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U klini~koj onkologiji je od neprocenjivog zna~aja
(pouzdano) postavljanje dijagnoze maligne bolesti u
{to je mogu}e kra}em roku, kao i pravovremeno uo~a-
vanje progresije bolesti ili relapsa. I pored jasno usta-
novljenih morfolo{kih i imunofenotipskih kriterijuma,
dijagnostikovanje i klasifikacija limfoproliferativnih
bolesti mo`e biti problemati~na oblast za patologe.
Prema podacima iz literature, u 5-10% bolesnika sa
limfoproliferativnim poreme}ajima, na osnovu
histo/citomorfologije koja je dopunjena imunohisto-
hemijskim analizama ili proto~nom citofluorimetrijom

nije mogu}e razlikovati maligne od reaktivnih prolif-
eracija (1). U tim slu~ajevima dijagnosti~ka procedura
mo`e uklju~iti i analizu klonalnosti limfocita PCR
(Polymerase Chain Reaction) metodom. Klini~ka pri-
mena ovog testa tako|e podrazumeva i detekciju
malignih limfocita u kostnoj sr`i i krvi prilikom utvr-
|ivanja stepena pro{irenosti limfoma, detekciju rezid-
ualnih malignih }elija (minimalne rezidualne bolesti)
nakon zavr{ene terapije, kao i procenu uspe{nosti
tehnika pr~i{}avanja uzoraka kostne sr`i/krvi od
malignih limfocita pre autologe transplantacije. 
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Apstrakt
Prema podacima iz literature, kori{}enjem histo/citomorfolo{kih analiza dopunjenih
imunohistohemijom i proto~nom citofluorimetrijom nije mogu}e razlikovati maligne od
reaktivnih proliferacija u 5-10% bolesnika sa limfoproliferativnim poreme}ajima/bolesti-
ma. U takvim slu~ajevima se mo`e uraditi test klonalnosti limfocita PCR metodom kako
bi se potvrdila ili isklju~ila dijagnoza maligne bolesti (limfoma ili leukemije). Analiza
klonalnosti limfocita PCR-om je na{la primenu i u detekciji limfomskih }elija u ko{tanoj
sr`i prilikom utvr|ivanja ra{irenosti bolesti, detekciji minimalne rezidualne bolesti po
zavr{etku terapije kao i za procenu efikasnosti tehnika pre~i{}avanja kojima se iz uzoraka
kostne sr`i/krvi uklanjaju maligne }elije. 
Testiranje klonalnosti se mo`e primeniti u svim limfoproliferativnim oboljenjima, a zasni-
va se na analizi rearan`iranih gena za imunoglobuline (Ig) ili T-}elijske receptore (TCR)
koji su jedinstveni za svaki limfocit. Reaktivne proliferacije limfocita se odlikuju polik-
lonalnim rearan`manima Ig/TCR gena dok se u leukemijama i limfomima detektuju uni-
formni rearan`mani (monoklonalnost). U literaturi se mo`e na}i veliki broj radova koji
analiziraju senzitivnost i specifi~nost razli~itih protokola za testiranje klonalnosti „in
house“ PCR-om. Na osnovu svih poznatih saznanja o procesu rearan`iranja gena za Ig i
TCR osmi{ljen je BIOMED-2 projekat u koji je bilo uklju~eno 47 instituta iz sedam evrop-
skih zemalja. Ovaj projekat je zapo~et u cilju razvijanja i standardizacije reagenasa i
metodologije za analizu klonalnosti PCR-om, a koji bi se primenjivali u rutnskoj dijagnos-
ti~koj praksi. Preporuke BIOMED-2 studije za upotrebu reagenasa i procedura su objavl-
jene u ~asopisu Leukemia 2003, a potom i 2007. godine. Me|utim, veliki broj laboratori-
ja i dalje koristi „in house“ PCR protokole. 
U ovom ~lanku }emo objasniti principe testiranja klonalnosti limfocita PCR metodom,
prednosti i nedistatake „in house“ PCR-a, ali i BIOMED-2 protokola. Tako|e }emo
komentarisati najnovije radove iz ove oblasti. 
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Klonalnost limfocita mo`e biti testirana u svim lim-
foproliferativnim poreme}ajima/bolestima, a zasniva
se na analizi uniformnosti rearan`mana gena za anti-
gene receptore – imunoglobuline (Ig), odnosno T-}elij-
ske receptore (TCR). 

