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1. UVOD

1.1. Limfni sustav

Limfni je sustav dio imunoloskog sustava ¢ovjeka uz pomoc¢ kojeg se organizam bori
protiv infekcija i razli¢itih bolesti. Svojom gradom podsjeca na krvozilni sustav, a sastoji se
od mreze limfnih zila ¢ija je osnovna uloga transport limfe (tekucina bogata limfocitima) te
primarnih (timus, fetalna jetra, kostana srz) i sekundarnih (slezena, limfni ¢vorovi, limfna
tkiva razli¢itih organa) limfnih organa (1,2). Timus ili prsna Zlijezda primaran je limfni organ
graden od dvaju reznjeva (kora i srz). Ta endokrina Zlijezda lu¢i hormone odgovorne za
produkciju, sazrijevanje i diferencijaciju T-limfocita (3). Nakon S§to sazru, T-limfociti
napustaju timus te ulaze u krvotok kojim putuju sve do sekundarnih limfnih organa gdje
sudjeluju u obrani organizma od razli¢itih bolesti (4). Proces i mjesto stvaranja krvnih stanica
(hematopoeza) razli¢iti su prije i nakon rodenja (5). Tijekom gestacije, glavnu ulogu u
hematopoezi ima fetalna jetra, a nakon rodenja tu ulogu preuzima kostana srz koja tada
postaje glavni i osnovni krvotvorni organ (5). Kostana se srz, iako nije gradena od limfnog
tkiva kao ostatak limfnih organa, smatra neizostavnim dijelom limfnog sustava u kojem
dolazi do sazrijevanja B-limfocita, a budu¢i da osim B-limfocita sadrzi i T-limfocite te
plazma stanice, naziva se i sekundarnim limfnim organom (2). Slezena je najveéi limfni organ
u tijelu (6). Strukturom 1 izgledom nalikuje limfnim ¢vorovima te je sastavljena od dviju vrsta
tkiva, tzv. crvene i bijele pulpe (2,6). Bijela je pulpa limfno tkivo sastavljeno pretezito od
limfocita smjestenih oko srediSnjih arterija (6). S druge strane, crvena se pulpa sastoji od
sinusa ispunjenih krvlju 1 krvnim stanicama (6). Vjerojatno je najvaznija uloga slezene ona u
filtraciji krvi od razli¢itih mikroba kao 1 od oStecenih eritrocita i trombocita (3). Sekundarnim
limfnim organima pripadaju i tonzile za koje se kaze da se nalaze na prvoj crti obrane naseg
organizma. Rije¢ je 0 nakupinama limfnog tkiva koje mogu biti smjeStene nazofaringealno
(zdrijelna tonzila), na korijenu jezika (jezi¢na tonzila) te orofaringealno (nepcane tonzile) (7).
Dijelovi su limfnoga sustava i limfni ¢vorovi, guste nakupine limfocita i makrofaga
medusobno razdvojeni limfnim sinusima koji se nalaze duz cijeloga tijela te se uglavnom
smjestaju uz limfne zile gdje obavljaju svoju osnovnu i glavnu ulogu — filtraciju limfe (8).
Osnovna je uloga limfe u opskrbi tkiva hranjivim tvarima te u isto vrijeme filtraciji tkiva od
otpadnih produkata razgradnje, bakterija i oStecenih stanica kao i od viska ekstracelularne
tekucine ¢ime se sprjeCava nastanak poremecaja u volumenu tekucina (1,9). To je nacin
pomocu kojeg se organizam rjeSava toksina i ostalih Stetnih tvari te sudjeluje u procesu

odrzavanja homeostaze $to je jedna od glavnih uloga limfnog sustava. Limfni se ¢vorovi, S
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obzirom na razli¢it polozaj unutar tijela, dijele na limfne ¢vorove vrata, pazuha, prsa,
abdomena i prepona. Osim limfnih zila, limfe i limfnih organa, vaznu ulogu u funkcioniranju
limfnog sustava imaju i limfne stanice, posebice B i T-limfociti koje izravno sudjeluju u borbi
protiv infekcija te uniStavaju oStecene 1 abnormalne kao 1 tumorske stanice (1,10).

Koliko je uistinu vazno i neophodno pravilno funkcioniranje limfnog sustava,
pokazuje cinjenica da onog trenutka kada jedan od dijelova limfnog sustava zakaze, a
organizmu se s vremenom postane tesko boriti s razli€itim patogenima, dolazi do nastanka
bolesti $to se najces¢e dogada uslijed razli¢itih infekcija ili zacepljenja limfnih Zila i limfnih

¢vorova kao i uslijed nastanka zloc¢udnih novotvorina limfnog tkiva (3,11).

1.2. Hodgkinov limfom

Hodgkinov je limfom (HL) zlo¢udna novotvorina koja nastaje u limfnim ¢vorovima te
se od ostalih tipova limfoma razlikuje s obzirom na prisutnost karakteristicnih, velikih,
neoplasti¢nih stanica, tzv. Reed-Sternbergovih (RS) stanica, s upalnim stanicama (limfociti,
makrofagi, granulociti) u pozadini (12,13). Vazno je napomenuti kako je za pravilnu
dijagnozu Hodgkinove bolesti neophodan nalaz isklju¢ivo obiju od navedenih komponenti
(13). HL je najucestalija zlo¢udna bolest mlade odrasle dobi i adolescenata koja se uglavnom
javlja u osoba izmedu 15 1 30 godina starosti (12,13). Iako je prosjecna dob bolesnika pri
dijagnozi 32 godine, bolest se zapravo ocituje bimodalnom distribucijom s najviSom
incidencijom u kasnim 20-im godinama zivota te ponovnim poveéanjem incidencije nakon
50. godine zivota (12,13). U bijelaca HL ¢ini 25 — 40 % svih limfoma pokazujuéi dva dobna
vrha, prvi u drugom i treCem desetljecu te drugi u Sestom desetljecu Zivota, dok je u azijskim i
zemljama u razvoju taj udio manji gdje HL ¢ini svega 5 — 10 % svih limfoma (13). Bolest je

nesto ucestalija u muskaraca nego u Zena (14).

