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Sazetak clanak daje pregled mogucnosti citodijagnos-
tike i tumorskih biljega u ranom otkrivanju i dijagnosticiranju
malignih bolesti, posebno u djece, te prognosticko znacenje
u terapijskom pracenju bolesnika. Obradene su citodijagnos-
ticke metode uz suvremenu uporabu novih tehnickih mogu-
¢nosti na citoloskim razmazima. U dijagnostici malignih tumo-
ra, medu ostalim dijagnostickim postupcima, vazno mjesto
ima i odredivanje tumorskih biljega u serumu. Tumorski su bi-
ljezi tvari kojih prisutnost ili povisenje koncentracije ili aktiv-
nosti s velikom vjerojatnoscu oznacuje prisutnost malignog
tumora. Tumorski biljezi mogu biti antigeni, hormoni, proteini
i enzimi. Niz godina su napori istraZivaca i klinicara usmjereni
otkrivanju tzv. idealnog tumorskog biliega visoke dijagnos-
ticke osjetljivosti i specificnosti.

Kljucne rijeCi: maligne bolesti, citodijagnosticke metode,
dijagnoza, klasifikacija, tumorski bilieg

Maligne bolesti u stalnom su porastu. Najéesc¢i su uzrok
smrtnosti i u djece, osobito do 14. godine Zivota te su
na drugome mjestu iza nesretnih slucajeva. U djece se
maligne bolesti razlikuju od onih u odraslih. Priblizno
50% cine leukemije i limfomi, a 50% solidni tumori. U
odnosu na leukemije u odraslih u djece se ¢eSée poja-
vljuju akutne limfocitne od akutnih nelimfocitnih leuke-
mija. Danas su pojedini tipovi, posebno akutnih limfo-
citnih leukemija, i pojedinih solidnih tumora izljeCivi, sto-
ga je vazno malignu bolest rano prepoznati, dijagnosti-
cirati i klasificirati, Sto je i preduvjet odabira ucinkovitih
terapijskih programa, a time i uspjeha terapije (1). Na
tablici 1. prikazana je ucestalost pojedinih malignih
bolesti u djece.

Citologija se temelji na pretpostavci da svaki patoloSki
proces pa tako i tumorski ima svoje karakteristicne sta-
nice pa se misljenje, a Cesto i dijagnoza, donosi pro-
uCavanjem izgleda pojedinacnih stanica u nakupinama
te medusobnog odnosa pojedinih staniénih elemenata
pregledom cijelog razmaza. Citodijagnostika je metoda

S Ummalry tne paper gives a review of the possibilities of
cytodiagnostic and tumor markers in the early detection and
diagnostics of malignant diseases, especially in children and
prognostic importance in therapeutic follow-up of the patients.
An analysis is made of cytodiagnostic methods and modern use
of new technical possibilities in cytological smears. In malig-
nant tumour diagnostics, among other diagnostic procedures,
determination of tumour markers in the serum has a significant
role. Tumour markers are substances whose presence, incre-
ased concentrations, or activity indicates with great probability
the presence of a malignant tumour. Tumour markers can be
divided in the following manner: antigens, hormones, proteins
and enzymes. For many years research efforts have been
focused on finding the so called “ideal” tumour marker of a
high diagnostic sensitivity and distinctiveness.
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Tablica 1. Relativna ulestalost malignib tumora u djece

%

Leukemije 30,9
Tumori srediSnjega Zivéanoga sustava 18,3
Limfomi (NHL, HL) 13,8
Tumori simpati¢koga zivéanoga sustava 7,8
Tumori mekih tkiva 6,2
Tumori bubrega 5,8
Tumori kosti 4,7
Retinoblastom 2,5
Tumori gonada 2,0
Tumori jetre 1,3
Teratomi 0,4
Ostali tumori 6,3
Legenda:

NHL= ne-Hodgkinov limfom
HL= Hodgkinov limfom
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s pomocu koje se nastoji do¢i do dijagnoze proucava-
njem morfologije pojedinih stanica u obojenim razmazima.

Citodijagnosticke metode

Citodijagnosticke metode dijele se u:
e eksfolijativne

e aspiracijske

e metoda otiska (im-print).

Eksfolijativnim metodama analiziraju se deskvamirane
stanice i one koje su se iz tkiva izdvojile u ekskrete i se-
krete. Ova metoda bavi se proucavanjem stanica u teku-
¢inama. Aspiracijskom citodijagnostikom analizira se ma-
terijal dobiven punkcijom iz dubine razli¢itih organa ili
patolosSkih tvorbi. U materijalu dobivenom aspiracijom
stanice su vrlo dobro sacuvane i na njima se lakSe uoca-
vaju morfoloSke pojedinosti. Metoda otiska najceSce se
upotrebljava pri intraoperativnom donoSenju misljenja o
vrsti patoloSkog procesa. Ovaj je nacin ujedno najpriklad-
niji za usporedivanje s patohistoloSkim nalazom jer se iz
istovijetnog materijala uzima citoloSki razmaz i radi
patohistoloSka analiza.

Uzorak se rabi za pripremu razmaza za citodijagnostiku,
citokemijske analize, imunocitokemijske analize, ki-
netiCke metode digitalnom analizom slike - “image ana-
lysis”, molekularne tehnike (in situ hibridizacija, PCR in
situ). Nadalje isti materijal moze se iskoristiti za pripre-
mu suspenzija za ispitivanje na proto¢nom citometru
(fenotipizacija, odredivanje proliferacijskih antigena,
odredivanje koli¢ine DNK) i za mikrobioloSke pretrage
bilo za direktnu analizu, kulturu i antibiogram te bioloski
pokus (2, 3).

