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Sazetak. Prikazujemo slucaj bolesnice (79 g.) s patohistoloskom dijagnozom Hodgkinova limfoma (HL) (stadij IIIB, histoloski
tip MC) lijecene kemoterapijom po protokolu LVPP (6 ciklusa) s dobrim terapijskim odgovorom. Neocekivano, 18 mjeseci
nakon postavljanja dijagnoze HL-a javlja se leukocitoza (19,4x10°L) sa 65% limfocita s limfoplazmocitnom diferencijacijom.
Imunofenotip ovih stanica tipican je za B-kroni¢nu limfocitnu leukemiju (B-KLL) (CD5/CD19+, CD23—, CD38+; uz slabi
izrazaj monoklonskih lakih lanaca A). Molekularnom analizom preuredbe gena za teski lanac imunoglobulina (IgH) potvrdena
je klonalnost limfocita periferne krvi. Postavljanjem dijagnoze B-KLL nametnulo se pitanje povezanosti dviju neoplazma
limfocitnog podrijetla. Molekularnom analizom bioptata limfnog ¢vora iz vremena postavljanja dijagnoze limfoma nadena je
klonska populacija B-limfocita. Time smo nedvojbeno dokazali koegzistenciju dviju bolesti uz klinicki jasnu pojavu HL. Tek
su naknadne molekularne analize arhivskih materijala, morfoloski urednih razmaza periferne krvi potvrdile postojanje klonskih
B-limfocita, bez dijagnostickih kriterija limfoproliferativne bolesti tipa KLL. Ovakav nalaz etioloski iskljucuje sekundarnu
leukemiju. Kao nepotvrdena hipoteza ostaje mogucnost netipicnog prezentiranja KLL-a u obliku Richterova sindroma s obi-
ljezjima HL-a bez limfocitoze od samog zacetka. Ovom hipotezom ostavljamo neodgovoreno pitanje radi li se mozda u ovom
slucaju o razli¢itim klinickim oblicima iste bolesti.

Descriptors: Leukemia, B-cell, chronic — pathology, genetics; Hodgkin disease — pathology, genetics;
B-lymphocytes — pathology; Gene rearrangement, B-lymphocyte, heavy chain

Summary. We present a case of a female patient (79 years) with pathohistologic diagnosis of Hodgkin’s lymphoma (HL) (stage
IIIB, histologic type MC) for which she was treated with chemotherapy according to LVPP protocol (6 cycles) with good
therapeutic response. Unexpectedly, 18 months after HL diagnosis leukocytosis occurred (19.4x10°/L) with 65% of lympho-
cytes with lymphoplasmocytic differentiation. Immunophenotype of these cells is typical for B-chronic lymphocytic leukemia
(B-CLL) (CD5/CD19+, CD23—, CD384; with weak expression of monoclonal light chains A). Molecular analysis confirmed
clonal immunoglobulin heavy chain gene (IgH) rearrangement of peripheral blood lymphocytes. The diagnosis of B-CLL
imposed the question of the connection between two neoplasms of lymphocytic origin. Molecular analysis of lymph node
biopsy taken at the time of lymphoma diagnosis revealed clonal population of B lymphocytes. That test undeniably proved
coexistence of both diseases from the beginning. The latest PCR analysis of archive peripheral blood smears confirmed B
lymphocyte clonality without diagnostic criteria for lymphoproliferative disease of CLL type. This finding etiologically excludes
secondary leukemia. The possibility of untypical presentation of CLL in transformation to Richter’s syndrome with morphologic
characteristics of HL from the beginning stays unconfirmed. The hypothetical question that remains unanswered is: » Was it one
disease in different clinical forms?«
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Hodgkinova je bolest maligna proliferacija tumorskih sta- Prikaz bolesnice