1.2.1. Etiologija

HL moze zapoceti bilo gdje u limfnom tkivu unutar nasega tijela, no najcesce nastaje
unutar limfnih ¢vorova i to prvenstveno unutar limfnih ¢vorova gornjeg dijela tijela (limfni
¢vorovi u prsima, vratu i unutar pazusne regije) (10). lako uzrok nastanka te bolesti i dalje
ostaje nepoznanica, postoji pretpostavka kako brojni infektivni agensi poput bakterija,
protozoa i virusa pridonose njezinu nastanku (15). Naime, u zapadnim se zemljama 40 do 50

% slucajeva HL-a povezuje s infekcijom Epstein-Barr virusom (EBV), odnosno navodi kako
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su osobe koje su u proslosti preboljele infektivnu mononukleozu podloznije obolijevanju od
HL-a §to dovodi u pitanje ulogu EBV-a u etiologiji HL-a (13,16). U azijskim je zemljama taj
udio jos i veci (oko 60 %), a najveca povezanost izmedu infekcije EBV-om i posljedi¢énim
nastankom HL-a zabiljeZena je u zemljama u razvoju te u imunokompromitiranih bolesnika

gdje ta povezanost moze iznositi i 100 % (13).

1.2.2. Klasifikacija

Postoje razliciti tipovi HL-a koji se medusobno razlikuju prema nacinu rasta te Sirenju
u okolna tkiva pa je zbog toga vrlo bitno odrediti o kojem je to¢no tipu HL-a rije¢ buduéi da
se, s obzirom na tip stanica ukljuenih u bolest, postavlja dijagnoza i odreduju postupci
lije¢enja (10,17). Iako postoje razliite podjele HL-a, danas je uglavnom prihvacena
klasifikacija prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji (SZO) koja HL razvrstava na dva
osnovna tipa: klasi¢ni Hodgkinov limfom (eng. Classic Hodgkin lymphoma — CHL) i
nodularnu limfocitnu predominaciju Hodgkinova limfoma (eng. Nodular lymphocyte
predominant Hodgkin lymphoma — NLPHL) (18,19). Klasi¢ni se HL dalje moze podijeliti na
Cetiri podtipa: nodularnu sklerozu (eng. Nodular sclerosis classic Hodgkin lymphoma —
NSCHL), mjesovitu celularnost (eng. Mixed cellularity classic Hodgkin lymphoma —
MCCHL), limfocitnu depleciju (eng. Lymphocyte-depleted classic Hodgkin lymphoma —
LDCHL) te limfocitima bogati klasi¢ni Hodgkinov limfom (eng. Lymphocyte-rich classic
Hodgkin lymphoma — LRCHL) (10,12). Najées¢i je tip HL-a u razvijenim zemljama NSCHL
koji se javlja u vise od 50 % (¢ak do 80 %) slucajeva (10,13). NSCHL uglavnom zahvaca
osobe mlade odrasle dobi 1 nesto je ¢eS¢i u Zena te se uglavnom javlja u limfnim ¢vorovima
vrata i/ili medijastinuma (80 % slucajeva) (10,12,13,20,21). Prognoza je bolesnika s tim
tipom HL-a vrlo dobra, s petogodisnjim prezivljenjem od ¢ak 80 % (13). NSCHL odreduje
prisutnost lakunarnih RS stanica kao i nakupine vezivnog tkiva (kolagena) u obliku vrpci koje
prodiru u parenhim 1 razdvajaju limfne ¢vorove formiraju¢i brojne ¢vorice (Slika 1.1.)

(12,13,21,22).



uvoD

Slika 1.1. NSCHL (biopsija 9061/2018, HE 40X)

Drugi je po zastupljenosti podtip CHL-a MCCHL Kkoji se javlja u 20 do 25 %
sluc¢ajeva (12,23). MCCHL c¢es$¢i je u muskaraca starije zivotne dobi koji, osim cervikalnih i
supraklavikularnih, uglavnom zahvaca i intraabdominalne limfne ¢vorove (12,13). Najcesce
pogada imunokompromitirane osobe, a Njegovu najvecu pojavnost biljeze zemlje u razvoju
(24). Osim RS stanica, koje su uglavnom prisutne u velikom broju i po imunofenotipu
odgovaraju RS stanicama u NSCHL-u, u pozadini su takoder prisutne i razli¢ite upalne
stanice (T-limfociti, eozinofili, plazma stanice, makrofagi), samo bez izrazene fibroze inace
obiljezne za NSCHL (12,24). Zanimljivo je kako su RS stanice ¢ak u 70 % slucajeva zarazene
EBV-om (12). Prognoze su, kao i kod NSCHL-a, vrlo dobre. Medutim, MCCHL nerijetko s
vremenom napreduje do LDCHL-a (13). LDCHL je najmanje zastupljen oblik HL-a, s
prevalencijom manjom od 5 %, koji se uglavnom javlja u industrijski nerazvijenim zemljama,
a ponajvise pogada osobe starije odrasle dobi kao i imunokompromitirane osobe te je nesto
¢es¢i u muskaraca za razliku od Zena (12,13,25). Za taj je tip HL-a obiljezan mali broj
neoplastiénih limfocita i relativno velik broj RS stanica koje su u vise od 90 % slucajeva
zarazene EBV-om (12,24). Posljednji je iz skupine CHL-a LRCHL. To je vrlo rijedak oblik
HL-a, s prevalencijom oko 3 — 5 % koji zbog limfocitne predominacije i nodularnog obrasca
rasta nalikuje NLPHL-u (13,26,27,28). S druge strane, zbog ,klasi¢énog® imunofenotipa
tumorskih RS stanica moze se re¢i kako oponasa i nodularnu sklerozu (NS) (12,27). Osim
uobicajenog velikog broja ,,malih* limfocita i nodularnog (rjede difuznog) rasta, za dijagnozu
LRCHL-a obiljezan je i izostanak neutrofila i eozinofila (13,24). LRCHL se u oko 40 %
slucajeva povezuje s infekcijom EBV-om te ima vrlo dobru do izvrsnu prognozu (12,26).

