BOLESTI KRVOTVORNOG SUSTAVA – DIJAGNOSTIČKI PRISTUP 
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I. KRVOTVORNI SUSTAV

Stvaranje krvotvornih funkcionalno sposobnih i zrelih stanica započinje zajedničkom pluripotentnom matičnom stanicom. Točan izgled i fenotip te matične stanice se još uvijek potpuno ne zna. One su veličine malog  do srednje velikog limfocita. Na svojoj površini ispoljavaju CD34 biljeg. Iz tih stanica diferencijacijom nastaju stanice limfoidnog (T i B limfociti, stanice pridodne ubice /NK/) i mijelodinog sustava (eritrociti, granulociti, monociti/makrofagi, trombociti). U koštanoj srži nalaze se i nezrelije stanice tzv. mezenhimalne matične stanice. Te stanice se u kulturi diferenciraju u mišićno tkivo, kost, endotel krvnih žila, masne stanice i vezivno tkivo. Novija istraživanja u čovjeka i u životinja su pokazala da se nakon transplantacije krvotvornih matičnih stanica davateljeve stanice mogu diferencirati i stvarati tkiva kao što su živčano tkivo, jetra i mišićno tkivo. To svojstvo matičnih stanica da stvara različita tkiva i organe naziva se plastičnost matičnih stanica. 

Mehanizam diferencijacije matičnih krvotvornih stanica u mijeloidne loze i stvaranje  eritrocita, granulocita, megakariocita i drugih mijelopoetskih stanica završava stvaranjem   usmjerenih matičnih stanica. One gube sposobnost diferencijacije pa se dalje mogu  razvijati u jednu hematopoetsku lozu, tj. u onu u koju su se diferencirale. Postojanje matičnih stanica dokazuje se u in vitro kulturi. Izrazito nezrele krvotvorne matične stanice se ispituju u stromalnoj kulturi koštane srži ili dugotrajna kulturi, dok se diferenciranije zrelijih matičnih stanica ispituje u polukrutim medijima u granulocitno-eritrocitno-monocitno-megakariocitnoj kulturi (CFU-GEMM), u granulocitno-monocitnoj kulturi (CFU-GM), u primitivnoj eritroidnoj kulturi (BFU-E), u eritrocitnoj kulturi (CFU-E)  itd. Matične stanice posjeduju sposobnost samoobnavljanja, tako da svoj odjeljak održavaju relativno stalnim. Istodobno ove stanice pokazuju sposobnost proliferacije pa od jedne stanice kroz 20 dioba nastaje oko 106 zrelih krvnih stanica. 

Sazrijevanje, proliferaciju i diferencijaciju krvotvornih matičnih stanica kontrolira mikrookoliš u kojem su stanice smještene tj. stroma koštane srži. Stromu sačinjavaju adipociti, fibroblasti, retikulum stanice, endotelne stanice i makrofagi. Te stanice luče kolagen, glikoproteine (fibronektin i trombocpondin), hijaluronsku kiselinu i derivate hondroitina koji tvore ekstracelularni matriks strome. Stromalne stanice luče niz faktora rasta koji reguliraju i kontroliraju funkciju krvotvornih matičnih stanica. Faktori rasta su glikoproteini. Njihov učinak posredovan je preko receptora koji se nalazi na površini ciljnih matičnih stanica. Stanice koje najvećim djelom stvaraju faktore rasta su stromalne stanice, monociti/makrofagi i T-limfociti.  Danas je poznat veliki broj faktora rasta koji djeluju na različitim razinama zrelosti matičnih stanica. Slika 1. prikazuje regulaciju mijelopoeze faktorima rasta a tablica 2 faktore rasta i njihove ciljne matične krvotvorne stanice. Jedan od scenarija stimulacije krvotvornog mijelopoetskog sustava bio bi: pod utjecajem toksina, stranih tvari i antigena aktiviraju se monociti i T limfociti koji stvaraju interleukin-1 (IL-1) i faktor nekroze tumora (TNF). Ti faktori stimuliraju stromalne stanice na sintezu i pojačano lučenje brojnih faktora rasta zbog čega dolazi do ubrzanog i povećanog stvaranja stanica određene krvotvorne loze. Faktor matičnih stanica (SCF) i Flt ligand aktiviraju pluripotentnu matičnu stanicu. Aktivacija znači ispoljavanje odgovarajućih receptora što ju čini reaktivnom na stimulaciju tim faktorima rasta.     

Tablica 1. Faktori rasta koji kontroliraju matične krvotvorvorne stanice 

	MATIČNE STANICE 
	POTREBAN FAKTOR RASTA



	Pluripotentna matična stanica

CFU-GEMM

CFU-GM

CFU-G

CFU-M

CFU-Meg

BFU-E

CFU-E


	SCF, Flt-ligand

IL-3, IL-6, GM-CSF

G-CSF ili M-CSF + GM-CSF, IL-3

G-CSF + GM-CSF, IL-3

M-CSF + GM-CSF, IL-3

Trombopoetin + GM-CSF, IL-3

Eritropoetin + GM-CSF, IL-3

Eritropoetin + GM-CSF, IL-3 
























Slika 1. Organizacija krvotvornog sustava i njegova regulacija

IL-3 je faktor koji djeluje na vrlo ranu multipotentnu mijeloidnu matičnu stanicu. Slično djeluje i GM-CSF ali na nešto zrelijoj razini od IL-3. Faktori G-CSF i trombopoetin osim što djeluju u kasnijoj fazi na usmjerene matične stanice (vidi sliku 1.) pojačavaju i povećavaju učinak Flt-L, IL-3 i GM-CSF na primitivne krvotvorne matične stanice. Upravo faktori Flt-L, IL-3 i GM-CSF održavaju odjeljak nezrelih mijeloidnih matičnih stanica. Iz tih stanica nastaju usmjerene matične stanice koje pod utjecajem kasnodjelujućih faktora rasta kao što su G-CSF, eritropoetin, trombopoetin, M-CSF i IL-5 potiču stvaranje određene mijelopoetske loze. Ovisno o potrebama organizma stvarati će se u slučaju infekcije granulociti i  monociti (G-CSF i M-CSF), krvarenja ili hipoksije  eritrociti (eritropoetin) , trombocitopenije trombociti(trombopoetin) itd. U zaključku treba naglasiti da faktori rasta stimuliraju proliferaciju uz istodobnu stimulaciju diferencijacije i sazrijevanja, spriječavaju programiranu smrt matičnih stanica i djeluju na funkcionalnu sposobnost zrelih krvotvornih stanica.  

II. BOLESTI CRVENE KRVNE LOZE

1. ERITROCITOPOEZA – MEHANIZMI FUNKCIJE I KONTROLE 

Svaki se dan u odrasla čovjeka stvara oko 1012 novih eritrocita unutar dobro kontroliranog procesa eritrocitopeze u koštanoj srži.  Iz pluripotentne matične stanice diferencijacijom nastaje multipotentna mijeloidna matična stanica (CFU-GEMM), potom primitivna eritroidna matična stanica (BFU-E) i konačno usmjerena zrela erritroidna matična stanica (CFU-E). Iz ove stanice nastaje prva morfološki prepoznatljiva stanica eritrocitne loze pronormoblast. Iz pronormoblasta procesom diobe i sazrijevanja nastaju zrele stanice eritroidne loze eritrociti i retikulociti. U procesu eritrocitopoeze uz proliferaciju tih stanica odvija se i proces sazrijevanja koji se očituje stvaranjem  sve veće količine hemoglobina u citoplazmi (citoplazma postaje sve ružičastija), sve više gubi RNA, a jezgrin kromatin postaje sve kondenziraniji. Konačno se jezgra izbacuje iz stanice (u stadiju eozinofilnog eritroblasta), pa nastaje retiklocit koji još sadrži nešto ribosomske RNA i stoga mogućnost sinteze hemoglobina Osnovni regulator eritrocitopoeze je hormon eritropoetin, glikolizirani polipeptid sastavljen od 165 aminokiselina, molekularne mase od 30400. Oko 90% hormona stvaraju peritubularne intersticijske stanice bubrega, dok se ostalih 10% stvara uglavnom u jetri. Anemična hipoksija je najvažniji stimulus u bubregu za sintezu eroitropoetina. Eritropoetin povećava broj prethodnih usmjerenih matičnih stanica eritroidne loze (BFUE  i CFUE). Te stanice proliferiraju, diferenciraju i počinju sintezu hemoglobina.

Temeljna funkcija eritrocita je prijenos kisika u tkiva i ugljičnog dioksida iz tkiva u pluća. Za prijenos eritrocit posjeduje hemoglobin. Svaki eritrocit sadrži oko 640 milijona molekula hemoglobina, a svaka molekula odraslog tzv. hemoglobina A sastoji se od 4 polipeptidna lanca (α2β2). Svaki od tih lanaca sadrži po jednu hem grupu. Uz ovaj hemoglobin u odrasle osobe nalaze se male količine i hemoglobina A2 (α2δ2) i hemoglobina F (α2γ2). U fetalnom razdoblju dominira hemoglobin F a pomak prema sintezi adultnog hemoglobina odigrava se 3-6 mjeseci nakon poroda. Hem nastaje povezivanjem protporfirina s željezom (Fe2+). Na željezo hema se veže kisik i tako se prenosi u tkiva. Za svoju funkciju eritrocit namiče energiju unutar Embden-Mayerhofovog ciklusa. Po molekuli glukoze stvaraju se dvije molekule ATP.  Unutar ovog ciklusa stvara se i reducirani koencim NADH i metabolit 2.3 difosfoglicerat (2,3-DPG). NADH je koenzim enzima methemoglobin reduktaze (reducira funkcionalno manje vrijedan methemoglobin s trovalentnim željezom u funkcionalno aktivni  reducirani hemoglobin s dvovalentnim željezom). Metabolit 2,3-DPG je važan regulator afinteta hemoglobina za kisik. Promjenom koncentracije ovog metabolita mijenja se i afinitet vezanja kisika za hemoglobin što ima neposrednog utjecaja na količinu otpuštenog kisika tkivima. Visoke koncentracije značajno smanjuju afinitet vezanja kisika pa na venskom kraju zbog vrlo malog parcijalnog tlaka kisika veća će se količina kisika otpustiti nego što je to slučaj kod normalne koncentracije 2,3-DPG. Unutar ciklusa heksoza monofosfat puta nastaje reducirani koenzim NADPH, koji je vezan uz metabolit glutation. Tim mehanizmom se održavaju sulfhidrilne (SH) skupine u aktivnom reduciranom obliku, a  ovaj koenzim kao i NADH služi u procesu redukcije hemoglobina drugim enzimom methemoglobin redukatazom u funkcionalno aktivni oblik.        

ANEMIJE

Uvod

Anemija je jedna od najčešćih bolesti ili bolje rečeno bolesnih stanja u medicini. Anemija se može javiti ili kao bolest ili što je češće kao znak ili simptom brojnih bolesti. Bez obzira kako nastaje i čime je uzrokovana njena definicija je uvijek ista: to je  stanje  smanjenog broja eritrocita u perifernoj krvi. Manjak eritrocita i anemiju najbolje se može odrediti mjerenjem mase eritrocita pomoću izotopske metode razrijeđenja. Međutim takav način određivanja je vrlo neprikladan i skup, pa se u rutinskom radu pribjegava puno praktičnijim i jednostavnijim postupcima kao što su određivanje koncentracije hemoglobina, hematokrita i broja eritrocita:

· Određivanjem koncentracije hemoglobina mjeri se pigment koji služi kao glavni prenositelj kisika u krvi. Koncentracija hemoglobina se izražava u gramima na litru pune krvi (g/L);

· Hematokrit predstavlja postotak volumena pune krvi koji zauzimaju eritrociti;

· Ukupni broj eritrocita je određen brojem eritrocita u jedinici pune krvi. Broj eritrocita se izražava u milijonima eritrocita na μL pune krvi.

U tablici 2. navedene su referentne vrijednosti krvne slike,  temeljnih testova koji u kliničkoj medicini najbolje određuju prisustvo odnosno odsustvo anemije. Prema SZO anemija je određena koncentracijom hemoglobina. U muške osobe anemija je prisutna ako je hemoglobin  <130 g/L, a u  ženske osobe ako je hemoglobin  <120 g/L.  Navedene "normalne" vrijednosti u tablici i njihov raspon nose u sebi određene nepreciznosti. Anemiju ima i oko 2.5% osoba iako su njihove vrijednosti unutar predviđenog normalnog raspona. Pošto je raspon vrlo širok muška osoba može izgubiti i do 15% mase eritrocita (hemolizom ili krvarenjem) a da je hematokrit još uvijek unutar referentnih vrijednosti. 

Koncentracija sva tri mjerna parametra crvene krvne slike ovisi o odnosu eritrocitne mase i plazme. To znači da će im vrijednosti biti niže ako je eritrocitna masa smanjena u odnosu na plazmu ili ako je plazma povećana u odnosu na eritrocitnu masu. Npr. u trudnice se eritrocitna masa pri kraju trudnoće povećava za oko 25% a plazma za oko 50% što ima za posljedicu smanjenje koncentracije hemoglobina, hematokrita i broja eritrocita, iako je apsolutna masa eritrocita povećana. U izrazito dehidriranog bolesnika s anemijom laboratorijski znaci anemije biti će uočljivi tek nakon korekcije manjka plazme. Osobe koje žive na visinama, te pušači koji su davatelji krvi imaju u prosjeku više vrijednosti hemoglobina i hematokrita od ostale zdrave populacije.

Dijagnostika anemija

Dva su temeljna pristupa dijagnostici anemija. Prvi, kinetički pristup polazi i nastoji utvrditi mehanizam koji je doveo do anemije i drugi morfološki pristup koji dijeli anemije s obzirom na veličinu srednjeg volumena eritrocita (MCV) i retikulocitnog odgovora. 

Kinetički pristup: Anemija se može javiti zbog jednog od tri neovisna mehanizma: smanjeno stvaranje eritrocita, ubrzano propadanje eritrocita  i gubitak eritrocita. 

