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Sazetak: Prikazan je pokuSaj analize vrednosti imunskih testova koji
se danas primenjuju u kancerologiji. Upotrebljava se viSe vrsti testova,
bilo nespecifickih, koji prikazuju sposobnost organizma da se odazove
antigenu, ili specifickih za pojedini tip tumora. Ovaj rad obuhvata pre-
tezno testove koji se vec rutinski upotrebljavaju.

Iz razloga $to u odazivanju organizma prema rakavim celijama glavnu
ulogu igraju limfociti, vecina testova koji se primenjuju u kancerologiji
ustanavlja u prvom redu osobine T- limfocita. Zbog toga medju testove
nespecifi¢ne prirode, koji prikazuju sposobnost odazivnosti organizma,
ubrajamo broj perifernih limfocita, sposobnost transformacije limfo-
cita u perifernoj krvi i, konac¢no, kao jedini »in vivo« test, test aplika-
cije antigena u epidermis, tzv. kutani test. Danas mozemo ocenjivati
odazivnost organizma i na taj nacin da na osnovu histoloSkog nalaza
ustanovimo stanje Zlezda, i to onih koje ukazuju na odazivnost imun-
skog sistema pa onih ,koje pokazuju potpuno iscrpljenje organa. Osim
toga se pokazalo da je dobar pokazatelj i inhibicijski test migracije
leukocita. Od poznatih specifickih testova upotrebljavaju se u klinic¢koj
onkologiji u glavnom samo dva, i to: karcino-embrionijski antigen

(CEA) 1 alfa-foto-protein (AFP).
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Uvod. — Karakteristiino za rakavu bo-
lest je da mozZe trajati samo nekoliko tje-
dana, a moze i viSe godina (1).

U svakom trenutku tog obdoblja razvoj
bolesti zavisi od prosirenosti rakavog tki-
va po organizmu, od njegove bioloske ak-
tivnosti i od brzine malignog rasta. Zato
su diagnosticke metode koje mogu dopri-
nositi k ocenjivanju stanja rakave bolesti
u organizmu, vanredno dobrodosle, jer sa-
mo na osnovu utvrdjenja koliko je raka-
vog tkiva u organizmu i u kakvoj je fazi
njen bioloski potencijal, moZe se terapiju
pravilnije dozirati.

U zadnje dve decenije razvila se tumor-
ska imunologija. Vrednost te grane kan-
cerologije je u tome da je ona dokazala
da organizam nije nemi pratioc razvoja
rakave bolesti, ve¢ da na sve promene re-
agira, makar ponekad u svoju Stetu, npr.
sintezom blokirajucih protivtela.

Zbog toga medju najvaznija sticanja
imunologije u kancerologiji ubrajamo

imunoloske testove koji ocenjuju kako
stanje organizma, tako i rast tumora u
tom organizmu (2).

Imunoloski testovi. — Imunolos§ki testo-
vi koji ocenjuju opSte stanje organizma
zovu se nespecificki testovi. Obzirom na
to da je kod toga odazivnost celija od
prvenstvenog znacaja, ti testovi na razne
nacine proveravaju stanje ¢eli¢ne imuno-
sti organizma, a u manjoj meri i stanje
humoralne imunosti (3).

Neki od tih testova u praksi vec se pri-
menjuju i to: brojenje limfocita, blastna
transformacija limfocita, odredjivanje
broja T-limfocita, odredjivanje stanja
limfne zZlezde i kozni testovi. Medju humo-
ralne testove ubrajamo odredjivanje kon-
centracije imunoglobulina u serumu.

Druga vrsta testova koji se ve¢ upotreb-
ljavaju, odredjuje kvantitet tumorskog te-
reta. To su u prvom redu testovi kojima
proveravamo neke sastavine tumorskih ce-
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lija, kao §to su: alfa-feto-protein (AFP) i
karcino-embrionski antigen (CEA). To su
dva testa koji se danas svestrano upotreb-
ljavaju, mada osim njih ima jo$ i drugih
testova za dokazivanje prisutnosti i koli-
¢ine tumorskog tkiva u organizmu.

U manjoj meri upotrebljavaju se jo$ ti
testovi: fluorescentni metod, metod odre-
djivanja blokirajucih antitela, tehnika in-
hibicije migracije leukocita i drugi manje
poznati metodi.

Za tumor specifi¢ne antigene otkriva-
mo pomocu nekih drugih metoda. Ti spe-
cifiéni antigeni su: alfa ;H-feto-protein, be-
ta S-feto protein, leukemijski antigeni, he-
terofilni fetalni antigen i fetalni sulfogli-
koproteinski antigen.

Ima jo$ nekih drugih imunskih testova
koji se primenjuju u manjoj meri. To su:
Makarijev koZni test, odredjivanje elektro-
foretske mobilnosti makrofaga, karcino-
placentarna alkalna fosfataza i radioimun-
ske metode kod tumora sa ecktopi¢nom
sintezom hormona (4).

Nespecifiéni imunski testovi. — U tu
vrstu ubrajamo testove koje veé godina-
ma upotrebljavamo, i druge, nove testove
kojih izvedba postala je u poslednje vre-
me tako jednostavna da ¢emo ih modi ru-
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tinski izvoditi u bilo kojoj hematolo$koj
laboratoriji (npr. transformacija leukoci-
ta).

a. Broj limfocita u perifernoj krvi. —
Normalno nadjemo u perifernoj krvi od-
raslog ¢ovjeka od 20—30 ), limfocita, ako
je srednja vrednost za leukocite 7000 de-
lija/mm?. Kod odraslog ¢ovjeka zahvaca
950, podruéje od 1000 do 3500 limfocita,
sa srednjom vredno$c¢u 2200 limfocita na
mm?.

