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Klini¢ki uvod u limfoproliferativne bolesti

DEFINICIJA

Limfoproliferativne bolesti obuhvadaju spektar entiteta koji nastaju zloéudnom - (et

transformacijom T-limfocita, B-limfocita ili NK-stanica u razli¢itim stadijima ontogeneze. . . .
- Limfocitne leukemije

Zajednicka znacajka je klonalna proliferacija s poremecajem mehanizama diferencijacije, - Nasljedne limfoproliferativne poremecaje

proliferacije i apoptoze. - Stegeni poremedéaji s imunodeficijencijom

- Plazmastani¢ne diskrazije

Patofiziologija

Bolesti nastaju akumulacijom genetskih i epigenetskih promjena u limfoidnim progenitorima ili zrelim limfocitima, uzrokovanih brojnim vanjskim i unutarnjim
etioloSkim Cimbenicima.

Limfociti posjeduju jedinstvenu sposobnost genomske pregradnje za proizvodnju raznolikosti receptorskih antigena — ti procesi nose rizik za genomske pogreske:
» Translokacije koje ukljuCuju protoonkogene

» Poremecaji u unutarstani¢nim signalnim putevima



Podjela neoplasti¢énih bolesti limfoidnog sustava pociva na integraciji histomorfoloskih,

imunofenotipskih, geneticko-molekularnih i temeljnih klinickih obiljezja bolesti

HISTOMORFOLOSKA OBILJEZJA

Odreduju se analizom histoloSkog uzorka neoplasticnog tkiva:

» Uzorak rasta: difuzan, folikularan, infiltracija plastene ili marginalne

zone
» Arhitektura rasta: struktura germinativnog centra
» Citoloski izgled: male, velike i atipicne stanice

Ova obiljezja cesto definiraju naziv tumora i osnovnu dijagnosticku kategorizaciju.

GENETICKO-MOLEKULARNA OBILJEZJA
Odreduju se primjenom:
» Citogenetskih metoda: kariogram, FISH

» Analizom genskih mutacija: razne metode sekvencioniranja DNA tumora

IMUNOFENOTIPSKA OBILJEZ]A

Odreduju se viSestrukim metodama:
1. Imunohistokemijska analiza bioptata
2. Imunocitokemijska analiza punktata

3. ProtoCna citometrija

» Omogucavaju razgranicenje B-stanicnih, T-stanicnih i NK-stanicnih linija

» Razlikovanje podskupina linija tumora za preciznu dijagnozu

TEMELJNA KLINIEKA OBILJEZJA
Odreduju se klinickim ponasanjem tumora:
> Tip raspodjele tumorske mase

> BioloSke agresivnosti

> Pridruzenih klinickih sindroma



Podjela klini¢kih obiljezja neoplasti¢énih bolesti limfoidnog sustava temeljem 3 preklapajuce osi

1. os: tip raspodjele tumorske mase 2. os: bioloska agresivnost

nodalne neoplazme indolentne neoplazme @ Ieykemljskl sindrom (leukemije)

3. os: osnovni klinicki sindrom
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Model raspodjele tumorske mase

LC

KS — kostana srz, LC — limfni évor, S — slezena.




Zajednicka funkcionalna obiljezja neoplasticnih bolesti limfoidnog sustava
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Limfoproliferativni sindrom KLL/SLL

Definicija: Jedinstven histomorfoloski, imunofenotipski i molekularni entitet s mnogostrukom

prezentacijom.

Maligne stanice KLL-a i SLL-a imaju identicna patoloska i imunofenotipska obiljezja zrelih B-

limfocita.

Tipovi prezentacije:

¢ MjesSana raspodjela (najcesca): leukemija s infiltracijom organa ili limfom s infiltracijom krvi >

KLL/SLL

¢ Leukemijska neoplazma (nesto rjede): dominira krv > KLL

¢ Limfomska neoplazma (najrjede): dominiraju limfni ¢vorovi, <5000 limfocita/uL > SLL

¢ Eksranodalna neoplazma (izrazito rijetko)

U vecini sluCajeva indolentan tijek; moguce agresivne akcelerirane faze i rijetke histoloske

transformacije.