Osnovi procesa rearan`iranja gena 
za Ig i TCR
Procesi rearan`iranja Ig i TCR gena kao i enzimi

koji u njima u~estvuju su u osnovi isti. Me|utim, i
pored toga, Ig geni su funkcionalno rearan`irani samo
u B-, a TCR geni samo u T-}elijama. Osnova „linijske
specifi~nosti“ za ekspresiju gena za antigene receptore
je jo{ uvek nejasna (2.). 

Tehnikama rekombinantne DNK utvr|eno je da se
genski lokus za te{ki lanac Ig nalazi na 14, a za κ i λ
lake lance Ig na drugom, odnosno 22. hromozomu.
Genski lokusi za β i γ lance TCR-a su sme{teni na sed-
mom, a za α i δ lance na 14. hromozomu (2). Genski
lokusi za Ig i TCR sadr`e razli~it broj V (variable) i J
(joining) genskih segmenata, dok su u lokuse za te{ki
lanac Ig, TCR β i TCR δ uklju~eni i D (diversity) gen-
ski segmenti. Proces rearan`iranja gena za Ig i TCR
podrazumeva spajanje jednog J sa jednim D i jednim V
segmentom (odnosno jednog J sa jednim V segmen-
tom) aktivno{}u RAG-1 i RAG-2 enzima.
Rearan`iranje sledi odre|eni obrazac, ta~nije uvek
po~inje na jednom alelu i tek ako je tu stvoren
nefunkcionalni produkt, nastavlja se na drugom. Ovaj
proces se naziva alelsko isklju~ivanje i omogu}ava da
svaki limfocit eksprimira samo jedan tip receptora. Isto
tako, uvek se prvo rearan`iraju geni za κ lanac Ig, a
ukoliko je to rearan`iranje bilo neproduktivno na oba
alela, rearan`iraju se geni za λ lake lance. Odstupanja
od ovog redosleda su uo~ena u nekim B-}elijskim
akutnim leukemijama (3). Kada je re~ o TCR-u, prvo se
rearan`ira δ, a potom i γ lanac. Ukoliko ne do|e do
ekspresije γδ receptora, dalje se rearan`ira gen za β
lanac TCR-a, dolazi do delecije δ lanca i nastavlja sa
rearan`manima α lanca. Prilikom rearan`iranja α
lanaca ne dolazi do alelskog isklju~ivanja, pa tako, na
primer, do 30% zrelih T-limfocita eksprimira dva tipa
α i jesan tip β lanca. Funkcionalne posledice ovog
fenomena jo{ uvek nisu potpuno poznate (2). 

Procenjeno je da se procesom rearan`iranja genskih
segmenata posti`e repertoar od oko 2x106 razli~itih Ig
molekula, oko 3x106 αβ i 5x103 kombinacija γδ TCR-
a (1). Osim razli~itih V-D-J kombinovanja, varijabil-
nosti ovih molekula doprinose i takozvane N-insercije
koje podrazumevaju nasumi~no umetanje nukleotida
na mestima vezivanja genskih segmenata aktivno{}u
enzima terminalne deoksi transferaze (TdT). Pokazano
je da se broj N–insercija pove}ava u toku razvi}a. Tako
ove insercije poseduje 68% B-}elija fetusa, 86% B-
}elija novoro|en~eta i 91 - 100% zrelih B-}elija
odrasle osobe. Uz to, aktivno{}u razli~itih nukleaza
koje isecaju terminalne nukleotide u ve} rearan`iranim

V-D-J produktima mogu}e je na kraju dobiti vi{e od
1012 razli~itih Ig i TCR molekula (Stewart, 1994.).
Zreli B-limfociti svoj antigeni repertoar mogu pro{iriti
i preko somatskih mutacija koje se de{avaju tokom
sazrevanja kako u te{kim, tako i u lakim lancima (1). 

Na Slici 1 je shematski prikazan proces rearan`iran-
ja gena za te{ki lanac Ig.