Kod malignih bolesti, sa iznimkom lim-
foproliferativnih bolesti, broj limfocita
obi¢no je snizen samo u kasnim stadijima
(tabela 1). Ali, takvo sniZenje odraz je sni-
zenog celokupnog broja limfocita, tako da
je postotni iznos identi¢an bez obzira na
stadij bolesti.

Od vedeg znalenja je iatrogeno izazvana
leukopenija, koja se javlja redovno kao
posledica zracenja (slika 1). Njena tezina
ovisi od veli¢ine polja, od zracenog pod-
rucja, od celokupne doze i od nominalne
standardne doze (5, 6). Istotako se jake
leukopenije pojavljuju posle primene mo-
no- ili poli- kemoterapije. Kasne limfope-
nije mogu znaciti loSu prognozu kao $to
to mozZe biti sluc¢aj kod karcinoma doj-
ke (7).

Stadij III

Stadij IV
(No. 24) (No. 26)
9.346 10.619
(4.400—18.100) (4.800—34.400)
2.349 1.779
(1.330—5.900) (846—3.940)
673 634
(122—1.690) (74—1.704)
265 U//n 2010 Y ()
(14—56) (9—39)
6,60, 5,60,

(1—12) (1—12)

* Broj delija izrazen kao aritmeti¢ka sredina i sa varijacijskom S§irinom (broj delija mm’).
]

Tabela 1. — Promjene u vrednostima celija periferne krvi kod serije pacijenata sa pluénim
rakom za vreme prve diagnoze (Onkoloski Institut, Ljubljana).
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U glavnom mozZemo re¢i da nam broj
limfocita dobro sluzi kao bioloSki monitor
kod radio- i kemoterapije, a izgleda da
moZze imati i prognosti¢ku vrednost, jer
indirektno pokazuje trenutno funkcional-
nu sposobnost imunskog sistema.

b. Test blastne transformacije limfoci-
ta (8). — Taj test se oslanja na svojstvo
limfocita, da stimuliran antigenom prelazi
u blastni oblik, tj. u veliku éeliju sa velikim
jezgrom i sa snaznom bazofilnom citoplaz-
mom u kojoj su brojne vakuole. Jezgro
sadrzi brojne nukleole. Proces traja 3 da-
na, Sto znaci da je limfocit u svoj meta-

bolizam utisnuo seéanje na taj antigen i
da se zbog toga kadgod moze ponovo oda-
zvati tom antigenu.

Iz razloga §to nas kod samog testa za-
nima samo broj limfocita koji prelaze u
blastnu transformaciju, mozemo upotreb-
ljavati nespecifi¢ne biljne antigene. Medju
nje ubrajamo fitohemaglutinin (PHA), koji
transformira T- i B-limfocite i concana-
valin — A (Con — A), koji transformira
pretezno T — i T2 — limfocite.

Test se odvija tako da limfocitima doda-
mo antigen, bilo PHA ili Con-A, i inkubi-
ramo ih kod temperature 37°C tri dana.

Posle toga limfocite skupimo na mikro-
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Slika 1. — Pad broja limfocita kod serije pacienata sa bronhialnim karcinomom pre i

posle zracenja i kod pojava recidive (Onkoloski Institut, Ljubljana)
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skopskom staklu, obojimo ih po May-
Griinwaldu i Giemsi i brojimo transfor-
mirane i obi¢ne limfocite do ukupno ba-
rem 300 celija. Iz toga izra¢unamo posto-
tak transformiranih, blastnih oblika. Da-
nas su u prodaji ve¢ jednostavne podloge,
kod kojih nam, ako upotrebimo mikro-
metode, za eksperiment treba samo 300
mikro L krvi (8 kapi)* (9).

Normalno prelazi u transformaciju od
70—380 9/, svih limfocita.

Snizen broj transformiranih limfocita
nadjemo pre svega kod urodjenih imuno-
deficitarnih stanja, kao Sto su Di George-
jev sindrom, timusna hipoplazija i drugo.
Ali, te promene moZemo naci i kod pri-
dobivenih imunodeficitarnih stanja. Na
primer, kod nekih malignih bolesti posto-
tak blastnih oblika vrlo se snizi, i to kod
malignih limfoma (limfosarkom, retikulo-
sarkom), kod limfati¢ne leukoze i u ka-
snim stadijima Mb. Hodgkina (10). Isto-
tako nadjemo sniZzen broj blastnih oblika
kod solidnih tumora (11), npr. kod karci-
noma dojke i kod bronhijalnog karcino-
ma (12, 13, 14). Posle uspesne terapije broj
blastnih oblika ponovo se dize, mada vrlo
retko postiZe iste vrednosti. Kod maligno-
ma pokuSavaju sprovadjati test transfor-
macije uporabom ekstrakta tumorskih tki-
va. Sa najvise uspeha stimuliraju limfoci-
te autologni ekstrakti tumorskih tkiva.

OpSte uzeto, brojenjem limfocita dobi-
jemo uvid u kvantitet celija; transforma-
cija pak nam prikazuje njihov kvalitet,
to jest, funkcionalne sposobnosti.

c. Rozetni test T-limfocita

Posto je T-limfocit jedna od celija koje
su citotoksi¢ne za malignu deliju, znanje
o tome, koliko je tih celija, T-limfocita, u
krvnom optoku, moglo bi nam dati po-
mocne podatke za ocenjivanje stanja orga-
nizma.