NLPHL je vrlo rijedak oblik HL-a i ¢ini svega 5 % svih HL-ova (13,29). Naj¢esce se javlja u
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djece i u osoba mlade do srednje odrasle dobi te je uoc¢eno kako je nesto ¢es¢a u muskaraca
(13). Za razliku od CHL-a, NLPHL raste sporije te se uglavnom dijagnosticira u ranom
stadiju zbog ¢ega je i oporavak izvjesniji (29,30). Dominantna je stanica u tom tipu HL-a
limfocit predominantna (LP) stanica koja se vrlo Cesto zbog karakteristi¢énog oblika jezgre,
koja svojim izgledom podsjeca na ,,kokice”, naziva jos i ,,popcorn cell* (12,16). Te su LP
stanice uglavnom smjeStene unutar limfnog ¢vora i uglavnom su negativne na sve EBV

markere (16,31).

1.2.3. Reed-Sternbergove stanice

RS su stanice neoplasti¢ne stanice HL-a. Budu¢i da je RS sli¢ne stanice osim u HL-u
mogucée pronac¢i i u non-Hodgkinovu limfomu (NHL) te reaktivnim limfoadenopatijama
(infektivna mononukleoza) kao i u ostalim malignim tumorima, morfologija RS stanica nije
dovoljno specificna da bi se mogla postaviti sigurna dijagnoza HL-a, ve¢ je potrebna
korelacija s imunohistokemijskim nalazom (12,13). Stoga se uvijek prilikom postavljanja
dijagnoze HL-a traze RS stanice u kombinaciji s pripadaju¢im upalnim stanicama u pozadini
pri ¢emu je, ako su nalazi obaju tipova stanica pozitivni, moguce sa sigurnos$éu reéi kako je
uistinu rije¢ o HL-u (13). Klasicne su RS stanice (Slika 1.2.) koje se nalaze u svim
podtipovima CHL-a, velike stanice (20 — 50 um) s obilnom, blago acidofilnom do amfofilnom
citoplazmom te prepoznatljivom binuklearnom, visenuklearnom ili viselobularnom jezgrom
(13,16). Pri opisivanju jezgre RS stanica, zbog karakteristicnog izgleda jezgrica koje su
izrazito eozinofilne i poput preslike smjeStene jedna nasuprot drugoj, vrlo se Cesto
upotrebljava naziv ,,sovine o¢i“ (16,24). Mononuklearne RS stanice, takoder poznate i pod
nazivom Hodgkinove stanice, za razliku od klasi¢nih RS stanica, sadrze jednu okruglu ili
ovalnu jezgru te ih je moguce pronaci u razli¢itim podtipovima HL-a, dok su u NLPHL-u
rijetke (13,32). Od ostalih se tipova RS stanica u HL-u javljaju i lakunarne stanice (Slika 1.2.)
obiljezne za NS, pleomorfne stanice tipi¢ne za LDCHL (mogucée ih je pronaé¢i i u NSCHL-u i
MCCHL-u) te mumificirane nekrobiotske stanice koje, iako se nerijetko javljaju u HL-u,

nemaju vazniju dijagnosticku vrijednost (13).
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12062/2018, HE 400X)

S obzirom na specifican imunohistokemijski profil RS stanica, moguce je razlikovati
razli¢ite podtipove HL-a (12). Tako su RS stanice i njihove ina¢ice u CHL-u uglavnom
PAX5+, CD15+, CD30+, a negativne na ostale B-limfocitne markere kao i na T-limfocitne
markere i leukocitni CD45 antigen (12,13). PAX5 transkripcijski je ¢imbenik pozitivan u
gotovo svim slucajevima CHL-a, markeri CD15 1 CD30 izraZeni su u ¢ak 80 — 90 %

slucajeva, dok je CD45 marker mnogo rjedi te se javlja u svega 10 % slucajeva (16).

