poslijeanaliticku fazu
postupaka ispitivanja, buduéi da je i u podrudju
molekularne dijagnostike, kao i u ostalom podruc-
ju laboratorijske dijagnostike, za procjenu prihvat-
ljivosti rezultata neophodno sagledati cjelokupan
laboratorijski proces. Kako je naj¢es¢i uzrok ne-
prihvatljivosti rezultata posljedica predanalitickog
dijela, neophodna je stalna unutarnja kontrola kva-
litete rada (1,2,7,13). Prema standardiziranim rad-
nim protokolima i smjernicama dobre prakse u mo-
lekularnoj dijagnostici za utvrdivanje integriteta
nukleinske kiseline potrebno je koristiti elektrofo-
rezu na agaroznom gelu, onec¢is¢enja pri umnaza-
nju lanéanom reakcijom polimeraze pratiti pojaca-
nim umnazanjem i pozitivnih i negativnih internih
kontrola, a prisustvo inhibitora lancane reakcije
polimeraze ocjenjivati spektrofotometrijskim mje-
renjem cisto¢e nukleinske kiseline (260/280 nm)
(8). Za utvrdivanje to¢ne veli¢ine produkata umna-
Zanja potrebno je koristiti odgovarajuce moleku-
larne biljege razlicitih raspona (12-14). Rezultati
ostvareni u skladu s navedenim standardiziranim
radnim protokolima i smjernicama dobre prakse
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Tablica 2.

Rezultati sudjelovanja u medunarodnom programu UK NEQAS
(United Kingdom National External Quality Assessment Schemes for Leucocyte Immunophenotyping)
u razdoblju 2006.- 2010. godine. Shema MDHM (Molecular Diagnosis of Haematological Malignancies).

Program UK NEQAS Shema MDHM
- . Pokre-
Godina Ciklusa | MDHM Broj sudionika % sudionika ie‘g'::‘k"l'(;f;‘g;i‘l'ls nuta
sudjelovanja | (ukupno) | ciklusi ciklusa s koncenzus rezultatom rezultatima p(:g;\il;la
22 100% (22/22) DA
otkrivanje BCR-ABL i AML fuzijskih prijepisa (1) ;
20086. 3 odredivanije klonalne preuredbe (IgH) (2) 26 73% (19/26) DA
32 97 % (31/32) DA
otkrivanje BCR-ABL i AML fuzijskih prijepisa (1) 44 55 % (24/44) NE
odredivanje klonalnih preuredbi (IgH/TCR) (1) 57 68 % (55/57) (za IgH) DA DA
2007. 3 84 % (43/51) (za TCR) DA -
otkrivanje mutacije V617F u genu za JAK2 (1) 61 70 % (43/61) DA
- 65 94 % (61/65) DA
odredivanije klonalne preuredbe (IgH) (2)
72 96 % (69/72) DA
- " 51 74 % (53/72) DA
otkrivanje mutacije V617F u genu za JAK2 (2) -
2008. 6 85 76 % (65/85) DA
- . o 72 96 % (49/51) DA
otkrivanje BCR-ABL i AML fuzijskih prijepisa (2)
56 98 % (55/56) DA
otkrivanje mutacije V617F u genu za JAK2 (2) 103 98 % (101/103) DA
106 81 % (86/106) DA
odredivanje klonalne preuredbe (IgH) (1) 76 99 % (75/76) DA -
2009 6 otkrivanje BCR-ABL i AML fuzijskih prijepisa (2) 66 100% (66/66) DA
' 69 100% (69/69) DA DA
odredivanije klonalne preuredbe (TCR) (1) 46 89 % (41/46) (za TCRb) DA
75 92 % (69/75) (za TCRy) NE
otkrivanje BCR-ABL i AML fuzijskih prijepisa (2) 87 98 % (85/87) DA
87 99 % (86/87) DA
6 odredivanije klonalne preuredbe (IgH) (2) 101 94 % (95/101) DA -
2010. 96 98 % (94/96) DA
otkrivanje mutacije V617F u genu za JAK2 (2) 120 100% (120/120) DA DA
113 94 % (106/113) NE
Ciklusa (ukupno): 24 Pokrenutih popravnih radnji (ukupno) 3
Tablica 3.

Rezultati sudjelovanja u medunarodnom programu EMQN (The European Molecular Genetics Quality Network) u
razdoblju od 2004. -2010. godine. Shema namijenjena pracenju hereditarne hemokromatoze (HFE).

Program EMQN
(The European Molecular Shema HFE
Genetics Quality Network)
Rezultati genotipiranja Rezultati tumacenja rezultata genotipiranja
Godina C?roj_k Prosjecni % sudionika s Oﬁj"te'r‘]i e,
sudjelovanja SL(l:ikll?.lr;,laa ?;:Egll:‘gllﬁ: zbroj tfodova Vlabs;i;ic:,l;roj r:1aksimalnim zbl:;(j)ijgggiva Vlastiti zbroj igg;éﬁee p?fé?,‘j': ¢
bodovima | S1G FLE, | genotiirania | GOET SIS [wmacenia s | (it R
genotipiranja (,score") (.score) rezultata sudionika
2004. 57 97 % (55/57) 1.99 2.00 26% (15/57) 1.65
2005. 53 98% (52/53) 1.97 2.00 17% (9/53) 1.60 NE
2006. 57 96% (55/57) 1.99 2.00 26% (15/57) 1.66 1.42 ODLICNA
2007. 60 97% (58/60) 1.92 0.67 48% (29/60) 1.82 2.00 LOSA* DA
2008. 79 99% (66/67) 1.99 2.00 12% (8/79) 1.52 1.42 ODLI(::NA NE
2009. 78 97% (76/78) 1.98 2.00 28% (22/78) 1.80 1.75 ODLICNA
2010. u tijeku
Pokrenutih popravnih radnji (ukupno): | 1

PCR-RFLP = lancana reakcija polimeraze-polimorfizam duljine restrikcijskih fragmenata; maksimalan broj bodova genotipiranja i tumacenja
rezultata genotipiranja= 2,00
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Tablica 4.

Rezultati sudjelovanja u projektu EQUAL
(Multi-National External Quality Assay (EQA)
program. Metodoloski modul EQUAL-qual.

Godina
EQUAL-qual modul sudjelovanja
2005. 2006.

Nacin izdvajanja nukleinske . .
Kiseline DNK Lb”ggg",‘;zml 18 18
(,DNA quality and DNA quantity*)
Umnazanije kontrolnih k i i

e Kontroinin uzoraka Ukupm zbro] 72 69
(,PCR performance*) bodova
Ukupna ocjena (,Total Score Value*®) 90 87
Ocjena analiticke izvedbe* (prema ukupnoj ocjeni) izvrsna | izvrsna

*analiticka izvedba je ocijenjena izvrsnom ako je zbrojem bodova
postignuta ukupna ocjena jednaka 80 ili vise bodova od maksi-
malnih 116

su zbirno prikazani u tablicama 2, 3 i 4. Danas se
u literaturi koristi pojam ,ispitivanje osposoblje-
nosti” (engl. Proficiency Testing, PT) umjesto pojma
»vanjska procjena kvalitete” (engl. External Quali-
ty Assessment, EQA), iako jasne razlike izmedu tih
dvaju pojmova nema. Vanjska procjena kvalitete je
definirana kao ,odredivanje laboratorijskih izved-
bi ili postupaka ispitivanja medulaboratorijskom
usporedbom rezultata ispitivanja”, a dostupna je
u shemama ili medunarodnim programima nami-
jenjenima pracenju kvalitete analitickog dijela mo-
lekularno genskih pretraga ili u shemama namije-
njenima pracenju cestih nasljednih genskih bolesti
(7,13,23,26-28).

Ispitivanje osposobljenosti je definirano kao ,,odre-
divanje specifi¢nosti laboratorijskih izvedbi medu-
laboratorijskom usporedbom rezultata ispitivanja”
(25). Nepobitna ¢injenica o postojanju velikog broja
razli¢itih metodologija, postupaka i radnih proto-
kola ukazuje na potrebu sudjelovanja u nekoj od
shema ili medunarodnih programa vanjske pro-
cjene kvalitete u molekularnoj dijagnostici. Unutar
programa EU FP6 ustanovljen je 2004. godine me-
todoloski program EQUAL sacinjen od 3 razlicita
modula od kojih je modul EQUAL-qual bio nami-
jenjen pracenju nacina izdvajanja DNK i njihovom
umnazanju kvalitativnim lan¢anim reakcijama po-
limeraze (10-11,22). Rezultati projekta EQUAL su
objavljeni u mnogim radovima (22,31-32). Nakon
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izdvajanja DNK i njenog umnazanja lan¢anom re-
akcijom polimeraze prema vlastitim protokolima
izdvajanja i umnazanja, rezultati laboratorijskih
postupaka ispitivanja su procjenjivani temeljem
njihove raspodjele oko konsenzus vrijednosti me-
dijana svih sudionika, kategorizirani su u arbitrar-
ne jedinice prema analizi percentila i izrazeni kao
ukupna ocjena (engl. ,total score value”). Iako je u
svakom od ciklusa projekta EQUAL postignut zbroj
bodova bio jednak 80 ili vise bodova, a nasa labo-
ratorijska izvedba uvijek ocjenjivana kao izvrsna
(tablica 4), zakljucili smo da je potrebno ne pratiti
samo kvalitetu prijeanalitickog i analitickog dijela
postupaka ispitivanja, vec i poslijeanalitickog dije-
la. Ipak, valja istaci kako je projekt EQUAL imao i
obrazovnu ulogu, ali i otisao korak dalje od ostalih
programa nudeci radionice za izobrazbu i poduku
onih sudionika koji su u okviru programa EQUAL
postigli slabije rezultate, a nakon njihove izobraz-
be bili su daleko uspjesniji. Danas se sudjelovanje
u metodoloskim shemama ili programima vanjske
procjene kvalitete preporucuje tek kao alternativa
sudjelovanju u shemama ili programima namije-
njenim pracenju Cestih nasljednih genskih bolesti
u organizaciji UK NEQAS-a, EMQN:-a ili mreze za
cisti¢nu fibrozu (engl. Cystic Fibrosis Network, CF-
Network) (29,30). Kako Laboratorij za molekularnu
dijagnostiku Zavoda za klinicku kemiju i laborato-
rijsku medicinu veé¢inom izvodi molekularno gen-
ske pretrage za otkrivanje zlo¢udnih hematoloskih
bolesti i najcescih genskih poremecaja, sudionik je
programa UK NEQAS i sheme MDHM namijenje-
ne pracenju zlo¢udnih hematoloskih bolesti, te pro-
grama EMQN i sheme HFE namijenjene pracenju
hereditarne hemokromatoze.

Od 2006. do 2010. godine odrzano je ukupno 24 ci-
klusa sheme MDHM (otkrivanje BCR-ABL i AML
fuzijskih prijepisa ukljucujudi translokacije t(8;21),
t(15;17) 1 inv16), odredivanje klonalnih preuredbi u
genu za teski lanac imunoglobulina i T-stani¢nim
receptorima (IgH/TCR) i otkrivanje tockaste mu-
tacije V617F u genu za tirozin-kinazu JAK2) (rezul-
tati su prikazani u tablici 2). Konsensus rezultat je
temeljen na rezultatima svih sudionika i predstav-
ljao je ciljnu vrijednost u odnosu na koju je procje-
njivan rezultat svakog sudionika. Kako su rezultati
opisni, bodovanje sudionika se ne provodi. Uku-
pno su pokrenute tri popravne radnje. Pri otkriva-
nju BCR-ABL i AML fuzijskih prijepisa uklju¢ujuci
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translokacije t(8;21), t(15;17) i inv16), prethodno je
odredena distoca i koncentracija izdvojene RNK,
ustanovljen njen integritet elektroforezom na aga-
roznom gelu i provjereno umnaZzanje kontrolnog
gena. Uocena razlika rezultata u odnosu na kon-
sensus rezultat ciklusa u kojem je bilo potrebno
otkriti BCR-ABL i AML fuzijske prijepise mogla
je biti posljedica niske razine fuzijskih prijepisa u
kontrolnom uzorku koji je prema priznanju orga-
nizatora bio irelevantan za dijagnosticke svrhe. U
ciklusu odredivanja klonalnih preuredbi u genima
za T-stani¢ne receptore (TCRb; TCRg), postignut
je konsensus rezultat za TCRb, ali ne i za TCRg.
Nakon sto je odredivanje klonalne preuredbe u
genu za T-stani¢ni receptor g (TCRg) ponovljeno s
istim rezultatom klonalne preuredbe, kontaktiran
je organizator koji je preporucio koristenje komer-
cijalnog dijagnostickog testa. U ciklusu otkrivanja
mutacije V617F u genu za tirozin-kinazu JAK2 nije
ostvaren konsensus rezultat radi neodgovarajuceg
tumacenja rezultata. Nakon primljenog zavrs$nog
izvjestaja o ciklusu ponovljeno je odredivanje istog
kontrolnog uzorka i dobiven je isti analiticki re-
zultat koji je prema organizatorovom objasnjenju
najvjerojatnije posljedica vrlo male koli¢ine mu-
tacijskog produkta (7,9%) u odnosu na prethodne
kontrolne uzorke (28,0%).

Sudjelovanje u programu UK NEQAS i shemi
MDHM omoguéilo nam je dugorocno retrospek-
tivno pracenje kvalitete prijeanalitickog, analiti¢-
kog i poslijeanalitickog dijela molekularno genskih
pretraga i unaprjedenje postupaka ispitivanja stan-
dardizacijom i medulaboratorijskom usporedivosti
rezultata ispitivanja.

Od 2004. godine Laboratorij za molekularnu dija-
gnostiku Zavoda za klinicku kemiju ukljucen je u
program EMOQN i shemu HFE namijenjenu prace-
nju hereditarne hemokromatoze odnosno otkriva-
nju dviju zajednickih mutacija ili varijanata u genu
za HFE. Rezultati genotipiranja i tumacenja dobi-
venih rezultata genotipiranja su prikazani u tabli-
ci 3. Tijekom proteklih godina zadrzana je visoka
razina rezultata genotipiranja, a od 2005. godine
raste i uspjeSnost tumacenja dobivenih rezultata
genotipiranja, jer postotak sudionika koji postizu
maksimalan broj bodova za tumacenje rezultata
genotipiranja raste kontinuirano (17% 2005., 26%
2006. i 48% 2007. godine). Svakako valja naglasiti i

edukativnu ulogu sheme HFE u ispravnom tuma-
¢enju dobivenih rezultata genotipiranja, a koji bi
trebali pomoc¢i klini¢aru u postavljanju dijagnoze.

Tijekom proteklih godina sudjelovanja u shemi
HFE jedino su 2007. godine rezultati genotipiranja
proglaseni losima, jer je zbroj bodova ostvaren ge-
notipiranjem pao ispod prosjecne vrijednosti svih
sudionika (ispod 1,60). Poduzeta je popravna rad-
nja, ponovljena je analiza slikovnih rezultata geno-
tipiranja koja je pokazala da je doslo do zamjene
dvaju uzoraka, a time i rezultata genotipiranja, te
se smatrala slu¢ajnom pogreskom.

Godine 2005. osnovana je mreza izvrsnosti Euro-
Gentest (engl. Network of Excellence) s ciljem ra-
zvoja infrastrukture, izrade postupaka ispitivanja
i smjernica za harmonizaciju genskog testiranja
diljem Europe (33). Program SPIDIA (engl. Stan-
dardisation and improvement of generic pre-analytical
tools and procedures for in vitro diagnostics) je zapo-
¢et 2008. godine unutar programa EU FP7 (za de-
talje vidi http://www.spidia.eu) s ciljem daljnje
standardizacije i poboljsanja prijeanaliticke faze na
Europskoj razini (34). Trenutno se najvaznije in-
formacije o dostupnim shemama i medunarodnim
programima vanjske procjene kvalitete mogu naci
na internetskim stranicama njihovih organizatora
koji nude razli¢ite sheme za otkrivanje konstitucij-
skih mutacija (ACE, APC, ApoB100, ApoE i dr.),
farmakogenetiku (CYP2D6, GH-R i dr.) ili otkriva-
nje somatskih mutacija (bcr-1, ber-2, odredivanje
klonalnih preuredbi i dr.) (za detalje vidi http://
emqn.org ili http://www.eurogentest.org).

Sheme ili programe vanjske procjene kvalitete nije
moguce razviti za sve genske bolesti, narocito ne
za one vrlo rijetke. Stoga je Njemacko drustvo za
klini¢ku kemiju (engl. The German Society of Clinical
Chemistry, DGKC) preporucilo program temeljen
na procjeni najuobicajenijih analitickih aspekata
vedine molekularnih postupaka ispitivanja u rutin-
skom genskom testiranju (21, 28).

Temeljem visegodisnjeg iskustva zakljucujemo
da sudjelovanje u nekoj od shema ili u nekom od
medunarodnih programa vanjske procjene kvalite-
te pruza objektivan uvid u vlastitu laboratorijsku
izvedbu i postupke ispitivanja i omogucava me-
dulaboratorijsku usporedivost rezultata ispitivanja
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i na europskoj razini. Ostvareni su dobri rezultati
u programima vanjske procjene kvalitete u kojima
se sudjelovalo, a dobiveni rezultati su koristeni za
otkrivanje laboratorijskih analitickih pogresaka,
nakon kojih su pokrenute i popravne radnje kako
bi se smanjile njihove moguce posljedice.

ZAKLJUCAK

Prema nasem iskustvu, sudjelovanja, sheme ili
medunarodni programi vanjske procjene kvalite-
te daju objektivan uvid u vlastitu laboratorijsku
izvedbu i postupke ispitivanja, mogucnost pravo-
dobnog prepoznavanja mogucih laboratorijskih
analitickih pogresaka i pokretanje preventivnih
radnji s ciljem smanjenja njihove ucestalosti u bu-
duénosti. Prihvacdanje standardiziranih postupaka
i radnih protokola u molekularnoj dijagnostici, te
harmoniziranih metodologija ne samo na nacional-
noj, nego i na europskoj razini omogucdilo bi i da
nove molekularno genske pretrage pronadu svoje
mjesto u klinickom laboratoriju. Buduénost rutin-
skog testiranja u molekularoj dijagnostici zasigur-
no predstavlja razvoj standardiziranih nukleinsko-
kiselinskih referentnih materijala (engl. Nucleic
Acid Reference Materials, NARMs). Prvi referentni
materijal u molekularnoj dijagnostici namijenjen
za probir krvnih pripravaka na virus hepatitisa
C (HCV genotip 1, 96/790) je razvila je Svjetska
zdravstvena organizacija (engl. The World Health
Organization, WHO), a jedan od prvih standardi-
ziranih nukleinsko-kiselinskih referentnih materi-
jala razvio je Nacionalni institut za standard i teh-
nologiju (engl. The National Institute of Standards
and Technology, NIST) (21, 33- 34).

Danas su neki od njih ve¢ i komercijalno dostu-
pni (HBV DNA (genotip A, 97/746); HIV-1 RNA
(genotip B, 97/656)) (35,36), a njihova uporaba
je predvidena i sastavni je dio smjernica Organi-
zacije za ekonomsku suradnju i razvoj (engl. The
Organisation for Economic Co-operation and Develop-
ment, OECD). Iako se podruéje molekularne dija-
gnostike brzo razvija, dostupnost standardizira-
nih nukleinsko-kiselinskih referentnih materijala
potrebnih za validaciju razli¢itih metodologija jos
je uvijek ogranicena.
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SUMMARY

SIGNIFICANCE OF PARTICIPATION IN PROGRAMS OF EXTERNAL QUALITY
ASSESSMENT IN MOLECULAR DIAGNOSTIC - OUR EXPERIENCE

M. M. KARDUM PAROY, Z. SIFTAR!, D. JURETIC? and Z. FLEGAR-MESTRIC!?

Merkur University Hospital, Institute of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine
and *University of Zagreb, Faculty of Pharmacy and Biochemistry, Zagreb, Croatia

Harmonization of molecular diagnostic tests in laboratories in the Republic of Croatia has only just started. According to labora-
tory accreditation standard ISO 15189 participation in external quality assessment (EQA) schemes or programs is a prerequisite
and support tool for clinical laboratory accreditation process. As there are no national quality assurance schemes yet, an Euro-
pean external quality assessment (EQA) scheme or program should be found. Because of variation in the molecular diagnostic
test performance of clinical laboratories across Europe, EQA is recognized as a system whereby a set of reagents and techniques
are assessed by an external provider making inter-laboratory performance comparability possible through already integrated
recommendations and practice guidelines of molecular diagnostic test performance. Today, wide range of various EQA schemes
and programs already in action have been available and most of them began within the last ten years. This paper is therefore
intended to present and summarize the four-year EQA activities in the Institute of Clinical Chemistry, Merkur University Hospital,
in three different international EQA schemes: United Kingdom National External Quality Assessment Scheme (UK NEQAS), the
European Molecular Genetic Quality Network (EMQN) and Multi-National External Quality Assay program (EQUAL- qual)) and
to point out their educational role in standardization of laboratory performance of any test intended for patient testing. from a
laboratory point of view.

Key words: external quality assessment (EQA), standardization and harmonization in molecular diagnostic
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Klinicko zapaZanje

NEZADOVOLJAVAJUCI UZORCI I NJTHOVA UCESTALOST
U CERVIKOVAGINALNIM RAZMAZIMA
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Klinicka bolnica Merkur, Zavod za klinicku citologiju i citogenetiku,
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Prema definiciji, neadekvatan Papa razmaz je onaj kod kojeg je detekcija cervikalne epitelne abormalnosti onemoguéena i ne-
sigurna. Iz tog razloga dolazi do smanjene detekcije intraepitelnih lezija pa su moguce i lazno negativne dijagnoze. Svrha rada
bila je odredivanje ucestalosti i razloga nezadovoljavaju¢ih uzoraka cervikovaginalnih razmaza tijekom godine dana, kada je
izdvojeno 12 424 konvencionalno uzetih uzoraka cerviksa. Razmazi su analizirani s obzirom na njihovu adekvatnost. lzdvojeni
su oni razmazi kod kojih nije bilo moguce procijeniti abnormalnost stanica zbog neadekvatnosti uzorka. Nakon 6 mjeseci ili na-
kon provedene terapije u ponovljenim razmazima ponovno je analizirana adekvatnost i postojanje abnormalnosti. Od izdvojenih
1594 (12,8%) uzoraka koji su prvotno bili ocijenjeni kao zadovoljavajuéi s ograni¢enjem, citolo$ka dijagnoza je postavljena u
92% uzoraka, dok 8% uzoraka nije bilo moguce analizirati. Neadekvatan pribor, oskudan materijal za citoloSku analizu te loSa
tehnicka priprema mogu dovesti do previda abnormalnosti i pogreSaka u mikroskopskoj analizi. To znaci da je svaki ¢lan tima
odgovoran za adekvatnost uzoraka i to¢nost rezultata. Redovitom unutarnjom kontrolom, nadzorom nad kvalitetom rada te
trajnom izobrazbom svakog pojedinca u timu moguce je reducirati neadekvatne uzorke a time i troSkove zdravstvene zastite.

Kljuéne rijeci: Papa test, nezadovoljavajuéi uzorci, uzroci

Adresa za dopisivanje: Ljiljana Gavranovi¢
Jedinica za ginekolosku citologiju

Zavod za klinicku citologiju i citogenetiku

Klini¢ka bolnica Merkur
ZajCeva 19

10000 Zagreb, Hrvatska
Tel: +385 1 22 53 420

E-posta: ljiljana.gavranovic@zg.t-com.hr

UvOD

Prema definiciji, neadekvatan Papa razmaz je onaj
kod kojeg je detekcija cervikalne epitelne abnor-
malnosti onemogucena i nesigurna. Iz tog razloga
dolazi do smanjene detekcije intraepitelnih lezija
blazeg i tezeg stupnja a moguce su i lazno negativ-
ne dijagnoze. Adekvatan nalaz konvencionalnog
Papa testa bio je definiran prisustvom najmanje
10% dobro sac¢uvanih i vidljivih plocastih stanica
pogodnih za citolosku analizu. Do 90-tih godi-
na proslog stoljeca nije bilo objektivne definicije
i mjerljivih kriterija za jednozna¢no odredivanje
adekvatnosti uzorka. Odredivanje adekvatnosti
uzorka za citolosku analizu je svoju punu afirma-

ciju dobilo uvodenjem Kklasifikacije Bethesda 2001.
g. (1,2).

Primjerenost uzorka u procjeni nalaza je bitna jer
upozorava ginekologa na ogranicenost nalaza,
na njegovu mogucu pogresku kao i na potrebu
ponavljanja pretrage kako bi se dobilo $to to¢niji
nalaz. Svrha naseg rada bila je odredivanje ucesta-
losti i razloga nezadovoljavaju¢ih uzoraka cervi-
kovaginalnih razmaza tijekom godine. Uzorci su
podijeljeni u kategorije zadovoljavajuc¢ih i neza-
dovoljavajucih po preporuci klasifikacije Bethesda
(BC 2001) i modifikacije klasifikacije Zagreb 2002.
(3) koja nudi standardizirani pristup procjeni ade-
kvatnosti materijala.
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MATERIJAL I METODE

Po preporuci, Kklasifikacija, primjerenost uzorka
podijeljena je u kategorije: zadovoljava za anali-
zu, zadovoljava za analizu s ograni¢enjem (nastaje
zbog razlike u procjeni adekvatnog minimuma ce-
lularnosti) i nezadovoljava za analizu. Analizirali
smo sve konvencionalno uzete cervikalne uzorke
obradene u nasem Odsjeku tijekom jedne godine.
Ukupno je bilo 12.424 uzoraka koje smo analizira-
li u odnosu na njihovu adekvatnost. Odvojili smo
ukupno 1.594 VCE razmaza (vagina, cerviks, endo-
cerviks), koji su ocijenjeni nezadovoljavajuéim za
analizu ili zadovoljavajudi s ograni¢enjem. Unutar
skupine nezadovoljavajuc¢ih uzoraka izdvojili smo
127 razmaza kod kojih nije bilo moguce postaviti
citolosku dijagnozu. U tih su pacijentica ponovno
uzeti VCE razmazi odmabh ili nakon provedene te-
rapije i analizirana je adekvatnost uzorka te procje-
na postojanja promjena na stanicama.

Razmaz na kojem su nadene atipi¢ne (diskarioti¢-
ne) stanice, bez obzira na njihovu brojnost, progla-
Sen je i tretiran kao adekvatan za analizu.

REZULTATI

Od ukupnog broja obradenih uzoraka, 12,8%
(1.594/12.242) uzoraka je bilo ocijenjeno kao neza-
dovoljavajuce za interpretaciju ili zadovoljavajuce
za interpretaciju s ograni¢enjem. Od tih uzoraka, u
1.467 (92%) pacijentica je postavljena citoloska dija-
gnoza, a u 127 (8%) VCE razmaza nije bilo moguce
procijeniti postojanje abnormalnosti stanica pa su
te pacijentice pozvane na kontrolno uzimanje raz-
maza.

Uvidom u kontrolne razmaze pacijentica u kojih
nije bilo mogucde postaviti citolosku dijagnozu do-
kazano je postojanje abnormalnosti stanica u 30
(1,8%) od ¢ega su bila dva slucaja srednje displazije
(0,1%). U 97 pacijentica nalaz je o¢itan urednim na-
kon provedene terapije ili dobro uzetog razmaza.

Najcesci razlozi neadekvatnog uzorka je nedosta-
tak endocervikalnog epitela (61,54%), gustoca raz-
maza (sl. 1) i prekrivanje stanica brojnim upalnim
elementima i eritrocitima (20,63 %), a ostalih 17,82%
uzoraka (284 od 1.594) ¢ine neprimjereni uzorci
zbog prisustva stranog materijala (sl. 2),slabe fiksa-
cije stanica ili loSe obojenih preparata (sl. 3).
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RASPRAVA

Naj¢es¢i uzroci neprimjerenosti uzoraka su oskud-
nost stanica, razmazi razvuceni u vise razina, pre-
krivenost eritrocitima i leukocitima te nedostatak
endocervikalnih cilindri¢nih stanica (4). Prisustvo
endocervikalnih cilindri¢nih stanica i stanica meta-
plazije je dokaz da je uzorak pravilno uzet, odno-
sno da su u uzorku prisutni elementi skvamokolu-
mnarne granice i endocervikalnog kanala. Obrisci
uzoraka koje procjenjujemo zadovoljavajuéim mo-
raju biti uzeti s adekvatnog anatomskog mjesta, s
dovoljnim brojem stanica, dobro fiksirani i dobro
obojani.

U nasim rezultatima naj¢esce je razlog proglasenja
razmaza nezadovoljavajué¢im bila odsutnost endo-
cervikalnih stanica. Nedostatak endocervikalnih
cilindriénih stanica, a posebno stanica metapla-
sti¢nog epitela sa zone transformacije dovode do
mogucnosti lazno negativnog rezultata pretrage
jer uzorak tada nije reprezentativan za anatomsko
mjesto.

U razmazu koji nije dobro uzet stanice mogu biti
ostecene ili nanesene u debelom sloju. U nasem je
istrazivanju bilo nemoguce procijeniti abnormal-
nost zbog prekrivanja stanica bilo upalnim ele-
mentima bilo krvlju u 20,6% uzoraka. Naime, prije
uzimanja razmaza potrebno je vatom obrisati vrat
maternice da bi se uklonio sloj odljustenih, mrtvih
stanica i visak sluzi. Isto tako, prilikom nano$enja
materijala na staklo mora se paziti kako se stani-
ce prenose na stakalce da se ne bi ostetile i da se
nanesu u tankom sloju. Stanice koje su nanesene u
debelom sloju lose se fiksiraju pa je i obojenost pre-
parata slaba. Ako razmaz nije dobro fiksiran, sta-
nice se ne mogu dobro obojati. Sasu$ene stanice ne
prime dobro boju i takav se razmaz ne moZe ocitati.

Predugo bojanje hematoksilinom dovodi do inten-
zivnije obojenosti jezgara, $to uzrokuje hiperkro-
maziju jezgara. Kromatin je taman, losa je vizua-
lizacija distribucije kromatina te je moguce takav
razmaz ocijeniti abnormalnim. Neprofiltrirana boja
hematoksilin takoder moZe oteZavati kvalitetnu
analizu preparata. Prejaka obojenost citoplazmat-
skim bojama OG i EA takoder moZe oteZzavati do-
bru analizu preparata.

Prilikom uklapanja preparata mora se paziti da se

uklopi sav naneseni materijal. U nasem laboratori-
ju kod uklapanja preparata Kanada balzamom ko-
ristimo metodu zagrijavanja na porculanskoj ploci
i laganoj temperaturi. Nakon zagrijavanja, kada se
istisne suvisak balzama, preparati se ¢iste u ksilolu
te su takvi znatno trajniji, ¢is¢i, bez mjehurica zraka
ispod pokrovnica pa se lakse analiziraju. Medutim,
ako je staklo prejako zagrijano, stanice se mogu
ostetiti pa na njima uoavamo tamni pigment koji
mozZe prekriti jezgru i onemoguditi analizu. Pregri-
jana stakla mogu dati sli¢nu sliku kao i preparati
koji su lose fiksirani.

Neki kristali imaju izgled sitne prasine koja neis-
kusnom oku moze imati izgled poput bakterija. U
nasem istrazivanju ostaci nekih lijekova, u prvom
redu vaginaleta, bili su jedan od razloga nemogu¢-
nosti procjene adekvatnosti.

Nakon uvodenja klasifikacije Bethesda to¢nost di-
jagnoze je narasla, velikim dijelom zbog adekvat-
nosti uzorka (5). Neadekvatni uzorci, prema litera-
turi su se zadrzali izmedu 3,8 - 5,9% (5-7). Nase
istrazivanje je pokazalo 12,8% nezadovoljavajucih
uzoraka i ponesto se razlikuje u usporedbi s dru-
gim istrazivanjima. Reynolds i sur. su pokazali u
svom istrazivanju veliki pad postotaka neadekvat-
nih uzoraka uzetih ,split” metodom u odnosu na
preparate pripremljene metodom jednog sloja sta-
nica (LBC) (6). Najc¢es¢i uzrok neadekvatnih uzo-
raka u nasem istrazivanju bio je nedostatak stanica
sa zone transformacije i odsutnost endocervikalnih
cilindri¢nih stanica. Razlog leZi u tome $to se strik-
tno drzimo preporuke da na Cetiri ili vise vidnih
polja pod povecanjem od 100 x ima najmanje 10
stanica bilo plocastih bilo cilindri¢nih, odnosno na
detiri vidna polja pri povecanju od 400x ima najma-
nje pet stanica.

Kada se primijene takvi striktni kriteriji u nasem
istrazivanju ima naizgled dosta neadekvatnih uzo-
raka. Day i sur. su pokazali da su uzorci adekvat-
niji ako se endocervikalni razmaz uzima adekvat-
nim priborom te preporucuju koristenje cetkice
,broom type” (7). To je Cetkica koja istodobno uzima
elemente ekto i endocerviksa. Nedostatak endocer-
vikalnih cilindri¢énih stanica kao uzrok neadekvat-
nosti razmaza predstavlja svojevrsnu kontroverzu.
Naime, dio istrazivaca je dokazao da nema stati-
sti¢ki znacajne razlike u detekciji tezih displastic-
nih promjena kod razmaza koji sadrze endocervi-
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kalne stanice i onih kod kojih endocervikalni dio
razmaza nedostaje (8,9). Na drugoj se strani nagla-
Sava potreba postojanja endocervikalnih stanica
u VCE razmazima $to se i uvodi u postupnike za
cervikalnu citologiju te se izo$travaju kriteriji ade-
kvatnosti (4,10-12). Ako u anamnezi pacijentice po-
stoji podatak o atipi¢nom citoloskom nalazu, onda
je postojanje endocervikalnog epitela neophodno
(11). Nakon provedene terapije i pravilno uzetih
razmaza u 1,8% nasih uzoraka je pronadena atipi-
ja na stanicama upravo u dijelu endocervikalnog
kanala. Nadeni slucajevi teze displazije znace da je
prvotni, neprimjereni citoloski nalaz bio zapravo
lazno negativan, $to su i drugi istrazivac¢i uocili i
dokazali (12).

Neadekvatan pribor, oskudan materijal za citolo$-
ku analizu te loSa tehnicka priprema mogu dove-
sti do previda abnormalnosti i pogresaka u mi-
kroskopskoj analizi. To znaci da na svakom ¢lanu
tima leZi odgovornost za to¢nost rezultata, ali i za
adekvatnost uzorka. Smanjenje broja navedenih
uzroka je moguce ako se provodi redovita unu-
tarnja kontrola, nadzor nad kvalitetom rada kao
i trajna izobrazba svakoga u timu. Zbog potrebe za
ponavljanjem razmaza, rastu troskovi zdravstvene
zastite bez identifikacije znacajnijeg broja epitelnih
abnormalnosti, jer su neadekvatni uzorci najc¢es¢i
razlog lazno negativnog citoloskog nalaza.
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SUMMARY

CAUSES AND FREQUENCY OF UNSATISFACTORY CERVICOVAGINAL SMEARS
LJ. GAVRANOVIC, S. RAKEK NOVAK and I. KRIVAK BOLANCA

Merkur University Hospital, Department of Clinical Cytology and Cytogenetics,
Division of Gynaecological Cytology and Cytogenetics, Zagreb, Croatia

Inadequate Pap smear by definition is a specimen in which detection of cervical epithelial abnormality is impossible or uncertain.
This causes poorer detection of intraepithelial lesions of a mild and more severe grade, including the possible false-negative
diagnosis. Sample adequacy is most crucial in the evaluation of the finding, alerting the gynecologist to the limitations of the
finding, its possible inaccuracy, and need to repeat the examination in order to obtain as precise results as possible. The aim of
the study was to establish the frequency and reasons of unsatisfactory cervicovaginal smear samples in the course of one year,
during which 1594 of 12,242 conventionally obtained cervical samples were sorted out as inadequate. These were reassessed
with respect to their adequacy. Eight percent of the smears in which the evaluation of cell abnormality failed due to sample in-
adequacy were identified and these smears were repeated and analyzed for adequacy and presence of abnormality. The most
common reasons included insufficient endocervical epithelial cells, excessive smear thickness, cells obscured with numerous
inflammatory elements and erythrocytes, and sample inadequacy due to the presence of foreign material, poor fixation or stain-
ing. Inadequate equipment, insufficient material for cytologic analysis, and poor preparation technique may lead to failure to
observe abnormality and errors in microscopic analysis. This implies each team member’s responsibility for the accuracy of the
result as well for the assurance of specimen adequacy. Reduction in the frequency of the reasons mentioned above is possible
if internal control, performance quality monitoring and continuing education of each team member are conducted on a regular
basis. The necessity to repeat sampling adds to the cost of health care with no considerable increase in the detection rate of
epithelial abnormalities, inadequate specimens being the most common cause of false-negative cytologic findings.

Key words: Pap test, unsatisfactory samples, causes
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PODRIJETLO ERITROCITA U URINU ODREDIVANO
SVJETLOSNIM MIKROSKOPOM KOD BOLESNIKA
S KARCINOMOM MOKRACNOG MJEHURA
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Prisustvo 80% i viSe dismorfi¢nih eritrocita upuéuje na krvarenje iz glomerula bubrega, dok 80% i viSe glatkih eritrocita u urinu
upucuje na krvarenje iz donjeg dijela urinarnog trakta. U uzorcima urina bez moguénosti detektiranja podrijetla eritrocita nalazi
se mjesavina (izmedu 20-80%) i dismorficnih i glatkih eritrocita. Svrha rada je bila odrediti podrijetlo eritrocita u uzorcima urina s
prisustvom malignih stanica urotela. Svjezi sedimenti urina nativno su kontrastno obojeni s 0.1% otopinom safranina i mikroskop-
ski analizirani pod poveéanjem 400x. Obradom su obuhvaéena 72 pacijenata s prisutnim malignim stanicama u urinu. Podrijetlo
eritrocita odredeno je u 25 pacijenata (9 Zena, 16 muskaraca) u 90 uzoraka (prosjec¢no 3-4 uzorka po bolesniku). U 26 (28,8%)
uzoraka nije bilo nedovoljno eritrocita za odrediti podrijetlo, u 33 (36,9%) uzoraka bili su prisutni dismorfi¢ni i glatki eritrociti, 25
(27,9%) uzorka sadrzavalo je dismorficne, a 6 (6,3%) uzoraka glatke eritrocite. Nije bilo specificne povezanosti izmedu nalaza
malignih stanica u urinu i podrijetla eritrocita. Medutim, prisutnost hematurije moze upozoriti, iako nije siguran pokazatelj maligne
ili bubrezne bolesti.

Kljucne rijeci: maligne stanice u urinu, dismorfi¢ni eritrociti, glatki eritrociti
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UvOD

krvi u urinu. Hematurija moZe biti uzrokovana
infekcijama, upalnim bolestima, kamencima, tra-

Citoloska analiza urina te odredivanje podrijetla umom, hematologkim poremecajima, povecanjem

eritrocita kao neinvazivna metoda koja ukljucuje
jednostavno dobivanje uzoraka, opcenito je pri-
hvacdena kao dijagnosticki postupak. Ima visoku
osjetljivost za detekciju malignih tumora, atipija i
displazija urotela (1). Citoloska analiza urina nije
rutinska metoda poput analize nativnog sedimenta
urina, ali se smatra pouzdanom metodom u dija-
gnosticiranju benignih i malignih bolesti urinarnog
trakta, kod detekcije ranih znakova odbacivanja
transplantiranih bubrega te za pracenje bolesnika s
ranije dijagnosticiranim i lije¢enim tumorima uro-
trakta (1,2). Hematurija podrazumijeva prisutnost

prostate i tumorima (1,3). Hematurija je ¢esto prvi
simptom bubreZznog adenokarcinoma ili karcino-
ma urotela, iako sama prisutnost krvi u urinu nije
siguran pokazatelj maligne ili bubrezne bolesti
(1,4). Nakon isklju¢enja malignog procesa, odredi-
vanje podrijetla eritrocita pomaZe nam u odvajanju
glomerularnoga od neglomerularnoga krvarenja
(1,5-7). Prisustvo 80% i vise dismorfi¢nih eritroci-
ta upucuje na krvarenje iz gornjeg, dok 80% i vise
glatkih eritrocita u urinu upuéuje na krvarenje iz
donjeg dijela urinarnog trakta. U uzorcima urina
bez znacajnog podrijetla eritrocita bilo je prisutno
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0d 20-80% dismorfi¢nih i glatkih eritrocita (1). Svr-
ha rada bila je odrediti podrijetlo eritrocita u uzor-
cima urina s prisustvom malignih stanica urotela.

BOLESNICI I METODE

Radom su obuhvacena 72 pacijenta s prisutnim
malignim stanicama u urinu. U svih je u¢injena ci-
toloska analiza u tri navrata odnosno analizirano
je citoloski 216 uzoraka urina. Podrijetlo eritrocita
se u bolesnika kod kojih je bila poznata dijagnoza
malignog tumora kanalnog sustava urotrakta nije
odredivalo rutinski. Stoga je podrijetlo eritrocita
odredeno u 25 pacijenata s nepoznatim uzrokom
prisustva eritrocita u urinu, a naknadno su u njih
citoloskom analizom nadene maligne stanice pre-
laznog epitela. Podrijetlo eritrocita ispitano je u 90
uzoraka urina tih bolesnika.

Za citolosku analizu koriSteni su svjezi, ne prvi
jutarnji uzorci urina, dobiveni tijekom tri dana.
Uzorci su obradeni u citocentrifugi na 600 okretaja
5 minuta. Preparati su osu$eni na zraku te obojani
metodama po metodama May-Griinwald Giemsa
(MGG) i Papanicolaou.

Uzorci urina za odredivanje podrijetla eritrocita
obradivani su u obi¢noj centrifugi na 1500 okretaja
5 minuta. Nakon odlijevanja supernatanta, sedi-
ment je nativno kontrastno obojen s 0,1% otopinom
safranina te je u¢injena mikroskopska analiza pod
povecéanjem 400x. Koristena je kvantitativna anali-
za, uz odredivanje postotka glatkih i dismorfi¢nih
eritrocita.

Ako je postotak dismorfi¢nih eritrocita bio visi od
80%, uzorci su svrstavani u kategoriju s dismor-
fi¢nim eritrocitima. U obrnutom slucaju, s vise od
80% glatkih, radilo se o uzorcima s glatkim eritro-
citima. Ako postotak niti glatkih niti dismorfi¢nih
nije prelazio 80%, uzorci su smatrani mijeSanima.
Ako se u sedimentu nije uspjelo izbrojati 100 eri-
trocita, uzorak je svrstan u kategoriju ,,nedovoljan
broj eritrocita” za odredivanje podrijetla eritrocita
u urinu.
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REZULTATI

Citoloski su nadene maligne stanice prelaznog epi-
tela u svih 90 uzorka urina u 25 bolesnika (9 zen-
skih, 16 muskih). Bolesnici su bili u dobi od 45 do
89 (medijan 55) godina. Od 90 uzoraka, u 64 (71%)
bila je prisutna krv u mokracdi s dovoljno eritrocita
da se u sedimentu moglo odrediti postotak glatkih
i/ili dismorfi¢nih eritrocita, dok je u 26 (29%) uzo-
raka broj eritrocita bio nedostatan za odredivanje
podrijetla odnosno radilo se o mikrohematuriji.

Odredivanjem podrijetla eritrocita u slucajevima
kad je broj eritrocita bio dostatan, u 33 (36,9%) uzor-
ka nadena je mijeSana populacija i dismorfi¢nih i
glatkih eritrocita (i glatkih i dismorfi¢nih manje od
80%). Bez obzira Sto se radilo o mijeSanoj popula-
ciji, ipak je bila veca zastupljenost glatkih eritrocita
(prosje¢no 66%), a znatno manje (34%) dismorfic-
nih eritrocita. Vise od 80% dismorfi¢nih eritrocita
bilo je u 25 (27,9%) uzoraka (prosjec¢no 82%), dok
je 6 (6,3%) uzoraka sadrzavalo vise od 80% glatkih
eritrocita (prosje¢no 93%) (tablica 1).

U svih je bolesnika potvrdena citoloska dijagnoza
malignog tumora kanalnog sustava urotrakta cisto-
skopijom i patohistoloskom analizom bioptickog
uzorka uzetog pri cistoskopiji.

Tablica 1.

Demografske karakteristike i rezultati odredivanja
podrijetla eritrocita u urinu svjetlosnim mikroskopom
u bolesnika s malignim tumorom urotela

Parametri Vrijednosti
Broj bolesnika 25
Dob

Raspon 45-89
Medijan 55
Spol

Muskarci 9
Zene 16
Broj uzoraka urina u kojim je odredivano 20
podrijetlo eritrocita

Broj uzoraka s dostatnim brojem eritrocita za 64
odredivanje podrijetla eritrocita

Broj uzoraka s mijeSanom populacijom a3
glatkih i dismorfi¢nih eritrocita

Broj uzoraka s >80% dismorficnih eritrocita 25
Broj uzoraka s <80% glatkih eritrocita 6
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Nije nadena specifi¢na povezanost izmedu nalaza
malignih stanica u urinu i podrijetla eritrocita.