To je mogude napraviti tako zvanim ro-
zetnim testom. Kod tog testa meSamo lim-

* »Blasto Kit« — Instituto Sieroterapico
Milanese S. Belfanti, Milano — Italia.

focite sa ov¢jim eritrocitima zbog svoj-
stva T-limfocita da veZzu na svoju mem-
branu owvije eritrocite. Tako se stvori fi-
gura, sli¢na ruzi, i zato nazivamo takvu
kombinaciju limfocita sa eritrocitima ro-
zetom. Za obrazovanje tih rozeta nije po-
treban nikakav pregradni humoralni fak-
tor, zbog toga se te rozete zovu spontane
E-rozete.

Kod tehnike inkubiranja limfocita sa
eritrocitima preko noci, nadjemo normal-
no prose¢no 48 Y/, limfocita koji tvore E-
rozete. Variacijska Sirina krece se od 30
do 75 Y.

Koncentracija T-limfocita sniZzena je kod
brojnih malignih bolesti (15), tako kod
karcinoma dojke (16), bronha (17), glave
i vrata (18), kod intrakranijalnih tumo-
ra (19), kod tumora creva, Zeluca, ezofa-
gusa, epifarinksa, prostate i pankreasa i
kod sarkoma razlicitih izvora (20).

Opste uzev zapaza se da koncentracija
T-limfocita pada kod napredovalih stadi-
ja i kod recidivantnih situacija sa meta-
stazama. Narocito u primerima koji su le-
¢eni hemoterapijom, bile su utvrdjene van-
redno niske vrednosti za T-limfocite (po-
nekad samo 59, E-rozetnih limfocita).
Ipak se u remisiji vrednosti mogu ponovo
povisiti i posti¢i normalne vrednosti. Bo-
lest kod koje nadjemo samo lokaliziran
tumor, daje nam samo malko sniZene vred-
nosti, a isto tako situacije kod kojih je tu-
mor bio iako radikalno, ali pre kratko vre-
me odstranjen (tabela br. 2).

Tehniku tvorbe rozeta upotrebljavamo
isto tako za odredjivanje B-limfocita. U
tom primeru potrebni su za vezanje ov¢jih
eritrocita na B-limfocit serumski humo-
ralni faktori. To su Cs frakcija komple-
menta i antitela. Najprije veZzemo ih na
eritrocite, i tek zatim te eritrocite mesa-
mo sa suspenzijom limfocita. B-limfociti
vezZu na svoju membranu eritrocite, na ko-
jima se nalazi pomenuti pripremljeni kom-
pleks. U primerima kad se radi o odre-
djivanju B-limfocita, sluzimo se i nekog
drugog njihovog svojstva, naime toga, da
se na membrani i u citoplazmi B-limfocita
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prvec lecenje
(rani primeri)

kasno lecenje

prvo lecenje (kasni primeri)

(kasni primeri)

kontrolne e Kl ved leceni
gABE NS T11111113~:gr§dis§n§0 T M2 primeri, sada
(No = 31) remisija generalizacija nc}%teari;l?zzg cil'g
(No = 11) (No = 14) g (No — 14)J
Rozetne celije Y,
— aritm. sredina 46,10/* 36,0 0/, 21,30, 31,79,
— varijacijska
PR 32,9—56,0 27,0—43,0 5,0—48,7 6,6—44.8
Limfociti
(No/mm’) o
— aritm. sredina — 2290 1640 810
— varijacijska
i — 1110—5740 720—2430 430—1000

* Vrednosti za normalnu p;)pulaciju iz literature: 1. Bach. J. F.. 20—80 0, _Transl;lant.
Rev., 16, 196, 1973; 2. Belpomme D. et al.: 50%, (30—754%/), Bull. Cancer, 61, 387, 1974;
3. Michlmayer G. et al.: 52,1 & 3,8, Schweiz. Wochenschr., 104, 815, 1974.

**:Syi primeri neleceni ili leCeni samo operativno.

Tabela 2. — Postotak E-rozetnih c’elilia (T-limfocita) periferne krvi kod 39 primera ma-
lignoma razli¢itih lokalizacija. (Onkoloski Institut, Ljubljana).

nalazi obilica imunoglobulina, zbog dega
za odredjivanje tih celija upotrebljavamo
imunofluorescentne tehnike. Direktnim
metodom markiramo antitelo sa fluore-
scentnom materijom, npr. sa fluorescent-
nim izotiocianatom. Na taj nacin marki-
rano antitelo veze se sa membranskim
antigenima na B-limfocitu, $to moZzemo vi-
deti u fluorescentnom mikroskopu (3).
Moguénost odredjivanja pojedinih mar-
kera na limfocitima (tabela 3), i time spo-
sobnost identifikacije T- i B- limfocita i
njihovih podgrupa pokazala se korisna
kod identifikacije celije izvora pojedinih
vrsti malignih limfoma (21). Tako je uspe-
lo sa odredjivanjem markera utvrditi kod
kojih malignih limfoma je pocetna celija
T-limfocit. U grupu malignih limfoma koji
polaze iz T-limfocita ubrajamo: manji po-
stotak hroniénih limfati¢kih leukoza, my-
cosis fungoides, Sezaryjev sindrom i lim-
foblastni limfom. Ipak, vedina malignih
limfoma pripada grupi koje izvor je u raz-
li¢itim variantama B-limfocita. U tu grupu
idu: vedéina hronic¢nih limfati¢kih leukoza,
makroglobulinemija Waldenstrom, bolesti