Razmaz se boji metodom po May-Grinwald-Giemsi
(MGG) nakon Sto se razmazi osuSe na zraku.

Za donoSenje odluka o citoloskoj dijagnostici malignih
bolesti prijeko je potrebno izvanredno poznavanje sta-
nice, tkiva i organa. Zlodudnost procesa prepoznaje se
na osnovi izgleda i promjene jezgre, odnosa jezgre i cito-
plazme, rasporeda stanica u razmazu, posebno njihova
nakupljanja u odredene formacije, kao npr. formacije
rozeta kod neuroblastoma.

Citomorfologija u dijagnostici
akutnih leukemija

Citomorfoloski nalaz razmaza periferne krvi i punktata
kostane srzi temeljna je dijagnostiCka pretraga u akutnih
leukemija. Naime, morfoloSke analize tkiva i stanica pod
svjetlosnim mikroskopom pruzaju prvu i najvazniju infor-
maciju za postavljanje dijagnoze. MorfoloSka dijagnoza
akutnih leukemija relativno je jednostavna zbog izrazite
karakteristiCnosti morfologije leukemijske stanice.

Do danas je najprihvaéenija klasifikacija u vecini hema-
toloskih laboratorija u svijetu ona koju su 1976. godi-
ne predlozili francusko-ameriCko-britanski hematolozi,

Tablica 2. Morfoloska klasifikacija akuinib lenkemija (AL) prema
FAB-grupi
Skupina Tip
ALL L1
L-2
L3
AML M-0
M-1
M-2
M-3
M-4
M-5
Eritroleukemija M-6
Megakarioblasticna M-7

poznata pod nazivom FAB-klasifikacija (6). Prema toj
klasifikaciji (tablica 2) akutne leukemije (AL) dijele se u
akutne limfocitne (ALL) i akutne nelimfocitne (ANLL). ALL
se dijele u L-1, L-2 i L-3, a ANLL u M-O, M-1, M-2, M-3,
M-4, M-5, M-6 i M-7. Kriteriji za ovakvo svrstavanje sta-
nica su: veliina stanice, izgled kromatina, oblik jezgre i
nukleola te koli¢ina i bazofilija citoplazme.

Akutna nediferencirana leukemija (ANL) definirana je
morfoloSki i citokemijski kao proliferacija nediferencira-
nih stanica. Dijagnoza ANL temelji se na primjeni cito-
kemijskih reakcija, koje su takoder negativne i ne
upucuju da su blasti limfoidnog ili mijeloidnog porijekla.
UCestalost ove leukemije je 2 do 3%. Medutim, neke od
ovih leukemija mogu se ukljuCiti u ALL zbog slicnosti
stanica limfoblastima, a posebice ako su PAS-negativne.
Ove leukemije, ako se prati klinicki tijek, ponasaju se
slicno limfocitnima i prakticki reagiraju na isti terapijski
program. Ima autora koji zbog loSe prognoze izdvajaju
ovaj oblik leukemije iz grupe ALL, premda veéina hema-
tologa smatra da je akutna nediferencirana leukemija
ekvivalent akutnoj limfocitnoj leukemiji.

Prognosticko znacenje morfoloskih klasifikacija odavno
je uoceno. Predvidanja tijeka bolesti na osnovama mor-
foloSke dijagnostike proistekla su iz dugogodiSnjeg
klinickog iskustva, a prognosticka im je vrijednost potvr-
dena na velikom broju bolesnika. FAB-klasifikacija pruza
vrlo visok stupanj reproducibilnosti zbog jasno odre-
denih morfoloskih kriterija, Sto je medu ostalim i dovelo
do upotrebe ove klasifikacije bilo da se radi o djeci ili
odraslima gotovo u svim hematoloSkim centrima svijeta.
Zadnjih godinu dana u upotrebi je nova citomorfoloSka
klasifikacija malignih bolesti hematopoetskog sustava
koja je prihvacena od SZO-a (vidi ¢lanak prof. B. Labara),
a koja ukljuCuje osnove citomorfoloSke FAB-klasif-
ikacije uz vecu korelaciju s citogenetiCkim nalazima,
fenotipizacijom te molekularnim i klinickim promjenama
(8).

Uz morfoloSke znacajke vazna su citokemijske metode
koje su sastavni dio rutinskih analiza leukemicnih stani-
ca (3, 4).
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Osobito su vazne one citokemijske reakcije koje omo-
gucuju otkrivanje specificnih razlika kod morfoloski slic-
nih stanica. U dijagnozi akutnih leukemija najceSce se
rabe sljedece citokemijske reakcije: peroksidaza (POX),
periodic acid Schiff (PAS), alfa-naftil-acetat-esteraza
(NASDA), kisela fosfataza i beta-glukuronidaza.

Pozitivna peroksidaza karakteristiCna je za stanice koje
odgovaraju morfoloSkom tipu mijelocitnih i promijelocit-
nih leukemija, pozitivna peroksidaza-esteraza karakte-
risticna je za mijelomonocitnu vrstu akutnih leukemija, a
pozitivha esteraza za monocitnu leukemiju. Pozitivha
PAS-reakcija, kao i nediferencirani citokemijski tip akut-
nih leukemija karakteristicni su uglavnom za lim-
foblastiéne leukemije. Cini se da je za pozitivitet PAS-
reakcije odgovoran glikogen u stanici. PAS-reakcija je
pozitivna u odredenom broju limfoblasta u veéini ALL-a.
Izgleda da i supstancije u stanici poput glikolipida i gliko-
proteina mogu dati pozitivnu PAS-reakciju. Smatra se da
zbog ovog razloga PAS-reakciju uvijek valja nadopuniti
primjenom dijastaze. PAS-reakcija je vrijedna nadopuna
citomorfologiji i klasifikaciji ALL-a, medutim prognosticka
vrijednost ove citokemijske reakcije nije sa sigurnoScu
utvrdena.