Smanjeno stvaranje eritrocita: Tijekom 24 sata u normalnim bazalnim uvjetima 1% ukupne mase eritrocita propada i zamjenjuje se novostvorenim eritrocitima iz koštane srži. Anemija će se javiti ako koštana srž ne stvori potrebnu količinu eritrocita koja će nadomjestiti stanice koje propadaju zbog starosti. Ovaj tip anemije se zove anemija zbog smanjene efektivne eritrocitopoeze ili hipoproliferativna anemija a može nastati zbog: 1. nedostatka Vit. B12, folne kiseline ili željeza; 2. primarne bolesti koštane srži kao što su aplastična anemija, izolirana aplazija crvene loze, sindrom mijelodisplazije i infiltracija tumorom; 3. Niska razina trofičkih hormona koji stimuliraju stvaranje eritrocita kao što je eritropoetin u kroničnom bubrežnom zatajenju, hormon štitnjače i androgeni. Stoga je ovaj tip anemije posljedica slabosti koštane srži da održi svoju funkciju i nadomjesti potrebnu bazalnu količinu eritrocita koja fiziološki propada.

Povećano propadanje eritrocita:  Eritrociti u prosjeku žive oko 120 dana. Život eritrocita koji je kraći od 100 dana govori za ubrzano propadanje ili hemolizu eritrocita. Anemija će se javiti u trenutku kada koštana srž više nije u mogućnosti da nadomjesti oko 5% eritrocitne mase dnevno. U tom času duljina života eritrocita iznosi oko 20 dana, a   koštana srž maksimalno kompenzira hemolizu i stvara pet puta više eritrocita nego u bazalnim uvjetima. Ovaj se tip anemije naziva hemolitička anemija.

Gubitak eritrocita: Gubitak krvi odnosno eritrocita je najčešći uzrok anemije. Krvarenje se može očitovati kao: 1. Klinički jasno krvarenje zbog traume, melene, hematemeze ili menometroragije; 2. Okultno krvarenje kakvo se vidi kod raka ili polipa debelog crijeva; 3. Iatrogeni tip krvarenja zbog čestih venepunkcija za dijagnostičke pretrage, nakon opetovanih dijaliza ili prečestih darivanja krvi i krvnih pripravaka.

Morfološki pristup:  Temeljem veličine eritrocita anemije se također mogu podijeliti u nekoliko skupina (tablica 3.). Danas se pomoću automatskih brojača stanica može vrlo precizno odrediti veličina eritrocita. Brojači mogu u vrlo kratkom vremenu izmjeriti MCV na uzorku više milijona eritrocita. Uz srednju vrijednost automatski brojači pokazuju i  odstupanje od te vrijednosti. To je koeficijent varijacije eritrocitnog volumena, i   u biti je  standardna devijacija krivulje raspodjele eritrocitnog volumena koja se izražava kao postotak MCV, a naziva se distribucijska širina eritrocita (RDW – engl. red cell distribution width). Povećanje ove vrijednosti govori za prisustvo stanica različitih veličina. No takav nalaz nema veće dijagnostiške vrijednosti. Tablica 2. prikazuje podjelu anemija prema veličini eritrocita. 

Makrocitna anemija: Temeljna značajka makrocitnih anemija je povećani MCV iznad 100 fL. Povećani MCV pokazuju retikulociti. Stoga svako ono stanje  koje dovodi do izrazito povećanog broja retikulocita istodobno će se očitovati i  makrocitozom. Poremećaj sinteze nukleinskih kiselina u nezrelim prethodnim stanicama eritroidne loze uzrokuje pojavu makrocitoze. Ovaj poremećaj je redovit u stanjima manjka folne kisleine i vitamina B12, ili nakon primjene lijekova antimetabolita koji interferiraju sa sintezom nukleinskih kiselina kao što su hidroksiureja, citarabin  i zidovudin. Poremećaj u sazrijevanju eritrocita u bolesnika s mijelodisplazijom i akutnom leukemijom može dovesti do pojave makrocitoze. Usto makrocitoza se javlja kao posljedica prekomjernog uživanja alkohola, bolesti jetre i štitnjače. Treba naglasiti da je makrocitna anemija čest problem u ordinaciji opće prakse, posebice u starijih osoba. Makrocitoza se opaža u oko 2-4% pregledanih bolesnika, a u starijih osoba i do 6%.  Tablica 3. prikazuje Bolesti i stanja koja uzrokuju makrocitozu. 

Tablica 3: Podjela anemija prema veličini eritrocita
	SNIŽENI MCV (MCV < 80 fL – MIKROCITNA ANEMIJA)

     SIDEROPENIČNA ANEMIJA 

     TALASEMIJA

     ANEMIJA KRONIČNE BOLESTI (kasna faza – rijetko)

     SIDEROBLASTIČNA ANEMIJA (kongenitalna, olovo, alkohol, lijekovi – rijetko)

     DEFICIT BAKRA, OTROVANJE CINKOM (iznimno rijetko)



	NORMALNI MCV (MCV 80 – 100 fL – NORMOCITNA ANEMIJA)

     AKUTNI GUBITAK KRVI

     SIDEROPENIČNA ANEMIJA (rana faza bolesti)

     ANEMIJA KRONIČNE BOLESTI (infekcije, upale, zloćudni tumori)

     SUPRESIJA KOŠTANE SRŽI (može biti i makrocitna)

          Mijeloftizična anemija (infiltracija koštane srži stranim stanicama)

          Izolirana aplazija crvene loze

          Aplastična anemija

     KRONIČNO ZATAJENJE BUBREGA

     ENDOKRINOLOŠKI POREMEĆAJI

          Hipotireoza

          Hipopituitarizam



	POVEĆANI MCV (MCV > 100 fL – MAKROCITNA ANEMIJA)

      INTOKSIKACIJA ETANOLOM

      DEFICIT FOLNE KISELINE

      DEFICIT VITAMINA B12

      SINDROM MIJELODISPLAZIJE

      AKUTNE MIJELOIČNE LEUKEMIJE (npr. eritroleukemija)

      POVEĆANI BROJ RETIKULOCITA

           Hemolitička anemija

           Odgovor na gubitak krvi (akutno, obilno krvarenje)

           Odgovor na liječenje (željezo, B12, folati)

     LIJEKOVIMA UZROKOVANA ANEMIJA (hidroksiurea, zidovudin, citostatici)

     BOLESTI JETRE




Tablica 4. Najčešći uzroci makrocitoze

	POREMEĆAJ METABOLIZMA DNA

           Deficit vitamina B12

           Deficit folne kiseline

           Lijekovi:

                Hidroksiurea

                Zidovudin

                Citarabin

                Metotreksat

                Azatioprin 

                6-merkaptopurin

                Kladribin



	POMAK PREMA NEZRELIM OBLICIMA ERITROCITA ILI «STRES ERITROCITOZA»

              Retikulocitoza

              Djelovanje eritropoetina

              Aplastična anemija

              Izolirana aplazija crvene loze

               

	PRIMARNA BOLEST KOŠTANE SRŽI

              Sindrom mijelodisplazije

              Kongenitalna diseritropoetična anemija

              Leukemija velikih granuliranih limfocita



	POREMEĆAJI LIPIDA

              Bolesti jetre

              Hipotireoza

              Hiperlipidemija



	MEHANIZAM NEPOZNAT

              Intoksikacija alkoholom

              Multipli mijelom i druge bolesti plazma stanica




Mikrocitna anemija: U mikrocitne anemije MCV je snižen i obično je ispod 80 fL (tablica 2.). Mikrocitoza u biti predstavlja sniženu količinu hemoglobina u eritrocitu, te je obično praćena sniženjem vrijednosti MCH i MCHC, indeksa koji određuju srednju koncentraciju hemoglobina u eritrocitu. U razmazu periferne krvi temeljna morfološka značajka je hipokromija. Mikrocitna anemija je uzrokovana nedostatkom ili manjkom željeza (sideropenična anemija, anemija kroničnog infekta), rijetko nedostatkom bakra), poremećajem sinteze hema (otrovanje olovom, te kongenitalna i stečena sideroblastična anemija) i  smanjenom sintezom globina (talasemija i druge hemoglobinopatije). 

Normocitna anemija: U normocitne anemije vrijednost MCV je u normalnim granicama i kreće se od 80 – 100 fL.  U ovu skupinu ubraja se iznimno veliki broj anemija različitog uzroka i nastanka (tablica 2.). Dio njih se može svrstati u druge morfološke skupine ako se detaljno pregleda razmaz periferne krvi, koji može pokazivati značajke ranog tipa bilo mikrocitne bilo makrocitne anemije. 

DIJAGNOSTIČKI PRISTUP U BOLESNIKA S ANEMIJOM 

Pristup bolesniku s anemijom polazi od postupnika koji je naveden u slici 2. Uz osnovne anamnestičke i fizikalne pokazatelje važno je racionalnim i logičkim pristupom dokazati odnosno isključiti one tipove anemije koji se često javljaju. Zato  laboratorijsko ispitivanje počinje pretragama krvne slike koja uključuje određivanje broja eritrocita, koncentracije hemoglobina i hematokrit, izračunavanje eritrocitnih indeksa i broja retiklocita. U širem smislu zbog jednostavnosti i brzine samog postupka gotovo istodobno se određuje broj leukocita, diferencijalna bijela krvna slika i broj trombocita. Pregled razmaza periferne krvi treba obaviti iskusan citomorfolog kako bi uočio mnoge dijagnostički vrijedne promjene koje mogu inače manje iskusnom morfologu proći nezapaženo. Usto mnogi automatski brojači određuju RDW kao mjeru anizocitoze ili varijacije u veličini stanica. No ovaj indeks ima svoja ograničenja posebice stoga  što ne ukazuje koji je razlog promjene u veličini stanica ili kakav je oblik tih stanica. Neki brojači mogu ukazati na postojanje mikrocitoze ili hipokromije što se jednostavnije može lagano utvrditi  pregledom razmaza krvi. 

Eritrocitni indeksi su važni pokazatelji u anemiji. Vrijednosti MCH i MCHC sukladni su s dijagnostičkim pokazateljima koji se dobiju određivanjem MCV (veći odnosno manji eritrociti obično pokazuju  veću ili manju vrijednost MCH). Upravo MCV je kritični faktor koji određuje morfološku podjelu anemija (vidi  tablicu 2.).Vrijednosti MCV koje su veće od 115 fL uvijek govore za megaloblastičnu anemiju zbog deficita vitamina B12 ili folne kiseline. Snižene vijednosti MCH i MCHC najčešće se opisuju u sideropenije i talasemija. Povećane vrijednosti MCHC nalaze se isključivo u  sferocitoze ili eritrocita koji su dehidrirani. 

Broj retikulocita pretraga je koja omogućuje razlikovanje nekoliko podskupina anemija. Retikulociti se mogu izraziti kao postotak od ukupne eritrocitne mase, mogu se izračunati kao apsolutni broj ili se mogu izraziti kroz retikulocitni indeks stvaranja. Pomoću postotka moguće je anemiju vrlo brzo svrstati u jednu od kinetičkih podskupina. Referentne vrijednosti broj retikulocita se kreću od 5-15‰. Anemija sa normalnim ili sniženim brojem retikulocta govori za anemiju sa smanjenim stvaranjem eritrocita u koštanoj srži. Te se anemije ubrajaju u veliku skupinu hipoproliferativnih anemija. Anemija s povećanim brojem retikulocta govori za hemolitičku anemiju ili anemiju zbog gubitka krvi. No retikulociti određeni postotkom samo su test probiranja, jer nas rezultat postotka retikulocita može zavarati. Kako bi se povećala osjetljivost i točnost ovog testa uveden je test apsolutnog broja retikulocita.
Slika 2. Dijagnostički postupnik u bolesnika s anemijom 


























 

U odraslih osoba s normalnim brojem eritrocita (5.000.000), 5-15‰ stanica su retikulocti, tj. njihov apsolutni broj iznosi 25.000 – 75.000. U bolesnika s teškom anemijom (Hb 60 g/L, HTC 18%, i broj E od 2.000.000) broj retikulocita iznosi 30‰, što obzirom na referentne vrijednosti (10±5) izgleda kao povećana vrijednost. Međutim tek apsolutni broj retikulocita (60.000 unutar normalnih referentnih vrijednosti) pokazuje da je broj retikulocta normalan a ne povećan. Pri procjeni broja retikulocita treba također voditi računa i o još jednom pokazatelju.  Nakon što iz prethodne nezrele stanice eozinofilnog eritroblasta završi proces ekstruzije jezgre, novonastala stanica, retikulocit, zadržava svoje tipične karakteristike oko 4 dana, od čega tri dana provodi u koštanoj srži a  jedan dan u perifernoj krvi. Pojačano lučenje eritropoetina kao kompenzatorni odgovor na anemiju će ubrzati sazrijevanje eritrocita, te uzrokovati puno brži pomak retikulocita iz koštane srži u perifernu krv.  Zbog toga retikulociti često mogu provesti i do 2.5 dana u perifernoj krvi, što ima za posljedicu dvostruko povećanje broja retikulocita bez ikakvog povećanja stvaranja eritrocita (Slika 3.). 









Slika 3. Kao odgovor na pogoršanje anemije eritropoetin stimulacijom potiče da  retikulociti brže napuštaju koštanu srž, tj. iz koštane srži izlaze "nezreliji" retikulociti. Zbog toga je vrijeme sazrijevanja retikulocita u perifernoj krvi produljeno i može trajati i do 2.5 dana (desni dio slike). 

Kako bi se što objektivnije utvrdila veličina odjeljka retikulocita kao mjera veličine eritrocitopoeze danas se često koristi korigirani apsolutni broj retikulocita koji je jednak apsolutnom broju retikulocita podijeljenom s vremenom sazrijevanja retikulocita (u danima). 

Tablica 5. Uzročna podjela hemolitičkih anemija

	EKSTRAVASKULARNA RAZGRADNJA ERITROCITA

      Unutarnji defekt eritrocita:

             Deficit enzima (G6PDH, PK)

             Hemoglobinopatije (anemija srpastih stanica, talasemije, nestabilni hemoglobini)

             Deficit membrane (hereditarna sferocitoza, eliptocitoza)

      Vanjski defekt eritrocita:

             Bolesti jetre

             Hipersplenizam

             Infekcije (malarija, bartonela)

             Oksidativne tvari (dapson, nitriti, anilinske boje)

             Druge tvari (olovo, ubod insekta ili zmije)

             Mikroangiopatska (DIK, TTP-HUS)

             Autoimuna hemolitička anemija (topla ili hladna antitijela, lijekovi)

             Infuzija intravenoznog imunoglobulina

             Leukemija velikih granuliranih limfocita

             

	INTRAVASKULARNA RAZGRADNJA ERITROCITA

             Mikroangiopatija (npr. aortna stenoza, biološka valvula)

             Transfuzijska reakcija (inkompatibilnost ABO sustava)

             Infekcije (klostridija sepsa, teška malarija)

             Paroksizmalna hemoglobinurija na hladnoću

             Paroksizmalna noćna hemoglobinurija

             Nakon intravenske primjene Rho(D) imunoglobulina

             Nakon intravenske primjene hipotoničnih otopina

             Ujed zmije




Indeks stvaranja retikulocita (RPI) još je jedna praktična mjera retikulocitnog odgovora. Tim se indeksom istodobno korigiraju dva problema broja retikulocita: prvo je stupanj prisutne anemije (izražava se na HTC od 45) i drugo je život retikulocita u  perifernoj krvi (umjesto jedan uzima se dva dana).  Jednadžba je:

RPI  =  Rtc(%) x (HCT : 45) x (1 : 2)

Normalna vrijednost RPI iznosi oko 1.0. Kada su vrijednosti 2.0 i iznad nalaz govori za izraziti i dobar odgovor koštane srži stvaranjem retikulocita. Ako se dokaže izraziti porast broja retikulocita bez znakova gubitka krvi treba svakako isključiti hemolitičku anemiju (tablica 5.)

