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1. UVOD

1.1. STOLJECE RAZVOJA LIMFOMSKIH KLASIFIKACIJA

Zlo¢udni tumori limfocitne loze, tj. limfomi, nastaju klonalnim umnazanjem zlocudne
limfati¢ne stanice, koja fenotipski sli¢i «normalnoj» limfati¢noj stanici na odredenom stupnju
razvoja. NajceS¢e nastaju u limfnim ¢vorovima, no mogu se javiti i u ekstralimfatickim

organima ili kao progirena bolest s leukemijskom slikom.'

Iako termin «limfom» prvi koristi Virchow 1858 godine, a termin «maligni limfom» Billroth
1871., prvim opisom bolesti limforetikularnog sustava smatra se izvjesée o bolesti
apsorbirajuéih Zlijezda i slezene Thomasa Hodgkina 1832. godine.”* Dreschfeld i Kunrath su
1893. godine razdijelili limfom u dvije kategorije.”® Uotili su da je Hodgkinov limfom, tada
zvan limfosarkom, prema svom bioloSkom ponasanju drugacija bolest od ostalih oblika
malignih bolesti limforetikularnog sustava. Oberling je 1928. opisao bolest u koStanoj srzi
(danas se smatra da se radilo o Ewingovu sarkomu) i svrstao ga u kategoriju sarkoma
retikularnih stanica.” Ghon i Roman su izdvojili kategoriju folikularnog limfoma velikih
stanica 1916. godine.® Time je nastala prva i najstarija klasifikacija limfoma koja je opisivala
Cetiri kategorije iste bolesti: limfosarkom, sarkom retikulumskih stanica, gigantofolikularni
limfom i Hodgkinov limfom. Tijekom slijedec¢ih nekoliko godina Brill i Symmers su neovisno
jedan o drugom, objavili studije o dvije skupine bolesnika s generaliziranom
limfadenopatijom i splenomegalijom, gdje je patohistoloSkom analizom pronadena masivna
hiperplazija germinativnih centara. U jedne skupine bolesnika navedeno stanje je progrediralo
u limfom.”" Godinama se hiperplazija germinativnih centara nazivala Brill-Symmersova
bolest, kao jedan oblik premalignog stanja. Medutim, Gall i Mallory su, u svojoj studiji koja
je ucinjena na 618 bolesnika, definirali jasne kriterije kojima se zlo¢udna proliferacija

germinativnih centara razlikuje od dobroéudnog poremecaja (1942.)."" Slijede¢ih desetljeca, u



trazenju uporabljive klasifikacije koja bi bila razumljiva i klinicarima i patolozima, malo
podru¢ja u patologiji izazvalo je toliko kontroverzi kao pokusaj klasificiranja limfoma.
Rappaport i suradnici prepoznali su vaznost uzorka rasta, §to je, uz citoloske znacajke poput
oblika i veli¢ine stanice, temelj Rappaportove klasifikacije (1966.). Limfomi se dijele u dvije
velike skupine prema uzorku rasta, potom u podskupine prema citomorfoloskim
karakteristikama stanica. Bilo da su nodularnog ili difuznog uzorka rasta, stanice kod visoko
diferenciranih limfocitnih limfoma podudarne su sa svojim «normalnim» inacicama.
Rappaport tako razlikuje limfocitne nisko i visoko diferencirane limfome, dok su limfomi
vecih stanica obilne citoplazme oznaceni kao histiocitni limfomi (vjerovalo se da potjecu od
histiocitnih a ne retikularnih stanica). Nediferencirani limfomi ne mogu se citomorfoloski
svrstati ni u jednu od tih skupina, dok mjeSoviti limfocitno-histiocitni pokazuju osobine i
jednih i drugih stanica.'” lako je Rappaport smatrao da stanice limfoma razli¢itih
citomorfoloskih znacajki mogu rasti prema nodularnom ili difuznom uzorku, vremenom je
postalo jasno da samo tri podtipa limfoma mogu rasti i nodularno i difuzno. U vrijeme kada je
nastala Rappaportova klasifikacija (takoder i njezina modifikacija) vrlo malo se znalo o
stani¢noj imunologiji. S novim saznanjima o biologiji i funkciji imunoloSkog sistema
otkrivene su dvije populacije limfocita: T i B stanice, kao i njihove manje subpopulacije.
Primijeceno je da limfociti istih citomorfoloSkih osobina nemaju istu funkciju u organizmu;
«mali» limfocit u perifernoj krvi ili limfatiénom organu nije posljednji izdanak u nizu
razvojnog procesa, a podvrsta histiocitnih limfoma nije porijekla histiocita. Kielska
klasifikacija (1974.) i njezina modifikacija (1988.) predlozena od Lennerta i suradnika opisuje
tipove 1 podtipove limfoma prema citomorfoloskim osobinama i imunoloskim znacajkama, te

ih dijeli na one visokog i niskog zlo¢udnog potencijala.’*"*

Lukes-Collinsova klasifikacija
(1974., modificirana 1978.) sugerira da se limfomi B 1 T-stani¢nog porijekla mogu razlikovati

i prema citomorfologkim znatajkama.'> Uporaba nekoliko razligitih klasifikacija nastalih



tijekom sedamdesetih godina proslog stoljeca otezala je komunikaciju izmedu razlicitih struka
ukljucenih u dijagnostiku i lijecenje limfoma, zbog preklapanja istih izraza za razlicite entitete
ili istih entiteta s razli¢itim imenima u postoje¢im klasifikacijama. Nacionalni institut za
istrazivanje raka Sjedinjenih Americkih Drzava (engl. National Cancer Institute) zapoceo je
multicentricnu studiju ispitujuéi Sest klasifikacija na 1175 bolesnika s ne-Hodgkinovim
limfomom koji su bili lijeCeni na gotovo isti nacin. lako je time bilo mogucée odijeliti velike
skupine bolesnika prema klini¢kim pokazateljima i vremenu prezivljenja, nijedna klasifikacija
nije se pokazala primjerenijom od drugih u novonastaloj situaciji, te je 1982. predlozena
Radna klasifikacija ne-Hodgkinovih limfoma za klinicku uporabu (engl. Working formulation
for clinical usage). Nastala je kao pokusaj uvodenja jedinstvene terminologije koja je
klini¢arima 1 istrazivaCima omogucila lakSe prepoznavanje podtipova limfoma unutar
razli¢itih klasifikacija (tablica 1).'®!'” Razvojem molekularnih i geneti¢kih analiza postalo je
jasno da definiranje pojednog entiteta ovisi i o promjenama na substani¢noj razini.
Prepoznavanje novih podtipova limfoma zahtijevalo je promjene u klasificiranju limfocitnih
novotvorina. Radna klasifikacija, koriStena najvise na prostoru Sjedinjenih Americkih Drzava
(SAD), grupirala je podtipove najviSe prema klinickim znac¢ajkama, zanemaruju¢i morfoloske
razlike izmedu njih, dok modificirana Kielska i Lukes-Collinsova klasifikacija nisu
ukljucivale ekstranodalne limfome, a i reproducibilnost pojedinih kategorija je bila mala.
Hodgkinov limfom prvi su klasificirali Jackson i Parker 1947. godine (tablica 2), a ponovno
Komitet za nomenklaturu pod predsjedanjem Lukesa i Butlera (1966.) odreduju¢i 4 podvrste
Hodgkinovog limfoma koje se, uz manje prilagodbe, rabe jos i danas.'*"

Medunarodna grupa za istrazivanje limfoma (engl. International Lymphoma Study Group,
ILSG), osnovana 1993. godine, predlozila je klasifikaciju temeljenu na postavkama Kielske 1
Radne Kklasifikacije. Grupa stru¢njaka provela je retrospektivno istrazivanje predloZene

klasifikacije na 1403 bolesnika iz devet centara. Uzorak svakog tumora je pregledalo pet



hematopatologa, neovisno jedan o drugome. Svaki patolog je prvo, na temelju morfoloske
analize uzoraka obojanih Giemsom ili hemalaun-eozinom, postavio preliminarnu dijagnozu.
Nakon toga je na temelju imunohistokemije, citogenetskih i molekularnih tehnika te proto¢ne
citometrije postavio drugu dijagnozu tumora. Naposlijetku su patolozima prezentirani klinicki
podaci nakon ¢ega su postavili kona¢nu dijagnozu. U istrazivanje su bili ukljuceni i bolesnici
s plazmocitomom, leukemijama i Hodgkinovim limfomom. Smatralo se da je konsenzus
struénjaka postignut ako su 4 od 5 patologa (80%) postavili istu konac¢nu dijagnozu. Za
konsenzus nije bilo vazno da li su se patolozi slozili oko stupnja folikularnog limfoma,
odnosno podtipa perifernog T-stani¢nog limfoma. Za konsenzus oko stupnja folikularnog
limfoma ili podtipa perifernog T-stani¢nog limfoma bilo je dovoljno slaganje 3 od 5 patologa.
Tako su definirane podtipovi T 1 B limfoma koje mogu biti prepoznati na temelju dostupnih
patohistoloskih tehnika i klinickih znacajki. Tumori limfocitne loze raspodijeljeni su u tri
velike kategorije: B-stani¢ni, T-stani¢ni i Hodgkinov limfom. Svaki entitet definiran je
morfoloski, imunofenotipski, molekularno 1 klini¢ki, te se pokusalo odrediti iz koje
«normalney» limfati¢ne stanice nastaje. Klasifikacija proizasla iz ovog istrazivanja nazvana je

REAL (engl. Revised European-American Lymphoma) klasifikacij om.**?!