Enzim kisela fosfataza pokazao se korisnim u identi-
fikaciji T-limfoblasta, koji se morfoloSkim znacajkama
mogu pouzdano razlikovati od ne-T, ne-B i B-limfoblasta.
Nalaz kisele fosfataze pozitivan je u 30 - 70% T-lim-
foblasta, 10-20% B-limfoblasta te manje od 10% ne-T i
ne-B-limfoblasta. Ultrastrukturalna ispitivanja su pokaza-
la da se granula kisele fosfataze u T-limfoblastima
nalaze u Golgijevu aparatu i lizosomnim granulama u
njegovoj neposrednoj blizini. Rijetka granula kisele fos-
fataze u B, ne-T i ne-B-limfoblastima nalaze se u cito-
plazmatskim lizosomima, a ne u Golgijevu aparatu. lzgle-
da da visok sadrzaj ovog enzima u T-limfoblastima moze
biti odraz osobina limfocita timusnog podrijetla ili razlike
u kinetici proliferacije T, B, ne-T i ne-B-limfoblasta.
Naime, poznato je da se na mitotske stimulanse povi-
suje sadrzaj kisele fosfataze u T-limfocitima za vrijeme
premitotske faze, pa se pretpostavlja da otpustanje
lizosomnih enzima ima vaznu ulogu u procesu blasticke
transformacije i mitoze (3, 6, 7).

Danasnje mogucnosti imunoloSke fenotipizacije akutnih
leukemija imaju dijagnosticku vaznost, ¢esto pomazu u
diferencijalnoj dijagnozi dvojbenih sluCajeva (pojava
nekoliko klonova maligno izmijenjenih stanica). Naime,
imunofenotipizacija leukemijskih stanica omogucuje
potvrdu morfoloSke dijagnoze, brzu i to¢nu klasifikaciju,
S§to pomaze u odabiru ispravnog lijecenja bolesnika (9).
Imunofenotipizacija je posebno vazna u djece s akutnom
mijeloickom leukemijom gdje ima i potvrdnu dijagnos-
ticku ulogu, a posebno je nezaobilazna za dijagnozu
nezrelih M-O, eritroidnih E-6 i megakarioblastnih M-7
oblika leukemije. Nova imunoloSka klasifikacija AL-a raz-
likuje i mijeSane ili bifenotipske akutne leukemije (BAL),
koje se trebaju razlikovati od ostalih oblika ALL-a i AML-
a s koekspresijom biljega (9, 10). Cilj novih istrazivanja
koja su u tijeku jest stvaranje imunoloSke klasifikacije
AlL-a na temelju bioloskih osobitosti podvrsta AL-a i
istrazivanja njihova prognostickog znacenja.

Uloga citologize u solidnih
tumora djece

Uspjeh lijeCenja pojedinih solidnih tumora ovisi o rano
postavljenoj dijagnozi, preciznoj klasifikaciji tipa tumora i
proSirenju stadija bolesti (11). Danas se strategija tera-
pijskih programa pojedinih tumora uvelike mijenja te se
nakon postavijene dijagnoze pristupa kemoterapiji ili
zracenju, kako bi se tumorska masa smanjila odnosno
unistila. Time se u vecini slucajeva kirurSki zahvat ogra-
nicava na kasnije uklanjanje ve¢ reducirane tumorske
mase, a izbjegava se veliki ¢esto mutilirajuci kirurski za-
hvat. S obzirom na takav pristup u lijeCenju pojedinih
solidnih tumora u djece, ne dolazi se odmah na pocetku
lijeCenja do materijala za histoloSku analizu, koji zbog
niza razloga moze u to vrijeme biti kompromitiran, pa je
citoloSka punkcija i analiza, kad god je to moguce za
pacijenta, najbolji nain za rano otkrivanje tumorske
bolesti i postavljanje dijagnoze.

Jednako tako citologija je kao minimalno agresivna
metoda vazna za verifikaciju metastaza solidnih tumora
ili rasapa u tjelesnim tekuc¢inama (likvor, pleuralni izljev,
ascites) Cime se olakSava toCnije utvrdivanje stadija
bolesti i daljnjeg lijeCenja (11, 14).

U morfoloskoj dijagnostici solidnih tumora prednost ima
histoloSka metoda pretrage. Medutim, citoloSke pre-
trage, posebno aspiracijska (ubod tankom iglom) moze
biti od velike koristi. Ova je metoda mozda zbog tehni-
Ckih razloga insuficijentnija kod koStanih tumora (prem-
da kod nekih kao npr. osteosarkoma daje dobre rezul-
tate), a djelomice i kod teratoma koji su gradeni od viSe
razlicitih tkiva. Kao $to je naglaseno, ipak ova metoda
daje toCnu dijagnozu i kod kostanih tumora, posebno
osteosarkoma i Ewingova sarkoma, a histoloSkom ana-
lizom dobiva se preciznija analiza tipova samog tumora,
kao i rasprostranjenost tumorskog procesa (5, 15, 16).

Manjkavost u citomorfoloSkoj analizi materijala dobive-
nog punkcijom jest i u tome Sto se ne moze dobiti uvid
u odnos karakteristika svih sastavnih tkiva. S druge pak
strane, punkcijskom iglom moze se dospjeti u tumorske
procese trbusne Supljine, prsnog kosa, ¢ime se izbjega-
va veCi zahvat da bi se dobio materijal za histoloSku
analizu.