RASPRAVA

Citoloska analiza urina kao neinvazivna metoda
koja ukljucuje brzo i jednostavno dobivanje uzora-
ka prihvatljiva je i za pacijente i za lije¢nike. Brojne
su indikacije za citolo$ku analizu urina. Koristi se
kao metoda probira kod visoko rizi¢ne populacije
(osobe izlozene kemijskim karcinogenima kao $to
su anilinske boje i teski metali). Inicijalna je dija-
gnosti¢ka metoda u pacijenata s hematurijom kako
bi se iskljucile maligne, ali i ostale bolesti mokrac-
nog sustava. Neizostavna je metoda u dijagnostic-
koj obradi simptomatskih bolesnika (s disurijom
i polakisurijom nejasnog uzroka, kroni¢nim upa-
lama urotrakta) te prac¢enju bolesnika s ranije di-
jagnosticiranim karcinomom mokra¢nih putova.
Vazna je metoda u detekciji upala i infekcija po-
sebno u pacijenata s transplantiranim bubregom
radi detekcije ranih znakova odbacivanja bubrega
(1,8). Toc¢nost citoloske analize osim o educirano-
sti i iskustvu citologa ovisi i 0 ispravnom uzimanju
te adekvatnoj tehnickoj pripravi i obradi uzorka.
Za analizu se najcescée koristi spontano izmokrena
mokraca. Prvi jutarnji uzorak urina nije prikladan
za citolosku analizu jer tijekom no¢i dolazi do pro-
padanja stanica $to otezava morfolosku analizu.
Pacijentu se daju detaljne upute o nac¢inu davanja
urina. Nakon ustajanja i praznjenja prve jutarnje
mokrace pacijent treba oprati spolovilo kako bi se

izbjegla kontaminacija plocastim stanicama te u
ustanovi dati svjeze izmokreni srednji mlaz drugog
jutarnjeg urina. Preporuca se trodnevna analiza, jer
se time povecava osjetljivost metode (1,8). Naj¢esci
tumori mokraé¢nog sustava su tumori mokraénog
mjehura koji se nalaze na petom mjestu incidencije
malignih tumora kod muskaraca. Javljaju se 3 puta
¢eS¢e u muskaraca nego u Zena, a vecina je bole-
snika u dobnoj skupini od 50 do 80 godina (9). Kao
najvazniji rizi¢ni ¢imbenik u razvoju tumora mo-
kraénog mjehura izdvaja se pusenje cigareta. Zna-
¢ajnu ulogu u epidemiologiji tumora mokraénog
mjehura imaju i industrijske kemikalije, shistoso-
mijaza, kemoterapija citostaticima te radioterapija
(9,10). Veliku veéinu tumora mokra¢nog mjehura
¢ine maligni tumori (oko 95%) koji se dijele u dvije
skupine, znatno ¢es¢e karcinome te izrazito rijetke
sarkome. Makroskopski se karcinomi mogu podije-
liti u papilarne i ravne tvorbe. U papilarne tumore
koji su mnogo ¢eséi ubrajamo papilarnu neoplaz-
mu niskog malignog potencijala, papilarni karci-
nom niskog stupnja te papilarni karcinom visokog
stupnja. Ravni karcinomi obuhvacaju karcinom in
situ, invazivni urotelni karcinom, planocelularni
karcinom te adenokarcinom (9, 10). Citoloska kva-
lifikacija tumora prijelaznog epitela zasniva se na
polimorfizmu i atipijama tumorskih stanica. Ber-
gkvistova podjela iz 1965. godine koja se jos uvijek
koristi, razlikuje 5 stupnjeva: 0. i I. stupanj pred-
stavljaju benigne tumore prijelaznog epitela, IL., I1I.
i IV. stupanj dobro, srednje i slabo diferencirane
karcinome prijelaznog epitela (1,11). Citoloska ana-
liza je vrlo specificna metoda u identifikaciji ma-
lignih stanica (sl. 1) u mokradi, dok joj osjetljivost

SL. 1. Maligne stanice prelaznog epitela u sedimentu urina, MGG x1000
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SL. 2. Odredivanje podrijetla eritrocita u urinu svjetlosnim mikroskopom: a) dismoricni i b) glatki eritrociti u
sedimentu urina

ovisi o stupnju invazivnosti tumora. Osjetljivost za
tumore visokog stupnja i karcinom in situ je visoka
(80-90%), ali osjetljivost je znatno niza (20-50%) za
neoplazme niskog gradusa (3,8,10,12). Morfologija
eritrocita ukazuje nam na glomerularno (dismor-
fi¢ni) (sl. 2a) ili neglomerularno (glatki) (sl. 2b) po-
drijetlo eritrocita. Prilikom prolaza kroz ostecenu
membranu glomerula dolazi do ostecenja eritrocita
(dismorfi¢ni eritrociti) koji mogu poprimiti izgled
poput anulocita, target stanice ili mogu sadrzava-
ti pupoljak. Prilikom krvarenja iz drugih dijelova
urinarnog trakta ne dolazi do ostecenja eritrocita
(glatki eritrociti). Vazno je da uzorak bude svjez i
brzo tehnicki obraden jer stajanjem stanice propa-
daju, a time i prisutni eritrociti u urinu gube svoj
glatki oblik te ih se mozZe krivo interpretirati; 80%
i vi$e dismorfi¢nih eritrocita upucuje na krvarenje
iz gornjeg dijela urinarnog trakta, dok 80% i vise
glatkih eritrocita (neoste¢enih kontura) upucuje na
krvarenje iz donjeg dijela urinarnog trakta (1).

U nasem su radu u analizu bila uklju¢ena 72 bo-
lesnika s prisutnim malignim stanicama u urinu.
Postupak nativnog analiziranja podrijetla eritro-
cita i citoloske analize stanica u urinu je razlicit.
Podrijetlo eritrocita se utvrduje neposredno nakon
uzimanja urina, a citoloska analiza nakon pripre-
me sedimenta i bojenja. U 25 bolesnika odredivano
je neposredno pri uzimanju i podrijetlo eritrocita
u urinu, buduéi da ranijim pretragama nije naden
uzrok prisustva eritrocita u urinu, a maligne sta-
nice nadene su naknadno u citoloskim uzorcima.
Maligni su tumori ¢esto udruZeni s tumorskom
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dijatezom, uklju¢ujuéi i razli¢iti stupanj hema-
turije. U nasem je radu znatan dio uzoraka imao
mikroskopsku, odnosno mikrohematuriju s malim
postotkom eritrocita, nedovoljnim za odredivanje
omjera glatkih i dismorfi¢nih eritrocita. Za oceki-
vati je bilo da vecina uzoraka ima glatke eritrocite,
jer su tumori urotela locirani neglomerularno. U
nasem radu najmanji postotak uzoraka imao je po-
sve glatke eritrocite (6 uzoraka). Veéina je imala mi-
jeSanu populaciju, iako je u tako mijesanoj slici bila
predominacija glatkih eritrocita. Odgovor mozda
lezi u tome $to je tumorska geneza karakterizirana
krvarenjem koje je profuzno, polagano i dugo tra-
je, te eritrociti u takvom okruZenju mijenjaju svoju
morfologiju, dijelom i zbog dugotrajnog stajanja u
urinu, koji nije izotoni¢na otopina. Drugi razlog je
i manja osjetljivost svjetlosnog mikroskopa za ra-
zliku od fazno kontrastnog mikroskopa (5,6) gdje
se protruzije eritrocita bolje uo¢avaju u odnosu na
artefakte i degenerativne promjene eritrocita na-
stale zbog drugih utjecaja okoline.

ZAKLJUCAK

Analiza podrijetla eritrocita na osnovi morfologije
moze biti od koristi u odvajanju glomerularnoga
i neglomerularnog krvarenja, ali nema specific-
ne povezanosti izmedu nalaza malignih stanica u
urinu i podrijetla eritrocita. Prisutnost hematurije
moze upozoriti, iako nije siguran pokazatelj mali-
gne ili bubrezne bolesti.
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SUMMARY

ERYTHROCYTE MORPHOLOGY IN URINE DETERMINED BY LIGHT MICROSCOPY
IN PATIENTS WITH BLADDER CANCER

G. KNEZEVIC!, K. PARIGROS!, B. KRIZAJ", V. ANIC!, M. PAZUR?,
B. JELIC-PUSKARIC!, D. SUSTERCIC! and I. KARDUM-SKELIN*?

"Merkur University Hospital, Department of Clinical Cytology and Cytogenetics
and *University of Zagreb, School of Medicine, Zagreb, Croatia

A finding of 80% or more of dysmorphic erythrocytes is assumed to point to kidney glomeruli, and of 80% or more of isomorphic
erythrocytes to lower urinary tract as the origin of bleeding. In urine samples without significant origin of bleeding, there were
20%-80% of mixed results with both dysmorphic and isomorphic erythrocytes. The aim of the study was to show the origin of
erythrocytes in malignant urine samples. Samples were fresh native urine sediment contrast stained with 0.1% safranin solution
and analyzed under light microscope (X40). Out of 72 patients with malignant cells detected in urine, the origin of erythrocytes
was identified in 25 patients (nine female and 16 male) through 90 samples (approximately 3-4 samples per patient); 26 (28.9%)
samples did not have enough erythrocytes to define their origin, a mixed origin of erythrocytes was identified in 33 (36.7%)
samples, dysmorphic erythrocytes were found in 25 (27.9%) samples, and isomorphic erythrocytes in 6 (6.3%) samples. In
conclusion, there was no specific connection between malignant cell findings in urine and origin of erythrocytes. However, the
high presence of mixed erythrocyte origin in malignant samples may suggest that the existence of a malignant process and renal
disease should be taken in consideration.

Key words: malignant urine sample, dysmorphic erythrocytes, smooth erythrocytes
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Prikaz bolesnika

AKUTNI ODLJEVNI BRONHITIS - PRIKAZ BOLESNIKA
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Prikazujemo sluéaj 81-godi$njeg muskarca hospitaliziranog u jedinici intenzivne skrbi koji se prezentirao pojavom odljevnog
bronhitisa tipa I. Odljevni ili plasti€ni bronhitis rijedak je poreme¢aj karakteriziran stvaranjem i ponekad dramati¢nom ekspekto-
racijom dugih bronhijalnih odljeva. Patogeneza stvaranja bronhalnih odljeva nije jasna.

Kljuéne rijeci: bronhitis, odljevni bronhitis
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UvOD

Odljevni ili plasti¢ni bronhitis rijedak je poremecaj
karakteriziran stvaranjem i ponekad dramati¢nom
ekpektoracijom dugih bronhijalnih odljeva (1).
Ovo stanje se moze javiti u bilo kojoj Zivotnoj dobi,
ali vecina publiciranih slu¢ajeva odnosi se na pedi-
jatrijsku populaciju. Iako je ovaj poremecaj rijedak
moze rezultirati Zivotno ugrozavaju¢om opstrukci-
jom di$nih puteva i asfiksijom (2).

PRIKAZ BOLESNIKA

Osamdesetjednogodisnji muskarac primljen je u
jedinicu intenzivnog lijecenja (JIL) interne klinike
zbog kardiogenog pluénog edema u ¢ijoj je podlozi

bio sréani infarkt bez ST elevacije (NSTEMI). Ra-
dilo se o bolesniku sa $e¢ernom boles¢u, stanjem
nakon preboljela 3 sréana infarkta (posljednji in-
farkt - mjesec dana prije sadasnje hospitalizacije),
stanjem nakon preboljelog mozdanog udara s lije-
vostranom hemiparezom, stenozom aortne valvule
teskog stupnja, generaliziranom aterosklerozom
(bolest karotidnih arterija i arterija donjih ekstre-
miteta), dijabetickom nefropatijom, arterijskom hi-
pertenzijom i hiperlipidemijom.

Uz uobicajenu terapiju edema pluca i NSTEMI-ja
pacijentu je u terapiji nastavljena terapija ciproflok-
sacinom koju je zapoceo 3 dana ranije nakon ambu-
lantno postavljene dijagnoze lijevostrane bazalne
pneumonije uz manji pleuralni izljev, a istom tera-
pijom lijecio se i infekt u defektu koZze palca lijevog
stopala iz kojeg je izoliran Pseudomonas aeruginosa.

Rad je izraden u Jedinici intenzivnog lije¢enja Klinike za unutarnje bolesti, Klini¢ka bolnica Merkur, Zajceva 19, Zagreb, Hrvatska
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Nakon pocetne stabilizacije - 5. dana boravka - po-
novno razvija edem pluca uz bradikardiju i asistoli-
ju. Proveden je reanimacijski postupak, bolesnik je
endotrahealno intubiran i mehanicki ventiliran te
uz ostalu terapiju dolazi do poboljsanja pa je slje-
de¢i dan nakon nesto manje od 24 h odvojen od
mehanicke ventilacije, a potom i ekstubiran. Kako
je pod antibiotskom terapijom doslo do progresije
lijevostranog upalnog infiltrata 12. dana boravka u
JIL-u udini se bronhoskopija transnazalnim pristu-
pom (uz uredne koagulacijske parametre - PV 0,72,
trombociti 278 x 10°/L). Bronhoskopijom se nadu
usca za lijevo pluce (i gornji i donji rezanj) izrazito
edematozne, hiperemi¢ne i vulnerabilne sluznice
uz aspiraciju dosta sluzavog gusceg sekreta. 1z lije-
vog donjeg reZnja uzmu se mini-bronhoalveolarni
lavati (BAL) za mikrobiolosku, citolosku analizu i
analizu na prisutnost Mycobacterium tuberculosis.
Citoloskom analizom bronhoalveolarnog lavata na-
deno je dosta eritrocita, prili¢no neutrofilnih granu-
locita, dosta stanica plocastog i cilindri¢nog epitela,
nesto makrofaga te pokoja spora gljivica. Zahvat je
bolesnik dobro podnio, tijekom sljedecih otprilike
34 h bio je hemodinamski stabilan, eupnoi¢an. Po-
tom naglo postaje izrazito dispnoican (13. dan bo-
ravka u JIL-u) uz obilno iskasljavanje krvavog sa-
drzaja i vise komada nekoliko cm velikih i do 1 cm
irokih crvolikih crvenkasto-smedkastih komada
«tkiva» (sl.1), koji su na prvi pogled izgledali poput
komada plucevine. Tada se ucini rtg srca i pluca i
nade miopatsko srce sa znacima subdekompenzaci-
je te difuzno inhomogeno mekotkivno zasjenjenje u
smislu diseminirane pneumonije. Tijekom otprilike
12 h stanje se popravlja, nije vise bilo iskasljavanja.

|1||1|ilIIT'IIll|nu|||H||.u+!i||.l'|uuilmpn||luuw I
0 1 = 3 & = 5

Sl. 1. Bronhalni odljev
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Petnaestog dana boravka u JIL-u pacijent postaje
jace dispnoi¢an uz pad saturacije hemoglobina ki-
sikom $to je zahtijevalo endotrahealnu intubaciju i
mehanicku ventilaciju, a ubrzo potom dolazi i do
razvoja Soka koji je bio bez odgovora na primijenje-
nu vazopresornu terapiju te bolesnik unato¢ svim
poduzetim mjerama lijeCenja umire. Vjerojatni ra-
zlog smrti je kombinacija kardiogenog i septickog
$oka. Nije radena obdukcija.

U aspiratu traheje uzetom 6. dana boravka u JIL-u
nadena je Candida albicans 10°* CFU/mL i Streptoco-
ccus viridans 210° CFU/mL, a u aspiratu traheje 9.
dana boravka u JIL-u Pseudomonas aeruginosa O10
>10°CFU/mL, Candida albicans 10° CFU/mL i Candi-
da non albicans 10° CFU/mL (ovaj uzorak je progla-
$en neadekvatnim jer je nadeno vise od 25 plocastih
epitelnih stanica).

Mikrobioloski iz lavata uzetog tijekom bronhosko-
pije naden je Pseudomonas aeruginosa O10 210°CFU/
mL, Candida non albicans 10° CFU/mL i koagula-
za - negativan stafilokok >10° CFU/mL. Lavat na
Moycobacterium tuberculosis naknadno pristigao bio
je negativan.

Od 9. do 12. dana boravka u JIL- pacijent nije do-
bivao antipseudomonasni antibiotik, a od 13. dana
- u vrijeme pogorsanja ponovno ga se uvodi u tera-
piju ex iuvantibus (tada se jo$ nije bio poznat to¢an
mikrobioloski nalaz), a naknadno se vidjelo da je to
bilo u skladu s antibiogramom. Od 07. do 14. dana
boravka dobivao je flukonazol, a posljednji dan se
umjesto njega uvodi vorikonazol.

Sl. 2. Granulociti u citoloSkom otisku bronhalnog
odljeva, May-Griinwald Giemsa, x1000
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Sl. 3. Plocaste stanice u citoloskom otisku bronhalnog
odljeva, May-Griinwald Giemsa, x1000

Sl. 4. Makrofagi u citoloskom otisku bronhalnog odljeva,

May-Griinwald Giemsa, x1000

Sl. 5. Histoloski przkaz cztopatskog efekta Herpes virusa, hemalaun-eozin, x400

Citoloskom analizom otiska iskasljanog komada
tkiva koji se makroskopski doimao poput pluce-
vine naslo se sljedece: mnogo periferne krvi, pri-
licno granulocita (sl. 2), nesto morfoloski urednih

stanica plocastog epitela (sl. 3), nesto makrofaga
(sl. 4), mjestimice nesto detritusa i sluzi s pokojom
sporom gljivica poput Candida albicans. Patoloska
analiza navedenih komada tkiva nasla je sljedece:
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vretenaste smede-sivkaste, mekane, mase duljeg
promjera 6,5 i 3 cm, koje su na prerezu spuzvaste
i mrvicaste konzistencije. Histoloski se radilo o
sluzavom gnojnom sekretu uz obilni fibrin i krv.
U serijskim rezovima uocena je pokoja vretenasta
stanica plocastog epitela, makrofazi i granulociti.
Nadene su i manje nakupine slabo o¢uvanih okru-
glastih stanica hiperlobuliranih mjehurastih jezga-
ra koje morfoloski upucuju na citopatski ucinak
virusa herpesa (sl. 5).

DISKUSIJA

Patogeneza stvaranja bronhalnih odljeva nije jasna.
Cimbenik koji moze doprinijeti njilhovom nastan-
ku je bronhoreja s infektivnim odstranjivanjem i
posljedi¢nim isusivanjem mukoidnog sekreta koji
ponekad moze sadrzavati upalne stanice i stani¢ni
detritus (3).

U odljevnom bronhitisu - veli¢ina bronhalnih od-
ljeva moze varirati od malih - koji odgovara odlje-
vu malog segmentalnog bronha - do odljeva koji
ispunjavaju cijela pluca (2,4). Bolest se opisuje i
istozna¢nicama kao $to su: fibrinski bronhitis, pse-
udomembranozni bronhitis, bronhalni krup, Hoff-
manov bronhitis i mukoidna impakcija bronha (5).
Odljevi bronha se obi¢no dijele u dva tipa ovisno
o njihovom sastavu: tip I (inflamatorni) il (acelu-
larni). Tip I se predominantno sastoji od fibrina uz
infiltraciju neutrofilima, eozinofilima ili limfociti-
ma; taj je tip obi¢no povezan s infekcijom, astmom,
cisti¢cnom fibrozom i bronhopulmonalnom asper-
gilozom. Tip II se uglavnom sastoji od mucina po-
nekad s malim brojem mononuklearnih stanica ili
bez njih, najcesée nakon kirurske reparacije konge-
nitalnih cijanotic¢kih sréanih bolesti (obi¢no nakon
Fontenove operacije) (5,6).

Prikazom naSeg pacijenta Zelimo prikazati rijedak
slu¢aj odljevnog bronhitisa. U ovom slucaju mo-
Zemo reci da se radilo o tipu I odljeva bronha koji
je vjerojatno nastao kao posljedica infekcije. Tocan
mehanizam ne moZzemo objasniti. Prilikom pato-
histoloske analize nadene su manje nakupine sla-
bo oc¢uvanih okruglastih stanica hiperlobuliranih
mjehurastih jezgara koje morfoloski upucuju na
citopatski u¢inak virusa herpesa. Infekcija virusom
herpesa simpleksa (HSV) traheobronhalnog stabla
moZe se manifestirati i u imunokompetentnog bole-
snika ulceracijama i stvaranjem upalnih membrana
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koje se sastoje od fibrina i purulentnog eksudata (7).
HSV moze dospjeti u donji respiratorni trakt hema-
togenim Sirenjem, reaktivacijom latentnog HSV u
vagusnom gangliju s posljedi¢cnom migracijom duz
zivaca do traheobronhalnog epitela, ali najcescée as-
piracijom ili Sirenjem iz gornjih di$nih puteva (7).
HSV traheobronhitis ili pneumonija povezani su
povecanom smrtnoscu u kriticno bolesnih, a mogu-
¢a je i nozokomijalna transmisija (8). Pneumonija je,
opcenito, Cesta komplikacija bolesnika koji su prezi-
vjeli kardijalni arest (9).

Tocan razlog pojave odljevnog bronhitisa u naseg
pacijenta ne znamo, ali s obzirom na tijek bolesti
misljenja smo da bi njegovom nastanku mogla pri-
donijeti moguca HSV infekcija koju nismo tretirali
za Zzivota pacijenta (patohistoloski nalaz smo sa-
znali nakon $to je pacijent umro).
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SUMMARY

ACUTE PLASTIC BRONCHITIS - CASE REPORT

G. CAVRIC!, S. NAUMOVSKI-MIHALIC!, I. KARDUM-SKELIN??, S. DZEBRO?,
B. JELIC-PUSKARIC? D. SUSTERCIC?, B. SKURLA!, I. PREMUZIC MESTROVIC?,
T. FILIPEC-KANIZAJ", I. PRKACINY’, D. BARTOLEK*, K. JURIC® and D. MOSLER®

!Merkur University Hospital, Department of Internal Medicine, Department of Clinical Cytology and
Cytogenetics, *Department of Clinical Pathology and Cytology, *University Hospital Center Sisters of
Mercy, Department of Traumatology, Division of Anaesthesiology, Reanimation and Intensive Care,
*University Hospital Dubrava, Department of Internal Medicine, *Topusko Spa Resort, Topusko and
"University of Zagreb, School of Medicine, Zagreb, Croatia

Plastic bronchitis is a rare disorder characterized by formation and sometimes dramatic expectoration of bronchial casts. It may
occur at any age, but most published cases refer to pediatric population. We report a case of an 81-year-old man hospitalized
at intensive care unit, who presented with the appearance of plastic bronchitis type I. He had profuse expectoration of several
pieces, a few cm long and up to 1 cm wide, of wormlike reddish-brownish “tissue”. Histologically, it was a slimy purulent secre-
tion with abundant fibrin and blood and with cytopathic effect of herpes virus. The pathogenesis of plastic bronchitis is not clear.

Key words: bronchitis, plastic bronchitis
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IZOLIRANI MIJELOIDNI SARKOM MEDIJASTINUMA
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Mijeloidni sarkom je rijedak ekstramedularni, solidni tumor graden od nezrelih mijeloi¢nih stanica. Javlja se u 2-8% pacijenata s
akutnom mijeloicnom leukemijom (AML). Najée$c¢e zahvaca kosti, kozu, limfne ¢vorove, meko tkivo, gastrointestinalni trakt i te-
stis. Medijastinalni mijeloidni sarkom je vrlo rijedak. Prikazujemo slu¢aj 56-godi$nje pacijentice koja se zalila na osjecaj slabosti,
vrtoglavicu, suhi kasalj i otezano disanje. Klinickim pregledom uocio se pojacan vaskularni crtez na desnoj strani prsista te otok
desne ruke. Kompjutoriziranom tomografijom (CT) toraksa uo€ena je ekspanzivna tvorba u podrucju prednjeg dijela medijastinu-
ma duljine 11 cm u kraniokaudalnom smjeru. U¢injena je citoloSka punkcija tumorske mase kojom se dobije oskudno celularan
uzorak s pojedinac¢nim, atipiénim, nezrelim stanicama, njezne strukture kromatina i oskudne citoplazme u kojoj se mjestimice
uocavaju granula te Auerovi Stapici. Uzevsi u obzir morfoloske, citokemijske i imunocitokemijske karakteristike nezrelih stanica
postavljena je dijagnoza mijeloidnog sarkoma $to je potvrdeno i patohistoloSkom dijagnostikom bioptata tumora. Analizom
punktata kostane srzi, imunofenotipizacijom stanica kostane srzi te biopsijom kosti nisu nadene nezrele stanice. Budué¢i da u
kostanoj srzi i perifernoj krvi nisu umnozene nezrele stanice, a slikovnim metodama (CT, UZV) je iskljuena prosirenost bolesti
izvan medijastinuma, zakljueno je da se radi o primarnom, neleukemijskom obliku medijastinalnog mijeloidnog sarkoma.

Kljucne rije¢i: izolirani mijeloidni sarkom, akutna mijeloi¢na leukemija, medijastinum
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Zajceva 19
10000 Zagreb, Hrvatska
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UvOD

Mijeloidni sarkom je rijedak ekstramedularni, so-
lidni tumor graden od nezrelih mijeloi¢nih stanica
(1). Iako se moze javiti na bilo kojoj lokalizaciji, naj-
¢esée zahvaca subperiostalni dio kosti, kozu, lim-
fne ¢vorove, meko tkivo, gastrointestinalni trakt i
testis (1-4). Medijastinalni mijeloidni sarkom je vrlo
rijedak (5-7). U manje od 10% slucajeva zahvacene
su multiple anatomske lokalizacije (8). Prema tipu
nezrelih stanica od kojih je sastavljen razlikujemo
granulocitni i monoblasti¢ni tip mijeloidnog sarko-
ma. Granulocitni sarkom je najceséi oblik, graden

od mijeloblasta, neutrofila i neutrofilnih prekur-
sora. Rjedi, monoblasti¢ni sarkom, koji najcesce
prethodi akutnoj monoblasti¢noj leukemiji je gra-
den od monoblasta. Najrjede se vide tumori koji
nastaju proliferacijom nezrelih stanica svih triju
loza hemocitopoeze te tumori pretezno gradeni od
eritroidnih prekursora ili megakarioblasta (1). Mi-
jeloidni sarkom se javlja u 2-8% pacijenata s akut-
nom mijeloi¢nom leukemijom (AML) (6,8). Moze
prethoditi ili se javiti istodobno s pojavom AML ili
moze biti prva manifestacija relapsa AML u pret-
hodno lijecenih bolesnika (1,9,10). Blasti¢na trans-
formacija nekog od oblika kroni¢ne mijeloprolife-
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rativne neoplazme (engl. Chronic Myeloproliferative
Neoplasms - CMN) ili mijelodisplasti¢nog sindroma
(engl. Myelodisplastic Syndromes - MDS) takoder se
mozZe manifestirati kao mijeloidni sarkom (1,9,10).
Najveci diferencijalno dijagnostic¢ki problem pred-
stavlja izolirani, primarni mijeloidni sarkom bez
zahvacanja kos$tane srzi i periferne krvi koji moze
mjesecima i godinama prethoditi leukemijskoj fazi
i vrlo ¢esto se pogresno dijagnosticira, najc¢esce kao
maligni limfom (5,11-13).

PRIKAZ BOLESNICE

Pacijentica u dobi od 56 godina zalila se unazad 6
mjeseci na osjecaj slabosti, vrtoglavicu, suhi kasalj i
otezano disanje, posebno nocu te je primijetila po-
vremeno oticanje desne ruke kao i desne strane vra-
tailica. Zbog progresije simptoma bolesnica je hos-
pitalizirana u lokalnoj bolnici nakon $to je vise puta
pregledana u internistic¢koj i neuroloskoj ambulan-
ti. Klinickim se pregledom uo¢io pojacan vaskular-
ni crteZ na desnoj strani prsista te otok desne ruke.
Laboratorijskom obradom nadena je blaga anemija
(eritrociti 3,85 x 10'2/L, hemoglobin 116 g/L) uz

Sl. 1. CT toraksa: tumorska masa u podrucju prednjeg
medijastinuma vecim je dijelom smjestena s desne
strane medijastinuma, potiskuje desni reZanj stitnjace
i traheju
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uredne vrijednosti leukocita (7,59 x 10°/L) i trom-
bocita (376 x 10°/L), ubrzana sedimentacija eritro-
cita (SE 82 mm/3,6ks) i povisen C reaktivni protein
(CRP 50,8 mg/L). Na ultrazvu¢nom (UZV) pregle-
du vrata primijecen je povecan limfni ¢vor desno u
IV regiji. U¢injena je citoloska punkcija ¢vora koja
je ukazivala na limfoproliferativhu bolest. Pato-
histoloskom dijagnostikom (PHD) ekstirpiranog
¢vora nisu nadeni morfoloski znakovi limfoproli-
ferativne bolesti. Radi daljnje obrade bolesnica je
premjeStena u nasu ustanovu. Kompjutoriziranom
tomografijom (CT) toraksa uocena je ekspanzivna
tvorba u podrudju prednjeg medijastinuma duzine
11 cm u kraniokaudalnom smjeru. Tumorska masa
u koju su inkorporirane vaskularne strukture ve-
¢im je dijelom bila smjestena s desne strane, gdje se
u kranijalnom dijelu 8irila prema vratu potiskujuci
desni rezanj stitnjace i traheju $to je omogucdilo re-
trosternalni pristup citoloskoj punkciji tumora pod
kontrolom UZV-a (sl. 1).

Punkcijom je dobiven oskudno celularan uzorak
s pojedina¢nim, atipi¢nim, nezrelim stanicama,
njezne strukture kromatina i oskudne citoplazme
u kojoj se mjestimice uocavaju granula te Auerovi
Stapici. Navedene su stanice pokazivale pozitivhu
citokemijsku reakciju na mijeloperoksidazu dok su
imunocitokemijski bile negativne na Tdt, CD20 i
CD34 (sl. 2).

Uzevsi u obzir morfoloske, citokemijske i imunoci-
tokemijske karakteristike postavljena je dijagnoza
mijeloidnog sarkoma. Zbog oskudne celularnosti
uzorak nije bio adekvatan za analizu na proto¢nom
citometru. Pacijentici je nakon desnostrane para-
sternotomije ucinjena biopsija tumorske tvorbe,
koja je bila histoloski gradena od malih do srednje
velikih stanica vezikularnih jezgara i oskudne cito-
plazme. Tumorske stanice su imunohistokemijski
bile pozitivne na MPO, CD117, CD68KP1, a nega-
tivne na CD20, CD10, CD34, CD3, CD2, CD4, CD8
i CD30 te je potvrdena dijagnoza mijeloidnog sar-
koma. U razmazima periferne krvi nisu nadene ne-
zrele stanice (sl. 3).

Obrada je dopunjena punkcijom kostane srzi te
biopsijom kosti. U normocelularnom punktatu ko-
Stane srzi nadene su dobro zastupljene sve tri loze
hemocitopoeze uz prisutne sve razvojne stadije bez
umnazanja nezrelih oblika (sl. 3), §to je potvrdeno
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SL. 2. Nezrele tumorske stanice u punktatu medijastinalne tumorske tvorbe: a,b) MGG, x1000; ¢, d) citokemija,
x1000, mijeloperoksidaza.
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SL.3. a) Razmaz periferne krvi (MGG, x1000), b) Punktat kostane srzi (MGG, x1000).
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imunofenotipizacijom stanica na proto¢nom cito-
metru te biopsijom kosti. Na punktatu kostane srzi
ulinjena je i citogenetska analiza, a citogenetske
abnormalnosti nisu nadene. UZV pregledom abdo-
mena, vrata, prepona i pazuha te CT-om abdomena
i zdjelice nisu uoceni povecani limfni ¢vorovi niti
organomegalija. Bududi da u kostanoj srzi i perifer-
noj krvi nisu nadene umnoZene nezrele stanice, a
slikovnim je metodama (CT, UZV) isklju¢ena pro-
Sirenost bolesti izvan medijastinuma, zakljuceno je
da se radi o primarnom, neleukemijskom obliku
medijastinalnog mijeloidnog sarkoma. Zapoceta je
uvodna kemoterapija prema shemi ,,3+7” u sklopu
koje je bolesnica primila idarubicin 10 mg/m? tije-
kom 3 dana, te citarabin 100 mg/m? tijekom 7 dana.
Nekoliko dana nakon pocetka terapije u bolesnice
je zamijecen i izrazitiji otok desne strane vrata te je
ucinjen ultrazvucni pregled vrata obojenim dople-
rom. Bududi da se verificiralo trombozu unutarnje
jugularne vene lije¢ena je i niskomolekularnim he-
parinom, nakon ¢ega dolazi do rekanalizacije vene
i regresije simptoma.

RASPRAVA

Mijeloidni sarkom je rijetka hematoloska neoplaz-
ma koja nastaje ekstramedularnom proliferacijom
nezrelih mijeloi¢nih stanica uz potpuni ili djelomic-
ni gubitak arhitekture tkiva (1). Prvi je put opisuje
1811. godine A. Burns (14), a naziv klorom prvi ko-
risti A. King 1853. godine prema grékoj rijeci chlo-
ros (zelen) zbog zelene boje tumora koja nastaje ak-
tivnoséu enzima mijeloperoksidaze u tumorskim
stanicama (12). U literaturi nalazimo brojne sino-
nime kao $to su klorom, granulocitni sarkom, mo-
nocitni sarkom, mijeloblastom i ekstramedularni
mijeloidni tumor (1,4). Prema klasifikaciji Svjetske
zdravstvene organizacije (SZO) od 2001. godine
uvodi se termin mijeloidni sarkom (1). Premda se
mozZe javiti na bilo kojoj lokalizaciji u organizmu,
najéesce sijelo su kosti (lubanja, paranazalni sinusi,
prsna kost, rebra, kraljesci), limfni ¢vorovi, koza,
meko tkivo glave i vrata, gastrointestinalni trakt,
testis i sredidnji Zivcani sustav (1-4). Mijeloidni
sarkom medijastinuma, kakav je dijagnosticiran u
nase pacijentice, vrlo je rijedak (5-7). Prema Byrd
i sur. od 154 pacijenata s izoliranim mijeloidnim
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sarkomom, samo je 7 imalo medijastinalni tumor
(15). Yamauchi i Yasuda u 74 pacijenta s izoliranim
mijeloidnim sarkomom nalaze 10% medijastinal-
nih (13). Mijeloidni sarkom se razvija u 2-8% pa-
cijenata s AML te rjede u pacijenata s blasti¢cnom
transformacijom MDS ili CMN (6,8). Obi¢no se
javlja istodobno s pojavom leukemijske slike ili
kasnije u toku bolesti, a vrlo se rijetko vidi kao izo-
lirani entitet bez zahvacanja kostane srzi i perifer-
ne krvi koji moZe mjesecima i godinama prethoditi
razvoju leukemijske slike. U takvim slucajevima
se vrlo ¢esto postavlja pogresna dijagnoza, najce-
§¢e ne-Hodginovog limfoma (NHL) (5, 11-13). U
prikazanom se slucaju radilo o tumorskoj tvorbi
ograni¢enoj na medijastinum bez zahvacanja ko-
Stane srzi i periferne krvi. Unato¢ tome, paZzljivom
citomorfoloskom analizom uz primjenu dodatnih
tehnologija (citokemija, imunocitokemija) postav-
ljena je ispravna dijagnoza. Yamauchi i Yasuda pri-
kazuju da je u 47% (35/74) pacijenata s izoliranim
mijeloidnim sarkomom inicijalno postavljena po-
gresna dijagnoza. U 31 pacijenta postavljena je di-
jagnoza maligne limfoproliferativne bolesti (NHL,
limfosarkom, histiocitni limfom, limfocitni sarkom
i mijelom), a u 4 pacijenta dijagnoza eozinofilnog
sarkoma i karcinoma. To¢na dijagnoza postavljena
je tek nakon razvoja leukemijske slike pregledom
razmaza ko$tane srzi i periferne krvi (13). Prema
radu Meis i sur. ¢ak u 75% (12/16) pacijenata s izo-
liranim mijeloidnim sarkomom stanje je inicijalno
pogresno dijagnosticirano najc¢e$ée kao velikosta-
ni¢ni limfom (9). U diferencijalnoj dijagnostici mi-
jeloidnog sarkoma osim hematoloskih neoplazmi
(prvenstveno ne-Hodginovih limfoma kao Sto su
limfoblasti¢ni limfom, Burkittov limfom, difuzni B
velikostani¢ni limfom te anaplasti¢ni velikostani¢-
ni limfom) treba razmotriti i nehematoloske neo-
plazme (slabo diferencirani karcinom, melanom i
sarkom) (1,2,4,16), kao i neke nemaligne procese
(upala, ekstramedularna hematopoeza) (4). Kod
pacijenata s medijastinalnim tumorom poput nase
bolesnice, uz najcesce entitete koji se vide na toj
lokalizaciji (limfom, timom, metastatski karcinom,
germinativni ili neuroloski tumori) mora se raz-
misljati i o znatno rjedem mijeloidnom sarkomu
(5,6). Za postavljanje to¢ne dijagnoze posebno kod
izoliranog mijeloidnog sarkoma bez leukemijske
slike ¢esto je neophodno morfolosku analizu upot-
puniti dodatnim tehnologijama kao $to su citoke-
mija, imunocitokemija, proto¢na citometrija, PCR i
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citogenetika. Imunofenotipizacija nezrelih stanica,
bilo imunocitokemijski i/ili na proto¢nom cito-
metru, ima veliko znacenje pri postavljanju to¢ne
dijagnoze posebno ako su morfoloske karakteristi-
ke mijeloidne diferencijacije slabo izrazene (1,16).
Traweek sa sur. navodi da se 96% mijeloidnih sar-
koma mozZze ispravno dijagnosticirati uz koristenje
imunohistokemijskog panela koji uklju¢uje CD20,
CD43, CD68 i MPO (17). U 95% pacijenata s izolira-
nim mijeloidnim sarkomom razvija se AML unutar
razdoblja od 1 do 48 mjeseci (2,9). U pacijenata li-
je¢enih agresivnom kemoterapijom to je razdoblje
duze u odnosu na pacijente lije¢ene samo kirurski
ili radioterapijom (13).

Yamauchi i Yasuda podijelili su 74 pacijenta s izoli-
ranim mijeloidnim sarkomom u tri skupine prema
provedenoj terapiji. U skupini pacijenata u kojih je
ucinjena samo kirurska resekcija tumora, razdoblje
od postavljanja dijagnoze do pojave leukemijske
slike bilo je najkrace (medijan 3 mjeseca), u skupi-
ni bolesnika lije¢enih lokalnim zracenjem medijan
je bio 6 mjeseci, dok je u pacijenata koji su dobili
sistemsku kemoterapiju to razdoblje bilo najduze
(medijan 12 mjeseci) (13). Medutim, u pacijenata
lije¢enih kemoterapijom bolji rezultati postignuti
su kod onih lijecenih kemoterapijom za AML nego
kod pacijenata lije¢enih kemoterapijom koja se ko-
risti za limfoproliferativne bolesti (13,18). Buduci
da se znacajan postotak primarnih mijeloidnih sar-
koma inicijalno pogresno dijagnosticira (47-75%),
najcesée kao NHL (9,13), to ima za posljedicu lije-
¢enje takvih pacijenata manje uc¢inkovitom kemote-
rapijom za limfoproliferativne bolesti.

ZAKLJUCAK

U diferencijalnoj dijagnostici solidnih tumora gra-
denih od nezrelih stanica tipa blasta treba razmi-
8ljati i o mijeloidnom sarkomu buduci da je postav-
ljanje to¢ne dijagnoze neophodno za provodenje
pravodobne i ispravne terapije. Slaba izrazenost ili
izostanak jasnih znakova mijeloidne diferencijaci-
je moze otezati morfolosku dijagnostiku, a kako se
radi o vrlo rijetkom entitetu koji svojom klini¢kom
prezentacijom cesto nalikuje limfomu, izolirani
mijeloidni sarkom je dijagnosticki izazov, kako za
morfologe, tako i za klinicare.
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Extramedullary myeloid cell tumors. An immunohisto-

SUMMARY

ISOLATED MYELOID SARCOMA INVOLVING THE MEDIASTINUM

B. JELIC-PUSKARIC?, I. KARDUM-SKELINS, D. SUSTERCIC!, M. PAZUR},
R. VRHOVAC?%, D. RADIC-KRISTO? NJ. GREDELJ-SIMEC?,
D. OBRAD KOVACEVIC?, J. PLASCAK?, S. GASPAROV*® and B. JAKSIC?5

!Merkur University Hospital, Department of Clinical Cytology and Cytogenetics, Department of Internal
Medicine, Division of Hematology, *Department of Diagnostic and Interventional Radiology, *Department
of Pathology and Cytology and >University of Zagreb School of Medicine, Zagreb, Croatia

Myeloid sarcoma is a rare extramedullary solid tumor consisting of immature myeloid cells and most commonly involving the
bone, skin, lymph nodes, soft tissue, gastrointestinal tract and testis. Mediastinal myeloid sarcoma is very rare. There are two
major types of myeloid sarcoma: granulocytic sarcoma and monoblastic sarcoma, according to immature cell type. Myeloid
sarcoma is found in 2%-8% of patients with acute myeloid leukemia (AML). Myeloid sarcoma may develop before or concurrently
with AML, or may be the initial manifestation of AML relapse in previously treated patients. Blast transformation of some form of
myeloproliferative neoplasm or myelodysplastic syndrome may also manifest as myeloid sarcoma. A major differential diagnostic
problem is isolated primary myeloid sarcoma without bone marrow and peripheral blood involvement, which may precede leuke-
mic stage for months or years, and which is frequently misdiagnosed, mostly as malignant lymphoma. A case is presented of a
56-year-old female patient complaining of weakness, vertigo, dry cough and breathing difficulties. Clinical examination revealed
enhanced vascular pattern on the right chest and right arm edema. Computed tomography (CT) of the thorax showed an expan-
sive growth measuring 11 cm craniocaudally in the anterior mediastinum. Fine needle aspiration cytology of tumor mass yielded
a scarcely cellular sample with individual atypical immature cells, fine chromatin structure and scarce cytoplasm with occasional
granules and Auer rods. Considering the morphological, cytochemical and immunocytochemical characteristics of immature
cells, the diagnosis of myeloid sarcoma was made and verified by histopathology of tumor biopsy sample. Immature cells were
not found by analysis of bone marrow puncture sample, imnmunophenotyping of bone marrow cells and bone biopsy analysis.
As immature cell proliferation was not detected in bone marrow and peripheral blood, while spread of the disease beyond the
mediastinum was ruled out by imaging methods (CT, ultrasonography), it was decided to be a primary non-leukemic form of me-
diastinal myeloid sarcoma. Myeloid sarcoma should be taken in consideration on differential diagnosis of solid tumors because
making an accurate diagnosis is necessary for timely initiation of appropriate therapy. Weakly expressed or lacking clear signs of
myeloid differentiation may hamper morphological diagnosis. As isolated myeloid sarcoma is a very rare entity frequently resem-
bling lymphoma in clinical presentation, it poses a major diagnostic challenge for both morphologists and clinicians.

Key words: isolated myeloid sarcoma, acute myeloid leukemia, mediastinum
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Prikaz bolesnika

ANTIAGREGACIJSKA TERAPIJA NAKON
PERKUTANE KORONARNE INTERVENCIJE KOD BOLESNIKA
S TROMBOCITOPENIJOM - PRIKAZ BOLESNIKA

HELENA JERKIC!, TOMISLAV LETILOVIC!?, KRISTINA NARANCIC SKORIC!, BOSKO SKORIC?,
IVICA PREMUZIC MESTROVIC!, DARKO POCANIC?, DAMIR KOZMAR?! i STJEPAN KRANJCEVIC!

Klinicka bolnica Merkur, Klinika za unutarnje bolesti, Sluzba za kardiologiju, *Klinicki bolnicki centar Zagreb,
Klinika za bolesti srca i kronih Zila i 3Sveuciliste u Zagrebu, Medicinski fakultet, Zagreb, Hrvatska

Bolesnicima kojima je tijekom perkutane koronarne intervencije ugraden stent potrebno je primijeniti dvostruku antiagregacijsku
terapiju koja se sastoji od acetilsalicilne kiseline i najée$¢e klopidogrela. Navedena terapija je povezana s povoljnijim klinickim
ishodom uz cijenu nesto veceg rizika krvarenja. Katkada je ugradnja stenta indicirana i u bolesnika s trombocitopenijom. U takvih
je bolesnika zna€ajno veci navedeni rizik od krvarenja, a rizik od potencijalno fatalnog, trombotskog dogadaja je tesko procijeniti.
Zbog navedenog, bolesnici s ugradenim stentom i trombocitopenijom poseban su klini¢ki izazov. U ovom radu pokusat ¢emo
prikazati jedan od mogucih dijagnostickih i terapijskih pristupa u lijeenju takvih bolesnika.

Kljuéne rijeci: trombociti, agregacija, acetilsalicilna kiselina, klopidogrel, trombocitopenija

Adresa za dopisivanje: Helena Jerki¢, dr. med.
Sluzba za kardiologiju
Klinika za unutarnje bolesti
Klinicka bolnica ,Merkur®
Zajceva 19
10000 Zagreb, Hrvatska
E- posta: helena.jerkic@zg.t-com.hr

UvOD

Bolesnicima kojima je tijekom perkutane koronar-
ne intervencije ugraden stent potrebno je primijeni-
ti dvostruku antiagregacijsku terapiju koja se sasto-
ji od acetilsalicilne kiseline i naj¢esce klopidogrela
u trajanju od 6 do 12 mjeseci (ovisno o vrsti stenta)
(1). Povoljan u¢inak dvojne antiagregacijske terapi-
je u tih bolesnika dokazan je velikim randomizira-
nim klini¢kim studijama (2,3), a patofizioloski me-
hanizam se osniva na direktnom antiishemijskom
ucinku (4,5) kao i na prevenciji potencijalno fatalne
tromboze u stentu (6). Individualna varijabilnost
bolesnika koja moze dovesti do neucinkovitosti
navedene terapije, a naziva se rezistencijom, pove-
zana je s nepovoljnim klini¢kim ishodima (7,8) te
je kao takva predmetom brojnih istrazivanja, kako

povecane doze navedenih lijekova (9), tako i novih
preparata (10,11). Sve navedene studije jednako su
tako pokazale da dvojna antiagregacijska terapija
povecava rizik krvarenja.

S druge strane postoje i bolesnici u kojih je smanjen
bilo broj bilo u¢inkovitost trombocita, a za takve
bolesnike ne postoje preporuke o adekvatnoj antia-
gregacijskoj terapiji.

Prikazujemo slucaj bolesnika u kojeg je mjesec
dana nakon ugradnje stenta u koronarnu arteriju
otkrivena trombocitopenija. Cilj rada je pokazati
dijagnosticke metode koristene u otkrivanju poten-
cijalno reverzibilnih uzroka trombocitopenije kao i
metode kori$tene u procjeni adekvatnosti primije-
njene antiagregacijske terapije.
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PRIKAZ BOLESNIKA

Muskarcu u dobi od 73 godine je zbog novona-
stalih anginoznih tegoba s objektiviziranom ishe-
mijom prednje sréane stijenke ucinjena perkutana
koronarna intervencija s ugradnjom stenta u lijevu
koronarnu arteriju. Prije godinu dana je u sklopu
akutnog koronarnog zbivanja ucinjena perkutana
koronarna intervencija s ugradnjom stenta u desnu
koronarnu arteriju, kada je zapoceta dvojna anti-
agregacijska terapija u standardnoj dozi (klopido-
grel 75 mg + acetilsalicilna kiselina 100 mg), koja je
sada nastavljena.

Nakon mjesec dana, na kontrolnom pregledu se
uodi novonastala trombocitopenija (vrijednosti u
pracenju 38 - 62x10° trombocita/L). Bolesnik je bio
bez subjektivnih tegoba te bez vidljivih znakova
vanjskog krvarenja. S obzirom na mogucu trombo-
citopeniju u sklopu primjene acetilsalicilne kiseli-
ne, iskljucili smo je iz terapije te je nastavljena tera-
pija klopidogrelom u dozi 150 mg na dan. U¢injena
je citoloska punkcija kostane srzi kojom se ne nade
znakova zatajenja koStane srzi. Laboratorijskom
obradom se isklju¢i pseudotrombocitopenija. Di-
rektni i indirektni test na antitrombocitna antitijela
bio je negativan. U citoloskom razmazu periferne
krvi nismo nasli elemente trombotske mikroangio-
patije. Ultrazvucnim se pregledom utvrdi blago
uvecana slezena.

Radi procjene stupnja inhibicije specifiénih puto-
va agregacije trombocita koji su ina¢e meta dvojne
antitrombocitne terapije ucinjen je test agregacije
trombocita metodom Multiplate® s adenozin di-
fosfatom (ADP-test) i s arahidonskom kiselinom
(ASPI-test) (12,13) koji su ukazali da su oba puta
pojacano inhibirana («hiperreaktor») zbog cega je
reducirana doza klopidogrela na 75 mg na dan.
Na kontrolnom pregledu za 2 tjedna, na kojem se
i dalje biljezi trombocitopenija, ponovljeni testovi
agregacije trombocita ponovno pokazuju kako su
oba mehanizma agregacije trombocita izrazito in-
hibirana. Kako je bolesnik bio bez vidljivih znako-
va vanjskog krvarenja te kako nije imao niti labora-
torijskih znakova krvarenja, nastavljena je do tada
propisana antiagregacijska terapija.

RASPRAVA

Postoje jasne preporuke o potrebi primjene dvojne
antiagregacijske terapije u bolesnika u kojih je ti-
jekom perkutane koronarne intervencije ugraden
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stent. Te su preporuke temeljene na brojnim veli-
kim, randomiziranim, dvostruko slijepim klini¢-
kim studijama kao i na poznatoj ulozi agregacije
trombocita u patofiziologiji svih, a ponajprije akut-
nih oblika koronarne bolesti.