nica limfoidnog podrijetla koja primarno zahvaca limfne ¢vo-
rove. Opazena je povecana ucestalost pojave sekundarnih ma-
lignih bolesti kod Hodgkinova limfoma (HL). Uvrijezeno je
misljenje da je uzrok tomu primijenjena kemoterapija i zracenje
tijekom lijecenja. Opisani su slucajevi Hodgkinova limfoma
koji se javlja istodobno s kroni¢nom limfocitnom leukemijom
— KLL™ ili u fazi njezine transformacije kao Richterov sin-
drom s obiljezjima Hodgkinove bolesti.>>” Obrnuti su slucajevi
s prvopostavljenom dijagnozom Hodgkinove bolesti izuzetno
rijetki. Nedavno smo imali priliku pratiti takav slucaj u bole-
snice s Hodgkinovim limfomom u remisiji koji se komplici-
rao pojavom B-kroni¢ne limfocitne leukemije (B-KLL) s lim-
foplazmocitoidnom diferencijacijom.
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Prva hospitalizacija 79-godisnje bolesnice bila je u kolo-
vozu 2000. godine zbog generalizirane limfadenopatije do 5
cm u promjeru te splenomegalije (7 cm ispod LRL). Citoloska
punkcija dvaju poveéanih limfnih ¢vorova na vratu govorila
je u prilog Hodgkinove bolesti. U¢injena je ekstirpacija aksi-
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larnih limfnih ¢vorova. Patohistoloski nalaz pokazao je broj-
ne Reed-Sternbergove stanice (RS) uklopljene u pozadinu ka-
rakteriziranu infiltratima limfocita, plazma-stanica, eozinofil-
nih granulocita i histiocita (slika 1). U navedenoj su histolos-
koj slici nadene i Hodgkinove stanice. Opisani je nalaz potvr-
dio Hodgkinov limfom mije$ane celularnosti s imunofenoti-
pom stanica CD30+, CD15+, EMA—, EBV+ (Revised Euro-
pean-American Classification of Lymphoid Neoplasams —
R.E.A.L.). Daljnja je dijagnosticka obrada imala za cilj utvrdi-
vanje stupnja prosirenosti bolesti. Hematoloski nalazi bili su
ovi: L4,3x10%L; Er 3,82x10'%/L; Hb 99 g/L; Tr 100x10°/L. U
elektroforezi serumskih bjelan¢evina nasli smo snizene vrijed-
nosti albumina (34 g/L) i porast y-globulina (22,3 g/L) bez
izrazene M-komponente. Vrijednosti imunoglobulina klase [gG
iIgM bili su na gornjoj granici, dok je IgA bio povisen za 50%
od gornje granice normalnih vrijednosti. Ostali laboratorijski
parametri ukljucujuci vrijednosti bakra bili su unutar referent-
nog intervala za dob i spol. Rendgenska snimka plu¢a pokazala
je prosirenje sjene gornjeg medijastinuma, a UZ abdomena
izrazito povecanu slezenu (240x90 mm) te povecane limfne
¢vorove paraaortalno. Nalaz punkcije i biopsije kostane srzi
bio je suspektan u smislu limfoproliferativne bolesti s nodu-

larnim infiltratima malih limfocita uz normalno o¢uvanu he-
matopoezu. Hodgkinove i RS-stanice nisu nadene.

U rujnu 2000. godine zapoceta je kemoterapija po shemi
LVPP (klorambucil 10 mg/dan, prokarbazin 150 mg/dan, pred-
nison 60 mg/dan, svi tijekom 14 dana, te vinblastin 10 mg/dan
1.18. dana) koju je bolesnica primala do svibnja 2001. Ukupno
je primila 6 ciklusa navedene terapije koja je rezultirala povla-
¢enjem povecanih limfnih ¢vorova, ali ne i slezene.

U travnju 2002. godine, otprilike 18 mjeseci nakon pocetka
kemoterapije, na kontrolnom je pregledu otkrivena leukocitoza
(L 19,4x10°/L) s 65% atipi¢nih limfocita u DKS-u, zbog ¢ega
je bolesnica hospitalizirana (slika 2). Klinicki i UZ pretragom
potvrdena je splenomegalija (4 cm ispod LRL-a), ali bez znako-
va povecéanih limfnih ¢vorova. Punkcijom kostane srzi nadeni
suumnozeni limfociti uz limfoplazmocitoidne i atipi¢ne oblike
(ukupno 63%), $to govori u prilog KLL-u s limfoplazmocito-
idnom diferencijacijom. Imunofenotipizacija periferne krvi i
kostane srzi pokazala je B-limfocite fenotipa: CD5+, CD19+,
CD20+, CD790a:+, FMC7+, HLA D/DR+, ali CD10—, CD38+,
CD23- s monoklonskom ekspresijom lakih lanaca (lambda)
srednjeg intenziteta. DNA PCR analizom mononuklearnih sta-
nica periferne krvi utvrdena je klonska preuredenost gena za