Unutar varijabilnih regiona Ig i TCR-a razlikuju se
CDR (Complementarity Determining Regions) delovi
izuzetno visoke varijabilnosti i FR (Framework) re-
gioni relativno kozervisane strukture. Najvarijabilniji
deo Ig i TCR molekula je CDR3 i to je upravo onaj deo
molekula koji je u kontaktu sa antigenom (3). 

Shematski prikaz organizacije gena za varijabili
deo te{kog lanca Ig je prikazan na Slici 2.

Princip testiranja klonalnosti limfocita
Po{to su tumori klonalne proliferacje, svi maligni

limfociti poti~u od jedne B– ili T-}elije i imaju istu
nukleotidnu sekvencu rearan`iranih gena za Ig i TCR.
Ukoliko je u uzorku koji se analizira prisutan domi-
nantni klon limfocita on }e, zbog prirode PCR reakci-
je, biti favorizovan i na gelu nakon elektrofereze }e biti
uo~ljiva dominantna traka odgovaraju}e molekulske
mase. Ako u uzorku nije prisutan dominantni klon, na
gelu }e se videti ve}i broj traka ili razmaz (Slika 3). Za
analizu klonalnosti B-limfocita PCR–om naj~e{}e se
koriste komercijalni prajmeri koji su dizajnirani tako
da hibridizuju sa komplementarnim sekvencama
unutar konzervisanih FR regiona te{kih lanaca
imunoglobulina. Pomo}u prajmera iz prvog seta se
umno`ava deo gena izme|u FRI i FRIV regiona, a
veli~ina produkata PCR reakcije je od 300 do 400 bp.
Kori{}enjem prajmera iz drugog seta umno`avaju se
produkti od oko 240 do 260 bp, a koji obuhvataju
sekvence izme|u FRII i FRIV regiona. Kada se koriste
prajmeri iz tre}eg seta produkti PCR reakcije sadr`e
deo gena izme|u FRIII i FRIV regiona, a njihova
veli~ina je od 100 do 150 bp. Rezultati na{ih
istra`ivanja, kao i podaci koji se mogu na}i u literaturi,
govore da je osetljivost metode najve}a kada se koriste
prajmeri iz tre}eg seta. Pomo}u FRIII/FRIV prajmera
se umno`avaju najmanji fragmenti {to podrazumeva
ve}u verovatno}u uspe{nosti amplifikacije, ~ak i ako
se radi sa fragmentisanom DNK iz tkiva koje je bilo
fiksirano formalinom i ukalupljeno u parafin (4-11). Za
analizu klonalnosti T-limfocita PCR–om se koriste
komercijalni prajmeri koji hibridizuju sa komplemen-
tarnim sekvencama unutar V i J segmenata
rearan`iranih gena za α, β, γ ili δ lance TCR-a. Ipak,
ve}ina autora isti~e prednosti analize gena za γ lance
po{to su oni rearan`irani u svim T-limfocitima bez
obzira na to da li oni eksprimiraju αβ ili γδ TCR (12.). 
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Na{a iskustva u testiranju klonalnosti 
limfocita
Kompleksnost pocesa rearan`iranja, varijabilnost

gena za Ig i TCR i njihova podlo`nost promenama
tokom evolucije bolesti ote`avaju kreiranje komerci-
jalnih testova za analizu klonalnosti limfocita. U liter-
aturi se mogu na}i razli~iti protokoli i preporuke za
ovu vrstu testiranja. Pre nego {to smo po~eli sa rutin-
skom primenom analize klonalnosti limfocita u na{oj
laboratoriji, analizirali smo osetljivost i specifi~nost
pet pari komercijalnih prajmera za umno`avanje
sekvenci varijabilnog dela gena za te{ki lanac Ig i osam
prajmera koji se koriste u „multiplex“ reakciji za
umno`avanje varijabilnog dela rearan`iranog gena za γ
lanac TCR-a. 

Osetljivost prajmera za analizu klonalnosti B-lim-
focita je testirana na uzorcima limfnih `lezda (parafin-
ski kalupi) bolesnika sa B neho~kinskim limfomima
(B-NHL) dok su za testiranje specifi~nosti kori{}eni
uzorci bolesnika sa reaktivnim proliferacijama limfoci-
ta (parafinski kalupi) i periferna krv zdravih osoba. 