U klini¢koj se praksi katkad susre¢u bolesnici u ko-
jih je smanjen broj trombocita, a u kojih je indicira-
na perkutana koronarna intervencija uz ugradnju
stenta. Nazalost za takve bolesnike ne postoje niti
dobro dokumentirana istrazivanja niti jasne prepo-
ruke. Izvjesno je pak kako je u tih bolesnika rizik
krvarenja na dvojnoj antiagreacijskoj terapiji do-
datno povecan.

Racionalan pristup u takvim slucajevima jest po-
najprije ukloniti potencijalne uzroc¢nike te pokusati
otkriti potencijalno reverzibilne uzroke trombo-
citopenije. U velikog broja bolesnika, pa tako i u
naseg bolesnika, navedeni uzrok, nazalost, nije mo-
guce pronadi ili ukloniti.

U tih se bolesnika najopravdanijim ¢ini individu-
alizirati antiagregacijsku terapiju na temelju re-
zultata testova agregacije trombocita s adenozin
difosfatom te testova aspirinske rezistencije. Test
agregacije trombocita s adenozin difosfatom, koji
pokazuje adekvatnost terapije klopidogrelom,
pokazao je kako je na$ bolesnik hiperreaktor bez
obzira na primijenjenu dozu klopidogrela. S dru-
ge pak strane, test aspirinske rezistencije takoder
je pokazao hipereaktivnost bez obzira $to bolesnik
uopcée nije bio na terapiji acetilsalicilnom kiseli-
nom. O¢ito je stoga kako broj trombocita utjece na
rezultate navedenih testova, ali se ipak ¢ini kako su
ti rezultati u skladu sa stanjem agregacijskog susta-
va bolesnika te su kao takvi pouzdani pokazatelji
adekvatnosti terapije. Sljede¢i moguci korak bio bi
u potpunosti ukloniti antiagregacijsku terapiju, s
obzirom da je bolesnik i dalje hipereaktor na oba li-
jeka. Potpunom izostavljanju antiagregacijske tera-
pije za sada nismo bili skloni obzirom na izostanak
znakova krvarenja kao i na strah od potencijalno
fatalnih komplikacija (tromboza stenta).

ZAKLJUCAK

Bolesnici s trombocitopenijom u kojih je iz bilo ko-
jeg razloga potrebna dvojna antiagregacijska tera-
pija klini¢ki su izazov s obzirom na potencijalno
fatalna krvarenja koja su u tom slu¢aju moguca. S
druge pak strane, neopravdano izostavljanje dvoj-
ne antiagregacijske terapije moze dovesti do zna-
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¢ajnih nepovoljnih klini¢kih ishoda ¢ak i u bolesni-
ka s trombocitopenijom. Individualizirani pristup,
temeljen ponajprije na otkrivanju potencijalno re-
verzibilnih uzroka kao i na upotrebi novijih meto-
da procjene funkcije agregacijskog sustava, ¢ine se
najracionalnijim postupkom u takvim sluc¢ajevima.
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SUMMARY

ANTIAGGREGATION THERAPY AFTER PERCUTANEOUS CORONARY
INTERVENTION IN A PATIENT WITH THROMBOCYTOPENIA: CASE REPORT

H. JERKICY, T. LETILOVIC"3, K. NARANCIC SKORIC?, B. SKORIC?,
I. PREMUZIC MESTROVIC!, D. POCANIC!, D. KOZMAR! and S. KRANJCEVIC!

Merkur University Hospital, Department of Medicine, Division of Cardiology, *Zagreb University
Hospital Center, Department for Cardivascular Diseases and *University of Zagreb, School of Medicine,

Zagreb, Croatia

Dual antiaggregation (antiplatelet) therapy is mandatory in patients having received a stent during percutaneous coronary in-
tervention. This therapy usually consists of acetylsalicylic acid (100 mg per day) and clopidogrel (75 mg per day) for at least 6
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to 12 months (depending on the type of stent). Such therapy has been shown to reduce significantly unwanted clinical events,
although slightly increasing the risk of bleeding. Coronary stents must rarely be implanted in patients who have or develop throm-
bocytopenia. In such patients, the risk of bleeding is increased manifold. On the other hand, the risk of potentially fatal thrombotic
events is unknown. In this case report, we present a patient who developed thrombocytopenia shortly (one month) after the stent
had been implanted. After thorough clinical workup, we could not find the remediable cause of thrombocytopenia. Because of
the potential of acetylsalicylic acid to induce thrombocytopenia, it was excluded from therapy and a double dose of clopidogrel
(150 mg per day) was introduced. Then we decided to evaluate platelet function with the ADP aggregation test (which indicates
the degree to which the function of platelets is blocked by clopidogrel) and aspirin resistance test (which indicates the degree to
which the function of platelets is blocked by acetylsalicylic acid). In the first set of tests, the patient was shown to be hyperreac-
tive to both substances. We then lowered the dose of clopidogrel to the standard dose and evaluated the function of platelets
with the same tests two weeks later and the results were the same. Because the patient was without obvious and laboratory
signs of bleeding, we decided not to change the prescribed antiplatelet therapy because of fear from potentially fatal thrombotic
events. The use of dual antiplatelet therapy in patients with thrombocytopenia is particularly challenging. We believe that in such
patients, firstly, the cause of thrombocytopenia should be sought for by thorough clinical investigation. If not found, as in our
patient, tailoring of such therapy should be done using currently available aggregation tests. In such a way, patients could be
protected from both excessive bleeding and potentially devastating thrombotic events. Unfortunately, this is a sole example and
definite conclusions could only be made on larger studies.

Key words: platelets, aggregation, acetylsalicylic acid, clopidogrel, thrombocytopenia
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ENDOMETRALNI KARCINOM SVIJETLIH STANICA U
ATROFICNOM ENDOMETRALNOM POLIPU - PRIKAZ BOLESNICE

SUZANA KATALENIC SIMON?, INES KRIVAK BOLANCA!, KARMELA SENTIJA!,
GOJKO ZOVKO? MARIO PODGAJSKI? JOSIP VALETIC? i ANITA SKRTIC3#

Klinicka bolnica Merkur, Zavod za klinicku citologiju i citogenetiku, Jedinica za ginekolosku citologiju i
citogenetiku, *Klinika za Zenske bolesti i porode, *Klinicki zavod za patologiju i citologiju
i*Medicinski fakultet Sveucilista u Zagrebu, Zagreb, Hrvatska

Karcinom svijetlih stanica (KSS) je rijedak oblik endometralnog karcinoma neovisnog o estrogenu. Cini 1-5,5% svih endometral-
nih karcinoma. Najces$ce se javlja u postmenopauzi, kao tumor slabijeg stupnja diferenciranosti, biolo$ki agresivnijeg ponasanja
i s losijom prognozom. Histoloski se moze pojaviti kao solidni, tubularni, cisti¢ni ili papilarni oblik s karakteristicnim malignim
svjetlim stanicama. Ovo je prikaz izuzetno rijetkog sluc¢aja u kojem je bioloski agresivni tip tumora ostao ograni¢en unutar polipa
endometrija. Sedamdesetdvogodi$njoj bolesnici s oskudnim krvarenjem u postmenopauzi ucinjena je frakcionirana kiretaza, a
oskudan materijal otezavao je patohistolo$ku dijagnozu malignog procesa. Metodom direktnog uzimanja materijala ¢etkicom iz
materi$ta za citolosku analizu materijal je bio obilniji. U podlozi stare krvi i mnostva histiocitarnih stanica prisutne su atipi¢ne
epitelne stanice, izrazenih nukleola i nesto obilnijom citoplazmom. Uz suspektan ultrazvuéni i pozitivan citolo$ki nalaz ucini se hi-
sterektomija s obostranom adneksektomijom. Na presjeku kroz korpus uterusa materiste je bilo ispunjeno polipoznom tvorbom,
atrofiénim endometralnim polipom sa zZariStem KSS endometrija bez vaskularne invazije kao i invazije miometrija. S obzirom na
iskustvo u prikazanom sluc¢aju misljenja smo da je metodu direktnog uzimanja uzorka iz materista Cetkicom i njegovu citolosku
analizu opravdano koristiti u dijagnosti¢kom protokolu u bolesnica oboljelih od endometralnih tumora.

Kljucne rijeci: citologija endometrija, aspirat materista, karcinom svijetlih stanica endometrija
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UvOD

Karcinom svijetlih stanica (KSS) je rijedak oblik
karcinoma endometrija s pojavnoséu 1-5,5% svih
endometralnih karcinoma, pripada skupini en-
dometralnih karcinoma neovisnih o estrogenima,
agresivnog je klinickog tijeka s loSom prognozom
(1). Ucestalost KSS je veca u Zena u postmenopauzi;
prosjec¢na dob bolesnica krece se u rasponu od 62
do 67 godina (2). Prve publikacije o KSS endome-
trija autora Silverberga i De Giorgija te Kurmana
i Scullyja potjecu iz ranih 1970-tih godina upravo
zbog rijetke pojavnosti ovog tumora (3,4). Nove
molekularne metode, medutim, do danas pokazu-
ju oskudne i nedovoljno razjasnjene rezultate mo-

lekularnih promjena u patogenezi ovog karcinoma
kao i modalitete optimalnog lije¢enja - kemotera-
pija; zracenje zdjelice s brahiterapijom; zracenje
zdjelice sa zrac¢enjem ili bez zrac¢enja paraaortalnih
limfnih ¢vorova uz kemoterapiju (1). Zbog morfo-
loske sli¢nosti s karcinomom svjetlih stanica bubre-
ga smatralo se da pripada tumorima podrijetlom
od mezonefrosa, medutim, nalaz svjetlih mali-
gnih stanica u endometriju upuéuje na podrijetlo
od Miillerovih cijevi (5). KSS se moze razviti i u
jajniku, cerviksu ili u rodnici, s istim histoloskim
obiljezjima - u obliku solidnih, tubularnih, cisti¢nih
ili papilarnih formacija. KSS pripada tumorima sla-
bijeg stupnja diferenciranosti, izrazene nuklearne
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atipije i bioloski agresivnog tijeka. U trenutku di-
jagnosticiranja bolesnice su ¢esto ve¢ u uznapredo-
valom stadiju bolesti. Rijetko je tumor ogranicen u
endometriju kao polipozna tvorba (6). Petogodis-
nje prezivljenje prema izvjestaju FIGO (Federation
Internationale de Gynecologie et Ostetrique) iz 2006.
godine iznosi 62,5% i pripada karcinomima losije
prognoze (1).

PRIKAZ BOLESNICE

Sedamdesetdvogodi$nja bolesnica zaprimljenajeu
Kliniku za Zenske bolesti i porode zbog oskudnog
krvarenja. Ultrazvukom je prikazan zadebljani en-
dometrij debljine 15 mm i nesto slobodne tekucine
u maloj zdjelici. Materijal dobiven frakcioniranom
kiretazom bio je oskudan. Patohistoloska analiza

materijala ukazivala je na endometrij sitnostanic¢ne
strome sa zlijezdama obloZenima jednorednim do
pseudostratificiranim endometralnim epitelom bez
mitotske aktivnosti, te manje nakupine i pojedinac-
ne epitelne stanice umjerene polimorfije jezgara,
grubljeg grudastog kromatina. Serumska razina
tumorskog biljega Cal25 iznosila je 43,8 U/mL
(norm do 35). Mjerenjem Cal25 tijekom sljedecih
dvaju mjeseca uocene su nize serumske vrijedno-
sti (Cal25 39,27 U/mL). Ultrazvukom je prikazan
ponovo zadebljani endometrij debljine 10 mm sa-
¢astog izgleda $to ispunjava materiste. Analizom
vaginalnog, cervikalnog i endocervikalnog (VCE)
citoloskog uzorka nije nadena abnormalnost epi-
tela ve¢ izraZena estrogena stimulacija epitela Sto
je predstavljalo odstupanje s obzirom na dob bo-
lesnice. Ponovljenom frakcioniranom kiretazom
materijal je bio vrlo oskudan, a zarista detritusa s
degenerativno promijenjenim epitelnim stanica-
ma bila su nedostatna za dijagnozu. Buduéi da se

Sl. 2. a,b,c - Patohistoloska slika karcinoma svijetlih stanica endometrija u atroficnom endometralnom polipu (a,b,
povecanje x40; ¢, poveéanje x400; bojenje HE). d, imunohistokemijsko bojanje MIB jezgara tumorskih stanica u
karcinomu svijetlih stanica endometrija (d, povecanje x 400).
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frakcioniranom kiretazom u dva navrata nije dobio
zadovoljavajué¢i materijal za patohistolosku dija-
gnozu, paletu dijagnosti¢kih postupaka se prosirilo
na primjenu metode direktnog uzimanja materijala
materista Cetkicom (uterobrush). Navedenom meto-
dom dobiveni materijal bio je celularniji. Citoloska
analiza ukazivala je na nakupine suspektnih Zzli-
jezdanih stanica endocervikalnog tipa, povecanih
hiperkromatskih jezgara s naglasenim nukleolima
(sl. 1a,b,c,d), kao i pojedinacne atipi¢ne gole jezgre
izrazenih nukleola i gustog kromatina.

U pozadini preparata prevladavaju histiociti i sta-
ra krv. S obzirom na opisane promjene u materi-
jalu materi$ta postavila se dijagnoza suspektne
intraepitelne lezije, adenokarcinoma endocervi-
kalnog tipa. Na temelju navedenog te suspektnog
ultrazvuénog nalaza ucinjena je histerektomija s
obostranom adneksektomijom. Intraoperativhom
citoloSkom analizom ispirka peritoneja nisu bile
nadene morfoloski suspektne stanice. Patohisto-

loskom analizom na presjeku u kavumu materni-
$ta uocila se polipozna tvorba veli¢ine 4x3,5x1,5
cm glatke povrsine, na presjeku pseudocisti¢na
sa solidnim ZariStem promjera 1 cm. Morfoloski
je polipozna tvorba bila gradena od rahle vezivne
strome unutar koje su se nalazile Zlijezde obloZene
atroficnim endometralnim epitelom te je promjena
ukazivala na atrofi¢ni endometralni polip. Opisa-
no solidno zariste bilo je gradeno od umnoZenih
zlijezdanih formacija obloZenim atipi¢nim epitel-
nim stanicama srednje obilnih svijetlih citoplazmi,
hiperkromatskih jezgara s izrazenim nukleolima i
tek po kojom , hobnail” formacijom uz prisutan sta-
ni¢ni detritus (sl. 2 a,b,c,d).

Tumor je dopirao do povrsine polipozne tvorbe ali
bez vaskularne invazije kao i invazije miometrija.
Imunohistokemijskim bojanjem MIB (DakoCyto-
mation Denmark) 20-30% jezgara tumorskih sta-
nica bilo je pozitivno. Na temelju morfoloske slike
postavilo se dijagnozu karcinoma svjetlih stanica

Sl 1. Citoloska slika malignih svjetlih stanica u endometriju dobivenih uterobrushom (bojenje a. po MGG x400;
b,c,d po Papanicolaou x400)
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endometrija. S obzirom na ograni¢enost malignog
procesa nije bilo potrebno dodatno lije¢enje bole-
snice ve¢ redovite klini¢ke i ultrazvu¢ne kontrole
u kojima su tijekom petnaest mjeseci nalazi bili u
granicama normale.

RASPRAVA

Karcinom svjetlih stanica endometrija karakterizi-
ran je malignim, svjetlim stanicama - ,clear cell”,
koje citoloski nije uvijek moguce prepoznati zbog
slabije diferenciranosti stanica, raznolikosti histo-
loskih tipova tumora endometrija, prisutnosti ra-
zli¢itih tumorskih komponenata u istom uzorku
kao i veli¢ine i prosirenosti tumorskog procesa
(7-12). U prikazu ovog slucaja primjenom metode
frakcionirane kiretaZze u dva navrata uzorak za pa-
tohistoloSku analizu nije bio dostatan za potvrdu
malignog procesa te je indicirano uzimanje materi-
jala iz materiSta ¢etkicom (uterobrush). U literaturi
rezultati direktnog uzimanja materijala iz materi-
Sta Cetkicom ukazuju na pouzdanost metode jer
je materijal obilniji i celularniji Sto se i potvrdilo
u prikazu ove bolesnice (13-16). Aspiratom je do-
biven dostatan materijal, brojne o¢uvane epitelne
stanice suspektne na adenokarcinom endocervikal-
nog podrijetla. Brojni autori navode direktno uzi-
manje materijala iz materista ¢etkicom korisnom
i ¢esto upotrebljavanom metodom u analiziranju
endometralnih promjena (8,-19). U studiji Klemija
i sur. osjetljivost analize navedenih citoloskih obri-
saka u dijagnostici malignih procese bila je 91,7%,
a specifi¢nost 92,4% (20). Razlog visokog postot-
ka dijagnosticke to¢nosti je upravo taj $to i neko-
liko tumorskih stanica na citoloskim preparatima
omogucuje dijagnozu malignog procesa, a to se
potvrdilo i u ovom slucaju. Osjetljivost i specifi¢-
nost dijagnosticiranja malignog procesa povecava
se upotrebom citoloskih i patohistoloskih meto-
da u analizi materijala (20). Kei i sur. su prikazali
slu¢aj endometralnog karcinoma ograni¢enog u
fundusu materista. Uzimanje materijala i poslje-
di¢na patohistoloska analiza bila je otezana zbog
poloZaja tumora u materistu, dok je uzimanje ma-
terijala direktnom metodom cetkice iz endometri-
ja i postavljanje citoloske dijagnoze bilo olaksano
(21). Moguc¢nost analize pozadine preparata jos je
jedan od razloga koji pomaZzu u to¢nijoj dijagnozi
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u citoloskim uzorcima. U naSm slucaju u pozadini
citoloskog preparata bilo je obilje stare krvi i pjenu-
Savih histiocita, ali bez znakova tumorske dijateze
i bez kontaminacije stanicama endocerviksa. U lite-
raturi se navodi, da iako je tumor minimalan ili bez
nekroze i krvarenja, tumorska dijateza je ¢esce vid-
ljiva u citoloskim preparatima (16). U prikazanom
slucaju citoloskom analizom materijala postavljena
sumnja na neoplasti¢ni proces pokazala se to¢nom,
ali bez subtipizacije histoloskog tipa karcinoma.
S obzirom da je KSS endometrija rijedak tumor,
a drugi histoloski tipovi tumora endometrija kao
i netumorske lezije mogu sadrzavati svijetle sta-
nice dijagnoza KSS endometrija je otezana (22). U
skupinu netumorskih lezija koje predstavljaju dija-
gnosticke poteskoce ubrajaju se mikroglandularna
hiperplazija i fenomen Arias-Stella endometralnih
stanica. Diferencijalnu poteskoc¢u daju i tumori kao
$to su stromalni tumori glatkih misica, disgermi-
nom, metastatski tumori bubrega i trofoblasti¢ni
tumor (22). Diferencijalno dijagnosticki dolazi u
obzir i sekretorni tip karcinoma endometrija, sero-
zni karcinom te karcinom zZumanj¢ane vrece.

Analizom imunocitokemijskog i imunohistokemij-
skog bojanja opisanih promjena olaksano je, ali u
nekim slucajevima ne i u potpunosti omoguceno,
razlikovanje navedenih od KSS endometrija. U
KSS-a endometrija p53 cesce je pozitivan nego u
seroznog karcinoma endometrija, a od tumora zZu-
manjcane vrece razlikuje se po izostanku karakte-
ristiénih Schiller-Duvalovih tjeleSaca i nedostatku
alfa-fetoproteina u serumu (23). U ovom slucaju
imunohistokemijskim bojanjem MIB 20-30% jezga-
ra tumorskih stanica bilo je pozitivno sto se podu-
dara s rezultatima u literaturi (24).

Petogodis$nje prezivljenje bolesnica oboljelih od
KSS-a endometrija krece se u rasponu od 21% do
75% (6,-27). Uzrok takvog Sirokog raspona preZziv-
ljenja je taj Sto su koriSteni razli¢iti kriteriji za di-
jagnozu KSS. Pristup lijecenju karcinoma svijetlih
stanica endometrija identi¢an je tipu lije¢enja endo-
metroidnog tipa adenokarcinoma endometrija. Do-
datno lije¢enje radioterapijom ili kemoterapijom je
individualno (1). U ovom slucaju u bolesnice nije
ucinjena dodatna radioterapija, jer je tumor bio
ograni¢en na endometrij, bez znakova invazije u
miometrij. Bolesnica se kontrolirala klinickim pre-
gledima i kontrolama ultrazvukom u $estomjesec-
nim razmacima.
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ZAKLJUCAK

Usprkos oskudnim rezultatima citoloske dijagno-
stike karcinoma svijetlih stanica endometrija u
literaturi, misljenja smo da je metodu direktnog
uzimanja uzorka iz materista ¢etkicom i njegovu
citolosku analizu opravdano koristiti u dijagno-
stickom protokolu endometralnih tumora, jer ne
samo da upucuje na krajnju dijagnozu ve¢ i skrac¢u-
je vrijeme dijagnosticke obrade u bolesnica. Vazan
razlog je visoki postotak dijagnosti¢ke osjetljivosti
metode $to je potvrdeno i u drugim studijama, jer
se maligni proces moze potvrditi samo na temelju
nekoliko tumorskih stanica u citoloskim prepara-
tima.
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SUMMARY

CLEAR CELL CARCINOMA OF THE ENDOMETRIUM CONFINED TO
ATROPHIC ENDOMETRIAL POLYP - CASE REPORT

S. KATALENIC-SIMON?, I. KRIVAK-BOLANCA!, K. SENTIJA ¢,
G.ZOVKO? M. PODGAJSKI? J. VALETIC? and A. SKRTIC#

Merkur University Hospital, Department of Clinical Cytology and Cytogenetics, Division of
Gynecological Cytology and Cytogenetics, “Department of Gynaecology and Obstetrics, *Department of
Clinical Pathology and Cytology and *University of Zagreb, School of Medicine, Zagreb, Croatia

Clear cell carcinoma is a rare form of endometrial carcinoma inline type Il estrogen-independent. It accounts for only 1% to 5.5%
of all endometrial carcinomas. It is usually detected in postmenopausal women, who are older than those with endometrioid
carcinoma. Clear cell carcinoma may exhibit solid, papillary, tubular and cystic patterns. The malignant cells are characterized
by a moderate amount of clear or foamy cytoplasm; however, its recognition as a clear cell type of cancer cytologically is not
often possible. The tumor is usually poorly differentiated, tends to be high grade, with deep myometrial invasion, lymphovascular
space invasion, and metastasis in pelvic lymph node. That is why this tumor has a poor prognosis, as in our case of a 72-year-
old woman with symptoms of deficient uterine bleeding. In a period of two months, two suction endometrial curettages were
performed. The material obtained by endometrial curettage for histopathologic verification was very scanty. The assessment
described an inactive endometrium with degenerative epithelial cells in scanty necrotic background. Direct endometrial samples
with uterobrush yielded a finding of atypical epithelial cells of open etiology with dense chromatin and prominent nucleoli, also
with foam cell histiocytes and old blood in the background. Cytologic diagnosis of intraepithelial lesion, possible adenocarci-
noma was made. Ultrasonography of the uterus was suspect of neoplasm. After surgery, the pathologic diagnosis of endometrial
clear cell carcinoma was made. It was a rare case of aggressive type of endometrial carcinoma confined to an atrophic endo-
metrial polyp. In conclusion, we might say that direct endometrial sample can provide accurate diagnosis of endometrial tumor,
especially when the endometrial tumor is a small one, thus saving time for diagnostic testing. This is based on the potential of
cytology to make malignant diagnosis possible even with a few tumor cells on the slide.

Key words: endometrial cytology, uterobrush, endometrial clear cell carcinoma
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Prikaz bolesnika

HEPATOCELULARNI KARCINOM PRIMARNO
DIJAGNOSTICIRAN CITOLOSKOM PUNKCIJOM
METASTATSKOG PROCESA U ZDJELICNO]J KOSTI

BRANISLAV KOCMAN?, IKA KARDUM-SKELIN?¢, TAJANA FILIPEC-KANIZAJ?,
ANNA MRZLJAK?$, SLAVICA NAUMOVSKI-MIHALIC?, ZELJKO VIDAS?,
DRAGICA OBAD KOVACEVIC? i IVICA KOCMAN!

Klinicka bolnica Merkur, Klinika za kirurgiju, °Zavod za klinicku citologiju i citogenetiku, *Klinika za unutarnje

bolesti, *Sluzba za urologiju, °*Zavod za dijagnosticku i intervencijsku radiologiju i *Sveuciliste u Zagrebu,
Medicinski fakultet, Zagreb, Hrvatska

Hepatocelularni karcinom (HCC) u vecini se slu¢ajeva pojavljuje u bolesnika sa cirozom jetre nastalom zbog kroni€ne infekcije
virusom hepatitisa C (HCV). Opisujemo slu¢aj bolesnika s hepato-renalnim sindromom nastalim kao posljedica ciroze na bazi
HCV infekcije, kod kojeg primarni tumor u jetri nije dijagnosticiran rutinskom obradom, ve¢ je dijagnoza postavljena citoloSkom
punkcijom opsezne osteoliticke promjene u zdjeliénoj kosti u sklopu preoperativne transplantacijske obrade. Zbog neadekvatno-
sti donorske jetre (zbog tromboze arterije hepatike) odustalo se od transplantacijskog zahvata te je bolesnik vra¢en na konzer-
vativnu terapiju. lako metastaze HCC nisu rijetke, rijetko se nade opsezna kostana infiltracija, a da se primarni tumor dostupnim

metodama ne dijagnosticira rutinski.

Kljucne rije¢i: hepatocelularni karcinom, kostane metastaze, citoloska punkcija

Adresa za dopisivanje: Branislav Kocman, dr. med.
Klinika za kirurgiju
Klinicka bolnica Merkur
Zajceva 19
10 000 Zagreb, Hrvatska
Tel: +385 1 2253 321

E-posta: branislav.kocman@kb-merkur.hr

UvOD

Hepatocelularni karcinom (HCC) je primarni mali-
gni tumor jetre podrijetla stanica jetrenog parenhi-
ma (1). U oko 80% novodijagnosticiranih slucajeva
prisutna je ciroza jetre, naj¢es¢e uzrokovana alko-
holom te virusom hepatitisa B (HBV) ili C (HCV)
(2). Brojne epidemioloske studije opisuju jasnu
vezu izmedu kroni¢ne viralne infekcije i nastanka
HCC (3). Vaskularna invazija i hepatitis C stati-
sti¢ki su znacajni neovisni ¢imbenici prezivljenja i
recidiva bolesti. HCC metastazira najcesé¢e u plu-
¢a, regionalne limfne ¢vorove, peritoneum i nad-
bubrezne zlijezde. Incidencija kostanih metastaza
HCC je vrlo niska, a ako su prisutne prema ucesta-
losti naj¢esce su u kraljeScima, nakon cega slijede
zdjelica i rebra (4). Osim resekcije jetre, ortotropna

transplantacija jetre (OLT) je terapija izbora za bo-
lesnike s HCC i uznapredovalom jetrenom bolesti.
Usprkos napretku u dijagnostici i lije¢enju, dugo-
ro¢na prognoza uznapredovalog HCC s metastaza-
ma jo$ je uvijek losa.

PRIKAZ BOLESNIKA

Bolesniku je 2002. godine ustanovljena HCV-RNA
pozitivna ciroza jetre, tada ve¢ prisutna portalna
hipertenzija s hipersplenizmom i trombocitopeni-
jom zbog cega je bila kontraindicirana antiviralna
terapija. U 11. mjesecu 2006. godine prvi put je bila
prisutna hepatalna dekompenzija uz izrazito visok
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ikterus i subjektivno svrbez koZe. Unato¢ evakua-
ciji ascitesa i diuretskoj terapiji, ascites je bio refrak-
toran te se bolesnik stavlja na listu za transplanta-
ciju jetre.

Godine 2007., tada u dobi od 54 godine, primljen je
u Jedinicu intenzivne skrbi u KB Merkur s klinic-
kom slikom hepato-renalnog sindroma.

U laboratorijskim nalazima bile su prisutne viso-
ke vrijednosti aspartat-aminotransferaze (AST) 318
U/L (referentne vrijednosti 11-38); alanin-amino-
transferaze (ALT) 738 U/L (referentne vrijednosti
12-48); ukupnog bilirubina 50 pmol/L (referentne
vrijednosti 3-20); ureje 29,4 mmol/L (normalne vri-
jednosti 2,8-8,3); kreatinina 420 pmol/L (referentne
vrijednosti 79-125) te blago povisena vrijednost al-
kalne fosfataze (ALP) 145 U/L (referentne vrijed-

nosti 60-142). Ultrazvuc¢ni nalaz jetre prikazao je
jetru nepravilnih kontura, makronodularne grade,
difuzno hiperehogenije, grublje inhomogene struk-
ture, ali bez jasnih UZV znakova za postojanje Za-
ri$nih lezija. Vrlo sli¢an nalaz naden je i na CT-u
gdje je jetra bila takoder nehomogene strukture,
bez jasno vidljivih zari$nih lezija na nativno udi-
njenim presjecima (zbog tehnickih razloga nije se
mogla uciniti kontrastna pretraga). Medutim, na
CT slikama zdjelice bila je vidljiva opsezna osteo-
liza desne crijevne kosti koja je dopirala do desnog
sakro-ilija¢nog zgloba $to se potvrdilo i ultrazvuc-
nim pregledom parasakralnog podrudja uz desno
krilo ilija¢ne kosti, gdje se u komparaciji s lijevom
stranom nasla destrukcija kosti s vidljivom me-
kotkivhom inhomogenom i neostro ograni¢enom
masom koja je mjerila oko 10x4 cm. U¢injena je ci-
toloska punkcija pod kontrolom ultrazvuka iglom
za punkciju kostane srzi uz primijenjenu lokalnu

Slika 1. Hepatocelularni karcinom u punktatu metastatskog procesa iz zdjelicne kosti: a) May-Grionwald Giemsa,
x400; a) May-Grinwald Giemsa, x1000; c) imunocitokemijski izrazito pozitivne stanice na alfa feto protein, LSAB,
x1000; d) imunocitokemijski izrazito pozitivne stanice na CK18, LSAB, x1000
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anesteziju 2%-tnom otopinom ksilokaina. U izrazi-
to celularnim razmazima nadene su brojne nakupi-
ne atipi¢nih stanica sli¢nih hepatocitima (sl. 1a), ali
izrazene anizonukleoze, vidljivih nukleola, obilnije
bazofilne citoplazme s vidljivim zrncima Zuc¢nog
pigmenta (sl. 1b). Imunocitokemijskom obradom
stanice su pokazivale pozitivnost na a-feto protein
(AFP) (sl. 1c), CK18 (sl. 1d), CKS, a bile su nega-
tivne na CK19, Cal9,9 i CEA. Nalaz je odgovarao
hepatocelularnom karcinomu. U¢injena analiza tu-
morskih biljega pokazala je uredne vrijednosti CEA
2,0 (referentne vrijednosti 0-3 ng/mL) i Ca19,9 12
(referentne vrijednosti 0-37 kIU/L) te porast AFP
12 (referentne vrijednosti <5,8 kIU/L).

Zbog neadekvatnosti donorske jetre (zbog trombo-
ze arterije hepatike) i metastatskog procesa u po-
drudju ilijacne kosti odustalo se od transplantacij-
skog zahvata te je bolesnik premjesten na Kliniku
za unutarnje bolesti na konzervativnu terapiju. S
obzirom na opce stanje bolesnika bila je indicirana
palijativna antidolorozna iradijacija u dvije frakci-
je s ukupno planiranom dozom TD 1200 cGy/2x.
Bolesnik je bio u Salzburgu zbog konzultacije, ali
radioterapija nije bila realizirana, bududi da je vrlo
brzo doslo do hepatalne kome te umire unutar mje-
sec dana od postavljanja dijagnoze metastatskog
hepatocelularnog karcinoma.

RASPRAVA

Hepatocelularni karcinom je karcinom rasprostra-
njen diljem svijeta s visokom pojavnosti u podruc-
jima s visokom rasprostranjenosti kroni¢ne virusne
infekcije jetre, posebno hepatitis B i C virusom. U
slucajevima HCC sa cirozom, HCV infekcija je pri-
sutna u 27-73%, a u bolesnika s HCC bez ciroze,
HCYV infekcija u 3-54% (5). HCC je najces¢i primar-
ni tumor jetre koji ima prezivljenje manje od godi-
ne dana nakon primarne dijagnoze u nelije¢enim
slucajevima. Metastaze HCC u razli¢itim organima
se Cesto vida, u viSe od polovice tumora prisutne su
regionalne metastaze (6). Pluca, regionalni limfni
¢vorovi, bubrezi, kosti i suprarenalne Zlijezde su
relativno Cesta mjesta (7). Kostane metastaze HCC-
a prema nekim autorima ¢ine oko 14-28% svih me-

tastatskih lokalizacija te neoplazme, locirane u ili-
ja¢noj kosti, femuru, humerusu i rebrima. Zadnjih
godina opisuju se i neobi¢ne lokacije kao celjusti,
desni, lubanja, falanga prsta itd. (8). Kostane meta-
staze HCC, osim u sklopu diseminacije same bole-
sti, mogu se naci i u slucajevima klini¢ki neprepo-
znatog tumora u jetri (9,10). U slucajevima citoloske
dijagnostike dijagnoza se potvrduje imunocitoke-
mijski pozitivnhom reakcijom na AFP (11), izrazito
specifican za HCC, osim za hepatoidnu varijantu
tumora Zumanjc¢ane vrece. Ti se posljednji razliku-
ju po tome $to se ¢esce javljaju u mladoj populaciji,
a imunocitokemijski su pozitivni na placentarnu
alkalnu fosfatazu (PLAP). U diferencijalnoj dija-
gnozi dobro diferencirani hepatocelularni karci-
nom moZze biti problem prema regenerativnim i/
ili reparatornim promjenama te hepatocelularnim
adenomima u punktatu jetre, ali nije dijagnosticki
problem prema metastatskim promjenama. Umje-
reno diferencirani i slabo diferencirani HCC veli-
kih stanica je diferencijalno-dijagnosti¢ki problem
prema metastatskim karcinomima, metastatskim
tumorima germinativnog podrijetla i melanomu.
Slabo diferencirani HCC malih stanica treba odvo-
jiti od metastatskih malostani¢nih karcinoma s neu-
roendokrinom diferencijacijom, metastatskih lobu-
larnih karcinoma dojke i malignih limfoma. Osim
AFP i PLAP, ranije spomenutih, ostali monoklonal-
ni biljezi korisni u diferencijalnoj dijagnozi ostalih
primarnih i metastatskih tumora su: panleukocitni
biljeg - LCA, nisko- i visokomolekularni citokerati-
ni, tireoglobulin, vimentin, S-100, HMB45, karcino-
embrionalni antigen (CEA), hormonski receptori
dojke (estrogeni i progesteroni), neuron specifi¢na
enolaza (NSE), tumorski biljezi (PSA, Ca 19,9) (9).
Definitivna dijagnoza HCC indicira ultrazvuénu
i/ili CT pretragu jetre te odredivanje razine AFP
u serumu (12). Hepatocelularni karcinom je drugi
najces¢i primarni tumor jetre u djece starije od 4
godine. Opisane su multiple kostane metastaze u
11-godisnjeg djeteta (13). Opisani su sluc¢ajevi HCC
u ilija¢noj kosti bez dokaza primarnog tumora pri
dijagnozi te povoljnog ishoda i 10 godina nakon te-
rapije kemoembolizacijom i radioterapijom, nakon
koje je nastala kompletna regresija tumora u zdje-
li¢noj kosti (14). Postoji misljenje da bi HCC uvijek
trebalo uzeti u obzir u diferencijalnoj dijagnozi bo-
lesnika koji se prezentiraju s kostanim metastaza-
ma (15).
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U naSem slucaju hepatocelularni karcinom je ini-
cijalno dijagnosticiran citoloskom punkcijom iz
metastatskog procesa u zdjeli¢noj kosti u sklopu
preoperativne pripreme za ortotopnu transplan-
taciju jetre u bolesnika s hepato-renalnim sindro-
mom nastalim zbog ciroze jetre uzrokovane HCV
infekcijom. I nakon dodatne obrade ultrazvukom i
CT, osim nehomogene strukture jetre nije se naslo
lokalizirane lezije, ali je naknadno ué¢injen AFP bio
povisen.

ZAKLJUCAK

Citoloska punkcija je pouzdana tehnika za brzu di-
jagnostiku gotovo svakog organa u tijelu, ukljuc¢u-
judi i lezije na kostima. U slucaju hepatocelularnog
karcinoma bilo primarnog ili metastatskog tumora
uz karakteristi¢nu citolosku sliku, imunocitokemij-
ska analiza pomaze u definitivnoj dijagnozi.
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SUMMARY

HEPATOCELLULAR CARCINOMA INITIALLY DIAGNOSED BY FINE NEEDLE
ASPIRATION CYTOLOGY OF THE PELVIC BONE METASTASIS

B. KOCMAN?, I. KARDUM-SKELIN?$, T. FILIPEC-KANIZAJ*$, A. MRZLJAK>®,
S. NAUMOVSKI-MIHALIC?, Z. VIDAS*, D. OBAD KOVACEVIC® and I. KOCMAN!

Merkur University Hospital, Department of Surgery, *Departinent of Clinical Cytology and
Cytogenetics, Department of Internal Medicine, *Department of Urology, °Institut of Diagnostic
and Interventional Radiology and *University of Zagreb, School of Medicine, Zagreb, Croatia

Hepatocellular carcinoma mostly develops in patients with liver cirrhosis due to chronic hepatitis C virus (HCV) infection. A case
is presented of a patient with hepatorenal syndrome as a sequel of liver cirrhosis due to HCV infection. Primary tumor of the liver
was not diagnosed by routine procedures, but by fine needle aspiration cytology of the extensive osteolytic lesion of the pelvic
bone, performed as part of the pre-transplantation workup. Transplantation procedure was abandoned because of inappropri-
ate donor liver (hepatic artery thrombosis), and palliative pain-relieving irradiation was recommended. However, hepatic coma
developed very rapidly and the patient died within a month of the diagnosis of metastatic hepatocellular carcinoma. Although
hepatocellular carcinoma metastases are not rare, massive bone infiltration from a primary tumor undetectable by routine meth-
ods is not frequently encountered.

Key words: hepatocellular carcinoma, bone metastases, fine needle aspiration cytology

153



Acta Med Croatica, 65 (Supl. 1) (2011) 155-160

Prikaz bolesnika

MULTIFOKALNI EPITELOIDNI HEMANGIOENDOTELIOM
JETRE LIJECEN ORTOTOPNOM TRANSPLANTACIJOM
JETRE - PRIKAZ BOLESNIKA

BRANISLAV KOCMAN?, IKA KARDUM-SKELIN?%, TAJANA FILIPEC-KANIZAJ?5,
DINKO SKEGRO?, ZELJKO VIDAS*, STIPE JADRIJEVIC'i VESNA COLIC-CVRLJE?

Klinicka bolnica Merkur, Klinika za kirurgiju, >Zavod za klinicku citologiju i citogenetiku, *Klinika za
unutarnje bolesti, *Sluzba za urologiju i °Sveuciliste u Zagrebu, Medicinski fakultet, Zagreb, Hrvatska

Multifokalni epiteloidni hemangioendoteliom (HE) jetre je rijetki primarni tumor razli¢itog tijeka bolesti. Opisujemo slucaj 27-go-
di$nje bolesnice s multiplim ultrazvu¢nim promjenama u jetri suspektnima na metastatski tumor jetre. Tumorski biljezi u serumu
nisu bili povi$eni, a klinicka obrada plu¢a, gastrointestinalnog i ginekolo$kog trakta nisu potvrdili postojanje primarnog procesa.
Ucinjena je citolo$ka punkcija koja je iskljucila metastatski proces, kao i primarni tumor jetrenih stanica. Citomorfoloska slika uz
karakteristi¢an imunofenotip endotelnih stanica krvnih Zila (pozitivnost na CD31 i CD34) te visoku proliferativnost dokazanu ana-
lizom regija nukleolarne organizacije (AgNOR-a) i DNA aneuplodiju upucivala je na dijagnozu angiosarkoma. Patohistoloski nalaz
je odgovarao epiteloidnom hemangioendoteliomu. Deset godina nakon ortotopne transplantacije jetre bolesnica je na redovitim
kontrolama bez recidiva bolesti. HE u jetri karakterizira multifokalnost, $to iskljucuje resekciju te je transplantacija jetre metoda
izbora. Narocito zbog toga je preoperativna dijagnostika izuzetno vazna za njegovo razlikovanje u diferencijalnoj dijagnozi he-
mangioendotelioma prema drugim primarnim i metastatskim tumorima jetre.

Kljucne rijeci: epiteloidni hemangioendoteliom, citoloSka punkcija, transplantacija jetre

Adresa za dopisivanje: Branislav Kocman, dr. med.
Klinika za kirurgiju
Klini¢ka bolnica Merkur
Zajceva 19
10 000 Zagreb, Hrvatska
Tel: +385 1 2253 321

E-posta: branislav.kocman@kb-merkur.hr

UvOD

Epiteloidni hemangioendoteliom (HE) je rijetki tu-
mor krvozilnog podrijetla, koji moze zahvatiti ko-
sti, jetru, bubrege, duboka meka tkiva, misice, kozu
i centralni ziv€ani sustav. Multifokalna bolest se
nade u oko 10% slucajeva (1). Weiss and Enzinger
su HE po prvi put 1982. godine opisali u jetri kao
poseban entitet (2,3). Javlja se u dobi od 12 do 86
godina, ¢e$¢e u Zena nego muskaraca s omjerom
2:1. Oralna kontracepcija se spominje kao moguci
uzrok u mladih Zena, ali bez jasne potvrde. Bolest
se manifestira nelagodom i bolovima u gornjem di-
jelu abdomena, gubitkom na tjelesnoj tezini, hepa-
tomegalijom, a rijetko s Budd-Chiarijevim sindro-
mom.

PRIKAZ BOLESNICE

Bolesnica u dobi od 27 godina primljena je na Kli-
niku za unutarnje bolesti KB Merkur 2001. godine
radi sumnje na metastatski proces u jetri nepozna-
tog primarnog sijela. Od kraja 1999. godine ima-
la je bolove u epigastriju koji su se $irili pod oba
rebrena luka, a godinu dana prije hospitalizacije
izgubila je 8 kg. Tada uc¢injenom obradom (ultra-
zvukom i kompjuteriziranom tomografijom) prika-
Ze se povecana jetra s brojnim Zari$nim lezijama u
oba reZznja promjera 15-25 mm (sl. 1). U laborato-
rijskim nalazima nadene su normalne vrijednosti
bilirubina, aspartat aminotrasferaze (AST) i alanin
aminotransferaze (ALT); blago poviSene vrijedno-
sti gama-glutamil-transpeptidaze (GGT) 63 U/L
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(referentni raspon 9-35), alkalne fosfataze 149 U/L
(referentni raspon 50-125) i fibrinogena 5,5 g/L (re-
ferentni raspon 1,8-3,5). U¢injeni tumorski biljezi:
karcinoembrionalni antigen (CEA), a-feto protein
(AFP), Cal25, Ca 15,3, i B-HCG bili su uredni. Rtg

S1.1. Ultrazvucni nalaz multiplih hipoehogenih
promjena u jetri

. L A
Sl. 2. Citoloska slika epiteloidnog hemangioendotelioma: May-Griinwald-Giemsa (1000x)
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pluca, gastroskopija te ginekoloski pregled takoder
su bili uredni.

Pod kontrolom ultrazvuka ucinjena je citoloska
punkcija. U citoloskim razmazima uz dosta hepa-
tocita i nakupina zZu¢nih vodova, nadene su poje-
dina¢ne i u nakupinama pleomorfne stanice ne-
pravilnih jezgara, izrazene anizonukleoze, obilnije
blijedo bazofilne citoplazme. Mjestimi¢no su stani-
ce formirale strukture poput lumena (sl. 2). Imuno-
citokemijski su tumorske stanice bile jako pozitivne
na vimentin, CD34 (sl. 3a), CD31 (sl. 3b) i vimentin
(sl. 3c), a negativne na epitelne biljege, dezmin, glat-
ko-misiéni aktin (SMA), neuron specificnu enolazu
(NSE), kromogranin, CD68 i CD117. Analizom re-
gije nukleolarne organizacije (AgNOR) prikazane
srebrom nadeni su brojni nepravilni AgNOR-i (sl.
3d), a statickom (,image”) DNA citometrijom uo-
¢ena je aneuplodija stanica (sl. 3e). Morfoloska slika
uz imunofenotip te visoku proliferativnost i DNA
aneuplodiju upucdivala je dijagnozu angiosarkoma.
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Sl. 3. Citoloska slika epiteloidnog hemangioendotelioma:
a) imunocitokemijski stanice pozitivne na CD34 (LSAB,
1000x), b) imunocitokemijski stanice pozitivne na CD31
(LSAB, 1000x), ¢) imunocitokemijski stanice pozitivne
na vimentin (LSAB, 1000x), d) citokemijska reakcija
srebrom regija nukleolarnog organizatora (AgNOR),
e) DNA histogram s prisutnom aneuploidijom
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U cilindru jetrenog tkiva dobivenom biopsijom 8i-
rokom iglom (,,core” biopsijom) nadena je progre-
sivna proliferacija sinusoidnih prostora, neopla-
sti¢nih stanica i vezivne strome u relativno dobro
uocljivom zonalnom rasporedu. Tako su Zu¢ni vo-
dovi oc¢uvani, ¢ak i umnozeni, kao i dio peripor-
talnih hepatocita. U srednjoj zoni bila je prisutna
znacajna atrofija hepatocita zbog neoplasti¢ne obli-
teracije sinusoida, a perivenularno arhitektura je
bila gotovo potpuno poremeéena umnozenim ve-
zivom i neoplasti¢nim stanicama. Stanice su bile
vretenastog, okruglastog ili zvjezdolikog oblika,
umjereno polimorfnih jezgara s mjestimice vidlji-
vim nukleolima, a mitoze nisu nadene. Stanice su
formirale kratke tracke ili razli¢ito velike lumene,
a mjestimi¢no su se uocavali i sitni intracitoplaz-
matski lumeni. Imunohistokemijski stanice su bile
CD34 i CD 31 pozitivne, a svi ostali biljezi nega-
tivni. Ki67 proliferacijski biljeg bio je pozitivan tek
u u rijetkim pojedinim stanicama. Zakljucak je bio
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da takav nalaz najprije odgovara epiteloidnom he-
mangioendoteliomu.

U¢injena je ortotopna transplantacija jetre po me-
todi piggy-back uz kreiranje koledoho-jejunalne
anastomoze po Rouxu, uz drenazu po Wiitzelu.
Eksplantirana bolesna jetra je bila veli¢ine 24x16x8
cm. Makroskopski je parenhim jetre bio proZzet
brojnim tumorskim ¢vorovima 0,5-5 cm, relativno
dobro ogranic¢enim, bjelkasto-smedkaste boje, re-
lativno ¢vrstim na prerezu. Histoloski je tumorsko
tkivo bilo gradeno kao i u prethodnoj biopsiji od
tracaka i pojedinac¢nih neoplasti¢nih stanica uklo-
pljenih u obilno ¢vrsto vezivo. Deset godina nakon
transplantacije bolesnica je na redovitom kontrola-
ma bez recidiva bolesti.