Razmaz periferne krvi: Razmaz periferne krvi može otkriti vrlo vrijedne pokazatelje koji su važni u dijagnostici pojedinih anemija posebice hemolitičkih (tablica 4.). Ovdje su navedene samo najčešće i najtipičnije morfološke promjene. Hipersegmentacija neutrofilnih granulocita posljedica je poremećaja u sintezi DNA i često prati deficit folne kiseline i vitamina B12. Uz eritrocite makroovalocite nađe se hipersgmentacija jezgara ganulocita koja je određena prisustvom >5% granulocta s pet i više segmenata i/ili prisustvom jednog ili više neutrofilnih granulocita sa šest i više segmenata. Eritrociti s jezgrom tj. eritroblasti se normalno ne nalaze u perifernoj krvi. Njihovo prisustvo upućuje na hemoglobinopatije (anemija srpastih stanica, talasemija), hemolitičke anemije nakon splenektomije, te mijeloftizične anemije zbog potiskivanja normalnog krvotvornog tkiva zloćudnim tumorskim tkivom. Automatski brojači stanica ne moraju prepoznati neke važne dijagnostičke morfološke pokazatelje razmaza periferne krvi kao što su fragmentacija eritrocita (eritrociti poput šljema) u mikroangiopatske hemolitičke anemije, mikrosferocite u autoimunehemolitičke anemije i hereditarne sferocitoze,  eritrocite poput suze u mijelofibroze. Razmaz periferne krvi predstavlja temeljni dijagnostički pristup u brojnih nasljednih hemolitičkih bolesti kao što su hereditarna sferocitoza (mikrocferociti), hereditarna eliptocizoza (eliptociti), hereditarna akantocitoza (akantociti), talasemija (eritrociti poput cilja – target eritrociti), anemije srpastih stanica (drepanociti) i mnogi drugi. 

Prema tome kada se utvrdi anemija nastojanja su da se dokaže morfološka karakteristika i kinetički tip anemije. Već takav pristup određuje i dijagnostički postupak. Važno je naglasiti da je neophodno stalno pratiti razinu i težinu izraženosti anemije određivanjem E, Hb, HTC i Rtc. Brzi pad vrijednosti eritrocita u slučaju da nema retikulocita govori za aplaziju. S druge strane brzi pad eritrocita uz povećane retikulocite ukazuje na akutnu hemolitičku anemiju ili gubitak krvi.

Mikrocitna anemija zbog manjka željeza kao česta anemija i veliki javnozdravstveni problem zahtijeva dodatno objašnjenje kada je riječ od dijagnostičkom pristupu. Kod sideropenije treba uvijek imati na umu da anemija nije bolest već znak kroničnog manjka željeza (kronično krvarenje, povećane potrebe, smanjeni unos). S laboratorijskog stajališta važno je točno odrediti i pratiti stupanj deficita željeza u organizmu (tablica 6.) Iz tablice je vidljivo kako se deficit povećava i sve je teži tako se mijenjaju laboratorijski pokazatelji tj. smanjuje se koncentracija željeza u serumu, saturacija transferina i koncentracija feritina (manjak odnosno nedostatak željeza u rezervama).  Istodobno raste količina slobodnog transferina, kao i protoporfirina u stanicama eritrocita. Citokemijskim bojanjem željezo se ne može dokazati u stanicama mononuklearno/makrofagnog sustava u koštanoj srži. Ako i dalje traje uzrok gubitka odnosno manjka željeza postupno se razvija tipična mikrocitna, hipokromna anemija s drugim kliničkim pokazateljima manjka željeza (krhki nokti, upala sluznice usne šupljine i dr.).  

Koštana srž (Slika 2) obično ne daje previše dodatnih dijagnostičkih informacija. Pojačana eritrocitopoeza ukazuje na dobar odgovor koštane srži na anemiju. Nekad prije vrlo popularno bojanje koštane srži na prisustvo željeza (potpuni nedostatak željeza u slučaju sideropenične anemije) danas se praktički ne koristi jer se dijagnoza sideropenije postavlja određivanjem željeza, transferina i feritina u serumu. Najvažnija indikacija za punkciju koštane srži je pancitopenija ili prisustvo mladih oblika mijeloidne loze u perifernoj krvi npr. blasta.

Tablica 6. Laboratorijske osobitosti manjka željeza u organizmu 

	
	Normala    Deficit Fe          Deficit Fe                Deficit Fe

                bez anemije  uz blagu anemiju   uz izrazitu anemiju



	Željezo u stanicama

koštane srži

Serumsko željezo μg/dL

Transferin (TIBC)  μg/dL

Saturacija transferina (%)

Hemoglobin g/L

Morfologija eritrocita

Feritin  ng/ml

Protporfirin u eritrocitima

 ng/ml eritrocita

Druge tkivne promjene
	 2+/3+           Nema              Nema                      Nema

  60-150        60-150              < 60                         < 40

300-360      300-390          350-400                      > 410

 20-50              30                  < 15                         < 10

normalan     normalan         90-120                      60-70

normalna     normalna     hipokromija   hipokromija/mikrocitoza

40-200            < 20                < 10                         0-10

30-70              30-70              > 100                    100-200

Nema            Nema              Nema                    epitel/nokti 

       


U tih se bolesnika najčešće dijagnosticira aplastična anemija, sindrom mijelodisplazije, akutna leukemija i mijeloproliferativne bolesti, kao i potiskivanje koštane srži zloćudnim tumorom. Pregled koštane srži može imati dijagnostičku vrijednost u slijedećih stanja i bolesti:  megaloblastična eritrocitopoeza (deficit folata i vitamina B12), nedostatak prethodnih nezrelih stanica eritroidne loze (izolirana aplazija crvene loze), vakuolizacija prethodnih nezrelih stanica eritroidne loze (alkoholom ili nekim lijekovima uzrokovana), povećan broj sideroblasta i prstenastih sideroblasta (sideroblastične anemije). 

Tek kada se dokaže tip anemije indiciran je etiološki dijagnostički pristup, tj. potrebno je utvrditi uzrok megaloblastične, mikrocitne normocitne i hemolitičke anemije. Tijekom dijagnostičkog postupnika utvrđivanja tipa anemije u određenog broja bolesnika će se utvrditi etiologija pa etiološki pristup neće biti potreban (npr. pregledom razmaza periferne krvi i koštane srži dovoljan je dijagnostički test za mnoge nasljedne hemolitičke anemije i bolesti koštane srži). U bolesnika u kojih se uzrok anemije ne utvrdi potrebna je daljnja ciljana etiološka obrada (npr. u hemolitičkih anemija Coombsov test, elektroforeza hemoglobina, aktivnost enzima u eritrocitu, Hamov test).
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ERITROCITOZE

Povećani broj eritrocita, koncentracije hemoglobina ili vrijednosti hematokrita iznad gornje referentne vrijednosti naziva se sindrom eritrocitoze, poliglobulija ili policitemija. Za eritrocitozu koja je posljedica mijeloproliferativne bolesti koristi se naziv prava policitemija.  Kako bi što bolje razumjeli mehanizme nastanka eritrocitoze, poliglobulije ili policitemije potrebno je vrlo kratko navesti neke od specifičnih mehanizama funkcije eritrocitopoeze i uloge eritropoetina u kontroli eritrocitopoeze. Oko 90% cirkulirajućeg eritropoetina u serumu stvara se u bubrezima kao odgovor na hipoksiju. 

Tablica 7.: Uzroci eritrocitoze 

	PRIMARNI PORAST ERITROPOETINA

      Zloćudni tumori koji luče eritropoetin

· karcinom bubrega

· hepatocelularni karcinom

· hemagioblastom

· fibromi uterusa

     Bolesti bubrega koje stvaraju eritropoetin

· nakon transplantacije bubrega



	SEKUNDARNI PORAST ERITROPOETINA

     Sekundarna hipoksemija zbog

· kronična plućna bolest

· desno-lijevi srčani šant

· izrazita debljina (Pickwickov sindrom)

· velike visine

· apnea spavanja

· poremećaj eritrocita 

hemoglobinopatije s povećanim afinitetom za kisik

nedostatak ili manjak 2,3-DPG mutaze

neki tipovi kongenitalne methemoglobinemije

· histotoksička hipoksija (npr. kobalt)

 

	PRIMARNI PORAST ERITROCITOPOEZE

     Policitemija rubra vera

     Mutacija eritropoetinskog receptora koja dovodi do njegove aktivacije




Hipoksija na razini bubrežnih stanica može biti posljedica smanjenja broja eritrocita (anemija), smanjene saturacije kisika (hipoksemija) ili oslobađanja kisika (povećani afintet hemoglobina za kisik). Stvaranje eritropoetina regulirano je mehanizmom povratne sprege, što znači kako raste stvaranje eritrocita pod djelovanjem eritropoetina, smanjiti će se npr. anemična hipoksija što će dovesti do smanjenog stvaranja eritropoetina. Manje eritropoetina rezultira slabijom stimulacijom eritrocitopoeze i manjom količinom stvorenih eritrocita i procesom negativne povratne sprege početni problem postupno se smanjuje i njegov učinak postupno prestaje i nestaje. S druge strane o eritropoetinu neovisna eritrocitopoeza kakva se nalazi kod policitemije rubre vere će suprimirati stvaranje endogenog eritropoetina pa će koncentracija eritropoetina biti snižena. U stanjima u kojima je pojačana eritrocitopoeza posljedica povećanog stvaranja eritropoetina (npr. zbog hipoksije ili tumora koji stvaraju eritropoetin), uz eritrocitozu obično se nalazi povećana koncentracija eritropoetina. Stanja koja su praćena eritrocitozom  su prikazana u tablici 7. 

Dijagnostički pristup

Uz anamnezu i fizikalni pregled laboratorijski dijagnostički postupnik prekazuje slika 4. Dijagnostika polazi od određivanja E, Hb i Htc, koji su obično povećani. Treba reći da se  normalnim vrijednostima smatraju sve one koje se nalaze unutar 95% raspona normalne populacije, što ne znači da su vrijednosti izvan tog raspona  patološke.  Povišeni broj eritrocita uz normalni hemoglobin i hematokrit, te sniženi MCV govori za heterozigotnu talasemiju. Ako uz porast broja eritrocita postoji istodobno porast leukocita i trombocita nalaz govori za policitemiju rubru veru. Dijagnostički pristup mogu pomoći i drugi laboratorijski pokazatelji kao povećani acidum uricum kod policitemije rubre vere, mikrohematurija koja upućuje na bolesti bubrega (karcinom bubrega), hiperglikemija i hiperkalemija za endokrine tumore a promjenjeni jetreni testovi posebice povećana alkalna fosfataza govore za hepatocelularni karcinom.

Slika 5. Dijagnostički postpupnik u eritrocitoza
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U tih je bolesnika potrebno načiniti rentgen srca i pluća da se dokaže ili isključi kardiopulmonalna bolest i procjeni potreba daljnje obrade radi dokaza mogućih arteriovenskih malformacija. Za dokaz apsolutne policitemije potrebno je potvrditi apsolutno povećanje mase eritrocitnog volumena. Masa eritrocitnog volumena se određuje nakon infuzije bolesnikovih vlastitih eritrocita koji su prethodno obilježeni izotopom, tzv. izotopskom metodom razrijeđenja. Volume plazme se određuje nakon infuzije izotopom označene otopine humanih albumina. Rezultat se izražava odvojeno kao volumen plazme i eritrocita te ukupni volumen krvi (volumen eritrocita + volumen plazme) u mililitrima na težinu bolesnika (ml/kg) ili površinu bolesnika (ml/m2). Iz jednadžbe moguće je izračunati volumen eritrocita (VE) ili plazme ako se odredi jedan od ova dva volumena i hematokrit iz krvi periferne vene:

Htc  = VE : /VE + Volumen plazme/       
No treba reći da je hematokrit u perifernim venama  za oko 8 do 11% niži od hematokrita u velikim krvnim žilama pa ovaj pristup ima samo značaj testa probiranja.

Iako je određivanje volumena plazme i eritrocita zlatni dijagnostički standard u eritrocitoza, on je iznimno zahtjevan i skup. Stoga u svakodnevnoj praksi može se zadovoljiti samo s vrijednosti hematokrita jer postoji visoka korelacija vrijednosti hematokrita i volumena mase eritrocita, pa samo u nejasnim stanjima treba pribjegavati testovima koji određuju masu eritrocita i plazme. Tablica 8. predočuje temeljne kriterije za dijagnozu policitemije rubre vere. 

Tablica 8. Kriteriji dijagnostike policitemije rubre vere

	GLAVNI KRITERIJI 

         POVEĆANA MASA ERITROCITA

              -  muški   ≥ 36 ml/kg

-  ženski  ≥ 32 ml/kg 

         NORMALNA ARTERIJSKA SATURACIJA KISIKA  ≥ 92%

         SPLENOMEGALIJA

 

	MALI KRITERIJI

         BROJ TROMBOCITA  > 400 X 109/L

         BROJ LEUKOCITA > 12 X 109/L

         ALKALNA FOSFATAZA U LEUKOCITIMA  > 100

         VITAMIN B12 U SERUMU 




Ako se i dalje ne utvrdi uzrok poliglobulije potrebno je isključiti izloženost ugljen monoksidu pa se određuje karboksihemoglobin u krvi.  Karboksihemoglobin veći od 5% govori za intoksikaciju ugljen monoksidom. Međutim dijagnoza je sigurna ako se nakon prestanka ekspozicije CO vrijednost hematokrita i broj E normalizira kroz 2-3 mjeseca. Ako se sumnja na hipoksiju predlaže se načiniti oksimetriju ili određivanje arterijske saturacije kisikom. Međutim ako i dalje nije jasan uzrok poliglobulije i ako je arterijski tlak kisika normalan predlaže se provesti mjerenje arterijske saturacija hemoglobina kisikom. Niska saturacija uz normalni tlak kisika govori za prisustvo povećane koncentracije karboksihemoglobina ili methemoglobina. Usto u oko 50% elforeza Hb nađe se patološki hemoglobin s povećanim afinitetom za kisik koji onda može objasniti poliglobuliju.
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BIJELE KRVNE STANICE

Leukociti, bijele krvne stanice dijele se u dvije velike skupine fagocite i imune stanice. Granulociti i monociti su predstavnici fagocita. Granulociti se dijele u tri tipa stanica neutrofilne, eozinofilne i bazofilne granulocite. 