PAXS, takoder poznat i pod nazivom B-stani¢ni specifi¢ni aktivator protein (BSAP),
koristan je imunohistokemijski marker u diferencijalnoj dijagnostici limfoidnih neoplazmi
koji ima presudnu ulogu u procesu razvoja i diferencijacije B-limfocita (33,34). Taj je marker
otkriven u vecini B-stani¢nih neoplazmi, ukljucujuci i B-limfoblasti¢ne neoplazme, te u LP
stanica NLPHL-a i u RS stanica CHL-a (Slika 1.3.) (13,16). Osim u tumorskim stanicama,
PAXS5 je marker eksprimiran i u jezgri ,,normalnih” hematolimfoidnih stanica kao sto su sve
stanice B-stani¢ne loze u ranim fazama diferencijacije (osim plazma stanica) (13,34).
Prisutnost je PAX5 markera u HL stanica vrlo koristan podatak prilikom samog postupka
diferencijacije HL-a (B-stani¢ni limfom) od anaplasticnog, velikostani¢nog limfoma (T-
stani¢ni limfom), zbog ¢ega se slobodno moze govoriti 0 izrazito vrijednom dijagnostickom

markeru koji se najceSce koristi za potvrdu B-stani¢ne loze limfoblasti¢nih neoplazmi (13,34).
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Slika 1.3. PAX5 pozitivni limfociti, NSCHL (biopsija 12062-2018, 200X)

CDI15 je marker imunoloski znac¢ajna molekula, ugljikohidrat, koju je moguce otkriti
pomocu LeuMI1 protutijela (35,36). Budu¢i da je prisutan na gotovo svim RS stanicama,
smatra se vrlo korisnim dijagnostickim markerom RS stanica, a time i dijagnostickim
markerom HL-a (35,36). Ekspresija CD15 markera zabiljeZena je, osim u pacijenata s HL-om
(RS stanice), u rijetkim slucajevima B i T-stani¢nog limfoma (velike stanice), histiocitnim
neoplazmama kao i u bolesnika s dijagnosticiranim mijeloidnim sarkomom, dok je u veéini
slucajeva NHL-a negativan (13,35,36). U sluc¢aju CD15 markera, pozitivno obojenje pokazuje
Golgijev aparat i/ili stani¢na membrana (Slika 1.4.) (13). Vazno je napomenuti kako pozitivan
CD15 marker ne mora nuzno znaliti kako se radi o neoplazmi buduc¢i da njega ne
eksprimiraju samo tumorske stanice, ve¢ postoje i druge, ,,normalne” hematolimfoidne stanice
poput granulocita, monocita/histiocita te citomegalovirusom (CMV) zarazenih stanica koje i
inaCe, u normalnim uvjetima, eksprimiraju taj marker (13). Analiza se CD15 markera vrlo
Cesto koristi i za potrebe diferencijacije HL-a koji je uglavnom pozitivan, za razliku od

anaplasti¢nog velikostani¢nog limfoma koji je uglavnom negativan (36,37).
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Slika 1.4. CD15 pozitivni limfociti, NSCHL (biopsija 12062-2018, 200X)

CD30 ili Ber-H2 transmembranski je glikoprotein iz porodice receptora ¢imbenika
nekroze tumora (eng. Tumor Necrosis Factor Receptor Superfamily Member 8 — TNFRSF8) i
tumorski marker vazan za dijagnozu CHL-a, anaplasticnog velikostani¢nog limfoma i
embrionalnog karcinoma (37,38,39,40). Normalno ga eksprimiraju aktivirane T i B te poneke
plazma stanice (13). CD30 je aktivacijski antigen te je kao takav eksprimiran u velikom broju
imunoblasta unutar reaktivnog limfnog ¢vora, npr. za vrijeme EBV infekcije (infektivna
mononukleoza) (40). EBV infekcija ,,normalnih” B-stanica dovodi do rasta CD30 ekspresije
te je ¢ak i u EBV neg. HL-u taj marker prekomjerno eksprimiran (39). CD30 je ekspresija
obiljezna za tumorske RS stanice ve¢ine CHL-a, velike stanice ponekih B i T-limfoma te
pojedinacne slucajeve histiocitnih neoplazmi, mijeloi¢nih leukemija i plazmocitoma (13,16).
Uglavnom su pozitivni stani¢na membrana i/ili Golgijevo tijelo (Slika 1.5.) (13). Za rutinsku
se procjenu ekspresije CD30 markera koristi Ber-H2 protutijelo (38).
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Slika 1.5. CD30 pozitivni limfociti, NSCHL (biopsija 12062-2018, 200X)
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S druge strane, imunofenotip LP stanica, obiljeznih za NLPHL, znacajno se razlikuje
od Hodgkinovih i RS stanica u CHL-u jer, za razliku od njih, LP varijante izrazavaju niz B-
staniénih markera, od kojih su najpoznatiji CD19, CD20, CD22, PAX5 i EMA, dok su
uglavnom negativne na CD15 i CD30 stani¢ne markere (12,16,30).

CD20 je (L26) transmembranski protein otkriven kao antigen prisutan na povrsini B-
limfocita koji igra vaznu ulogu u razvoju i diferencijaciji B-stanica u plazma stanice (41,42).
U CD20 je markeru pozitivna stani¢na membrana, a normalno ga eksprimiraju B-stanice (sve
osim plazma stanica) (Slika 1.6.) (13,16). Kada je rije¢ o reaktivnosti u neoplazmama,
eksprimira ga 90 % B-stani¢nih limfoma s§to ga ¢ini savrsenim B-stanicnim markerom; zatim
LP stanice u NLPHL-u (u ¢ak 80 % slucajeva), RS stanice u otprilike 20 % CHL-a te rijetki
T-stani¢ni limfomi (13,16,37,41).