RASPRAVA

Epiteloidni hemangioendoteliom je rijetki, dobro
diferencirani tumor graden od endotelnih stanica
krvnih zila Sirokog spektra bioloskog ponasanja.
Ime HE je osmisljeno kako bi se opisala neoplazma
s karakteristikama izmedu hemangioma i sarkoma.
Do tada su u literaturi postojali sinonimi: anapla-
sti¢ni angiosarkom niskog stupnja malignosti, ce-
lularni hemangiom, histocitni hemangiom i angio-
endoteliom. Cini 1% svih krvozilnih neoplazmi i
lokalno je agresivan (4).

Za razliku od angiosarkoma koji su najcesc¢i pri-
marni sarkomi u jetri, HE se u jetri moze vidjeti
kao metastatski proces, rijetko kao primarni tumor
(5). Ponasa se kao sporo rastu¢a neoplazma inter-
medijalnog malignog potencijala. Klini¢ka slika
moze biti vrlo razli¢ita, ¢esto asimptomatska ili
nespecifi¢na. U nekih bolesnika uzrokuje bolove u
gornjem dijelu abdomena i gubitak tjelesne teZine.
U vecine bolesnika laboratorijski nalazi pokazuju
minimalna odstupanja jetrenih nalaza (blago pove-
¢anje serumskog bilirubina, alkalne fosfataze i as-
partat transferaze). Fizikalni nalaz je takoder nes-
pecifi¢an, moze ukljucivati hepatomegaliju i Zuticu
(3). Vrlo se rijetko prezentira kao jedno Zariste u
jetri, naj¢esée u desnom reznju, dok se u preko 80%
slu¢ajeva radi o multifokalnom procesu (6). Ultra-
zvuéni nalaz, iako nespecifican za vaskularne tu-
more i moZe se zamijeniti s metastatskim karcino-
mom ili Budd-Chiarijevim sindromom, je od velike
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vaznosti. Prisustvo hepatomegalije i multiple hipo-
ehogene UZV promjene zahtijevaju daljnju obradu.
U nasem slucaju ultrazvucna slika je upucivala na
metastatski proces nepoznatog podrijetla. Za razli-
ku od UZV nalaza, kompjuterizirana tomografija
(CT) se u literaturi opisuje kao velika pomo¢ pri di-
ferenciranju multiplog HE od ostalih vaskularnih
tumora te primarnih i metastatskih tumora jetre
zbog karakteristicnog nalaza: uvlacenje kapsule
jetre zbog fibroznih struktura, hipervaskularizacije
centralnog dijela lezije i periferno povecéanje otpora
(7,8).

U vecdini slucajeva opisanih u literaturi dijagnoza je
postavljena na osnovi biopsije ili uzorka dobivenog
nakon kirurske resekcije. Bez obzira na karakteri-
sticnu histolosku sliku, HE moZze imitirati druge
vaskularne tumore i metastatske karcinome te su
opisani slucajevi HE histoloski dijagnosticirani kao
kolangiokarcinomi, fibrolamelarni hepatocelularni
karcinomi, sarkomi i metastatski karcinomi (2,7).
Dijagnoza postavljena na osnovi citologije opisana
je u svega nekoliko sluc¢ajeva. Do sada su opisane
razlicite citoloSke karakteristike sto i dalje ¢ini pro-
blem slozenim (9). Cesto se citologki opisuju kao
neoplazme sastavljene od interanastomozirajucih
epiteloidnih stanica koje tvore intracitoplazmatske
lumene. Veliku pomo¢ citoloskoj slici ¢ini imunoci-
tokemijsko odredivanje stani¢nih biljega karakteri-
sti¢nih za endotele stanice krvnih zila (CD31, CD34
i FVIII-RAg - von Willebrandov faktor) te uz histo-
logku sliku i elektronsko-mikroskopsku evaluaciju
dovode do prave dijagnoze (10). I u nasem slucaju
je citoloska dijagnoza odgovarala tumoru vasku-
larnog podrijetla, iako je zbog visoko proliferativ-
nosti i aneuploidije ukazivala na sliku angiosarko-
ma (11). Biolosko ponasanje tumora ne prati uvijek
izgled stanica. Klini¢ka slika je nepredvidiva, neki
bolesnici imaju fulminantni tijek, dok drugi imaju
viSegodisnje preZivljenje, ¢ak i bez terapije (12). Te-
rapija ukljucuje resekciju dijela jetre (ako je mogu-
¢e), transplantaciju jetre, kemoterapiju, zracenje i/
ili imunomodulatorne terapije (12,13). Izbor terapi-
je ovisi o stanju bolesnika, a ortotopna transplanta-
cija je metoda izbora u slu¢ajevima s multifokalnim
promjenama bez metastaza (7). U nase je bolesnice
ucinjena transplantacija jetre, a bolesnica je nakon
10 godina na redovitom kontrolama bez recidiva
bolesti.
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ZAKLJUCAK

HE je rijetki tumor u jetri. Izuzetno je vazno njego-
vo razlikovanje u diferencijalnoj dijagnozi prema
drugim vaskularnim, kao i primarnim i metastat-
skim tumorima jetre, koristec¢i radioloske i imuno-
cito/histokemijske metode, jer je dugotrajno pre-
zivljenje moguce, narocito ako postoji moguénost
ortotropne transplantacije jetre.
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SUMMARY

MULTIFOCAL EPITHELIOID HEMANGIOENDOTHELIOMA TREATED BY LIVER
TRANSPLANTATION - CASE REPORT

B. KOCMAN?, I. KARDUM-SKELIN?S, T. FILIPEC-KANIZAJ>%,
D. SKEGRO?, Z. VIDAS?, S. JADRIJEVIC! and V. COLIC-CVRLJE?*

Merkur University Hospital, Department of Surgery, *Department of Clinical Cytology and

Cytogenetics, *Department of Internal Medicine, *‘Department of Urology and *University of Zagreb,

School of Medicine, Zagreb, Croatia

Multifocal epithelioid hemangioendothelioma of the liver is a rare primary tumor with a variable course of disease. A case is
presented of a 27-year-old female patient with multiple hepatic lesions on ultrasonography, suspect of metastatic tumor of the
liver. Serum tumor markers were not elevated, while clinical examination of the lungs, gastrointestinal and gynecologic systems
did not confirm the presence of a primary tumor process. Metastatic tumor and primary hepatocellular tumor were ruled out
by fine needle aspiration cytology. Along with a characteristic immunophenotype of the vascular cell endothelium (positive for
CD31 and CD34), high proliferation demonstrated by the analysis of argyrophilic nucleolar organization regions (AgNOR) and
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DNA aneuploidy, cytomorphological pattern suggested the diagnosis of angiosarcoma. Histopathologic finding corresponded to
epithelioid hemangioendothelioma. Ten years after orthotopic liver transplantation, the patient is free from disease relapse, with
regular follow up testing. Hemangioendothelioma of the liver is characterized by multifocality, which excludes resection; thus,
liver transplantation is the method of choice. Therefore, preoperative diagnostic workup is of utmost importance to differentiate
it from other primary and metastatic tumors of the liver.

Key words: epithelioid hemangioendothelioma, fine needle aspiration cytology, liver transplantation
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Prikaz bolesnika

PREOPERATIVNA CITOLOSKA DIJAGNOZA
KARCINOMA JAJOVODA - PRIKAZ BOLESNICE
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IKlinicka bolnica Merkur, Zavod za klinicku citologiju, Jedinica za ginekolosku citologiju i citogenetiku,

*Klinika za Zenske bolesti i porode, 3Sveuciliste u Zagrebu, Medicinski fakultet i

*Zdravstveno veleuciliste, Zagreb, Hrvatska

Karcinom jajovoda je rijetka i izvanredno agresivna neoplazma koja se vrlo rijetko dijagnosticira u pocetnim stadijima bolesti.
Prikazujemo slucaj 56-godisnje nulipare s tubarnim karcinomom stadija Ic (FIGO). Preoperativno, na cervikovaginalnom razmazu
nadene su atipi¢ne Zljezdane stanice ekstrauterinog podrijetla. Nakon frakcionirane kiretaze patohistoloskim analizom potvrde-
na je sumnja na neoplasti¢ni proces ekstrauterinog podrijetla. Na temelju tih nalaza zakljuc¢ilo se o moguénosti prisustva maligne
tvorbe u abdomenu. U¢injena je histerektomija s bilateralnom adneksektomijom i omentektomijom nakon ¢ega je potvrdeno da
se radi o primarnom adenokarcinomu desnog jajovoda (alveo-medularnog tipa). Intraoperativho su nadene maligne stanice u
ispirku male zdjelice. Oba jajovoda su bila okludiranih abdominalnih u$éa te se pretpostavilo da su nadene tumorske stanice u
vaginalnom razmazu prosle Supljinom maternice do rodnice, gdje su detektirane Papa testom. Pacijentica je primila postoperativ-
no 6 ciklusa kemoterapije ciklofosfamidom i cisplatinom. Deset godina od postavljanja dijagnoze pacijentica je zdrava i kontrolni

nalazi upuéuju da nema tragova primarne bolesti.
Kljuéne rijeci: karcinom jajovoda, citologija, Papa test

Adresa za dopisivanje: Mr. sc. Ines Krivak Bolanéa, dr. med.

Jedinica za ginekolos$ku citologiju i citogenetiku

Zavod za klini¢ku citologiju
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UvOD

Primarni karcinom jajovoda je rijetka neoplazma i
¢ini priblizno tek 1% svih malignoma u Zenskom
genitalnog traktu (1). Javlja se u svim Zivotnim raz-
dobljima, ali ipak je najces¢i u Zena izmedu 50. i
60. godine Zivota. Preoperativna dijagnoza je vrlo
teska, prvenstveno zbog odsustva patognomonic-
nih simptoma koji uklju¢uju vaginalni iscjedak ili
krvarenje (1) i palpabilnu adneksalnu masu obi¢no
jednostranu. Povremeno se Zene Zale na bol u do-
njem dijelu abdomena.

Prema DiSaiau, oko ¢etvrtine svih pacijentica s kar-
cinomom jajovoda ima abnormalan Papa test i po-
zitivan nalaz endometralnog aspirata (2). Nazalost,

ne postoji tipi¢an izgled i opis malignih stanica za
ekstrauterino podrijetlo, stoga je u vecini slucajeva
izuzetno tesko utvrditi primarno sijelo tumora i/
ili histoloske subtipove. Broj nadenih abnormalnih
stanica je promjenjiv bez obzira na klini¢ko stup-
njevanje bolesti. Ako u uzorcima aspirata materista
nalazimo maligne cilindri¢ne stanice uz uredne en-
dometralne i stromalne stanice bez tumorske di-
jateze to upucuje da se radi o ekstrauterinom pro-
cesu (3). Odsustvo tumorske dijateze prisutno je u
gotovo 80% uzoraka endometralnih aspirata koji
sadrze maligne stanice (3,4).

Serumska vrijednost biljega Ca 125 nije specifi¢an
parametar i uobicajeno je povisen u visim klinickim
stupnjevima bolesti Zenskog genitalnog trakta (3).
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Ponekad je u pocetnom stupnju bolesti moguce
ultrazvuénom tehnikom otkriti ekspanzivnu tu-
morsku masu u podrudju adneksa (5).

Histoloski je najc¢es¢i karcinom jajovoda adenokar-
cinom (5,6).

PRIKAZ BOLESNICE

Na Kliniku za ginekologiju i Zenske bolesti primlje-
na je 56-godisnja pacijentica, nulipara, s atipi¢nim
glandularnim stanicama nadenima na rutinski uci-
njenom Papa testu. Prethodni Papa test, uzet dvije
godine prije prijma, bio je u granicama normale.
Prilikom prijma u bolnicu pacijentici je ponovljen
cervikovaginalni razmaz. Ponovno su nadene ab-
normalne cilindri¢ne stanice u obliku papilarnih
nakupina, ali bez znakova tumorske dijateze (sl. 1).
Ucdinjen je i aspirat materista gdje su takoder uocene
maligne stanice povecanih jezgara, grubog kroma-
tina s mjestimi¢no vidljivim nukleolima, vrlo sli¢ne
onima nadenima Papa testom (sl. 2). Patohistoloski
nalaz kiretiranog materijala pokazao je prisustvo
malignih cilindri¢nih stanica vanmaterni¢nog po-
drijetla, bez abnormalnosti endometralnih stanica.
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SL. 1. Maligne Zlijezdane stanice u atraficnom cervikal-
nom razmazu (MGG X 450)

Serumske vrijednosti biljega CA-125 bile su unu-
tar referalnih vrijednosti - 5, 0 U/mL. Klini¢kim
pregledom, ultrazvuénim i doplerskim mjerenjima
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SL. 2. Maligne i inaktivne Zlijezdane stanice u endome-
tralnom aspiratu bez tumorske dijateze (Papa X 450)

nisu uo¢ena odstupanja od normalnih vrijednosti.
Na temelju nalaza malignih cilindri¢nih stanica
u Papa testu i u kiretiranom materijalu pristupi-
lo se dijagnosti¢koj laparotomiji tijekom koje nisu
nadeni makroskopski morfoloski elementi koji
bi upuéivali na malignu bolest zdjeli¢nih organa.
Sumnja na postojanje tubarne maligne bolesti pret-
postavljena je nakon nalaza obostrane abdominal-
ne okluzije jajovoda te je ucinjena histerektomija,
obostrana adneksektomija i omentektomija. Intra-
operativno je uzet ispirak Douglasovog prostora i
citoloski analiziran. Nadene su pojedinac¢ne stanice
hiperkromatskih jezgara s uvecanim, viSestrukim
nukleolima. Morfoloski se posumnjalo na prisu-
stvo epitelnih stanica u ispirku $to je i dokazano
imunocitokemijskim bojanjem na epitelni antigen
(EA by DAKO) (sl. 3,4).

Sl. 3. Maligne stanice u ispirku peritoneuma (MGG X
1050)



I. Krivak Bolanca i sur. Preoperativna citoloska dijagnoza karcinoma jajovoda - prikaz bolesnika
Acta Med Croatica, 65 (Supl. 1) (2011) 161-165

EA +

Sl. 4. Pozitivno EA bojanje (epithelial antigen) X 1050

Konacan patohistoloski nalaz potvrdio je da se radi
o primarnom adenokarcinomu desnog jajovoda
(gr. II/10I, alveo-medularnog tipa, pTlaNxMx).
Tumor veli¢ine 1,0x0,7x0,6 c¢m invadirao je do po-
lovice misi¢nog sloja jajovoda. Maternica, jajnici i
omentum nisu pokazivali nikakve znakove abnor-
malnosti. Buduéi da je peritonealni ispirak upudi-
vao na prisustvo malignih stanica, pacijentica je
primila postoperativhu kemoterapiju u Sest mje-
se¢nih ciklusa ciklofosfamida i cisplatina.

Pacijentica je kontrolirana osam godina klini¢kim i
ultrazvuénim pregledima te godi$njim kontrolama
serumskih vrijednosti CA-125. Pet godina nakon
zahvata ucinjen je PET SCAN i nisu nadeni nika-
kvi znakovi recidiva primarne ginekoloske bolesti.
Pacijentica je bila dobrog zdravlja i bez recidiva
maligne bolesti.

RASPRAVA

To¢nu dijagnozu karcinoma jajovoda izuzetno je
tesko utvrditi zbog ogranic¢enosti metoda dokazi-
vanja i zbog kasnih simptoma koji se javljaju tek
u uznapredovalim stadijima bolesti. Naj¢esc¢i simp-
tomi koji su prisutni ukljuc¢uju bol u zdjelici ili do-
njem dijelu trbuha ¢esto udruZzenim s krvarenjem
iz vagine (3,7). Prema Benedet i Warshalu postoji
trijas simptoma (tzv. hydrops tubae profluens) (1,7).
Cine ga vodenasti vaginalni iscjedak, zdjeli¢na bol
tipa kolika te palpabilna adneksalna masa. U 15%
pacijentica to mogu biti vodeci simptomi i smatraju
se specifi¢nima za neoplazme jajovoda, ali se, naza-
lost, relativno rijetko javljaju (8,9).

Preoperativna dijagnoza neoplazme jajovoda moze
se postaviti na temelju nalaza adenokarcinomskih
stanica jajovoda u cervikovaginalnom uzorku u oko
Cetvrtine svih pacijentica koje boluju od karcinoma
jajovoda (2). Nalaz malignih stanica u aspiratu ma-
terista i kiretiranom materijalu je ¢es¢i i krece se od
50% do 80% slucajeva (3,10). Takeshima sa sur. po-
nudio je citoloski opis malignih stanica karcinoma
jajovoda i razlikuje ih od malignih stanica primar-
nog endometralnog adenokarcinoma (3). Po njemu
se maligne stanice podrijetla jajovoda ceS¢e nalaze
u manjim, oskudnijim nakupinama, koje su dege-
nerativno promijenjene, ali nalaze se bez pratece
tumorske dijateze i drugih abnormalnosti endome-
tralnih stanica. Na temelju toga opisa posumnjali
smo u prikazane pacijentice na karcinom jajovoda.
Nadene su maligne stanice bile u kuglastim papi-
larnim nakupinama, povecanih jezgara, uocljivih i
prominentnih nukleola, grubog kromatina i vaku-
oliziranih citoplazmi. Tipi¢no, u uzorku Papa testa
nije nadena tumorska dijateza isto kao i u aspiratu
materista. Samo na temelju morfologije gotovo je
nemoguce razlikovati stanice endometralnog karci-
noma od stanica karcinoma jajnika ili jajovoda bu-
dudi da je opis stanica prakticki jednak (10). Medu-
tim, ako se na cervikovaginalnim razmazima nadu
nakupine malignih stanica i to bez znakova tumor-
ske dijateze, kao $to je to bilo u prikazanom slucaju,
mora se misliti na vanmateri¢no podrijetlo procesa.

U preoperativnoj dijagnostici malignih tumora
zdjeli¢nih organa koristimo se ultrazvu¢nom dija-
gnostikom. Prema Kurjaku, transvaginalnom pre-
tragom uz upotrebu tehnike Doplera u boji, mo-
guce je otkriti podrudja neovaskularizacije unutar
jajovoda odredivanjem dijastolickog protoka kroz
promjenu i odredivanjem Pli Rl indeksa (engl. PI -
Pulsality Index; engl RI - Resistance Index) (5). U pri-
kazanom slucaju ultrazvuéni i klini¢ki nalaz nisu
upucivali na patoloske promjene.

Ca-125 je tumorski biljeg koji je naden kod celomic-
nih epitelnih neoplazmi. Malkasian i suradnici su
u kasnim 80-tim godinama proslog stoljeca ukazali
da se na maligni proces u zdjelici mora misliti ako
su vrijednosti biljega iznad 65 U/mL (11).

Kod prikazane pacijentice citoloska dijagnoza
malignoma vanmateri¢nog podrijetla je potvrde-
na patohistoloskom verifikacijom nakon kiretaze.
Intraoperativno, tijekom dijagnosti¢ke laparotomi-
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je, uzet je uzorak iz Douglasovog prostora za cito-
logku analizu. U uzorku su nadene maligne stanice.
Danas je uobicajeno uzimati uzorak Douglasovog
prostora za citolosku analizu kod intraabdominal-
nih operacija pacijentica koje boluju od maligne bo-
lesti ili u kojih se sumnja da imaju malignu bolest u
zdjelici (12,13). Time se dobiju podaci o klini¢kom
stupnju bolesti. Radi otezanog morfoloskog razli-
kovanja malignih stanica i reaktivnih mezotelnih
stanica (13-15) upotrijebili smo imunocitokemijsko
bojanje na epitelni antigen (EA by DAKO). Uspr-
kos tomu $to bojanje nije specifi¢no za karcinom
jajovoda, ovim smo putem dokazali prisustvo ma-
lignih stanica u uzorku. Time je odreden klinicki
stupanj bolesti kao Ic po FIGO Kklasifikaciji (12,16).
Dijagnoza abnormalnosti jajovoda je vrlo ¢esto slu-
¢ajan nalaz prilikom laparotomije. U literaturi su
relativno rijetki slucajevi invazivnog karcinoma ja-
jovoda koji su dijagnosticirani cervikovaginalnom
citologijom (1,10). Safret je opisao ¢ak slucaj kar-
cinoma jajovoda in situ (17), a Salvador sa surad-
nicima je, pregledom literaturnih podataka, uocio
da je tubarna sluznica primarni izvor gotovo svih
slu¢ajeva seroznih karcinoma u zdjelici i naglasena
je potreba za probirom patologije donjeg dijela ge-
nitalnog trakta Zene (18).

Za postavljanje dijagnoze karcinoma jajovoda uz
klini¢ke i radioloske podatke svakako treba uklju-
¢iti i odredivanje serumske razine biljega CA-125.
Istodobno se ne smije zaboraviti na prednosti i mo-
gucnosti citologije cervikovaginalnog razmaza i/ili
aspirata materista koji iako nisu metode izbora za
probir, svakako mogu dati vrijedne podatke i po-
staviti dijagnozu. Podaci koje daje citologija peri-
tonealnih uzoraka su izuzetno vrijedni za klini¢ko
stupnjevanje bolesti (16).

ZAKLJUCAK

Prikaz bolesnice ukazuje da citoloska pretraga,
iako nespecifi¢na, moze biti vrijedna metoda u po-
stavljanju dijagnoze karcinoma jajovoda. Rijetki su
slu¢ajevi u kojima se dijagnoza moze postaviti pre-
operativno, na temelju nalaza malignih stanica u
cervikalnim obriscima. Ako se nadu nakupine ma-
lignih Zljezdanih stanica u razmazima genitalnog
trakta bez pridruzenih znakova za tumorsku dija-
tezu, mora se pomisliti na moguénost karcinoma
jajovoda, iako su tada rijetke i veé¢im dijelom dege-
nerativno promijenjene, $to otezava dijagnozu.
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Stanice malignog tumora jajovoda se puno cesce,
gotovo u polovici svih slucajeva, nalaze u endome-
tralnim aspiratima. Cesto se nadu pojedina¢ne ma-
ligne stanice, ili u manjim papilarnim nakupinama,
ponekad degenerativno promijenjene ali bez zna-
kova tumorske dijateze. Citoloska pretraga ispirka
peritoneuma izvodi se rutinski kod svih intraab-
dominalnih operacija na pacijenticama koje imaju
ili za koje se sumnja da imaju neku ginekolosku
neoplazmu. Time se osiguravaju vazni podaci za
daljnje terapijske postupke i prognosu bolesti. Za
to¢nu evaluaciju uzoraka iz abdomena, osobito za
diferenciranje malignih zljezdanih stanica od re-
aktivno promijenjenih mezotelnih stanica upotre-
bljava se paleta monoklonalnih antitijela kojima se,
imunocitokemijskim bojanjem moze dokazati pri-
sustvo malignih epitelnih stanica te stoga utjecati i
sudjelovati u klini¢ckom stupnjevanju bolesti.

Citologija ima bez sumnje vaznu ulogu u procesu
probira premalignih i malignih bolesti Zenskog
genitalnog trakta osobito kod promjena na vratu
maternice. Medutim, nikako se ne smije zaboravi-
ti njezina uloga i u klinickom stupnjevanju gine-
koloskih bolesti zbog detekcije malignih epitelnih
stanica u peritonealnim uzorcima kao i mogucnosti
koje nudi detekcijom i dijagnostikom drugih mali-
gnih bolesti Zenskih spolnih organa.
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SUMMARY

PREOPERATIVE DIAGNOSIS OF FALLOPIAN TUBE CARCINOMA BY CYTOLOGY

I. KRIVAK BOLANCA!, V. FENZL>* and V. KUKURA!3

!Merkur University Hospital, Depatment of Clinical Cytology and Cytogenetics,
Devision of Gynecologic Cytology and Cytogenetics, *Department of Gynecology and Obstetrics,
SUniversity Zagreb, School of Medicine and *University of Applied Health Studies, Zagreb, Croatia

Carcinoma of the fallopian tube is a rare, extremely aggressive neoplasm that is uncommonly diagnosed in early stages of the
disease. We present a case of a 56-year-old nulliparous patient with tubal carcinoma stage Ic (FIGO). Preoperatively, the only
suspect finding were atypical glandular cells of extrauterine origin presented on a routine Papanicolaou smear. Histopathologic
finding of D&C implicated the same suspicion of extrauterine genital malignancy. After hysterectomy with bilateral adnexectomy
and omentectomy, histopathology confirmed stage | primary adenocarcinoma of the right fallopian tube (alveomedullary type)
with positive intraoperative cytology of Douglas pouch lavage. As the patient had bilateral occlusion of the tubes, we presumed
that tumor cells were leaking through the uterus into the vagina, and we were luckily alerted within the pathological cervical
smear to the possible presence of a malignancy in the abdomen. The patient received 6 courses of cyclophosphamide and
cisplatin chemotherapy postoperatively. Two years after the diagnosis, the patient is healthy, without a trace of primary malignant
disease. Cytology undoubtedly plays a vital role as a screening tool in the detection of premalignant and malignant diseases
of the female genital tract, particularly lesions in the uterine cervix. However, its role in clinical staging of gynecologic diseases
should not be underestimated either, due to its ability to detect malignant epithelial cells in peritoneal samples as well as for its
detecting and diagnostic value in other malignant gynecologic diseases.

Key words: fallopian tube carcinoma, cytology, Papanicolaou smear
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EKSTRAMEDULARNA INFILTRACIJA KOLONA U BOLESNIKA
S MULTIPLIM MIJELOMOM - PRIKAZ BOLESNIKA
I PREGLED LITERATURE

INGA MANDAC ROGULJY, BOJANA ACAMOVIC!, TAJANA FILIPEC-KANIZAJ?5,
SLAVKO GASPAROV?5, DELFA RADIC-KRISTO!, ANA PLANINC-PERAICA,
ELIZABETA COROVIC-ARNERI*i SLOBODANKA OSTOJIC KOLONIC!#

Klinicka bolnica Merkur, Klinika za unutarnje bolesti, Zavod za hematologiju, 2Zavod za gastroeneterologiju,
3Klinicki zavod za patologiju i citologiju, *Opca bolnica Dubrovnik, Odjel za internu medicinu, Dubrovnik i
*Sveuciliste u Zagrebu, Medicinski fakultet, Zagreb, Hrvatska

Ekstramedularna infiltracija multiplog mijeloma u probavni sustav je rijetka i uglavhom je dosad opisana u pojedina¢nim pri-
kazima bolesnika. Najée$¢e su zahvaceni zeludac i tanko crijevo, a najrjede debelo crijevo. Bol u trbuhu, rektalno krvarenje,
intermitentne proljevaste stolice, mr8avljenje, intolerancija napora mogu biti dio klinicke slike, a dijagnoza se postavlja analizom
bioptata sluznice probavnog sustava. Nema posebnih terapijskih smjernica za lije€enje multiplog mijeloma s ekstramedularnom
infiltracijom kolona. Cesto se bolesnike s lokaliziranom infiltracijom podvrgava kirur§kom zahvatu, a opisivano je i lijieéenje radio-
terapijom jer su ti tumori radiosenzitivni. Lije€enje se moze provesti pulsevima deksametazona u kombinaciji sa ciklofosfamidom,
vinkristinom, melfalanom i prednizonom ili talidomidom ili bortezomibom kao monoterapijom. U nekih je bolesnika postignut do-
bar terapijski odgovor mijeloablativnom terapijom s transplantacijom autolognih ili alogeniénih mati¢nih stanica. S obzirom da se
radi o bolesti s rijetkom klinickom slikom koja je dijagnosticki i terapijski izazov, prikazujemo tijek bolesti, dijagnosticki postupak
i lije€enje 66-godisnjeg bolesnika s multiplim mijelomom i infiltracijom debelog crijeva.

Kljuéne rijeéi: multipli mijelom, probavni sustav

Adresa za dopisivanje: Inga Mandac Rogulj, dr. med.
Zavod za hematologiju
Klinika za unutarnje bolesti
Klinicka bolnica Merkur
Zajceva 19
10 000 Zagreb, Hrvatska
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UvOD slezenu i limfne ¢vorove. Probavni sustav je rijetko
zahvacden u multiplom mijelomu, a infiltrati se naj-

Prema klasifikaciji Svjetske zdravstvene organiza- ¢es¢e mogu nadi u zelucu i tankom crijevu. Najrjede

cije, plazma stani¢ni tumori svrstavaju se u ovih
nekoliko skupina: monoklonalna gamapatija neo-
dredenog znacenja, izolirani plazmocitom kosti i
ekstramedularni plazmocitom, multipli mijelom
(asimptomatski mijelom, nesekretorni mijelom,
plazmastani¢na leukemija), bolesti odlaganja imu-
noglobulina i osteoskleroti¢ni mijelom (1).

Multipli mijelom ¢ini oko 10% svih hematoloskih
neoplazmi. Sirenje multiplog mijeloma u ekstrame-
dularna sijela je rijetko i uglavnom zahvaca jetru,

je zahvaceno debelo crijevo (2). Prikazujemo bole-
snika a multiplim mijelomom i ekstramedularnom
infiltracijom debelog crijeva te pregled literature.

PRIKAZ BOLESNIKA
Na Hematoloski odjel Klini¢ke bolnice Merkur u

ozujku 2010. godine primljen je 66-godisnji muska-
rac s bolovima u trbuhu, mi$i¢ima i kraljeZnici od
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kojih je patio ve¢ dva mjeseca. Zalio se je na osjecaj
slabosti i umora, a u posljednja tri mjeseca izgu-
bio je oko 30 kg tjelesne tezine. Od ranije se lijecio
zbog Secerne bolesti tipa 2, a u prosincu 2009. go-
dine prebolio je akutni infarkt srca zbog ¢ega mu
je ugraden stent. U klini¢kom statusu kod dolaska
uocavala se bljeda koza i sluznice. U hematoloskim
nalazima bila je prisutna izraZenija mikrocitna ane-
mija (E 3x102/L, Hb 76 g/L, Het 0,24 L/L, MCV
79,2 Fl), uz ubrzanu sedimentaciju eritrocita (SE
140 mm/3,6ks), povisen C-reaktivni protein (CRP
109,1 mg/L), beta-2-mikroglobulin (3,5 mg/L), te
M-komponentu u gama frakciji elektroforeze pro-
teina u serumu (ukupni proteini 68,2 g/L, gama+M
22,7g/L). Imunoelektroforetskim odredivanjem sa
specifiécnim protutijelima za teSke i lagane lance
imunoglobulina, u serumu je naden monoklonski
imunoglobulin klase IgA, tipa laganog lanca KA-
PPA, a u urinu monoklonski slobodni lagani lanci
tipa KAPPA (Bence Jones Kappa). Imunofiksacijom
seruma nadene su dvije monoklonske vrpce imu-
noglobulina A KAPPA tipa (IgA 16,5 g/L). Cito-
loskom punkcijom kos$tane srzi nade se normocelu-
larni punktat s dobro zastupljenom eritropoezom
te bujnom granulo- i trombopoezom uz mjestimice
brojnije plazma stanice od 2% do 10% u grubljem
partiklu. Oko 5% od svih nukleiranih stanica bilo je
pozitivno na CD138. Imunofenotipizacijom stanica
kostane srzi u podrudju ostatnih mononuklearnih
stanica naden je manji udio plazma stanica s feno-
tipom dviju populacija:

1. CD45 +, CD38 strong+, CD138+, CD19+, CD56-
2. CD45+, CD38 strong+, CD138+, CD56+, CD19-

s klonalnim izrazajem lakih lanaca imunoglobulina
KAPPA.

U cilindru kosti je nadena intersticijska infiltraci-
ja kao i manje nakupine atipi¢nih plazma stanice
gradusa I, manjim dijelom gradusa II (30%) Sto je
ukazivalo u prilog multiplog mijeloma. Metodom
FISH nisu nadene promjene translokacije lokusa
IGH, ni delecije regije 13q34, a citogenetski nalaz
je opisao kariotip 45,X,-Y/46,XY(15), hipodiploidni
klon s gubitkom Y kromosoma u 5 metafaza.

Ultrazvukom abdomena nadena je zadebljana sti-
jenka zavrsnog dijela sigmoidnog kolona zbog
¢ega je ufinjena dodatna dijagnosticka obrada.
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Kompjuteriziranom tomografijom prsnog kosa i
abdomena nije nadeno znacajnijih infiltrata ni lim-
fadenopatije. Kompletnom kolonoskopijom proksi-
malno od 30-og cm cijelom duzinom debelog crije-
va nadene brojne ulceracije, a u hepatalnoj fleksuri,
popre¢nom dijelu debelog crijeva i na 70-om i 60-
om cm ulceracije s polipoidnim izbocenjima slu-
znice i spontanim krvarenjem. Patohistoloski opis
bioptata tkiva uzetih tijekom kolonoskopije u svim
uzorcima lamina proprije i muskularis proprije po-
kazuje infiltrate brojnim plazma stanicama gradusa
I i dijelom gradusa II, a §to odgovara infiltratima
multiplog mijeloma (sl. 1). Na rentgenogramu ske-

leta nisu nadene osteoliticke lezije.
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Sl. 1. Sluznica debelog crijeva. Subepitelno infiltracija
atipicnim plazma stanicama. Hemalaun&eosin, 60x

S obzirom na dijagnozu multiplog mijeloma (Durie
Salmon stadij IIIA) s ekstramedularnom infiltra-
cijom kolona, zapoceto je lijeenje parenteralnom
primjenom deksametazona, a nastavljeno sa 8 ci-
klusa kemoterapije po shemi COP (prvi dan ciklo-
fosfamid 750 mg/m? vinkristin 1,4 mg/m? a tije-
kom 5 dana prednizon 60 mg/m?) koje je primao
svaka tri tjedna.

Reevaluacijom nakon provedenih 8 ciklusa terapi-
je po shemi COP, nadeno je da je postignut zado-
voljavajudi terapijski odgovor s dobrim klini¢kim
stanjem bolesnika, urednim hematoloskim i bioke-
mijskim nalazima, bez infiltracije kostane srzi i slu-
znice crijeva plazma stanicama te urednim nalazom
kolonoskopije.
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RASPRAVA

Multipli mijelom je maligna proliferacija plazma
stanica. Ekstramedularna infiltracija u probavni su-
stav je rijetka i nalazi se u oko 10% do 20% bolesnika

3).

Ekstramedularna infiltracija kolona se ¢esce pojav-
ljuje u muskaraca (prema nekim podacima omjer
muskaraca prema Zenama je 5:3), a bolesnici su
uglavnom u dobi od 35 do 85 godina, iako su ta-
kve infiltracije opisivane i u mladih bolesnika. Kli-
nicka manifestacija je razlicita, a najées¢i simptomi
su bol u trbuhu, povracanje i gubitak tjelesne tezine
koji se mogu pojaviti nekoliko dana pa i do 10-ak
godina prije postavljanja dijagnoze (2-4). Najcesce
zahvacdena podrudja kolona su cekum, sigmoidni
kolon i rektum, a infiltracija u okolne organe, osim
u limfne ¢vorove, se ne opisuje. Radioloski se moze
naci polipoidna tvorba ili stenozirajuca lezija, mul-
tipli polipi ili ulkusi koje je ponekad tesko razluciti
od upalne bolesti crijeva ili adenokarcinoma (4).
Dijagnoza ekstramedularne infiltracije multiplog
mijeloma najcesce je histoloska. Diferencijalno dija-
gnosticki infiltrat treba razlikovati od nekih tipova
limfoma (difuzni velikostani¢ni ne-Hodgkinov lim-
fom), slabo diferenciranih karcinoma i plazma sta-
ni¢nog granuloma (5).

Pretrazivanjem po medicinskim predmetnim naslo-
vima (MeSH) u Medline bazi nasli smo 7 opisanih
slucajeva bolesnika s multiplim mijelomom i infil-
tracijom u debelo crijevo, a oko 400 radova uz pred-
metnice , multipli mijelom i probavni sustav” koji
opisuju zahvacenost bilo kojeg dijela probavnog su-
stava. Zanimljiv je podatak da se mijelomska infil-
tracija u probavnom sustavu uoci tek na obdukciji,
jer ako bolesnik nema simptome probavnog susta-
va, rijetko se u sklopu dijagnosticke obrade multi-
plog mijeloma, ucini i obrada probavnog sustava.

Savannasankha je objavio prikaz slu¢aja bolesnika
a plazmacitomom kojem je prva manifestacija bo-
lesti bilo krvarenje iz gastrointestinalnog sustava.
Nakon ucinjene ezofagogastroduodenoskopije i
kolonoskopije ¢iji je nalaz bio uredan, kompjuteri-
ziranom tomografijom abdomena nadena je tvorba
u tankom crijevu. U¢injena je eksplorativna laparo-
tomija, a patohistoloskom analizom tvorbe naden
je infiltrat plazmocitoma. Poremecaji hemostaze
koji zahvacaju sve koagulacijske parametre mogu
dovesti do krvarenja ili trombotskih komplikacija

u bolesnika s multiplim mijelomom. Povecani rizik
trombotskih komplikacija povezan je i s primjenom
kemoterapije, kortikosteroida, talidomida i eritro-
poetina koji se koriste u lije¢enju (6).

Giampado Talamo i sur. su opisali 24 od ukupno
2584 (0,9%) bolesnika s multiplim mijelomom koji
su imali zahvacen probavni sustav. Srednja je dob
tih bolesnika bila 54 godine, s jednakom ucestalos¢u
pojave, u muskaraca i Zena. U trenutku dijagnoze
probavni sustav je bio zahvacen u tri bolesnika, a u
21 bolesnika je zahvacen kasnije tijekom te bolesti.
Bolest je u pocetku bila asimptomatska u 10 od 24
bolesnika, a infiltracija kolona je nadena slikovnim
dijagnosti¢kim metodama (CT/PET). Oko 67% bo-
lesnika imalo je povisenu aktivnost LDH, a pro-
sje¢an postotak plazma stanica u kostanoj srzi bio
je oko 60%. Morfologija plazma stanica u infiltri-
ranom bioptatu bila je klasificirana kao gradus I u
tri, gradus Il u 14 i gradus I1I u 7 bolesnika. Autori
su primijetili kako je plazmablasti¢na morfologija
(gradus III plazma stanica) i postojanje nepovoljnih
citogenetskih abnormalnosti u kostanoj srzi, zna-
¢ajno ¢esca u bolesnika sa zahvadenim probavnim
sustavom, nego u ostalih bolesnika a multiplim mi-
jelomom. U vecine bolesnika nije nadena povisena
razina IgA, unato¢ ¢injenici $to tu klasu protutijela
stvara limfno tkivo unutar probavnog sustava. Mo-
nosomija 13, koja je poznata kao najjaci negativan
prognosticki ¢imbenik u multiplom mijelomu, uo-
¢ena je u oko 46% bolesnika a infiltracijom u pro-
bavnom sustavu, a bila je opisana u oko 15% svih
bolesnika a multiplim mijelomom. Autori su poka-
zali kako su infiltracije probavnog sustava postale
simptomatske zbog izravne zahvacenosti specific-
nog organa, mehanickog pritiska tumorske mase i
zbog stvaranja malignog ascitesa (7).

Takve je bolesnike potrebno podvrgnuti kirurskom
zahvatu kada postoje popratne komplikacije zbog
dugotrajnih krvarenja ili opstrukcije. Radioterapija
se pokazala uc¢inkovitom u lije¢enju u lokaliziranih
infiltracija. Ipak, multipli mijelom je sistemna bo-
lest, pa je naj¢esce potrebno primijeniti i sistemnu
kemoterapiju (COP = ciklofosfamid, vinkristin,
prednizon; VAD = vinkristin, adriamicin, deksa-
metazon; VBMCP = vinkristin, karmustin, melfa-
lan, ciklofosfamid, prednizon; EDAP = etopozid,
deksametazon, citarabin, cisplatina) (3,7,8). U naseg
je bolesnika postignut zadovoljavajuci terapijski
odgovor uz lije¢enje sistemnom kemoterapijom po
shemi COP.
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Talamo i sur. su u 13 bolesnika s transplantatom
(9 autolognih, 4 alogeni¢nih) pokazali kompletan
terapijski odgovor u tri bolesnika, djelomican tera-
pijski odgovor u devet bolesnika, dok je u jednog
bolesnika doslo do progresije bolesti ubrzo nakon
transplantacije (7). Zomas i sur. su opisali bolesni-
ka s multiplim mijelomom lije¢enog transplantaci-
jom alogeni¢nim perifernim mati¢nim stanicama
od srodnog davatelja u kojeg je devet mjeseci na-
kon transplantacije doslo do relapsa s ekstramedu-
larnom infiltracijom u kozu. Odlu¢ili su se nastaviti
lije¢enje infuzijom donorskih limfocita, ali nije bilo
pozitivnog terapijskog ucinka (8). Lokhorst i sur.
su prikazali ucinak infuzije donorskih limfocita
kod 27 bolesnika s relapsom multiplog mijeloma
nakon transplantacije alogeni¢nih perifernih matic-
nih stanica. U 14 bolesnika je doslo do terapijskog
odgovora pri ¢emu je u Sest bolesnika postignut
potpuni terapijski odgovor. Autori su istaknuli
vaznost ponavljaju¢ih infuzija donorskih limfocita,
osobito u onih bolesnika kod kojih nije postignut
zadovoljavajucdi terapijski odgovor nakon prve in-
fuzije donorskih limfocita (9). Prognoza bolesnika
s multiplim mijelomom i ekstramedularnom infil-
tracijom probavnog sustava je losa, unatoc agresiv-
nom terapijskom pristupu. M. Varettoni i sur. su
kod 58 bolesnika s ekstramedularnom infiltracijom
mijeloma od ukupno 1003 bolesnika s multiplim
mijelomom, pokazali znacajno krace vrijeme do
progresije bolesti (18 mjeseci u odnosu na 30 mje-
seci) i znacajno krace ukupno prezivljenje (oko 15
mjeseci) (10).

U bolesnika s ekstramedularnom infiltracijom mi-
jeloma namece se dijagnosti¢ka dilema radi li se o
solitarnom plazmocitomu ili multiplom mijelomu
s ekstramedularnom infiltracijom. Ako se radi o
solitarnom plazmocitomu, bolesnike se lije¢i radio-
terapijom. Kod infiltracije crijeva s komplikacijama
potrebno je resecirati tumorskom boles¢u zahvace-
ni dio crijeva. Kako je u naseg bolesnika nalaz cito-
loske punkcije kostane srzi bio uredan, u pocetku
se smatralo da se radi o solitarnom plazmocitomu
u debelom crijevu. Medutim, patohistoloski nalaz
kostane srzi i imunofenotipizacija kostane srzi su
ukazali da se radi o multiplom mijelomu. Naknad-
no pristigli nalaz kariograma ucinjenog na stani-
cama kostane srzi s kromosomskim promjenama
tipi¢nim za multipli mijelom potvrdio je dijagnozu
multiplog mijeloma. lako bi zbog infiltracije kolo-
na sa znakovima krvarenja trebalo uciniti resekciju
crijeva, komorbiditet bolesnika to nije dopustao.
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Iz navedenog je vidljivo koliko je vazno provesti
dijagnosticki postupak koji ¢e dovesti do to¢ne di-
jagnoze da bi se izabrao najbolji nacin lijecenja u
svakog pojedinog bolesnika
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SUMMARY

EXTRAMEDULLARY MULTIPLE MYELOMA OF THE COLON -
CASE PRESENTATION AND LITERATURE REVIEW

I. MANDAC ROGULJY, B. ACAMOVIC, T. FILIPEC-KANIZAJ*%, S. GASPAROV?5, D. RADIC-
KRISTO!, A. PLANINC-PERAICA!S, E. COROVIC-ARNERIand S. OSTOJIC KOLONIC3

Merkur University Hospital, Department of Internal Medicine, Division of Hematology, “Division of
Gastroenterology, SDepartment of Pathology and Cytology, ‘General Hospital Dubrovnik, Department
of Internal Medicine, Dubrovnik and University of Zagreb, School of Medicine, Zagreb, Croatia

Multiple myeloma with gastrointestinal infiltration is rare, and it has been usually described in some case reports or case
series. Stomach and small intestine are mostly involved, while large bowell involvement is very rare. Multiple myeloma should
be considered in the differential diagnosis of some other diseases of the large bowel associated with weight loss, diarrhoea,
malabsorption, frequent lumbar pain, effort intolerance. Colonoscopic biopsy followed by histopathological examination is
essential for the diagnosis of multiple myeloma. Multiple myeloma with extramedullary infiltration of the colon has no well defined
treatment guideline. Localised infiltration of gastrointestinal tract could be treated by surgical resection, but as these tumors are
radiosensitive, radiotherapy has also been used. Chemotherapy with pulsed dexamethasone and afterwards a combination of
cyclophosphamide, vincristine, melphalan and prednisone has been described in some case studies. Some patients were
treated with other therapies incuding thalidomide, bortezomib, autologous or allogeneic stem cell transplantation. The clini-
cal presentation, diagnosis and therapy may be challenging, so we present a 66-year old patient with extramedullary multiple
myeloma of the colon who was treated at our Department.

Key words: multiple myeloma, gastrointestinal involvement
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Prikaz bolesnika

MULTIPLI MIJELOM U BOLESNIKA S DUGOGODISNJOM
KRONICNOM LIMFOCITNOM LEUKEMIJOM -
PRIKAZ BOLESNIKA I PREGLED LITERATURE

INGA MANDAC ROGULJ !, DELFA RADIC-KRISTO?, VIBOR MILUNOVIC?,
SLOBODANKA OSTOJIC KOLONIC'?, BILJANA JELIC-PUSKARIC! i ANA PLANINC-PERAICA!?

Klinicka bolnica Merkur, Klinika za unutarnje bolesti, Zavod za hematologiju,
*Zavod za klinicku citologiju i citogenetiku i Sveuciliste u Zagrebu, Medicinski fakultet, Zagreb, Hrvatska

Rijetko se u istog bolesnika dijagnosticira kroni¢na limfocitna leukemija (KLL) i multipli mijelom. U dostupnoj literaturi ve¢inom su
opisani pojedinacni prikazi bolesnika. U ve¢ine bolesnika multipli mijelom je dijagnosticiran nekoliko godina nakon sto je postav-
liena dijagnoza KLL. Pojedini su autori analizirajuéi svoja iskustva naveli kako su neki bolesnici s KLL-om samo opservirani, a kod
drugih je lijecenje KLL-a bilo u tijeku kad im je dijagnosticiran multipli mijelom. U nekim je radovima navedeno da terapija koja se
primjenjuje u bolesnika s KLL-om moze inducirati nastanak sekundarne neoplazme, pa tako i multiplog mijeloma. Prikazujemo
tijek bolesti i lije¢enje 72-godisnjeg bolesnika s KLL-om u tijeku koje je dijagnosticiran i multipli mijelom. Istodobno postojanje
dviju hematoloskih neoplazmi moze biti dijagnosticki problem, ali je istodobno i terapijski izazov u izboru nacina lijecenja.