CitoloSka punkcija moze se ponavljati i time pratiti
dinamika procesa, posebno tijekom terapije. Na kraju,
dijagnostika metastaza malignih tumora je vazno
podrucje citodijagnostike. Najtocniji podaci dobivaju se
istodobno citoloSkom i histoloSkom analizom stanica i
tkiva nekog tumora. Tada naime dolazi do izrazaja pred-
nost jedne i druge dijagnosticke metode. Na tablici 3. pri-
kazana je relativna ucestalost solidnih tumora u djece.
Sve navedene solidne tumore moguce je dijagnosticirati
jednom od citomorfoloskih metoda, a korelacija s pato-
histoloskim nalazom vrlo je visoka.

Neuroblastom

Neuroblastom je &est solidni tumor djeéje dobi. Cini otpri-
like 50% svih tumora koji se pojavljuju u prvom mjesecu
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Tablica 3. Solidni tumori u djece (relativna ucestalost)

%

Neuroblastom 13
Ganglioneuroblastom 7
Wilmsov tumor 10,1
Retinoblastom 5,7
Rabdomiosarkom 7,9
Ewingov sarkom 3,8
Osteosarkom 5,8
Hepatoblastom 1,5
Karcinom jetre 1
Teratom germinativnih krvnih stanica 2,7
Yolk-sac tumor 1,9
Timom 2
ne-Hodgkinov limfom 10
Hodgkinov limfom 8,4
Ostali tumori 19,1

zivota i oko 35% tumora koji se pojavljuju do druge
godine zivota. Gotovo 80% neuroblastoma dijagnostici-
ra se u djece mlade od 5 godina. Ovaj tumor nastaje
malignom transformacijom stanica neuralnoga grebena
(pojava tumora na razli¢itim mjestima u tijelu). Neuro-
blastom je bioloSki vrlo neobi¢an tumor, kod kojeg su
uocene spontane regresije ili one inducirane terapijom
te diferencijacija u razne dobrocéudne oblike (gan-
glioneuroblastom, ganglioneurom) (19, 20).

CitoloSki se (tablica 4) u vecini slucajeva nalaze sta-
nice kubic¢na oblika s umjerenom anizokariozom i pleo-
morfizmom. Kromatin je gust, a mogu biti prisutni i mali
nukleoli. Citoplazma je vrlo blijeda i oskudna, iako
moZze biti i umjereno obilna. Stanice se karakteristicno
grupiraju u formacije rozeta. Medutim, stanice poje-
dinih neuroblastoma mogu biti izrazito blasti¢nog tipa.
Kada se radi o ganglioneuroblastomu, citoplazme mogu
biti bazofilnije, stanice takoder formiraju rozete ili
pseudorozete u kojima se istiCe i nepodijeljenost sta-
nice. Katkad je prisutna jaka vakuolizacija citoplazme.
Kod neuroblastoma prisutna je i razlicito obilna karak-
teristiGna ruziCasta intracelularna masa, koja kod gan-
glioneuroblastoma nedostaje.

Tablica 4. Neuroblastomska citomorfologija

hipercelularni razmazi s brojnim individualnim malim
stanicama, uz pojedine vrlo zgusnute nakupine jezgara

nakupine golih jezgara Cesto se vide

stanice neuroblastoma imaju ovalne ili lagano nepravilne
jezgre s vrlo finim granuliranim kromatinom i malim neu-
padljivim nukleolima te razli¢itom koli¢inom citoplazme,
pojedine stanice pokazuju diskretne citoplazmatske
izdanke

ganglijske stanice mogu biti binuklearne, multinuklearne,
mogu sadrzavati grubo granulirani kromatin i prominentne
nukleole

Homer-Wrightove rozete gotovo uvijek prisutne

Tablica 5. Osteosarkomska citomorfologija

stanice su ili pojedina¢no rasprsene ili se nalaze u naku-
pinama

izrazen pleomorfizam u veliCini stanica / umjerene
velic¢ine do izrazito velikih, razli¢ita izgleda

Cesta multinuklearnost stanica

jezgre su obic¢no ovalne, ali mogu biti pleomorfne, kro-
matin je gust, nukleoli mogu biti vrlo izrazeni

mitoze Ceste
citoplazma je obilna, moze biti fino granulirana

metakromatski obojeni osteoid prisutan je u stani¢nim
nakupinama ili izolirano

Danas se citoloski razmazi ovog tumora mogu iskoristiti
za vrlo zahtjevne citogenetiCke tehnike kao Sto je FISH
(fluorescence in situ hybridization) kojom se otkrivaju
translokacije, delecije, inverzija i amplifikacija kromoso-
ma. S pomocu ove metode istrazujemo N-myc-ampli-
fikaciju, patoloSku ekspresiju onkogena na kromosomu
1, koja ima veliko prognosticko znaCenje u neuroblas-
toma. S pomocu protocne citometrije (Flow citometry)
moze se takoder na citoloSkim razmazima analizirati
koli¢ina DNK koja razlikuje tumore s vrijednosti u diploid-
noj (2n), triploidnoj (3n) i tetraploidnoj (4n) regiji. Rezul-
tati su pokazali da je triploidija ¢eSéa u djece do 1
godine zivota i u I, Il. i IV-S stadiju bolesti i da je bolji
prognostiCki znak za razliku od neuroblastoma s DNK
indeksom u 2n i 4n te starijoj Zivotnoj dobi i s loSijim
prognostiCkim odgovorom na terapiju (19).

Osteosarkom

Osteosarkom pokazuje u pravilu izrazito polimorfnu mor-
foloSku sliku (tablica 5). Vrlo fina kromatinska struktura
isprva izgleda gruba, zbog multiplog preklapanja stanica.
Citoplazma je pjenuSava i vakuolizirana. Jezgre su
ovalne, s gusto granuliranim kromatinom. Gigantske
stanice sadrzavaju jezgre razliCitih velicina (21, 22).