Slika 1.6. CD20 pozitivni limfociti, NSCHL (biopsija 12062-2018, 200X)

Epitelni je membranski antigen (EMA) glikoprotein koji eksprimiraju razli¢ite vrste
epitela i njihove neoplazme (43). Medutim, ekspresija tog proteina nije isklju¢ivo vezana uz
epitelne stanice, ve¢ postoje i druge stanice poput tumorskih stanica u T-stani¢nim
limfomima, plazma stanica te LP stanica u veé¢ini NLPHL-ova koje pokazuju EMA
pozitivnost (43). Plazma su stanice jedine neneoplasti¢ne stanice sposobne za EMA ekspresiju
(13,43). EMA je takoder eksprimirana u plazma stani¢nim neoplazmama, anaplasticnim
velikostani¢nim limfomima te u NLPHL-u (13,43). Kada je u pitanju imunohistokemijska

ekspresija, vaznu imunoreaktivnost pokazuju stani¢na membrana i/ili Golgijev aparat (Slika
1.7.) (13).
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Slika 1.7. EMA pozitivne plazma stanice, NSCHL (biopsija 9061-2018, 200X)
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CILJ ISTRAZIVANJA

2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj je ovog istrazivanja ispitati ucestalost HL-a u odnosu na spol i dob te tip HL-a u
desetogodisnjem razdoblju u Klini¢kom bolnickom centru Osijek (KBC Osijek). Kod svih ¢e

se HL-ova odredivati imunohistokemijski profil radi diferencijacije i klasifikacije.
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3. MATERIJAL | METODE
3.1. Ustroj studije

Istrazivanje je presjecno, a pri pisanju rada upotrijebljeni su povijesni podatci.

3.2. Ispitanici

U radu ¢e se upotrijebiti postoje¢a medicinska dokumentacija (arhiva) Klinickog
zavoda za patologiju i sudsku medicinu dijagnosticiranih HL-ova operiranih u KBC-u Osijek
od sije¢nja 2009. do prosinca 2018. godine. Ispitanici ¢e se voditi pod zaporkom broja
biopsije. Obrada i rezultati upotrijebljeni u studiji nece utjecati na dijagnozu i lijeenje

bolesnika.

3.3. Metode

Na Klinickom se zavodu za patologiju i sudsku medicinu KBC-a Osijek u dijagnostici
HL-a odreduju lokalizacija te histoloski tip zbog kojeg se provodi imunohistokemijska obrada

tumorskoga tkiva.

Analiza se obavljala na postoje¢im arhivskim formalinski fiksiranim, parafinskim
blokovima tumorskog tkiva. Ujedno su se koristila i arhivska stakla sa standardnim hemalaun-
eozin (HE) kao i imunohistokemijskim bojenjem kod kojih su standardno odredeni CD15,
CD20, CD30, EMA i PAXS5.

Tumorsko je tkivo bilo fiksirano u 10 %-tnom formalinu, dehidrirano u razli¢itim
koncentracijama alkohola i uklopljeno u parafinske blokove koji su rezani u rezove debljine 4
— 5 pm te bojani standardnom HE metodom. Tumorsko je tkivo pregledano svjetlosnim

mikroskopom.

3.3.1. Bojenje preparata HE tehnikom

Hemalaun je boja koja dobro boji jezgru i prikazuje jezgrine detalje. Eozin je kisela

boja koja boji acidofilne strukture (citoplazmu, miSi¢no tkivo) razli¢itim intenzitetima crvene
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boje. Potrebne su kemikalije: Mayerov hematoksilin, 1 %-tna otopina eozina, apsolutni
alkohol, ksilol (44).

Protokol:

1. Deparafinizacija u supstitutu ........................ 2 X 15 minuta
2. Ispiranje u apsolutnom alkoholu ..................c...... 3 X 5 minuta

3. Ispiranje pod teku¢om vodom ............cceovviiiriennns 5 minuta

4. Nanosenje Biognost hematoksilina ....................... 8,5 minuta

5. Ispiranje pod teku¢om vodom ...........cccoevvrveiinnne 3 X 3 minuta
6. Nanosenje 1 %-tne otopine eozina ...........cccceuenee. 5 minuta

7. Ispiranje viska boje pod teku¢om vodom ............ 3 X 5 minuta
8. Ispiranje u apsolutnom alkoholu .............cc.ccocenieee 3 x 10 minuta
9. Izbistravanje u SUPStItUtU .........ccccoeeveeieiiieireciec 3 x 15 minuta

10. Pokrivanje u automatskom pokrivacu Tissue-tek film za montiranje trajnih preparata

3.3.2. Imunohistokemijsko bojenje uzoraka tumorskoga tkiva

Na Klini¢ckome se zavodu za patologiju i sudsku medicinu rutinski u dijagnostici HL-a
odreduje cijela paleta imunohistokemijskih markera. Medutim, za potrebe Su izrade ovoga
rada imunohistokemijski odredivani oni naj¢es¢i: CD15, CD20, CD30, EMA i PAX5.

Za imunohistokemijsko se bojenje rabio stroj za automatsko bojenje Ventana
BenchMark Ultra tvrtke Roche.

3.3.2.1. UltraView Universal DAB detekcijski kit

Ventana ultraView Universal DAB (3,3'-Diaminobenzine) detekcijski kit neizravan je
sustav bez biotina za otkrivanje misjih imunoglobulina G (1gG), imunoglobulina M (IgM) te
zecjih primarnih protutijela. Kit je namijenjen za otkrivanje antigena u imunohistokemiji kod
parafinskih rezova. Sastoji se od inhibitora peroksidaze, peroksidaza hrena (eng. Horseradish
Peroxidase — HRP) multimera, DAB kromogena, peroksidaze i DAB bakra (45).
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3.3.2.1.1. Anti-CD15 misje monoklonalno primarno protutijelo

Anti-CD15 miSje je monoklonalno, primarno protutijelo usmjereno protiv
ugljikohidratnog epitopa prisutnog u vecini granulocitnih stanica. Prije svega namijenjeno je
kvalitativnom otkrivanju mononuklearnih Hodgkinovih i RS stanica u HL-u u parafinskim
rezovima, na imunohistokemijskom, automatskom boja¢u Ventana BenchMark Ultra tvrtke
Roche. Svjetlosnim se mikroskopom utvrduje bojenje s pozitivnom membranskom i

citoplazmatskom reakcijom (45).