Kljucne rijeci: kroni¢na limfocitna leukemija, sekundarna neoplazma, multipli mijelom

Adresa za dopisivanje: Inga Mandac Rogulj
Zavod za hematologiju
Klinika za unutarnje bolesti
Klini¢ka bolnica Merkur
Zajceva 19
10000 Zagreb, Hrvatska
E-posta: imandac@yahoo.com

UvOD

U bolesnika s hematoloskom neoplazmom rijetko
se kad pojave klini¢ki znakovi jo$ jedne hemato-
loske neoplazme. Izuzetno je rijetka pojava plaz-
mocitoma u tijeku lije¢enja kroni¢ne limfocitne
leukemije (KLL) u istog bolesnika. Kroni¢na limfo-
citna leukemija i multipli mijelom su hematoloske
neoplasticke bolesti nastale u razli¢itim stadijima
sazrijevanja limfocita. Kada se u jednog bolesnika
dijagnosticiraju obje bolesti, moguce je da se radi
o istom klonu ili pak o neovisnom razvoju dvaju
hematoloskih poremecaja koji potjecu iz razlic¢itih
klonova limfati¢nih stanica B stani¢nog podrijetla
(1). Pojava dviju hematoloskih tumorskih bolesti
je dijagnosticki i terapijski izazov. U ovom je radu
prikazan tijek bolesti i lije¢enje 72-godisnjeg bole-
snika s kroni¢nom limfocitnom leukemijom u tije-
ku koje je dijagnosticiran i multipli mijelom.

PRIKAZ BOLESNIKA

U bolesnika rodenog 1939. g. dijagnosticirana je
1999. g. KLL (B-fenotipa), male tumorske mase pa
nije ni zapoceta terapija za KLL. U studenom 2003.
g. hospitaliziran je zbog opce slabosti i malaksa-
losti. Obradom je nadena autoimuna hemoliticka
anemija uzrokovana toplim antitijelima. Citolos-
kom punkcijom koStane srzi nadena je eritrobla-
stopenija, rijetki megakariociti i infiltracija malim
limfocitima (70%) (sl. 1). Proto¢nom citometrijom
stanica kostane srzi u podruéju B limfocita naden je
fenotip CD19+CD20+CD23+CD5+CD38+/- i mono-
klonalni laki lanci kappa slabog izrazaja. Zapoce-
ta je terapija prednizonom u dozi 80 mg/dan i bo-
lesnik se ubrzo oporavio, nije bilo laboratorijskih
pokazatelja hemoliticke nemije. U oZujku 2004. g.
hospitaliziran je u Klini¢koj bolnici Merkur zbog
kompresivne frakture kraljezaka Th12 i L1. Bole-
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sniku je predlozena citoloska punkcija promije-
njenih kraljezaka ¢emu nije bio sklon. Provedena
je radioterapija kraljezaka nakon ¢ega se nastavio
kontrolirati u hematoloskoj ambulanti. U lipnju
2006. g. u nalazima se uo¢ava autoimuna hemoli-
ticka anemija pa je lijecen ciklofosfamidom i pred-
nizonom, te ciklosporinom. Kontrolna citoloska
punkcija kostane srzi opisuje tada normocelularni
punktat uz umnoZzene male limfocite, ne$to pro-
limfocita i zarezanih oblika (ukupno 67%), a ostali
hematolosko-biokemijski nalazi odgovaraju KLL-u
i autoimunoj hemoliti¢koj anemiji. U rujnu 2009. g.
bolesnik dolazi na redovitu hematolosku kontro-
lu. Bolesnik sam primjecuje zadebljanje sternalnog
kraja desne klavikule. Na kontrolnom CT-u prsnog
ko$a u podrudju sternalnog kraja klavikule uocava
se endostoza kosti s ekspanzivnom mekotkivnom
tvorbom koja fragmentira kortikalis opisanog dije-

la kosti. Bolesnik ni tada nije bio sklon citoloskoj
punkciji tvorbe, pa je provedena radioterapija na-
vedenog podruéja bez prethodne citoloske verifi-
kacije. Lijecenje je povremeno bilo otezano zbog
infekcija respiratornog sustava (sinusitis, pneumo-
nija) u sklopu hipogamaglobulinemije zbog cega je
jednom mjese¢no dobivao pripravke ljudskih imu-
noglobulina.

U veljaci 2010. g. bolesnik primjecuje tvorbu fron-
toparijetalno lijevo. Citoloskom punkcijom na-
vedene tvorbe nadene su brojne krupne atipi¢ne
(neke binuklearne i multinuklearne) plazma stani-
ce, proplazmociti i plazmoblasti (sl. 2a) pozitivni
na CD138 (sl. 2b) i CD56. Biopsijom ko$tane srzi
nadena je hipocelularna kostana srz s difuznom
infiltracijom malih limfocita, limfoplazmacitoidnih
oblika i plazma stanica uz nesto vece transformi-

. 0 ofe
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R

Sl. 2. Atipicne plazma stanice u punktatu promjene na Celu - frontoparijetalno. a) May-Griinwald Giemsa, x1000 ;
b) imunocitokemijski CD138 pozitivne plazma stanice (LSAB, x1000)
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rane oblike limfati¢nih stanica (ZAP-70 pozitivne)
(sl. 11 2). Hematolo$ki nalazi su ukazivali na leu-
kocitozu sa limfocitozom (L 77,12 x 10°/L, ly 75%),
umjerenu anemiju (E 3,24 Hb 106, MCV 104,6 L)
a broj trombocita (Tr 178) i sedimentacija eritro-
cita (SE 30) su bili u referentnim vrijednostima,
dok je koncentracija beta-2-mikroglobulina bila
povecana (6,6 mg/L). Imunoelektroforeza protei-
na u serumu bila je uredna. U klinickom statusu
nadena je periferna limfadenopatija i splenomega-
lija. Citoloska punkcija aksilarnog limfnog ¢vora
odgovarala je KLL/SLL s limfoplazmacitoidnom
diferencijacijom. Proto¢nom citometrijom stanica
limfnog ¢vora naden je povecani udio B limfocita
fenotipa (CD45+CD19+CD20+CD5+CD23+CD38+
CD22+/-) s klonalnim izrazajem lakih lanaca imu-
noglobulina (kappa) slabog intenziteta, ¢iji je feno-
tip odgovarao atipi¢noj B-KLL. Plazma stanice bile
su prisutne u oko 2% ostatnih mononuklearnih
stanica te nisu zadovoljavale kriterije za multipli
mijelom. S obzirom na progresiju limfoprolifera-
tivnog poremecaja nastavljeno je lije¢enje s osam
ciklusa terapije po shemi COP-R (ciklofosfamid,
onkovin, prednison, rituksimab), a zbog osteolitic¢-
kih lezija na kostima lubanje i patoloskih fraktura
u podrudju torakalne i lumbalne kraljeZnice, zapo-
Ceta je terapijom pamidronata koji je primao u in-
fuziji jednom mjesec¢no. U listopadu je provedena
radioterapija plazmocitoma lijevo frontoparijetal-
no. Reevaluacija stanja bolesti nakon kemoterapije
i radioterapije ucinjena je u prosincu 2010. g. i na-
deno je da je stanje zadovoljavajuce. Hematoloski
i biokemijski parametri bili su uredni, nije nadeno
novih osteoliti¢kih lezija, a u klini¢kom statusu nije
bilo periferne limfadenopatije niti organomegalije.

RASPRAVA

Istodobna pojava dvaju hematoloskih poremecaja
dijagnosticki je i terapijski izazov. Vazno je utvrditi
stani¢no podrijetlo i prirodu poremecaja, jer se iz
takvih podataka mogu dobiti podaci o biologiji tu-
mora (2). U naseg su bolesnika rezultati klini¢kih,
morfoloskih i radioloskih pretraga pokazali da bo-
luje od kroni¢ne limfocitne leukemije koja se kasni-
je komplicirala eritroblastopenijom i autoimunom
hemolitickom anemijom. Nakon deset godina dija-
gnosticiran je i multipli mijelom.

Pojava KLL-a i multiplog mijeloma u istog bolesni-
ka je ranije opisivana u literaturi, a ¢esto je u veci-
ne bolesnika bilo potrebno razjasniti koji se od dva
poremecaja prvi oc¢itovao. U nekim su slucajevima
oba poremecaja nastala iz istog klona, dok su se
u nekima razvijali iz razli¢itih klonova s istodob-
nim klini¢kim o¢itovanjem. U veéini se slucajeva
dijagnozu mijeloma postavilo jednu do 15 godina
nakon dijagnoze KLL-a. U radovima u kojima je
opisivana istodobna pojava KLL-a i multiplog mi-
jeloma, bolesnici su imali losiju prognozu s brzom
progresijom bolesti i ozbiljnim infekcijama. Vrlo
rijetko je dijagnoza multiplog mijeloma prethodila
KLL-u (2).

U naseg je bolesnika, dijagnoza multiplog mijelo-
ma postavljena 11 godina nakon dijagnoze KLL-
a, iako nije isklju¢ena mogucénost da se je multi-
pli mijelom pojavio nakon 5 godina s obzirom na
patoloske frakture u podrudju kraljeZznice zbog
kojih je provedena radioterapija. KLL se mozZze
transformirati u razli¢ite entitete, najéesée u pro-
limfocitnu leukemiju i velikostani¢ni limfom (Ri-
chterov sindrom). U takvim se slucajevima radi o
dediferencijaciji, dok je transformacija u multipli
mijelom pojava monoklonalnih plazma stanica u
kostanoj srzi koje su krajnje diferencirani B lim-
fociti. Pojedini su autori u pokusaju da razjasne
podrijetlo pocetnog klona proucavali lake lance
imunoglobulina i analizirali preuredbu gena imuno-
globulina. Monoklonalni imunoglobulini se mogu
uoditi u serumu u 1% do 5% bolesnika s KLL-om
(3-6). Nekoliko je autora pokazalo veliku ucestalost
sekundarnih neoplazmi u bolesnika s KLL-om. Ne-
Hodgkinov limfom je opisan u oko 3% bolesnika,
Hodgkinova bolest u 0,5%, a multipli mijelom u
0,1% bolesnika s KLL-om. Maurice Richter je 1928.
godine prvi opisao pojavu agresivnog ne-Hodgki-
novog limfoma u bolesnika s KLL-om (7). Robak i
sur. opisali su plazmablasti¢nu varijantu difuznog
velikostani¢nog limfoma u bolesnika s KLL-om
lije¢enog kladribinom. Plazmablasti¢ni limfom se
razvio Cetiri godine nakon postavljene dijagnoze
KLL-ai1,5 godinu nakon lije¢enja kladribinom. Na
terapiju VAD-om (vinkristin, doksorubicin, deksa-
metazon) nije postignut nikakav ucinak, a parcijal-
ni terapijski odgovor postignut je nakon kemotera-
pije po shemi CHOP (ciklofosfamid, doksorubicin,
vinkristin, prednizon). Pretpostavka je autora bila
da je odvojeni plazmablasti¢ni klon nastao nakon
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prolongirane imunosupresije kladribinom (7). Pa-
vlisa i suradnici su prikazali dva bolesnika s nelije-
¢enom KLL u kojih se nakon 4 godine razvila akut-
na mijeloi¢na leukemija (AML-M2) (8).

Hanganu je 2002. g. opisao sedam bolesnika (dvi-
je Zene, pet muskaraca) sa sindromom multiplih
tumora (u jednog su bolesnika dijagnosticirane
najmanje dvije neoplazme). Razdoblje izmedu
trenutka dijagnosticiranja dviju neoplazme bilo je
izmedu 2 do 23 godine u 6 slucajeva, a u jednog
su se bolesnika obje neoplazme pojavile istodob-
no. Hematoloski poremecaji su bili multipli mije-
lom, kroni¢na granulocitna leukemija, KLL, a od
solidnih tumora maligni melanom, planocelularni
karcinom, karcinom $titnjace, hemangiosarkom i
genitalni tumori (9).

Prikaz bolesnika kojem je dijagnosticiran multipli
mijelom nakon lijecenja KLL fludarabinom, opisali
su Patriarca i sur. Kroni¢na limfocitna leukemija je
dijagnosticirana ¢etiri godine prije multiplog mije-
loma. Autori u pocetku nisu sa sigurnoséu mogli
utvrditi je 1i multipli mijelom nastao iz zasebnog
klona ili je nastanku pridonio fludarabin izaziva-
jué¢i imunosupresiju. Analiza proto¢nom citome-
trijom pokazala je izrazaj lambda lanaca na mo-
noklonalnim B limfocitima, dok su plazma stanice
izrazavale kappa lance, a preuredba gena za teski
lanac imunoglobulina potvrdila je postojanje dvju
razli¢itih klonova, od kojih je jedan bio prisutan u
perifernoj krvi. Bolesnik je lije¢en autolognom tran-
splantacijom mati¢nih stanica, a reevaluacijom na-
kon 18 mjeseci nije se moglo detektirati klon KLL-a,
dok je postojalo 15% do 20% klonalnih plazma sta-
nica u kostanoj srzi (10).

Fludarabin moze interferirati s razinom IL-4, koji
se nalazi u mikrookolisu KLL-a, i moguce je da se
smanjivanjem razine IL-4 potice sazrijevanje B-lim-
focita u plazma stanice. Ali za takve zakljucke bi
trebalo provesti dodatna istrazivanja radi razjasnja-
vanja kako kemoterapija KLL-a (FED = fludarabin,
ciklofosfamid, deksametazon; FCR = fludarabin,
ciklofosfamid, rituksimab) utje¢e na razvoj multi-
plog mijeloma (11). Melih Aktan i sur. su opisali
bolesnika s KLL-om kojem je dijagnoza nesekretor-
nog multiplog mijeloma postavljena 7 godina na-
kon dijagnoze KLL-a. Bolesnik je zbog KLL-a inter-
mitentno lije¢en klorambucilom i prednizolonom.
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Klonalna povezanost dvaju poremecaja dokazana
je usporedbom izotipova i idiotipova teskih i lakih
lanaca imunoglobulina (12). Tomas Pika i sur. su
prikazali 78-godis$nju bolesnicu kojoj je pet godina
nakon $to joj je dijagnosticirana kroni¢na limfocit-
na leukemija, postavljena sumnja na meningeom
uz fokalne neurolo$ke simptome. U¢injenom pe-
rioperativnom patohistoloskom analizom tvorbe
veli¢ine oko 33x75 mm s infiltracijom dure i de-
strukcijom kosti, naden je infiltrat mijeSanih poli-
morfnih plazmocita s izrazajem CD138, CD79a i la-
kih lanaca kappa tipa $to odgovara plazmocitomu.
Bolesnica je lijecena s pet ciklusa terapije po shemi
CTD (ciklofosfamid, talidomid, deksametazon) i
radioterapijom zahvacenog podrudja na glavi, te je
postignut zadovoljavajudi terapijski u¢inak (13).

Svi ovi, a i brojni drugi prikazi bolesnika, ukazuju
na to da bolesnici s KLL-om imaju povecani rizik
obolijevanja od sekundarnih hematoloskih i nehe-
matoloskih neoplazmi. Manusow i Weinerman su
1975. godine objavili rezultate retrospektivne stu-
dije na 102 bolesnika s KLL-om i pokazali su kako
je kod njih dvaput vedéi rizik za bilo koji maligni
tumor, a osam puta vedi rizik za maligne tumore
koze (14).

Za B-KLL je karakteristi¢an deficit stani¢ne i humo-
ralne imunosti uz hipogamaglobulinemiju, kvan-
titativni i funkcionalni poremecaj T-limfocita, a
neke su studije pokazale kako takvi poremecaji
imunoloskog sustava mogu utjecati na razvoj se-
kundarnih neoplazmi. Mutageni uc¢inak i jatrogena
imunosupresija izazvana purinskim analozima koji
se koriste u lije¢enju KLL-a, mogu povecati rizik za
razvoj sekundarnih neoplazmi (15).

Moguce je da je u naseg bolesnika doslo do poja-
ve novog klona koji je doveo do pojave multiplog
mijeloma. Primijenjena je kombinacija citostatika
koja je bila u¢inkovita u lije¢enju obje hematoloske
neoplazme uz adjuvantnu radioterapiju. U bolesni-
ka s kroni¢nom limfocitnom leukemijom moguca
je pojava sekundarnih neoplazmi. Slu¢aj naseg bo-
lesnika, kao i ostali koji su dosad opisani, poti¢u
dijagnosti¢are da pojavu novih tumorskih infiltra-
ta podvrgnu daljnjim diagnosti¢kim postupcima.
Iako su one najéesce manifestacija osnovne bolesti,
u tih bolesnika moZe nastati nova neoplazma cije
rano otkrivanje daje vise izgleda da ¢e provedeno
lijecenje biti uspjesno.
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SUMMARY

MULTIPLE MYELOMA IN A PATIENT WITH CHRONIC LYMPHOCYTIC LEUKEMIA -
CASE REPORT AND LITERATURE REVIEW

I. MANDAC ROGUL]J I, D. RADIC-KRISTO?, V. MILUNOVIC?, S. OSTO-
JIC KOLONIC'3, B. JELIC-PUSKARIC? and A. PLANINC-PERAICA!?

"Merkur University Hospital, Department of Internal Medicine, Division of Hematology, Department of
Clinical Cytology and Cytogenetics and 3University of Zagreb, School of Medicine, Zagreb, Croatia

The occurrence of B-cell chronic lymphocytic leukemia (B-CLL) and another B-cell neoplasm in the same patient is a rare event
and is mostly described in the literature as single case reports. In most cases reported in the literature, CLL was diagnosed se-
veral years before multiple myeloma. Some patients were only observed for CLL without therapy, whereas others had already
been treated for CLL when the diagnosis of myeloma was established. Some authors came to a conclusion that therapy used for
treating CLL can induce some secondary neoplasms, like multiple myeloma. We present a male patient who was diagnosed with
multiple myeloma 11 years after B-CLL had been diagnosed. Two hematologic neoplasms in one patient could be a diagnostic
problem, but also a therapeutic challenge.

Key words: chronic lymphocytic leukemia, secondary neoplasm, multiple myeloma
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AKUTNO ZATAJENJE BUBREGA KAO PRVA
MANIFESTACIJA KRONICNE LIMFOCITNE LEUKEMIJE

INGA MANDAC ROGULJY, INGRID PRKACIN?5, MIRJANA SABLJAR-MATO-
VINOVIC?, DANICA GALESIC LJUBANOVIC?® i DUNJA SUSTERCIC*

Klinicka bolnica Merkur, Klinika za unutarnje bolesti, Zavod za hematologiju, *Zavod za nefrologiju, *Klinicka
bolnica Dubrava, Zavod za patologiju, *Klinicka bolnica Merkur, Zavod za klinicku citologiju i citogenetiku i
*Sveuciliste u Zagrebu, Medicinski fakultet, Zagreb, Hrvatska

U prosincu 2005. godine 55-godisniji bolesnik hospitaliziran je zbog akutnog zatajenja funkcije bubrega i zbog sumnje na hemo-
ragijsku vruéicu. U fizikalnom statusu dominirala je splenomegalija (ultrazvuéno slezena 18 cm, palpatorno 11 cm) uz tromboci-
topeniju i anemiju u hematolo$kim nalazima. U¢injena je biopsija bubrega, a patohistoloski nalaz opisivao je limfoproliferativnu
bolesti malih limfocita B fenotipa s pozitivnim lambda lancima. CitoloSkom i patohistoloSkom analizom kostane srzi uz proto€nu
citometriju postavilo se dijagnozu kroni¢ne limfocitne leukemije bez apsolutne limfocitoze u perifernoj krvi. Zapoceta je terapija
kortikosteroidima (metilprednizolon 80 mg iv), a nastavljeno terapiju prednizonom (Decortin 20 mg tbl) uz klorambucil (Leukeran
16 mg tbl) tijekom tri dana. Uz navedenu terapiju dolazi do porasta broja trombocita, pada razine kreatinina i oporavka bubrezne
funkcije. Provedeno je 6 ciklusa terapije prednizonom i klorambucilom na koji je postignut zadovoljavajuci terapijski u¢inak uz
uredne hematolo$ke parametre i blazu splenomegaliju pa je lijeenje nastavljeno prednizonom u dnevnoj dozi od 10 mg. Na$
bolesnik je jedan od dosad opisanih s akutnim zatajenjem bubrezne funkcije kao rijetkom komplikacijom kroni¢ne limfocitne
leukemije. Biopsija bubrega je potrebna za potvrdu dijagnoze. Bubrezna funkcija se moze potpuno oporaviti na odgovarajuc¢u
terapiju, a u naseg je bolesnika do njenog oporavka doslo uz terapiju klorambucilom i prednizonom.

Kljuéne rije¢i: akutno zatajenje bubrezne funkcije, kroni€na limfocitna leukemija

Adresa za dopisivanje: Doc. dr. sc. Ingrid Prkacin, dr. med.
Zavod za nefrologiju,
Klinika za unutarnje bolesti
Klini¢ka bolnica Merkur
Zajceva 19
10 000 Zagreb, Hrvatska
E-posta: ingrid.prkacin@gmail.com

UvOD Ovo je prikaz bolesnika s akutnim zatajenjem bu-
brezne funkcije zbog leukemijske infiltracije bubre-
Kroni¢na limfocitna leukemija (KLL) je limfoproli- ga kao prvom manifestacijom KLL.
ferativna bolest kod koje je broj B limfocita veci od
5x10°/L u perifernoj krvi, bez obzira na postojanje
PRIKAZ BOLESNIKA

ili nepostojanje ekstramedularne infiltracije organa

i thkiva. Infiltraciia B limfociti . 5 wbil
itkiva. Infiltractja B limfocitima se moZe naci u bilo U prosincu 2005. godine u nasoj je Klinici hospitali-

ziran 55-godisnji bolesnik zbog akutno nastalog za-
tajenja funkcije bubrega sa sumnjom na sistemsku

kojem organu, najcesce u slezeni, jetri i limfnim
¢vorovima. Vrlo su rijetki prikazi bolesnika s KLL i
posljediénim akutnim zatajenjem funkcije bubrega bolest vezivnog tkiva. U klinickom statusu domini-
u kojih je infiltracija bubrega leukemijskim stanica- rala je splenomegalija (slezena ultrazvucno 190x70
ma dokazana biopsijom bubrega. mm), u hematoloskim nalazima anemija (Hb 81
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g/L) s trombocitopenijom (Tr 78x10°/L), uz ured-
ne vrijednosti leukocita ( L 5,14x10°/L) i apsolut-
nog broja limfocita (2,46x10°/L ). U biokemijskim
nalazima uocena je poviSena razina kreatinina (273
umol/L), ureje 16,8 mmol/L, urata 530 umol/L.
Ultrazvuk bubrega opisao je desni bubreg veli¢ine
oko 101 mm, prosje¢ne Sirine parenhima 14 mm,
pravilnog centralnog hilusnog efekta, a lijevi bu-
breg veli¢ine 106 mm, prosje¢ne Sirine parenhima
14 mm, urednog centralnog hilusnog efekta. U se-
dimentu urina nadena je leukociturija, eritrocituri-
ja i cilindri. Zbog nejasne etiologije akutnog zata-
jenja bubrega ucinjena je biopsija bubrega, a nalaz
je ukazivao na limfoproliferativnu bolest malih
limfocita fenotipa B s pozitivnim lambda lancima,
uz umjerenu intersticijsku fibrozu i tubularnu atro-
fiju. S obzirom na nalaz biopsije bubrega ucinjena
je dodatna hematoloska obrada. Razmaz periferne
krvi pokazao je povecan udio atipi¢nih limfocita
uz uredne vrijednosti ukupnog broja leukocita (L
5,14x10°/L, 1y 41%, atip ly 14%), a proto¢na citome-
trija stanica periferne krvi nadena je u podrudju lim-
focita, populaciji koja iskazuje u vecini biljege B lim-
focita fenotipa CD19+CD20+CD5+CD38+CD23-/+
s klonalnim izrazajem lakih lanaca imunoglobulina
lambda srednje jacine.

Citoloska punkcija kostane srZi opisala je normoce-
lularan punktat uz umnozene male CD20 pozitiv-
ne limfocite (37% limfocita) te nesto prolimfocita
(4%) uz velike nakupine u grubom partiklu (sl. 1).
Morfologija limfocita u kostanoj srzi odgovarala je
kroni¢noj limfocitnoj leukemiji, a $to je potvrdeno i

Sl. 1. Punktat kostane srZi s umnozZenim malim
limfocitima, May-Griinwald Giemsa, x1000
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proto¢nom citometrijom stanica kostane srzi (B lim-
fociti fenotipa CD19+CD20+CD38+CD5+CD23-/+
s klonalnim izrazajem lakih lanaca imunoglobuli-
na lambda srednje jac¢ine), sto odgovara sindromu
B-kroni¢ne limfocitne leukemije. Zapoceta je te-
rapija kortikosteroidima (prednizon 20 mg tbl) i
klorambucilom (16 mg) tijekom 6 ciklusa na koju
je postignut zadovoljavajuci terapijski u¢inak. Na-
stavilo se terapiju odrzavanja prednizonom u dozi
od 10 mg/tbl.

U velja¢i 2009. godine bolesnik je hospitaliziran
radi ponovne biopsije bubrega kojom se nade gu-
sti infiltrat malim limfocitima B imunofenotipa uz
izrazeniju intersticijsku fibrozu i tubularnu atrofi-
ju. Nastavljena je terapija odrzavanja prednizonom
u dozi 10 mg/dan. Kontrolni hematoloski i bioke-
mijski nalazi su zadovoljavajuci (L 3,90x10°/L) uz
urednu diferencijalnu krvnu sliku i periferni raz-
maz krvi, blazu trombocitopeniju (Tr 110x10°/L),
dok je vrijednost kreatinina 128 qmol/L.

RASPRAVA

Infiltracija bubrega opisana je u oko 63-90% svih
bolesnika s kroni¢nom limfocitnom leukemijom,
ovisno o podacima pojedinih autora (1).

Ostecenje bubrezne funkcije bolesnika s kronic-
nom limfocitnom leukemijom moze se manifesti-
rati opstruktivnom uropatijom, akutnom nefropa-
tijom zbog viska mokracne kiseline (sindrom lize
tumora), hemolizom, glomerulopatijama (od kojih
su najc¢es¢e membranoproliferativni glomerulone-
fritis s krioglobulinima, fokalni ili difuzni prolife-
rativni glomerulonefritis, nefropatija lakih lanaca,
primarna amiloidoza) i najrjede leukemijskom in-
filtracijom bubrega, kao $to je bio slucaj u ovoga
bolesnika. Ostec¢enje bubrezne funkcije zbog leu-
kemijskog infiltrata dosad je opisivano u bolesni-
ka s akutnom leukemijom. Vrlo su rijetki prikazi
bolesnika s kroni¢nom limfocitnom leukemijom
kod kojih je opisan i patohistoloski nalaz biopsije
bubrega. U svih je opisanih sluc¢ajeva u bubreznom
parenhimu naden masivni intersticijski infiltrat
limfocitima koji su imali isti fenotip kao i limfociti
iz periferne krvi (2).
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Barcos i sur. su analizirali obdukcijske nalaze 109
bolesnika s KLL i u 63% nasli infiltraciju bubrega
leukemijskim stanicama (3). Schwartz i Shamsud-
din su u obdukcijskim nalazima 47 bolesnika s
KLL-om nasli zahvacenost bubrega u 90% bolesni-
ka, ali je samo u 4 bolesnika naden difuzni infiltrat
(4). Phillips i sur. su opisali bolesnika s KLL-om u
kojega je analizom bioptata bubrega leukemijski
infiltrat bio izraZeniji u srzi nego u kori bubrega:
od 33 glomerula u 29 je utvrdena ishemija glome-
rula s periglomerularnom fibrozom, a u ostalih 4
globalna skleroza. U arterijama je uo¢ena umjerena
fibroelasti¢na proliferacija intime i umjerena hijali-
na skleroza. Nalaz je interpretiran kao teska ishe-
mijska nefroskleroza s leukemijskom infiltracijom
kore bubrega (5). Norris i Wiener nisu nasli vezu
izmedu leukemijskog infiltrata bubrega i ostecenja
bubrezne funkcije. Pregledom 700 bolesnika s lim-
fomom i KLL-om u razdoblju od 10 godina dija-
gnosticirano je 83 bolesnika s akutnim oste¢enjem
bubrega: od toga 17 bolesnika s KLL-om, a o$tece-
nje bubrezne funkcije povezano s leukemijskim in-
filtratom nadeno je u 3 bolesnika (6). S obzirom da
je ocekivano prezivljenje bolesnika s KLL-om duze
od 10 godina, bolesnici koji uz KLL boluju i od za-
vrsne faze kroni¢ne bubrezne insuficijencije mogu
biti kandidati za transplantaciju bubrega. Francu-
ska skupina autora predvodena D’Ythurbideom
prikazala je 4 bolesnika s KLL-om i zavr$nom fa-
zom bubreZne insuficijencije kojima su transplan-
tirani bubrezi. Uzroci o$tecenja bubrezne funkcije
bili su dijabeti¢ka nefropatija, nefroangioskleroza,
policisticna bolest bubrega, fokalna i segmentna
glomeruloskleroza. Nakon transplantacije bubre-
ga bolesnici su bili prac¢eni 32-46 mjeseci. Dva su
bolesnika umrla od septi¢nih komplikacija, jedan
od progresije KLL-a, a jedan bolesnik je nakon 3
godine od transplantacije, stabilnih hematoloskih
parametara i sa zadovoljavaju¢om funkcijom bu-
brega. Autori su istaknuli vaznost suradnje nefro-
loga i hematologa kod odabira imunosupresivne
terapije, koja moze pogorsati KLL. Prednost su dali
mikofenolatu i m-TOR inhibitorima (Mammalian
Target of Rapamycin = ciljna molekula rapamici-
na u sisavaca) u odnosu na kalcineurinske inhi-
bitore. Ako ipak dode do progresije KLL-a nakon
transplantacije bubrega, moguc¢i imunosupresivni
lijekovi mogu biti rituksimab i fludarabin. Pokaza-
no je kako je KLL rizi¢an ¢imbenik koji pogorsava
mogucnost oporavka transplantiranog bubrega te

je u svakog bolesnika potrebno procijeniti progno-
sticke parametre za KLL (veli¢ina tumorske mase
na osnovi limfocitoze, palpabilne slezene i najve-
¢eg palpabilnog limfnog ¢vora, raspodjela tumor-
ske mase, brzina rasta tumora, mutacijski status,
izrazaj CD38 i ZAP-70 ) koji bi olaksali odluku oko
terapijskog pristupa (7). Nema dovoljno provjere-
nih terapijskih protokola u bolesnika s KLL-om i
osteCenom bubreznom funkcijom. U lije¢enju su
koristeni COP-R (ciklofosfamid, vinkristin, pred-
nizon, rituksimab), COP (ciklofosfamid, vinkristin,
prednizon), FCR (fludarabin, ciklofosfamid, rituk-
simab) monoterapija prednizonom, kombinacija
prednizona i klorambucila (6-9).

Kombinacija prednizolona i klorambucila koriste-
na je kod naseg bolesnika uz odlican terapijski uci-
nak i gotovo potpuni oporavak bubrezne funkcije.
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SUMMARY

ACUTE RENAL FAILURE AS FIRST MANIFESTATION OF B-CLL

I. MANDAC ROGULJ, I. PRKACIN?%, M. SABLJAR MATOVINOVIC?,
D. GALESIC LJUBANOVIC?*s and D. SUSTERCIC*

Merkur University Hospital, Department of Internal Medicine, Division of Hematology, *Division of
Nephrology, 3University Hospital Dubrava, Department of Pathology, *‘Merkur University Hospital,
Department of Clinical Cytology and Cytogenetics and *University of Zagreb, School of Medicine,
Zagreb, Croatia

In December 2005, the 55-year-old patient was hospitalized because of acute kidney failure and suspected hemorrhagic fever.
The physical examination showed splenomegaly (spleen ultrasound-18 cm in large diameter, and 11 cm by palpation) with
thrombocytopenia and anemia. He underwent kidney biopsy which described infiltration of small B cell ymphocytes with posi-
tive lambda chains. His bone marrow showed infiltration of atypical lymphocytes, and flow cytometry was typical of B-cell CLL.
Patient started therapy with corticosteroids (methylprednisolone 80 mg iv) and continued treatment with prednisone (Decortin 20
mg tablets) and chlorambucil (Leukeran 16 mg tablets) through three days. An addition to therapy lead to an increase in platelet
count, creatinine level decline and recovery of renal function was observed. He was treated with 6 cycles of therapy with pred-
nisone and chlorambucil and achieved a satisfactory therapeutic effect with adequate hematologic parameters and less severe
splenomegaly. Maintenance therapy was continued with prednison at daily dose of 10 mg. Our patient is one of the amongst
previously reported as an example of a rare complication of CLL with leukemic infiltrate causing acute renal insufficiency. Renal
biopsy is necessary to confirm the diagnosis. This complication appears to respond well to a variety of treatments. Our patient
achieved complete resolution of renal failure and partial hematological response with combination of chlorambucil and predni-
sone.

Key words: acute renal failure, B-cell chronic lymphocytic leukemia
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ERITROBLASTI U PERIFERNOJ KRVI ODRASLOG BOLESNIKA KAO
NEPOVOLJAN PROGNOSTICKI PREDZNAK - PRIKAZ BOLESNIKA

DOMAGOJ MOSLER!, GORDANA CAVRIC? SLAVICA NAUMOVSKI-MIHALIC?, IKA KAR-
DUM-SKELIN3$, DUNJA SUSTERCIC?, BILJANA JELIC-PUSKARIC?, INGRID PRKACIN?¢, IVICA
PREMUZIC MESTROVIC?, TITHOMIR BRADIC?, AIDA NAZOR* i ELVIRA LAZIC MOSLER5®

'Ljeciliste Topusko, Topusko, 2Klinicka bolnica Merkur, Klinika za unutarnje bolesti, *Zavod za citologiju i
citogenetiku, *Zavod za klinicku kemiju i laboratorijsku medicinu, *Zavod za anatomiju
i *Sveuciliste u Zagrebu, Medicinski fakultet, Zagreb, Hrvatska

Eritroblasti se javljaju tijekom teSkih bolesti, a povezani su s nepovoljnom prognozom i ve¢im mortalitetom. Prikazujemo bolesni-
ka koji je primljen u bolnicu zbog sréanog popustanja i dekompenzacije ciroze jetre. Radi se o bolesniku koji je od ranije bolovao
od ciroze jetre etilicne etiologije, sréanog popustanja zbog hipertenzivne bolesti srca uz permanentnu fibrilaciju atrija, KOPB-a,
Secerne bolesti tipa 2 i kolelitijaze. Tijekom boravka doslo je do razvoja akutnog pankreatitisa, a ubrzo potom i mozdanog udara
s lijevostranom hemiparezom uz kardiopulmonalni zastoj zbog ¢ega je premjesten u JIL. Uz pogorSanje opéeg stanja i razvoj
viSestrukog organskog zatajenja unato¢ adekvatnoj terapiji, zadnja tri dana prije smrti utvrdena je pojava i porast koncentracije
eritroblasta u perifernoj krvi. Unato¢ kardiorespiratornoj potpori i intenzivnom lije€enju, bolesnik je preminuo. Patofiziologija po-
jave eritroblasta u perifernoj krvi jo$ je nejasna. Prema vecini teorija smatra se da je posljedica pojac¢ane eritropoeze ili oste¢enja
mikro-arhitekture kostane srzi, veéinom izazvanih hipoksi¢nim ili upalnim oste¢enjem. Odredivanje broja i prac¢enje dinamike
eritroblasta u perifernoj krvi potencijalni je rani i neovisni prognosticki ¢cimbenik i indikator pove¢anog mortaliteta s obzirom da
se oni pojavljuju 1 do 3 tjedna prije smrti. Otkrivanje njihove pojave moze doprinijeti procjeni rizika bolesnika i donosenju odluka
o daljnjem pristupu i lijeenju.

Kljuéne rijeci: eritroblasti, mortalitet, prognoza, intenzivno lije¢enje

Adresa za dopisivanje: Domagoj Mosler, dr. med.
Trg bana Josipa Jelaci¢a 16
44415 Topusko, Hrvatska
Tel: 00385 91 751 34 71
E-posta: domagoj.mosler@gmail.com

UvOD kro-arhitekture kostane srzi (5-7), ve¢inom izazva-
nih hipoksi¢nim ili upalnim ostecenjem. Otkrivanje
U normalnim uvjetima, osim novorodenacke dobi, pojave eritroblasta u perifernoj krvi i odredivanje

u perifernoj krvi nema eritroblasta. Njihova je po-
java patolo$ka i vezana je uz teske bolesti (1-4) s
nepovoljnijom prognozom (1,2,5,6), dok je patofi-
ziologija pojave eritroblasta u perifernoj krvi jos
uvijek nejasna. Prema veéini teorija smatra se da
je posljedica pojacane eritropoeze ili oSte¢enja mi-

njihove koncentracije moze sluZiti kao rani indika-
tor povecanog mortaliteta (8) s obzirom da se po-
javljuju 1 do 3 tjedna prije smrti (9,10), ali i pomoci
u ocjeni rizika bolesnika i donosenja odluka o dalj-
njem pristupu lijecenju (11,12).

Rad je izraden u Jedinici intenzivnog lije¢enja Klinike za unutarnje bolesti Klinicke bolnice Merkur, Zajceva 19, Zagreb, Hrvatska
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PRIKAZ BOLESNIKA

Pocetkom sije¢nja 2011. god. u Odjelu gastroentero-
logije hospitaliziran je 79-godisnji muskarac zbog
dekompenzacije ciroze jetre i sréanog popustanja.
Rije¢ je o bolesniku koji se do tada neredovito lije-
¢io i kontrolirao zbog ciroze jetre etili¢ne etiologi-
je, sr¢anog popustanja zbog hipertenzivne bolesti
srca uz permanentnu fibrilaciju atrija, KOPB-a, e-
cerne bolesti tipa 2 i kolelitijaze. Kod prijma broj
bodova prema II ocjenskoj skali APACHE (engl.
Acute Physiology And Chronic Health Evaluation)
iznosio je 15, broj bodova prema Glasgow ljestvi-
ci za komu (GSC, engl. Glasgow Coma Scale) 15, a
status dekompenzirane ciroze jetre prema klasifi-
kaciji Child-Pugh - A 6 bodova. Uz primijenjenu
terapiju stanje bolesnika se nije popravilo, ve¢ je
doslo do pojave infekcije urinarnog trakta i muko-
purulentnog traheobronhitisa zbog ¢ega je u tera-
piju ukljucen i ciprofloksacin.

Daljnji klinicki tijek komplicirao se razvojem akut-
nog pankreatitisa te ubrzo potom i ishemijskog
mozdanog udara s lijevostranom hemiparezom
pracenog kardiorespiratornim arestom pa je bo-
lesnik premjesten u jedinicu intenzivnog lijeCenja
(JIL). Proveden je reanimacijski postupak uz endo-
trahealnu intubaciju i uspostavu mehanicke ven-
tilacije, a u terapiju su zbog hipotenzije uvedeni i
vazoaktivni lijekovi. Na dan prijma u JIL bio je po
Klasifikaciji Child-Pugh u B stadiju sa 7 bodova, po
GSC imao je 6 bodova te po APACHE II 33 boda,
dok je broj bodova Ranson bio 4 sa 15% predvide-
nog mortaliteta od akutnog pankreatitisa. Uz pri-
mijenjenu terapiju bolesnik je doSao k svijesti uz iz-
vrSavanje jednostavnih naredbi, ali i dalje ovisan o
mehanickoj ventilaciji uz potrebu vazoaktivne pot-
pore, iako se njezin stupanj uspio djelomi¢no sma-
njiti. Uz znakove difuzne lezije jetre i kolelitijazu,
ultrazvucnim je pregledom trbuha utvrdena ured-
no velika gusteraca hiperehogene strukture s neho-
mogenim odjekom u podrudju trupa, $to je odgo-
varalo nalazu akutnog pankreatitisa. CT abdomena
nije ucinjen iz tehnickih razloga. Ucinjeni tumor-
ski biljezi (alfa-1-fetoprotein, karcinoembrionalni
antigen, ugljikohidratni antigen CA 19-9, ukupni
prostati¢ni specifi¢ni antigen) bili su u granicama
referentnih vrijednosti. Zbog izrazite leukocitoze
(26,52 x 10°/L), drugog dana u JIL-u ucinjena je ci-
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toloska analiza razmaza periferne krvi u kojem je
nadeno 1% mijelocita i metamijelocita, 5% neseg-
mentiranih i 83% segmentiranih leukocita koji su
sadrzavali grube granule i Dohleova tjelesca, 2%
limfocita, 7% monocita, 1% plazma stanica, uz do-
sta trombocita i manje rouleax formacije eritrocita.
U daljnjem tijeku bolesti pracen je porast upalnih
parametara, a ¢etvrtog dana boravka u JIL-u radio-
loski je utvrdena desnostrana bazalna pneumonija,
zbog ¢ega je korigirana antibiotska terapija. Osmog
dana zapoceta je kontinuirana hemodijaliza jer je
bolesnik postao oliguri¢an do anuri¢an uz porast
parametara oStecenja bubrezne funkcije. Istog su
dana u automatiziranoj analizi periferne krvi, uz
30,96 x 10°/ L leukocita, po prvi puta otkriveni i eri-
troblasti (0,72 x 10°/L) (sl.1).

Sl. 1. Eritroblasti u perifernoj krvi, May-Griinwald
Giemsa, x1000

Takoder, od toga je dana bolesnik postao komato-
zan uz ucestale Jacksonove epilepticke motoricke
parcijalne napadaje lica, lijeve ruke i noge zbog cega
je uvedena antiepilepticka terapija diazepamom i
fenobarbitalom. Devetog dana boravka u JIL-u, uz
leukocitozu od 35,5 x 10°/L, ponovo su potvrdeni
eritroblasti i to 4,01 x 10°/L. Posljednjeg, desetog
dana, unato¢ svoj primijenjenoj terapiji, kardiores-
piratornoj i vazopresornoj potpori, bolesnik umire
pod klinickom slikom viSeorganskog zatajenja. Na
dan smrti, po klasifikaciji Child-Pugh, bio je u C
stadiju sa 10 bodova uz GSC 3 i APACHE 1I 49, a
broj eritroblasta u perifernoj krvi iznosio je 5,09 x
10°/L.
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RASPRAVA

Raniji nezreli oblici eritrocita normalno gube svoju
jezgru prije no $to se pojave u perifernoj krvi u zre-
lom obliku. Nezreli oblici s jezgrom (NRBC, engl.
Nucleated Red Blood Cell ) ne mogu dovoljno pro-
mijeniti oblik te stoga niti proci barijeru kostane
srzi. Osim u novorodenackoj dobi, prisutnost eri-
troblasta u perifernoj krvi patoloski je nalaz vezan
uz teske bolesti (1-4) s nepovoljnijom prognozom
(1,2,5,6). Njihova je pojava vezana uz odredena
stanja kao $to su teSka akutna i kroni¢na anemija
(obi¢no ne u aplasti¢noj anemiji), srpasta anemija,
osobito tijekom bolnih kriza, te u talasemiji. Druga
stanja koja se vezu uz eritroblastozu su leukemija,
mijeloproliferativni sindromi i karcinomatoza, i to
ili zbog poremecaja arhitektonike kostane srzi ili
zbog ekstra-medularne hematopoeze, ili zbog oba
razloga (5,7). Takoder, eritroblasti se javljaju kod
sréanog popustanja i opeklina (6,8).

U novijem prospektivnom kohortnom istraziva-
nju Stachona i sur. u koja su bila ukljucena 383
bolesnika, po prvi se puta u bolesnika lije¢enih u
JIL-u dnevno pratila pojava i koncentracija eritro-
blasta koja nije bila povezana ni s jednim osobitim
uzrokom smrti. Medutim, bolesnici koji su umrli
od infekcije ili sepse ipak su imali znacajnije vise
koncentracije eritroblasta od onih koji su umrli od
mozdanih ili pluénih komplikacija (17,5% bolesni-
ka bilo je pozitivno na eritroblaste, 7,8% ih je bilo
pozitivno na dan prijema, dok su u prosjeku eri-
troblasti detektirani 3. dan boravka u JIL-u) (8).

Nepovezanost prisutnosti eritroblasta s nekim
odredenim uzrokom smrti pokazao je isti autor u
istrazivanju provedenom na 301 bolesniku te su
isto tako izmjerene nize koncentracije eritroblasta
u bolesnika koji su umrli od malignih tumora nego
od sréanog ili viseorganskog zatajenja. U nedavno
objavljenom istrazivanju na 594 susljedna bolesni-
ka lije¢ena u JIL-u dnevnim je pradenjem prisut-
nost eritroblasta otkrivena u 10,4% ispitanika (12).

Kasnije je takoder pokazana znacajna pozitivna
povezanost koncentracije eritroblasta s koncentra-
cijom eritropoetina i retikulocita (parametri hipok-
sije), te s koncentracijama interleukina (IL) 3 i IL-6
(parametri upale) i dobi bolesnika (13). U drugom
je pak istrazivanju nadena povezanost povecane

koncentracije eritroblasta s pove¢anom koncentra-
cijom kreatinina i leukocita te manjom koncentra-
cijom protrombina, dok nije nadena povezanost
izmedu koncentracije eritroblasta i retikulocita (8)
osim $to se eritroblasti ces¢e detektiraju kod vrlo
niskih i vrlo visokih koncentracija retikulocita (10).
Mortalitet bolesnika s eritroblastima bio je 50,7 %,
a prediktivna vrijednost smrti je rasla s porastom
njihove koncentracije. Tako je 80% bolesnika s
koncentracijama eritroblasta >200/pL umrlo, dok
je mortalitet bolesnika bez eritroblasta bio 9,8% (8).

Patofiziologija pojave eritroblasta nije u potpu-
nosti jasna. Prema vedini teorija ona je posljedica
stimulacije ili insuficijencije koStane srzi ili oStece-
nja mikro-arhitekture kostane srzi (5-7), ve¢inom
izazvanih hipoksi¢nim ili upalnim oste¢enjem. Za-
jednicka je karakteristika tih stanja da su teskais
vedim rizikom mortaliteta i nepovoljnijom progno-
zom (1,2,5,6). Pracenje eritroblasta moze pomoc¢i u
odredivanju pristupa bolesniku te trenutku pre-
mjestaja iz JIL-a jer dosadasnji podaci ukazuju da
takvi pacijenti zahtijevaju lije¢enje u JIL-u (8,12).

Koncentracija eritroblasta odreduje se mikroskop-
ski u obojenom razmazu periferne krvi ili primje-
nom pobolj$anih automatiziranih analizatora krvi
koji omogucuju njihovo otkrivanje tijekom rutin-
ske obrade (14). Buduca, osobito prospektivna is-
pitivanja, trebala bi odrediti moze li intenziviranje
lije¢enja bolesnika s eritroblastima smanjiti njihov
mortalitet. Postoje i preporuke za poboljSavanje
ocjenske ljestvice tezine bolesti intenzivnih bo-
lesnika APACHE II uklju¢ivanjem i bodovanjem
prisutnosti eritroblasta u perifernoj krvi (8,15,16).