Neutrofilni granulociti posjeduju jezgru sa 3-5 segmenata a u citoplazmi sadrže ružičasto-plavkaste i sivo-plavkaste granule. 

Iz matičnih krvotvornih stanica nastaju prethodne nezrele stanice granulocitne loze mijeloblasti, promijelociti i mijelociti koji predstavljaju mitotički odjeljak ove loze. Veliki broj nesegmentiranih i segmentiranih granulocita nalazi se u koštanoj srži kao rezervni (uskladišteni)  odjeljak.  U koštanoj srži nalazi se 10-15 puta više granulocita nego u perifernoj krvi.  Granulociti u krvi borave svega 6-10 sati i prelaze u tkiva gdje djeluju kao stanice-fagociti. U cirkulaciji postoje dva odjeljka granulocita  podjednake veličine tzv cirkulirajući odjeljak (koji uglavnom predstavlja broj leukocita u krvnoj slici) i rubni (marginalni) odjeljak (koji nije uključen u bijelu krvnu sliku). Granulociti u tkivima u prosjeku borave 4-5 dana.    

NEUTROPENIJE

Neutropenija je određena sniženim apsolutnim brojem granulocita (ABG) koji iznosi  < 1.5 x 109/L. Apsolutni broj granulocita dobije se iz ukupnog broja leukocita i relativnih postotaka segmentiranih i nesegmentiranih granulocita prema jednadžbi:

ABG =  Broj leukocita (x 109/L)  x % (seg. + neseg. granulocita) : 100

Neutropenija se temeljem izraženosti tj. manjka granulocita obično dijeli u blagu, umjerenu i tešku. Blaga neutropenija određena je apsolutnim brojem granulocita od 1.0 – 1.5 x 109/L, umjerena brojem 0.5 – 1.0 x 109/L , a teška granulocitopenija apsolutnim brojem granulocita < 0.5 x 109/L. Agranulocitoza je određena teškom granulocitopenijom kada je broj granulocita u krvi < 0.2 x 109/L. Povećani rizik za nastanak infekcije obično se javlja kada granulociti padnu ispod 1.0 x 109/L. Odnos broja granulocita te kliničke posljedice i pojava ozbiljnijih infekcija prikazuje tablica 9.

Uz naziv neutropenija u kliničkoj se medicine koriste i nazivlja granulocitopenije i leukopenija. No leukopenija ukazuje na smanjeni broj granulocita i limfocita a granulocitopenija na smanjeni broj neutrofilnih, eozinofilnih i bazofilnih granulocita. 

Tablica 9.: Stupanj neutropenije i rizik pojave infekcije 

	APSOLUTNI BROJ GRANULOCITA (x109/L)
	RIZIK POJAVE INFEKCIJE



	> 1,5 

1.0 – 1.5 

0.5 – 1.0 

< 0.5

< 0.2


	Nema rizika

Nema većeg rizika, infekcije se liječe

ambulantno 

Umjereni rizik pojave infekcije, koja se 

u pravilu liječi ambulantno

značajan rizik, infekcija se liječi 

bolnički parenteralnom primjenom

antibiotika.

Izrazito velik rizik nastanka infekcije, u slučaju vrućice bolesnika odmah 

hospitalizirati i intenzivno liječiti 

antibioticima  




Pristup izoliranoj neutropeniji je obično dvojak. Uz utvrđivanje uzroka neutropenije uvijek se nastoji razjasniti mehanizam njenog nastanka. Neutropenija može nastati zbog četiri temeljna mehanizma: smanjenog stvaranja, nedjelotvornog stvaranja, pomaka cirkulirajućih granulocita prema endotelu krvnih žila (rubnom odjeljku)  ili tkivnom odjeljku i zbog povećanog propadanja u perifernim tkivima. Međutim da bi se točno odredio mehanizam nastanka neutropenije potrebno je koristiti zahtjevne dijagnostičke tehnike koje se temelje na leukokinetičkim ispitivanjima, kulturi koštane srži i radionuklidnom obilježavanju granulocita periferne krvi. Te se tehnike obično koriste u istraživačkoj a puno manje u kliničkoj medicini. Stoga je daleko praktičniji dijagnostički pristup onaj koji se temelji na dokazu uzroka neutropenije koji dijeli neutropenije na nasljedne i stečene (tablica 10).

Tablica 10. PODJELA NEUTROPENIJA

	STEČENE

       Infekcije

          Bakterije, paraziti, Rikecije, virusi (hepatitis B, HCV, EBV, HIV)

       Bolesti kolagena

          Sustavni eritematodes, Feltyev sindrom

       Aktivacija komplementa

          Hemodijaliza, filtracija leukafereza, akutni respiratorni distres sindrom

       Lijekovima uzrokovane

          Klozapin, tionamidi, sulfasalazin

       Autoimune

          Benigna kronična neutropenija u djece i odraslih, sindrom velikih granuliranih      

          limfocita 

       Izoimuna neutropenija

       Transfuzijska reakcija

       Kronična idiopatska neutropenija

       Izolirana aplazija bijele krvne loze

       Hipersplenizam

       Poremećaj u prehrani

          Alkoholizam, deficit vitamina B12 i folne kiseline

       Bolesti koštane srži
          Postkemoterapija, hipoplazija (aplastična anemija, Fanconi anemija), sindrom

          mijelodisplazije, akutne i kronične leukemije

       

	KONGENITALNE

       Teška infantilna agranulocitoza

       Shwachman-Diamond-Oskijev sindrom

       Mijelokateksija/neutropenija s tetraploidnim granulocitima

       Ciklička neutropenija

       Chediak-Higashijev sindrom

       Retikularna disgeneza

       Kongenitalna diskeratoza




Stečene neutropenije: Najveći broj neutropenija su stečene i obično prate infekcije, primjenu lijekova ili imune poremećaje. Neutropenije u tijeku ili nakon infekcija su daleko najčešće neutropenije. Javljaju se uz brojne bakterijske, virusne i rikecijske infekcije kao i infekcije uzrokovane parasitima. U tim stanjima neutropenije su gotovo uvijek kratkotrajne i rijetko je prisutna sklonost sekundarnim infekcijama. Obzirom na mehanizam nastanka radi se o kompleksnoj neutropeniji. Kao mogući mehanizmi navode se redistribucija granulocita(manjak u cirkulirajućem odjeljku) sekvestracija i agregacija granulocita te uništavanje granulocita cirkulirajućim antitijelima. Nejteži oblik neutropenije opisan je uz infekcije hepatitis B virusom, Epstein Barrovim virusom i virusom humane imunodeficijencije. 

Lijekovima uzrokovana neutropenija  javlja se kao posljedica preosjetljivosti. Iako se ne zna točna učesatlost lijekovi su vrlo česti uzrok neutropenije. Lijekovi uzrokuju i jedan od najtežih oblika neutropenije agranulocitozu.  Lijekovi koji danas najčešće dovode do teške neutropenije ili agranulocitoze su antitiroidni lijekovi,  klozapin i sulfasalazin. U tim slučajevima teška neutropenija nastaje mahanizmom imune destrukcije posredovane lijekovima. Usto lijekovi mogu direktno  toksičnim učinkom na razini prethodnih nezrelih stanica granulocitne loze u koštanoj srži uzrokovati tešku neutropeniju. Imuna neutropenija posljedica je destrukcije granulocita antigranulocitnim antitijelima sekvestracijom u slezeni ili komplementom posredovanom lizom. No imuni mehanizam neutropenije opisan je i nakon infekcija ili primjene lijekova.  Kada se govori o imunim neutropenijama misli se na primarne imune neutropenije. U ovaj tip neutropenija ubrajaju se transfuzijske reakcije. Neutrofili posjeduju antigene koji  se nalaze i na drugim tkivima, uključujući i antigene HLA-sustava. Osobe koje primaju u više navrata transfuzije posebice granulocita razviti će aloimunizaciju na navedene antigene. U novorođenčadi se često javlja izoimuna neonatalna neutropenija koja je posljedica prolaska kroz placentarnu barijeru IgG protutijela usmjerenih na antigene granulocita. Patogeneza ove bolesti istovjetna je patogenezi hemolize zbog Rh inkompatibilnosti. Kronična autimuna neutropenija javlja se u djece mlađe od 4 godine i još se naziva kronična benigna neutropenija dječje dobi. Kronična idiopatska neutropenija označava stanje benigne granulocitopenije bez jasnog uzroka a javlja se u starije djece. Izolirana aplazija bijele loze je rijetka bolest koju karakterizira potpuni nestanak nezrelih stanica granulocitne loze u koštanoj srži. Ova je promjena često udružena s timomom i uzrokovana je antitijelima koji inhibiraju matične stanice s   granulocitnomakrofagnim osobitostima diferencijacije i rasta. Neutropenija se opisuje i u stanja koje uzrokuju infiltraciju koštane srži velikim granuliranim limfocitima (sindrom velikih granuliranih limfocita) koja je obično posljedica klonalne ekspanzije citotoksičnih T-limfocita i često pridružena reumatoidnom artritisu. Antigranulocitna antitijela se često nalaze u hipotireozi, Wegenerovoj granulomatozi,  reumatoidnom artritisu i sustavnom lupusu eritematodesu. 

Neutropenija je redoviti znak hipersplenizma, a vrlo često prati i slabost funkcije koštane srži. U slučaju slabosti i bolesti koštane srži, kao što su aplastična anemija, oštećenje nakon primjene kemoterapije, leukemije i mijelodisplazije neutropenija nije izolirani pokazatelj bolesti već je pridružena anemiji i trombocitopeniji.

Tablica 11.: Kvalitativni poremećaji funkcije granulocta u najčešćih kongenitalni poremećaja granulocita 

	DIJAGNOZA
	TEST PROBIRANJA
	POTVRDNI/ISTRAŽIVAČKI



	Kronična granulomatozna bolest


	NBT test
	Superoksidni test, 

Citokr omski test, 

Km za NADPH, razina

faktora citosola;



	Chediak-Higashi

Sindrom
	Giganstska granula u perifernoj krvi,

Kemotaksija granulocita (izrazito snižena)


	 

	Deficit adhezije leukocita


	Mo-1 (izrazito snižen), kemotaksija (snižena), ubijanje bakterija (sniženo)
	LFA-1, CD18, 

Western imunoblot,

RFLP



	Deficit specifičnih granula


	Kemotaksija (snižena), bojanje na antilaktoferin (sniženo)


	Elektronski mikroskop,

B12 protein (snižen),

Laktoferin (snižen) 

	Poremećaj funkcije aktina


	Kemotaksija (snižena), ubijanje bakterija (sniženo)
	Sadržaj F-aktina (snižen),

Fagocitoza (snižena)




 NBT = Nitroblue tetrazolium test – test sposobnosti fagocitoze

Kongenitalne neutropenije: To su rijetke bolesti obično praćene izrazitom granulocitopenijom i infekcijama. Usto u kongenitalnih neutropenija često je prisutan i kvalitativan poremećaj funkcije granulocita. Tablica 11. predočuje temeljne promjene i način dijagnostike u klinički najvažnijih kvalitativnih poremećaja funkcije granulocita.

Dijagnostički pristup

Dijagnostički pristup prikazuje slika 6. Prvi i temeljni pristup je potvrditi postojanje neutropenije određivanjem broja leukocita i diferencijalne bijele krvne slike. U svih slučajeva u kojih se dijagnoza postavi pomoću automatskog brojača istu je neophodno potvrditi pregledom perifernog razmaza. Ovdje treba napomenuti  mogućnost nastanka pseudoneutropenije ako uzorak krvi stoji duže prije same obrade u slučaju prisustva paraproteinemije ili ako se koriste antikoagulansi koji dovode do sljepljivanja granulocita i stvaranja njihovih većih nakupina. Istodobno s bijelom krvnom slikom treba odrediti crvenu krvnu sliku i broj trombocita. U slučaju anemije, trombocitopenije, te pojave mlađih oblika stanica granulocitne loze potrebno je pogledati razmaz koštane srži da se    

procjeni staničnost  i morfološke osobitosti loza koštane srži u prvom redu granulocitne loze. Pri pregledu koštane srži  važno je potvrditi ili isključiti kasni zastoj u sazrijevanju granulocitne loze ili hipoplaziju granulocitne loze. Kasni zastoj u sazrijevanju obično 

pokazuje prisustvo nezrelih oblika mijeloidne loze te stop u sazrijevanj na razini kasnih promijelocita ili mijelocita. Ova se promjena najčešće javlja u idiopatske ili autoimune neutropenije zbog antineutrofilnih antitijela, kolagenih vaskularnih bolesti, kroničnih infekcija i nekih lijekovima uzrokovanih neutropenija. Mijeloidna hipoplazija (manjak ili nedostatak svih prethodnih nezrelih prelaznih oblika mijeloidne loze) obično prati toksični učinak lijekova, izoliranu aplaziju bijele krvne loze, sindrom velikih granuliranih limfocita, teške kongenitalne neutropenije i sindrom mijelodisplazije. Ako neutropenija pokazuje kliničke znakove tj. vrućicu odnosno znakove infekcije neophodne je minimalno dva puta tjedno kroz 6 tjedana kontrolirati broj leukocita i diferencijalnu bijelu krvnu sliku. Ako se ne postavi dijagnoza pregledom koštane srži potrebno je određivanjem niza laboratorijskih testova pokušati utvrditi uzrok neutropenije. Laboratorisjke pretrage koje se tada predlažu uključuju određivanje  antinuklearnih antitijela i komplementa da se isključi kolagena vaskularna bolest,  antineutrofilna antitijela da se isključi imuna neutropenija, imunoglobulini i stanice imunog sustava da se isključi poremećaj stanične i humoralne imunosti,  serološki testovi na HIV, koncentraciju vitamina B12 u serumu i kulturu koštane srži tj. kulturu granulocitnomakrofagnih kolonija koja može biti promjenjena u početnoj fazi izolirane aplazije bijele krvne loze.