I Jedinstven nacin lije€enja svih entiteta neovisno o klinickoj prezentaciji




KLL i SLL - isti entitet, razlicite manifestacije

KRONICNA LIMFOCITNA LEUKEMIJA (KLL)

Prezentacija: dominantno leukemijski sindrom
Kriterij:

¢ B-limfociti u perifernoj krvi>5000/pL

¢ Prevladavaju zreli mali limfociti

¢ Trajanje = 3 mjeseca

Imunofenotip:
e CD5+, CD19+,CD20sa°, CD23+

e Monotipskilg (kiliA)

LIMFOM MALIH STANICA (SLL)

Prezentacija: dominantno limfomski sindrom
Kriterij:
¢ Limfociti u perifernoj krvi<5000/pL

¢ Primarno zahvacéeni limfni ¢vorovi

¢ |denti¢niimunofenotip kao KLL
Histologija:
e Difuzno izbrisana arhitektura

¢ Proliferacijski centri (pseudofolikuli)

Danas se gotovo uvijek lijece identi¢no. Naziv KLL sve ¢eSc¢e obuhvaca oba entiteta neovisno o prezentaciji.



Epidemioloska obiljezlja KLL

14% 108.386 ~70 god

svih leukemija globalno (najéeséa leukemija u novih slucajeva godisnje (ASR 1,04/100.000 srednja dob u trenutku dijagnoze
kliniékoj praksi) stanovnika)
Demografija: NajceSce mutadje:
e Muskarci> zene: omjer 1,2:1 do 1,8:1 * TP53 (15%) —losija prognoza
* Incidencija raste s dobi * SF3B1(15%
¢ Dominantno u bijelackoj populaciji Europe, SAD-a, Australije * MYDE3 (10%)
° o)
e Rijede kod dalekoisto&nih azijskih populacija (genetski imbenici) ATM (5%
« NOTCH1 (4%
Rizi¢ni Cimbenici:
Kromosomske anomalije:

¢ Obiteljska anamneza (srodnici prvog koljena)

del(13q) —bolji ishod
del(11q) —logiji ishod
Trisomija 12

del(17p) —logiji ishod

¢ [stovremene pojave kod supruznika/domacinstva

¢ Profesionalni/okoliSni ¢imbenici nisu jasno dokazani



Morfoloska i histoloska obiljezlja KLL

g ok , ‘
Q° g e 8% o O Periferna krv:

¢ Limfocitoza— mali limfociti zrelog izgleda

¢ Tamna jezgra, kondenzirani kromatin, neupadljivi nukleoli

Prolimfociti (srednje veli¢ine, mrezasti kromatin, istaknuta jezgrica)

"Smudge" stanice (Gumprechtove sjene) — krhke stanice

Kostana srz:

Normalna do povec¢ana celularnost

Limfociti > 30% svih stanica s jezgrom

Obrazac: intersticijski, nodularniili difuzni
(L —aspirat kostane srzi (ASH Image Bank)

Limfni cvorovi: Difuzno izbrisana arhitektura —infiltrat od malih limfocita + prolimfocita i paraimunoblasta grupiranih u "pseudofolikule” (proliferadijski

centri) —patognomonican nalaz za (L

Slezena: Infiltracija bijele i crvene pulpe (bijela pulpa izrazenija), mogudi proliferacijski centri.