U analiziranom setu komercijalnih prajmera,
najve}a osetljivost je dobijena kada su kori{}eni pra-
jmeri pomo}u kojih se umno`avaju sekvence izme|u
FR III i FR IV regiona (monoklonalna populacija lim-
focita je detektovana u 85% analiziranih uzoraka B-
NHL). Kada su kori{}eni prajmeri pomo}u kojih se
umno`avaju sekvence izme|u FR I i FR IV regiona (tri
para), monoklonalna populacija B-limfocita je detekto-
vana u 15%, 40%, odnosno 65% analiziranih uzoraka
B-NHL. Monoklonalnost je detektovana u 55% uzora-
ka B-NHL kada su kori{}eni prajmeri koji umno`avaju
sekvence izme|u FR II i FR IV regiona te{kog lanca
Ig. Kada je kori{}eno svih pet pari prajmera iz ovog
seta, osetljivost je bila 100%. Najve}a specifi~nost je
tako|e dobijena sa FR III/FR IV prajmerima (100%)
po{to je u svim uzorcima reaktivnih limfocitnih prolif-
eracija, kao i u svim uzorcima periferne krvi zdravih
osoba detektovana poliklonalnost (11). Na osnovu nave-
denih rezultata opredelili smo se da u rutinskom radu
koristimo FR III/FR IV prajmere, a ukoliko dobijemo
negativan rezultat analizu ponovimo sa najosetljivijim
parom prajmera kojima se umno`ava Ig sekvenca
izme|u FR I i FR IV. 

Osetljivost komercijalnih prajmera za analizu klon-
alnosti T-limfocita testirana je na uzorcima ko`e
bolesnika sa Mycosis fungoides. Kori{}enjem seta od
osam prajmera koji se koriste u „multiplex“ PCR reak-
ciji, prisustvo monoklonalne populacije T-limfocita je
detektovano u 88% uzoraka (13). 

Uzev{i u obzir osetljivost PCR metode, analiza
klonosti limfocita je na{la primenu i u detekciji mini-
malne rezidualne bolesti (MRB) nakon primenjene ter-
apije. U brojnim radovima koji se bave ovom obla{}u,
provla~i se pitanje o zna~aju ovog testiranja. Preciz-
nije, postavlja se pitanje kako da klini~ar na osnovu

informacije o prisustvu malog broja malignih limfoci-
ta koje i nije mogu}e detektovati drugim metodama (na
primer citolo{kom, imunohistohemijskom ili cito-
genetskom analizom) donese odluku o daljem le~enju.
Na osnovu publikovanih rezultata je jasno da prisustvo
MRB predstavlja lo{ prognosti~ki parametar (14-16), ali
ne treba zanemariti ~injenicu da ponekad bolesnici kod
kojih je detektovano prisustvo MRB i tokom dugotra-
jnog pra}enja ostaju u kompletnoj klini~koj remisiji.
Ovakvi slu~ajevi su nametnuli potrebu za kvantifikaci-
jom MRB. Na{a iskustva u ovoj oblasti tako|e su
potvrdila zna~aj kvantifikacije MRB. Naime, kada smo
analizirali rezultate pra}enja bolesnika sa B-NHL
niskog, odnosno visokog gradusa kod kojih je u toku
dijagnosti~kih procedura detektovano prisustvo
monoklonalne proliferacije B-limfocita u kostnoj sr`i
i/ili perifernoj krvi, MRB je ~e{}e detektovana kod
bolesnika sa limfomima niskog gradusa (17). Me|utim,
prisustvo MRB je imalo ve}i prognosti~ki zna~aj kod
bolesnika sa limfomima visokog gradusa. Rezultati
kvantifikacije MRB su nam ukazali da kod bolesnika
sa B-NHL ne postoji neki „kriti~ni broj“ malignih
}elija koji bi „signalizirao“ relaps, ve} je potrebno
pratiti kinetiku MRB. Pove}anje broja malignih lim-
focita u odnosu na prethodnu kontrolu je kod svih
bolesnika bilo povezano sa pojavom relapsa.