Slika   6.  .














 NEUTROFILIJA (LEUKOCITOZA)

Normalni broj leukocita u perifernoj krvi se kreće od 4.0 do 10.0 x109/L. Od toga 60% stanica su granulociti. Leukocitoza ili neutrofilija je određena brojem leukocita koji je veći od dvije standardne devijacije iznad srednje vrijednosti broja leukocita  ili iznad 10.0 x 109/L.  Ako je broj leukocita iznad 50.0 x 109/L a uzrok toj leukocitozi nije leukemija govori se o leukemoidnoj reakciji.

Mogući najvažniji uzroci neutrofilije navedeni su u tablici 12.  Lažna neutrofilija posljedica je krivog uzimanja uzorka za analizu, što posebice vrijedi u određenim bolesnim stanjima. Aglutinacija i slijepljivanje trombocita u veće nakupine što automatski brojač bilježi kao leukocite opisuje se kod nedovoljne količine antikoagulansa u uzorku ili u osoba (oko 0.1% zdrave populacije) koje posjeduju aglutinine na EDTA. Krioglobulinemija pokazuje lažnu leukocitozu zbog precipitacije krioglobulina različite veličine što onda brojač lažno očita kao povećani broj leukocita i trombocita.  

Dijagnostički postupnik (u stanjima neutrofilije polazi od iscrpno uzete anamneze i fizikalnog pregleda (slika 7.). Prvenstveno treba isključiti ili dokazati infekciju odnosno upalnu bolest kao najčešće uzroke neutrofilije. Ciljanim pitanjima i iscrpnim pregledom moguće je vrlo lako doći do uzroka kao što su trudnoća, prethodno dijagnosticirana bolest krvotvornog sustava, trauma, operativni zahvat, splenektomija, anksiozna stanja, psihički stres, teški fizički rad, opekotine, hipertireoza, hiperkorticizam, uzimanje lijekova koji dovode do neutrofilije,  itd. Temeljni laboratorijski test je broj leukocita i diferencijalna bijela krvna slika koja će u većini slučajeva potvrditi inicijalnu sumnju postavljenu anamnezom i fizikalnim pregledom. Laboratorijske karakteristične promjene broja leukocita udružene s promjenama drugih mijelopoetskih loza u perifernoj krvi i njihova dijagnostička vrijednost prikazani su u slici  7. Pregled koštane srži potrebno je načiniti kod izrazito povećanog broja leukocita (leukemoidne reakcije), prisustva nezrelih stanica mijeloidne loze u perifernoj krvi (eritroblasti, mijelociti i promijelociti), te u onim stanjima kada koštana srž može poslužiti kao vrijedan uzorak za druge pretrage posebice mikrobiološke pretrage. Mnogi drugi diferentniji testovi mogu pripomoći dijagnozi uzroka neutrofilije. Oni primarno upućuju na dijagnozu niza bolesti koje nisu predmet hematologije pa ovdje nisu detaljnije obrađeni. 

Tablica 12.:  Podjela neutrofilija

	LAŽNA

· nakupine trombocita

· miješana krioglobulinemija



	PRIMARNA (bez znakova neke druge bolesti)

· hereditarna neutrofilija

· kronična idiopatska neutrofilija

· mijeloproliferativne zloćudne bolesti

· obiteljska mijeloproliferativna bolest

· kongenitalne promjene i leukemoidna reakcija 

· Downov sindrom

· Manjak leukocitnog faktora adhezije

· Obiteljska urtikarija na hladnoću i leukocitoza



	SEKUNDARNA

· infekcije

· stres (fizički ili psihički, naporni rad)

· infarkt miokarda

· pušenje

· lijekovi

glukokortikoidi

      kateholamini (adrenalin)

      litij

      rekombinantni faktori rasta (G-CSF, GM-CSF)

      trans-retinoična kiselina (ATRA)

      Ostali

· nehematološke zloćudne bolesti

· toplinski udar

· jaka stimulacija koštane srži ( npr. hemoliza)

· Asplenija i hiposplenizam

 


Slika 7. Dijagnostički postupnik u neutrofilija
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TROMBOCITI, ZGRUŠAVANJE KRVI I HEMOSTAZA

Mehanizam zaustavljanja krvarenja na mjestu ozljede krvne žile iznimno je važan kontolni proces za očuvanje integriteta i života. Sustav hemostaze predstavlja vrlo precizno uspostavljenu ravnotežu između tzv prokoagulacijskih  mehanizama i antikoagulacijskih tzv. fubrinolitičkog sustava. U ovaj su proces uključeni trombociti, faktori koagulacije, inhibitori koagulacije, fibrinoliza i krvne žile. 

Trombociti se stvaraju u koštanoj srži iz megakariocita. Prethodnik megakariocita, megakarioblast nastaje procesom diferencijacije iz krvotvorne matične stanice pod kontrolom trombopoetina (vidi sliku 1). Megakariocit sazrijeva procesom endomitičke sinhrone diobe jezgre, pri čemu se dijeli jezgra a citoplazma se značajno povećava. Tijekom diobe jezgre dolazi do sazrijevanja i granulacije citoplazme i u stadiju 8 jezgara oslobađaju se i otpuštaju trombociti. Jedan megakariocit obično stvara oko 4000 trombocita, a vrijeme potrebno da iz matične stanice dođe do stvaranja trombocita u prosjeku iznosi 10 dana. Temeljna funkcija trombocita je stvaranje mehaničkog, privremenog  ugruška tijekom hemostatskog odgovora na ozljedu krvne žile. Ova reakcija je posljedica sposobnosti trombocita da adheriraju i  čvrto se međusobno povezuju, te luče aktivne tvari naročito tvari s prokoagulantnim aktivnostima. Trombociti se odmah nakon ozljede sljepljuju (adheriraju) na slobodno vezivno subendotelno tkivo. U procesu sljepljivanja i fuzije trombocita aktivno sudjeluje i von Willebrandov faktor. Istodobno u kontaktu s kolagenom trombociti oslobađaju ili luče niz aktivnih metabolita kao što su ADP, serotonin, lisozomski enzimi, fibrinogen, beta-tromboglobulin, trombocitni faktor 4, tromboksan A2 i trombocitni fosfolipidi. S jedne strane ti metaboliti pojačavaju agregaciju trombocita a s druge dovode do vazokonstrikcije ozljeđene krvne žile i sudjeluju u aktivaciji sustava zgrušavanja (slika 8.).  Sustav koagulacije obuhvaća biološke tvari koje se kaskadnim mehanizmom aktiviraju da bi na kraju stvorili enzimski kompleks trombina. Trombin pretvara topivi plazmatski fibrinogen u fibrin. Fibrin oblaže trombocitni ugrušak na mjestu ozljede krvne žile te pretvara primarno nestabilni reverzibiln trombocitni ugrušak u čvrsti ireverzibilni, trajni krvni ugrušak. Ako nije pod striktnom kontrolom proces koagulacije bi mogao dovesti do vrlo ozbiljne i opasne komplikacije, okluzije krvne žile i nastanka tromboze. Da se to ne dogodi istodobno djeluju dva kontrolna i protektivna sustava, inhibitori faktora koagulacije i fibrinoliza.  Jedan od najjačih inhibitora koagulacije je inhibitor puta tkivnog faktora (tFPI), koji se nalazi prisutan na trombocitima i u plazmi, te se  nakuplja na mjestu ozljede nakon aktivacije trombocita. Ovaj faktor inhibira   sustav koagulacija i ograničava ga isključivo na tzv in vivo put na mjestu ozljede. Postoji niz drugih inhibitora serinskih proteaza sustava koagulacije od kojih je najvažniji  antitrombin. Vežući se petidskim vezom za trombin nastaje visokomolekularni stabilni kompleks trombina i antitrombina  pri čemu se inaktivira trombinsko djelovanje. Važni inhibitori koagulacijskih faktora V i VIII su protein C i S. Protein C razgrađuje aktivirane faktore V i VIII i na taj način spriječava daljnje stvaranje trombina. Protein S pojačava aktivnost proteina C tako da se na trombocitima veže za protein C.  

Fibrinoliza je kao i proces koagulacije normalni hemostatski odgovor na ozljedu krvne žile. Proenzim, beta-globulin, plazminogen se odmah pretvara u plazmin serinsku proteazu pod djelovanjem aktivatora iz stijenke krvne žile ili aktivatora iz tkiva tzv tkivnog plazminogen aktivatora (tPA), Plazmin dovodi do razgradnje fibrinogena, fibrina, faktora V i VIII te mnogih drugih proteina. Aktivacija plazmina nastupa također u tkivu ili u cirkulaciji. U tkivu njegova inaktivacija je posredovana inhibitorom plazminogen aktivatora (PAI), a u cirkulaciji inhibitorima α2-antiplazminom i α2-makroglobulinom. 

U sustavu hemostaze aktivnu ulogu imaju i endotelne stanice . Stanice stvaraju bazalnu membranu koja odjeljuje kolagen, elastin i fibronektin subendotelnog vezivnog tkiva od cirkulirajuće krv. Ozljeda ili gubitak endotela dovodi do krvarenja uz istodobnu aktivaciju hemostatskog sustava. Endotelne stanice snažno inhibiraju hemostazu sintezom PGI2 i dušikovog oksida (NO), koji posjeduju izraziti vazodilatacijski učinak te inhibiraju agregaciju trombocita. Usto endotelne stanice sudjeluju u sintezi niza vazoaktivnih peptida endotelina koji aktiviraju fibrinolizu. Sinteza tkivnog faktora koji pokreće proces hemostaze može započeti u endotelnim stanicama nakon sinteze i aktivacije njegovog prirodnog inhibitora TFPI. Endotelne stanice također stvaraju prostacikline, von Wullebrandov faktor, plazminogen aktivator, antitrombin i trombomodulin tvari važne za regulaciju sustava hemostaze i fibrinolize. 



























Slika 8. Sustav hemostaze. Mehanizam nastanka trajnog ugruška nakon ozljede krvne žile. Slika prikazuje i mjesta djelovanja inhibitora sustava koagulacije i sustava fibrinolize. 

Prema tome hemostatski odgovor na ozljedu krvne žile strogo je kontrolirani proces međuovisnog djelovanja i povezanosti između reakcije stijenke krvnih žila, cirkulirajućih trombocita i faktora koagulacije (Slika 8.). Odmah nakon ozljede dolazi do refleksne konstrikcije okolnih malih arterija i arteriola što ima za posljedicu inicijalno usporenje krvarenja. U slučaju veće ozljede takova krvnožilna reakcija spriječava iskrvarenje. Usporena cirkulacija u ozlijeđenom području omogućuje kontaktnu aktivaciju trombocita i faktora koagulacije. Oslobađanjem vazoaktivnih amina iz trombocita (slika 8.) i fibrinopeptida tijekom stvaranja fibrina još se pojačava vazokonstrikcija. Slijedi nakupljanje trombocita na mjestu prekida endotela koji dolaze u kontakt s vezivnim tkivom. Ova je reakcija bitno pojačana Von Willebrandovim faktorom. Oslobađanjem aktivnih metabolita u prvom redu ADP trombociti se povećavaju i dolazi do njihove agregacije. Kontinuirani proces agregacije  dovodi do stvaranja privremenog ugruška, koji uskoro u potpunosti pokrije  mjesto ozljede i u tom dijelu vezivo. Tako stvoren ugrušak u mogućnosti je da privremeno zaustavi krvarenje. Čini se da prostaciklin kojega stvaraju endotelne i krvnožilne stanice glatkog mišićja  kontroliraju veličinu trombocitnog ugruška. Za definitvnu hemostazu odgovorno je stvaranje fibrina unutar sustava koagulacije. Ozljedom krvne žile aktivira se tkivni faktor koji potom dovodi do aktivacije faktora VII čime započinje kaskadna aktivacija sustava  koagulacije. Trombociti fosfolipidima pospješuju i ubrzavaju koagulacijski proces. Stvoreni trombin  cijepa i pretvara topivi fibrinogen u fibrin , povećava trombocitnu agregaciju i sekreciju te aktivira faktore IX i XII i kofakotre V i VII. Nastale fibrinske komponente postupno zamjenjuju u ugrušku trombocite koji podliježu procesu autolize i nakon nekoliko sati nastaje čvrsti, fibrinom isprepleteni ugrušak.

TROMBOCITOPENIJE 

Normalan broj trombocita kreće se između 150 i 450 x 109/L. Trombocitopenije je određena brojem trobocita koji iznosi manje od 150 x 109/L. Treba stalno imati na umu da oko 2.5% zdrave populacije ima niže vrijednosti broja trombocita od navedene. Klinički se trombocitopenija rijetko očituje prije nego trombociti padnu ispod 100 x 109/L.  Trombocitopenija se razvije bez ikakvih simptoma i znakova u oko 5% trudnica. Kirurška krvarenja se obično ne javljaju ako broj trombocita ne padne ispod 50 x 109/L. Spontana i klinički značajna krvarenja se obično javljaju kad broj trombocita iznosi 10 do 20 x 109/L. 

Jedan megakariocit može stvoriti od 1000 do 5000 trombocita, tj u prosjeku 4000 trombocita. U zdrave se osobe dnevno stvara 35 do 50 x 109/L trombocita. U slučaju povećanih potreba brzina stvaranja trombocita se može povećati za osam puta. Kada uđe u cirkulaciju trombocit živi od 8-10 dana, nakon čega biva odstranjen od strane stanica monocitno-makrofagnog sustava. U zdravih odraslih osoba oko 1/3 mase trombocita nalazi se u slezeni i u stalnoj je ravnoteži sa cirkulirajućim odjeljkom. Nije sasvim jasno da li se starenjem trombocita mijenja odnosno slabi njegova funkcionalna sposobnost. 

Mehanizmi nastanka trombocitopenije: Slično kao i kod anemija smanjeni broj trombocita  može biti posljedica smanjenog stvaranja ili povećanog propadanja. Poznate su i lažna trombocitopenija te dilucijska ili distribucijska trombocitopenija.

Smanjeno stvaranje trombocita može biti posljedica supresije ili oštećenja koštane srži. Virusne infekcije (rubeola, mumps, varicella, parvovirus Epstein Barrov virus) su tipičan primjer supresije trombocitopoeze. Virus humane imunodeficijencije može direktno toksički oštetiti megakariocite. Oštećenje megakariocita i trombocitopenija javlja se nakon kemoterapije i radioterapije. Slabost koštane srži javlja se tijekom aplastične anemije bilo stečene bilo nasljedne (Fanconi anemija, amegakariocitna trombocitopenija i trombocitopenija s nedostatkom radijusa /TAR sindrom/), zbog neposrednog toksičkog učinka alkohola te u stanjima deficita folne kiseline i vitamina B12. 