Tablica 1. Radna klasifikacija za klini¢ku uporabu i njezini istoznacni i pridruzeni nazivi u
Lukes-Collinsovoj i Kielskoj klasifikaciji

Radna Kklasifikacija Lukes-Collinsova klasifikacija | Kielska klasifikacija
(modificirana 1979) (modificirana 1988)
Niski stupanj zlo¢udnosti B- stanicni Niski stupanj
zloéudnosti

Malih limfocita Malih i plazmacitoidnih Limfocitni (T, B-KLL,

(limfoplazmacitni) limfocita vlasastih stanica, kozni
T), imunocitom,
limfoplazmacitni,
polimorfni

Folikularni, ve¢inom malih Folikularni, malih zarezanih Folikularni

zarezanih stanica stanica

Folikularni, malih zarezanih 1 Folikularni, malih 1 velikih Folikularni

velikih stanica zarezanih stanica

Srednji stupanj zlocéudnosti

Folikularni, velikih stanica Folikularni, velikih zarezanih ili | Folikularni

nezarezanih stanica
Difuzni, malih zarezanih Difuzni, malih zarezanih stanica | Centrocitni

stanica

Difuzni, mijeSani, malih 1
velikih stanica

Folikularni malih i velikih
zarezanih ili nezarezanih
velikih stanica

Centrocitno-centroblastni

Visoki stupanj
zZlocudnosti
Difuzni, velikih stanica Folikularni, velikih zarezanih ili | Centroblastni,
nezarezanih stanica limfoblastni

Visoki stupanj zloéudnosti

Imunoblastni, velikih stanica

Imunoblastni (B ili T)

Imunoblastni (B ili T)

Limfoblastni (konvolutnih ili
nekonvolutnih stanica)

T-stani¢ni tipa konvolutnih
stanica

T-stani¢ni (konvolutnih i
drugi neklasificirani)

Malih nezarezanih stanica

Malih nezarezanih stanica

B-stani¢ni (Burkitt i
drugi)

Neklasificirani

Tablica 2. Usporedba klasifikacija Hodgkinovog limfoma

Jackson i Parker

Lukes i Butler

Paragranulom Limfocitna predominacija
Nodularna skleroza

Granulom MijeSana celularnost

Sarkom Limfocitna deplecija




1.1.1. KLASIFIKACIJA NOVOTVORINA HEMATOPOETSKIH I LIMFATICNIH TKIVA
SVIETSKE ZDRAVSTVENE ORGANIZACIJE (SZ0)

Klasifikacija SZO (2000., modifikacija 2008.) prva je globalno prihvaéena klasifikacija
hematopoetskih novotvorina, koja se temelji na nacelima REAL klasifikacije novotvorina
limfocitne loze Medunarodne grupe za istrazivanje limfoma (ILSG). Prema REAL
klasifikaciji ~ dijagnosticki pristup limfomima odreden je ukupnoS¢éu morfoloskih,
imunofenotipskih, genetickih i klini¢kih karakteristika razli¢itih podvrsta limfoma. Temelj
dijagnoze limfoma prema SZO Kklasifikaciji nije samo histopatoloski i imunohistokemijski
nalaz («zlatni standard» prijasnjih klasifikacija), ve¢ kombinacija morfoloskih, imunoloskih,
citogenetickih, molekularnih 1 klinickih pokazatelja bolesti. Klasifikacija SZO je te
dijagnosticke postavke prosSirila i na mijeloidne, mastocitne i histiocitne novotvorine, ¢ija
dijagnostika takoder ovisi o trenutnim spoznajama o uzroku nastanka i razvoju pojedinih

bolesti.

1.1.1.1. Tipovi i podtipovi limfoma

Osim osnovne podjele na B, T i Hodgkinov limfom, limfomi su nadalje podijeljeni u dvije
vece skupine: novotvorine B i T prekusora, koje odgovaraju limfaticnim stanicama na
najranijem stupnju razvoja, te zrele B i T novotvorine koje odgovaraju «normalnimy
limfocitima zaustavljenim na pojedinom stupnju razvoja. Prema mjestu nastanka i raspodjeli
tumorske mase limfomi se mogu podijeliti na nodalne (koji su predmet naSeg istrazivanja),

ekstranodalne i leukemijske oblike.

1.1.1.2. Novotvorine B i T prekursora
Kod limfoblasti¢nog limfoma/leukemije nalazimo brojne nezrele zlo¢udne stanice (blaste), a

prema antigenom profilu odredujemo da li je B-stani¢ne vrste (TdT+, PAX5+, CD10+,



CD19+, CD22+, CD79a+, CD34-/+, CD45-/+) ili T-stani¢ne vrste (TdT+, CDla+/-,
citoplazmatski CD3+, CD7+, CD4 i/iliCD8+, CD10+/-, varijabilno CD2+, CD5+).

B- stani¢ni limfoblasti¢ni limfom/leukemija (LBLB) najcesée se javlja kao diseminirani
(leukemijski) oblik kod djece i mladih odraslih pacijenata. Cesto se nalazi strukturna
kromosomska promjena t(12;21) kojom dolazi do preraspodjele gena TELI i AMLI.
T-stani¢ni limfoblasticni limfom/leukemija (LBLT) javlja se najcesce kod adolescenata kao

medijastinalna masa (tablica 3).

1.1.1.3. Zrele B- stanicne novotvorine koje se cesce javljaju nodalno

Preko 85% novotkrivenih zloéudnih ne-Hodgkinovih limfoma ¢ine zrele B-stani¢ne
novotvorine. U vise od 50% slucajeva novootkrivenog zlo¢udnog limfoma dijagnosticiraju se
folikularni limfom 1 difuzni velikostani¢ni limfom B tipa, koji uz limfom malih
stanica/kroni¢nu limfocitnu leukemiju, limfoplazmacitni limfom, limfom marginalne zone,
limfom plaStene zone (engl. mantle cell lymphoma), Burkittov limfom i plazmocitom c¢ine
najcesce dijagnosticirane podtipove nodalnih zrelih B-stani¢nih novotvorina.

Limfom malih stanica/kroni¢na limfocitna leukemija (CLL/SLL) moze se javiti kao
lokalizirana ili proSirena bolest. U tumoru se nalaze brojne male limfati¢ne stanice pravilne
jezgrine membrane i1 grubo grudastog kromatina, uz nesSto veée limfatiCne stanice -
prolimfocite (vece stanice istaknutog nukleola smjeStenog u sredini jezgre), antigenog profila
CD5+, CD10-, CD19+, CD20-/+, CD22+, CD23+, CD43+, CD79a+, BCL1- (engl. B-cell
lymphoma), BCL2+, restrikcije « ili A lakog lanca imunoglobulina i slabo pozitivnog IgM-a
ili IgD-a. Javlja se u starijih odraslih (>50 god), ¢eS¢e u muskaraca..

Limfoplazmocitni limfom (LPL) javlja se u starijih odraslih, ¢eS¢e u muskaraca, a pri
postavljanju dijagnoze uz limfne ¢vorove Cesto je proSiren i u koStanu srz i slezenu. Vecina

pacijenata uslijed luenja monoklonskog serumskog IgM paraproteina ima i simptome



hiperviskoziteta. MorfoloSke osobine su mijesani infiltrat malih limfocita, plazmocitoidnih
limfocita, plazma stanica i plazmocitoidnih imunoblasta, a stanice pokazuju antigeni profil
CDs5-, CD10-, CD19+, CD20+/-, CD22+, CD23-, CD43+, CD79a+, BCL1-, BCL2+, i
izrazavaju citoplazmatski IgM.

Limfom marginalne zone (MZL) ima tri podvrste: nodalni (NMZL), ekstranodalni (MALT
limfom, engl. mucosa associated lymphoid tissue) te splenicni limfom marginalne zone;
nalaze se male limfati¢ne stanice zgusnutog kromatina uz monocitoidne i plazmacitoidne
stanice kao i neSto imunoblasta (u splenicnom limfomu marginalne zone i limfati¢ne stanice s
vlasastim produljcima citoplazme). Stanice pokazuju antigeni profil CD5-, CD10-, CD19+,
CD20+, CD23-, CD43+/-, CD79a+, BCL1-, BCL2+/-, CD68-/+. Bolest se javlja kod starijih
odraslih, podjednako Cesto u oba spola.

Kod limfoma plastene zone (engl. mantle cell lymphoma, MCL) nalazimo jednoli¢nu
populaciju malih do srednje velikih limfati¢nih stanica nepravilnih jezgara (zarezane jezgre),
a stanice su CD5+, CD10-, CD19+, CD20+, CD23-, CD43+, BCL1+, BCL2+ i BCL6-. U
vec¢ine bolesnika nalazi se strukturna kromosomska promjena t(11;14) koja ukljucuje BCLI
gen 1 poti¢e veliki izrazaj ciklina D1. Obolijevaju stariji odrasli, ¢eS¢e muskarci, a pri
postavljanju dijagnoze bolest je ¢esto prosirena u kostanu srz i slezenu.

Kod folikularnog limfoma (FL) nalazimo mijeSani infiltrat malih i velikih limfati¢énih
stanica nepravilnih (zarezanih) jezgara i vece limfaticne stanice pravilnih (nezarezanih)
jezgara (centroblasti). Ovisno o udjelu velikih limfati¢nih stanica (centroblasta) dijele se na 3
stupnja. Limfaticne stanice su antigenog profila CD5-, CD10+, CD19+, CD20+, CD22+,
CD23-, CD43-, BCL1-, BCL2+, BCL6- (osim kod folikularnog limfoma 3. stupnja koji je
BCL6+), kao 1 izrazaj jednog od lakih Ig lanaca. U vecine bolesnika prisutan je velika

izrazenost proteina BCL2 (inhibitora apoptoze) kao posljedica translokacije t(14;18).



Velikostanicni difuzni limfom B tipa (DLBCL) heterogena je kategorija. U tumoru se
ve¢inom nalaze velike limfati¢ne stanice tipa imunoblasta ili centroblasta, antigenog profila
CD5-/+, CD10-/+, CD19+, CD20+, CD22+, CD23- (osim u medijastinalnom velikostani¢nom
B limfomu koji je CD23+), CD43-/+, BCL1-, BCL2+, BCL6+/- i povrsinski ili citoplazmatski
Ig. Bolest pogada sve dobne skupine (ipak ¢eS¢e odrasle), dio bolesnika pokazuje izrazaj
proteina BCL2, dok dio bolesnika pokazuje izrazaj BCL6, zbog prepraspodjele gena na
kromosomu 3 uslijed translokacije t(3;14).

Kod Burkittova limfoma/leukemije (BL) stanice su jednoli¢ne, srednje velike, pravilnih
okruglih jezgara s nekoliko istaknutih nukleola, bazofilne vakuolizirane citoplazme, a mogu
se nadi 1 histiociti. Stanice izrazavaju antigeni profil CD5-, CD10+, CD19+, CD20+, CD22+,
CD23-, CD43+/-, CD38-, CD79a+, BCL1-, BCL2-, BCL6+, TdT-. Javlja se kod adolescenata

i mladih odraslih. Cesto se nalaze translokacije kromosoma koje ukljuéuju gene c-myc i Ig

(t(8;14)).

1.1.1.4. Zrele (periferne) T i NK- stanicne novotvorine koje se cesce javljaju nodalno

Vecina T-stani¢nih limfoma pokazaju agresivno ponasanje. Citomorfoloski se nalazi
polimorfni stani¢ni infiltrat limfocita, eozinofila i histiocita. Uz pan-T pozitivne biljege nalazi
se aberantni gubitak jednog od T- stani¢nih biljega.