4

teSkih lanaca, multipli mielom i maligni
limfomi germinalnih centara. Interesant-
no je da u grupu retikulosarkoma spada
maligna varianta transformiranog limfo-
cita, zbog toga poznajemo T- ili B- imuno-
blastom, odnosno po predasnjoj klasifika-
ciji retikulosarkom (22) (tabela 4).
Razume se da granice medju pojedinim
vrstama tih bolesti nisu tako osStre; kod
hroniine limfaticke leukoze moZemo naci

Karakteristika Limfocit  Limfocit
celije T

Rozete »E« -+ 0
Rozete »EA« 0 o
Rozete »EAC« 0 (+)
Imunoglobulini

na membrani 0 +
(S-Ig)

Imunoglobulini

u citoplazmi 0 o
(Ip-Ig)

Recirkulacija -+ 0
Tabela 3. — Imunske osobine Cdelija koje

sluZze identifikaciji T- i B-limfocita
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npr. takvu heterogenost celija da se ona
rasteZze od By- do Bs;- limfocita.

d. Histologija limfnih Zlezda. — U tom
primeru ne radi se o imunskom testu u
uskom smislu reci, ve¢ o reevaluaciji hi-
stoloSke slike zlezda, koja bazira na sa-
vremenom poznavanju funkcije limfocita.
Poznato je da u germinalnim centrima
zlezde nadjemo pre svega B- limfocite, u
parakortikalnim regijama T-limfocite, a u
medularnim predelima plazmatke i mono-
cite. Dokazano je da je duzZina preZiveca
pacijenta u korelaciji sa odredjenom
strukturom Zlezde kod karcinoma glave i
vrata (23), vrata materice (24), kolona (25)
i dojke (26).

Uglavnom kod rakavih bolesti poznaje-
mo 4 histoloske tipe Zlezda: Prvi je lim-
focitno predominantni tip Zlezde za koji
je karakteristi¢na populacija malih limfo-
cita, a pojavljuje se obi¢no u vezi sa du-
Zim prezivecem. Drugi su razviti germi-
nalni centri, gde je doba preziveda, ako
je uporedjujemo sa prvom, kraca, ali je
duza u uporedjenju sa onom kod treceg
histoloskog tipa, to je tipa sa histoloSkom
slikom limfocitne deplecije, gde limfociti
is¢ezavaju iz zlezda. Cetvrti je histoloski

tip nepromenjene, nestimulirane Zzlezde.
Ne mozZemo iskljuciti mogucnosti da se po
odredjenom redosledu u jednoj te istoj
Zlezdi odvijaju sve gore opisane promene,
od stadija predominance limfocita do sta-
nja deplecije Zlezda. Zbog toga histoloska
slika deplecije limfocita moze biti progno-
sticki slab znak, tako mozda popuStanje
imunske odazivnosti sa nastupajucom ka-
heksijom. Svakako nam evaluacija histo-
loske slike Zlezda mozZe dati uvid u otpor-
nost organizma odnosno limfnog sistema
u odredjenoj fazi rakave bolesti.

e. Kozni testovi kasne preosetljivosti. —

Kozni testovi ve¢ se godinama upotreb-
ljavaju za testiranje odazivnosti organi-
zma kod razli¢itih bolesti (npr. Kweim
antigen kod sarkoidoze).

Patofiziolo§ki osnov koznog testa je u
tome da pomocu intrakutane ili topic¢ne
aplikacije antigena pokrenemo reakciju
kasne preosetljivosti na mestu aplikacije
tog antigena.

Reakcija se razvija tako da se na kraju
gde smo aplicirali antigen, sakupe makro-
fagi koji fagocitiraju antigen i zapocinju
reakciju zajedno sa imunokompetentnim
limfocitima. Kod toga se oslobadjaju neki

LIMFOMI, KOJI PROIZLAZE IZ »T« LIMFOCITA

To limfocit: limfoblastni limfom
T — imunoblast: T — imunoblastom

T, i T, limfocit: akutna limfati¢na leukoza, hroni¢na limfati¢na leukoza, mycosis fungoi-

des, sindrom Sezary

LIMFOMI, KOJI PROIZLAZE IZ »B« LIMFOCITA

B, limfocit: »dobro diferenciran« maligni limfom, hroni¢na limfati¢na leukoza

B: leukocit(imunoblast):

Burkitt'ov limfom, »slabo diferencirani« maligni limfom

B; limfocit (éelija pamcdenja): hroni¢na limfati¢na leukoza
B: limfocit: (limfoplazmocitoidna celija): makrogiobulinemija Waldenstrom, bolesti te$kih

lanaca
Bs limfocit (plazmatka): multipli mielom

B-celije klini¢nih centara: limfom centrocita (germinocita), limfom centroblasta (germino-

blasta)

B? limfocit: Mb. Hodgkin, angioimunoblastni limfom

Tabela 4. — Podjela malignih limfoma s obzirom na proizlaznu maligno alteriranu deliju

imunskog sistema
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farmakoloski faktori, limfokini, u kojih
vidu je da se (1) na mestu injiciranog anti-
gena sakupi dovoljan broj limfocita i (2)
da su ti limfociti upereni prema antigenu.
To dogadjanje vrsi se oko 3 dana, a posle
tog vremena proverimo reakciju. Ako je
reakcija pozitivna, na mestu aplikacije
mozemo opipati ¢vrstu, iznad nivoa koze
podignutu zatvrdlinu koja je posledica lo-
kalnog deli¢nog infiltrata.