3.3.2.1.2. Anti-CD20 (L26) misje monoklonalno primarno protutijelo

Anti-CD20 mis§je je monoklonalno, primarno protutijelo namijenjeno in Vitro
dijagnostici i usmjereno protiv epitopa prisutnog na humanim B-limfocitima. Anti-CD20
protutijelo namijenjeno je prvenstveno kvalitativnoj dijagnostici prve loze B-limfocita
pomocu svjetlosnog mikroskopa, u parafinskim rezovima, na imunohistokemijskom,
automatskom bojacu Ventana BenchMark Ultra tvrtke Roche. Svjetlosnim se mikroskopom

utvrduje bojenje s pozitivnom membranskom i citoplazmatskom reakcijom (45).

3.3.2.1.3. Anti-CD30 (Ber-H2) miSje monoklonalno primarno

protutijelo

Anti-CD30 je miSje monoklonalno, primarno protutijelo sa Sirokom laboratorijskom
primjenom, a prvenstveno se koristi pri otkrivanju CD30 proteina u parafinskim rezovima na
imunohistokemijskom, automatskom bojacu Ventana BenchMark Ultra tvrtke Roche. CD30

pozitivno bojenje pomaze pri CHL-u 1 anaplasti¢cnom velikostanicnom limfomu (45).

3.3.2.14. Anti-EMA (E29) misje monoklonalno primarno protutijelo

Anti-EMA je misje monoklonalno, primarno protutijelo usmjereno protiv. EMA
predocenih na apikalnoj povrsini Zljezdanog epitela. lako je taj glikoprotein prvenstveno
smjeSten na membrani normalnih i tumorskih stanica, moguée ga je, iako rijetko, pronaci i u
citoplazmi manje diferenciranih tumora. Anti-EMA se protutijelo rabi za otkrivanje antigena

smjeStenth na membranama epitelnih stanica adenokarcinoma, malignoga mezotelioma,
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bubreznoga karcinoma i meningioma. Prvenstveno se rabi u kvalitativnoj analizi te ima in

vitro dijagnosti¢ku primjenu, a sama se dijagnostika provodi na parafinskim rezovima (45).

3.3.2.1.5. Anti-PAXS5 (SP34) ze¢je monoklonalno primarno protutijelo

Anti-PAXS ze¢je monoklonalno, primarno protutijelo svoju je primjenu pronaslo u in
vitro dijagnostici, a usmjereno je protiv jezgrinih epitopa predocenih na humanim B-
limfocitima. Prvenstveno se rabi za identifikaciju normalnih i neoplasti¢nih B-limfocita, a

sama se kvalitativna analiza radi na parafinskim rezovima (45).

3.4. Statisticke metode

Kategorijski ¢e podatci biti predstavljeni apsolutnim i relativnim frekvencijama.
Numericki ¢e podatci biti opisani aritmetickom sredinom i standardnom devijacijom u slucaju
raspodjela koje slijede normalu, a u ostalim slu¢ajevima medijanom 1 granicama
interkvartilnog raspona. Razlike ¢e kategorijskih varijabli biti testirane hi-kvadrat testom, a po
potrebi Fisherovim egzaktnim testom. Normalnost ¢e raspodjele numerickih varijabli biti
testirana Shapiro-Wilkovim testom. Sve ¢e P vrijednosti biti dvostrane. Razina ¢e znacajnosti
biti postavljena na Alpha = 0,05. Za statisticku ¢e se obradu rabiti statisticki program
MedCalc Statistical Software version 19.1.7 (MedCalc Software Ltd, Ostend, Belgium;
https://www.medcalc.org; 2020).
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4. REZULTATI

U razdoblju od deset godina (od sije¢nja 2009. do prosinca 2018. godine) na Zavodu
za patologiju i sudsku medicinu KBC-a Osijek, kod bolesnika u dobi medijana 40 godina
(interkvartilnog raspona od 26 do 52 godine) u rasponu od 15 do 77 godina, dijagnosticiran je
ukupno 71 novootkriveni HL. Najvise je ispitanika u dobi od 21 do 30 godina, njih 17 (24 %),
zena u dobi od 21 do 30 godina, a muskaraca u dobi od 31 do 40 godina. Muskaraca je 38
(54 %), a Zzena 33 (46 %), bez znacajne razlike u odnosu na dob (Tablica 4.1.).

Tablica 4.1. Raspodjela ispitanika s HL-om prema dobi i spolu

Dob ispitanika Broj (%) bolesnika prema spolu -
(godine) Musgkarci Zene Ukupno

11 do 20 3(8) 3(9) 6 (8)

21-30 8 (21) 9 (27) 17 (24)

31-40 9 (24) 3(9) 12 (17)

41 -50 7 (18) 6 (18) 13 (18) 0,23
51 -60 7 (18) 2 (6) 9 (13)

61-70 2 (5) 4 (12) 6 (8)

71-80 2 (5) 6 (18) 8 (11)

Ukupno 38 (100) 33 (100) 71 (100)

*Fisherov egzaktni test

S obzirom na tip HL-a, samo 6 (8 %) ispitanika ima NLPHL, i to neSto vise muskareci,

dok je CHL nesto ¢es¢i kod Zena, no bez statisticki znacajne razlike (Tablica 4.2.).