Slika 1. Histoloska slika aksilarnoga limfnog ¢vora. Limfni ¢vor pokazuje gubitak osnovne strukture te umjerenu fibrozu. Na histoloskom preparatu
uocavaju se Reed-Sternbergove stanice uklopljene u pozadinu karakteriziranu infiltratima limfocita, plazma-stanica, eozinofilnih i neutrofilnih
granulocita te histiocita. U sarolikoj histoloskoj slici prisutne su i mononuklearne Hodgkinove stanice. Navedeni nalaz govori u prilog Hodgkinova
limfoma mijesane celularnosti
Figure 1. Histologic presentation of axillary lymph node. The lymph node shows the loss of basic structure and moderate fibrosis. Reed-Sternberg
cells integrated into the background characterized by lymphocyte infiltrates, plasma cells, eosinophilic and neutrophilic granulocytes and histiocytes
are observed in histologic preparation. The uneven histologic picture also reveals the presence of mononuclear Hodgkin's cells. This finding points
to Hodgkin's lymphoma of mixed cellularity
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Slika 2. Razina leukocita uz primijenjenu terapiju. Nepunih 12 mjeseci
od posljednjeg, 6. ciklusa kemoterapije po protokolu LVPP, na kontrol-
nom pregledu bolesnice otkrivena je leukocitoza (L=19,4x10°/L) sa 65%
atipicnih limfocita u DKS-u
Figure 2. The level of leukocytes with applied therapy. Less than 12
months since the last, 6" cycle of chemotherapy according to LVPP pro-
tocol, leukocytosis (L=19.4x10°/L) with 65% of atypic lymphocytes in
differential blood count was found in the patient at a control visit

teski lanac imunoglobulina (IgH).!*!® Gore navedeni nalazi
potvrduju dijagnozu B-KLL-a (R.E.A.L.). U laboratorijskim
nalazima naden je porast LDH (520 U/L) i serumskog bakra
(31,8 umol/L), dok je nalaz elektroforeze serumskih bjelan-
cevina bio u granicama normalnih vrijednosti. Provedena je
retrospektivna molekularna analiza klonalnosti B-limfocita iz
uzoraka citoloskih razmaza periferne krvi, bioptata kosti te
limfnog ¢vora iz vremena postavljanja dijagnoze HL-a, kao i
periferne krvi iz vremena leukocitoze. Prema veli¢ini umno-
zenog odsjecka gena IgH koji je jednak za sva cetiri uzorka
moze se pretpostaviti da se radi o klonu B-stanica istovjet-
nog genotipa (slika 3, 4). U istoj je hospitalizaciji bolesnica
primila 1. ciklus trodnevne terapije (klorambucil 20 mg/dan+

Slika 3. Retrospektivna molekularna analiza klonalnosti B-limfocita iz
uzoraka bioptata kosti (linija 5) te limfnog c¢vora (linija 6) iz vremena
postavijanja dijagnoze HL-a (2000. g.) i periferne krvi (linija 8) iz vre-
mena leukocitoze (2002. g.). Prema velic¢ini umnozenog odsjecka gena
za teski lanac imunoglobulina (IgH) koji je jednak za sva tri uzorka
moze se pretpostaviti da se radi o klonu B-stanica istovjetnoga genotipa
Figure 3. Retrospective molecular analysis of B lymphocyte clonality
from bone (line 5) and lymph node (line 6) biopsy material taken at the
time of HL diagnosis (yr. 2000) and peripheral blood (line 8) from the
time of leukocytosis (yr. 2002). According to the size of duplicated gene
segment for heavy immunoglobulin chain (IgH) which is equal for all
three samples it may be presumed that this is a clone of B cells of the
same genotype
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Slika 4. Molekularnom analizom (DNA PCR) periferne krvi iz vremena

leukocitoze (linija 2) te razmaza periferne krvi iz vremena postavijanja

dijagnoze (linija 6) ustanovljeno je postojanje klonalne populacije B-

-limfocita, prisutne Stovise i u morfoloski urednom razmazu periferne
krvi bez limfocitoze iz 2000. g.

Figure 4. Molecular analysis (DNA PCR) showed clonal B-lymphocyte
population both, in yr. 2000 in normal peripheral blood smear without
lymphocytosis (line 6) and in yr. 2002 when leukocytosis occurred
(line 2)

prednison 50 mg/dan) kojom je reduciran ukupan broj leuko-
cita.

U cetvrtoj hospitalizaciji, krajem travnja i pocetkom svibnja
ove godine, radi nastavka terapije (2. ciklus) perzistira sple-
nomegalija (3 cm ispod LRL-a), ali bez povecanja limfnih ¢vo-
rova. U laboratorijskim je nalazima i dalje bila prisutna leuko-
citoza s vise od 60% atipi¢nih limfocita. Takoder je uocena
albuminsko-globulinska disocijacija s porastom y-globulina i
malom M-komponentom $iroke osnovice koji zajedno iznose
25,1 g/L. Imunoelektroforeza serumskih i mokraénih bjelan-
¢evina pokazala je monoklonske globuline klase IgG tipa lakog
lanca kappa 1 Bence-Jonesove proteine tipa kappa. Serumski
je bakar jos porastao i iznosio je 37,2 umol/L, a zabiljezen je
i porast LDH vrijednosti na 1020 U/L.