U kancerologiji koznim testovima me-
rimo sposobnost imunskog odazova orga-
nizma pomodu reakcije zakasnjele pre-
osetljivosti. Kod toga se sluzimo vise
vrstama antigena (27) (tabela 5). U nacelu
poznajemo: antigene, koje organizam ve¢é
poznaje, jer je sa njima vec prije nekad
doSao u dodir (npr. PPD, Varidase) i anti-
gene, sa kojima se organizam po prvi put
susrece. Sa njima merimo sposobnost or-
ganizma sa kojom se ponovo imunski oda-
ziva na antigen. Takav je tipi¢an antigen
DNCB (dinitrohlorobencen). Kona¢no upo-
trebljavamo jo$ specifi<ne antigene — eks-
trakte tumorskih autolognih ili alogenih
¢elija odnosno tkiva, kao npr. tkiva ma-
lignog melanoma.

1. Testovi sa pozitivnim antigenima
(»Recall antigens«)
a) PPD (Protein Purified Derivate)
b) Varidase
(Streptokinase’Streptodornase)
¢) Mumps — antigen

2. Testovi za »de novo« imunizaciju

a) DNCB (t-chloro, 2,4 — dinitrobenzene)
b) PHA (Phytohaemagglutinin)

3. Testovi sa antigenima, koji su specifi¢ni
za tumor

a) Ca colli — antigen
(Mol. tezina: ca. 175.000)

b) Ca bronchi — antigen
(Mol. tezina: 45.000)

¢) Melanoma malignum — antigen

Tabela 5. — KoZni testovi u imunodiagno-
stici malignoma

Vrednost koznih testova je u jednostav-
noj izvedbi i u dobroj korelaciji sa pro-
gnozom bolesti. Ipak, kod testa, koji je
ispao negativno, ne mozemo razabrati koji
od mehanizama, pokrenutih kod reakcije
zakasnjele preosetljivosti, je okvaren. Za-
to kozni test mjeri celokupnost ove reak-
cije. U najboljoj korelaciji sa klinickim
tokom bolesti i sa prognozom je kozni
test sa upotrebom DNCB-ja (28).

Tehnika sprovodjenja koZznog testa sa
DNCB (slika 2): U straznju stenu pazuha
apliciramo 2000 gama DNCB-ja, rastoplje-
nog u 0,1 ml acetona, i to na povrsinu od
oko 20 mm u promeru. Kad se aplicirani
rastvor osusi, prekrijemo ga flasterom i
pustimo ga barem jedan dan. Posle te sen-
zibilizacije organizma pri¢ekamo 14 daa;
u to vreme u podru¢nim zlezdama umno-
Ze se imunokompetentni limfociti. Zatim
apliciramo na podlakticu iste ruke 100 ga-
ma DNCB-ja, rastopljenog u 0,1 ml aceto-
na, i to na povrsinu sa promerom od ca.
20 mm. Posle 72 sata otéitamo, kakva je
reakcija. Sam eritem jo$ ne znadi da je
reakcija pozitivna; na mestu aplikacije
mora se pojaviti i induracija, a ponekad
jo$ vezikulacija ili u jako pozitivmim pri-
merima i ulceracija.

Vrednost koznih testova proverena je
proucavanjem razli¢itih lokalizacija, naro-
¢ito kod raka dojke, kod malignog mela-
noma, kod raka na glavi i na vratu i kod
bronhogenog karcinoma (29).

Na nasem materijalu, to jest na seriji
pacijenata sa bronhogenim karcinomom
epidermoidnog tipa, koji jo$ nisu bili le-
C¢eni i koje smo na osnovu TNM klasifi-
kacije podelili u 3 stadije, upotrebili smo
3 kozne testove: PPD, Varidase i DNCB.
Rezultati su pokazali da je doba prezive-
¢a najkrada u primerima gde je svih troje
testova bilo negativnih. U toj grupi naj-
viSe bolesnika bilo je u trecem stadiju bo-
lesti, dok je u grupi pacijenata koji su po-
zitivno reagirali na sve tri aplicirane anti-
gene, doba preziveda bila je najduza, a
kod vedine pacijenata bolest je bila u
prvom stadiju (slika 3). Iz toga proizlazi
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Kozni test z DNCB™
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Slika 2. — Shema sprovodjenja koznog testa sa DNCB (dinitrohlorobencen)

da su kozni testovi zbog jednostavne pri-
mene, zbog neopasnosti i zbog dobre pro-
gnosticke vrednosti u kancerologiji sve-
strano upotrebljivi.

f. Inhibicija migracije leukocita. — Ova
pretraga oslanja se na svojstvo limfocita
da u kontaktu sa antigenom izlu¢uju far-
makolo8ki faktor koji inhibira migraciju
leukocita iz kapilare. Tehni¢ki zahtevi te
pretrage su prili¢no veliki, pa se zbog te
¢injenice nije ekstenzivno upotrebljavala.
Ipak su dosadas$nji rezultati tog testa u
dobroj korelaciji sa sposobnos$éu organi-
zma da se odazove antigenu pomodu re-
akcije zakasSnjele preosetljivosti (30).

Ustanovilo se da ekstrakti rakavine doj-
ke, a 1 brojnih drugih tumora uopSte, i
tkiva malignih limfoma inhibiraju migra-
ciju leukocita.