Ewingov sarkom

CitoloSki se nalaze lagano polimorfni okrugli nukleusi
(tablica 6). Ako su stisnuti zajedno, imaju poligonalan

Tablica 6. Citomorfologija Ewingova sarkoma

izrazita celularnost razmaza,

stanice su pretezno pojedinacno rasprsene u razmazu ili
se grupiraju u manje nakupine,

izgled stanica je monoton (malene okrugle stanice 2 do 3
puta veli¢ine zrelog limfocita), vrlo fragilne,

uniformne okrugle do ovalne jezgre, vrlo finog granuliranog
kromatina, nukleoli maleni ili odsutni,

Ceste citoplazmatske vakuolarne promjene,

mitoze Ceste
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oblik. Kromatin je lagano retikulogranuliran, a nukleusi
maleni, najceScée nevidljivi. Citoplazmatske vakuole
mogu biti jako naznaCene (23, 24)

Rabdomiosarkom

Ovaj je tumor prilicno tesko citoloSki dijagnosticirati
zbog histoloSke razliCitosti dosad opisanih tipova.
Medutim, citoloSka dijagnoza je moguca, a upravo neke
podudarnosti sa stanicama Ewingova sarkoma, lim-
foblastima i mijeloblastima moguce je citoloSki lakSe
prepoznati i na taj na€in odluciti o dijagnozi. Citokemij-
sko bojenje PAS-reakcijom takoder je pomo¢ u dijagnos-
tici ovog tumora, jer je PAS-reakcija izrazito pozitivha u
rabdomiosarkomu (misiéne stanice sadrzavaju veliku
koli¢inu glikogena), dok su morfoloski slicne stanice
neuroblastoma, malignog fibrocitnog histiocitoma,
fibrosarkoma i sinovijalnog sarkoma obi¢no negativne.

Stanice mogu pokazivati anizokariozu u razmazima, mo-
gu biti grupirane u nakupine ili se nalaziti pojedinacno.
Nadalje, citoloSka karakterisitka nekih tipova rabdomio-
sarkoma je bizarnost i poliploidija stanica s vrlo uoéljivim
modrim nukleolom razliCite veliCine. Katkad se nalaze
izrazito velike stanice (gigantski tip) s vrlo uoéljivim
karakteristicno zamaglienim nukleolima. Citoplazma
moze biti sivkastoplava i izrazito vakuolizirana (25).

Wilmsov tumor

Citoloske osobine Wilmsova tumora su ove: s citomorfo-
loskog stajaliSta ovaj je tumor sliGan mikrocelularnom
karcinomu pluéa, Ewingovu tumoru, neuroblastomu te
slabije diferenciranom retikulosarkomu. Klini¢ki podaci,
dob bolesnika, lokalizacija u lumbalnoj regiji, pomazu
nam u iskljucivanju prethodno navedenih tumora. Wilm-
sov je tumor karakteriziran monotonim, poligonalnim
stanicama. Kromatin je zgusnut, granuloretikularan.
Citoplazma je u vecini slucajeva oskudna i transparent-
na ili pak slabije vidljiva. Katkada je sivoplava i
vakuolizirana. U stanicama Wilmsova tumora mogu se
naci i mitoze, ali rjede nego kod retikulosarkoma. Sta-
nice mogu biti formirane u guste nakupine, no ipak u
kompaktnim slicnim grupama ¢eScée pokazuju tendenci-
ju formiranja rozeta ili girlanda (5, 18).

Fibrosarkom

Ovaj tumor pokazuje izraziti polimorfizam stanica. Tumor
je nediferenciran, prisutna je anizokarioza. Cest je nalaz
fin i zgruSan kromatin te viSe mitotickih oblika. Citoplaz-
ma je lagano vakuolizirana, a glavni tip stanica nagla-
Seno je elipsoidan. Cesti nalaz prisutnih neutrofila upu-
¢uje na ¢eScu upalnu reakciju.

Limfoblasticni limfom

Kod limfoma se nalaze brojne limfoblasti¢ne stanice,
bez tendencije grupiranju, izrazito njeznog rahlog kro-
matina, koji moze mjestimice biti kondenziran i retiku-
laran, a jezgre pokazuju prisutnost nukleola. Stanice su

velike, a mogu pokazivati umjerenu anizokariozu, dok
citoplazma moze biti oskudna ili obilnija, modre do sivo-
modre boje, ¢esto izrazito vakuolizirana.

Hodgkinov limfom (HL)

Za citoloSku dijagnozu HL-a nuzdan je citoloSki nalaz
Reed-Stenbergove stanice, koja pokazuje izraziti
polimorfizam u veli€ini stanice, broju nukleola, gradnji
kromatina i obilnosti citoplazme, nalaz Hodgkinove sta-
nice s iznimno prominentnim nukleolom. U pravilu su
stanice izrazito velike, prisutni su brojni nukleoli, jezgra
je izrazito reznjasta.

Citodijagnostika - zakljuéne napomene

Apsolutno je potrebno, gdje god je to moguce, uginiti
patohistoloSku analizu, kako bi se potvrdila ili iskljucila
citoloSka dijagnoza (26). Medutim, postoje brojne
situacije u kojima je pozeljna bilo aspiracijska bilo eks-
folijativna citologjja. Vazno je spoznati i prihvatiti da su
ova dva srodna morfoloska pristupa u dijagnostici kom-
plementarna. Posebno mjesto u citoloSkoj dijagnozi
solidnih malignih tumora u djece zauzima pedijatrijska
intraoperativna citodijagnostika - citopatologija (I0C)
zbog velike pomoci kirurgu u prosudbi nastavka i tipa
kirurSkog zahvata, jer su i malobrojna istrazivanja na
tom podrucju pokazala uspjeh ove metode te visok stu-
panj korelacije s patohistoloSkom dijagnozom (27). 10C
se lako izvodi, korisno dopunjuje histolosku dijagnozu,
za koju ipak treba dulje razdoblje. Ova metoda osim Sto
je od Kkoristi kirurgu, koristi i patologu jer mu daje opcéu,
a katkad i posebnu informaciju o prirodi lezije.