Kod perifernog T- stani¢nog limfoma nesvrstanog drugacije (PTCL) nalazimo brojne
atipi¢ne limfati¢ne stanice koje variraju u veli¢ini 1 obliku, nepravilnih jezgara, istaknutih
nukleola, dok u pozadini preparata nalazimo infiltrat koji se sastoji od limfocita i vecéih
limfaticnih stanica B tipa ponekad poput Reed-Sternbergovih stanica, histiocita, plazma
stanica 1 eozinofila. Atipicne limfati¢ne stanice su najces¢e CD4+/CDS8-, CD3+, veinom
CD5- 1 CD7-, u oko 30% sluc¢ajeva CD30+, a povremeno i CD56+ (biljeg NK stanica).

Molekularnim analizama moze se dokazati preuredba gena za T-stani¢ni receptor. U



pacijenata je prisutna generalizirana limfadenopatija, a Cesto su zahvaceni i koza, jetra i
slezena.

Osobitost angioimunoblasticnog limfoma (AIL) je nagli nastanak sistemskih simptoma, s
limfadenopatijom, hepatosplenomegalijom i1 autoimunim reakcijama (poput hemoliticke
anemije). Citomorfoloska slika je polimorfna, s proliferacijom endotela kapilara. Uz CD2+,
CD3+, CD4+, CD5+ i CD8-/+ ¢est je 1 nalaz CD10+. U gotovo svim slucajevima moguce je
dokazati infekciju Epstein-Barrovim virusom (EBV) i to u poliklonalnim stanicama B tipa.
Obiljezje anaplasticnog velikostanicnog limfoma (ALCL) su stanice ekscentri¢no
postavljene jezgre bubrezastog oblika poput potkove (engl. hallmark cells), stanice s jezgrama
postavljenim poput vjeni¢a (engl. wreath-like cells), stanice lobuliranih jezgara s
invaginacijama citoplazme u jezgru (engl. doughnut cells) kao i plazmacitoidne stanice, uz
polimorfni infiltrat u pozadini. Moze biti i ekstranodalni i kozni, a stanice su antigenog profila
CD30+, CD15-, EMA+, ALK+/-, T-stani¢nog imunofenotipa a ponekad i 0 fenotipa (kada
nije dokazan diferencijacijski biljeg). Ovisno o ALK statusu koji ima prognosticku vaznost,
danasnja klasifikacija SZO-e razlikuje dva tipa ALCL-a. ALK porzitivni tip (ALCL ALK+)
javlja se u mladih odraslih, ¢eS¢e muSkaraca. Morfoloski se uobicajeno prezentira «hallmark»
stanicama, ponekad s infiltratom reaktivnih histiocita u pozadini (limfohistiocitna varijanta) ili
rijetko manjim ili srednje velikim limfati¢énim stanicama nepravilnih jezgara (varijanta malih
stanica). Stanice su najces¢e CD2+, CD3-/+, CD4+, CD5+, CDS8-, CD43+/-. ALCL ALK
negativni tip (ALCL ALK-) javlja se u starijih odraslih i ima agresivniji klinicki tijek; nalaze se
polimorfne «hallmarky stanice, kao i stanice poput vjen¢i¢a, CD2+, CD3+, CD4+, CD5-/+,
CDS-, CD43+.

Mycosis fungoides (MF) najces¢i je kozni T-stani¢ni limfom, javlja se u starijih odraslih,
¢eS¢e muskaraca. Ima indolentan klinicki tijek, diseminira nakon niza godina najprije u limfne

¢vorove, potom u jetru, slezenu, pluca i koStanu srz. Pri progresiji u limfni ¢vor nalaze se
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male do srednje velike limfati¢ne stanicama cerebriformnih jezgara, naj¢es¢e CD2+, CD3+,

CD5+, CD4+, CD7-, CDS- (tablica 4).

1.1.1.5. Hodgkinov limfom

Klasifikacija SZO razlikuje dvije vrste Hodgkinova limfoma: klasi¢ni Hodgkinov limfom i
nodularnu limfocitnu predominaciju. Za postavljanje dijagnoze klasi¢nog Hodgkinovog
limfoma (cHL) potreban je nalaz Reed-Sternbergovih stanica ili Hodgkinovih stanica
(RS/Hodgkinovih stanica), ve¢ih binuklearnih stanica s istaknutim nukleolima, koje su
CD30+, u vec¢ini slu¢ajeva CDI15+, CD45-, EMA-, PAX5+ (Sto upucuje na njihovo B-
stani¢no porijeklo). U pozadini se nalazi infiltrat limfocita (ve¢inom T-stani¢nog tipa),
histiocita, eozinofila i plazma stanica. cHL javlja se u nekoliko morfoloskih varijanti:
nodularna skleroza, mijeSana celularnost, limfocitna deplecija 1 difuzna limfocitna
predominacija.

Za postavljanje dijagnoze Hodgkinovog limfoma nodularne limfocitne predominacije bitan
je nalaz multinuklearnih limfo-histiocitnih stanica poput kokica (engl. pop-corn cells), koje su
CD20+, CD45+, EMA+/-, CD30-/+, CD15-. SZO danas preporucuje naziv stanica limfocitne
predominacije (engl. lymphocyte predominant cell), LP stanica. Obje vrste Hodgkinovog
limfoma dijele sli¢ne klinicke znacajke: obi¢no se javljaju kod mladih odraslih, nastaju u
limfnim ¢vorovima, najeS¢e vratnim i nerijetko su lokalizirani pri postavljanju dijagnoze

(tablica 5).24%*
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Tablica 3. Klasifikacija SZO: Limfoidne novotvorine T i B prekursora

B limfoblasti¢na leukemija/limfom

B limfoblasti¢na leukemija/limfom, NOS (engl. not otherwise specified, bez posebnih
znacajki)

B limfoblasti¢na leukemija/limfom s ponavljanim genetickim poremecajima
B limfoblasti¢na leukemija/limfom s t(9;22)(q34;q11.2); BCR-ABL1
B limfoblasti¢na leukemija/limfom s t(v;11q23); MLL preraspodjela
B limfoblasti¢na leukemija/limfom s t(12;21)(p13;q22); TEL-AMLI (ETV6-RUNX1I)
B limfoblasti¢na leukemija/limfom s hiperdiploidijom
B limfoblasti¢na leukemija/limfom s hipodiploidijom (hipodiploidna ALL)
B limfoblasti¢na leukemija/limfom s t(5;14)(q31;932); IL3-IGH
B limfoblasti¢na leukemija/limfom s t(1;19)(q23;p13.3); E24-PBX1(TCF3-PBXI)

T limfoblasti¢na leukemija/limfom

Tablica 4. Klasifikacija SZO: Zrele (periferne) limfocitne novotvorine

Zrele (periferne) B-stani¢ne novotvorine

Kroni¢na limfocitna leukemija/limfom malih limfocita

B-stani¢na prolimfocitna leukemija

Spleni¢ni B-stani¢ni limfom marginalne zone

Leukemija vlasastih stanica

Splenicni B-stanicni limfom/leukemija, neklasificirani
Splenicni difuzni limfom malih stanica B tipa crvene pulpe
Leukemija vlasatih stanica, varijanta

Limfoplazmacitni limfom
Waldenstroemova makroglobulinemija

Bolest teskih lanaca
Bolest teskih alfa lanaca
Bolest teskih gama lanaca
Bolest teskih mu lanaca

Plazmastani¢ni mijelom

Solitarni plazmacitom kosti

Ekstraosalni plazmacitom

Ekstranodalni limfom marginalne zone MALT (engl. mucosa associated lymphoid tissue,
limfati¢no tkivo povezano s mukozom) tipa

Nodalni limfom marginalne zone

Pedijatrijski limfom marginalne zone

Folikularni limfom

Pedijatrijski folikularni limfom

Primarni koZni limfom stanica centra folikla

Limfom plaStene zone (engl. mantle cell lymphoma)

Difuzni B-velikostani¢ni limfom (engl. diffuse large B cell lymphoma, DLBCL) NOS
B-velikostani¢ni limfom bogat T stanicama i histiocitima
Primarni DLBCL srediSnjeg Ziv€anog sustava
Primarni kozni DLBCL «leg type»

EBV pozitivni DLBCL starije dobi
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DLBCL udruzen s kroni¢nom upalom

Limfomatoidna granulomatoza

Primarni medijastinalni B-velikostani¢ni limfom

Intravaskularni B-velikostani¢ni limfom

ALK pozitivni B-velikostani¢ni limfom

Plazmablastiéni limfom

B-velik stani¢ni limfom koji nastaje u multicentricnoj Castlemanovoj bolesti povezan s HHVS

Primarni limfom u izljevu

Burkittov limfom

Limfom B stanica, neklasificirani, sa znacajkama izmedu DLBCL-a i Burkittovog limfoma

Limfom B stanica, neklasificirani, sa zna¢ajkama izmedu DLBCL-a i klasi¢nog Hodgkinovog
limfoma

Zrele (periferne) T i NK-stani¢ne novotvorine

T-stani¢na prolimfocitna leukemija

T-stani¢na leukemija velikih granuliranih limfocita

Kronicni limfoproliferativni poremecaj NK stanica

Agresivna NK-stani¢na leukemija

Sistemski EBV pozitivni T-stani¢ni limfoproliferativni poremecaj djecje dobi

Hidroa vakciniformni limfom

T-stani¢na leukemija/limfom odrasle dobi

Ekstranodalni T/NK stani¢ni limfom, «nasal type»

T-stani¢ni limfom povezan s enteropatijom

Hepatospleni¢ni T-stani¢ni limfom

Potkozni T-stani¢ni limfom slican panikulitisu

Mycosis fungoides

Sézary sindrom

Primarno kozni CD30 pozitivni T-stani¢ni limfoproliferativni poremecaj

Limfomatoidna papulomatoza

Primarno kozni anaplasti¢ni limfom velikih stanica (ALCL engl. anaplastic large cell
lymphoma)

Primarno kozni gama-delta T stani¢ni limfom

Primarno kozni CDS pozitivni agresivni epidermotropni citotoksicni T-stanicni limfom

Primarno kozni CD4 pozitivni T-stanicni limfom malih ili srednje velikih stanica

Periferni T-stani¢ni limfom, NOS (engl. not otherwise specified, bez posebnih znacajki)