Ipak, ukoliko nam je poznato, dosada
jo$ nije bila izradjena studija o korela-
ciji izmedju tog testa i koZnih testova,
zbog dega danas nije mogude kazati nesto
viSe o tome da li test inhibicije migracije
leukocita ima prognostiiku vrednost.

g. Karcino-embrionicni antigen (CEA).
— Karcino-embrioni¢ni antigen je gliko-
protein sa molekularnom teZinom izmedju
200.000 i 300.000, koji se sintetizira i za-
tim izluéuje iz éelije rakavih tkiva ento-



Sposobnost imunskih metoda u klini¢koj onkologiji

55

$1evice PREIIVETIE PACIENTOV 2 0DSTOTEK IN STEVILO PACIENTOV 0DSTOTEK PACIENTOV V SKUPINI
POITIVEIN BRONHOGENIM KARCINOMOM v vSAKI TNM GRUPI 00 CELOKUPNEGA STEVILA @
TESTOV
PERCENT OF THE TOTAL NUMBER
NUMBER OF SURVIVAL OF PATIENTS WITH PERCENTAGE ANO NUMBER OF PAT.| oF paTIENTS L
REACTIVE BRONCHOGENIC CARCINOMA IN EACH TNM STAGE GROUP
SN TEST PREZIVETJE (meseci) \
MEAN SURVIVAL (months) &
2‘:’5 $Ta0i
El E N=12 STAGE
‘:’20 ) 25 % ( 3/ 12) K XX XXX
::‘:s"t" —— = W (31 | B
ERSIC PATIEWS =1 § T TYED)
g n U
MESECI - MONTHS
| 1 | =Y
E‘b STADI)
PAI;IEI!I 1ENM POLT | S STAGE
x02mmM TESTOM ' 1. 5% (13729 R KT TATF AT
220 ) :m.°..::°t~‘°'°'°":'.~.
PATIENTS WITH ONE = 13 W% (77 29) 0....A0°0.0°0'0°0’0‘0‘0‘02f‘ZO.o.o.o.o.o.o..
£ 12 2%
MESECI - MONTHS
2] |.x -
=40 N=25 STADI
nglmkz OVEMA POZIT.| = STAGE
KOZNIMK TESTOMA 2 1% 0% (7/25)
v 20 1,0.0.9.0.9.9.9.90.9.0.0.9.0.0.9.99000.00904
PATIENTS WITH 1D = LD 0% (10725) | RIHRERIBICRIRII
REACTIVE SKIN T = .
5o m: 2% (87259 | KEAYNNN
= 0 12 2%
MESECI - MONTHS
=40 N=5 STADI)
PACIENTI § T "." POZIT g STAGE
KOZNIM! TEST =00 [ 60% (3/57]
PATIENTS WITH THREE = m: 20% (1/5)
REACTIVE SKIN E T = - .
0 m: 20% (1/5) 12m\
MESECI - MONTHS
Slika 3. — Rezultati ispitivanja imunske reaktivnosti pomocu triju koznih testa (PPD,

Varidase, DNCB) kod serije 71 pacienata sa

bronhogenim karcinomom podjeljenih u tri

grupe na bazi TNM klasifikacije (Onkolo$ki inStitut Ljubljana)



56 Plesnicar, S.

CEA

koncentracija
268",
malnog izvora i

0,0—2,5ngml

kod malignoma

malignoma
5159,
lignoma neentodermalnog iz-

ZNACENJE

kod nemalignih bolesti
entoder-
ma-

vora nema poviSene koncen-

tracije CEA

2,6—5,0ng'ml

5,1—10,00 ng ml

verovatnost

10,1—20,0 ng/ml lignoma visoka

ukazuje na prisutnost malig-

malignom mozda prisutan

malignom verovatno prisutan

prisutnosti

2380 pacijenata sa nemalig-
nim bolestima u toj grupi (ci-
roza, kolitis, ecc.) 1 22,17,
teSkih pusaca

8,10, pacijenata sa nemalig-
nim bolestima i 8,39 teskih
pusaca u toj grupi

1,69, svih primera nemalig-
nih bolesti 1 0,77, teskih pu-
Saca u toj grupi

ma-

vanredno retko kod benignih

nad 20,0 ng ml noma kolona ili pankreasa belesti
ilii metastaza
Tabela 6. — Znacenje razli¢itih koncentracija karcino-embrionickog antigena u serumu

kod malignih bolesti

dermalnog izvora (kolon, rektum, bron-
hus, pankreas, dojka) (31).

Raspon normalne koncentracije CEA u
serumu je od 0—2,5 ng/ml seruma, ali je
kod 189, svih pu$aca koncentracije CEA
povi$ena do 5,0 ng/ml seruma.

Koncentracija CEA obi¢no je poviSena
kod karcinoma gastrointestinalnog trakta,
bronhusa i dojke. Najce$ée nadjemo po-
viSene vrednosti kod karcinoma pankre-

asa (87 9, svih slucajeva su pozitivni), kod
kolorektalnog karcinoma (72 %), plu¢nog
karcinoma (76 %) i Zelu¢anog karcinoma
(61 9%).