Dakle, maligni tumori u djece Cesto su zbog citoloSke
nediferenciranosti dijagnosticki, diferencijalnodijagnos-
ticki i prognosticki problem, a tesSko ih je i klasificirati.
Ovo vrijedi osobito za tzv. embrionalne tumore. | granica
izmedu benignih i malignih tumora u djecjoj dobi katka-
da se tesko moze odrediti, Sto povlaci za sobom opas-
nost da se maligni tumor previdi ili da se dijete podvrgne
nepotrebnu i Skodljivu lijeCenju. Tumori djeteta su, za
kemoterapiju, pa su rezultati lijeCenja pojedinih tipova
tumora bolji.

U zakljucku valja naglasiti da je:

1. citomorfoloSskom metodom moguce je postaviti
dijagnozu hemoblastoza i solidnih tumora ili upozori-
ti na njih,

2. citomorfoloSka metoda je brza, jednostavna, rela-
tivno neopasna i bezbolna metoda koju je moguce
uciniti u vecini laboratorija,

3. citomorfoloSkim nalazima materijala dobivenog jed-
nom od citomorfoloSkih metoda moguce je pratiti
dinamiku tumorskog procesa, posebno tijekom tera-
pije, kao i uspjeh terapijskih protokola,

4. citomorfoloSkom metodom moguce je otkriti recidiv
tumora kao i udaljene metastaze,
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5. velika vrijednost citomorfoloSke metode je u obradi
intraoperativno dobivenog materijala, a

6. korelacija s patohistoloSkom dijagnozom je vrlo vi-
soka.

Tumorski biljezi

Tumorske stanice sintetiziraju ili induciraju sintezu pro-
teina koji se luce u cirkulaciju, druge tjelesne tekucine ili
su prisutni kao antigeni na povrsini stanica. Nazivamo ih
i tumorskim biljezima (28 i 29). Niz godina su napori
istrazivaca i kliniara usmjereni k otkrivanju tzv. idealnog
tumorskog biljega visoke dijagnosticke osjetljivosti i
specificnosti, koji ¢e omoguciti:

e dijagnozu tumora u ranoj fazi,

e prognozu zlocudnih tumora,

e procjenu terapijskog odgovora,

e rano otkrivanje ponovne pojave zlocudnog tumora,

e pretrazivanje asimptomatske populacije na odredeni
zloéudni tumor.

Da bi udovoljio ovim dijagnostickim zahtjevima, tumor-
ski biljeg treba imati visoku specificnost (negativan u
benignim bolestima i zdravim osobama), visoku os-
jetljivost (pozitivan u bolesnih osoba vrlo rano, kad je
samo nekoliko malignih stanica prisutno). Treba biti
specifican za organ te njegova koncentracija u serumu
mora biti u korelaciji sa stupnjem bolesti i/ili aktivnosti
tumora (30).

Po kemijskom sastavu tumorski biljezi su najcescée pro-
teini, a s obzirom na funkciju to su enzimi, hormoni i
antigeni.

Onkofetalne bjelancevine

Poznato je nekoliko onkofetalnih proteina, to su: alfa-
fetoprotein (AFP), karcinoembrionalni antigen (CEA),
tkivni polipeptidni antigen (TPA), Tennessee antigen,
gastrointestinalni karcinomski antigen (CA 19.9), ovari-
jski karcinomski antigen (CA 125), karbohidratni antigen
(CA 15.3), antigen specifican za prostatu (PSA), sijalins-
ka kiselina, citokeratinski fragment (CYFRA 21-1), anti-
gen sliGan mucinu povezan s karcinomom (MCA), karbo-
hidratni antigen 50, 195, 549 (CA 50, CA 195, CA 549)
te mamarni serumski antigen (MSA).

Alfa-fetoprotein je glikoprotein koji stvaraju stanice
fetalne jetre. Odmah poslije rodenja koncentracija mu u
serumu opada. PoviSena koncentracija kod odraslih
osoba znak je maligne bolesti. Primarno se pojavljuje
kod tumora jetre i testisa, ali i u metastazama kolona,
karcinoma pankreasa, prostate te tumora ovarija (32).
Umjereno poviSenje koncentracije tog proteina nalazi se
i u trecine bolesnika s akutnim i kroni¢nim hepatitisom
te serumu trudnica u Ciju krv dolazi perfuzijom iz
amnionske tekucine koja je bogata alfa-fetoproteinom.

Pravodoban kirurSki zahvat te uspjeSna kemoterapija
ubrzo dovodi do pada koncentracije AFP-a. Medutim,

ponovni porast njegove koncentracije upucuje na
napredak bolesti, bilo zbog poveéanja mase primarnog
tumora, bilo zbog razvitka metastaza.

Karcinoembrionalni antigen je takoder glikoprotein. To
je antigen fetusa iz epitela endoderma, koji se potkraj
graviditeta zamjenjuje drugim antigenom tipa odraslih
osoba. Kod malignih tumora povisuje mu se koncen-
tracija u serumu i smatra se da Stiti stanicne membrane
malignih stanica.