ZAKLJUCAK

Pojava i detekcija eritroblasta u krvi bolesnika li-
jeCenih u intenzivnim jedinicama je Cesta pojava,
a indikator je stimulacije ili insuficijencije koStane
srzi kao posljedica hipoksi¢nog i upalnog ostece-
nja. Njihova pojava i koncentracija su rani i neovi-
sni pokazatelj mortaliteta te bi se njihovo redovito
odredivanje moglo koristiti za rano otkrivanje bo-
lesnika s veéim rizikom i mortalitetom.
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SUMMARY

ERYTHROBLASTS IN THE PERIPHERAL BLOOD OF ADULT PATIENT
AS AN ADVERSE PROGNOSTIC SIGN - A CASE REPORT

D. MOSLERY, G. CAVRIC?, S. NAUMOVSKI-MIHALIC?, I. KARDUM-SKELIN?35,
D. SUSTERCIC?, B. JELIC-PUSKARIC?, I. PRKACIN?, I. PREMUZIC MESTROVIC?, T. BRADIC?,
A.NAZOR:* and E. LAZIC MOSLER®*

"Topusko Spa Resort, Topusko, *Merkur University Hospital, Department of Internal Medicine,

3Department of Clinical Cytology and Cytogenetics, ‘Institute of Clinical Chemistry and Laboratory

Medicine, *Department of Anatomy and *University of Zagreb, School of Medicine, Zagreb, Croatia

Red blood cells (RBC) normally lose their nuclei before appearing in peripheral blood. After having undergone differentiation in
bone marrow, blood cells must cross the blood-marrow barrier to enter the bloodstream. Erythroblasts, or nucleated red blood
cells (NRBC), do not distort easily, so they cannot escape this barrier. Therefore, with the exception of the neonatal period, the
presence of NRBCs in peripheral blood is always a pathologic finding. NRBCs may be found in the course of severe diseases
and are associated with poor prognosis and higher mortality. The underlying pathophysiology of NRBCs in peripheral blood is
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not fully understood. It is hypothesized that their appearance could be provoked by either increased erythropoiesis or bone mar-
row micro-architectural damage mostly caused by inflammation and/or decreased tissue oxygenation. In addition, it is known
that the mortality is higher in NRBC-positive patients as compared with NRBC-negative patients. Hereby we present a patient
admitted to the hospital with the symptoms of cardiac failure and decompensated liver cirrhosis. The patient was already known
to have liver cirrhosis of ethylic etiology, cardiac decompensation caused by hypertensive heart disease with permanent atrial
fibrillation, chronic obstructive pulmonary disease, diabetes mellitus type 2, and cholelithiasis. During hospital stay, the patient
developed acute pancreatitis and, soon after that, a stroke with left hemiparesis followed by cardiopulmonary arrest. Then he
was transferred to the intensive care unit. Despite appropriate therapy, intensive care treatment and cardiopulmonary support,
the patient’s general state worsened, he developed multiple organ failure and died on day 10 of intensive care unit stay. Three
days earlier, NRBCs were detected in peripheral blood and their concentration increased during the next two days before death.
NRBCs are known to appear 1-3 weeks before death, but their appearance does not seem to be related to one particular cause
of death. Still, detection of NRBCs is an independent risk of poor outcome, where the mortality increases with the increasing
NRBC concentration. Detection of NRBCs in blood is a relatively early phenomenon prior to death, so screening for NRBCs may
aid in the early identification of patients at high risk, and in making duly decision for NRBC-positive patients to obtain ongoing
intensive care treatment.

Key words: nucleated red blood cells, mortality, prognosis, intensive care
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PRESADBA HEPATOCELULARNOG KARCINOMA UZDUZ
BIOPTICKOG KANALA IGLE NAKON TRANSPLANTACIJE JETRE

ANNA MRZLJAK'3, IKA KARDUM-SKELIN?%, DARKO BLASKOVIC?,
DINKO SKEGRO', STIPISLAV JADRIJEVIC* i VESNA COLIC-CVRLJE'

Klinicka bolnica Merkur, Klinika za unutarnje bolesti, *Zavod za klinicku citologiju i citogenetiku,
3Klinicki zavod za dijagnosticku i intervencijsku radiologiju, *Klinika za kirurgiju
i *Sveuciliste u Zagrebu, Medicinski fakultet, Zagreb, Hrvatska

Citoloska punkcija i biopsija u¢inkovite su metode u dijagnostici fokalnih lezija jetre. Medutim, u slu¢aju neoplasti¢nih promjena
ti zahvati mogu biti prac¢eni presadbom malignih stanica duz bioptickog kanala igle. Prikazujemo slu¢aj potkozne presadbe he-
patocelularnog karcinoma 25 mjeseci nakon transplantacije jetre u bolesnika kojemu je prije transplantacije uéinjena citolo$ka
punkcija zari$ne lezije u jetri. Pedetsedamgodi$njem bolesniku s kompenziranom cirozom jetre u podlozi kroniénog hepatitisa B
dijagnosticiran je hepatocelularni karcinom Sirokoiglenom biopsijom, koji je kirurski odstranjen. Postoperativni tijek protekao je
uredno. Deset mjeseci nakon resekcije, citolo$ka punkcija zari$ne lezije u jetri potvrdila je recidiv tumora. Bolesniku je uspjesno
ucinjena transplantacija, te se 25 mjeseci nakon transplantacije na mjestu prethodne punkcije trbusne stijenke javlja potkozni
tumor bez daljnjeg rasapa bolesti. Tumor je u potpunosti reseciran i potvrden je hepatocelularni karcinom. U slu€aju opisanog
bolesnika u primarnoj je dijagnostici radena Sirokoiglena biopsija, a u relapsu bolesti citoloska punkcija, te ostaje otvoreno pita-
nje nakon ¢ega je doslo do presadbe tumora. Tijekom 18 mjeseci prac¢enja nakon resekcije nije potvrden recidiv tumora. Ciljevi
ovog rada su prikazati kliniCki tijek i ishod presadbe hepatocelularnog karcinoma duz kanala igle nakon biopsije u transplanti-
ranog bolesnika i raspraviti probleme i komplikacije dijagnosticke obrade i lije¢enja bolesnika s hepatocelularnim karcinomom.

Kljuéne rijeci: presadba duz kanala igle, biopsija, citoloska punkcija, hepatocelularni karcinom, transplantacija jetre

Adresa za dopisivanje: Dr. sc. Anna Mrzljak, dr. med.
Odjel gastroentrologije
Klinika za unutarnje bolesti
Klini¢ka bolnica Merkur
ZajCeva 10
10000 Zagreb, Hrvatska
Tel: +3851 2431390
E-posta: anna.mrzljak@gmail.com

UvOD tomografijom (CT), magnetskom rezonancijom

(MR)] ili angiografijom mogu biti dovoljni za po-

Transplantacija jetre (T]J) zbog hepatocelularnog stavljanje dijagnoze, u odredenim slu¢ajevima po-
karcinoma (HCC) je danas prognosticki najbolji trebna je histologka/ citologka verifikacija.

oblik lije¢enja, ako se radi o tumoru malih dimenzi-
ja. Rizik od recidiva tumora znatno je visi nakon ki-

rurske resekcije, perkutanih intervencijskih tehni- Verifikacija hepatocelularnog karcinoma moguca je
ka te transarterijske kemoembolizacije u usporedbi pomocu perkutane, transjugularne ili endoskopske
s rizikom recidiva tumora nakon transplantacije citoloske punkcije ili biopsije. Citoloska punkcija
jetre. Iako poviSene vrijednosti alfa fetoproteina ili sirokoiglena biopsija pod kontrolom ultrazvuka
(AFP) kao i tipican prikaz tumora slikovnim me- smatraju se u¢inkovitim i relativno sigurnim meto-
todama [ultrazvukom (UZV), kompjuteriziranom dama s ucestalos¢u komplikacija koje se kreéu od
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0,05% do 0,18% (ovisno o primijenjenoj metodi), a
¢ine ih razvitak hematoma, hemoperitoneuma, bili-
jarnog peritonitisa, pneumotoraksa, lokalne infek-
cije, anafilaktickog $oka te smrtni ishod za koji se
procjenjuje da iznosi 0,006-0,031% (1). Jedna od po-
tencijalnih komplikacija zahvata o kojoj valja voditi
racuna prilikom invaznog zahvata je i presadba tu-
mora duz kanala igle nakon biopsije/ punkcije koja
dovodi do razvoja neoplasti¢nog procesa izvan je-
trene kapsule, naj¢esce u potkoznom tkivu, inter-

.....

PRIKAZ BOLESNIKA

U listopadu 2007. godine 57-godisnji bolesnik upu-
¢en je na reevaluaciju zbog sumnje na recidiv he-
patocelularnog karcinoma. Bolesniku je u prosincu
2006. godine histoloski (nakon Sirokoiglene biopsi-
je) verificiran hepatocelularni karcinom (veli¢ine 5
c¢m s manjom satelitskom lezijom) na podlozi kom-
penzirane jetrene ciroze (Child A), te je ucinjena
resekcija V.1 VI. jetrenog segmenta. Postoperacijski
tijek protekao je uredno. Reevaluacija CT-om ab-
domena s kontrastom, 10 mjeseci nakon resekcije,
pokazala je u II. segmentu jetre, hipodenznu neos-
tro ogranicenu zariSnu promjenu veli¢ine 22 mm
(sl. 1).

SL.1. CT abdomena s kontrastom u portalno-venskoj
fazi, prikazuje ZariSnu promjenu u lijevom jetrenom
reznju (strelica).
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Pod kontrolom ultrazvuka ucinjena je citoloska
punkcija lezije CHIBA iglom promjera 0,7 mm
(22 gauge). Citoloski razmazi bojani su standar-
dnom metodom May-Griinwald-Giemsa (MGG)
i imunocitokemijskim bojanjem LSAB metodom
monoklonalnim antitijelima (DAKO) panelom za
a-fetoprotein (+), BerEP4 (+), CD31 (-), CK8 (-),
CK18 (+) i CK20 (-), potvrdili su recidiv hepatoce-
lularnog karcinoma (sl. 2).

Sl. 2. Hepatocelularni karcinom: razmaz citoloske
punkcije Zarisne lezije u jetri (metoda May-Griinwald
Giemsa, x1000)

Seroloskom i molekularnom obradbom verificiran
je visoko replikativan kroni¢ni hepatitis B (HBsAg,
anti HBs, anti Hbc, anti HBe pozitivni; HBV DNA
3,1 x 108 IU/mL) i u terapiju je uklju¢en lamivu-
din. Bolesnik je uvrsten na listu za transplantaciju
jetre, te je u veljaci 2008. uc¢injena ortotopna trans-
plantacija jetre s kadaveri¢nog donora. Zapoceta je
standardna trojna imunosupresivna terapija korti-
kosteroidima (ukinuti 3 mjeseca nakon TJ), ciklos-
porinom i mikofenolat mofetilom, uz nastavak
lamivudina i primjenu hepatitis B immunoglobu-
lina (HBIg) u dozi titriranoj prema ciljnim vrijed-
nostima titra anti-HBs (>100 IU/L). U ozujku 2010.
godine, 25 mjeseci nakon TJ, bolesnik je primijetio
¢vorasto zadebljanje trbusne stijenke uz desni re-
brani luk. Na CT-u abdomena (nativno te u arte-
rijskoj i portalno-venskoj fazi) verificirana je desno
lateralno u podrudju trbusne stijenke izmedu fas-
cija abdominalnih misic¢a, uz VI. jetreni segment,
tvorba veli¢ine 27x16 mm koja se na postkontras-
tnim slojevima relativno homogeno imbibira kon-
trastnim sredstvom, bez znakova intraperitoneal-
nog Sirenja (sl. 3).
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Sl. 3. Prikaz CT-om abdomena hepatocelularnog karci-
noma trbusne stijenke smjestenog izmedu fascija misica
(strjelica).

Razmazi dobiveni citoloskom punkcijom ¢vora
pod kontrolom ultrazvuka, bojeni standardnim
metodama te imunocitokemijski potvrdili su hepa-
tocelularni karcinom (sl. 4).

Bolesnik je morfoloski reevaluiran (UZV, PET-CT)
¢ime nije dokazana diseminacija hepatocelularnog
karcinoma, osim prisutnog ¢vora u trbusnoj stijen-
ci. U ozujku 2010. godine ucinjena je ekstirpacija
potkoznog ¢vora, a 12 mjeseci kasnije bolesnik je
stabilno bez znakova recidiva hepatocelularnog
karcinoma uz urednu funkciju presatka.

RASPRAVA

Prema smjernicama European Association for Study
of the Liver (EASL) (6), zarisna promjena jetre veli-

Sl. 4. Hepatocelularni karcinom trbusne stijenke prikazan a) May-Griinwald-Giemsa metodom, te imunocitokemijski

antitijelima na b) alfa-fetoprotein, c) CK18 i d) CK20.
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¢ine od 10 mm u bolesnika sa cirozom, zahtijeva
redovito pracenje slikovnim metodama u kom-
binaciji s tumorskim biljegom, AFP. Kod promje-
na veli¢ine od 10-20 mm preporuca se histoloska
verifikacija promjene, buduéi da slikovne metode
nemaju dovoljnu osjetljivost u razlikovanju HCC
od drugih benignih ilil malignih promjena, kada
su obi¢no vrijednosti AFP normalne ili malo povi-
Sene. Za promjene vece od 20 mm dvije nezavisne
slikovne tehnike (UZV, CT, MR ili angiografija)
mogu s dovoljnom toénoséu postaviti diagnozu
bez potrebe za daljnjom histoloskom verifikacijom
(7-11). Medutim, dijagnoza HCC temeljena samo
na slikovnim metodama moze dovesti i do lazno
pozitivne dijagnoze, stoga je potrebno racionalno
razmotriti dijagnosticku biopsiju imaju¢i na umu
odnos izmedu potencijalnog rizika biopsije i rizika
nepotrebne transplantacije.

Indikacije za transplantaciju jetre kod HCC-a vo-
dene su strogim kriterijima temeljenima na veli¢ini
i broju nodula tumora (npr. Milanski kriteriji). Cilj
takvih kriterija je smanjiti rizik od ranog recidiva
tumora nakon transplantacije jetre. Do sada je ne-
koliko studija pokazalo da odredeni bolesnici izvan
Milanskih kriterija imaju odli¢an ishod nakon
transplantacije. Prisutnost mikroskopske vaskular-
ne invazije i stupanj diferenciranosti tumora znacaj-
no utje¢u na prezivljenje bolesnika nakon resekcije
ili transplantacije (12-14). Mikroskopska vaskular-
na invazija moze se utvrditi jedino patohistolos-
kom analizom eksplantirane jetre ili u slucaju re-
sekcije tumora prije transplantacije, dok se stupanj
diferenciranosti tumora moze procijeniti biopsijom
tumora prije transplantacije (15, 16). Zbog znacajne
povezanosti vaskularne invazije i stupnja diferen-
ciranosti tumora, patohistoloska analiza tumora u
nativnoj jetri moze pomodi u otkrivanju bolesnika
s dobro diferenciranim tumorima, malim rizikom
od vaskularne invazije i dobrom prognozom nakon
transplantacije. Stoga biopsija moze biti korisna za
identifikaciju podobnih kandidata za transplanta-
ciju, iako odstupaju od danasnjih uobicajenih krite-
rija selekcije (17).

Procjenjuje se da citoloska punkcija/biopsija tumo-
ra u jetri moze dovesti do implantacije od 1000 do
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10000 stanica duz iglenog puta (18). S obzirom na
navedeno, presadba tumora duz kanala igle nakon
biopsije opravdano je potencijalni rizik. PredloZze-
no je nekoliko mehanizama koji mogu doprinijeti
presadbi tumora duz kanala igle, a to su: tumorske
stanice zaostale na vrhu igle prilikom izvacenja iz
kanala, stanice unesene postproceduralnim krvare-
njem u kanal i potisak stanica u kanal nastao izne-
nadnim porastom intratumorskog tlaka prilikom
uboda (19).

U literaturi, incidencija rasapa nakon biopsije vari-
ra od 0,003% do 12,5%. Martinez Ramos i sur. sma-
traju da su komplikacije citoloske punkcije jetre
rijetke i sporadi¢ne u usporedbi s velikim brojem
punkcija uéinjenih u cijelom svijetu, te zakljucuju
da je rizik od presadbe izrazito nizak (20). S time
se slazu i Rowe i sur. koji navode da je citoloska
punkcija metoda izbora u evaluaciji fokalnih lezija
jetre zbog ucinkovitosti, visoke sigurnosti i niskog
udjela komplikacija. U nedavnoj meta analizi, Sil-
va i sur. su pokazali na 1340 bolesnika da ukupna
incidencija presadbe HCC-a duz kanala igle nakon
biopsije iznosi 2,7% odnosno 0,9% godisnje (21).

Presadba tumora duz kanala igle nakon biopsije
uglavnom dovodi do implantacije i rasta malignih
stanica u potkoznom tkivu, interkostalnim misi-
¢ima ili peritonejskoj Supljini (2-5). Klinicari cesce
daju prednost citoloskoj punkciji nego Sirokoigle-
noj biopsiji, jer su igle duZe, zahvat se lakse izvodi
pod kontrolom slikovnih metoda i jednostavnija je
za ponavljanje, vrlo ¢esto se dobiju izrazito celular-
ni uzorci ili ,mikrobiopsije” te kombinacija citolos-
kih razmaza i stani¢nih blokova rezultira visokom
senzitivnoscu (75-90%) i specifi¢noséu (100%). Oni
koji zagovaraju Sirokoiglenu biopsiju smatraju da
je povecan rizik komplikacija tom metodom samo
posljedica slabijeg iskustva klini¢ara koji izvodi
biopsiju te ako se uzima vise od 3 cilindra. Opce-
nito je prihva¢eno misljenje da je citoloska dija-
gnoza upotpunjena radioloskom slikom sigurna i
vijerodostojna za potvrdu tkivne dijagnoze fokal-
nih lezija u jetri. Velike serije u kojima je koriste-
na citoloska punkcija, gdje je Sirina igle 1 mm ili
manja opisuju presadbu duz punkcijskog kanala i
u slucaju tumora pankreasa i bubrega. Klasi¢na 8i-
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rokoiglena biopsija pretpostavlja povecani rizik od
presadbe i opisan je kod tumora prostate, pluca i
Stitnjace. Faktori rizika za pojavu presadbe tumora
nakon biopsije nisu konzistentni. Nema direktnog
dokaza da sirokoiglena biopsija povecava rizik od
presadbe tumora, narocito na animalnim modeli-
ma, gdje je dokazano da se i citoloSkom punkcijom
moze implantirati 10°-10° tumorskih stanica duz
punkcijskog kanala. I drugi autori upozoravaju da
nema direktnog dokaza povecanog rizika izmedu
presadbe tumora i Sirokoiglene biopsije (22).

Maturen preporuca koaksialnu Sirokoiglenu biop-
siju, bududi da nije opaZena presadba nakon njene
upotrebe (23). Smatra se da bi jedino dobro osmi-
8ljeno, prospektivno, randomizirano i kontrolirano
pracenje moglo doprinijeti boljem razumijevanju
navedene problematike (21).

Zanimljiv je rad Louha i sur. koji su pokazali su da
prilikom biopsije ili resekcije jetre dolazi do pojave
jetrenih stanica u krvotoku bolesnika. Taj su feno-
men potvrdili dokazom prolazne pojave mRNA
AFP u serumu (24). Nije, medutim, jasno odgova-
raju li te jetrene stanice normalnim hepatocitima ili
tumorskim stancama. Do sada nije poznato prido-
nosi li taj fenomen pojavi presadbe tumora nakon
biopsije. U literaturi nema dokaza da su Sirina igle,
viSestruki ubodi prilikom zahvata, lokalizacija tu-
mora u blizini jetrene kapsule, slabija diferenijacija
tumora ili slabiji imunoloski status bolesnika zna-
¢ajni faktori rizika za presadbu tumora (25).

Razdoblje izmedu invazivnog zahvata (citolos-
ke punkcije/biopsije) i pojave tumora nastalog
presadbom izrazito varira i krece se od 3 mjeseca
do 4 godine (2). Prognosticki gledano, bolesnici s
malim i dobro diferenciranim HCC imaju duzi zi-
votni vijek, a time i ve¢u moguénost za otkrivanje
tumora nastalog presadbom nakon biopsije u od-
nosu na bolesnike s veéim i slabo diferenciranim
HCC ¢iji zivotni vijek je kradi (4,26). U nasem je
slu¢aju u primarnoj dijagnostici radena Sirokoigle-
na biopsija, a u relapsu bolesti citoloska punkcija,
te ostaje otvoreno pitanje nakon ¢ega je doslo do
presadbe tumora.

Objavljeni podaci ukazuju da lokalna presadba
tumora nakon biopsije, ako je lijecena resekcijom

ili lokalnom ablacijom, ne utje¢e na prezivljenje
bolesnika (2-5,18). Za sada u literaturi nema poda-
taka o bolesnicima lije¢enima na taj nacin kojima
je kasnije ucinjena transplantacija jetre. Iako vrlo
sporadi¢no, opisani su slucajevi rasapa tumora u
kanalu igle nakon biopsije bolesnika kojima je uci-
njena transplantacija (27), nedostatni su podaci o
incidenciji, klinickom tijeku, lijecenju i utjecaju na
prezivljenje u populaciji s transplantatom.

Mozemo zakljuciti da je presadba tumora nakon
citoloske punkcije/biopsije realna opcija, ali izra-
zito rijetka. Profilakticka metoda kao Sto je ablacija
punkcijskog kanala moZze pomo¢i, a ako je presad-
ba prisutna, ekscizija je opcenito dovoljna (23).
Prikazani slucaj ukazuje na potencijalno povoljan
prognosticki ishod, ali svakako su potrebne studije
s adekvatnim brojem bolesnika i duzinom prace-
nja kako bi se moglo procijeniti rizik u populaciji s
transplantatom.
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SUMMARY

NEEDLE TRACT SEEDING OF HEPATOCELLULAR CARCINOMA AFTER LIVER
TRANSPLANTATION

A. MRZLJAK'3, I. KARDUM-SKELIN?5, D. BLASKOVIC?, D. SKEGRO?,
S. JADRIJEVIC*and V. COLIC-CVRLJE'*

Merkur University Hospital, Department of Internal Medicine, *Department of Clinical
Cytology and Cytogenetics, *Institute of Diagnostic and Interventional Radiology,
‘Department of Surgery and *University of Zagreb, Medical School, Zagreb, Croatia

Ultrasound guided fine needle aspiration cytology (FNAC) and core needle biopsy (CNB) are effective methods for the
diagnosis of focal hepatic lesions. In case of neoplastic lesions, however, this may be followed by the seeding of malignant
cells along the needle tract. We report a case of subcutaneous needle tract seeding of hepatocellular carcinoma (HCC) 25
months after liver transplantation. A 57-year-old man with compensated hepatitis-B-related liver cirrhosis was diagnosed with
HCC by CNB, and the lesion was resected. Ten months after the procedure, FNAC of a small hepatic lesion confirmed tumor
recurrence. The patient was successfully transplanted and 25 months later, a subcutaneous tumor appeared on the abdominal
wall over the previous site of puncture without further dissemination of the disease. Total resection of the lesion confirmed HCC.
It remains undetermined whether the seeding appeared after FNAC or CNB. After 18-month follow-up the patient was unevent-
ful. The objectives of this report are to present clinical aspects and outcome of HCC needle tract seeding in a transplanted
patient, discussing the problems and pitfalls of diagnostic workup and management of HCC.

Key words: needle tract seeding, core biopsy, fine needle aspiration cytology, hepatocellular carcinoma, liver transplantation
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Prikaz bolesnika

DUGOGODISNJI INDOLENTNI TIJEK PLEOMORFNOG
LIMFOMA PLASTENE ZONE S MULTIPLIM
KROMOSOMSKIM ABNORMALNOSTIMA

MARINA PAZUR!, ALEN OSTOJIC?, BILJANA JELIC-PUSKARIC?, IKA KARDUM-SKELIN',
RADOVAN VRHOVAC?5, SLAVKO GASPAROV?5, RUZICA LASAN TRCIC* i BRANIMIR JAKSIC?5

Klinicka bolnica Merkur, Zavod za klinicku citologiju i citogenetiku 2Zavod za hematologiju
Klinike za unutarnje bolesti, *Klinicki zavod za patologiju i citologiju *Klinicki bolnicki centar Zagreb
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Limfom plastene zone (engl. Mantle Cell Lymphoma - MCL) je B-stani¢na neoplazma agresivnog klini¢kog tijeka, uz prosjecno
prezivljenje bolesnika 3-5 godina. Prikazujemo bolesnika ¢ija je bolest nakon poéetne klasiéne morfoloske slike u svega neko-
liko mjeseci presla u agresivniju pleomorfnu formu MCL-a, ali s dugogodi$njim nepromijenjenim indolentnim klini€kim tijekom.
U trenutku kada je dokazan pleomorfizam limfomskih stanica, bolest se prezentirala rekurentnom perifernom limfadenopatijom
bez ekstranodalne diseminacije i op¢ih simptoma. Uz tipi¢nu citogenetsku translokaciju t(11;14) nadene su i brojne druge ab-
normalnosti. Patohistologija je potvrdila dijagnozu MCL-a, pleomorfni tip. Nakon transplantacije autolognih mati¢nih stanica,
bolest je ostala morfolo$ki nepromijenjena, ali je bolesnik dugo bio u dobrom opéem stanju. Vise od dvije godine od dijagnoze
pleomorfnog MCL-a i godinu dana nakon transplantacije dolazi do znatnijeg povec¢anja limfnih évorova. Nas slu€aj ukazuje na
izrazitu morfolosku i citogenetsku varijabilnost MCL-a koja ¢esto ne korelira s klini¢kim tijekom bolesti.

Kljucne rijeci: limfom plastene zone, citogenetske abnormalnosti, ciklin D1, imunofenotip MCL-a

Adresa za dopisivanje: Marina Pazur, dr. med.
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UvOD

Non-Hodgkin limfomi (engl. non-Hodgkin lympho-
ma - NHL) su heterogena skupina limfoma s ra-
zli¢itom etiologijom, patogenezom, klinickom, te
morfoloskom slikom. Dijele se na B, T i NK stani¢ne
neoplazme (1) . Limfom plastene zone (engl. Mantle
Cell Lymphoma - MCL) je B-stani¢na neoplazma
koja ¢ini 3-10% svih NHL-a (2-4). Javlja se u sred-
njoj ili starijoj Zivotnoj dobi s neznatnom predomi-
nacijom u muskaraca. Najc¢esc¢e su zahvaceni limfni
¢vorovi, a ekstranodalna mjesta ukljucuju slezenu,

kostanu srz, perifernu krv, gastrointestinalni trakt i
Waldeyerov prsten (3). Od dijagnosticke je vazno-
sti translokacija t(11,14) koja rezultira pojacanom
ekspresijom proteina ciklina D1 i poremecajem sta-
ni¢nog ciklusa (5-7). MCL ima agresivan klinicki ti-
jek, prosje¢no prezivljenje bolesnika je 3-5 godina, a
velik broj slu¢ajeva nije izljeciv. Vedini se pacijenata
bolest dijagnosticira u tre¢em ili ¢etvrtom stadiju sa
zahvadenim limfnim ¢vorovima i kostanom srzi, te
hepatosplenomegalijom. Morfoloska podjela MCL-
a ukljucuje klasi¢ni, blastoidni i pleomorfni tip, od

kojih potonja dva imaju znatno losiji ishod (2,4).
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PRIKAZ BOLESNIKA

Prikazujemo slucaj 50-godisnjeg muskarca cija je
bolest pocela pocetkom 2009. godine otokom lim-
fnog ¢vora u desnoj preponi bez opéih simptoma,
nakon ¢ega je bezuspje$no lijecen antibiotskom te-
rapijom. Citoloskom punkcijom limfnog ¢vora u
vanjskoj ustanovi postavljena je dijagnoza limfo-
idne neoplazme, a patohistoloski nalaz je diferen-
cijalno dijagnosticki razmatrao difuzni B-veliko-
stani¢ni limfom (DLBCL) i MCL zbog dokazanog
nuklearnog pozitiviteta na ciklin D1. Zbog daljnje
hematologke obrade bolesnik je upuéen na nasu
kliniku. U meduvremenu je primijetio otok lim-
fnih ¢vorova u lijevoj aksili. Njihovom punkcijom
dobiven je monomorfni prikaz malih do srednje
velikih limfati¢nih stanica dijelom zarezanih jez-
gara koje su pozitivne na CD20 i BCL1, s mislje-
njem da nalaz odgovara klasi¢nom subtipu MCL-
a. Nakon 3 ciklusa imunokemoterapije CHOP-R
(ciklofosfamid, doksorubicin, vinkristin, predni-
zon, rituksimab) postignuta je parcijalna remisija
bolesti, nakon ¢ega je bolesnik primio jos 2 ciklusa
terapije hyper-CVAD-R (ciklofosfamid, vinkristin,
doksorubicin, deksametazon, rituksimab). Nakon
nekoliko mjeseci ucinjen je PET-CT koji nije poka-
zao znakove aktivne bolesti.

Nedugo zatim, u sklopu reevaluacije bolesti, uci-
njena je i punkcija kostane srzi koja je pokazala
normocelularan punktat s prisutnim rijetkim po-
jedina¢nim atipi¢nim limfati¢nim stanicama, to je
ukazivalo u prilog blage infiltracije. Ultrazvuénim
pregledom nadena je limfadenopatija lijevo aksi-
larno i desno ingvinalno. Nalaz citoloske punkcije
navedenih ¢vorova ukazao je na prisutnost kru-
pnih atipi¢nih limfati¢nih stanica imunocitokemij-
ski pozitivnih na CD20, uz proliferacijski indeks
Ki67 pozitivan u 47% navedenih stanica. Imuno-
fenotipizacijom stanica iz istih ¢vorova nadena je
dominacija B- limfocita fenotipa zrelih stanica koje
su pozitivne na CD45, CD19, CD20, CD5 s klo-
nalnim izrazajem lakih lanaca kappa srednjeg do
snaznog intenziteta, a negativne na CD23, te je na-
laz ukazivao na MCL. Na temelju tih nalaza utvr-
dena je prisutnost aktivne bolesti, te je indicirana
transplantacija autolognim perifernim mati¢nim
stanicama kojoj je pacijent podvrgnut 2 mjeseca
kasnije. Kontrolnim pregledom nekoliko mjeseci
nakon transplantacije u pacijenta je ponovno nade-
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na limfadenopatija lijevo aksilarno. Punkcijom do-
biven citoloski nalaz prikazao je izuzetno krupne
atipi¢ne anaplasti¢ne limfati¢ne stanice, nepravil-
nih jezgara, srednje obilne bazofilne citoplazme od
kojih su neke multinuklearne (sl. 1). Stanice su bile
pozitivne na CD20 (sl. 2), a negativne na CD138.
Predlozena je radioterapija zahvacenog ¢vora koju
pacijent nije uspio realizirati, a u¢injenom HLA
tipizacijom nije naden srodni davatelj za alogenu
transplantaciju kostane srzi. Prilikom ponovne
hospitalizacije na nasoj klinici radi odluke o na-
stavku lije¢enja, obostrano ingvinalno utvrden je
relaps bolesti, a citoloska slika punktiranih ¢voro-
va opet je prikazala krupne, atipi¢ne, pleomorfne
stanice, neke zarezanih ili reZnjastih jezgara. Sta-
nice su bile pozitivne na CD20, Bcl2, a manji broj
(27%) je pokazao pozitivnost na CD68. Indeks Ki67
je bio nesto nizi (11%).

S1. 1. Citomorfoloski prikaz atipicnih limfaticnih stani-
ca pleomorfnog limfoma plastene zone (MGG, x1000)
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Tijekom istog boravka ekstirpiran je ¢vor u desnoj
preponi, te se u patohistoloskom nalazu takoder
opisuju velike pleomorfne stanice izrazenih nukle-
ola s brojnim mitozama. Imunohistokemijski stani-
ce su pozitivne na CD20, CD5, Bcll i SOX11, a Ki67
indeks je pozitivan u 60% stanica. Metodom FISH
(fluorescentna hibridizacija in situ) utvrdena je
translokacija IGH/Bcl1 (sl. 3), a konvencionalnom
citogenetskom analizom multiple kromosomske
abnormalnosti 83,XXXY, -2, -3, add(4q), -6, -7, der
(8924)x3, t(9;16)(q13;p13)x3, t(11,14)(q13;q32)x2,
-11x2, +der(14), t(11,14), add(15)(q26), -16, -17, add
(19p)x2 [cp15] / 46,XY[1] (sl. 4).

SL. 2. Imunocitokemijski prikaz pozitivnosti biljega
CD20 u atipicnim limfaticnim stanicama pleomorfnog
limfoma plastene zone (LSAB, x1000)

Sl. 3. FISH metodom dokazana IGH (crveno)/Bcll
(zeleno) translokacija
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Sl. 4. Multiple kromosomske abnormalnosti dokazane
konvencionalnom citogenetskom metodom

U kontrolnim punkcijama uz istu morfolosku sliku
postotak Ki67 pozitivnih stanica rastao je do 67%
(sl. 5). Uz navedenu morfolosku sliku mogao se
ocekivati agresivan klinicki tijek, no pacijent je bio
u vrlo dobrom opéem stanju, bez op¢ih simptoma
ili drugih klini¢kih ili laboratorijskih nalaza koji
bi ukazivali na agresivnu bolest. Otpusten je kuci
uz preporuku da u trotjednim razmacima prima
klorambucil i prednizon. Primjenom ove oralne
kemoterapije vrlo dobre tolerancije postigla se za-
dovoljavajuca kontrola bolesti, ali nakon 7 ciklusa
doslo je do progresije veli¢ine limfnih ¢vorova i
do potrebe za primjenom intenzivnije intravenske
kemoterapije ICE (ifosfamid, karboplatina, etopo-
zid).

Sl. 5. Nuklearna pozitivnost mitotskog indexa Ki67 u
atipicnim limfaticnim stanicama pleomorfnog limfoma
plastene zone (APAP, x1000)
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RASPRAVA

MCL spada u skupinu NHL-a B-stani¢nog podrije-
tla agresivnog klini¢kog tijeka i izrazito nepovoljne
prognoze. Vedini pacijenata bolest se dijagnosticira
u uznapredovalom klinickom stadiju s prisutnom
ekstranodalnom diseminacijom (8). Uz iznimku
transplantacije autolognih mati¢nih stanica, dosa-
dasnji terapijski pristupi nisu se pokazali uspjes-
nima u izljecenju bolesti. Ipak, oko 15% bolesnika
prezentira se indolentnim klini¢kim tijekom i du-
ljim prezivljenjem (7). Morfoloski, MCL u veéini
slucajeva karakterizira monomorfna slika malih
do srednje velikih limfocita oskudne citoplazme s
nepravilnom nuklearnom granicom i diskretnim
nukleolima koji slice centrocitima. Osim ovog,
klasi¢nog oblika bolesti, razlikujemo i blastoidnu
varijantu gdje stanice posjeduju jezgre rasprsenog
kromatina (slice blastima) s prisustvom vecéeg broja
mitoza. Treéi tip je pleomorfni, s velikim raznoli-
kim stanicama svijetle citoplazme ¢ije jezgre imaju
nepravilne konture i izraZene nukleole (2). Od pro-
gnosti¢ke je vaznosti broj mitoza i proliferacijski
indeks Ki67 ¢ija pozitivnost u vecem broju stanica
ukazuje na losiji ishod (2,4). Pacijent kojeg prika-
zujemo zanimljiv je, jer se u njega bolest citoloski
prvo prezentirala klasi¢nom slikom MCL-a u za-
hvacenim ¢vorovima bez diseminacije u trenutku
dijagnoze. Stanice su bile pozitivne na CD20, sto
je potvrdilo B-stani¢no podrijetlo. Medutim, pri-
likom svakog sljedeceg relapsa bolesti punkcija je
pokazala agresivniju morfolosku varijantu bolesti,
s krupnim atipi¢nim stanicama istaknutih nukleola
i pozitivnoséu Ki67 indeksa u 47% stanica. Patolos-
kinalaz ukazao je da se radi o pleomorfnoj varijanti
limfoma. Unato¢ tome, pacijent je bio dobrog opéeg
stanja, indolentnog tijeka bolesti s relapsima samo
u ingvinalnim i aksilarnim limfnim ¢vorovima bez
ekstranodalne diseminacije.

Zbog razlic¢itosti morfologije MCL-a, nuzno je
odrediti imunofenotip i citogenetiku stanica. One
su tipi¢no pozitivne na CD5, CD19, CD20 i CD22,
a negativne na CD10 i CD23 (2,8,9). Diferencijalno
dijagnosticki morfoloski u obzir dolaze SLL (engl.
Small Lymphocytic Lymphoma) i FL (engl. Follicular
Lymphoma) koji su znatno povoljnije prognoze,
zbog fega je znalenje imunofenotipizacije jo$ i
vece (10,11). Citogenetski je za dijagnozu najvaz-
nija translokacija t(11,14) koja rezultira pojacanom
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ekspresijom ciklina D1, ali je dokazano da uz nju
mogu postojati multiple kromosomske abnor-
malnosti koje ukljuc¢uju lokus 8q24, translokacije
t(8,14), (2,8) i brojne druge (2,12). One su c¢esce u
agresivnijim varijantama bolesti. Medutim, opisani
su i slucajevi negativni na ciklin D1, s ekspresijom
ciklina D2 i D3 koji su obi¢no povezani s translo-
kacijom t(2,12) (2). U ovog je pacijenta potvrdena
translokacija t(11,14), te pojacana ekspresija ciklina
D1 kao i abnormalnosti lokusa 8q24 i 14q32 u rea-
ranZmanu s nepoznatim partnerom.

ZAKLJUCAK

Na$ slucaj naglasava morfolosku i citogenetsku
heterogenost MCL-a koja zahtijeva $iroku dijagno-
sticku obradu i isti¢e sve ve¢u vaznost molekularne
dijagnostike u citologiji. Takoder ukazuje na to da
citoloska dijagnoza ne mora uvijek korelirati s kli-
ni¢kim tijekom bolesti, koji u ovom slucaju nije bio
sasvim tipi¢an za MCL.

LITERATURA

1. Nagel-Esposito AD, Kawasaki B, Jew R, Fujimoto
L. Mantle cell lymphoma of the maxillary sinus invading
the orbit. Optometry 2011; 82: 22-31.

2. Swerdlow SH, Campo E, Harris NL i sur. WHO
Classification of Tumours of Haematopoietic and Lym-
phoid Tissues. Lyon: IARC Press, 2008.

3. Yoo SB, Kim YA, Jeon YK, Kim CW. CD5-unde-
tected by immunohistochemistry, t(11;14)(q13;q32)-posi-
tive conjunctival mantle cell lymphoma. Pathol Res Pract
2008; 204: 779-83.

4. Gao ], Peterson LA, Nelson B, Goolsby C, Chen
YH. Immunophenotypic variations in mantle cell lym-
phoma. Am J Clin Pathol 2009;132: 699-706.

5. Zapata M, Budnick SD, Bordoni R, Li S. An un-
common case of de novo CD10+ CD5- mantle cell lym-
phoma mimics follicle center B cell lymphoma. Int J Clin
Exp Pathol 2010; 3: 430-6.

6. Metcalf RA, Zhao S, Anderson MW i sur. Charac-
terization of D-cyclin proteins in hematolymphoid neo-
plasms: lack of specificity of cyclins D2 and D3 expres-
sion in lymphoma subtypes. Mod Pathol 2010; 23: 420-33.



M. Pazur i sur. Dugogodi$nji indolentni tijek pleomorfnog limfoma plastene zone
s multiplim kromosomskim abnormalnostima
Acta Med Croatica, 65 (Supl. 1) (2011) 197-201

7. Dreyling M, Hiddemann W; European MCL Net-
work. Current treatment standards and emerging strate-
gies in mantle cell lymphoma. Hematology Am Soc He-
matol Educ Program 2009, 542-51.

8. Yatabe Y, Suzuki R, Tobinai K i sur. Significance
of cyclin D1 over expression for the diagnosis of mantle
cell lymphoma: a clinicopathologic comparison of cyclin
D1-positive MCL and cyclin D1-negative MCL-like B-
cell lymphoma. Blood 2000; 95: 2253-61.

9. Morice WG, Hodnefield JM, Kurtin PJ, Hanson
CA. An unusual case of leukemic mantle cell lymphoma
with blastoid component showing loss of CD5 and ab-
errant expression of CD10. Am ] Clin Pathol 2004; 122:
122-7.

10. Sriganeshan V, Blom TR, Weissmann DJ]. A
unique case of mantle cell lymphoma with an aberrant
CD5-/CD10+ immunophenotype and typical morphol-
ogy. Arch Pathol Lab Med 2008; 132: 1346-9.

11. Ives Aguilera NS, Bijwaard KE, Duncan B i sur.
Differential expression of cyclin D1 in mantle cell lym-
phoma and other non-hodgkin’s lymphomas. Am ]
Pathol 1998; 153: 1969-76.

12. Hao S, Sanger W, Onciu M, Lai R, Schlette EJ, Me-
deiros LJ. Mantle cell lymphoma with 8q24 chromosomal
abnormalities: a report of 5 cases with blastoid features.
Mod Pathol 2002; 15: 1266-72.

SUMMARY

LONGTERM INDOLENT COURSE OF PLEOMORPHIC MANTLE CELL LYMPHOMA
WITH MULTIPLE CHROMOSOMAL ABNORMALITIES

M. PAZURY, A. OSTOJIC?, B. JELIC-PUSKARIC?, I. KARDUM-SKELIN'5, R. VR-
HOVAC?%, S. GASPAROV?35, R. LASAN TRCIC* and B.JAKSIC?®

Merkur University Hospital, Department of Clinical Cytology and Cytogenetics, > Department of In-
ternal Medicine, Division of Hematology, *Department of Pathology and Cytology, *Zagreb University
Hospital Center, *University of Zagreb, School of Medicine, Zagreb, Croatia

Mantle cell lymphoma (MCL) is a B-cell neoplasm characterized by aggressive clinical course with an average 3- to 5-year
patient survival. We present a patient whose iliness turned from initial classical morphological variant to a more aggressive pleo-
morphic form of MCL in only a few months, but with unchanged long-term indolent clinical course. At the time when lymphoid
cell pleomorphism was proven, the disease presented itself through recurrent peripheral lymphadenopathy without extranodal
involvement or general symptoms. Other numerous abnormalities were found next to typical cytogenetic translocation t (11,14).
Histopathology confirmed the diagnosis of MCL, pleomorphic type. After autologous stem cell transplantation, the disease
remained morphologically the same, but the patient was in a good general condition for a long period of time. More than two
years after the pleomorphic MCL had been diagnosed and one year after the transplantation, major lymphadenopathy occurred.
Our case report points to a large spectrum of morphological and cytogenetic variability of MCL, which often does not correlate

with the clinical course of the disease.

Key words: mantle cell ymphoma, cytogenetic abnormalities, cyclin D1, mantle cell ymphoma immunophenotype
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Prikaz bolesnika

DISEMINIRANA ASPERGILOZA U BOLESNICE S
TRANSPLANTIRANIM BUBREGOM I GUSTERACOM

ANTE PILJAC!, DUNJA FIALA? INGRID PRKACIN'4, DINKO SKEGRO!,
IVANA KOVACEVIC VOJTUSEK!, SONJA GRACIN', IKA KARDUM-SKELIN?*,
DUNJA SUSTERCIC?, MIRJANA SABLJAR-MATOVINOVIC*#i MLADEN KNOTEK!#

Klinicka bolnica Merkur, Klinika za unutarnje bolesti, Zagreb, *Opca bolnica Zadar,

Odjel za transfuzijsku medicinu, Zadar, *Klinicka bolnica Merkur, Zavod za klinicku citologiju i citogenetiku

i *Sveuciliste u Zagrebu, Medicinski fakultet, Zagreb, Hrvatska

Zena u dobi od 31 godine, oboljela od $eéerne bolesti tip 1 i terminalne bubrezne bolesti, kojoj su simultano transplantirani
bubreg i gusteraca, razvila je epizodu akutnog odbacivanja posredovanog protutijelima. Lije€enje odbacivanja kompliciralo se
citomegaloviremijom s posljedi¢cnom leukopenijom i neutropenijom. Bolesnica je potom razvila invazivnu aspergilozu pluéa, koja
progredira, a kasnije i hematogeno diseminira u stitnjacu i koZu. Zbog rezistencije na klasi¢ne antimikotike lije¢ena je kombina-
cijom kaspofungina i vorikonazola. U¢inak kombinirane terapije u pocetku lije€enja izostaje zbog snazne imunosupresije posre-
dovane antitimocitnim imunoglobulinom koji je bolesnica primala u prethodnom boravku zbog akutnog odbacivanja bubreznog
presatka posredovanog protutijelima, te redovite imunosupresije takrolimusom, mikofenolat mofetilom i prednizonom. Kombini-
ranim djelovanjem antimikotskih lijekova uz suportivnu terapiju bolesnica je uspje$no izlijeCena.

Kljucne rijec¢i: simultana transplantacija bubrega i gusterace, aspergiloza, imunosupresija

Adresa za dopisivanje: Piljac Ante, dr. med.
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UvOD

Razvojem transplantacijske medicine u Hrvatskoj
povecava se broj bolesnika s transplantatima. Usa-
vrsavanje kirurskih tehnika kao i razvoj imunosu-
presije tijekom posljednjih desetlje¢a omoguéili su
duze prezivljenje bolesnika i presatka te doveli do
porasta broja kroni¢nih komplikacija nakon trans-
plantacije. Oportunisticke infekcije su veliki izazov
u lije¢enju bolesnika s transplantatom, dok samog
bolesnika Zivotno ugrozavaju. Rod Aspergillus se
ne ubraja u primarno patogene gljive za covjeka,
veé u oprotunisticke mikoze koje uzrokuju infek-

cije u imunokompromitiranih bolesnika. Ubraja se
u saprofite, zivi u okolini na raspadnutoj tvari. Go-
tovo sve medicinski znacajne gljive razmnozavaju
se nespolno stvarajuc¢i konidije, odnosno u sluca-
ju aspergilusa fijalokonidije. Nastankom konidija
Aspergillus zapocinje i svoj infektivni ciklus laga-
nim aerosolnim sporama koje su u velikom broju
rasprostranjene u prasini, a inhalacijom se depo-
niraju u bronhiole i alveolarne prostore. Najcesce
sijelo aspergiloze stoga su paranazalni sinusi i plu-
¢a. Aspergiloza moze biti invazivna, kroni¢na, sa-
profitna ili alergijska, dok invazivna moze hemato-
geno diseminirati u ostale organe i tkiva.
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PRIKAZ BOLESNICE

Bolesnici u dobi od 31 godine simultano su pre-
sadeni bubreg i gusteraca zbog terminalne bolesti
bubrega i Secerne bolesti tip 1. Prema ranije po-
znatoj medicinskoj dokumentaciji bolesnica je sa
21 godinom Zivota razvila sekundarnu amenoreju,
dok joj je 8 godina kasnije dijagnosticirana hipoti-
reoza, a iste godine zbog traume desnog oka uci-
njena enukleacija. Postoperativno je zapoceta imu-
nosupresija takrolimusom, mikofenolat mofetilom
i prednisonom. Zbog usporene funkcije bubreznog
presatka pristupilo se biopsiji bubrega kojom se
dokazalo akutno odbacivanje posredovano pro-
tutijelima, te je bolesnica lije¢ena antitimocitnim
imunoglobulinom i plazmaferezom. Od tada je na
intermitentnoj hemodijalizi zbog odgodene funk-
cije transplantiranog bubrega. Mjesec dana nakon
transplantacije bolesnica je kratko hospitalizirana
zbog hemoragijskog cistitisa. Cetrnaest dana na-
kon otpusta bolesnica je ponovno hospitalizirana
zbog gastrointestinalnih smetnji. Pri prijmu L 5,20
x10°/L, neutrofilni granulociti 4,30 x 10°/L, hemo-
globin 76 g/L, trombociti 122x10°/L.