BIOMED-2 studija
U ovom tekstu je ve} pomenuto da se u literaturi

mogu na}i brojni protokoli za analizu klonalnosti lim-
focita PCR-om. U ve}ini protokola se koriste konsen-
zus prajmeri, naj~e{}e za umno`avanje sekvenci rear-
an`iranog gena za te{ki lanac Ig i γ lanac TCR-a.
Me|utim, objavljeni podaci o specifi~nosti i osetlji-
vosti ovih protokola imaju {irok raspon. Dobijene raz-
like u osetljivosti i specifi~nosti pojedinih protokola se
mogu objasniti dobijanjem la`no negativnih ili la`no
pozitivnih rezultata, koji su naj~e{}e posledica nedo-
voljne osetljivosti PCR prajmera, odnosno nedovoljne
specifi~nosti prajmera ili kontaminacije (5, 6, 10). 

Da bi se standardizovali reagensi i protokoli za
testiranje klonalnosti limfocita za rutinsku primenu u
dijagnostici i pra}enju limfoma i leukemija, pokrenuta
je BIOMED-2 studija u koju je bilo uklju~eno 47 insti-
tucija iz sedam evropskih zemalja. Rezultati ove studi-
je su objavljeni u ~asopisu Leukemia 2003. godine, a
autori su istakli da su u predlo`ene protokole inte-
grisana celokupna dotada{nja znanja o diferencijaciji i
sazrevanju limfocita uklju~uju}i i procese rearan`iran-
ja gena za antigene receptore (1). Rezultati reevaluaci-
je reagenasa i protokola koji su predlo`eni 2003, kao i
modifikacije istih, objavljeni su u istom ~asopisu 2007.
godine. U ovoj studiji se isti~e da se pomo}u pre-
poru~enih setova prajmera i protokola za „multiplex“
reakcije monoklonalna populacija B-limfocita detektu-
je u 99% analiziranih B-}elijskih maligniteta, dok se
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monoklonalnost T-limfocita detektuje u 94% anal-
iziranih T-}elijskih limfoma i leukemija (18,19).
Reagensi i prajmeri koji su preporu~eni na osnovu
BIOMED-2 studije su danas dostupni na tr`i{tu i pri-
menjuju se u rutinskoj praksi u mnogim laboratorija-
ma. Me|utim, veliki broj autora isti~e visoku cenu
testova koji su proistekli iz BIOMED-2 projekta i to
poku{avaju da prevazi|u kombinovanjem in house
PCR protokola sa BIOMED-2 protokolima (20, 21). I
sami autori koji su bili uklju~eni u BIOMED-2 se
osvr}u na cenu sugerisanih analiza, ali sa druge strane
nagla{avaju da dru{tvo snosi znatno ve}e tro{kove i
bolesnici imaju potpuno drugi kvalitet `ivota ukoliko
nije postavljena dobra dijagnoza i ako to nije bilo u
ranoj fazi bolesti (18). 

Ograni~enja testa klonalnosti limfocita
Analiza klonalnosti limfocita je naj~e{}e veoma

informativan test i u najve}em broju situacija pred-
stavlja dragocenu pomo}. Ipak, treba imati na umu nje-
gova ograni~enja. Pre svega, prisustvo klonalne prolif-
eracije limfocita ne zna~i uvek i prisustvo leuke-
mije/limfoma. Neke, klini~ki benigne proliferacije
mogu imati klonalno poreklo (npr. neke CD8+ i re|e
CD4+ T-limfocitoze, benigne monoklonalne gamopati-
je, inicijalni stadijumi u EBV+ ili CMV+ limfoprolif-
eracijama kod imunodeficijentnih bolesnika, neke
benigne kutane T-}elijske proliferacije). Iz tih razloga,
rezultat PCR testa klonalnosti limfocita se interpretira
isklju~ivo u kontekstu klini~ke slike, morfolo{kih i
imunofenotipskih nalaza. Treba naglasiti, da pri tuma-
~enju rezultata treba imati na umu i vrstu uzorka.
Ponekad „background“ normalnih B- i T-limfocita

mo`e maskirati prisustvo manjeg broja malignih lim-
focita. Nasuprot tome, u suvi{e oskudnom uzorku, sa
malim brojem limfocita, mo`e se detektovati la`na
pozitivnost, posebno kada se analizirju TCR rearan`-
mani. Tako|e, u uzorcima bolesnika koji primaju ve}e
doze imunosupresivne terapije se naj~e{}e detektuju T-
limfociti ograni~enog TCR repertoara (1). 