Najcesce je povisen kod malignih tumora pankreasa, u
sluCajevima raka Zeluca, kolona, rektuma, dojke te u
metastazama u jetri (33). Ni taj antigen nije strogo tu-
morski specifiCan, pa se gdjekad pojavljuje i u benignim
bolestima, kod ulcerativhog kolitisa i drugih bolesti
probavnog trakta.

Osim u dijagnosticke svrhe, odredivanje CEA je i koris-
tan test za pracenje uspjeha terapije malignih tumora,
jer se uklanjanjem malignog tumora njegova koncen-
tracija u serumu snizuje, dok ponovni porast upucéuje na
recidiv tumora (34).

Tkivni polipeptidni antigen (TPA) membranski je protein
fetalnih i malignih stanica, odakle dospijeva u krv. Povi-
Sen je kod raznih malignih tumora, a osobito kod karci-
noma dojke (u 90% slucajeva).

Tennessee antigen je takoder glikoprotein vezan uz
membranu malignih stanica. Dosta je specifican za
malignitet. PoviSena koncentracija u serumu javlja se u
75-80% sluCajeva karcinoma zeluca, pluca, pankreasa i
kolorektalnih tumora (35).

Gastrointestinalni karcinomski antigen (CA 19-9)
takoder je glikoprotein, pretezno se nalazi u razlicitim
tipovima gastrointestinalnog karcinoma. Osobito je
osjetljiv (70-92%) i specifican (96%) tumorski marker za
tumor pankreasa. PoviSene koncentracije ovog antigena
nalaze se u serumu bolesnika s malignim tumorima
Zeluca, kolona i rektuma te se smatra boljim pokazate-
ljem tih karcinoma nego CEA (36).

Ovarijski karcinomski antigen (CA 125) glikoproteinski
je tumorski marker visoke osjetljivosti (94%) i speci-
ficnosti (89%) kod karcinoma ovarija, a osjetljivost u
otkrivanju maligne bolesti povecava se ako se uz CA 19-
9 odreduje i CEA (37). Stalno poviSenje vrijednosti upu-
éuje na progresiju bolesti i oS ucinak lijecenja.
Karbohidratni antigen - CA 15.3 visoko je molekularni
glikoprotein koji je prisutan u visokim koncentracijama u
serumu bolesnika oboljelih od karcinoma dojke. Osobito
je osjetljiv i bolji marker u odnosu na CEA u slucaju
lokalnih i koStanih metastaza (38). CA 50 je tumorski
marker za kolorektalni karcinom, dok je CA 195 noviji
tumorski biljeg gastrointestinalnog karcinoma, nosobito
karcinoma pankreasa.

Do danas je poznato joS nekoliko tumorskih biljega (CA
549, MSA, MCA) za karcinom dojke te sluze za pracenje
uspjeha terapije i otkrivanje relapsa bolesti (39).
Antigen specifican za prostatu (PSA) glikoprotein je koji
nalazimo u prostati oboljelih od hiperplazije i karcinoma.
Znatno je osjetljiviji test na adenokarcinom prostate od
prostatiCne kisele fosfataze (PAP) te dobro korelira s
koli¢inom tumorske mase (40).
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Citokeratinski fragment (CYFRA 21-1) prisutan je u
epitelnim stanicama bronha, oslobada se iz tumorskih
stanica i dobro korelira s histoloSkim tipom karcinoma i
stadijem bolesti (41). Rabi se i za pracenje lijeCenja i
rano otkrivanje relapsa.

Enzimi i izoenzimi

Aktivnost vec€ine enzima povezana je s malignim rastom.
Oni pokazuju karakteristicne promjene aktivnosti koje su
direktno povezane s koli¢inom tumorske mase ili brzi-
nom diobe tumorskih stanica. Te se promjene najceSce
oCituju u povecanju enzimske aktivnosti, pojavi izoenzi-
ma koji se ne nalaze u zdravih osoba, iako nisu iskljuce-
ne pojave smanjenja aktivnosti zbog prisutnosti malig-
nog procesa. Najéesce i najviSe rastu aktivnosti glikoli-
tickih enzima, u serumu bolesnika s metastazama zbog
dezintegracije i diseminacije malignog procesa (42, 43).
Tako je aktivnost alkalne fosfataze poviSena kod pri-
marnih tumora jetre i metastaza u jetri. Cesto se pojav-
ljuje Reganov izoenzim, karakteristiCan za maligni rast u
jetri, a po karakteristikama je slian placentarnoj alkal-
noj fosfatazi. Kod malignih tumora u kostima, osobito
kod osteosarkoma, te metastaza u kostima raste aktiv-
nost koStane alkalne fosfataze. Opstruktivni ikterus iza-
zvan malignim tumorom obi¢no prati viSa aktivnost
jetrenog izoenzima. PoviSena aktivnost placentarne
alkalne fosfataze najviSe se rabi kao biljeg seminoma
testisa, ali je prisutna i kod karcinoma pluca, ovarija i
maternice.

Prostaticna kisela fosfataza tumorski je biljeg za ade-
nokarcinom prostate, a osobito se visoke aktivnosti u
serumu nalaze kod kostanih metastaza tog tumora.

lzoenzim kreatin kinaze CK-BB rabi se kao osjetljiv
marker za tumore vecine organa kada se radi o ade-
nokarcinomu pluca, bubrega, dojke, jajnika, jetre, a
posebno u adenokarcinomu prostate. Ovaj se izoenzim
normalno nalazi u mozdanom i fetalnom tkivu, dok se u
serumu zdravih osoba ne nalazi.