Angioimunoblasti¢ni T-stani¢ni limfom

Anaplasti¢ni velikostani¢ni limfom

Anaplasticni velikostanicni limfom, ALK pozitivni

Anaplasticni velikostanicni limfom, ALK negativni

Tablica 5. Klasifikacija SZO: Hodgkinov limfom

Hodgkinov limfom — nodularna limfocitna predominacija

Klasi¢ni Hodgkinov limfom

Klasi¢ni Hodgkinov limfom - nodularna skleroza

Klasi¢ni Hodgkinov limfom - bogat limfocitima

Klasi¢ni Hodgkinov limfom - mijeSana celularnost

Klasi¢ni Hodgkinov limfom - siromaSan limfocitima
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1.1.2. PODJELA LIMFOMA U SKUPINE PREMA BIOLOSKOM PONASANJU BOLESTI
Ne-Hodgkinovi limfomi se prema bioloSkom ponasanju i tijeku bolesti dijele na: indolentne,
agresivne 1 visoko agresivne limfome. Dijagnosticki i terapijski pristup bolesniku ovisi o tome
u koju skupinu je dijagnosticiran njegov limfom. U naSim krajevima u limfnim ¢vorovima se
cesce javljaju indolentni limfomi B-stani¢nog tipa (FL 1. i 2. stupnja, CLL/SLL, LPL 1
MZL); od indolentnih limfoma T-stani¢nog tipa javljaju se uglavnom samo kozni limfomi:
MF i kozni ALCL. Limfomi indolentnog bioloskog ponasanja sporo rastu, pa bolesnici i bez
lije¢enja mogu prezivjeti nekoliko godina. Pri postavljanju dijagnoze bolest je u veéini
sluc¢ajeva ve¢ prosirena u kostanu srz, a standardna kemoterapija ne dovodi do izlijecenja. U
agresivne limfome svrstavaju se DLBCL, FL 3. stupnja, MCL, PTCL, AIL i ALCL. Mogu se
javiti u bilo kojoj dobi, nelije¢eni dovode do smrtnog ishoda unutar nekoliko mjeseci, a
standardnom kemoterapijom moguce je izlijeciti oko polovicu bolesnika. BL i LBL su visoko
agresivni limfomi, javljaju se gotovo iskljucivo kod djece i mladih odraslih; pri dijagnozi su u
vecini slucajeva prosireni u koStanu srz. To su brzo rastu¢i limfomi koji nelije¢eni dovode do
smrtnog ishoda kroz nekoliko tjedana. Agresivna kemoterapija dovodi do remisije bolesti u

rs . . v v . e, - e 25
vecine bolesnika. cHL se prema bioloSkom ponasanju ocituje kao agresivni limfom.

1.2. CITOMORFOLOSKA ANALIZA LIMFNIH CVOROVA

1.2.1. TEMELJNA ANALIZA PUNKTATA

CitomorfoloSka analiza godinama je prvi korak u rutinskoj dijagnostickoj obradi povecanih
limfnih ¢vorova. Prvotno je rabljena za dokaz parazita tripanosome i1 bakterije treponeme
pallidum u dostupnim limfnim ¢vorovima bolesnika. Pocetkom proslog stoljeCa Ward je
nagovijestio moguénost identifikacije zlo¢udnih stanica u punktatima limfnih ¢vorova, a
Guthrie u svojoj knjizi «Punkcija limfnih ¢vorova kao dijagnosticka metoda» (1921.)

sustavno prikazuje patologiju limfnih ¢vorova dijagnosticiranu na uzorcima dobivenim
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aspiracijom i bojenim prema Romanowskom (May-Griinwald Giemsa).”*?’ Monografija
Pavlovskog, objavljena 1934., takoder obraduje ovu temu uz veliki broj prikaza bolesnika i
udara temelje modernog videnja citomorfologije kao prve dijagnosticke metode u postupniku
dijagnostike limfnog &vora.”® I danas je aspiracijska citomorfologija dijagnosti¢ka metoda za
postavljanje dijagnoze reaktivne limfocitne hiperplazije, limfadenitisa infektivne geneze, te
metastaza drugih tumora u limfnom ¢voru kod djece i odraslih. Nakon postavljanja citoloske
dijagnoze limfoma uobicajena je biopsija (ekscizijska, incizijska, iglena «core») dostupnih
limfnih ¢vorova radi dobivanja uzorka za patohistolosku dijagnozu, jer se ona i dalje smatra
«zlatnim standardom» postavljanja dijagnoze na temelju histoloske strukture uzorka
limfocitne proliferacije, morfologije limfati¢nih stanica i imunohistokemijskog odredivanja
stani¢nih biljega. Takoder se smatra da se aspiracijom tankom iglom ne moze dobiti dovoljno
adekvatnog materijala za postavljanje tocne dijagnoze pojedinih tipova limfoma. Same
citomorfoloske znacajke zlocudnih stanica nisu dostatan kriterij za postavljanje dijagnoze
podtipova limfoma, medutim uklju¢enjem dodatnih metoda poput imunocitokemijske analize

tocnost citomorfoloske dijagnoze znacajno raste.

1.2.2. IMUNOCITOKEMIJSKA ANALIZA

Imunocitokemija je dodatna metoda citomorfologije, a temelji se na uporabi protutijela
specificnog za pojedine epitope stanicnih biljega.

Poceci imunocitokemije datiraju od 40-tih godina proslog stolje¢a, od prvih radova Alberta
Coonsa, koji je obiljezavao protutijela direktno fluorescein-izocijanatom. Osnovni princip
metode je otkrivanje stani¢nih antigena uporabom specifi¢nih protutijela. Protutijela mogu biti
usmjerena protiv proteina koji ¢ine citoskelet (intermedijarni filamenti, aktin — citoplazmatska
protutijela) ili membranske strukture (LCA, melanociti) i dati informaciju o histoloSkom tipu

pojedinih tumora. Monoklonska protutijela specifina su za pojedine antigene ili njihove
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epitope, dok se poliklonska vezu za vise sli¢nih epitopa razlicitih antigena. Osim pravilnog
odabira protutijela, koje mora imati veliki afinitet za ispitivani antigen, priprema uzorka je od
velike vaznosti za uspjeh imunoreakcije, gdje je najvaznija pravilna fiksacija uzorka koja je
ovisna o vrsti epitopa koji dokazujemo (pojedini fiksativi, koji su idealni za neke epitope,
unistavaju reaktivnost drugih epitopa). Da bi se reakcija antigen (epitop)-protutijelo mogla
ostvariti potrebno je pojedine epitope «demaskirati», tj uciniti ih reaktivnijim na protutijela
(npr. pomocu topline i citratnog pufera, ili digestijom tkiva proteinazama). Ovisno o tipu
indikatora koji je vezan na protutijelo imunoreakcije se dijele na imunofluorescencije i
imunoenzimske metode. Kod imunofluorescencije na protutijelo je vezana fluorescentna boja
(fluorokrom), koja nakon stvaranja reakcije antigen-protutijelo daje signal vidljiv u
fluorescentnom mikroskopu. U imunoenzimskoj metodi na protutijelo je vezan indikatorski
enzim (peroksidaza, alkalna fosfataza, biotin-avidin). Enzim moze biti direktno vezan za
protutijelo, te se stani¢ni biljeg otkriva nakon reakcije antigen- protutijelo dodatkom supstrata
(odredena boja npr. «fast red»), koji se istalozi na mjestu reakcije. Osjetljivija indirektna
tehnika odvija se u dva koraka, gdje se nakon vezivanja primarnog neobiljezenog protutijela
za antigen veze protu-protutijelo (sekundarno protutijelo) obiljezeno indikatorskim enzimom
(ABC metoda: streptavidin-biotin kompleks, APAAP metoda: alkalna fosfataza-anti alkalna
fosfataza, PAP metoda: peroksidaza-antiperoksidaza). Rezultat se analizira svjetlosnim
mikroskopom semikvantitativnom metodom (odredivanjem postotka pozitivnih stanica).
Odabir vrste protutijela takoder djelomicno utjece na tijek reakcije. Monoklonska protutijela
su misjeg porijekla, dok su poliklonska obicno zecja, pa je potrebno odabrati odgovarajuce
sekundarno protutijelo (protumisje, protuzeje) za indirektne imunocitokemijske metode.*”
Zlo¢udne limfaticne stanice najceS¢e imaju biljege istovjetne biljezima normalnih

limfati¢nih stanica na odredenom stupnju razvoja. Zbog bloka u daljnjem sazrijavanju umnaza
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se zlo¢udni klon, a odabranim panelom protutijela mozemo postojeée biljege dokazati ili

iskljuciti 1 tako izdvojiti pojedin tip ili podtip limfoma (tablica 6).

1.2.2.1. Dosadasnji rezultati koristenja imunocitokemije u dijagnostici limfoma
Ve¢ 1 prije prihvacanja REAL Kklasifikacije u istrazivanjima su se ispitivale moguénosti
citomorfoloske i imunocitokemijske metode u dijagnosticiranju tipova limfoma na uzorku

. . .. . .34
dobivenom aspiracijom tankom iglom.**?

Tijekom devedesetih godina 20. stoljeca u
pojedinim studijama se ispitivala moguénost dijagnosticiranja limfoma prema REAL
klasifikaciji, na materijalu dobivenom aspiracijom tankom iglom. Vecina autora se slaze da je
potrebno viSe puta ponoviti postupak aspiracije (punkcija poput obrnutog slova Y) da bi
materijal bio dostatan i za citomorfolosku analizu i imunofenotipiziranje, te da uzorak mora
uzimati i analizirati educirana osoba.’*>® Pojedini autori su u svojim istraZivanjima uzorke
imunofenotipizirali protocnom citometrijom, pri ¢emu je bilo moguce primijeniti veliki broj
razlicitih protutijela za analizu, kao i viSestruka bojanja za analize dva ili viSe biljega, a
rezultati su se potom mogli i kvantificirati. Nedostatak imunocitokemijske analize istaknut je
u studijama u kojima se usporedivala imunofenotipizacija proto¢nom citometrijom i
imunocitokemijom: ¢esto nije bilo moguée primijeniti veéi broj protutijela (zbog spomenutih
ograni¢enja u dostatnosti materijala) kao kada se materijal analizira u proto¢nom citometru.’”
39 Drugi autori davali su prednost imunocitokemiji nad proto¢nom citometrijom, jer treba
manje stanica za imunofenotipiziranje i istodobno se moze analizirati i stanicna morfologija.
U svojim retrospektivnim istrazivanjima pokazali su da postoji velika podudarnost izmedu
nalaza imunofenotipiziranja proto¢nom citometrijom i imunocitokemijskom analizom
(98%).404 Aspiracijska punkcija je istaknuta kao uporabljiva dijagnosticka metoda u
studijama o zahvacenosti ekstranodalnih podruc¢ja zlo¢udnim limfati¢nim stanicama (koze,