Sustavnom obradom kod bolesnice se dokazuje ci-
tomegaloviremija i Enterobacter spp izoliran u uri-
nu, dok se u laboratorijskim pretragama tijekom
5 dana prati postepeni pad vrijednosti leukocita i
neutrofilnih granulocita. Bolesnica je lije¢ena gan-
ciklovirom i i ciprofloksacinom. Petoga dana postaje

febrilna pri vrijednostima (L 0,92x10°/L). U terapi-
ju se uvodi filgrastim, izostavlja se ciprofloksacin i
uvodi ceftriakson, na $to bolesnica postaje afebril-
na. Na rentgenogramu srca i pluc¢a opaza se sma-
njena transparentnost pluénog parenhima koja od-
govara infiltrativnim promjenama, dok je kontrolni
rentgenogram za 5 dana bez promjene. Dvanaestog
dana terapije ceftriaksonom bolesnica postaje sub-
febrilna te se ucini CT toraksa na kojem se u ante-
riornom segmentu gornjeg pluénog reznja prikaze
infiltrat, a u srednjem medijastinumu ispred bifur-
kacije traheje uvecani limfni ¢vorovi. U¢ini se bron-
hoskopija te se iz bronhoalveolarnog lavata mikro-
bioloski i citoloski izolira Aspergillus spp. Testom
osjetljivosti u bolesnice se prikazuje rezistencija na
amfotericin, itrakonazol flukonazol, ketokonazol i
flucitozin, te je se lije¢i kombiniranom antimikot-
skom terapijom kaspofunginom i vorikonazolom,
dok se imunosupresivna terapija znacajno redu-
cira (izostanak mofilmikofenolata, redukcija doze
prednisona i takrolimusa). Nakon 20 dana terapije
kontrolnim CT-om se prikaZze progresija pluénog
infiltrata, a bolesnica razvija klinicke manifestaci-
je tireoiditisa uz pojavu supkutanog infiltrata na
medijalnoj strani lijevog koljena i desne klavikular-
ne regije. Citoloskom i mikrobioloskom obradom
punktata stitnjace i koZne lezije s unutarnje strane
lijlevog koljena izolira se Aspergillus species. (sl. 11
2). Antimikotskim lije¢enjem kaspofunginom tije-
kom 27 dana i vorikonazolom tijekom 21 dana bi-
ljezi se regresija plu¢nog infiltrata, te se bolesnica
nakon 57 dana hospitalizacije otpusta kudi.

Sl. 1. Degenerativno promijenjene hife Aspergillus spp. u nekroticnom uzorku punktata kozne promjene s unutarnje
strane lijevog koljena: a) May-Griinwald Giemsa x1000, b) PAS, x1000.
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SL. 2. Degenerativno promijenjene hife Aspergillus spp. u nekroticnom uzorku punktata stitnjace : a) May-Griinwald
Giemsa, x1000, b) PAS, x1000.

RASPRAVA

Lije¢enje diseminirane asperigiloze u imunokom-
promitiranih bolesnika znacajan je problem u
transplantacijskoj medicini. Raspon incidencije
aspergiloze u bolesnika s transplantiranim solid-
nim organom iznosi 1-8% za jetru, 3-14% za pluca,
15% za srce, 0-4% za bubreg, 1,1-2,9% za gustera-
¢u i 0-10% za tanko crijevo (1). Najc¢es¢i lokaliteti
zahvaceni aspergilusom su pluca, sinusi i mozak
(2). Bolesnica je razvila aspergilozu pluca, koja je
u pocetku progredirala, da bi potom diseminira-
la u stitnjacu i kozu, $to prema prije navedenom
nije klasi¢no sijelo bolesti. Unato¢ moguénosti ra-
nog dijagnosticiranja, mortalitet kod diseminirane
aspergiloze je i dalje vrlo visok, te u bolesnika s
transplantiranom kostanom srzi iznosi 86,7% (3),
dok se u bolesnika s transplantiranim bubregom
krece u rasponu od 75% do 80% (4). Imunosupre-
sija, visoke doze kortikosteroida i gubitak funkcije
bubreznog presatka predstavljaju povecani rizik za
invazivnu aspergilozu (5). Pojava mikoza rezistent-
nih na klasi¢ne antimikotike dodatno otezava lije-
¢enje. U ovom slucaju bolesnica je lijecena kaspo-
funginom i vorikonazolom, kombinacijom lijekova
koja se pokazala uspjesnom u studijama in vitro si-
nergistickim djelovanjem na stanicni zid i stani¢nu
membranu aspergilusa (6). Objavljenim prikazima
slucajeva kombinirana terapija kaspofunginom i
vorikonazolom prikazala se uspjesnom i u drugim
klinickim slucajevima diseminirane aspergiloze
(7), dok su se u ostalim studijama kaspofungin i vo-
rikonazol pokazali u¢inkovitijima od ostalih anti-

mikotskih lijekova (8,9). Za uspjesan ishod lijecenja
bolesnice neophodan je bio oporavak imunoloskog
sustava, koji je u bolesnice bio kompromitiran zbog
ranijeg potentnog lije¢enja odbacivanja bubreznog
presatka antitimocitnim imunoglobulinom. Time
se objasnjava progresija aspergiloze i diseminacija
na pocetku kombinirane antimikotske terapije.
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SUMMARY

DISSEMINATED ASPERGILLOSIS IN A PATIENT WITH SIMULTANEOUS PANCREAS
AND KIDNEY TRANSPLANT

A. PILJAC!, D. FIALA? I. PRKACIN", D. SKEGRO?, I. KOVACEVIC VOJTUSEK?, S. GRACIN?,
I. KARDUM-SKELIN34, D. SUSTERCIC3, M. SABLJAR-MATOVINOVIC**and M. KNOTEK™

Merkur University Hospital, Department of Internal Medicine, Zagreb, *General Hospital Zadar,
Division of Transfusion Medicine, Zadar, *University Hospital Merkur, Department of Clinical Cytology
and Cytogenetics and *Universitiy of Zagreb, School of Medicine, Zagreb, Croatia

A 31-year-old woman suffering from diabetes type1 and terminal kidney disease, with simultaneously transplanted kidney
and pancreas, developed an episode of acute organ rejection caused by antibodies. The management of organ rejection was
complicated by cytomegalovirus viremia, with accompanying leukopenia and neutropenia. The patient also developed inva-
sive aspergillosis of the lungs, which progressed and disseminated hematogenously to the thyroid gland and the skin. Due to
resistance to classical antimycotic therapy, the patient was treated with a combination of caspofungin and variconazole. In the
beginning of treatment, the effects of this combined therapy were not evident due to strong immunosuppression caused by
antimycotic immunoglobulin, which the patient had been administered on her previous hospital stay to treat acute kidney
transplant rejection caused by antibodies, as well as due to immunosuppression caused by tacrolimus, mycophenolate mofetil
and prednisone. On combined therapy with antimycotic drugs and supportive therapy, the patient was completely cured.

Key words: simultaneous kidney and pancreas transplantation, aspergillosis, immunosuppression
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Prikaz bolesnika

BILATERALNI PLEURALNI IZLJEV KAO PRVA
MANIFESTACIJA MULTIPLOG MIJELOMA

DELFA RADIC-KRISTO!, SLOBODANKA OSTOJIC KOLONIC'?, IKA KARDUM-SKELIN??,
INGA MANDAC ROGULJ!, RADOVAN VRHOVAC'?i ANA PLANINC-PERAICA!?

Klinicka bolnica Merkur, Klinika za unutarnje bolesti, Zavod za hematologiju,
?Zavod za klinicku citologiju i citogenetiku i 3Sveuciliste u Zagrebu, Medicinski fakultet, Zagreb, Hrvatska

Multipli mijelom je klonalna novotvorina plazma stanica lokalizirana u ko$tanoj srzi. Plazma stanice multiplog mijeloma karakte-
riziraju dva obiljezja: prekomjerna produkcija monoklonalnih protutijela i razaranje kostanog sustava. Vrlo se ¢esto u bolesnika
javljaju hiperkalcemija, anemija te kroniéno oSte¢enje bubrega. Multipli mijelom s obostranim pleuralnim izljevom rijetka je pre-
zentacija bolesti i udruzena je s loSom prognozom. Javlja se u manje od 1% bolesnika s multiplim mijelomom. Prepoznavanje
plazma stanica u pleuralnom izljevu izuzetno je vazno zbog daljnjeg dijagnosti¢kog postupka i terapijskog pristupa. U nasoj je
Klinici hospitalizirana 59-godi$nja bolesnica zbog dugotrajnog kaslja, otezanog disanja te bolovima u lijevoj strani prsista. Fizi-
kalnim pregledom i rentgenskom slikom pluéa utvrdi se obostrani pleuralni izljev. CitoloSkom punkcijom izljeva opisuje se pokoja
plazma stanica. CitoloSkom punkcijom kostane srzi uz biopsiju kosti te rtg pretragama skeleta potvrdi se dijagnoza multiplog
mijeloma. Imunoelektroforezom seruma i urina dokaze se Bence-Jonesova proteinurija tipa lakog lanca lambda. Elektroforeza
bjelan¢evina izljeva zbog neadekvatnosti materijala nije radena. Obostrani mijelomski pleuralni izljev kao prezentacija multiplog
mijeloma vrlo je rijedak, stoga u bolesnika s pleuralnim izljevom treba razmisljati i o ovakvim neuobi€ajenim manifestacijama

bolesti.

Kljuéne rijeci: pleuralni izljev, multipli mijelom, citologija, plazma stanice
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UvOD

Multipli mijelom (MM) je neoplasti¢na bolest na-
stala klonalnom proliferacijom plazma stanica u
kostanoj srzi. Plazma stanice MM-a karakterizira-
ju prekomjerna produkcija monoklonalnih protu-
tijela odnosno lakih lanaca u serumu i/ili urinu,
razaranje kostanog sustava, ¢esto ostecenje funkci-
je, a u nekim slucajevima i zatajenje bubrega (1,2).
Obolijevaju osobe starije zivotne dobi, podjednako
oba spola (2). U priblizno u 6% bolesnika s MM
tijekom lije¢enja pojavi se i pleuralni izljev. Obi¢no

je benignog tijeka, najcesce je povezan s kroni¢nim
popustanjem srca, kroni¢nom boles¢u bubrega,
hipoalbuminemijom, pluénim infekcijama ili plu¢-
nom embolijom (3-7). Maligni pleuralni izljev u
bolesnika s MM je vrlo rijetka prezentacija bolesti.
Vidi se u oko 1% bolesnika i ukazuje na izuzetno
logu prognozu (8,9). Cesce se javlja s IgA izotipom
MM-a i delecijom kromosoma 13. Prezivljenje je
bolesnika kratko i iznosi oko 4 mjeseca (10). Do
sada je objavljeno samo nekoliko radova (5-10),
koji opisuju bilateralni pleuralni izljev kao prvu
manifestaciju bolesti.
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Prikazujemo dijagnosti¢ki postupak, lijecenje i kli-
nicki tijek u bolesnice srednje zivotne dobi s bilate-
ralnim pleuralnim izljevom kao prvom manifesta-
cijom multiplog mijeloma.

PRIKAZ BOLESNICE

U prosincu 2008. godine na Odjel hematologije
zaprimljena je preko hitne sluzbe 59-godisnja bo-
lesnica zbog dugotrajnog kaslja, otezanog disanja
i ubrzanog rada srca. Fizikalnim pregledom te
rentgenogramom srca i pluca potvrdilo se obo-
strani pleuralni izljev. U hematoloSkim nalazima
uocavamo normocitnu anemiju teskog stupnja (Hb
62 g/L), u biokemijskim nalazima poveéanu kon-
centraciju CRP-a (10 mg/L) beta-2-mikroglobulina
(3,2 mg/L), te hipoproteinemiju (ukupne bjelan-
cevine 52 g/L). U elektroforezi serumskih bjelan-
¢evina nadena je hipoalbuminemija (34,8 g/L).
Ostali biokemijski nalazi bili su u granicama refe-
rentnih vrijednosti. U¢injena je citoloska punkcija
pleuralnog izljeva nakon cega je izljev obradivan
biokemijski, (LDH, GUK), bez znacajnih referen-
tnih odstupanja. Elektroforeza bjelancevina izljeva
nije u¢injena zbog nedovoljno materijala. Citolos-
kom analizom sedimenta pleuralnog izljeva naden
je mali broj plazma stanica (6%), a imunocitoke-
mijski su bili pozitivni na CD138. U citoloskom
razmazu stanica koStane srZi nadena je normoce-
lularna kostana srz s potisnutom eritropoezom,
granulopoezom i trombopoezom, s umnozenim
plazma stanicama i proplazmacitima (68%), a u
partiklima i znatno vise (98%). U bioptatu kostane
srzi populaciju stanica ¢ine uglavnom plazma sta-
nice prvog i drugog stupnja diferencijacije (gradus
IiII). Metodom fluorescentne hibridizacije in situ
(FISH) nisu nadene translokacije gena teSkog lan-
ca imunoglobulina IGH/BCL1, IGH/MAF, IGH/
FGFR3iIGH/C-MYC, ali je otkrivena delecija kro-
mosoma 13. U¢injenom rentgenskom pretragom
nadene su brojne osteoliticke promjene skeleta.
Imunoelektroforezom seruma i urina dokazana je
prisutnost lambda lakih lanaca.

U¢injenom obradom dijagnosticiran je MM, klini¢-
kog stadija bolesti IIIA prema klasifikaciji Duriea
i Salmona (11), a stadij bolesti II prema Meduna-
rodnoj klasifikaciji bolesti (ISS) (12). Bolest se oci-
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tovala agresivnom klinickom slikom zbog cega je
odmah zapoceto lije¢enje kortikosteroidima. Na-
kon klinickog poboljSanja nastavljeno je lije¢enje
polikemoterapjom po shemi VMCP (vinkristin,
melfalan, ciklofosfamid i prednison) tijekom pet
dana. Nakon tri ciklusa terapije doslo je do resorp-
cije pleuralnog izljeva uz i dalje gotovo potpuno
infiltriranu ko$tanu srz. Stoga je uvedena nova an-
timijelomska terapija inhibitorima proteosomalnih
enzima, bortezomib. No, unato¢ tome, nakon jed-
nog ciklusa terapije bortezomibom bolest je pro-
gredirala. Deset mjeseci od pocetka lijecenja bole-
snica je umrla.

RASPRAVA

Rijetko se dijagnosticira mijelomski pleuralni izljev
u bolesnika s multiplim mijelomom. Radi ciljanog
lije¢enja vazno je dijagnosticirati uzrok pleuralnog
izljeva. U naSe bolesnice rezultati klinicke obra-
de pokazali su da se radi o multiplom mijelomu
s obostranim mijelomskim pleuralnim izljevom.
Multipli mijelom je klonalna proliferacija plazma
stanica koja ¢ini 10% svih hematoloskih neopla-
stickih bolesti. Najcesée manifestacije bolesti su
slabost, bolovi u kostima i patoloske frakture (1).
Bolest vrlo rijetko zahvaca urogenitalni, gastroin-
testinalni, kardiorespiratorni i neuroloski sustav
(2). Tijekom bolesti pleuralni izljev se javlja u oko
6% bolesnika s multiplim mijelomom. Multipli mi-
jelom s pleuralnim izljevom kao prvom manifesta-
cijom bolesti javlja se vrlo rijetko. U literaturi se
navodi u oko 0,8% do 1% bolesnika (1-8).

Uzroci pojave pleuralnog izljeva u bolesnika s
MM su multifaktorski. Najées¢i uzroci su virusne
i bakterijske infekcije pluéa, hipoalbuminemija, za-
tajenje srca kao posljedica sekundarne amiloidoze,
kroni¢nog zatajenja bubrega, pluéne embolije, bo-
lesti vezivnog tkiva ili neke druge maligne bolesti
(3-8).

Jedan od prvih radova koji opisuje pleuralni izljev
kao prvu manifestaciju multiplog mijeloma obja-
vio je Shoenfeld sa suradnicima 1978. godine (9). U
dostupnoj literaturi nadeno je samo nekoliko poje-
dina¢nih prikaza slucajeva bolesnika s pleuralnim
izljevom kao prvom manifestacijom bolesti. Bole-
snici su imali lose prognosti¢ke pokazatelje (vece
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koncentracije beta-2-mikroglobulina, CRP-a i po-
viSenu aktivnost LDH), a u kariotipu deleciju kro-
mosoma 13, te IgA isotip MM-a. Taj tip MM ima
vecu sklonost $irenju ekstraosealnim strukturama
Sto je takoder lo$ prognosticki ¢cimbenik (10).

Kambele i sur. analizirali su prognosticke ¢imbe-
nike, tijek bolesti, lije¢enje i ishod 11 bolesnika s
multiplim mijelomom i malignim pleuralnim izlje-
vom. Medijan nastanka pleuralnog izljeva iznosio
je 12 mjeseci od trenutka kada je dijagnosticiran
multipli mijelom. Svi bolesnici su imali multipli
mijelom s nepovoljnim prognostickim ¢imbenici-
ma (poviSena koncentracija beta-2-mikroglobuli-
na, CRP-a, povisena aktivnost LDH i kariotip sa
delecijom kromosoma 13). Mijelomski pleuralni
izljev dijagnosticiran je citomorfoloSskom i citoge-
netskom analizom stanica u pleuralnom izljevu.
Sedam bolesnika lijeeno je polikemoterapijom
primijenjenom sistemski (deksametazon, ciklofos-
famid, etopozid i cisplatina), a u nekih bolesnika
ucinjena je i pleurodeza. Primijenjena je terapija
bila uc¢inkovita, izljev se resorbirao, iako je pre-
zivljenje bolesnika bilo kratko. Lije¢enje mijelo-
ablativhom terapijom s transplantacijom autolo-
gnih perifernih mati¢nih stanica provedeno je u 6
bolesnika. Niti ovaj pristup lije¢enju nije pokazao
prednost pred drugim oblicima lije¢enja. Naime,
unato¢ transplantaciji perifernih mati¢nih stanica i
u tih je bolesnika prezZivljenje bilo kratko i iznosilo
je samo Cetiri mjeseca. Prezivljenje bolesnika s po-
remecajima u kariogramu bilo je lo$ije nego u onih
bolesnika koji su imali uredan nalaz kariograma.
(10).

U literaturnim podacima 80% bolesnika s mijelo-
matoznim pleuralnim izljevom javlja se u bolesni-
ka s IgA tipom MM-a. Taj tip MM ima vecu sklo-
nost Sirenju ekstraosealnim strukturama i veéu
incidenciju delecije kromosoma 13, §to je ujedno i
losiji prognosticki pokazatelj (10).

Dijagnosticki kriteriji za potvrdu mijelomskog ple-
uralnog izljeva su dokaz monoklonskog proteina
u pleuralnom izljevu, elektroforeza proteina iz iz-
ljeva (kojim se dokazuje identican tip proteina kao
i u serumu), citomorfoloski i imunocitokemijski
dokaz tipi¢nih malignih plazma stanica, proto¢na
citometrija stanica pleuralnog izljeva te, ako je to
moguce uciniti, biopsiju pleure. U nasem je slucaju

dijagnoza mijelomskog izljeva dokazana citolos-
kim nalazom plazma stanica u izljevu (sl. 1a) te
imunocitokemijskom analizom (CD138 pozitivne
plazma stanice) (sl. 1b). Za proto¢nu citometriju
nije se dobilo dovoljno materijala, a iz tehnickih
razloga pleuralna punkcija se nije mogla ponoviti.

A

Y 3

b

Sl. 1. Hemoragicni pleuralni izljev s pojedinacnim
plazma stanicama: a) May-Griinwald Giemsa, x1000;
b) imunocitokemijski CD138 pozitivne plazma stanice
(LSAB, x1000)

Bolesnika s mijelomskim pleuralnim izljevom va-
lja lijeciti sistemskom terapijom. Ponekad je u slu-
¢ajevima opseznog i/ili bilateralnog izljeva, zbog
ugroZenosti bolesnika, potrebna drenaza izljeva.
Nazalost, bolest ima progredijentan tijek tako da je
prezivljenje kratko unatoc¢ vrsti primijenjene stan-
dardne terapije. Takvi bolesnici su kandidati za
nove lijekove (10). U naSe je bolesnice na terapiju
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kortikosteroidima doslo do klinickog poboljsanja,
pleuralni izljev se resorbirao, ali i uz dalje aktivnu
bolest s umnozenim plazma stanicama u ko$tanoj
srzi. Lijeenje inhibitorima proteosomalnih enzi-
ma nije dovelo do poboljsanja.

ZAKLJUCAK

Iako je u bolesnika s multiplim mijelomom velika
vjerojatnost da je pleuralni izljev uzrokovan in-
fektivnim uzro¢nikom ili da je nastao zbog zataje-
nja drugih organskih sustava (bubrezi, srce) valja
misliti i na ovaj rijedak uzrok njegovog nastanka,
mijelomomski izljev. Citoloska analiza stanica ple-
uralnog izljeva od presudne je vaznosti za postav-
ljanje dijagnoze mijelomskog izljeva. Mijelomski
pleuralni izljev je lo$ prognostic¢ki ¢imbenik bez
obzira je li prisutan kod dijagnoze ili je nastao ka-
snije. Stoga su ti bolesnici kandidati za ukljuciva-
nje u klinicke studije lijekova nove generacije.
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SUMMARY

BILLATERAL PLEURAL EFFUSION AS FIRST MANIFESTATION
OF MULTIPLE MYELOMA

D. RADIC-KRISTO?, S. OSTOJIC KOLONIC!3, I. KARDUM-SKELIN?3, I. MAN-
DAC ROGULJ?, R. VRHOVAC!? and A. PLANINC-PERAICA'?

!Merkur University Hospital, Department of Internal Medicine, Division of Hematology,
’Department of Clinical Cytology and Cytogenetics and 3University of Zagreb,
School of Medicine, Zagreb, Croatia

Multiple myeloma is clonal malignancy of plasma cells with overproduction of monoclonal antibodies and destruction of bones.
Hypercalcemia, anemia and renal disfunction are common manifestations of the disease. Billateral pleural effusion is rare multiple
myeloma presentation with unfavorable prognosis so it is important to recognizze it for better diagnostic and therapy approach.
59-year old woman was admitted to Hematology Department with history of severe caugh, dyspnea and left chest pain. Physical
examination and chest X-ray showed billateral pleural effusion while cytologic examination of pleural aspirate found plasma cells.
Bone marrow examination and skeleton X-ray confirmed diagnosis of multiple myeloma. Serum and urine immunoelectrophore-
sis detected lambda Bence Jones protein. This case is rare manifestation of multiple myeloma.

Key words: multiple myeloma, pleural effusion, cytology, plasma cell
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MEZOTELIOM PLEURE - PRIKAZ BOLESNIKA

IVICA PREMUZIC MESTROVIC!, MARO DRAGICEVIC!, DOMAGO]J] MOSLER?,
TOMISLAV MESTROVIC?, ELVIRA LAZIC MOSLER*5, DAMIR KOZMAR!?, STJEPAN KRANJCEVIC?,
DARKO POCANIC!, GORDANA CAVRIC!, KRISTINA NARANCIC SKORIC!, TOMISLAV LETILOVIC'S,
HELENA JERKIC!, HRVOJKA ZELJKO!i IKA KARDUM-SKELIN'5

Klinicka bolnica Merkur, Zagreb, *Ljeciliste Topusko, Topusko, *Klinicki bolnicki centar Zagreb,
*Zavod za anatomiju i *Sveuciliste u Zagrebu, Medicinski fakultet, Zagreb, Hrvatska

Mezoteliom pleure je rijetka neoplazma s incidencijom obolijevanja 1-2 slu¢aja na milijun ljudi. Bolest se javlja ¢es¢e u muskara-
ca (10-30 na milijun) nego u zena (2 na milijun), s predominacijom obolijevanja u starijoj Zivotnoj dobi (65 godina i vise). NajceSée
se klinicki manifestira pleuralnim izljevom i dispnejom $to predstavlja znacajan diferencijalno dijagnosticki problem u odnosu
na bolesti srca. Prikazan je slu¢aj bolesnice u osmom desetljecu zivota s dispnejom i desnostranim pleuralnim izljevom koji su
prije svega, uz postojeci kardioloski komorbiditet, shvac¢eni kao dio slike lijevostranog sréanog popustanja. Medutim, s obzirom
na pridruzene metabolicke poremecaje i duboku vensku trombozu, karakteristicne za mezoteliom, unato¢ negativnoj epidemi-
oloskoj anamnezi, dijagnosticki postupci su zbog pobudene sumnje na tumorsku bolest bili usmjereni utvrdivanju etiologije
pleuralnog izljeva. Citoloski i potom patohistoloski utvrden je mezoteliom pleure. Pleuralni izljevi koji perzistiraju te Ciji stupanj ne
odgovara statusu srca, a posebice ako su popra¢eni metabolickim poremecajima ili paraneoplasti¢nim sindromom, zahtijevaju

dodatnu dijagnostiku u cilju otkrivanja etiologije izljeva.

Klju¢ne rije¢i: mezoteliom pleure, citoloSka analiza, paraneoplasti¢ni sindrom
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UvOD

Mezoteliom pleure je rijetka neoplazma s inciden-
cijom 1-2 slu¢aja na milijun ljudi. Bolest se javlja
¢es¢e u muskaraca (10-30 na milijun) nego u Zena
(2 na milijun), s predominacijom obolijevanja u
starijoj zivotnoj dobi (65 godina i vise) (1-3). U 95%
oboljelih dovodi do nastajanja pleuralnog izljeva i
dispneje, ali moze dovesti i do razvoja ¢itavog niza
metabolickih poremecaja i paraneoplasti¢nih sin-
droma (4-6).

Prikazujemo slucaj bolesnice s rentgenoloski potvr-
denim desnostranim pleuralnim izljevom izazva-
nim mezoteliomom pleure koji je diferencijalno-di-
jagnosticki prvobitno razmatran u sklopu sré¢anog
popustanja.

PRIKAZ BOLESNIKA

85-godisnja Zena javila se u hitnu sluzbu Klinike za
interne bolesti u studenome 2008. g. zbog progre-
sivne dispneje i edema nogu. Bolesnica nije imala
osobitosti u epidemiolo$koj anamnezi, a 35 godina
je lije¢ena zbog povisenog krvnog tlaka, bez drugih
kroni¢nih bolesti.

Obradom bolesnice u hitnoj sluzbi utvrdeni su zna-
ci globalnog sréanog popustanja, uz oslabljen Sum
disanja nad desnim pluénim krilom te asimetri¢ni
edemi nogu uz prisutnu tahiaritmiju te tahidis-
pneju. Elektrokardiografski je potvrdena fibrilacija
atrija s tahiaritmijom ventrikla, a radioloski neho-
mogeno zasjenjenje desnog donjeg i dijela srednjeg
pluénog polja alveolarnog uzorka uz naznacenu
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reakciju pleure te pocetni intersticijski zastoj. U la-
boratorijskim nalazima nadeni su povi$eni upalni
parametri i D-dimeri, blaga hipokalcemija i blaga
hipoglikemija, u sedimentu urina leukociturija, eri-
trociturija i dosta bakterija, a u acidobaznom statu-
su parcijalna dekompenzirana respiratorna insufi-
cijencija.

Bolesnica je hospitalizirana u Jedinici intenzivne
skrbi pod radnom dijagnozom fibrilacije atrija s
tahiaritmijom ventrikla i sréanim popustanjem, de-
snostranom bronhopneumonijom i uroinfekcijom
te sumnjom na duboku vensku trombozu lijeve
noge. Neposredno nakon prijma zapoceta je tera-
pija niskomolekularnim heparinom, antibioticima
i antiaritmicima, uz intenzivnu primjenu diuretika.
Na primijenjenu terapiju doslo je do konverzije u
sinusni ritam uz uspostavu zadovoljavajuce diure-
ze, a u laboratorijskom nalazima pracen je postupni
pad upalnih parametara. Drugi dan poslije prijma
ucinjena je pretraga vena nogu obojenim doplerom
kojom su otkrivene trombotske mase u dubokim
venama lijeve noge sve do prijelaza u lijevu ilijakal-
nu venu. Ultrazvuk abdomena pokazao je zastojne
promjene jetre, bez druge patologije abdominalnih
organa te obostrani pleuralni izljev.

Tjedan dana nakon prijma, na kontrolnom rentge-
nogramu srca i pluca, utvrdena je potpuna regresija
zastojnih promjena, uz perzistiranje nehomogenog
zasjenjenja desno bazalno te razvoj desnostranog
pleuralnog izljeva. U laboratorijskim nalazima i
dalje se pratilo blagu hipokalcemiju uz pogorsa-
nje acidobaznog statusa. Kako je bolesnica i dalje
bila dispnoi¢na, ucinjena je punkcija desnostranog
pleuralnog izljeva u dva navrata u razmaku od pet
dana, s evakuacijom po svega 40 mL Zuckaste teku-
¢ine. Biokemijskom analizom utvrden je pleuralni
izljev s karakteristikama eksudata (prvi punktat:
hemoragi¢an izgled, ukupni proteini 23,8 g/L,
LDH 5% U/L, glukoza 5,8 mmol/L), a citoloskom
analizom u sedimentu nadene su mezotelne stanice
s izrazenim polimorfizmom (sl. 1), mnogo eritro-
cita i limfocita, osrednje granulocita. Imunocitoke-
mijskom obradom utvrdene su atipi¢ne mezotelne
stanice negativne na epitelni biljeg (BerEP4) (sl. 2),
a pozitivne na kalretinin (sl. 3) i trombomodulin (sl.
4) sto je uz morfoloski izgled stanica odgovaralo
mezoteliomu. Dodatno je uc¢injen CT prsnoga kosa
kojim je utvrden opsezan izljev desno od baze do
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pluénog vrska s vidljivom mjestimi¢nom konden-
zacijom i distelektazom parenhima. S obzirom na
takav nalaz postavljen je terapijski pleuralni dren
uz postizanje regresije pleuralnog izljeva te je bo-
lesnica premjestena u specijalnu bolnicu za pluéne
bolesti gdje je biopsijom pleure potvrdena dijagno-
za mezotelioma pleure. U drugom dijelu boravka
na Klinici u bolesnice dolazi do zna¢ajnog pogorsa-
nja hipoglikemije (GUK 1,4 mmol/L) zbog cega je
bila potrebna kontinuirana parenteralna primjena
otopine glukoze. Osim toga, doslo je i do progresije
duboke venske tromboze.

RASPRAVA

Mezoteliom je rijedak tumor koji nastaje iz mezo-
telnih stanica seroznih membrana te se u gotovo
80% slucajeva javlja u pleuri (1). Dugi niz godina
je smatrano da je izloZenost azbestu, s latencijom
od 20 do 50 godina, jedini rizi¢ni ¢imbenik za ra-
zvoj mezotelioma (1). Medutim, danas literaturni
podaci upucuju na porast oboljelih unutar skupi-
ne bolesnika s limfomom medijastinuma lijecenih
radioterapijom (8). Kao mogudi rizi¢ni ¢imbenik u
etioloski nerazrijeSenim slucajevima spominju se i
virusi (9,10). Mezoteliom pleure u pravilu se jav-
lja 5-15 puta ¢esce u muskaraca nego u Zena, $to se
povezuje s njihovom profesionalnom izlozenosti
azbestu (1-3). Medijan obolijevanja oba spola je u
Sestom desetlje¢u. Najces¢i simptom bolesti je dis-
pneja, a najceséi klini¢ki znak pleuralni izljev sto
predstavlja diferencijalno dijagnosticki problem
osobito u odnosu na bolesti srca, jer se obje bolesti
javljaju najucestalije u starijoj zivotnoj dobi. Medu-
tim, druge, iako znatno rjede klinicke manifesta-
cije mezotelioma, mogu pomoéi u usmjeravanju
dijagnostickih postupaka. Od Sezdesetih godina
proslog stoljeca mezoteliom pleure povezuje se s
¢itavim nizom metabolickih i paraneoplasti¢nih
sindroma. Najdulje se spominju epizode hipoglike-
mije izazvane tumorskim stvaranjem ¢imbenika ra-
sta sli¢nog inzulinu-II (IGF-II, prema engl. Insulin-
Like Growth Factor-1I) te trombocitoza s pove¢anom
sklonosti zgru$avanju, dok su nedavna istrazivanja
utvrdila sekreciju peptida sli¢nih paratireoidnom
hormonu s do sada opisanom samo hiperkalcemi-
jom ali ne i hipokalcemijom (4-6).
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Sl. 1. Stanice mezotelioma u pleuralnom izljevu, May-
Griinwald Giemsa, x1000.

¥ ) [Ep

Sl. 3. Stanice mezotelioma u pleuralnom izljevu, kalre-
tinin pozitivne stanice, APAP, x1000

Na mezoteliom pleure moZze pobuditi sumnju ¢i-
tav niz dijagnosti¢kih pretraga, medutim, defini-
tivna se dijagnoza postavlja histoloskom analizom
uzetog uzorka tkiva. Citoloskom analizom uzorka

pleure uspijeva se postaviti dijagnoza u svega oko
23% oboljelih (7) .

Prikazan je slucaj bolesnice u osmom desetljecu zi-
vota s dispnejom i desnostranim pleuralnim izlje-
vom koji su prije svega, uz postojece kardioloske
komorbiditete, shvaceni kao dio slike lijevostranog
sréanog popustanja. Medutim, s obzirom na pri-
druZene metabolicke poremecaje i duboku vensku
trombozu, unato¢ negativnoj epidemioloskoj ana-
mnezi, dijagnosticki postupci bili su usmjereni utvr-
divanju etiologije pleuralnog izljeva. Citoloski i po-
tom patohistoloski utvrden je mezoteliom pleure.

Sl. 2. Stanice mezotelioma u pleuralnom izljevu, nega-
tivna reakcija na epitelni biljeg (BerEP4), LSAB, x1000

Sl. 4. Stanice mezotelioma u pleuralnom izljevu, trom-
bomodulin pozitivne stanice, LSAB, x1000
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SUMMARY

PLEURAL MESOTHELIOMA - CASE REPORT

I. PREMUZIC MESTROVIC!, M. DRAGICEVIC!, D. MOSLER?, T. MESTROVIC?,
E. LAZIC MOSLER%*, D. KOZMAR!, S. KRANJCEVIC!, D. POCANIC!, G. CAVRIC?,
K. NARANCIC SKORIC!, T. LETILOVIC!S, H. JERKIC?, H. ZELJKO! and I. KARDUM-SKELIN'5,

"Merkur University Hospital, Zagreb, *Topusko Spa Resort, Topusko, 3Zagreb University Hospital
Center, *Department of Anatomy and *University of Zagreb, School of Medicine, Zagreb, Croatia

Pleural mesothelioma is a rare neoplasm with the incidence of 1-2 per million people. The incidence is higher in male population
(10-30/million), whereas the incidence in female population is 2 per million. It occurs predominantly at older age (65+ years).
The most common clinical manifestation of pleural mesothelioma is pleural effusion with dyspnea, which makes it a diagnostic
problem since many cardiac diseases can have the same presentation. We report a case of pleural mesothelioma in an 80-year-
old woman that presented with dyspnea and pleural effusion, which was at first considered as a sign of heart failure. Clinical
presentation also included metabolic disorders and deep vein thrombosis, and the patient’s epidemiologic history was negative,
so diagnostic procedures including pleurocentesis were directed towards detection of the possible malignant disease. Cytologic
analysis followed by biopsy pointed to the diagnosis of pleural mesothelioma. Persistent pleural effusions that do not coincide
with cardiac disease, especially if accompanied by metabolic disorders and paraneoplastic syndromes, require additional dia-

gnostic workup to identify the etiology of pleural effusion.

Key words: pleural, mesothelioma, effusion, cytology, paraneoplastic syndrome
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SEKUNDARNA AMILOIDOZA (AA) BUBREGA I KOSTANE SRZI
U BOLESNICE S REUMATOIDNIM ARTRITISOM

INGRID PRKACIN' BRUNO SKURLA!, DARKO POCANIC!, TOMISLAV BULUM},
STELA BULIMBASIC?*i IKA KARDUM-SKELIN?#

Klinicka bolnica Merkur, Klinika za unutarnje bolesti, 2Klinicka bolnica Dubrava, Zavod za patologiju,
*Klinicka bolnica Merkur, Zavod za klinicku citologiju i citogenetiku i *Sveuciliste u Zagrebu,
Medicinski fakultet, Zagreb, Hrvatska

Amiloidoza oznacava skupinu bolesti, nasljednih ili ste¢enih, kojima je zajedni¢ko obiljezje izvanstani¢no nakupljanje amiloida u
brojnim tkivima i organima. Sekundarna (AA) amiloidoza je rijetka, ali ozbiljna komplikacija koja nastaje u bolesnika s kroni¢nim
upalnim procesom, malignomima i kroniénim upalnim bolestima. Pedesetidvogodi$nja bolesnica, kojoj je prije 25 godina postav-
liena dijagnoza reumatoidnog artritisa, hospitalizirana je 2004. god. zbog pogor$anja klinickog stanja s izrazitom anemijom. U
klinickom statusu uocavali su se tjestasti edemi potkoljenica. U laboratorijskim nalazima biljezio se porast upalnih reaktanata,
normocitna anemija, elektrolitski disbalans, hipoalbuminemija te hipoproteinemija. Bubrezna funkcija procijenjena klirensom
kreatinina iznosila je 78 mL/min, a proteinurija 15,4 g/24h. U¢injena je biopsija bubrega i citoloSka punkcija kostane srzi te je
verificirana sekundarna amiloidoza. Prognoza bolesnika sa sekundarnom amiloidozom u korelaciji je prije svega sa stupnjem
zahvacenosti bubrega a, ako se ne lijeci, 50% bolesnika umire unutar 5 godina od postavljanja dijagnoze. Do sada ne postoji
uspjes$no specifiéno lije¢enje sekundarne amiloidoze, ve¢ je terapijski pristup usmjeren prije svega na lije¢enje primarne bolesti.

Kljuéne rijeci: amiloidoza bubrega i koStane srzi, reumatoidni artritis

Adresa za dopisivanje:
Klinicka bolnica Merkur
Klinika za unutarnje bolesti
Zajceva 19
10000 Zagreb, Hrvatska

E-posta: ingrid.prkacin@gmail.com

UvOD

Amiloidoza oznacava skupinu bolesti, kojima je
zajedni¢ko obiljeZje izvanstani¢no nakupljanje
amiloida u brojnim tkivima i organima. Odlaganje
amorfnog vlaknastog proteina amiloida uzroku-
je narusavanje normalne grade i funkcije organa i
tkiva (1). Te se bolesti dijele u nasljedne ili stecene.
Temeljem biokemijske prirode proteina koji ¢ine
strukturu vlakana amiloida razlikujemo primarnu
(AL) i sekundarnu (AA) amiloidozu. Sekundarna
(AA) amiloidoza je rijetka, ali ozbiljna komplikacija
koja nastaje u bolesnika s kroni¢nim upalnim proce-
som, malignomima i kroni¢nim upalnim bolestima,
kao sto je reumatoidni artritis (2,3). Prevalencija se-
kundarne amiloidoze u bolesnika s reumatoidnim
artritisom iznosi 20-30% (4,5). Sekundarna amilo-

Doc. dr. sc. Ingrid Prkacin, prim. dr. med.

idoza najc¢e$ce se klini¢ki prezentira o$teéenjem
bubrezne funkcije koje se oc¢ituje poremecajima od
nefrotskog sindroma i smanjenja bubrezne funkcije
do zatajenja bubrezne funkcije s visokom smrtno-
$¢u, rjede zahvacanjem kostane srzi (6). Prisustvo
amiloida u tkivima utvrduje se Kongo bojanjem te
naknadno imunohistokemijskim metodama koji-
ma se identificiraju glavne proteinske komponente
vlakana amiloida, $to olakSava dijagnozu bolesti
koja je uzrokovala amiloidozu (7). Prognoza bo-
lesnika sa sekundarnom amiloidozom u korelaciji
je prije svega sa stupnjem zahvacenosti bubrega a,
ako se ne lijeci, 50% bolesnika umire unutar 5 godi-
na od postavljanja dijagnoze (1). Do sada ne postoji
uspjesno specifi¢no lije¢enje sekundarne amiloido-
ze, ved je terapijski pristup usmjeren prije svega na
lije¢enje primarne bolesti (8,9).
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PRIKAZ BOLESNICE

Bolesnica u dobi od 52 godine, kojoj je prije 25 go-
dina postavljena dijagnoza reumatoidnog artritisa,
hospitalizirana je zbog anasarke s mikrocitnom
anemijom. U klini¢kom statusu uocavali su se tje-
stasti edemi, uz krvni tlak 110/70 mm Hg, puls 90/
min. U obiteljskoj anamnezi nije bilo tezih bolesti.
Bolesnica je u dosada$njem tijeku lije¢enja reuma-
toidnog artritisa tijekom 25 godina lije¢ena neste-
roidnim antireumaticima (20 god.), kortikosteroi-
dima i metotreksatom (nekoliko mjeseci), ali nije
postignuta stabilna remisija, te je samoinicijativno
prestala s uzimanjem lijekova zadnjih 5 godina.
Zbog mikrocitne anemije primljena je na Odjel ga-
stroentrologije te je ucinjena obrada gastrointesti-
nalnog trakta (gastroskopija, kolonoskopija, UZV
abdomena i bubrega) koja je bila unutar granica
normale.

U laboratorijskim nalazima bile su prisutne po-
viSene vrijednosti upalnih parametara (SE 100
mm/3,6ks, CRP 6.8 mg/L). Reumatoidni faktor
(lateks) je iznosio 300 IU/mL. Mikrocitna anemija
(E 3,31x1012/L, Hb 87 g/L, Het 0,312 L/L, MCV
76,0 fL, zeljezo 5 pmol/L, saturacija transferina
0,16), hiperlipoproteinemija, elektrolitski disbalans
u smislu hipokalcemije (Ca 1,88 mmol/L, Cl 110
mmol/L, K 4,6 mmol/L, Na 142 mmol/L, fosfati
1,08 mmol/L), hipoalbuminemija i hipoproteine-
mija (albumini 23,1 g/L, ukupni proteini 54,6 g/L)
dominirali su u nalazima. Vrijednosti leukocita,
trombocita, koagulacijskih i jetrenih testova bili su
unutar referentnih vrijednosti. Biljezi hepatitisa bili
su negativni. Proteinurija je pri primitku na Odjel
bila 15,4 g/24h, u kontrolnim nalazima nije se spu-
Stala ispod 10 g/24h. Bubrezna funkcija procije-
njena klirensom kreatinina iznosila je 78 mL/min,
odnosno nalazila se unutar 2. stupnja kroni¢ne bu-
brezne bolesti (kreatinin u serumu 88 pmol/L) uz
mikrohematuriju (u sedimentu urina bilo je 20-30
eritrocita). U¢injena je biopsija bubrega, a pato-
histoloskom obradom verificirana je sekundarna
amiloidoza. Biopsijom bubrega utvrdeno je da su
glomeruli bili lagano povecani, prosirenih mezan-
gijskih podrucja, bez hipercelulariteta, ispunjenih
PAS blijedim amorfnim materijalom. Bojanjem
kongo crvenilom u uzorku bez pretretmana kali-
jevim permanganatom dobila se pozitivna reakcija
uz zeleni dvolom na polarizacijskom mikroskopu
(sl. 1), a nakon pretretmana kalijevim permanga-
natom opisana reakcija se gubila $to je ukazalo da
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Sl. 1. Bioptat bubrega. Citokemijski pozitivna reakcija
na amiloid (kongo crvenilo, x400).

Sl. 2. Punktat koStane srZi. a) depoziti amiloida uz
plazma stanice (bojenje po May-Griinwald Giemsi,
x1000), b) citokemijski pozitivna reakcija na amiloid
(kongo crvenilo, x1000)
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se radi o AA vrsti amiloida (sl. 1). Imunohistoke-
mijski i elektronskom mikroskopijom potvrdena je
AA amiloidoza. Zbog izraZene anemije ucinjena je
i citoloska punkcija ko$tane srzi koja je potvrdila
da se radi o amiloidozi (sl. 2). Tijekom boravka bo-
lesnica je lije¢ena infuzijama kristaloidnih otopina,
albuminima, antihipertenzivima (lizinopril 10 mg
uz valsartan 80 mg), diureticima (fursemid 40 mg
uz spironolactone 50 mg), melfalanom i predniso-
lonom. Zbog nepodnosljivosti melfalana uveden je
ciklosporin u dozi 2x50 mg, uz koji dolazi do sma-
njenja proteinurije na 5 g/24h. Bolesnica je pracena
23 mjeseca, nakon c¢ega dolazi do progresije bu-
brezne bolesti do zavrsnog stupnja. Bolesnica umi-
re od posljedica infarkta srca u kardiogenom Soku.

RASPRAVA

BubreZzne promjene u reumatoidnom artritisu (RA)
su Ceste (5). Klinicki se bolest ocituje proteinurijom
i mikrohematurijom uz razvoj bubrezne insufici-
jencije, kao sto je bio slucaj u prikazane bolesnice.
Patohistoloski u tkivu bubrega bolesnika s RA naj-
¢es¢e nalazimo amiloidozu, glomerulonefritis i in-
tersticijski nefritis (5). Danas je poznato vise tipova
vlakana amiloida, a zajednicko obiljeZje svih oblika
amiloida je P komponenta, glikoprotein koji ¢ini
10-15% amiloida, daje stabilnost amiloidu i ¢ini ga
otpornim na tkivnu razgradnju (10,11). Primarna
(AL) amiloidoza posljedica je odlaganja monoklo-
nalnih A i x lakih lanaca imunoglobulina u sklopu
hematoloskih bolesti (10). Sekundarna (AA) amilo-
idoza je uzrokovana odlaganjem ekstracelularnog
AA fragmenta SAA proteina plazme. Nastaje kao
posljedica upale uz regulaciju TNF-a i mnostva in-
terleukina, kao sto su IL-1 1 IL-6 (1,10). MoZe nasta-
ti u bilo kojem upalnom stanju u kojem su trajno
aktivirani proteini akutne faze: poput bolesnika
s malignomima, kroni¢nim upalnim procesom/
bolestima, kao 5to su reumatoidni artritis, anki-
lozantni spondilitis, tuberkuloza, bronhiektazije,
obiteljska mediteranska vrudica te upalna bolest
crijeva (2,3,12). U razvijenim zemljama primarna
amiloidoza najces¢i je oblik sistemske amiloidoze,
u zemljama u razvoju c¢esca je sekundarna amilo-
idoza (12,13). Aktivnost osnovne bolesti vazan je
¢imbenik nastanka i progresije sekundarne ami-
loidoze, $to vrijedi i za bolesnike s reumatoidnim

artritisom. U prikazane bolesnice aktivnost bolesti
nije se uspjesno kontrolirala medikamentnom te-
rapijom uz relapse i dokazanu aktivnost bolesti te
pozitivne parametre upale. U Zivotinjskim modeli-
ma depoziti amiloida nadeni su od 18 sati do neko-
liko tjedana nakon stimulacije upalnim procesima,
a na nastanak i progresiju amiloidoze utjecali su
razliciti faktori (14,15). Vrijeme izmedu dijagnoze
reumatoidnog artritisa i pojave sekundarne amilo-
idoze je vrlo razli¢ito (5). Kod prikazane bolesnice
dijagnoza amiloidoze je utvrdena nakon 25 godina
trajanja RA. Dijagnoza bolesti se postavlja teme-
ljem klini¢ke sumnje i patohistoloske potvrde. Bi-
opsija bubrega omogucava visoki stupanj potvrde
dijagnoze, dok biopsija ostalih manje invazivnih i
rizi¢nih mjesta kao $to je abdominalno salo i rek-
tum imaju manju dijagnosticku osjetljivost. Zbog
toga se danas pri sumnji na amiloidozu sve cesée
koristi biopsija bubrega (16,17). Potvrdni test ami-
loidoze je bojanje kongo crvenilom, u uzorku bez
pretretmana kalijevim permanganatom, s pozitiv-
nom reakcijom uz zeleni dvolom na polarizacij-
skom mikroskopu, $to je najvaznija potvrda, a imu-
nohistokemijskim metodama se potvrdi da se radi
o sekundarnoj amiloidozi, kao Sto je bio slucaj i u
ove bolesnice. Imunohistokemijske metode imaju
veliku specifi¢nost u potvrdivanju AA amiloidoze,
dok su manje specifi¢ne pri dijagnozi AL amiloido-
ze (18). Bubrezi su zahvaceni u oko 90% oboljelih
od primarne i sekundarne amiloidoze. Zahvace-
nost bubrega prezentira se nefrotskim sindromom,
uglavnom teZeg stupnja, s postupnom progresijom
koja dovodi do zatajenja bubrezne funkcije i dijali-
ze (10,12,16). Za razliku od drugih uzroka bubrez-
nog zatajenja, bubrezi su u oboljelih od amiloidoze
na ultrazvuku normalne veli¢ine i morfologije (10).
Prognoza bolesnika sa sekundarnom amiloidozom
u korelaciji je prije svega sa stupnjem zahvaceno-
sti bubrega a, ako se ne lije¢i, 50% bolesnika umire
unutar 5 godina od postavljanja dijagnoze (10). Do
sada ne postoji uspjesno specifi¢no lijecenje sekun-
darne amiloidoze, ve¢ je terapijski pristup usmje-
ren prije svega na lije¢enje primarne bolesti (8,9).