Imunofenotipska analiza - kljuc dijagnhoze

Protocna citometrija s panelom antitijela: CD5, CD19, CD20, CD23, ki A lanci

Skupina markera Nalaz u KLL

B-stani¢ni markeri CD19,CD20,CD23 Pozitivni (CD20 slaba ekspresija) Potvrda B-limfocitne loze

Atipi¢an za B-stanice —

T-stani¢ni marker CD5 Pozitivan N
karakteristi¢no
Povrsinski Ig IgM £ IgD, kili A Slaba ekspresija, monotipski Potvrda klonalnosti
Dodatni markeri CD200,HLA-DR Pozitivni; ciklin D1-,CD10- Diferencijacija od MCLidrugih

Dodatne informacije: FMC7, CD22 i CD79b obi¢no negativni. Oko 40% slucajeva CD38+ na >30% stanica. LEF1 bojenje u tkivnim rezovima pomaze u diferencijaciji od drugih

tumora malih B-limfocita.



Dijagnosticki kriteriji prema iwCLL 2018

KRITERIJ 1: MORFOLOGIJA KRITERIJ 2: IMUNOFENOTIP

¢ B-limfociti u perifernoj krvi > 5000/pL

Restrikcija lakih lanaca (k ili A)

e Trajanje > 3 mjeseca Ekstremno niski povrsinski Ig

e Prevladavaju morfoloski zreli mali limfociti

CD19, CD20, CD23 pozitivni

CD5 pozitivan

Klasifikacija pri < 0000/l

__

MBL < 5000/uL klonalnih B-limfocita Bez limfadenopatije, organomegalije, citopenija

KLL Citopenije uzrokovane infiltracijom koStane srzi Infiltracija tipi¢nim stanicama KLL-a

SLL Zahvadenost ¢vorova, slezene, ekstramedularno Bez citopenija uzrokovanih infiltracijom srzi



Table 1. Baseline evaluation of patients with CLL

Diagnostic test General practice Clinical trial
Tests to establish the diagnosis
CBC and differential count Always Always
Immunophenotyping of peripheral blood kmphocytes Always Always
Assessment before treatment
History and physical, performance status Abways Ahways
CBC and differential count Abways Ahways
Mamow aspirate and biopsy When clinically indicated {unclear cytopenia) Dresirable
Serum chemistry, serum immunoglobulin, and direct Abways Ahways
antighobulin test
Chest radiograph Always Always
Infectious disease status Abways Ahways

Additional tests befere treatment

Molecular cytogenetics (FISH) for del(13q), del(11g), Always Always
del(17p), add(12) in peripheral blood lymphocytes

Conventional karyotyping in peripheral blood MG Desirable
lymphocytes (with specific stimulation)

TP53 mutation Always Alwrays

IGHV mutational status Always Always

Serum Bz -microg lobulin Desirable Always

CT scan of chest, abdomen, and pelvis MGl Desirable

MR, PET scans MNGI NGI

Abdominal ultrasoundt Possible MNGI

General practice is defined a5 the use of accepted treatment options for a CLL patient not enrcllied on a dinscal trial.

CBC, complete blood count; MR, magnetic resonance imaging; MG, not generally indicated; PET, positron emission iomography.

“Conventional karyotyping in peripherl blood lymphocytes (with speofic stimulation) may be useful before therapy, if establshed methodology is available.
tilsed in some countries to monitor lymphadenopathy and orgaromegaly.

Michael Hallek, Bruce D. Cheson, Daniel Catovsky, Federico Caligaris-Cappio, Guillermo Dighiero, Hartmut Déhner, Peter Hillmen, Michael Keating, Emili Montserrat, Nicholas Chiorazzi, Stephan Stilgenbauer, Kanti R. Rai, John C. Byrd, Barbara Eichhorst, Susan O’Brien, Tadeusz Robak, John F.
Seymour, Thomas J. Kipps; iwCLL guidelines for diagnosis, indications for treatment, response assessment, and supportive management of CLL. Blood 2018; 131 (25): 2745-2760. doi: https://doi.org/10.1182/blood-2017-09-806398
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Klinicka slika i tijek bolesti

Inidijalna prezentadija: Orcanomegplija:

« Vecina asimptomatska —slucajni nalaz limfocitoze  Slezena—drug najcesci povecani organ; bezbolna, ostar rub
« Bezbolno cticanje limfnih cvorova (cervikalni, supraklavikularni, aksilarni) « Jetra—blago povecana (2-6 cm), bezbolna, gatka

«  Cvorovi: évrsti, zaobljeni, zasebni, bezbolni, slobodno pokretni  Waldeyerov prsten u zdrijelu

B simptomi (5-10% padijenata): Rijetke manifestadje:

+ Gubitak tezine >10%u 6 mjeseci ¢ GIT sluznica—Xklinicki znacajna rijetko

 Temperatura >38°C >2 tjedna  Meningealna leukemija (0,2-2%)

 Nocno znojenje e MPGN—paraneoplasticki gomerulonefritis

e lzrazen kronicni umor « Kozne promjene (infekcija, krvarenje, vaskulitis)

Autoimune komplilkadije: AIHA, trombocitopenija, aplazija Ciste crvene loze. Akcelerirani AL: povecan brgj prolimfocita / visok Ki-67 indeks, cesto s TP53 mutacijama —
loSija prognoza.



Laboratorijski nalazi

Najupecatljivija abnormalnost: Limfocitoza — éesto > 100.000/uL; ekstremno > 500.000/uL moze uzrokovati hiperviskoznost (TIA,

mozdani udar)

Gtopenije i autoimunitet: Dodatni nalaz:

 AIHA: DAT pozitivan do 35% klini¢ki ~10% » Monoklonski protein u do 5%

» PRCA: ~0,5%(do 6%ciljanim trazenjem) « LaZno poviseni K+zbog krhkosti stanica

e ITP: 2-3% « Paraneoplasti¢na hiperkalcijemija u akcelerirangj fazi

o . . O,
Agranuloditoza: ~0,5% Neutropenija, anemija, trombocitopenija:

Hipogamagobulinemija:  Uzrok zamjena kostane srzi +autoimuni procesi
* Snizene I9G, IgA IgM «  Obigno nisu teske pri dijagnozi

 Razvija se kod 2/3 bolesnika

« Povecan rizik bakterijskih infekcija

SLL: Znaci leukemijske prezentacije izostaju, ali je moguca detekcija male populacije monoklonskih B-limfocita proto€hom citometrijom periferne krvi.



Procjena prosirenosti bolesti

RAI (0 - 1V) BINET (A - C) TTM KLASIFIKACIJA

0 — Limfocitoza A—Limfocitoza +limfadenopatija do 3 regije Tumorska masa (TM):

| — Limfadenopatija B —Limfadenopatija > 3 regjje TM1 — Periferna krv i ko$tana srz

I — Spl lija = limfad tij —Anemija i/ili tromboci nij
plenomegalija * limfadenopatija C emija i/ili trombocitopenija TM2 — Limfni &vorovi

Il — Anemija + organomegalija
TM3 — Slezena
IV — Trombocitopenija £ anemija
organomegalija Dinamicka klasifikacija; neovisna o insuficijenciji

mijelopoeze; procjena progresije i u¢inka terapije

TM=2/|N|Ly + dN(cm) + dS(cm)

Genetska stratifikacija rizika provodi se prije pocCetka lijeCenja jer bitno utjeCe na izbor terapije. Ocekivano prezivljenje krace je kod bolesnika s velikom tumorskom masom.



Kriteriji za pocetak lijecenja

> Kiriteriji za pocCetak lijeCenja Kroni¢éne limfocitne leukemije (KLL) definirani su prema medunarodnim smjernicama iwCLL-a (International
Workshop on Chronic Lymphocytic Leukemia).

>Asimptomatski pacijenti sa ranim stadijem bolesti (Rai 0, Binet A) se prate do pojave znakova simptomatske ili progresivne bolesti.