Povećana destrukcija trombocita  prati mnoga stanja kao što su idiopatska trombocitopenična purpura, aloimuna razgradnja, diseminirana intravaskularna koagulacija, trombocitčka-trombocitopenička purpura tj. hemolitičko-uremički sindrom (TTP-HUS), javlja se  u tijeku antifosfolipidnog sindroma, u trudnica tzv. HELLP sindrom (hemolitička anemija s povišenim funkcionalnim jetrenim testovima i sniženim trombocitima), u tijeku primjene nekih lijekova kao što su heparin, kinin, kinidin i valproična kiselina. Povećana destrukcija javlja se tijekom virusnih infekcija kao što je infekciozna mononukleoza i infekcija citomegalovirusom ili HIVom. Fizikalno oštećenje i razgradnja trombocita nastaje nakon kardiopulmonalnog premoštenja, u gigantskih kavernoznih hemangioma i povremeno u velikih aortalnih aneurizmi. 

Dijagnostički pristup:

Dijagnostički pristup određen postupnikom u slici 9. Pristup uvijek polazi od ciljane anamneze koja mora dati što točnije odgovore na pitanja kao što su  nedavna infekcije posebice virusima ili rikecijama,  hematološka bolest (akutna ili kronična leukemija, mijeloproliferativne bolesti, sindrom mijelodisplazije), vakcinacija živom virusnom vakcinom, nehematološke bolesti tj. sepsa, eklampsija, anafilaktički šok, hipotermija i masivne transfuzije. Nutritivni status i posebice alkoholizam može biti također uzrok trombocitopenije. Posebno mjesto u ovom pristupu ima klinička slika i ciljana anamneza o prethodnom uzimanju lijekova. Danas je poznat iznimno veliki broj lijekova koji dovodi do trombocitopenije. Pri postavljanju dijagnoze trombocitopenije posebnu pozornost treba obratiti na stanja navedena u tablici 13. sa ciljem da se dokaže ili isključi kronična imunotrombocitopenična purpura kao najčešće stanje koje dovodi do sniženog broja trombocita. 

Tablica 13. Trombocitopenije koje treba razlikovati od kronične imunotrombocitopenije

	LAŽNO NISKI BROJ TROMBOCITA

       In vitro nakupljanje trombocita zbog o EDTA-ovisnim aglutininima ili gigantski trombociti;

 

	ČESTI UZROCI TROMBOCITOPENIJE

       Trudnoća

             Gestacijska trombocitopenija

             Preeklampsija

        Lijekovima uzrokovana trombocitopenija

             Heparin

             Kinidin

             Kinin

             Sulfonamidi

             Zlato

         Virusne infekcije

             HIV

             Infekciozna mononukleoza

             Hepatitis

        Hipersplenizam zbog kronične bolesti jetre



	OSTALE TROMBOCITOPENIJE KOJE SU SLIČNE ITP

       Mijelodisplazija

       Stečena izolirana aplazija megakariocitne loze

       Kongenitalne trombocitopenije

            Von Willebrandova bolest tip II

             Wiskott-Aldrichev sindrom

            Alportov sindrom

            May-Hegglinova anomalija

            Fanconijev sindrom

            Bernard-Soulierov sindrom

            TAR (trombociopenija s manjkom radijusa) sindrom

       TTP-HUS

       Kronični DIK




Dilucijska i distribucijska trombocitopenija: Nakon masivnog gubitka krvi i transfuzije deplazmatiziranih eritrocita javlja se dilucijska trombocitopenija zbog nedostatka funkcionalnih trombocita u transfundiranim koncentratima eritrocita. Dilucijska trombocitopenija može se spriječiti istodobnom transfuzijom trombocita onim bolesnicima koji su tijekom 24 sata primili 20 jedinica deplazmatiziranih eritrocita. Zna se da je oko 1/3 trombocita u slezeni. Sekvestracija trombocita od strane slezene može se povećati i do 90% u stanjima ekstremne splenomegalije, iako ukupna masa trombocita i njihova dužina života ostaje normalna. Stoga u bolesnika s cirozom jetre, portalnom hipertenzijom i splenomegalijom može biti prisutna izrazita trombocitopenija, ali obično bez kliničkih znakova krvarenja.

Pseudotrombocitopenija: Lažno niski trombociti obično su prisutni u stanjima primjene neadekvatnog antikoagulansa koji uzrokuje slijepljivanje trombocita i njihovo nakupljanje u manje grudice. U tom slučaju automatski brojač ih očituje kao leukocite. U takvim situacijama broj leukocita se značajnije ne mijenja (porast do 10%), a pridružena je lažna trombocitopenija. Oko 0.1% zdravih osoba posjeduje EDTA-ovisne aglutinine koji dovode do slijepljivanja trombocita te lažne trombocitopenije i lažne leukocitoze (tablica 13). Čini se da je ova reakcija posljedica prirodno nastalih trombocitnihautoantitijela usmjerenih na trombocitni membranski glikoprotein (GP IIB/IIIA).

Smanjeno stvaranje trombocita: Nalazi koji upućuju na smanjeno stvaranje su prisustvo blasta u perifernoj krvi (akutna leukemija), eritrociti poput suze ili eritroblasti u perifernoj krvi (mijelofibroza, infiltracija zloćudnim tumorom, granulomska upala koštane srži), svaka citopenija sa ili bez makrocitoze, monocitoze i/ili smanjenim brojem  segmenata jezgre granulocita upućuje na mijelodisplaziju. Izrazita makrocitoza uz hipersegmentaciju govori za manjak vitamina B12 ili folne kiseline. Usto ako su trombociti normalne veličine ili manji nalaz upućuje na manjkav odgovor koštane srži s obzirom na potrebe. 
Povećano propadanje trombocita:  Nalazi koji ukazuju na povećano propadanje trombocita u periferiji i imaju dijagnostičku vrijednost su: mikroangiopatska slika s fragmentacijom eritrocita, hemolitičkom anemijom i povišenom LDH kao kod DIKa, te u slučajevima TTP-HUSa. Prisustvo velih trombocita (megatrombociti) ukazuje na prisustvo mladih, vrlo aktivnih trombocita i vrlo dobar odgovor koštane srži na pojačanu razgradnju trombocita u perifernoj krvi. Uvijek treba misliti da je pojačano propadanje i trombocitopenija znak autoimune bolesti posebice ako se radi o mlađoj ženi ili o limfoproliferativnoj bolesti kao što su kronična limfocitna leukemija ili Hodgkinova bolest.  U tom slučaju obično u perifernoj krvi ne nalazimo znakove koji upućuju na leukoeritroblastičnu krvnu sliku (eritroblasti, mlađi oblici granulocitne loze, eritrociti poput suze).  

Slika 9. Dijagnostički postupnik u bolesnika s trombocitopenijom

TROMBOCITOPENIJA 








Punkcija koštane srži je indicirana u svim onim stanjima u kojima postoji trombocitopenija nejasnog uzroka s kliničkim znacima mogućeg krvarenja. Nalaz koštane srži koji pokazuje normalan ili povećan broj megakariocita govori za pojačanu destrukciju trombocita u perifernoj krvi. Prisustvo nezrelijih megakariocita s manje poliploidnom jezgrom te manje zrelih megakariocita tipičan je nalaz za kroničnu idiopatsku trombocitopeničnu purpuru (M. Werlhof). No ovaj je nalaz iznimno teško kvantificirati. Nalaz smanjenog broja ili potpuni nedostatak megakariocita uz nalaz hipocelulranosti koštane srži govori za dijagnozu aplastične anemije ili hipoplazije koštane srži. Megaloblastične promjene posebice crvene i bijele loze uz hiperplastičnu koštanu srži tipičan su nalaz deficita folne kiseline ili vitamina B12. Displastičke promjene bilo koje od tri mijeloidne loze govore za sindrom mijelodisplazije. Punkcijom koštane srži može se utvrditi granulomatozna upala, nakupljanje vezivnog tkiva ili infiltracija stranim tumorskim stanicama.  

Za dijagnozu idiopatske trombocitopenične purpure ne postoji specifični dijagnostički standard. Dijagnoza se obično postavlja na temelju isključivanja drugih uzroka trombocitopenije. Test određivanja antitrombocitnih antitijela nema veću dijagnostičku vrijednost. Dijagnoza se postavlja temeljem anamneze (npr. nema pokazatelja o uzimanju lijekova koji uzrokuju trombocitopeniju), fizikalnim pregledom (tablica 14.), pretragama KKS, Tr, Rtc, pregledom razmaza periferne krvi koji ne upućuje na dijagnostičke promjene izolirane trombocitopenije. 

Tablica 14. Kliničke značajke krvarenja zbog trombocitopenije ili poremećaja sustava koagulacije

	Kliničke značajke
	Poremećaj krvarenja 

	
	Poremećaj trombocita
	Poremećaj faktora zgrušavanja

	Mjesto krvarenja

Krvarenje nakon manjih ozljeda

Petehije

Ekimoze

Hemartros, mišićni hematomi

Krvarenje nakon kirurškog zahvata


	Koža, sluznice(gingiva, nosnice,  GI i mokraćni sustav

Da

Prisutne

Male, površinske

Rijetko

Neposredno, blago


	Duboko meko tkivo (zglobovi, mišići)

Nije uobičajeno

Odsutne

Velike i palpabilne

Često

Zakašnjelo i ozbiljno


TROMBOCITOZE

Trombocitoza je stanje kada je broj trombocita povećan i kreće se iznad 500 x 109/L. U procjeni bolesnika s trombocitozom dva su temeljna pitanja: radi li se o reaktivnoj sekundarnoj trombocitozi ili autonomnoj klonalnoj bolesti krvotvorne matične stanice i koji je neposredni rizik povećanog broja trombocita, te kako i kada započeti liječenje.

Najčešći uzroci reaktivne trombocitoze su navedeni u tablici 15.

Tablica 15. Reaktivne trombocitoze

	Hematološke nemaligne bolesti

     Akutna krvarenja

     Akutna hemolitička anemija

     Sideropenična anemija

     Liječenje deficita vitamina B12

     "Rebound" efekt nakon liječenja imunotrombocitopenije

     "Rebound" efekt  nakon oporavka etanolom uzrokovane trombocitopenije

	Zloćudne tumorske bolesti

     Metastatski tumori

     Limfomi

     "Rebound" efekt nakon primjene mijeloproliferativnih lijekova

	Akutne i kronične upalne bolesti

     Reumatološke bolesti, vaskulitisi

     Upalna bolest crijeva

     Celijakija

     Funkcionalna asplenija

	Tkivna ozljeda

     Termičke opekotine

     Infarkt miokarda

     Teška trauma

     Akutni pankreatitis 

     Postoperativno razdoblje, posebice nakon splenektomije

     Koronarna premoštenja 

	Infekcije

	Napori

	Alergijske reakcije

	Kronična bubrežna bolest

      Zatajenje bubrega

      Nefrotski sindrom

	Reakcija na lijekove

      Vinkristin

      Adrenalin

      Interleukin-1B  


Reaktivne trombocitoze su daleko češće od primarnih. Oko 2/3 trombocitoza otpada na reaktivne.  Prema postupniku (slika 10.) treba iscrpnom anamnezom i fizikalnim pregledom

Slika 10. Dijagnostički postupnik u trombocitoza
















Isključiti sve one bolesti koje su vrlo često praćene trombocitozom posebice infekcije i upale, te splenektomiju. Ako nalaz krvne slike upućuje na primarnu, klonalnu trombocitemiju treba načiniti pretragu koštane srži da se dokaže jedna od mogućih mijeloproliferativnih bolesti. Određivanje  koncentraciju trombopoetina u plazmi nema dijagnostičke vrijednosti u razlikovanju primarne od reaktivne trombocitoze. Za primarnu trombocitozu uz nalaz koštane srži govori i rast megakariocitne kolonije u kulturi bez dodatka faktora rasta, te značajna redukcija trombopoetinskih receptora na megakariocitima i trombocitima u perifernoj krvi. 

Temeljne kliničke značajke trombocitoze su krvarenje i tromboza. Tromboza se rijetko javlja kod reaktivnog tipa. Međutim tromboza hepatičkih vena, donje šuplje vene (Budd-Chiariev sindrom), portalne ili splenične vene jasno ukazuje na esencijalnu trombocitemiju. Tablica 16. prikazuje nasljedne i stečene bolesti i stanja koje su praćene povećanim rizikom za nastanak venske tromboze.

Tablica 16. Bolesti praćene povećanim rizikom pojave venske tromboze

	NASLJEDNA TROMBOFILIJA (24-37% slučajeva)

     Mutacija faktora V Leiden

     Mutacija protrombinskog gena

     Manjak proteina S

     Manjak proteina C

     Manjak antitrombina (ATIII)

     Rijetki poremećaji

          Deficit heparinskog kofaktora II

          Deficit plazminogena

          Disfibrinogenemija

          Deficit faktora XII

          Pojačana koagulantna aktivnost faktora VIII

     Kongenitalne anomalije vena

	STEČENE BOLESTI

     Zloćudni tumori

          Tkivni faktor

          Prokoagulantni faktori

     Kirurški zahvati, posebice ortopedski

     Trauma

     Trudnoća

     Oralna kontraceptivna sredstva

     Hormonalna zamjenska terapija

     Tamoksifen

     Imobilizacija

     Srčana insufcijencija

     Hiperhomocistinemija

     Antifosfolipidni sindrom

     Mijeloproliferativne bolesti

         Policitemija rubra vera

         Esencijalna trombocitemija

     Paroksizmalna noćna hemoglobinurija

     Upalna bolest crijeva

     Nefrotski sindrom  

     Hiperviskoznost

         Makroglobulinemija Waldenstroem

         Multipli mijelom

         Policitemija rubra vera

     Hipperleukocitarni sindrom kod akutne leukemije

     Anemija srpastih stanica 
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ZLOĆUDNE TUMORSKE BOLESTI KRVOTVORNOG SUSTAVA

Uvod 

Podjela zloćudnih tumora krvotvornog sustava polazi od prijedloga stručne skupine Svjetske zdravstvene organizacije koja tumore dijeli s obzirom na zahvaćenost pojedinih krvotvornih loza i stanica kao i specifičnog tijeka i prognoze bolesti. Zloćudni tumori krvotvornog sustava se dijele na zloćudne tumore mijeloidne loze, limfoidne loze, mastocita, histiocita i dendritičnih stanica, te limfoproliferativne bolesti nakon presađivanja tkiva i organa. S praktičkog kliničkog stajališta najvažnije je razlikovati zloćudne tumora mijeloidne i limfoidne loze (tablica 17.). 