Odlaganje amiloida, uz bubreg, najcesce je u jetri
gdje vlakna amiloida uzrokuju narusavanje nor-
malne grade i funkcije organa (1). Zahvacenost srca
rijetka je u AA amiloidozi, a ¢es¢a u AL amiloidozi
(12,18). Amiloidoza respiratornog trakta najcesce
se ocituje odlaganjem amiloida u submukozi tra-
heobronhalnog stabla (19).
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Postoji nekoliko razli¢itih terapijskih pristupa u li-
je¢enju sekundarne amiloidoze u bolesnika s RA,
kao sto je lijecenje ciklofosfamidom, klorambuci-
lom, ciklosporinom, inhibitorima TNF-q, ali i dalje
ne postoji specificno lijecenje. Lije¢enje bolesnika sa
sekundarnom amiloidozom ima dvojaki pristup.
Potrebno je smanyjiti aktivnost primarne bolesti da
se smanji stvaranje SAA proteina akutnog upalnog
odgovora, prekursora amiloida. S druge strane,
potrebno je lijeCenje i same amiloidoze od trenutka
njezine dijagnoze. U sve $iroj su upotrebi inhibi-
tori TNF-q, i to uglavnom infliksimab i etanercept
(20,21). Djelovanje tih lijekova temelji se na uc¢inku
TNF-a na hepatocite tijekom akutne faze upalnog
odgovora koji stimulira izlu¢ivanje SAA proteina,
prekursora amiloida. Studije s inhibitorima TNF-a
dokazale su smanjenje cirkuliraju¢ih razina SAA
proteina i proteinurije kao i stabiliziranje bubrezne
funkcije (20,21). lako terapija infliksimabom sma-
njuje sintezu i odlaganje novog amiloida u tkivi-
ma (22,23), trenutno ne postoje lijekovi koji mogu
odstraniti ve¢ natalozena vlakna amiloida (6). Za-
kljuéno treba istaci da u svih bolesnika s RA treba
pratiti bubreznu funkciju s odredivanjem klirensa
kreatinina, pregledom sedimenta urina i 24-satne
proteinurije.
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SUMMARY

SECONDARY (AA) RENAL/BONE AMYLOIDOSIS
COMPLICATING RHEUMATOID ARTHRITIS

I. PRKACIN'4 B. SKURLA?Y, D. POCANIC!, T. BULUMY, S. BULIMBASIC?*and I. KARDUM-SKELIN?*

!Merkur University Hospital, Department of Internal Medicine, *University Hospital Dubrava,
3University Hospital Merkur, Department of Clinical Cytology and Cytogenetics
and *University of Zagreb, School of Medicine, Zagreb, Croatia

Amyloidosis is a clinical entity that results from deposition of an extracellular protein material that causes disruption in normal
architecture and impairs function of multiple organs and tissues. Secondary amyloidosis (AA) is a rare but serious complication
that appears in the context of cancer, chronic inflammation, and chronic infectious disease, including rheumatoid arthritis. Renal
failure is the most common clinical presentation of AA, ranging from nephrotic syndrome and impaired renal function to renal
failure, with a potential for high morbidity. We present a case of a 52-year-old female patient diagnosed with rheumatoid arthritis
at age 27. She was hospitalized due to worsening clinical condition. Physical examination revealed marked peripheral edema
in both lower extremities. Laboratory tests showed an increase of inflammatory reactants, anemia, electrolyte disbalance, and
severe hypoalbuminemia and hypoproteinemia. She had proteinuria 15.4 g/24 h and renal function estimated by creatinine clear-
ance was 78 mL/min, within the second degree of chronic kidney disease. Renal biopsy was performed for evaluation of renal
insufficiency with nephrotic range proteinuria. Congo red staining showed the presence of characteristic amyloid deposits that
immunoreacted with the antibody against amyloid A protein, thus confirming the diagnosis of secondary amyloidosis.

Key words: renal/bone amyloidosis, rheumatoid arthritis
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Prikaz bolesnika

SINDROM HIPERHEMOLIZE U BOLESNICE
BEZ HEMOGLOBINOPATIJE

INGRID PRKACIN'S, JASNA MESARIC25, GORDANA CAVRIC!, SILVANA JURENEC?,
ZELJKA HUNDRIC-HASPL? i IKA KARDUM-SKELIN*5

Klinicka bolnica Merkur, Klinika za unutarnje bolesti 2Hrvatski zavod za transfuzijsku medicinu,
3Klinicka bolnica Merkur, Transfuzijska jedinica, *Zavod za klinicku citologiju i citogenetiku i
*Sveuciliste u Zagrebu, Medicinski fakultet, Zagreb, Hrvatska

Sindrom hiperhemolize najcesce se javlja u bolesnika s talasemijom koji primaju viestruke transfuzije. Postoji svega nekoliko kli-
nickih izvjesc¢a s opisom sindroma hiperhemolize u bolesnika bez hemoglobinopatija. U ovom je radu prikazan slu¢aj bolesnice
s kroniénom bubreznom bolesti, refraktornom anemijom kroni¢ne bolesti, koja ranije nije primala transfuzije krvi. Zbog anemije
bolesnica je primila filtrirane i oprane eritrocite uz i dalje rezistentnu anemiju. U¢injena je kompletna obrada, kojom je postavljena
dijagnoza sindroma hiperhemolize. S obzirom na progresiju bubreznog ostec¢enja zapoceta je nadomjestna bubrezna terapija
(bez primjene heparina) uz daljnje pogorsanje hemolize. Zapoceto je lijecenje kortikosteroidima (1 mg/kg) i intravenskim imu-
noglobulinima, ali simptomi hiperhemolize uz trombocitopeniju progrediraju. Unato¢ poduzetim mjerama bolesnica umire pod
slikom cerebrovaskularnog inzulta i sepse. Obdukcijom nije nadeno elemenata za hemoliticko-uremijski sindrom niti za trombo-

ticku trombocitopeni¢nu purpuru.
Kljucne rijeci: sindrom hiperhemolize

Adresa za dopisivanje:
Klini¢ka bolnica Merkur
Klinika za unutarnje bolesti
Zajceva 19
10000 Zagreb, Hrvatska
E-posta: ingrid.prkacin@gmail.com

UvOD

Sindrom hiperhemolize je vrlo rijetki entitet koji
podrazumijeva prisutnost laboratorijskih i klini¢-
kih znakova razgradnje eritrocita bez dokazanog
prisustva klini¢ki znacajnih antieritrocitnih alo-
protutijela in vitro. Obi¢no se javlja u bolesnika s
anemijom srpastih stanica i talasemijom. Postoji
svega nekoliko izvjesc¢a o sindromu hiperhemolize
u bolesnika bez hemoglobinopatije (1,2). Razlikuju
se dva osnovna oblika hiperhemoliti¢ke posttrans-
fuzijske reakcije: akutni i odgodeni (3,4). Akutni
se javlja unutar 7 dana, a odgodeni nakon sedam
dana od primjene transfuzije eritrocitnih priprava-
ka. Patogeneza hiperhemolize je kompleksna i jo$
uvijek nedovoljno razjasnjena.

Doc. dr. sc. Ingrid Prkacéin, prim., dr. med.

Neke od teorija hiperhemolizu objasnjavaju hiper-
aktivnoséu makrofaga, druge spominju neispravnu
regulaciju komplementa, trece antieritrocitna anti-
tijela ispod granica detekcije imunohematoloskih
metoda, a spominju se i anti HLA protutijela prve
klase (5).

Sindrom hiperhemolize je ozbiljna i za Zivot opasna
komplikacija koja se moze javiti nakon transfuzije
eritrocitnih pripravaka. Diferencijalno-dijagnostic-
ki potrebno je razmisljati o tromboti¢koj tromboci-
topeni¢noj purpuri (TTP) koja je rijedak poremecaj
koagulacijskog sustava karakteriziran spontanim
stvaranjam mikrotromba u malim krvnim Zilama,
mikroangiopatskom hemolitickom anemijom i
posljedi¢nom ishemijom organa (6). Kako za sada

223



L. Prkac¢in i sur. Sindrom hiperhemolize u bolesnice bez hemoglobinopatije
Acta Med Croatica, 65 (Supl. 1) (2011) 223-227

nema specifiénog testa za potvrdu TTP, bolest se
dijagnosticira temeljem simptoma, laboratorijskih
nalaza trombocitopenije bez koagulopatije, sniZe-
nog hemoglobina, poviSene vrijednosti laktat dehi-
drogenaze (LDH), patoloskih pokazatelja bubrezne
funkcije, citoloske analize razmaza periferne krvi,
neuroloskih poremecaja uz iskljucenje ostalih mo-
guéih uzroka trombocitopenije poput hemoliticko-
uremickog sindroma (7,8). U ovom radu prikazu-
jemo bolesnicu sa sindromom hiperhemolize, koja
nije bolovala od hemoglobinopatije. Pregledom li-
terature postoji svega nekoliko izvjeséa u kojima se
opisuje ovaj rijedak entitet.

PRIKAZ BOLESNICE

78-godisnja bolesnica hospitalizirana je zbog sla-
bosti s refrakternom anemijom kroni¢ne bolesti. U
obiteljskoj anamnezi nije bilo teZih bolesti. Radi se
o bolesnici kojoj je ve¢ 1997. god. utvrdena dijagno-
za kroni¢ne bubrezne bolesti. Bolesnica je do sada
lije¢ena 1991. zbog tuberkuloze pluca. Zadnja kon-
trola nefrologa u drugoj ustanovi bila je 2004. god.
kada je kreatinin iznosio 250 umol/L. Bolesnica
nije uzimala lijekove niti je ikada primala transfu-
ziju eritrocita. Dva tjedna prije prijma na Kliniku
bolesnica je uocila otok desne potkoljenice uz pri-
tisak u prsnom kosu zbog cega se javila u Hitnu
sluzbu. U klini¢ckom statusu pri prijmu utvrden je
povisen krvni tlak (160/90 mm Hg) blijedilo koze
i voluminoznija desna potkoljenica (bez klinickih
znakova duboke venske tromboze) s inflamiranim
arealom na prednjoj strani veli¢ine 5x2cm. Bolesni-
ca je negirala ubod insekta ili traumu toga podruc-
ja. U laboratorijskim nalazima pri dolasku bile su
prisutne poviSene vrijednosti upalnih parametara
(SE 105 mm/3,6 ks, CRP 22,9 mg/L), uredna vri-
jednost leukocita i trombocita, normocitna anemi-
ja (E 1,92x10/L, Hb 65 g/L, Hct 0,212 L/L, MCV
87,3 fL, zeljezo 10 pmol/L, TIBC 18 umol/L, UIBC
8 umol/L, saturacija transferina 0,56), hiperlipo-
proteinemija (trigliceridi 2,95 mmol/L, ukupni ko-
lesterol 5,7 mmol/L, LDL-kolesterol 3,5 mmol/L,
HDL-kolesterol 0,9 mmol/L). Vrijednosti elektroli-
ta, proteina seruma, bilirubina, troponina, faktora
koagulacije bile su uredne. Bubrezna funkcija proci-
jenjena klirensom kreatinina iznosila je 16 mL/min
odnosno nalazila se unutar 4/5. stupnja kroni¢ne
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bubrezne bolesti (kreatinin u serumu 594 pmol/L,
proteini u urinu 0,78 g/dU, volumen 24-satnog
urina 2900 mL). U urinu je utvrdena proteinurija
(1 g/L) i eritrociturija. Radioimunodifuzijom su
utvrdene uredne vrijednosti imunoglobulina IgG
i IgM, uz nesto nizi IgA. U hormonskom statu-
su $titne Zlijezde bile su uredne vrijednosti TSH i
slobodnih hormona. Pri dolasku bolesnica je zbog
anemije primila 2 doze koncentriranih eritrocita.
Kontrolni nalaz hemoglobina iznosio je 65 g/L te je
ponovno narucena krv. Bolesnica je od dolaska do
13. dana hospitalizacije primila 8 doza koncentrata
eritrocita sa smanjenim brojem leukocita. Tada je u
nalazima uocen povisen udio retikulocita (15%) uz
porast laktat dehidrogenaze i blagi porast biliru-
bina koji se od tada stalno prati. Cetvrti dan nakon
prijma uocen je i niZi broj trombocita koji su izno-
sili (126x10°/L) i od tada se prati stalno snizavanje
broja trombocita. Antitrombocitna antitijela nisu
dokazana. U nalazu citoloskog leukograma utvr-
deni su shizociti (27 na 10 000 E), anizocitoza, poi-
kilocitoza, polikromazija. Hemosiderin u urinu bio
je negativan. Punktat kostane srzi pokazao je nor-
mocelularnu kostanu srz s prisutnim svim razvoj-
nim oblicima, uz prili¢cno megakariocita. Citoloska
analiza razmaza periferne krvi utvrdila je eritrocite
s aglutininima (sl. 1), temeljem ¢ega je proSirena
imunohematoloska obrada koja je pokazala sljede-
¢e: mikroaglutinacijski indirektni antiglobulinski
Coombsov test (IAT) i mikroaglutinacijski direktni
antiglobulinski test (DAT - koji dokazuje prisu-
stvo IgG, IgA i IgM protutijela na eritrocitima) bili
su negativni. Na eritrocitima i u serumu bolesnice
dokazana je aktivnost sustava komplementa (DAT
pozitivan, anti C3d 1:1/zbroj bodova 10) i prisustvo
hladnih protutijela s temperaturnim optimumom
do 20° C koja klini¢ki nisu znacajna. Rezultati ispi-
tivanja nisu potvrdili prisustvo klini¢ki znacajnih
antieritrocitnih protutijela pa je isklju¢ena odgode-
na poslijetransfuzijska reakcija. Opetovanim testi-
ranjem DAT i IAT su bili negativni. Nakon 4 doze
transfundiranih eritrocita i 14. dan od primitka prve
transfuzije utvrden je pozitivan DAT s aktiviranim
komponentama komplementa (anti C3d). Sve IAT
i krizne probe radene mikroaglutinacijskom meto-
dom s plazmom bile su negativne. U istom razdo-
blju DAT je metodom u epruveti bio negativan, dok
je mikroaglutinacijskom metodom bio pozitivan.
Uc¢injen je i panel reaktivnih antitijela u serumu. Te-
stovi su izvedeni metodom citotoksi¢nosti ovisnoj o
komplementu (CDC) i Luminex i bili su negativni.
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Na eritrocitima su dokazane komponentne kom-
plementa (C3d-inaktivna komponenta) uz nega-
tivhu aktivhu komponentu (C3c), te je postavljena
sumnja na sindrom hiperhemolize. Od tada je bo-
lesnica dobivala filtrirane i oprane koncentrate eri-
trocita (ne starije od 5 dana) uz oprane koncentrate
trombocita. Smrznuta plazma bila je kontraindici-
rana zbog aktivacije komplementa. Nakon postav-
ljanja dijagnoze sindroma hiperhemolize u terapiju
su uvedeni kortikosteroidna terapija (lmg/kgiv.) i
imunoglobulini.

>

.5&"

SL. 1. Aglutinirani eritrociti u razmazu periferne krvi
bolesnika s hladnim antieritrocitnim protutijelima,
MGG, x1000

Kompletna mikrobioloska obrada uzoraka krvi,
urina i desne potkoljenice bila je sterilna. Vrijed-
nosti imunoloske obrade bile su uredne (antinu-
klearni faktor, komplement, krioglobulini). Nalazi
biljega hepatitisa A, B i C kao i serologija na lis-
meniozu (Borelia burgdorferi) bili su negativni. Rtg
srca i pluca verificirao je post. specifi¢ne promjene
apikoposteriorno uz negativan kozni test (PPD),
doplerski pregled vena nogu iskljucio je duboku
vensku trombozu. Na UZV srca utvrdena je ured-
na sistolicka funkcija uz reduciranu dijastolicku
(2/1V), skleroti¢ne dijelom kalcificiraju¢e promjene
struktura zalistaka lijevog srca, uz hiperkinetsku
cirkulaciju. Obradom gastrotrakta utvrdeni su di-
vertikuli sigme sa sitnim tubularnim polipom dis-
plazije epitela ,low grade”. Na ultrazvu¢nom pre-
gledu abdomena osim terminalno promijenjenih
bubrega i hiperehogenije jetre nalaz je bio uredan.
Zbog progresije kroni¢ne bubrezne bolesti zapoce-
ta je nadomjestna bubrezna terapija hemodijalizom
putem centralnog venskog katetera. Prilikom po-

stavljanja i tijekom dijaliza (ukupno 12) nije primala
heparin (kako se ne bi povezivalo s heparin induci-
ranom trombocitopenijom odnosno HIT-om) nego
DuraLock-C (Catheter Lock Solution: trisodium ci-
trate 300 mg/mL). Klini¢ka slika se komplicira di-
jarejama uz izolat Clostridium difficile, zbog cega je u
terapiju uveden Medazol 3x500 mg te Vankomicin
4x125 mg per os. Dolazi do razvoja refrakterne aci-
doze i pogorsanja klinickog stanja bolesnice. Umire
pod slikom refraktornog $oka i sepse sa sumnjom
na neurolosko zbivanje. Obdukcijom se ne potvrdi
akutno neurolosko ili kardijalno zbivanje.

RASPRAVA

Sindrom hiperhemolize opisuje se preteZito u bo-
lesnika s anemijom srpastih stanica i talasemijom,
ali vrlo rijetko u bolesnika bez hemoglobinopatija
(3,4). Pojam hiperhemolize primjenjuje se u slucaju
kada je poslijetransfuzijska vrijednost hemoglobi-
na znatno niZa od prijetransfuzijske, §to upucuje na
razgradnju bolesnikovih i transfundiranih eritroci-
ta. Patogeneza hiperhemolize je sloZena i jos uvi-
jek nedovoljno razjasnjena. Transfuzije eritrocitnih
pripravaka s negativnom kriznom probom ne spr-
je¢avaju razgradnju eritrocita. Prijetransfuzijska i
poslijetransfuzijska ispitivanja mogu imati negati-
van ili pozitivan (samo komplement) direktni an-
tiglobulinski test (DAT) bez dokazanog prisustva
antieritrocitnih protutijela (5). Neke od teorija hi-
perhemolizu objasnjavaju hiperaktivnos¢u makro-
faga koji mogu uzrokovati tzv. “bystander” hemo-
lizu eritrocita. Isti oblik hemolize bez djelovanja
antieritrocitnih protutijela mogu uzrokovati imuni
kompleksi (sposobnost aktivacije komplementa),
neispravna regulacija komplementa, antieritrocit-
na antitijela ispod granica detekcije imunohemato-
loskih metoda, a spominju se i anti HLA protutijela
prve klase (5,9).

Prikazan je slucaj bolesnice sa sindromom hiper-
hemolize u zavr$nom stupnju kroni¢ne bubrezne
bolesti kod koje nije verificirana niti jedna od he-
moglobinopatija. Citoloska analiza razmaza peri-
ferne krvi pokazala je eritrocite s aglutininima, $to
se moZze objasniti djelovanjem hladnih antieritro-
citnih protutijela. Zbog anamnesti¢kih podataka
o trudno¢ama, transfuziji koncentrata eritrocita i
klini¢ckim znakovima razgradnje eritrocita nakon
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transfuzijske terapije, postavljena je sumnja na od-
godenu poslijetransfuzijsku reakciju. Odgodena
poslijetransfuzijska reakcija nije potvrdena. U seru-
mu i plazmi nisu dokazana znacajna antieritrocitna
protutijela. Pozitivni rezultati IAT-a in vitro mogu
se objasniti djelovanjem klini¢ki neznacajnih hlad-
nih antieritrocitnih protutijela i aktiviranih kom-
ponenata komplementa. Aktivacija komplemen-
ta in vivo uz prisutnost laboratorijskih i klinickih
znakova razgradnje eritrocita upucuje na sindrom
hiperhemolize tijekom kojega dolazi do razgradnje
transfundiranih eritrocita bez dokazanog prisustva
klini¢ki znacajnih antieritrocitnih protutijela in vi-
tro. Od tada je bolesnica dobivala filtrirane i oprane
koncentrate eritrocita uz oprane koncentrate trom-
bocita. Svjeze smrznuta plazma je zbog aktivacije
komplementa bila kontraindicirana.

U Americi su izmedu 2005. do 2008. godine pri-
javljena 34 izvjesca o fatalnoj odgodenoj posttrans-
fuzijskoj reakciji (5). Diferencijalno-dijagnosticki
u ove smo naSe bolesnice razmatrali odgodenu
posttransfuzijska reakciju, tromboti¢ku tromboci-
topeni¢nu purpuru (TTP), hemoliticko-uremijski
sindrom (HUS-infekcija, ubod pauka-hemoliza,
septikemija), paroksizmalnu noénu hemoglobinu-
riju (PNH). Nista od navedenog nije potvrdeno.
Na razmisljanje o TTP potaknule su nas povisene
vrijednosti laktat dehidrogenaze (LDH), indirek-
tnog bilirubina, prisutnost fragmentiranih eritro-
cita (shizocita), normalni koagulacijski parametri,
na Coombsov test negativna hemoliticka anemija,
progresija bubreznog ostecenja, i na kraju neuro-
loska slika pod kojom bolesnica umire. TTP moZze
biti prirodena i steena. Prirodena je uzrokovana
mutacijom gena koji kodira stvaranje metalopro-
teaze ADAMTSI13, a stecena (idiopatska) prisut-
noscéu antitijela koja koce aktivhost ADAMTS13.
Metaloproteaza ADAMTS13 cijepa velike multi-
mere von Willebrandovog faktora (ULVWE) koji se
sintetizira u endotelnim stanicama. Kod smanjene
aktivnosti ADAMTSI13 veliki multimeri VWEF se
veZzu na trombocite, adheriraju na endotel i dovo-
de do stvaranja mikroskopskih tromboza u malim
krvnim zilama (6). Ste¢ena TTP moze nastati kao
posljedica koristenja lijekova poput antiagregacij-
skih (klopidogrel, tiklopidin), imunosupresivnih
(ciklosporin, mitomicin, takrolimus, interferon-al-
fa), kinina. Moze se javiti u trudno¢i, posebice u 3.
trimestru, povezuje se s infekcijom virusa HIV-a, a
opisani su slucajevi i nakon transplantacije krvo-
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tvornih mati¢nih stanica (7,8). Prikazana bolesnica
nije uzimala niti jedan od navedenih lijekova, niti
je imala infekciju virusom HIV-a. Razmatran je i
hemoliticko-uremicni sindrom (HUS), iako se zna
da je HUS ¢eséi u djece i u 90% slucajeva uzroko-
van toksinom koji producira E. coli. I HUS i TTP
su karakterizirani hemolitickom anemijom i trom-
bocitopenijom, ali kod HUS-a je dominatna akutna
bubrezna bolest (prikazana je bolesnica imala kro-
ni¢nu bubreznu bolest u zavrsnom stupnju), dok je
kod TTP izrazenija neuroloska simptomatologija.
Terapijski pristupi se takoder razlikuju kod sindro-
ma hiperhemolize i TTP. Terapija sa steroidima i
intravenskim imunoglobulinima indicirana je kod
teske anemije u sindromu hiperhemolize, §to je i
primijenjeno kod bolesnice (5). Terapija izbora kod
TTP i HUS-a je plazmafereza. Zapoc¢injanjem nado-
mjestnog bubreznog lije¢enja u bolesnice dolazi do
daljnjeg pogorsanja, a ne poboljsanja hemolize.

Moze li se povezati sindrom hiperhemolize s he-
modijalizom? U novijoj literaturi postoje podaci o
intravaskularnoj hemolizi uzrokovanoj hemodijali-
zom putem dusi¢nog oksida, ¢ime se otvara i mo-
gucnost terapijske primjene nitrata u sprjecavanju
hemolize, ali daljnja ¢e istrazivanja potvrditi nave-
dene pojmove (9,10).

U ovome radu naglasena je vaznost timskog i mul-
tidisciplinarnog pristupa, posebno kada odrede-
ni laboratorijski nalazi (u ovom slu¢aju pozitivan
komplement) ogranicavaju neke terapijske mogu¢-
nosti.
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SUMMARY

HYPERHAEMOLYTIC SIYNDROME IN PATIENT
WITHOUT HAEMOGLOBINOPATHIES

I. PRKACIN'5, J. MESARIC?5, G. CAVRICY, S. JURENEC?,
Z. HUNDRIC-HASPL?and I. KARDUM-SKELIN#5

"Merkur University Hospital, Departinent of Internal Medicine, °Croatian Institute of Transfusion
Medicine, *Merkur University Hospital, Unit of Tranfusion Medicine, *Department of Clinical Cytology
and Cytogenetics and *University of Zagreb, School of medicine, Zagreb, Croatia

Hyperhemolysis syndrome usually occurs in patients with sickle cell disease and possibly thalassemia who receive multiple
transfusions. There are only few clinical reports on patients without hemoglobinopathies as in this report. Our patient was diag-
nosed with hyperhemolytic reaction and was infused with IVIG and methylprednisolone for several days. Signs of tissue hypoxia
developed along with increased cardiac enzymes, hepatocellular and cerebrovascular injury, and finally death. On autopsy, there
was no evidence for hemolytic uremic syndrome or thrombotic thrombocytopenic purpura.

Key words: hyperhemolytic syndrome
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MALIGNI MIJESANI MEZODERMALNI TUMOR JAJNIKA (MMMT)
- DRUGI PRIMARNI TUMOR U BOLESNICE S
INVAZIVNIM KARCINOMOM DOJKE

KARMELA SENTIJA!, INES KRIVAK BOLANCA!,
SUZANA KATALENIC SIMON!, VLASTIMIR KUKURA24, ANITA SKRTIC3** i SLAVKO GASPAROV?*

Klinicka bolnica Merkur, Zavod za citologiju i citogenetiku, Jedinica za ginekolosku citologiju i citogenetiku,
2Klinika za Zenske bolesti i porode, *Klinicki zavod za patologiju i citologiju, *Sveuciliste u Zagrebu,
Medicinski fakultet, Zagreb, Hrvatska

Maligni mijeSani mezodermalni tumor (MMMT) jajnika izrazito se rijetko javlja, a najces¢e nastaje u spolnom sustavu zena u
vrijeme postmenopauze. Nepoznate je etiologije, a novija istrazivanja njegov nastanak povezuju s postoperativnom radiotera-
pijom i terapijom Tamoxifenom u bolesnica s primarnim invazivnim karcinomom dojke i prisutnom genskom mutacijom Brcal i
Brca2. Cini manje od 2% sveukupnih malignih tumora u jajniku. Izrazito je agresivnog tijeka, brzo raste i brzo se $iri. Kod pojave
prvih simptoma i postavljanja dijagnoze ve¢inom se radi o uznapredovaloj fazi bolesti. a vrijeme prezivljenja je od tri mjeseca do
dvije godine od postavljanja dijagnoze. Histoloski tumor je graden od dvije komponente: maligne epitelne i maligne stromalne
komponente. Prema udjelu stromalne komponente dijeli se u dva tipa: homologni i heterologni, i prema novijim istrazivanjima
jemo diferencijalno dijagnosticke poteskoce u citoloskoj i patohistoloskoj dijagnozi MMMT-a jajnika u postmenopauzalne bole-
snice koja nakon primarnog karcinoma dojke, postoperativne radioterapije i terapije Tamoxifenom nakon tri godine razvija drugi
primarni tumor, MMMT jajnika. Tijek bolesti je izuzetno agresivan s letalnim zavrSetkom Sest mjeseci nakon pojave simptoma i
dijagnoze MMMT-a.

Kljuéne rije¢i: maligni mijeSani mezodermalni tumor (MMMT), jajnik, drugi primarni tumor, karcinom dojke, Tamoxifen
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E-posta: ksentija@yahoo.com

UvOD

brzo progredira i diseminira, te se kod prve poja-
ve simptoma i postavljanja dijagnoze ve¢inom radi

Maligni mijeSani mezodermalni tumor (MMMT) je
maligni tumor koji moZe nastati u bilo kojem orga-
nu, ali najée$ce nastaje u spolnom sustavu Zena u
vrijeme postmenopauze (1). Incidencija MMMT-a je
izuzetno niska, u jajniku manje od 2% svih malignih
tumora (2). Histoloski, MMMT se sastoji od dvije
maligne komponente, epitelne i stromalne, a prema
tipu stromalne komponente klasificira se kao hete-
rologni ili homologni tip tumora (1-3). Izvanredno
je agresivnog tijeka i ima losu prognozu. Tumor

o tumoru uznapredovalog stadija bolesti. Prema
nekim autorima heterologni MMMT ima lo$iju
prognozu, ali nedavne studije ukazuju da histo-
logki podtip tumora ne utjece znatno na tijek bo-
lesti (4,5). O histopatogenezi MMMT-a misljenja
su dvojaka. Vedina autora zastupa monoklonalnu
teoriju po kojoj se obje maligne komponente ra-
zvijaju iz zajednicke epitelijalne mati¢ne stanice (6),
dok drugi zastupaju biklonalnu teoriju po kojoj se
tumor razvija iz dvije maligne populacije stanica
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razlic¢itog podrijetla (7). Usprkos relativno dobrom
odgovoru na kemoterapiju u bolesnica vrlo brzo
dolazi do recidiva bolesti i smrtnog ishoda. Prema
nekim autorima prosjecno preZivljenje bolesnica
krece se od tri mjeseca do dvije godine nakon poja-
ve prvih simptoma bolesti (2-4).

PRIKAZ BOLESNICE

Pedesetdvogodisnja bolesnica hospitalizirana je u
Klinici za Zenske bolesti i porode zbog pojave tu-
morske mase u abdomenu. Bolesnica je tri godine
prije operirala invazivni karcinom dojke te je lijece-
na radioterapijom i terapijom Tamoxifenom. Prve
simptome bolesnica je primijetila mjesec dana rani-
je, navodi i rast trbuha, tvrdog na opip, bez bolova.
Ultrazvucno se dijagnosticira tumorska tvorba u
abdomenu ograni¢ena debelom stijenkom, hete-
roehogenih odjeka, septirana, pretezno solidna, a
manjim dijelom pseudocisti¢na s tekué¢im sadrza-
jem. Tumor je ispunjavao cijelu malu zdjelicu pa
mu je bilo teSko ustanoviti podrijetlo. Uterus je
bio malen te se nalazio u ascitesu. Pri dolasku se-
rumska vrijednost tumorskog biljega CA-125 bila
je 107 IU/mL (referentna vrijednost < 35 IU/mL).

ascitesa te intraoperativna citoloska i patohistolos-
ka analiza uzoraka. Intraoperativno, nakon centri-
fugiranja u¢injeni su citoloski razmazi tekuceg sa-
drzaja tumora jajnika i ascitesa, te obojani metodom
May-Giemsa-Greenwald (MGG). Postoperativnosu
ucinjeni trajni citoloski razmazi sadrzaja tumora
jajnika i ascitesa te obojani standardnim bojanjem
po Papanicolau, citokemijskom PAS metodom te
imunocitokemijsko bojanje protutijelima na Epitel-
ni Antigen (EA), Vimentin i Citokeratin (CK)7 (Da-
koCytomation Denmark - Dako). Materijal intrao-
perativnog citoloskog razmaza sedimenta sadrzaja
tumora jajnika bio je izrazito degenerativno pro-
mijenjen. U nekroti¢noj podlozi nalazila se po koja
pojedina¢na degenerativno promijenjena stanica
obilnije svijetle citoplazme ovalne jezgre mjestimi-
ce naglasenih nukleola, uz obilje granulocita, histi-
ocita, nesto pigmentofaga, te se postavi dijagnoza
endometrijske ciste. U razmazu sedimenta ascitesa,
uz obilje granulocita, raspalih eritrocita i histiocit-
nih stanica nalazile su se stanice mezotela, dijelom
degenerirane i dijelom u histiocitarnoj transforma-
ciji te po koja manja nakupina stanica papilarnog
izgleda. Zbog izrazite upalne infiltracije i reaktiv-
nih promjena stanica nije se moglo sa sigurnoséu

odrediti priroda procesa.

¢ b

Sl. 1. Citoloska slika sadrZaja: a) tumora jajnika, MGG, x1000; b) ascitesa, Papanicolaou, x1000.

Nakon preoperativne obrade bolesnici je u¢injena
laparotomija s obostranom adneksektomijom, hi-
sterektomijom i omentektomijom. Intraoperativ-
no je u¢injena aspiracija sadrzaja tumora jajnika i
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U trajnim citoloskim razmazima sedimenta sadrza-
ja tumora jajnika uocavale su se svjetle stanice na-
glasenih nukleola suspektne morfologije na maligni
proces najvjerojatnije epitelnog podrijetla (sl. 1a).
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Diferencijalno-dijagnosti¢ki radilo se o adenokarci-
nomu ili karcinomu svjetlih stanica.

U trajnom citoloskom razmazu sedimenta ascitesa
u upalno i reaktivno promijenjenoj podlozi nalazi-
le su se, uz reaktivno promijenjene stanice mezo-
tela, manje papilarne formacije stanica suspektnog
izgleda koje su morfoloski odgovarale adenokar-
cinomu (sl. 1b). Diferencijalno dijagnosticki, da bi
se potvrdilo podrijetlo stanica u citoloskim razma-
zima sedimenta sadrzZaja tumora jajnika i ascitesa,
ucinjeno je citokemijsko bojanje PAS metodom te
imunocitokemijsko bojanje na EA, CK7 i Vimentin

ponovno hospitalizirana u Klinici za Zenske bole-
sti i porode zbog tumora debelog crijeva. U¢inje-
na je desna hemikolektomija zbog dvije ulcerirane
hemoragic¢ne srednje mekane tvorbe promjera 5,5
i 6 cm na serozi debelog crijeva. Intraoperativhom
patohistoloskom analizom uzorka tumora promje-
ra 0,8 cm postavilo se dijagnozu malignog procesa
bez subtipizacije tumora.

Postoperativno je u¢injena morfoloska analiza tu-
mora uz imunohistokemijsko bojanje protutijelima
danskog proizvodaca DacoCytomation Denmark
(Dako): CKAE1/ AE3 (klon M3515, 1:50 Dako), CK7

Sl. 2. Stanice tumora jajnika: a) imunocitokemijski pozitivne na epitelni biljeg (Ber-EP4), LSAB, x1000;
b) citokemijski pozitivne na PAS, x1000; c) imunocitokemijski pozitivne na CK7, LSAB, x1000.

(Dako). Morfoloski suspektne stanice bile su EA (sl.
2a) i PAS pozitivne (sl. 2b) u oba uzorka, te CK7
pozitivne u uzorku ascitesa (sl. 2c). Nalaz je odgo-
varao tumoru epitelnog podrijetla te je na temelju
morfologije stanica i rezultata citokemijskog kao i
imunocitokemijskog bojanja postavljena dijagnoza
karcinoma svjetlih stanica.

Istodobno intraoperativno na patohistolosku ana-
lizu zaprimljena su adneksa s jajovodom duljine
12,5 cm i tumorski promijenjenim jajnikom veli¢ine
26x22x4 cm glatke vanjske povrsine. Na presjeku
jajnik je bio dijelom solidan, dijelom pseudocisti-
¢an, kolabiranih prostora bez sadrzaja. Intraopera-
tivnom patohistoloskom analizom tumora jajnika
postavila se dijagnoza karcinoma svjetlih stanica
koja je potvrdena i u naknadnim trajnim rezovima.
Postoperativno izrezani su i analizirani naknad-
ni trajni rezovi obostranih adneksa, maternice i
omentuma u kojima nisu nadene tumorske stanice.
Tri mjeseca nakon kirurS$kog zahvata bolesnica je

& e e LY _
T A S I T, i LR

SL. 3. Patohistoloska slika MMMT-a jajnika: a,b) ma-
ligne epitelne stanice; a,c) stromalna komponenta (a -
povecanje x40; b,c — povecanje x400).
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(klon OV-TI 12/30, RTU Dako), Alfa-actin (klon
1A4, 1:50 Dako), Vimentin (klon V9, 1:100 Dako),
Calretinin (klon DAK-Calret 1, RTU Dako), Bere-
EP4 (poliklonalno, 1:200 Dako), CA125 (klon M11,
1:50 Dako), CD117 (poliklonalno, 1:50 Dako), CD34
(klon QBEnd 10, RTU Dako), GCDFP-15 (klon 23A3,
1:20, Dako), CK20 (klon K 20.8, RTU, Dako), S-100
(poliklonalno, 1:1000, Dako), BCL2 (klon 124, 1:40,
Dako), Desmin (klon D33, 1:200, Dako), ALK Pro-
tein (klon ALK1, 1:25, Dako) i WT1 (klon 6F-H2 ,
1:50, Dako). Histoloski tumor je graden od brojnih
vretenastih tumorskih stanica, imunohistokemij-
ski CKAE1/AE3, Alfa-actin i Vimentin pozitivne,
te se na temelju morfologije i imunohistokemij-

RASPRAVA 1 ZAKLJUCAK

Iako etiologija MMMT-a spolnog sustava Zena nije
poznata, nastanak tumora povezuje se s prethod-
nim karcinomima dojke povezanih s mutacijama
BRCA1 i BRCA?2 lokusa (8) te s postoperativhom
radioterapijom i lijeCenjem Tamoxifenom kod hor-
monski ovisnih tumora dojke kao u prikazanom
slucaju bolesnice (9,10). Naj¢esée primarno sijelo
MMMT-a je maternica (9,10), rijetko jajnik (1), te
tek u nekoliko slucajeva vrat maternice (11). Hi-
stoloska slika moze biti razlicita, epitelnu kompo-
nentu najcesée ¢ini adenokarcinom, endometrio-
idni ili nediferencirani tip, tek rijetko se spominje

Sl. 4. Imunohistokemijsko bojenje MMMT-a jajnika: a) CKAE1/AE3; b) Alfa actin; ¢) Vimentin, x400

skog nalaza zaklju¢i da se radi o multifokalnim
nodularnim zari$tima proliferacije miofibroblasta.
Pristupi se reviziji primarnog tumora jajnika te se
u dodatnim rezovima trajnih preparata potvrdi,
osim ve¢ opisane maligne epitelne komponente, i
maligna stromalna komponenta tumora (sl. 3a, bic).

Imunohistokemijskim bojanjem tumorske sta-
nice epitelne komponente bile su CKAE1/AE3
pozitivne (sl. 4a), CK7 - /+, a CK20, Ber-EP4, CA125,
GCDFP-15, WT1, Calretinin, CD117, CD34, S-100,
BCL2, Alfa-actin, Desmin, Vimentin i ALK nega-
tivne. Tumorske stanice stromalne komponente
bile su Alfa-actin (sl. 4b) i Vimentin pozitivne (sl. 4c).

Kona¢na dijagnoza odgovarala je malignom mi-
jeSanom mezodermalnom tumoru jajnika s meta-
stazama stromalne komponente tumora u stijenku
debelog crijeva. U tom se slucaju radilo o bolesnici
s lije¢enim invazivnim karcinomom dojke i dru-
gim primarnim tumorom, MMMT-om jajnika. Kli-
nicki tijek bolesti bio je izrazito agresivan sa smrt-
nim ishodom $est mjeseci nakon operacije tumora
jajnika.
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karcinom svjetlih stanica kao u prikazanom slu-
¢aju (12). Opisan je MMMT jajnika sa stanicama
prstena pecatnjaka (1) te hormonski ovisni tumori
s pozitivnim estrogenskim receptorima i duljim
prezivljenjem bolesnica (13). Opsezna studija na
40 bolesnica nije pokazala bitne razlike u prezivlje-
nju s obzirom na histoloski tip maligne stromalne
komponente tumora (4).

Kao u prikazanom slucaju, i u drugim studijama
autori navode diferencijalno dijagnosticke potes-
koce pri postavljanju dijagnoze MMMT-a jajnika
jer pri citoloskoj punkciji postoji velika mogué-
nost da se dobije samo jedna komponenta tumo-
ra $to moze dovesti do lazno negativanog nalaza
i neprikladnog daljnjeg lije¢enja bolesnica (14-16).
Citologija ascitesa nije pouzdana u postavljanju
dijagnoze MMMT-a jajnika zato $to se uglavnom
nalaze stanice jedne komponente tumora (14,15).
Najcesce se dijagnosticira adenokarcinom kao i u
prikazanom slucaju (17).

Istrazivanja patogeneze invazivnog karcinoma
dojke potvrduju da bolesnice s prisutnim muta-



K. Sentija i sur. Maligni mijegani mezodermalni tumor jajnika (MMMT) - drugi primarni tumor u bolesnice
s invazivnim karcinomom dojke
Acta Med Croatica, 65 (Supl. 1) (2011) 229-234

cijama BRCA1 i BRCA2 gena nakon radioterapi-
je te lijeenja Tamoxifenom imaju povecani rizik
za razvoj drugog primarnog malignog tumora
spolnog sustava, te iako veoma rijetko, takoder i
MMMT-a jajnika. Prikaz ovog slucaja potvduje
navedena istrazivanja, te upucuje da u bolesnica
s anamnestickim podacima invazivnog karcinoma
dojke koje razviju drugi primarni tumor podrijetla
jajnika prilikom postavljanja dijagnoze treba uzeti
u razmatranje i MMMT.
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SUMMARY

PRIMARY OVARIAN MALIGNANT MIXED MESODERMAL TUMOR (MMMT) AS A
SECOND PRIMARY TUMOR IN A PATIENT WITH INVASIVE BREAST CARCINOMA -
CASE REPORT

K. SENTIJA!, I. KRIVAK BOLANCAY, S. KATALENIC SIMON?, V. KUKURA?>¢,
A. SKRTIC**and S. GASPARQV34

!Merkur University Hospital, Departmment of Clinical Cytology and Cytogenetics, Division of
Gynecological Cytology and Cytogenetics, “Department of Gynecology and Opstetrics, Department
of Pathology and Cytology, *University of Zagreb, School of Medicine, Zagreb, Croatia

Malignant mixed mesodermal tumor (MMMT) of the ovary is a rare aggressive tumor that consists of an epithelial (carcinoma)
and a stromal (sarcoma) component. MMMT accounts for less than 2% of ovarian cancers and has a very poor prognosis. We
present a case and difficulties of diagnosing an ovarian MMMT in a postmenopausal woman with a history of invasive breast
carcinoma treated postoperatively with radiotherapy and tamoxifen. A 52-year-old patient presented with unilateral ovarian tumor
and moderately elevated CA125 (107 U/mL) and underwent laparotomy. Fine needle aspiration of the ovary and ascites for cy-
tologic analysis, and tumor biopsy for histopathology were performed intraoperatively. Intraoperative cytologic sample showed
necrotic background with rare single malignant cells with pale, abundant cytoplasm and conspicuous nucleoli suggesting clear
cell carcinoma. Ascites sample showed inflammatory and reactive background with suspected papillary formations mimicking
adenocarcinoma. Postoperatively, cytochemical PAS staining and immunocytologic staining with epithelial antigen (EA), cyto-
keratin (CK)7 and vimentin showed EA and PAS positivity for ovarian tumor, and EA and CK7 for ascites, suggesting a clear cell
carcinoma. Histology revealed ovarian clear cell carcinoma. Three months later, the patient underwent hemicolectomy because
of tumors on the right large bowel serosa with intraoperative morphological finding of metastatic malignant tumor without other
specific features. Postoperative morphological analysis and immunohistochemical staining of the tumor revealed two malignant
components, epithelial and stromal one. Repeat histologic analysis of the ovarian tumor confirmed ovarian MMMT (with a clear
cell carcinoma component). Other studies of breast cancer emphasize that patients with invasive breast cancer and mutations of
BRCA1 and BRCA2 genes are at an increased risk of primary ovarian cancer. Our study confirmed it and suggested considering
a second primary malignant tumor of ovarian origin in patients with a history of breast carcinoma, postoperatively treated with
radiotherapy and tamoxifen. Although rare, second primary ovarian tumors may present as MMMT.

Key words: malignant mixed mesodermal tumor, ovary, second primary tumor, breast cancer, tamoxifen
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articles/editorials, original articles, reviews, case
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should be written in Croatian. Acceptance of a
categorized manuscript precludes its submission/
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Manuscript preparation

All manuscripts should be submitted in Croatian
in three hard copies and on diskette in Word. Origi-
nal papers should not exceed 20 double space pages
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Original papers s should contain: Introduction,
Objective(s), Methods, Results, Discussion and
Conclusions. In the Introduction section, the is-
sue should be clearly and concisely presented.
In Objective(s), the aim of the study is briefly de-
scribed. In the Methods section, the methodology,
apparatus and procedures used in the study should
be identified in sufficient detail to allow other work-
ers to reproduce the results. Widely known meth-
ods need not be described but original references
should be used. For drugs, generic names should be
used (trade names can be mentioned in parenthe-
ses). Results should be clearly and logically present-
ed, and their significance should be demonstrated
by appropriate statistical methods. In Discussion
the results obtained are discussed against the exist-
ing state of the art. Conclusions should correspond
with the aim(s) set in the Objective(s).

The title, first and last name(s) of the author(s),
institution(s) and address of the corresponding au-
thor should be submitted on a separate sheet of pa-
per.

Synopsis written in Croatian should contain max-
imum 200 words on a separate sheet of paper.

Typescript should contain extended struc-
tured [Objective(s), Methods, Results, Discussion,
Conclusion(s)] abstract (500-600 words) with title of
the manuscript, initials of authors’ first name(s), full
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Below the Abstract, key words that will assist in-
dexers in cross indexing the article should be pro-
vided.

Each table is presented on a separate sheet. Num-
ber tables consecutively in the order of their first
citation in the text and supply a brief title for each.
The same applies to figure legends. On the back of
each figure put the name of the first author, the fig-
ure number and the «top», preferably with a soft
pencil. Black-and-white glossy photographs should
be submitted. Drawings should be made by Indian
ink on white paper or printed by laser or ink jet
printer using high resolution graphic techniques.
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the numbered sequence following their mention
in the text. References are cited according to the
«Vancouver style» proposed by the International
Committee of Medical Journals Editors (N Engl ]
Med 1991; 324: 421-8 and BM] 1991; 302: 338-41).
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Article in the journal (if where are six or less au-
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