Kod nemalignih bolesti koncentracija je
najviSe puta poviSena kod alkoholne ci-
roze (u 71 %, svih testiranih slucajeva) (32).
Dakako, najvise vrednosti su kod gore po-
menutih karcinomskih lokalizacija. Iz iz-
loZzenog sasvim je ocito da je danas kon-

primarni proces

metastaze

(bez obzira na metastaze)

(bez obzira na primarni proces)

progres regres prisutne otsutne
Koncentracija CEA
(ng/ml)
Aritmeti¢ka sredina 15,00 2,63 19,04 6,11
Varijacijska $Sirina 1,4—25,00 0,0—25,00 1,7—25,00 0,0—25,00%

+ Vrednosti 25ng/ml ponavljaju se kao najvise zbog toga, jer smo te serume testirali samo
sa indirektnom Hansen-ovom metodom koja omogucuje odredjivanje koncentracije CEA
samo do te visine.

Tabela 7. — Prikaz koncentracije karcinoembrioni¢nog antigena (CEA) kod 105 pacijenata
sa malignomima gastro-intestinalnog trakta obzirom na prisutnost metastaza ili stanja
primarnog procesa (Onkoloski institut — Ljubljana)
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statovanje koncentracije CEA kod odre-
djenih karcinomskih lokalizacija od veli-
ke vrednosti (tabela 6).

Ako posmatramo vremenski tok razvoja
malignoma gastrointestinalnog trakta, na-
idjemo na pitanje, za koje razdoblje tog
razvoja se CEA test moze upotrebiti (33).
Dosadasnji eksperimenti pokazali su da
CEA test nije upotrebljiv kao »screening«
metod, ali da je vrlo efikasan kao metod
kod »follow-up« bolesnika, to znaci, posle
zavrSene primarne terapije malignoma.
Zbog toga bi se trebali pridrzavati pravila
da se test rutinski izvodi prije pocetka pri-
marnog leéenja, a posle lecenja da se prati
kretanje tih vrednosti. U primeru uspes-
ne, radikalne terapije vrednosti za CEA
padaju na normalu, dok su u primeru ne-
radikalnog tretiranja koncentracije CEA u
serumu jo$ uvek povisene. U sluéaju reci-
diva ili pojava metastaza koncentracija
CEA polinje da se dize 2—3 mjeseca prije
nego §$to se recidiv klinicki manifestira.
Koncentracije iznad 20 ng/ml ukazuju u
vedini primera na metastaze u jetri. Izu-
zetni su karcinomi pankreasa sa jetrenih
metastaza gde su vrednosti mnogo vise od
pomenutih. U izve$tajima nadjemo da se
koncentracija CEA menja i kod kemo- i/ili
radioterapije (34), $to zavisi od uspes$nosti
te terapije. Uglavnom danas smatramo da

stalno i1 postepeno dizanje koncentracije
CEA opravdava upotrebu daljih diagno-
sti¢kih postupaka (tabela 7).

U svrhu odredjivanja koncentracije CEA
danas se najviSe upotrebljava Hansen
Z-gel metod™ koji primenjujemo i kod nas.
Metod je senzibilan, vrednosti za normal-
nu populaciju bile su postavljene na os-
novu eksperimenata na visokom broju bo-
lesnika; metod nije previSe skup, ali je
izvedba umereno zahtevna, tako da nam
je potrebna dobro opremljena laborato-
rija (39).

h. Test odredjivanja alfa-feto-proteina
(AFP). — U Kklinici se upotrebljava, makar
u manjoj mjeri, i test odredjivanja alfa-
feto-proteina (AFP). To je fetalni protein
koji kod elektroforeze migrira u alfa-1 re-
giji i ¢ija molekularna tezina je 70.000. U
fetusu se sintetizira u kesici zutanjka, a
kasnije u jetri. Kod odraslog covjeka iz-
nosi koncentracija AFP od 0 do 5,0 ng/ml
seruma, u serumu trudnica do 100 ng/ml
seruma, a u krvi fetusa od 2 do 6 X 106
ng/ml seruma (36, 37) tabela 8).

Koncentracija alfa-feto-proteina poviSe-
na je kod primarnih hepatoma i iznosi ce-
sto do 500 ng/ml seruma, dok se kod he-
patopatije podize najvise do 30 ng/ml. Ma-
sivni nodularni oblik hepatoma i razdife-

Koncentracija u fetalnom serumu: 2—3 X 10 ng/'ml seruma, ona je najvisa u 10. do 16.

1. Serumski protein, glikoprotein, migrira u alfa-regiji
2. Molekularna tezina: 70.000
3. Sedimentacijska konstanta: 5,05
4. Sadrzi 49, ogljikovih hidrata (heksoze), 14,79, dusikovih sestavina
5. Koncentracija kod odrasle osobe: 0—5ng/ml seruma
mjesecu trudnode
6. Raspolovna doba 2 do 3,5 dana
7. Koncentracija kod trudnice: do 100 ng/ml seruma

8. Sinteza: fetalna jetra i placenta, vrecica od zutanjka, gastro-intestinalni trakt. U jetri-
ma sintentiziraju celije, koje su u okolini ozilja. Tvori se u fetalnim hepatocitima

9. BioloSka funkcija: supstitut za albumin sa funkcijom ozmoze i transporta, veze estro-
gene i suradjuje kod procesa metabolizma. Koncentracija AFP-ja sa narastanjem kon-

centracije albumina pada

Tabela 8. — Karakteristike alfa-feto proteina (AFP)

* F. Hoffman — La Roche et Co. A. G. — CEA »Roche« Test, Basel, Svica
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rencirani tip hepatoma sintetiziraju vise
alfa-feto-proteina nego ostali oblici hepa-
toma. AFP poviSen je i kod embrionalnih
tumora ovarija i testisa, npr. kod terato-
karcinoma. U poslednje vreme ustanovili
su da je AFP cCesto poviSen kod nekih pri-
mera malignoma Zeluca i prostate. Kod
hepatoma je AFP poviSen u 70 9/, svih slu-
¢aja (38, 39).