Krvotvorne zloćudne tumorske bolesti su klonalne bolesti koje nastaju zbog genetske promjene u jednoj krvotvornoj stanici bilo u koštanoj srži ili limfnom tkivu. Zloćudna preobrazaba je posljedica mutacije genetskog materijala. Geni koji su zahvaćeni malignom preobrazbom mogu se podijeliti u dvije skupine, onkogene i tumor-supresorske gene (slika ). 

Slika 11. Mutacijom protonkogena dolazi do neprimjerenog nesvrsishodnog rasta nastalog klona stanica što je temeljna karakteristika zloćudnog tumorskog rasta. Mutacijom tumor-supresorskog gena  nastali klon stanica nema kontrolnu programiranu smrt koja odstranjuje nepotrebne stanice već sve stanice žive pa pokazuju prednost u rastu u usporedbi sa zdravim stanicama; 









Onkogeni su stanični protoonkogeni a nastaju mutacijom pri čemu pokazuju izrazitu pojačanu funkciju. Onkogeni kontroliraju niz staničnih procesa prvenstveno signalni put prijenosa vanjskog podražaja i njegov prijenos kroz stanicu u jezgru gdje se aktiviraju odgovarajući geni koji potiču diobu stanica. Onkogeni pokazuju bilo povećanu aktivnost ili promjenom pokazuju potpuno novu funkciju. Promjena funkcija posljedica je bilo translokacije, mutacije ili duplikacije genetskog materijala. Translokacija obično dovodi do pojačane ekspresije onkogena kada je  pod kontrolom novog gena promotora ili stapanjem segmenata dva gena stvara se novi fuzijski gen i fuzijski protein.  

Gubitkom svoje funkcije najčešće točkastim mutacijama tumor supresorski geni mogu dovesti do zloćudne preobrazbe. Oni djeluju kao kontrolni mehanizam regulacije ulaska stanice iz G1 faze u  S fazu staničnog ciklusa i prolaska stanice kroz S fazu, G2 fazu i mitozu. Proces zloćudne preobrazbe prolazi nekoliko faza s postupnom pojavom mutacija i promjena u različitim djelovima intrastaničnih signalnih puteva. Svaka takva nova promjena može imati svoje kliničke osobitosti i pojavu subklona stanica, što ukazuje na tijek tumorskog rasta i objašnjava kliničke osobitosti zloćudnih tumora. Stoga nam danas praćenje genskih promjena može ukazati na pojavu specifičnog zločudnog tumora krvotvornog sustava  pa tehnike kojima možemo dokazati genetske promjene imaju veliko dijagnostičko značenje. Istodobno te nam tehnike omogućavaju praćenje bolesti, otkrivanje njenog prisustva i što je posebice važno veličine tumora. 

Tablica 17.: Podjela zloćudnih tumora krvotvornog sustava






Posljednjih je godina iznimno vrijedno pratiti minimalnu ostatnu bolest i temeljem tog nalaza procjeniti racionalni terapijski pristup. Konvencionalnim pretragama,  morfološkim pregledom koštane srži i citogenetikom moguće je otkriti jednu zloćudnu stanicu na 100-200 zdravih stanica (slika 12.). Veću osjetljivost pokazuju pretrage koje rabe  imunofenotipizaciju Protočnim mjeračem stanica otkrivaju se tumorske stanice pomoću imunih biljega, posebice onih koje posjeduju "leukemija specifične" kombinacije antigena. Osjetljivost ove tehnike je otkrivanje 1 zloćudne tumorske stanice na 10000 do 100.000 zdravih stanica. Molekularne tehnike (polimeraza lančana reakcija /PCR/ koja pojačava tumor-specifičnu translokaciju ili imunoglobulinski specifični receptor ili T-stanični receptor specifičnog zloćudnog klona) su najosjetljivije i sve se češće rabe u otkrivanju i praćenju minimalne ostatne bolesti. PCR tehnikom može se utvrditi prisustvo jedne zloćudne stanice na 100.000 do 1.000.000 zdravih (slika 12)..  
Slika 12.  Osjetljivost pojedinih laboratorijskih tehnika u otkrivanju minimalne ostatne bolesti









ZLOĆUDNI TUMORI MIJELOIDNE LOZE

Prethodna podjela mijeloidnih zloćudnih tumora temeljila se ba broju tumorskih stanica (blasta),  zahvaćenosti mijeloidne loze i stupnju diferencijacije zloćudnih tumorskih stanica. Uz navedene kriterije u suvremenu podjelu su uključene  genetske promjene koje se određuju citogenetski i tehnikama molekularne biologije. Njihovo značenje za podjelu je u velikoj prognostičkoj vrijednosti. Na klinički tijek ovih bolesti značajni upliv pokazuje i način prethodnog liječenja,  te prisustvo prethodnih bolesti (razvoj akutne mijeloične leukemije iz mijelodisplazije). Stoga trenutna podjela nastoji povezati genetske promjene i kliničku sliku s morfologijom, citokemijom i imunofenotipizacijom.  Ključno polazište je podjela temeljem prognostičkih pokazatelja, koja predlaže 4 glavne skupine mijeloidnih zloćudnih tumora:

2.1. Mijeloproliferativne bolesti

2.2. Mijeloproliferativne bolesti sa znacima mijelodisplazije

2.3. Sindrom mijelodisplazije

2.4. Akutne mijeloidne leukemije

MIJELOPROLIFERATIVNE BOLESTI su klonalne bolesti matičnih krvotvornih stanica koje karakterizira pojačana hematopoeza i zato povećani broj krvnih stanica u periferiji, bilo jedne ili više mijeloidnih loza uz hepatosplenomegaliju (tablica 18.). 

Tablica 18. Podjela mijeloproliferacijskih bolesti

	MIJELOPROLIFERATIVNE BOLESTI

	Kronična mijeloična leukemija, Ph+ /t(9;22)(q34,q31), BCR/ABL/

	Kronična granulocitna leukemija

	Kronična eozinofilna leukemija/hipereozinofilni sindrom 

	Kronična idiopatska mijelofibroza

	Policitemija rubra vera

	Esencijalna trombocitemija

	Mijeloproliferativna bolest /neklasificirana

	


MIJELOPROLIFERACIJSKA BOLEST SA ZNACIMA MIJELODISPLAZIJE: Juvenilna i kronična mijelomonocitna bolest pokazuju karakteristike mijeloproliferacijskih bolesti sa znacima mijelodisplazije. Juvenilna mijelomonocitna leukemija naziva se i juvenilna kronična mijeloidna leukemija i juvenilna kronična mijelomonocitna leukemija. Juvenilna mijelomonocitna leukemija se danas smatra odvojenim entitetom i prihvaća se ovakav naziv, ali nije uključena u skupinu mijeloproliferativnih bolesti jer pokazuje morfološke znakove mijelodisplazije. To isto vrijedi i za kroničnu mijelomonocitnu leukemiju. Oko 50% slučajeva pri dijagnozi ima sniženi ili normalni broj granulocita uz znakove displazije više hematopoetskih loza, bez organomegalije. U tih bolesnika koštana srž obično pokazuje sliku mijelodisplazije (poput RAEB-a), ali s monocitozom. Ostali bolesnici pokazuju izrazitu neutrofiliju, monocitozu i splenomegaliju. Dugo se raspravljalo da li se u prvom slučaju radi o MDS a u drugom o mijeloproliferativnoj bolesti. Međutim danas se zna da između ova dva tipa ne postoje razlike u prognozi, citogenetskim promjenama, mutaciji onkogena i in vitro rastu kolonija. Konsenzusom je prihvaćeno da se ova bolest uvrsti u mijeloproloferativne bolesti sa znacima mijelodisplazije. Treća bolest ove skupine je atipična kronična mijeloična leukemija, koja prvenstveno zahvaća granulocitnu lozu a nedostaje joj Ph1 ili BCR/ABL translokacija. Bolest pokazuje proliferacijsku sliku ali i displastičke značajke i to obično zahvaćanjem više loza. Prognoza joj je značajno lošija od Ph+ CML. Naziv joj nije dobar jer upućuje na povezanost s Ph1+ CML i na kronični tijek bolesti. Tablica 19 predočuje podjelu mijeloproliferacijskih bolesti sa znacima mijelodisplazije.

Tablica 19.: Podjela mijeloproliferacijskih bolesti sa znacima mijelodisplazije

	MIJELOPROLIFERACIJSKE BOLESTI SA ZNACIMA MIJELODISPLAZIJE

· Kronična mijelomonicitna leukemija

· Atipična kronična mijeloična leukemija

· Juvenilna mijelomonocitna leukemija




SINDROM MIJELODISPLAZIJE: Mijelodisplazija kao klonalna bolest matičnih krvotvornih stanica koja se očituje nedjelotvornom hematopoezom i zbog toga citopenijom pokazuje različiti stupanj hipercelularnosti u koštanoj srži. Bolesnici obično pokazuju relativno slabi terapijski odgovor uz prisustvo povećanog rizika transformacije bolesti u akutnu leukemiju. Za dijagnozu mijelodisplazije uz podjelu SZO koristi se i FAB podjela. FAB podjela (tablica 20.) predpostavlja postojanje 5 tipova mijelodisplazije. Temeljna razlika prema podjeli SZO je što FAB prepoznaje tip RAEB-t koji podjela SZO ubraja u akutne leukemije. Za FAB podjelu kriterij broja blasta za akutnu je 30% i više blasta a za podjelu SZO 20% i više blasta. 

Tablica 20. FAB podjela mijelodisplazija

	Tip         Koštana srž      Periferna krv    Auerovi    Monociti   Prstenasti sideroblasti

                blasti (%)           blasti (%)         štapići     >1000      >15% stanica s jezgrom



	RA               < 5                        < 1                 Ne              Ne                    Ne 

RARS          < 5                        < 1                 Ne              Ne                    Da

RAEB         5-20                       < 5                 Ne              Ne                     ±

CMML         ≤20                       < 5                  Ne              Da                     ±

RAEB-t     21-30         ili          > 5                   ±                 ±                      ±

                      


Podjelu mijelodisplazija prema SZO   predočuje tablica 21.

Tablica 21: Podjela mijelodisplazija

	SINDROM MIJELODISPLAZIJE

            -   Refraktorna anemija

                s prstenastim sideroblastima

bez prstenastih sideroblasta

· Refraktorna citopenija s displazijom više krvotvornih loza

· Refraktorna anemija sa suviškom blasta (RAEB)

· 5q- sindrom

· Mijelodisplastički sindrom (neklasificirani)




Temeljem FAB podjele, vidljivo je da osim RAEB-t nedostaje i kronična mijelomonictna leukemija (CMML), koja je uključena u skupinu mijeloproliferaticnih bolesti sa znacima mijelodisplazije. Podjela prema SZO sadrži neke nove podskupine mijelodisplazija.  Za prva dva tipa RA i RARS tipično je da pokazuju disiplastičnu sliku samo eritroidne loze. Najnovije su studije također pokazale da se u bolesnika s MDS može u koštanoj srži naći manje od 5% blasta uz izrazitu displaziju koja zahvaća granulocitnu i megakariocitnu lozu i ima lošiju prognozu, te je češće praćena letalnim ishodom zbog insuficijencije funkcije koštane srži ili zbog progresije bolesti u akutnu leukemiju (kao RAEB). Ova multilinijska displazije definirana je kao MDS sa displastičkom slikom u dvije ili više krvotvornih loza. Refraktorna anemija sa ili bez prstenastih sideroblasta određena je promjenama samo eritroidne loze. Zbog tipične zasebne morfološke i kliničke slike 5q- sindrom je predložen kao poseban entitet. U MDS se ne ubrajuaju oni slučajevi s malim brojem blasta koji pokazuju citogenetske promjene karakteristične za AML (t (8;21), inv (16), ili t (15;17). Te se bolesti ubrajaju u akutne mijeloične leukemije.

AKUTNE MIJELOIČNE LEUKEMIJE: Podjela SZO razlikuje 4 skupine akutnih mijeloičnih leukemija (AML):

a. AML sa citogenetskim translokacijama,

b. AML sa znacima mijelodisplazije

c. AML i MDS nakon terapije

d. Ostale AML 

Temeljna promjena u podjeli SZO kako je već navedeno da je leukemijska masa  AML određena s 20% i više blasta u koštanoj srži. Prijedlog je da se kao posebna podskupina uvedu AML sa citogenetskim translokacijama, a većina citomorfologa i patologa smatra da je moguće utvrditi i morfološke kriterije za ove leukemije (tablica 22.)

Tablica 22.: AML sa citogenetskim translokacijama
	AML s povratnim citogenetskim translokacijama

· AML s t(8;21)(q22;q22) AML1(CBF-alfa)/ETO
· Akutna promijelocitna leukemija (AML s t(15;17)(q22;q11-12) i varijantama, PML/RAR-alfa)

· AML s eozinofilijom u koštanoj srži (inv(16)(p13;q22) ili t(16;16) (p13;q11), CBF-beta/MYH11X)

· AML s 11q23(MLL) promjenom


Ove podskupine treba isključiti iz FAB podjele, koja se i dalje koristi za slučajeve koji nemaju navedene specifične citogenetske promjene. Slučajevi s navedenim citogenetskim promjenama i malim brojem blasta klasificiraju se kao AML a ne više kao MDS.

Podjela SZO predpostavlja postojanje skupine  AML sa znacima mijelodisplazije (tablica 23.)

Tablica 23.: AML sa znacima mijelodisplazije

	AML sa znacima mijelodisplazije

· AML iz prethodne mijelodisplazije

· AML bez prethodne mijelodisplazije




AML koja nastaje iz MDS pokazuje lošu prognozu. U starijih osoba sa znacima MDS koja nije posljedica prethodne kemoterapije, u starijih osoba s de-novo AML, te nakon intenzivne kemoterapije opisane su slične citogenetske promjene (3q-, -5, 5q-, -7, 7q-, +8, +9, 11q-, 12p-, -18, -19, 20q-, +21, t(1;7), t(2;11), kompleksne promjene kariotipa). Predpostavlja se da su sve ove bolesti posljedica sličnog genetskog oštećenja izazvanog okolišem ili iatrogeno (tablica 24.). Kao nepovoljni prognostički pokazatelji određeni su i prisustvo displazije u više hematopoetskih loza u vrijeme dijagnoze AML, pozitivna anamneza za MDS, te prethodna terapija alkilirajućim tvarima, pa su i uključeni u podjelu. 