slezene, mekih tkiva, posebice tjelesnih Supljina gdje su zlo¢udne stanice prisutne u izljevu),
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zbog lakSe dostupnosti zahvaéenih podrucja, a Cesto i nemogucnosti dobivanja dijagnoze
drugim postupcima.***® Medutim, u veéini radova nije bilo standardno odredene metode za
usporedbu nalaza. U dijelu radova usporedivana je imunocitokemijska analiza s
imunofenotipizacijom istih uzoraka, limfomi su bili svrstani prema starijim klasifikacijama
(ve¢inom prilagodenoj Kielskoj klasifikaciji), te u vecini radova nalazi dobiveni
citomorfoloskom i imunocitokemijskom analizom nisu bili usporedivani s patohistoloskim
nalazima uzoraka istih limfnih ¢vorova ili je usporeden tek dio uzoraka. Rassidakis i sur. su
dijagnoze, temeljene na citomorfoloSkoj i imunocitokemijskoj analizi u 65 bolesnika
(analizirali su folikularne i1 limfome plaStene zone) usporedili s nalazima dobivenim
patohistologkom analizom, gdje su imali podudarnost 83%.*' Landgren i sur. nasli su u 76%
citomorfologki postavljenih dijagnoza podudarnost s nalazima patohistoloske dijagnoze.*’
Van Heerde i sur. (1984) su, u svojoj studiji na 215 bolesnika, reanalizirali uzorke limfnih
¢vorova 136 bolesnika s patohistoloski dijagnosticiranim limfomom, gdje je kirurskoj biopsiji
prethodila aspiracijska punkcija, citomorfoloska i osnovna imunocitokemijska analiza
(odredivanje da li je limfom B ili T- stani¢nog porijekla) istog ¢vora. Osnova za klasificiranje
limfoma bila je tadasnja opceprihvacena Kielska klasifikacija, koja se temelji na
citomorfoloskim znacajkama stanica u uzorku. Koriste¢i se slijepim pokusom dokazali su
visoki stupanj korelacije nalaza dobivenih citomorfoloSkom i patohistoloskom analizom
limfnih ¢vorova. Sli¢no istrazivanje, medutim, nije provedeno otkada postoji SZO
klasifikacija limfoma, niti otkada je poznat znatno veéi broj imunocitokemijskih biljega

(tablica 6).*®

1.2.2.2. Moguci problemi pri koristenju imunocitokemije u dijagnostici limfoma

Osim pitanja dostatnosti uzorka kao opcéenitog problema pri dobivanju uzoraka aspiracijom

tankom iglom, postoje problemi i u tumacenju nalaza zbog preklapanja citomorfoloskih slika
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izmedu reaktivnih/infektivnih limfadenopatija i limfoma malih stanica B tipa. Tada je
imunofenotipiziranje neophodno, a potrebno je dokazati i klonalnost ne samo
imunofenotipizacijom ve¢ i metodama molekularne dijagnostike. Kod T-stani¢nih limfoma
uvijek uz zlo¢udne stanice imamo i reaktivni uzorak u pozadini citoloskog uzorka, a ne
postoji imunoloski biljeg kojim se moze razluciti dobro¢udni od zlo¢udnog procesa. Zbog
toga su za postavljanje dijagnoze bitne citomorfoloske znacajke zlo¢udnih T stanica na
kojima se imunocitokemijski mogu dokazati T-stani¢ni biljezi uz gubitak jednog od pan-T
biljega. Kod T stanicama bogatog B-stanicnog limfoma veéi broj stanica s T-stani¢nim
biljezima moze uputiti na pogresnu dijagnozu perifernog T-stani¢nog limfoma ili cHL-a tipa
limfocitne predominacije, ukoliko se ne uoce velike neoplasticne stanice B-stanicnog
imunofenotipa.

Da bi se analiziralo da li citomorfoloska i imunocitokemijska analiza zajedno mogu
doprinijeti to¢nijoj dijagnostici limfoma u odnosu na samu citomorfolosku analizu, potrebno
je ponajprije osigurati dostatan uzorak za analizu, iskusnog citologa, postaviti jasne
morfoloske kriterije na temelju kojih se postavlja radna citoloSka dijagnoza, primijeniti
odgovaraju¢i panel protutijela i usporediti citomorfolosku i imunocitokemijsku analizu
limfoma sa odgovaraju¢im patohistoloskim nalazom. Citomorfoloska i imunocitokemijska
metoda dijagnosticiranja limfoma ne moze zamijeniti «zlatni standard», patohistolosku
analizu, ali moze biti komplementarna metoda ili uporabljiva metoda u pojedinih bolesnika.

U ovom istrazivanju ¢e se pokuSati analizirati koliko imunocitokemija pridonosi
mogucénosti citomorfologije u postavljanju dijagnoze tipa i podtipa limfoma prema SZO
klasifikaciji. Ustanovit ¢e se pouzdanost citomorfoloske dijagnoze i reproducibilnost
dogovorenih kriterija postavljanja dijagnoze limfoma analiziranjem uzoraka slijepim
pokusom dva citologa i usporedbom njihovih dijagnoza medusobno i s patohistoloskim

dijagnozama istih uzoraka.
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Tablica 6. Najces¢e odredivani biljezi limfati¢nih stanica

biljeg stanice na kojima se nalazi porijeklo i/ili funkcija
CD2 T limfociti, NK stanice adhezijska molekula, T-stani¢ni povrSinski antigen
CD3 stanice T loze dio receptora na povrsini limfocita (TCR/¢/CD3)
CD5 T limfociti, mala populacija B | povrSinski glikoprotein
limfocita
CD7 zrele T stanice, timociti transmembranski protein
CD10 neoplasticne limfati¢ne stanice, | CALLA ( engl. Common Acute Lymphoblastic
mala populacija normalnih
limfati¢nih stanica u koStanoj | Leukemia Antigen)
SIZi
CD19 prekursor i zreli B limfociti transmembranski polipeptid
CD20 prekursori i zreli B limfociti fosfoprotein, nalazi se na aktiviranim B limfocitima
CD23 B limfociti, monociti membranski glikoprotein
CD43 leukocitni biljeg membranski protein, sudjeluje u signalizaciji i
citoskeletnoj interakciji
CD45 leukocitni biljeg glikoprotein prisutan na vecini hematopoetskih stanica
CD56 NK stanice, LGL leukemija, | adhezijska molekula
mijelom
CD68 monociti,granulociti, makrofagi | transmembranski protein lociran u lizosomima
CD79a | B limfociti dio povrsinskog imunoglobulina (antigen receptora)
K B limfociti laki lanac imunoglobulina
A B limfociti laki lanac imunoglobulina
Ciklin 1 | brojne neoplazme regulatorni  protein  stani¢nog  ciklusa, kodiran
protoonkogenom BCL1
BCL2 inhibitor apoptoze onkoprotein koji blokira apoptozu, kodiran istoimenim
genom, t(14;18) potice velik izrazaj u folikularnom limf.
BCL6 neoplastine stanice «zink-finger» protein, transkripcijski faktor koji
velikostani¢nog B limfoma sudjeluje u regulaciji B-st. diferencijacije
CD15 granulociti, monociti, Reed- | granulocitu pridruzeni antigen
Sternbergove 1 Hodgkinove
stanice
CD30 Reed-Sternbergove stanice, | transmembranski receptor, regulira funkeciju,
ALCL, aktivirani T i B | diferencijaciju i proliferaciju limfati¢nih stanica
limfociti
EMA normalne i neoplasti¢ne | epitelni membranski antigen
epitelne stanice
ALK limfati¢ne stanice kod ALCL-a | protein Ciji je izraZaj posljedica t(2;5)
TdT Biljeg najmladih limfati¢nih | jezgrin enzim, katalizira polimerizaciju

stanica

deoksinukleotidil trifosfata na 3" kraju jednostruke DNA
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2. HIPOTEZA

Citomorfoloska i imunocitokemijska analiza aspirata limfnog ¢vora omogucuje postavljanje
dijagnoze limfoma. Tim metodama moguce je razluciti imunolosko porijeklo zlo¢udnih
limfocitnih stanica u uzorku (B ili T-stani¢ni limfomi) te dijagnosticirati i pojedine podtipove

limfoma prepoznate u SZO klasifikaciji.

3. CILJ ISTRAZIVANJA

3.1. OPCI CILJ
Ustanoviti pouzdanost citomorfologije upotpunjene imunocitokemijom u dijagnosticiranjju

zlo¢udnih tumora limfocitne loze.

3.2. POSEBNI CILJEVI

1. Utvrditi pouzdanost 1 reproducibilnost citomorfoloSke i imunocitokemijske analize
punktata limfnog Cvora zahvacenog limfomom u klasificiranju limfoma u podtipove
definirane klasifikacijom SZO, analiziranjem uzorka dva citologa prema dogovorenim
citomorfoloskim i imunocitokemijskim kriterijima.

2. Utvrditi pouzdanost citomorfoloske 1 imunocitokemijske analize punktata limfnog ¢vora u
razlikovanju B i T- stani¢nih limfoma, te Hodgkinovog limfoma.

3. Utvrditi osjetljivost citomorfoloske i imunocitokemijske analize punktata limfnog Cvora

zahvacenog limfomom u dijagnosticiranju limfoma.
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4. BOLESNICI I METODE

4.1. BOLESNICI

U istrazivanje je ukljueno 250 bolesnika s patohistoloski dijagnosticiranim limfomom,
kojima je tijekom dijagnosticke obrade ucCinjena citoloska punkcija suspektnog limfnog
¢vora, a potom i biopsija istog Cvora. U istrazivanje su ukljueni novodijagnosticirani
bolesnici, kao i1 oni ve¢ ranije lijeCeni zbog limfoma kojima je od zadnje terapije proslo vise

od 6 mjeseci.

4.2. METODE

4.2.1. UZIMANJE UZORAKA ZA CITOMORFOLOSKU I IMUNOCITOKEMIJSKU
ANALIZU

Povecani limfni ¢vorovi otkriveni palpacijom ili radiologijskim metodama (ultrazvu¢nom
dijagnostikom, kompjutoriziranom tomografijom ili konvencionalnom radiologijskom
metodom) punktirani su najmanje dva puta «naslijepo» prema palpatornom nalazu ili uz
prikaz radiologijskim slikovnim metodama injekcijskim iglama 0.4-0.6 mm duZzine 3 cm i
Strcaljkama od 10 ml. Smjer igle se pri punkciji mijenjao u obliku obrnutog slova «Y».
Uzorak se nanio na stakla, koja su potom bila raspodijeljena za standardno bojenje (May -

Griinwald Giemsa bojenje, MGG) i imunocitokemijsku analizu.?’