Maligno tkivo sadrzava relativno mnogo glikolitickih en-
zima, jer ima razvijenu glikolizu (poviSene aktivnosti
aldolaze, fosfoheksoza, LDH itd...). Porast aktivnosti
izoenzima LDH4 i LDH5 prisutan je kod karcinoma
dojke, metastaza u jetri, melanoma, limfoma, dok s
druge strane dolazi do pada aktivnosti brzo pokretnih
izoenzima (LDH1 i LDH2) (46). Indeks maligniteta koji je
definiran kao omjer sporog LDH5 i brzog LDH1 izoenzi-
ma, u zdravoj populaciji je manji od 1, a kod bolesnika
s malignim tumorom veci je od 1.

Beta-glukuronidaza (BG) enzim je koji igra bitnu ulogu u
metabolizmu steroida i njezina je aktivnost u korelaciji s
razinom estrogena u krvi, a kako su zlocudni tumori
dojke hormonski ovisni, aktivhost tog enzima dobro
korelira s kliniCkom slikom tumora dojke i cerviksa.

U bolesnika s primarnim ili metastatskim procesom u
jetri i pankreasu poviSena je aktivnost serumske
d-glutamiltransferaze (GGT), pri ¢emu je izrazito
povecana aktivnost izoenzima GGT2. Za enzimsku dijag-
nostiku malignog procesa u jetri pouzdani se podaci

mogu dobiti istodobnim odredivanjem aktivnosti GGT,
LDH, alkalne fosfataze i 5’nukleotidaze.

Fosfo-hekso-izomeraza (PHI) enzim je anaerobnog
metabolizma glukoze. U malignim bolestima poviSena je
aktivnost ovog enzima bez obzira na vrstu i lokalizaciju
malignog procesa, pa se smatra nespecificnim tumor-
skim biljegom.

U bolesnika s melanomom poviSena je aktivnost dioksife-
nilalaninske oksidaze (DOPA-oksidaza) te je koristan tu-
morski biljeg malignog melanoma jer nisu poznata stanja
pri kojima bi aktivnost tog enzima bila lazno pozitivha.

Neuronspecificna enolaza (NSE) dimerni je glikoliticki
enzim, nalazi se u veéim koli¢inama u zivéanom tkivu i
endokrinim Zlijezdama, a i u malignim tumorima ovih tki-
va (neuroendokrini tumor) (44).

Hormoni

Pojedini hormoni takoder imaju znacenje tumorskih bilje-
ga. Humani korionski gonadotropin (HCG) najpoznatiji je
hormonski tumorski biljeg posebno u koriokarcinoma
(45). | maligni tumori pluca, Zeluca, gusterace, endome-
trija i hepatom mogu ektopicki producirati HCG.

Adenokortikotropni hormon (ACTH) mogu ektopicki pro-
ducirati karcinomi pluca, pankreasa i probavnog trakta,
pa ga u tim slucajevima nalazimo u poviSenim koncen-
tracijama u serumu. Inzulin je pak poviSen kod karcino-
ma pankreasa, uz izrazitu hipoglikemiju.

Kateholamini su vazan tumorski biljeg, osobito u dijag-
nostici feokromocitoma i neuroblastoma. Prisutnost tih
tumora rezultira pove¢anom produkcijom, a time i ve¢éom
koncentracijom adrenalina, noradrenalina i vanilman-
deliéne kiseline u serumu i urinu.

Povecana koncentracija eritropoetina nalazi se kod
hepatoma, feokromocitoma i tumora bubrega, a parat-
hormona kod tumora paratiroideje.

U novije se vrijeme za odredivanje vrste terapije malignih
tumora rabe i hormonski receptori estrogena, proge-
sterona, androgena i glukokortikoida.

Ostale bjelancevine

Monoklonalni imunoglobulini su specificni biljezi niza
proliferativnih tumora posebice plazmocitoma i pratioci
svih upalnih procesa. Rast nekih malignih stanica tumo-
ra prati povecana sinteza nekih serumskih proteina kao
npr. ceruloplazmina. To je glikoprotein, Cija je bioloSka
uloga da oksidira resorbirano dvovalentno Zeljezo u
trovalentno. U malignih tumora, kao Sto su maligni lim-
fomi te u Wilsonove bolesti dolazi do znacajnijeg poras-
ta koncentracije ceruloplazmina u serumu bolesnika.
Kako molekula ceruloplazmina sadrzava osam atoma
bakra, s poviSenjem koncentracije tog proteina istodob-
no dolazi i do poviSene koncentracije serumskog bakra.

Feritin je nespecifiCan tumorski biljeg. PoviSena koncen-
tracija u serumu nalazi se u akutnoj leukemiji, Hodgkino-
voj bolesti te u karcinomu pluéa, kolona, jetre i prostate.
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Metali

Znacajne promjene u tumorskom tkivu i serumu bolesni-
ka s razliCitim zlocudnim bolestima pokazuju i neki me-
tali. Odredivanje serumskog bakra rabi se kao vrlo dobar
tumorski biljeg malignih limfoma (Hodgkinov limfom).
Svaka remisija bolesti pracena je snizenjem, pa Cak i
normalizacijom bakra u serumu, dok relapsu bolesti
prethodi poviSenje serumskog bakra. Svaki uspjeSan
odgovor na terapiju Hodgkinove bolesti rezultira sma-
njenjem koncentracije serumskog bakra, pa se odre-
divanje tog markera moze smatrati specificnim i vrlo
osjetljivim oznaCivatem u malignog limfoma. Porast kon-
centracije bakra viSe ovisi o brzini rasta malignih stanica
nego o veli¢ini tumora, pa je viSe pokazatelj bioloskih
karakteristika limfoma nego veliCine tumorske mase.
Maligni tumori nekih organa takoder pokazuju izrazito
poviSenje koncentracije serumskog bakra (npr. maligni
tumor cerviksa).
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