Tablica 24.: AML i MDS – sekundarne nakon terapije

	AML i MDS – sekundarne nakon terapije

· Nakon alkilirajućih tvari

· Nakon epipodofilotoksina (neke ALL)

· Ostale AML




Za sada ne postoji konsenzuz oko važnosti citogenetskih promjena u ovih AML/MDS, posebice s obzirom njihova određenja unutar podjele AML. 

Podjela svjetske zdravstvene organizacije predlaže i zadnju skupinu AML koja se temelji na citomorfološkim značajkama FAB podjele (tablica 25.)

Tablica 25.: AML koje nisu drugdje uvrštene

	AML koje nisu drugdje uvrštene

· AML minimalno diferencirana

· AML bez sazrijevanja

· AML sa sazrijevanjem

· Akutna mijelomonocitna leukemija

· Akutna monocitna leukemija

· Akutna eritroidna leukemija

· Akutna megakariocitna leukemija

· Akutna bazofilna leukemija

· Akutna panmijeloza s mijelofibrozom




Podjela AML prepoznaje i akutnu bifenotipsku leukemiju.
Prema tome novu podjelu AML predloženu od SZO predočuje tablica 26.

Tablica 26.: Podjela AML

	AML s povratnim citogenetskim translokacijama

· AML s t(8;21)(q22;q22) AML1(CBF-alfa)/ETO
· Akutna promijelocitna leukemija (AML s t(15;17)(q22;q11-12) i varijantama, PML/RAR-alfa)

· AML s eozinofilijom u koštanoj srži (inv(16)(p13;q22) ili t(16;16) (p13;q11), CBF-beta/MYH11X)

· AML s 11q23(MLL) promjenom

AML sa znacima mijelodisplazije

· AML iz prethodne mijelodisplazije

· AML bez prethodne mijelodisplazije

AML i MDS – sekundarne nakon terapije

· Nakon alkilirajućih tvari

· Nakon epipodofilotoksina (neke ALL)

· Ostale AML

AML koje nisu drugdje uvrštene

· AML minimalno diferencirana

· AML bez sazrijevanja

· AML sa sazrijevanjem

· Akutna mijelomonocitna leukemija

· Akutna monocitna leukemija

· Akutna eritroidna leukemija

· Akutna megakariocitna leukemija

· Akutna bazofilna leukemija

· Akutna panmijeloza s mijelofibrozom

Akutne bifenotipske leukemije


ZLOĆUDNI TUMORI LIMFOIDNE LOZE


Podjela zloćudnih tumora limfoidne loze polazi od tzv.  REAL  podjele (Revised European-American Lymphoma Clasiffication) i uključujke slijede značajke limfomskih stanica: morfologiju, imunofenotipizaciju stanica, genetske promjene i kliničku sliku. Tablica 27. predočuje temeljne skupine zloćudnih tumora limfoidne loze.

Tablica 27.: Zloćudnti tumori limfoidne loze

	ZLOĆUDNI TUMORI LIMFOIDNE LOZE

· Zloćudni tumor B-limfocita

· Zloćudni tumori T-Limfocita/NK stanica

· Hodgkinova bolest

 


Zloćudni tumori T- i B-stanica dijele se u nezrele (limfoblastične) i zrele (periferne) neoplazme B- i T-stanica. Zreli oblice se opet grupiraju prema kliničkoj slici tj da li su diseminirani/leukemija, ekstranodalni ili nodalni. 

Nezreli zloćudni tumori limfoidne loze: Ova podjela smatra da su ALL i limfoblastični limfom biološki jedna bolest s različitim kliničkim očitovanjem tj. fazom ili uznapredovalošću bolesti. Smatra se da je zahvaćenost koštane srži i prisustvo bolesti u perifernoj krvi prognostički pokazatelj tj. da određuje stupanj rasprostranjenosti bolesti a ne, kako se prije mislilo pokazatelj podjele bolesti. Većina neoplazmi limfoidne loze prethodnih stanica stoga se naziva prekursorska (nezrela) limfoblastična leukemija, a FAB podjela na L1, L2, i L3  akutnu leukemiju nije više bitna. L1 i L2 morfologija ne može predvidjeti imunofenotip i genetski fenotip te klinički tijek. L3 tip je istovjetan Burkitovom limfomu s leukemijskom slikom i tako ga treba klasificirati. Podjela zloćudnih tumora B-limfocita predočuje tablica 28.

Sličan je pristup podjeli T staničnih zloćudnih tumora (tablica 29.) 

Tablica 28.: Podjela zloćudnih tumora B-stanica

	Nezreli (prekursorski) zloćudni tumori B-limfocita

· Nezrela B-limfoblastična leukemija/limfom

Zreli zloćudni tumori B-limfocita

· B-kronična limfocitna leukemija/limfom malih limfocita

· B-prolimfocitna leukemija

· Limfoplazmocitoidni limfom

· B-stanični limfom marginalne zone slezene (± vilozni limfociti)

· Leukemija vlasastih stanica

· Multipli mijelom/plazmocitom

· Ekstranodalni limfom marginalne zone B-stanica MALT tipa

· Nodalni limfom marginalne zone B-stanica (± monocitoidne stanice)

· Folikularni limfom

· Limfom "Mantle"- stanica

· Difuzni limfom velikih B-stanica

                                       Medijastinalni limfom velikih B-stanica

                            Primarni efuzijski limfom

· Burkittov limfom/leukemija 




Tablica 29. Podjela zloćudnih tumora T-stanica

	Nezreli (prekursorski) zloćudni tumori T-limfocita

· Nezrela T-limfoblastična leukemija/limfomi

Zreli (periferni) zloćudni tumori B-limfocita

· T-prolimfocitna leukemija

· T-stanična granularna limfocitna leukemija

· Agresivna leukemija NK-stanica

· T-stanični limfom/leukemija odraslih (HTLV1 +)

· Ekstranodalni limfom T/NK stanica (nazalne regije)

· T-stanični limfom (tipa enteropatije)

· Hepatosplenični gamma-delta T-stanični limfom

· T-stanični limfom poput subkutanog panikulitisa

· Mycosis fungoides/Sezary sindrom

· Anaplastični limfom velikih T/nul stanica, primarno kožni tip

· Periferni T-stanični limfom bez drugih značajki

· Angioimunoblastični T-stanični limfom                    

· Anaplastični limfom velikih T/nul stanica, primarno sustavni tip

       


I ovdje kao i u mijeloidnih zloćudnih tumora akutne leukemije se dijele prema prognostičkim citogenetskim promjenama. Stoga su genetske analize uz citomorfologiju  rutinski dijagnostički test.. Podjele ALL  polazi od citomorfološkog dokaza zahvaćenosti limfoidne loze (prisustvo limfoblasta). Zbog svoje jednostavnosti i brzine uvijek treba napraviti i citokemiju koja će obično potvrditi zahvaćenost limfoidne loze (npr pozitivna PAS reakcija). Potom slijedi obvezatna rutinska citogenetika, imunologija i molekularna genetika. Podjela ALL navedena je u tablici 30.    
Tablica 30. Podjela ALL

	Prekursorske B-stanične ALL (citogenetske podskupine)

· t(9;22)(q34;q11); BCR/ABL
· t(v;11q23); preustroj MLL
· t(1;19)(q23;p13); E2A/PBX1
· t(12;21)(p12;q22); ETV/CBF-alpha
Prekursorske T-stanične ALL

Akutna leukemija Burkittovih stanica




Zreli zloćudni tumori B i NK/T stanica: Zreli zloćudni tumori su navedeni u tablicama 28 i 29. I u zrelih tipova T i B zloćudnih tumora leukemija i limfom istog staničnog tipa svrstani su u skupinu iste bolesti ali  različite kliničke prezentacije ili stadija bolesti. To se prvenstveno odnosi na kroničnu B-limfocitnu leukemiju i limfom malih B-limocita.

Zloćudni tumori plazma stanica i imunosekretornih stanica: Svjetska zdravstvena organizacija dijeli zloćudne tumore plazma stanica (tablica 31) od zloćudnih tumora imunosekretornih stanica (tablica 32.). U prvu skupinu ubrajaju se monoklonalna gamapatija, multipli mijelom s različitim kliničkim slikama i lokalizirani tumor tzv plazmocitom. U imunosekretorne tumore ubrajaju se Waldenströmova bolest, te bolest teških lanaca i primarna amiloidoza.

Limfomi imunodeficijentnih stanja: Postavlja se pitanje da  li je potrebna zasebna podjela koja predviđa pojavu limfoma u bolesnika s imunodeficijencijom. Skupina eksperata Svjetske zdravstvene organizacije smatra da takva podjela nije nužna, ali naglašava veću pojavu pojedinih tipova limfoma u bolesnika s imunodeficijencijom. 
Tablica 31.: Zloćudni tumori plazma stanica

	Monoklonalna gamapatija nejasne značajnosti

Multipli mijelom

     Indolentni mijelom

     Šuljajući mijelom

     Osteosklerotski mijelom (Sindrom POEMS)

     Plazmacelularna leukemija

     Nesekretorni mijelom

Plazmocitom

     Solitarni plazmocitom kosti

     Ekstramedularni plazmocitom




Međutim predložena je zasebna podjela limfoproliferativnih bolesti nakon transplantacije. Čini se da je status EBV infekcije važan za prognozu i terapiju tih limfoma. 

Tablica 32: Imunosekretorni tumori

	Makroglobulinemija Waldenström                  Limfoplazmocitni limfom

Bolesti teškog lanca

    - Gama bolest teškog lanca                        Limfoplazmocitni limfom

    - Alfa bolest teškog lanca                           Ekstranodalni limfom marginalne 

                                                                           zone (imunoproliferativna bolest

                                                                           tankog crijeva)

    - Mu bolest teškog lanca                             KLL B-stanica

Bolest odlaganja imunoglobulina

    - Sustavna bolest lakih lanaca                   Multipli mijelom, monoklonalna 

                                                                          gamapatija

    - Primarna amiloidoza                                 Multipli mijelom, monoklonalna

                                                                          gamapatija   




Limfoproliferativna bolest nakon transplantacije ima zasebne karakteristike koji se ne vide u imunološki zdravih osoba. Ispoljavanje EBNA-2 antigena u tih promjena ukazuje na EBV proliferaciju i povoljan se odgovor može postići samo smanjenjem imunosupresije. Tablica 33. prikazuje podjelu limfoproliferativnih bolesti nakon presađivanja tkiva ili organa. 

Tablica 33. Limfoproliferativne bolesti nakon presađivanja tkiva ili organa

	     Rane lezije

· Reaktivna plazmocitna hiperplazija

· Promjena poptu infekciozne mononukleoze

PTLD, polimorfna

· Poliklonalna (rijetko)

· Monoklonalna

PTLD, monomorfna (klasificirati prema limfomskoj podjeli)

· B-limfocitni limfomi

· Difuzni velikih B-stanica (imunoblastični, centroblastični, anaplastični)

· Burkittov/limfom poput Burkitta

· Multipli mijelom

· T-limfocitni limfomi

· Periferni T-stanični limfom, koji nije drugdje klasificiran

· Ostali tipovi (hepatosplenični, gamma-delta, T/NK)

     Ostali tipovi, rijetko

· Promjene poput Hodgkinove bolesti (pridružene terapiji metotreksatom)

· Promjene poput plazmocitoma




Hodgkinova bolest

Histološka podjela Hodgkinove bolesti prikazana je u tablici 34. Često je Hodgkinovu bolest teško razlikovati od anaplastičkog limfoma velikih stanica (ALCL). Granične slučajeve koji se ne mogu morfološki točno utvrditi potrebno je ispitati imunofenotipizacijom i molekularnim tehnikama te klasificirati ili kao Hodgkinova bolest ili kao ALCL. Slučajevi koji nisu jasni treba svrstati u neklasificirane tumore. Predlaže se i dalje da se koriste oba naziva bolesti Hodgkinova bolest ili Hodgkinov limfom. 

Tablica 34: Hodgkinova bolest

	    Nodularna limfocitna predominacija Hodgkinovog limfoma

    Klasični Hodgkinov limfom

· Nodularna skleroza Hodgkinovog limfoma (stadij I i II)

· Limfocitna predominacija, klasični Hodgkinov limfom

· Miješana staničnost Hodgkinovog limfoma

· Limfocitna deplecija Hodgkinovog limfoma




Zloćudni tumori mastocita: Zloćudne bolesti mastocita mogu se očitovati kutanim oblikom bolesti, sustavnom mastocitozom i iznimno rijetko mastocitnom leukemijom (tablica 35.) 

Tablica 35: Zloćudni tumori mastocita

	     Kutana mastocitoza

     Sustavna bolest mastocita (+/- zahvaćenost kože)

     Sustavna bolest mastocita s poremećajima krvotvornog sustava 

     (+/- zahvaćenost kože)

     Mastocitna leukemija/sarkom




Zloćudni tumori histiocita i dendritičkih stanica: U ove zloćudne tumore ubrajaju se histiocitni sarkom kao zloćudni tumor makrofaga te histiocitoza Langerhansovih stanica i  sarkom dendritičnih stanica kao zloćudni tumori antigen predočnih stanica (tablica 36).

Tablica 36: Zloćudni tumori histocita i dendritičnih stanica

	     Zloćudni tumori makrofaga/histiocita

· Histiocitni sarkom

Zloćudni tumori dendritičnih stanica

· Histiocitoza Langerhansovih stanica

· Sarkom Langerhanosvih stanica

· Sarkom/tumor interdigitalnih dendritičnih stanica

· Sarkom/tumor folikularnih dendritičnih stanica

· Sarkom dendritičnih stanica koji nije drugdje svrstan




Svjetska zdravstvena organizacija predlaže i podjelu neklasificiraih zloćudnih tumora krvotvornog sustava (tablica 37.).

Tablica 37.: Prijedlog podjele neklasificiranih hematoloških zloćudnih tumora

	    Hematološki zloćudni tumor - neklasificiran

    Mijeloidni zloćudni tumor - neklasificiran

· Mijeloproliferativna bolest - neklasificirana

· Mijelodisplastični sindrom - neklasificirani

· Akutna mijeloidna leukemija - neklasificirana

    Limfoidni zloćudni tumor/limfomi - neklasificirana

· B-stanični limfom - neklasificiran

· T-stanični limfom - neklasificiran

· Hodgkinova bolest - neklasificirana

    Histiocitni zloćudni tumori - neklasificirani
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