4.2.2. ANALIZA CITOMORFOLOSKOG RAZMAZA

Nakon bojenja MGG-om uzorci su analizirani pod svjetlosnim mikroskopom s obzirom na
slijedece karakteristike: celularnost uzorka, homogenost populacije stanica (monomorfna ili
polimorfna), veli¢ina limfati¢nih stanica, izgled kromatina, prisutnost nukleola, kontinuitet
jezgrine membrane, prisutnost mitoza 1 pozadinskog infiltrata. Radna citomorfoloska
dijagnoza postavljena je na osnovu citomorfoloske analize, a zavrSna dijagnoza dodatnim

imunocitokemijskim analiziranjem uzoraka. Uzorci su dijagnosticirani kao limfom i
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neadekvatan uzorak. Uzorci, dijagnosticirani kao limfom, svrstani su u podvrste prema SZO
klasifikaciji. Sli¢no kriterijima koje je postavila ILSG, dijagnoza FL-a 1., 2. i 3.A stupnja
citomorfoloski je dijagnosticirana kao FL. Svaki uzorak B-stani¢nog limfoma koji je imao
vise od 40% vec¢ih u populaciji malih ili srednje velikih stanica, dijagnosticiran je kao
DLBCL. Pri nejasnoj citomorfoloskoj slici B-stani¢nih limfoma malih stanica uzorci su
svrstani u podtip ne-Hodgkinovog limfoma B-stani¢nog tipa (NHLB). Morfoloske varijante

cHL-a citomorfoloski su dijagnosticirane kao cHL.

4.2.3. IMUNOCITOKEMIJSKE METODE

4.2.3.1. Avidin-biotin kompleks (ABC) imunocitokemijska metoda

Avidin-biotin kompleks (ABC) je indirektna imunocitokemijska metoda, gdje glikoprotein
bjelanjka jajeta neimunoloski veze 4 molekule biotina (vitamin H). U istrazivanju je koristen
LSAB+Kit, AP (DAKO K0679, Glostrup, Danska), koji koristi avidin-biotin tehniku (umjesto
avidina koristi se streptavidin, osjetljivija molekula), gdje biotinilirano sekundarno protutijelo
stvara reakciju s neobiljezenim protutijelom na koje se veze streptavidinski kompleks s
konjugiranim kromogenom (peroksidaza ili alkalna fosfataza). U ovom istrazivanju kao

kromogen koristena je alkalna fosfataza.

Postupak:
1. PosuSene razmaze staviti na -20°C (mogu se cuvati nekoliko tjedana).
2. Fiksirati razmaze u hladnom acetonu (-4°) 90 s, prebaciti u TBS (puferirana otopina
TRIS-a: trihidroksimetilaminometil i natrijev klorid pH 7.6) i posusiti na sobnoj
temperaturi.

3. Suhe preparate preliti peroksidaza «blokingom» 10 min.
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10.

11.

Primijeniti primarno protutijelo (misje protutijelo) 20 min u vlaznoj komori,
razrijedeno u TBS-u prema zasebnim protokolima (tablica 7).

Otresti primarno protutijelo, isprati u TBS-u.

Primijeniti protumis$ja vezna protutijela («link») i inkubirati 15 min u vlaznoj komori.
Lagano isprati protutijelo TBS-om.

Primijeniti streptavidin i inkubirati u vlaznoj komori 15 min.

Lagano isprati protutijelo TBS-om.

Primijeniti supstrat s kromogenom (alkalna fosfataza) i inkubirati 15 min u vlaznoj
komori.

Supstrat za alkalnu fosfatazu:

AP supstratni pufer Sul

Levamisol 2ul

Na 750pl supstrata doda se po 30ul kromogena 1, 2 1 3.

Isprati razmaze u TBS-u, potom u destiliranoj vodi. Kontrastno bojati Mayerovim

hematoksilinom 5 min, vlazni razmaz uklopiti glicerinskim gelom (DAKO C 563).%

4.2.3.2. Odabir protutijela

Na svim pregledanim uzorcima uzetim pri dijagnostickoj obradi i dijagnosticiranim
citomorfoloski kao limfom, primijenili smo najprije CD3, CD20 i CD43 kao osnovni panel
probiranja izmedu dviju populacija limfocita. Odredivanje klonalnosti (omjer «:A)
primijenjeno je u pojedinim slucajevima gdje je postojala dilema o zlo¢udnosti lezije.

Ovisno o morfologiji stanica, te nalazu primijenjenog osnovnog panela, u analizu su bila
ukljucena i dodatna protutijela poput CD2, CD4, CD5, CD7, CD8, CD10, CD19, CD23,

CD138, CD56, BCL1, BCL2, BCL6, TdT, (slika 1).
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Kod sumnje na HL ili ALCL-a primijenili su se CD15, CD30, EMA, ALK.

Ako su se citomorfoloSkom analizom uocile nisko diferenciranih pojedinac¢ne zlo¢udne
stanice primijenio se panel pancitokeratiny LCA, desmin, vimentin; nakon S§to se
imunocitokemijski potvrdilo limfaticno porijeklo stanica slijedio je panel CD3, CD19, &, 4,

CD30, CD15, CD68, EMA.

4.2.3.3. Analiza i ocitanje rezultata imunocitokemijske reakcije

Nakon analize citomorfoloskih znacajki zlo¢udnih stanica i primijenjenog osnovnog panela
dijagnosticiran je tip limfoma. Kod citomorfoloskog nalaza stanica tipa blasta ucinjene su
dodatne analize s TdT, CD10, CD19, CD79a, CD4 i CDS8. Kod citomorfoloskog nalaza
manjih limfati¢nih stanica B-stani¢nog tipa ucinjene su dodatne imunocitokemijske analize sa
slijede¢im biljezima: pri nalazu populacije predominantno malih limfati¢nih stanica CDS5,
CD10, CD23; pri nalazu malih i velikih zarezanih, te ve¢ih nezarezanih stanica CD5, CDI10,
CD23 i BCL2, kada je naden veéi broj veih nezarezanih stanica i BCL6; pri nalazu
populacije srednje velikih stanica uleknutih jezgara CDS5, CD10, CD23 i BCLI; uz nalaz
monocitoidne populacije stanica primijenjeni su CD5, CD10, CD23, BCL2; uz nalaz
populacije limfoplazmacitnih stanica CD5, CDI10, CD23. Kod citomorfoloskog nalaza
ve¢inom vecih limfaticnih stanica (barem 2 puta veli¢ine limfocita) tipa centroblasta i
imunoblasta ucinjene su imunocitokemijske analize sa slijede¢im biljezima: CD19, BCL2,
BCL6; pri nalazu vec¢ih limfati¢nih stanica vakuolizirane citoplazme istaknutog nukleola
CD19, BCL2, BCL6, TdT. Kod nalaza limfati¢nih stanica bazofilne citoplazme, uz
pozadinski infiltrat reaktivnih limfocita primijenjeni su CDS5, CD7, CD4, CDS; pri sumnji na
ALCL, kao i HL ucinjene su dodatne citokemijske analize sa CD15, CD30, EMA i ALK.

Dobiveni rezultati analizirani su semikvantitativno, brojanjem stanica s vidljivom pozitivnom
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reakcijom na najmanje 100 zlo¢udnih stanica u nasumce izabrana najmanje dva dijela uzorka
(povecanje 10x40). Rezultat su bili oznaceni kao pozitivni (+) pri nalazu do >80% pozitivnih
stanica, pozitivni u vecem dijelu stanica (+/-) pri nalazu 50 do 80% pozitivnih stanica,
pozitivni u manjem dijelu stanica (-/+) pri nalazu 20 do 50% pozitivnih stanica, te negativni (-
) pri nalazu <20% pozitivnih stanica. Monoklonalnost lakih lanaca imunoglobulina definirana

je omjerom /A ili Mk veéim od 5:1.

4.2.3.4. Kontrolne reakcije

Uz svaku imunocitokemijsku analizu na dodatnim razmazima punktata limfnih ¢vorova
primijenjeni su kao pozitivna kontrolna reakcija & i 4, te CD3. Kao negativna kontrolna
reakcija primijenjeno je (takoder na dodatnim uzorcima) misje monoklonsko protutijelo IgG1,
IgG2a ili IgG2b (kao primarno protutijelo) za enzim oksidazu glukoze iz gljivice Aspergillus
niger (enzim nije prisutan u tkivima sisavaca). Za razli¢ita primijenjena protutijela koriSteni
su dodatni uzorci pozitivni za dato protutijelo. Imunocitokemijska analiza ocijenjena je

dostatnom za postavljanje dijagnoze samo uz oc¢ekivane rezultate kontrolnih reakcija.
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Tablica 7. Protutijela koriStena u istrazivanju

Biljeg (Dako, Glostrup, Danska) klon Razrijedenje (TBS pufer)
CD3 UCHT 1 1:50
CD4 4B12 1:50
CD5 DK23 1:50
CD7 DK24 1:10
CD8 C8/144B 1:10
CD10 SS2/36 1:25
CD15 C3D-1 1:25
CD19 HD37 1:50
CD20 L26 1:50
CD23 MHM6 1:5
CD30 Ber-H2 1:20
CD43 DF-T1 1:25
CD45 2B11+PD7/26 1:50
CD56 T199 1:25
CD68 KP1 1:50
CD138 MI15 1:25
K A8BS 1:50
A N10/2 1:50
BCL1 DCS-6 1:25
BCL2 124 1:40
BCL6 PG-B6P 1:10
EMA E29 1:50
ALK ALK1 1:50
TdT poliklonski 1:10
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4.2.4. PATOHISTOLOSKA OBRADA UZORKA

4.2.4.1. Postupak s izvadenim limfnim ¢vorom

Citav limfni ¢vor s netaknutom kapsulom transportiran je u fiziologkoj otopini u laboratorij
unutar 1 do 2 sata. Cvor je preuzet u tankim isje¢cima (3 do 4 mm) pod pravim kutom na
najduzu os organa. Isjecci tkiva su fiksirani u 10% puferiranom formaldehidu (u TBS-u),
dehidrirani u uzlaznom nizu alkohola u stroju Histokinet (Leica TP 1020, Leipzig, Njemacka),
uklopljeni u parafin i obojeni standardnim bojenjem (hemalaun-eozin). Za
imunohistokemijsko analiziranje uzorci su deparafinizirani u ksilolu (3 x 5 min), rehidrirani u
silaznom nizu alkohola i stavljeni u destiliranu vodu. Rezovi debljine 3 pum stavljeni su na
silanizirana stakla, inkubirani protutijelima prema standardnom postupku u stroju

DakoAutostainer (Dako, Glostrup, Danska), te analizirani svjetlosnim mikroskopom.