Tablica 4.2. Tip HL-a prema spolu

Broj (%) bolesnika prema spolu
Tlp _ p*
Muskarci Zene Ukupno

NLPHL 5 (13) 1(3) 6 (8)

0,21
CHL 33(87)  32(97) 65 (92)
Ukupno 38(100)  33(100) 71 (100)

*Fisherov egzaktni test
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NLPHL javljala se prvenstveno kod muskaraca u dobi od 51 do 60 godina (4 / 6), dok
je CHL znacajnije ¢eS¢i u dobi od 21 do 30 godina (Fisherov egzaktni test, P = 0,004)
(Tablica 4.3.).

Tablica 4.3. Tip HL-a prema dobnim skupinama

Dob ispitanika Broj (%) bolesnika prema tipu -
(godine) NLPHL CHL Ukupno

11 do 20 0 6 (9) 6 (8)

21-30 0 17 (26) 17 (24)

31-40 0 12 (18) 12 (17)

41-50 1/6 12 (18) 13(18) 0,004
51-60 4/6 5(8) 9 (13)

61-70 1/6 5(8) 6 (8)

71-80 0 8 (12) 8 (11)

Ukupno 6/6 65 (100) 71 (100)

*Fisherov egzaktni test

I NLPHL (6 / 6) i CHL najces¢e su dijagnosticirani u biopsijama limfnih ¢vorova
(Tablica 4.4.).

Tablica 4.4. Tip HL-a prema lokalizaciji

Broj (%) bolesnika prema tipu

Lokalizacija p*
NLPHL CHL Ukupno

limfni ¢vor 6/6 61 (94) 67 (94)

parenhimni organ 0 2(3) 2(3) >0,99

kost 0 2(3) 2(3)

Ukupno 6/6 65 (100) 71 (100)

*Fisherov egzaktni test

NLPHL dijagnosticirana je u 2 / 6 slu¢ajeva u vratnim i u prsnim limfnim ¢vorovima,
a CHL u 41 (67 %) slu¢ajeva u vratnim limfnim ¢vorovima, bez znacajne razlike u odnosu na

tip (Tablica 4.5.).
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Tablica 4.5. Regija limfnog ¢vora prema tipu HL-a

Regija limfnog Broj (%) bolesnika prema tipu -
¢vora NLPHL CHL Ukupno

vrat 2/6 41 (67) 43 (64)

pazuh 0 4(7) 4 (6)

prsa 2/6 5(8) 7 (10) 012
abdomen 1/6 8 (13) 9(13)
prepone 1/6 2 (3) 3(4)
nejasno 0 1(2) 1(2)
Ukupno 6/6 61 (100) 67 (100)

*Fisherov egzaktni test

NS pokazala se kao najucestaliji podtip CHL-a s ucestalos¢u od 36 (55 %) ispitanika
pri ¢emu su muskarci, za razliku od zena, obolijevali nesto vise, njih 20 (61 %) u odnosu na

16 (50 %) Zena.

Od ostalih podtipova, znacajniju je pojavnost pokazala mjesovita celularnost (MC) s
ucestalos¢u od 16 (25 %) ispitanika, bez znacajne razlike u odnosu na spol. Limfocitna

deplecija (LD) ne biljezi se ni kod jednog ispitanika (Tablica 4.6.).

Tablica 4.6. Podtip CHL-a prema spolu

Broj (%) bolesnika prema spolu

Podtip CHL-a _ p*
Muskarci Zene Ukupno

NS 20 (61) 16 (50) 36 (55)

MC 7 (21) 9 (28) 16 (25) 072

limfocitima bogat CHL 3(9) 2 (6) 5 (8)

neklasificirani 3(9) 5 (16) 8 (12)

Ukupno 33 (100) 32 (100) 65 (100)

*Fisherov egzaktni test

NS najées¢e se javljala u dobi od 21 do 30 godina, kod 13 (36 %) ispitanika,
podjednako kod muskaraca i kod zena. Za razliku od NS-a, MC se najcesce javljala (kod 5 /
16 ispitanika) u dobnoj skupini 41 — 50 godina te kod najstarijih ispitanika u dobi od 71 do
80 godina (18,75 %) kod kojih je to ujedno i najucestaliji podtip CHL-a.

Nema znacajne razlike u dobi ispitanika u odnosu na podtip CHL-a (Tablica 4.7).
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Tablica 4.7. Podtip CHL-a prema dobnim skupinama

Broj / ukupno (%) bolesnika prema podtipu

Dob
CHL-a
Ispitanika p*
) Limfocitima o
(godine) NS MC Neklasificirani  Ukupno
bogat CHL

11 do 20 5 (14) 1/16 0 0 6 (9)
21-30 13 (36) 2/16 1/5 1/8 17 (26)
31-40 8 (22) 2/16 1/5 1/8 12 (18)

41 -50 5 (14) 5/16 1/5 1/8 12 (18) 0,32
51 -60 1(3) 2/16 1/5 1/8 5(8)
61-70 2 (6) 1/16 0 2/8 5(8)
71-80 2 (6) 3/16 1/5 2/8 8 (12)
Ukupno 36 (100) 16/16 5/5 8/8 65 (100)

*Fisherov egzaktni test

Od svih regija iz kojih je moguée dijagnosticirati podtipove CHL-a, daleko je

najvaznija vratna regija (limfni ¢vorovi vrata) u kojoj su znacajno ¢eSc¢e dijagnosticirani

podtipovi HL-a NS kod 26 (72 %) ispitanika i MC kod 12 / 16 ispitanika (Fisherov egzaktni

test, P = 0,04) (Tablica 4.8.).