Nasuprot prvobitnoj pretpostavci, danas se zna da
Ig i TCR rearan`mani nisu strogo ograni~eni na B-,
odnosno T-limfocite. Kroslinijski TCR rearan`mani se
mogu detektovati u malignitetima nezrelih B-limfocita
(naro~ito u prekursorskoj B-ALL), ali i u akutnoj
mijeloidnoj leukemiji (AML) i re|e, u malignitetima
zrelih B-limfocita. Kroslinijski Ig rearan`mani
(naj~e{}e te{kog lanca Ig) se mogu detektovati u T-
}elijskim malignitetima i AML, ali mnogo re|e (1). 

Na osnovu publikovanih rezultata, ali i na osnovu
vlastitog iskustva, mo`emo zaklju~iti da test klonal-
nosti limfocita predstavlja dragocenu dopunu standard-
nim morfolo{kim, citolo{kim, imunohemijskim i cito-
geneti~kim testovima u dijagnostici i pra}enju limfo-
proliferativnih bolesti. U zavisnosti od iskustva i
materijalne situacije, laboratorije se mogu opredeliti da
ove testove izvode prema sopstvenim, interno
evaluiranim in house PCR protokolima, da koriste
reagense i protokole koji su preporu~eni u BIOMED-2
studiji ili da kombinuju in house PCR i BIOMED-2
protokole. U svakom slu~aju, za pravilno tuma~enje
rezultata je potrebno iskustvo u ovoj oblasti i pozna-
vanje biologije i patologije limfoma i leukemija kao i
razumevanje procesa rearan`iranja gena za Ig i TCR.

Slika 1. Shematski prikaz rearan`iranja gena za te{ki
lanac Ig

Slika 2. Shematski prikaz rearan`iranog gena za Ig

Slika 3. Analiza klonalnosti B-limfocita na 10% poli-
akrilamidnom gelu nakon elektroforeze i bojenja srebro

nitratom
Prisustvo poliklonalne populacije B-limfocita je detekto-
vano u kolonama 1, 3, 4, 7, 8;
Prisustvo monoklonalne populacije B-limfocita je detekto-
vano u kolonama 2 (inicijalna analiza pri postavljanju
dijagnoze), 5 i 6 (minimalna rezidualna bolest);
Pozitivna kontrola (uzorak limfne `lezde bolesnika sa B-
NHL) je u koloni 9;
Negativna kontrola (uzorak bez genomske DNK, sadr`i
samo PCR reagense) je u koloni 10;
Marker molekulske te`ine DNK je u koloni 11; 
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Abstract
According to published data, in 5-10% of patients with suspect lymphoproliferative

disorders, histo/cytomorphology supplemented with immunohistology or flow cytometric
immunophenotyping cannot discriminate malignant and reactive processes. In such cases,
diagnosis of lymphoid malignancies can be supported by PCR-based clonality testing. The
clinical utility of clonality testing also includes detection of bone marrow infiltration as a
part of staging procedure, detection of minimal residual disease following therapy and
assessment of ability of purging technique to eradicate residual malignant cells in mar-
row/blood. 

Clonality testing can be performed in all lymphoproliferations by analysis of
immunoglobulin (Ig) or T-cell receptor (TCR) gene rearrangements that are unique for
each kind of lymphocyte. Reactive lymphoproliferations have polyclonally rearranged
Ig/TCR genes, whereas leukaemias and lymphomas show clonal rearrangements. In the lit-
erature, there are lot of reports on sensitivity and specificity of different PCR reagents and
protocols for “in house” clonality testing. Therefore, a total of 47 institutes from seven
European countries collaborated in the BIOMED-2 Concerted Action, exploiting the full
knowledge of Ig and TCR genes and their rearrangement process. This project was was
initiated to develop and standardize reagents and methods for PCR-based clonality diag-
nostics. Reagents and procedures evaluated by BIOMED-2 are reported in Leukemia on
2003, and later on 2007. However, the large number of laboratories has continued the
usage of “in house” procedures. 

In the present article we review the principles of PCR-based clonality testing, useful-
ness and pitfalls of “in house” procedures and BIOMED-2 protocols. Furthermore, we
overview the latest reports from literature about this topic. 
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