4.2.5. STATISTICKA ANALIZA DOBIVENIH REZULTATA

Za odredivanje reproducibilnosti neovisna osoba je patohistoloSkoj dijagnozi svakog
pojedinog bolesnika priduzila citomorfolosku dijagnozu istog bolesnika pod odredenim
brojem. Nasumi¢no odabrane uzorke su reanalizirali dva citologa (za drugog citologa uzorci
su bili ponovno S$ifrirani) s iskustvom u hematocitologiji, neovisno jedan o drugom. Njihovi
rezultati potom su usporedeni s rezultatima patohistoloske analize, «zlatnim standardomy
dijagnostike limfoma. Za opis raspodjele istrazivanih obiljezja primijenile su se deskriptivne
statisticke metode. PogreSna citomorfoloska dijagnoza u tipu limfoma, kao i pogresna
citomorfoloska dijagnoza u podtipu limfoma izmedu skupina razli¢itog bioloskog ponaSanja
limfoma smatrana je znafajnom dijagnostickom pogreskom. Tocnost i1 pouzdanost
citomorfoloske dijagnostike limfoma oba citologa ispitali smo odredivanjem osjetljivosti 1
specifiCnosti, pozitivne prediktivne vrijednosti (PPV) i negativne prediktivne vrijednosti

(NPV), gdje su kao test pozitivni smatrani citomorfoloski to¢no dijagnosticirani tip i /ili
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podtip limfoma u usporedbi s patohistoloskom dijagnozom istih uzoraka, a test negativnima
oni uzorci koji nisu prepoznati kao odredeni tip i/ili podtip limfoma u usporedbi s
patohistoloskom dijagnozom istih uzoraka. Dobivene vrijednosti usporedene su i prikazane
ROC (engl. Receiver Operating Characteristcs) krivuljom uz interval pouzdanosti 95%,
upotrebom statistickog programa MedCalc (version 11.4.4.0).°° Povezanost ispitivanih
obiljezja citomorfologkih i patohistoloskih dijagnoza procijenila se y* testom ili Fisherovim
egzaktnim testom za kategorijske varijable upotrebom statistickog programa SPSS(version
14.0, SPSS, Chicago, IL). Razlika ispitivanih obiljezja smatrala se statisticki znacajnom pri
vrijednosti p<0.05. Konsenzus dijagnozom smatrano je podudaranje dijagnoza u tipu i podtipu
limfoma oba citologa i podudaranje njihovih dijagnoza s patohistoloskom dijagnozom istog
uzorka. Sli€no kriterijima koriStenim prilikom sastavljanja REAL i SZO klasifikacije,
citomorfoloska i imunocitokemijska dijagnostika dovoljno je pouzdana ako je podudarnost

izmedu citomorfoloske i patohistoloske dijagnoze veca ili jednaka 80%.

4.2.6. ETIKA

Citomorfoloska analiza uobicajena je metoda u dijagnosti¢koj obradi poveéanog limfnog
¢vora i provodi se u sklopu uobicajene dijagnosticke obrade za koju bolesnik daje zajednicki
obavjesteni pristanak (engl. informed consent). IstraZivanje je kao dio projekta «Dijagnostika

i lijecenje limfomay» odobrilo Eticko povjerenstvo KBC-a Zagreb.
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5.REZULTATI

U istrazivanje je uklju¢eno 250 bolesnika s patohistoloskom dijagnozom limfoma, kojima je
prethodno ucinjena aspiracijska punkcija istog ¢vora. Uzorci dobiveni aspiracijskom
punkcijom ukljuceni su u istrazivanje bez obzira na adekvatnost dobivenog uzorka. Uzorci su
oznaceni brojevima od 1 do 250 i dani na analizu dvojici citomorfologa, nazvanima citolog A
1 citolog B, koji su preparate pregledavali 1 analizirali neovisno jedan o drugome. Svi uzorci
su obojeni standardnim bojenjima i osnovnim imunocitokemijskim panelom. Prema
morfoloSkom izgledu stanica i rezultatima analize osnovnog imunocitokemijskog panela
uzorci su nadalje analizirani i dodatnim imunocitokemijskim panelom. U 47 uzoraka (Sest
patohistoloski potvrdenih slucajeva ALCL-a, 17 HL-a, cetiri LBLT, jednom BL-u, devet
DLBCL-a, dva CLL/SLL-a, dva AlL-a, tri PTCL-a 1 tri FL-a) to nije bilo moguce zbog

oskudnosti dobivenog uzorka.

5.1. RASPODJELA CITOMORFOLOSKIH DIJAGNOZA OBA CITOLOGA U
USPOREDBI S PATOHISTOLOSKIM DIJAGNOZAMA

Patohistoloskom analizom uzoraka limfnih ¢vorova bolesnika sa sumnjom na limfom
dijagnosticirano je 136 limfoma B-stanicnog tipa, 66 Hodgkinova limfoma (nodularna
limfocitna predominacija u 6 uzoraka) i 48 Ilimfoma T-stanicnog tipa. Raspodjela
patohistoloSkih dijagnoza prema podtipu limfoma prikazana je na tablici 8. Citolog A i citolog
B su pri analizi nasli da su uzorci jedanaest bolesnika bili neadekvatni za postavljanje
citomorfoloske dijagnoze. Prema patohistoloSkoj analizi uzoraka tih bolesnika u cetiri
bolesnika dijagnosticiran je DLBCL, u Sest cHL i u jednog bolesnika CLL/SLL. Citolog A 1
citolog B analizirali su uzorke 239 bolesnika. Citolog A je u 131-og bolesnika dijagnosticirao
limfom B-stani¢nog tipa, u 49 bolesnika limfom T-stani¢nog tipa i u 59 bolesnika Hodgkinov
limfom; citolog B dijagnosticirao je B-stani¢ni limfom u 132 bolesnika, T-stanic¢ni limfom u

50 bolesnika 1 Hodgkinov limfom u 57 bolesnika (tablica 9).
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Tablica 8. Raspodjela podtipova limfoma prema patohistoloskoj dijagnozi u

250 bolesnika

podtipovi limfoma broj uzoraka
podtipovi B-stani¢nih limfoma
CLL/SLL 15
FL 35
1. stupnja 13
2. stupnja 16
34 stupanj 4
3B stupanj 2
DLBCL 44
LPL 2
NMZL 16
MCL 3
BL 6
NHLB 15
ukupno 136
podtipovi T-stani¢nih limfoma
LBLT 9
PTCL 10
AIL 4
ALCL 15
MF 10
ukupno 48
Hodgkinov limfom
cHL 60
NLPHL 6
ukupno 66

CLL/SLL-kroni¢na limfocitna leukemija/limfom malih stanica; FL-folikularni limfom; DLBCL-difuzni B-
velikostani¢ni limfom; LPL-limfoplazmacitni limfom; NMZL-nodalni limfom marginalne zone; MCL-limfom
plastene zone(engl. mantle-cell lymphoma), BL-Burkittov limfom; NHLB-B-stani¢ni limfom, nesvrstan
drugacije; LBLT-limfoblasti¢ni T-stani¢ni limfom; PTCL- periferni t-stani¢ni limfom, nesvrstan drugacije; AIL-
angioimunoblasti¢ni limfom; ALCL-anaplasti¢ni limfom velikih stanica; MF-mycosis fungoides; cHL-klasi¢ni

Hodgkinov limfom; NLPHL-nodularna limfocitna predominacija

Tablica 9. Raspodjela citomorfoloskih dijagnoza kako su ih dijagnosticirali
citologa A i citologa B

B-NHL T-NHL HL NEAD ukupno
citolog A 131 49 59 11 250
citolog B 132 50 57 11 250

B-NHL-B-stani¢ni limfomi; T-NHL-T-stani¢ni limfomi; HL-Hodgkinovi limfomi,
NEAD-neadekvatni uzorci
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5.1.1. REZULTATI ANALIZA CITOMORFOLOSKIH UZORAKA CITOLOGA A

Citolog A postavio je dijagnozu B-stani¢nog limfoma na uzorcima 131-og bolesnika,
osjetljivost je bila 99.2%, specificnost 99.0%, 99.2% pozitivna (PPV) i 99.0% negativna
prediktivna vrijednost (NPV) (tablice 101 11). Agresivni B-stani¢ni limfom dijagnosticirao je
na uzorcima 50 bolesnika, osjetljivost je bila 93.8%, specifi¢nost 97,8%, PPV 92.0%, a NPV
98.4%. Dijagnoze B-stani¢nih indolentnih limfoma postavio je u 81-og bolesnika, uz
osjetljivost od 95.5%, specifi¢nost od 98.0%, PPV od 96.2% i NPV od 97.4%(tablice 12 i 13).
Raspodjela citomorfoloskih dijagnoza, kao i osjetljivost, specificnost, PPV i NPV za pojedine
podtipove limfoma prikazani su na tablicama 14 i 15. Tip limfoma pogresno je dijagnosticiran
u uzorku jednog bolesnika; jedan patohistoloski dijagnosticiran cHL citolog A  je
dijagnosticirao kao NHLB (slika 2). Citolog A je pogresno klasificirao 13 indolentnih B-
stani¢nih limfoma: jedan citomorfoloski dijagnosticiran kao CLL/SLL patohistoloski je
dijagnosticiran kao NMZL; od pet uzoraka citomorfoloski dijagnosticirana kao FL dva su
patohistoloski dijagnosticirani kao NHLB, a 3 kao NMZL; 3 limfoma citomorfoloski
dijagnosticirana kao NHLB patohistoloski su dijagnosticirana kao NMZL, a jedan kao FL; od
tri citomorfoloski dijagnosticirana uzorka LPL-a dva su patohistoloski dijagnosticirana kao
NMZL, a jedan kao NHLB. Sest uzoraka pogresno je dijagnosticirano izmedu skupina
razlicitog bioloskog ponasanja B-stani¢nih limfoma: cCetiri uzorka citomorfoloski
dijagnosticirana kao DLBCL patohistoloski su dijagnosticirana kao FL, dok su dva

citomorfoloski dijagnosticirana NHLB-a patohistoloski dijagnosticirana kao DLBCL (slika 3).
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Tablica 10. Raspodjela citomorfoloskih dijagnoza B- i T-stani¢nih i Hodgkinovog limfoma

citologa A u 239 bolesnika

PHD

B-NHL
T-NHL
HL

citolog A

toc¢na dijagnoza

131 130
48 46
60 57

lazno pozitivni

1
3
2

lazno negativni

1
2
3

PHD-patohistoloska dijagnoza; B-NHL-B-stani¢ni limfom; T-NHL-T-stani¢ni limfom; HL-Hodgkinov limfom

Tablica 11. Osjetljivost, specificnost, pozitivna i negativna prediktivna vrijednost
citomorfoloskih dijagnoza B- i T-stani¢nih i Hodgkinovog limfoma citologa A

B-NHL
T-NHL
HL

OS PPV SP NPV
99.2% 99.2% 99.0% 99.0%
95.8% 93.8% 98.4% 99.0%
95.0% 96.6% 98.8% 98.9%

B-NHL-B-stani¢ni limfom; T-NHL-T-stani¢ni limfom; HL-Hodgkinov limfom;OS - osjetljivost; PPV -

pozitivna prediktivna vrijednost; SP - specificnost; NPV - negativna prediktivna vrijednost