>Pacijenti srednjeg stadija bolesti (Rai I-1l, Binet B) i pacijenti visokog stadija bolesti (Rai IlI-IV, Binet C) imaju korist od pocCetka lijecenja no moguce
pracenje, posebno pacijenata srednjeg stadija, ukoliko nemaju znakove simptomatske ili progresivne bolesti (aktivne bolesti).

>Aktivna bolest se definira prisutnoScu jednog od navedenih kriterija:

> Dokaz insuficijencije mijelopoeze — progresivna citopenija: 1. Anemija: Hgb < 100 g/L 2. Trombocitopenija: Trombociti < 100 x 1079/L uz
napomenu da izolirana, stabilna, dugotrajna, umjerena trombocitopenija ne zahtjeva nuzno pocetak lijecenja.

> Opsezna (=6 cm ispod lijevog rebrenog luka), progresivna ili simptomatska splenomegalija.
> Opsezna (=10 cm), progresivna ili simptomatska limfadenopatija.

Progresivna limfocitoza definirana kao povecanje broja limfocita za 250% unutar dva mjeseca ili indeksom udvostrucenja broja limfocita (LDT) <
6 mjeseci uz napomenu isklju¢enja Cimbenika koji mogu pridonositi limfocitozi (infekcije, primjena kortikosteroidne terapije).

> Autoimune komplikacije anemije i trombocitopenije koje ne odgovaraju adekvatno na lilecenje kortikosteroidnom terapijom.
> Simptomatska ili funkcionalna ekstranodalna infiltracija (koza, bubreg, pluca, kraljeznica, jetra).

> Gubitak na tjelesnoj tezini = 10% unutar 6 mjeseci.

> Znacajan kroni¢ni umor (npr. ECOG 2 ili viSe koje pacijenta onemogucava za rad ili obavljanje svakodnevnih aktivnosti)*.

> Povisena tjelesna temperatura = 38.0°C unutar 2 tjedna bez dokaza infekcije.

> Nocno znojenje = 1 mjeseca bez dokaza infekcije.

* Pitanje klinicke procjene ili indeksa procjene izrazenostii znacajnosti umora (FACIT-F, BFl, EORTC QLQ-C30)

Michael Hallek, Bruce D. Cheson, Daniel Catovsky, Federico Caligaris-Cappio, Guillermo Dighiero, Hartmut Déhner, Peter Hillmen, Michael Keating, Emili Montserrat, Nicholas Chiorazzi, Stephan Stilgenbauer, Kanti R. Rai, John C. Byrd, Barbara Eichhorst, Susan O’Brien, Tadeusz Robak, John F.
Seymour, Thomas J. Kipps; iwCLL guidelines for diagnosis, indications for treatment, response assessment, and supportive management of CLL. Blood 2018; 131 (25): 2745-2760. doi: https://doi.org/10.1182/blood-2017-09-806398
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Diferencijalna dijagnoza

Neneoplasticka stanja: Kljucne razlike od infektivne limfocitoze:

e \Virusne infekcije, pertusis ¢ Infektivna limfocitoza nije klonalna

* Infekciozna mononukleoza e Bez karakteristi¢cnog imunofenotipa KLL-a

* Tuberkuloza, toksoplazmoza e Broj limfocita se vra¢a u normalu nakon nekoliko tjedana

Neoplasticka stanja (ne-KLL): e KLL zahtijeva postojanu limfocitozu > 3 mjeseca

¢ Leukemijska faza limfoma SLL vs drugi limfomi
vs drugi limfomi:

e Leukemija vlasastih stanica
e Proliferacijski centri (pseudofolikuli) — patognomonicni za SLL

¢ Prolimfocitna leukemija
e Ostali entiteti nemaju proliferacijske centre
e LGL leukemija

Monoklonska limfocitoza B-stanica (MBL): < 5000/pL klonalnih B-limfocita, bez limfadenopatije, organomegalije ili citopenija. Richterova transformacija: transformacija u

agresivniju histologiju, moguca vec u trenutku dijagnoze.
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