Najcescée se upotrebljava metod radial-
ne difuzije u agarju, ali je osetljivost tog
metoda niska: koli¢ina koju mozemo kon-
statovati je iznad 0,3 ng/100 ml seruma.
Takve koncentracije mogu se nadi kod he-
patoma i kod embrionalnih tumora. Za
preciznije odredjivanje morademo prime-
njivati metode radioimunskog tipa, sa ko-
jima se mozZe konstatovati koncentracije
alfa-feto-proteina u zdravim osobama, gde
koncentracija moze postiéi i vrednosti do
25 ng/ml seruma.

Zakljuéak. — U zakljucku moramo redi
da je vrednost opisanih testova prije sve-
ga statistine prirode, pa zato negativan
test kod napredovale bolesti potvrdjuje
slabu prognozu, dok je pozitivni test ne
odbija .

Ustanovljeno je da sa prognozom jo$
najbolje koreliraju rezultati koznih testo-
va. Kad bi kao antigen upotrebljavali auto-
ili alo- ekstrakte tumorskih tkiva, korela-
cija bi bila jo$ bolja. U literaturi mozemo
nadi podatke koji govore o tome da su se
i bolesnici sa negativnom reakcijom na
nespecifi¢ne antigene, jo§ odazivali na tu-
morske antigene. Pomodu rezultata kod
upotrebe ekstrakta tumora kao antigena,
mogli bi da dobijemo jo$ bolji uvid u te-
kudi patofizioloSki proces. Pitanje, koje
je jo$ potrebno da se reSava, je, da li po-
stoji i na koji nadin se izrazava eventuel-
na korelacija izmedju »in vivo« i »in vitroc
testova, npr. koznih testova sa blastnom
transformacijom limfocita (40).

Otvoreno je i pitanje o reproducibilno-
sti tih testova jer postoji u primeru kad
je test dobro reproducibilan, moguénost
standardizacije tog testa.

Danas se u glavnom razvijaju testovi
koji su specificki za tumor i koji poka-
zuju funkcionalnu sposobnost onih delija
koje direktno sudjeluju kod procesa za-
vradanja i pocetka rasti tumora. Tu mi-
slimo u prvom redu na odredjivanje T-Ce-
lija, K-¢elija, aktiviranih T-limfocita i ma-
krofaga.

Bez obzira na navedene nedostatke, kod
nekih lokalizacija ved prije terapije odre-
djivamo tako zvani imunski profil boles-
nika (41). Taj profil bi trebao da zahvati
rezultate koznih testova, transformacije
limfocita, inhibiciju migracije leukocita i
kod specifi¢kih lokalizacija specifi¢ki test,
kao npr. kod karcinoma entodermalnog
izvora odredjivanje karcinoembrionalnog
antigena. Ipak, i ta slika ne informira nas
dovoljno, i to iz razloga, jer neznamo sa-
svim dobro koji tip imunoprofila najvero-
dostojnije reflektira sposobnost imunske
odazivnosti bolesnika.

Po tom pitanju najviSe odgovara test sa
karcino-embrionalnim antigenom. Mogud-
nost konstatovanja recidiva vec nekoliko
meseci prije nego je taj postao klinicki
evidentan, zaista je veliko dostignude; ma-
kar i u tom primeru ostaje otvoreno pi-
tanje usmerenosti terapeutske interven-
cije.

Summary

THE ROLE OF IMMUNOLOGICAL ASSAYS
IN CLINICAL ONCOLOGY

The purpose of this paper is to extract
and describe from a large number of known
immunological tests, those assays which are
in use in clinical oncology. Largerly, non
specific tests are used for assessment of
patient’s immune capabilities, and, specific
tests, like alpha-feto-protein are used for
detection of the malignant disease.

Since in host resistance to the growth of
neoplastic cells, T-cells appear to play a ma-
jor role, the majority of so far used tests
are connected with the determination of the
number and/or function of Ilimphocytes.
Among tests in clinical use the following
are mentioned: number of lymphocytes in
peripheral blood, transformation capability
of lymphocytes stimulated by plant anti-



gens, determination of T- and B-cell concen-
tration in peripheral blood, and finally as
the unique »in vivo« test the use of skin
reactivity. The host resistance can be asses-
sed by a reevaluation of the lymph node
structure. Pathomorphologic changes of the
lymph nodes can indicate a good reactivi-
ty of the immune system, or, on the other
side, a breakdown of the immune resistance.
Leukocyte migration inhibition test was
also found to correlate satisfactorely with
the clinical course.

Among the so called specific test two of
them, namely, carcino-embryonic-antigen and
alpha-feto-protein, are of clinical interest.
Carcino-embryonic-antigen is usefull as an
indicator of the metabolic activity of tu-
mors arising from entodermal tissue and is
used in the follow-up of patients after the
primary therapy was accomplished. The de-
termination of alpha-feto-protein in patients
with hepatomas and embrional tumors of
testes and ovaries has its clinical value,
but the usefulness of this test is restricted
by the fact that the incidence of these tu-
mors account for only a small percentage
of all cases registered yearly.

So far, a small number of known in vi-
tro and in vivo immunological test, have
been introduced in clinical practice. This is
due to the fact that the majority of tests
lack a correlation with the clinical course of
the disease, or are not giving pertinent in-
formations concerning the extent of the di-
sease or the immune resistance of the host.
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