Tablica 12. Raspodjela citomorfoloskih dijagnoza unutar skupina razli¢itog bioloskog
ponasanja B-stani¢nih limfoma citologa A

citolog A

PHD

to¢na dijagnoza
agr B-NHL 49 46
ind B-NHL 82 78

lazno pozitivni

4
3

laZzno negativni

3
4

PHD-patohistoloska dijagnoza; agr- klinicka skupina agresivnog tijeka; B-NHL-B-stani¢ni limfom; ind-klinicka
skupina indolentnog tijeka

Tablica 13. Osjetljivost, specifi¢nost, pozitivna i negativna prediktivna vrijednost

citomorfoloskih dijagnoza unutar skupina razlicitog bioloSkog ponaSanja

B-stani¢nih limfoma citologa A

agr B-NHL
ind B-NHL

OS PPV SP NPV
93.8% 92.0% 97.8% 98.4%
95.5% 96.2% 98.0% 97.4%

agr- klinicka skupina agresivnog tijeka; B-NHL-B-stani¢ni limfom; ind-klinicka skupina indolentnog tijeka; OS
- osjetljivost; PPV - pozitivna prediktivna vrijednost; SP - specificnost; NPV - negativna prediktivna vrijednost
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Tablica 14. Raspodjela citomorfoloskih dijagnoza podtipova B-stani¢nih limfoma citologa A

PHD citolog A
citdg | tocnadg | LP | LN

CLL/SLL 14 15 14 1

FL * 35 35 30 5 5
DLBCL 40 41 37 4 3
LPL 2 5 2 3

NMZL 16 7 7 9
MCL 3 3 3

BL 6 6 6

NHLB 15 19** 12 7 3
ukupno 131 131 111 20 20

PHD-patohistoloska dijagnoza; cit dg-dijagnoza podtipa postavljena od citologa; to¢na dg-to¢na citoloska
dijagnoza u usporedbi s PHD-om; LP-lazno pozitivni; LN-lazno negativni; CLL/SLL-kroni¢na limfocitna
leukemija/limfom malih stanica;FL-folikularni limfom;DLBCL-difuzni B-velikostaniéni limfom; LPL-
limfoplazmacitni limfom;NMZL-nodalni limfom marginalne zone;MCL-limfom plastene zone(engl. mantle-cell
lymphoma), BL-Burkittov limfom; NHLB-B-stani¢ni limfom, nesvrstan drugacije;

* zbog usporedbe s citomorfoloskim dijagnozama prikazani su svi stupnjevi FL-a zajedno

** 1 jednom slucaju pogreska u tipu limfoma

Tablica 15. Osjetljivost, specificnost, pozitivna i negativna prediktivna vrijednost
citomorfoloskih dijagnoza podtipova B-stani¢nih limfoma citologa A

OS PPV SP NPV
CLL/SLL 100% 93.3% 99.5% 100%
FL 85.7% 85.7% 97.5% 97.5%
LPL 100% 40.0% 98.7% 100%
NMZL 43.7% 100% 100% 96.1%
NHLB 80.0% 63.1% 96.8% 98.6%
MCL 100% 100% 100% 100%
BL 100% 100% 100% 100%
DLBCL 92.5% 90.2% 97.9% 98.4%

CLL/SLL-kroni¢na limfocitna leukemija/limfom malih stanica; FL-folikularni limfom;DLBCL-difuzni B-
velikostani¢ni limfom; LPL-limfoplazmacitni limfom; NMZL-nodalni limfom marginalne zone; MCL-limfom
plastene zone(engl. mantle-cell lymphoma), BL-Burkittov limfom; NHLB-B-stani¢ni limfom, nesvrstan
drugacije; OS - osjetljivost; PPV- pozitivna prediktivna vrijednost; SP - specifi¢nost; NPV - negativna
prediktivna vrijednost
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Slika 2. Citolog je ocijenio nalaz atipi¢nih CD20+ stanica kao NHLB,
patohistoloska dijagnoza cHL

Slika 3. Patohistoloski dijagnosticiran FL. Broj ve¢ih limfati¢nih stanica
izmedu 20 1 40%, Citolog A postavio je dijagnozu DLBCL-a.
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Citolog A postavio je dijagnozu T-stani¢nog limfoma iz 49 uzoraka, osjetljivost je bila 95.8%,
specificnost 98.4%, PPV 93.8%, a NPV 99.0% (tablice 10 i 11). Citolog A postavio je
dijagnozu agresivnog T-stani¢nog limfoma na uzorcima 43 bolesnika; osjetljivost je bila
95.0%, specifi¢nost 97.4%, PPV 88.3%, a NPV 98.9% (tablice 16 i 17). Citolog A pogresno
je dijagnosticirao tip limfoma na uzorcima tri bolesnika. Uzorci dijagnosticirani
citomorfoloski kao ALCL u dva bolesnika su patohistoloski dijagnosticirani kao cHL, a u
jednom kao DLBCL (slika 4 i 5). Unutar skupine agresivnih T-stani¢nih limfoma jedan
citomorfoloski dijagnosticiran ALCL patohistoloski je dijagnosticiran kao PTCL, a pet
citomorfoloski dijagnosticiranih PTCL-a dijagnosticirani su u dva bolesnika kao ALCL, a u
tri bolesnika kao AIL. Dva bolesnika s patohistoloski dijagnosticiranim MF-om citolog A je
dijagnosticirao kao PTCL (slika 6). Raspodjela podtipova T-stani¢nih limfoma prikazana je

......

limfom indolentnog bioloskog ponasanja, prikazani su na tablici 19.

Tablica 16. Raspodjela citomorfoloskih dijagnoza unutar skupina razli¢itog bioloskog
ponasanja T-stani¢nih limfoma citologa A

PHD citolog A
to¢na dijagnoza | lazno pozitivni | lazno negativni
agr T-NHL 38 38 5 2
ind T-NHL 10 8 0 2

PHD-patohistoloska dijagnoza; agr- klini¢ka skupina agresivnog tijeka; T-NHL-T-stani¢ni limfomi; ind-klinicka
skupina indolentnog tijeka

37



Tablica 17. Osjetljivost, specificnost, pozitivna i negativna prediktivna vrijednost
citomorfoloskih dijagnoza unutar skupina razli¢itog biolo§kog ponasanja
T-stani¢nih limfoma citologa A

OS PPV SP NPV
agr T-NHL 95.0% 88.3% 97.4% 98.9%
ind T-NHL 80.0% 100% 100% 99.1%

agr- klinicka skupina agresivnog tijeka; T-NHL-T-stani¢ni limfom; ind-klini¢ka skupina indolentnog tijeka; OS -
osjetljivost; PPV - pozitivna prediktivna vrijednost; SP - specifi¢nost; NPV - negativna prediktivna vrijednost

Tablica 18. Raspodjela citomorfoloskih dijagnoza podtipova T-stani¢nih limfoma citologa A

PHD citolog A

cit dg | tocnadg | LP LN
LBLT 9 9 9
PTCL 10 16 9 7 1
AIL 4 1 1 3
ALCL 15 15* 11 4 4
ME** 10 8 8 2
ukupno 48 49 38 11 10

PHD-patohistoloska dijagnoza; cit dg-dijagnoza podtipa postavljena od citologa; tocna dg-to¢na citoloska
dijagnoza u usporedbi s PHD-om; LP-lazno pozitivni; LN-laZzno negativni; limfoblasti¢ni limfom T-stani¢nog

tipa; PTCL-periferni T-stani¢ni limfom, nesvrstan drugacije; AlL-angioimunoblasti¢ni limfom; ALCL-
anaplasti¢ni veliko stani¢ni limfom; MF-mycosis fungoides;

* u tri slucaja pogreska u tipu limfoma

** progresija bolesti u limfni ¢vor

Tablica 19. Osjetljivost, specificnost, pozitivna i negativna prediktivna vrijednost
citomorfoloskih dijagnoza podtipova T-stani¢nih limfoma citologa A

OS PPV SP NPV
LBLT 100% 100% 100% 100%
PTCL 90.0% 56.2% 96.9% 99.5%
AIL 25.0% 100% 100% 98.7%
ALCL 73.3% 73.3% 98.2% 98.2%
MF 80.0% 100% 100% 99.1%

Limfoblasticni limfom T-stani¢nog tipa; PTCL-periferni T-stani¢ni limfom, nesvrstan drugacije; AIL-
angioimunoblasti¢ni limfom; ALCL-anaplasti¢ni veliko stani¢ni limfom; MF-mycosis fungoides;
OS- osjetljivost, PPV- pozitivna prediktivna vrijednost, SP- specifi¢nost, NPV- negativna prediktivna vrijednost
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Slika 4. Patohistoloski dijagnosticiran cHL. Citolog A dijagnosticirao ga je
kao ALCL

2 %} . -

Slika 5. Patohistoloski dijagnosticiran DLBCL. Citolog A dijagnosticirao ga
je kao ALCL, zbog CD3+ vecih limfati¢nih stanica
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Slika 6. Citolog A dijagnosticirao je uzorak kao PTCL, primijenjen je osnovni
imunocitokemijski panel, patohistoloski je potvrden MF
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Citolog A je u 59 bolesnika dijagnosticirao HL; osjetljivost je bila 95.0%, specifi¢nost 98.8%,
PPV 96.6%, a NPV 98.9% (tablice 10 i 11). Uzorci dvaju bolesnika citomorfoloski
dijagnosticirani kao cHL patohistoloski su dijagnosticirani kao T-stani¢ni limfom (ALCL). U
skupini HL jedan uzorak dijagnosticiran kao cHL patohistoloski je dijagnosticiran kao

NLPHL (tablice 201 21).

Tablica 20. Raspodjela citomorfoloskih dijagnoza podtipova Hodgkinovog limfoma

citologa A
PHD citolog A
cit dg | tocnadg | LP | LN
cHL * 54 S54x* 51 3 3
NLPHL 6 5 5 1
ukupno 60 59 56 3 4

PHD-patohistoloska dijagnoza; cit dg-dijagnoza podtipa postavljena od citologa; tocna dg-to¢na citoloska
dijagnoza u usporedbi s PHD-om; LP-lazno pozitivni; LN-lazno negativni cHL-klasi¢ni tip Hodgkinovog
limfoma; NLPHL-nodularna limfocitna predominacija;

* zbog usporedbe s citomorfoloskim dijagnozama prikazane su sve morfoloske varijante cHL-a zajedno
** u dva slucaja pogreska u tipu limfoma

Tablica 21. Osjetljivost, specificnost, pozitivna i negativna prediktivna vrijednost
citomorfoloskih dijagnoza podtipova Hodgkinovi