Bolesnica je ponovno hospitalizirana u lipnju ove godine
zbog progresije bolesti i povecanja totalne tumorske mase
(TTM). Leukociti su iznosili vise od 55x10°/L uz povecanu
slezenu do ispod umbilikusa te izrazenu anemiju i tromboci-
topeniju. Tjedan dana nakon primljene terapije CNOP (ciklo-
fosfamid, mitoksantron, vinkristin, prednison) pracene pogor-
Sanjem klinicke slike bolesnica je umrla.

Rasprava i zakljucci

Prikazali smo pojavu dviju neoplastickih bolesti za koje je
uvrijezeno misljenje da nisu histogenetski srodne. Klinicki tijek
govorio je u prilog prvo pojavi HL-a s dobrim odgovorom na
kemoterapiju, a tek kasnije i pojavi KLL-a. Time je otvorena
mogucnost etioloskoj ulozi provedene kemoterapije i poslje-
di¢noj, sekundarnoj pojavi druge neoplazme.

Ako pretpostavimo da se u remisiji nakon primijenjene tera-
pije za HL pojavila druga zlocudna bolest koja se prezentirala
kao KLL, namece se pitanje kemoterapije kao moguceg uzroc-
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nog ¢imbenika njezine pojave. Ucestalost pojave sekundarnih
malignih bolesti kod Hodgkinova limfoma povecana je u od-
nosu na o¢ekivanu incidenciju.® Kemoterapija je poznati ¢im-
benik rizika za razvoj sekundarnih malignosti, a potencirajuci
ucinak ima kombinirana terapija zracenjem i citostaticima, od
kojih su alkiliraju¢i agensi posebice visokog rizika za razvoj
sekundarnih leukemija.’'> Urba i sur.’ navode nizak rizik
(manje od 2% nakon 10 godina) pojave sekundarnih leukemija
nakon 6 provedenih ciklusa kemoterapije koji se tijekom vre-
mena ne povecava. U opisanim studijama zabiljezen je relativ-
no dulji period do pojave maligne bolesti uzrokovane terapi-
jom u bolesnika s Hodgkinovim limfomom, §to nije bio slucaj
u nase bolesnice.

U nasem se slucaju na molekularnoj razini od samog zacetka
prati istovjetni klon B-limfocita i u kostanoj srzi, i u limfnom
¢voru i perifernoj krvi (slika 3, 4). PCR nalaz govori u prilog
koegzistencije obiju bolesti ve¢ od samog pocetka, ali s ne-
mogucénoscu dokazivanja KLL-a klini¢ki ili hematoloski. Na-
vedeni nalaz na molekularnoj razini iskljucuje etioloski sekun-
darnu leukemiju i ostavlja otvorenim zanimljivu mogucnost
histogenetske povezanosti obaju entiteta.

Posljednjih se godina ucestalo raspravlja o zagonetnom po-
drijetlu Reed-Sternbergovih stanica, posebice u slucajevima
KLL-a koji se komplicira pojavom Hodgkinova limfoma. Imu-
nohistokemijske i molekularne analize upozorile su na moguc-
nost razli¢itog podrijetla RS-stanica.>>!'*'® U nekih bolesnika
RS-stanice pokazuju B-stani¢ne, a u drugih T-stani¢ne biljege.
Medu najinteresantnijim radovima o ovoj temi su radovi Ku-
ppersa i suradnika.''® Molekularnom »single-cell« analizom
mutiranih imunoglobulinskih (Ig) 7 gena potvrdeno je da su
Hodgkinove i RS-stanice klon tumorskih stanica koje potjecu
iz promijenjenog germinalnog centra B-stanica koji je izgubio
sposobnost ekspresije antigenskih receptora. Iz opisanog proiz-
lazi nasa sljedeca hipoteza. Kako se od same pojave bolesti
molekularno pratio istovjetni klon B-limfocita, postoji mogu¢-
nost da se KLL u zacetku prezentirala kao Richterov sindrom
s obiljezjima Hodgkinova limfoma, odnosno perifernom lim-
fadenopatijom bez limfocitoze. Ova je hipoteza zanimljiva i s
obzirom na nedovoljno razjasnjen nalaz bioptata kostane srzi
iz vremena dijagnoze koji pokazuje nodularne infiltrate malih
limfocita, ali bez nalaza Hodgkinovih ili RS-stanica. Nakon
primijenjene kemoterapije doslo je do remisije. Nakon vise
od godinu dana isti se klon B-limfocita javlja u perifernoj krvi
(slika 3, 4) s progresijom limfocitoze, sada u tipicnom obliku
za KLL. Za potvrdu navedene hipoteze potrebno bi bilo odre-
diti genotip RS i Hodgkinovih stanica. Istovjetna genska struk-

tura navedenih stanica i B-limfocita potvrdila bi teoriju o raz-
licitim klinickim oblicima jedne te iste bolesti.
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