Tablica 4.8. Podtip CHL-a prema lokalizaciji limfnog ¢vora

Broj / ukupno (%) bolesnika prema podtipu

Lokalizacija
CHL-a

limfnog : _ p*

Limfocitima o
¢vora NS MC Neklasificirani Ukupno

bogat CHL
vrat 26 (72) 12/16 2/5 Ya 41 (67,2)
pazuh 2 (6) 0 2/5 0 4 (6,6)
prsa 3(8) 1/16 1/5 0 5(8,2) 0.04
abdomen 4 (11) 1/16 0 Y 8(131)
prepone 13 1/16 0 0 2(3,3)
nejasno 0 1/16 0 0 1(1,6)
Ukupno 36 (100) 16/16 5/5 4/4 61 (100)

*Fisherov egzaktni test
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U svrhu dijagnostike i klasifikacije HL-a, svakodnevno se rutinski odreduje cijela
paleta imunohistokemijskih markera (CD3, CD15, CD19, CD20, CD30, CD45 LCA, CD68,
CD79 alfa, EMA, EBV, PAXS5...), no za potrebe izrade ovoga rada odredivani su standardni
markeri (CD15, CD20, CD30, EMA 1 PAXS5). Od standardnih markera najviSe su
upotrebljavani CD30, u 70 (99 %) sluc¢ajeva i CD15 u 69 (97 %) slucajeva. Od ukupno 69 (97
%) ucinjenih CD15 markera, njih su 63 (91 %) pozitivna, a pozitivne rezultate daje i CD30
marker koji je bio pozitivan u 65 (93 %) slucajeva. Marker CD20 koristio se u 57 (80 %)
ispitanika i bio je pozitivan u 32 (56 %) slu¢aja; marker EMA Kkoristi se u 43 (61 %) slucaja, a
pozitivan je u 15 (35 %) slucajeva, dok se PAXS5 koristio kod 26 (37 %) ispitanika, a
pozitivan je u 25 (96 %) slucajeva (Slika 4.8.).

100
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1
0

CD15 CD20 CD30 PAXS5

Ispitanici (%)
o O O

o

m Pozitivan marker ~ ® Negativan marker

Slika 4.8. Udio pozitivnih i negativnih markera u dijagnosticiranju HL-a

Ispitanici su imali jedan ili viSe pozitivnih markera. U najve¢em broju slucajeva, kod
34 (48 %) ispitanika, radilo se o trima pozitivnim markerima, dok je u rijetkim slucajevima
bio pozitivan samo jedan marker, kod jednog (1 %) ispitanika, odnosno svih pet markera kod
dvaju (3 %) ispitanika (Tablica 4.9.).
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Tablica 4.9. Broj pozitivnih markera

Broj pozitivnih markera

Broj (%)
Ispitanika

g B~ W N

1(1)
25 (35)
34 (48)

9 (13)

2(3)
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5. RASPRAVA

Na Zavodu za patologiju i sudsku medicinu KBC-a Osijek u razdoblju od deset godina

(od sijec¢nja 2009. do prosinca 2018. godine) dijagnosticiran je 71 novootkriveni HL.

HL je najucestalija bolest mlade odrasle dobi, odnosno najées¢e pogada osobe izmedu
15. 1 30. godine Zivota te se ocituje bimodalnom distribucijom s najviSom incidencijom u
kasnim dvadesetim godinama zivota kao i ponovnim povec¢anjem nakon 50. godine Zivota
(12,13). Raspon je dobi nasih ispitanika bio od 15 do 77 godina, s prosje¢nom Zivotnom dobi
42,5 godine. Najvise je ispitanika bilo u dobi od 21 do 30 godina, njih 17 (24 %), od kojih
zena u dobi od 21 do 30 godina, a muskaraca u dobi od 31 do 40 godina.

Prema statistickim podatcima Cancer Research UK, u Ujedinjenom je Kraljevstvu u
2017. godini od HL-a oboljelo ukupno 2 145 osoba, od kojih 41 % Zena i 59 % muskaraca, s
vidljivom muskom predominacijom (46). Takoder, American Cancer Society procjenjuje
kako ¢e u 2020. godini od HL-a u Sjedinjenim Americkim Drzavama (SAD) oboljeti
priblizno 8 480 ljudi, od kojih ¢e u nesto vecoj mjeri biti zastupljeni muskarci (55,31 %), za
razliku od zena (44,69 %) (47). Medu naSim je ispitanicima bilo 38 (54 %) muskaraca, a Zena

33 (46 %), bez znacajne razlike u odnosu na dob.

NLPHL je ¢eS¢a u musSkaraca nego u zena, a kako je uistinu rijeC o bolesti s ve¢om
incidencijom u muskaraca (muskarci / Zene = 3 : 1), potvrduju i rezultati istraZivanja
provedenog u Teksasu i Georgiji (SAD) (13,48). Medu naSim je ispitanicima incidencija
NLPHL-a takoder nesto ve¢a u muskaraca nego u zena, dok je CHL neSto ¢eS¢i u Zena, no bez

statisticki znacajne razlike.

CHL se najcesce javlja kao unifokalna bolest, s obiljeznim obrascem Sirenja od jedne
do druge skupine limfnih ¢vorova, koja u iznimnim slu¢ajevima zavrSava u slezeni te ostalim
ekstranodalnim podru¢jima (13,16). Iako se uglavnom radi o perifernim limfnim ¢vorovima, u
pojedinim podtipovima CHL-a moguca je i abdominalna te medijastinalna lokalizacija
limfnih ¢vorova (49). Rezultati naSeg istrazivanja pokazali su kako je svih sest NLPHL-ova
dijagnosticirano u biopsijama limfnih ¢vorova, gdje je najcesce dijagnosticiran i CHL, te da je
uglavnom rije¢ o limfnim ¢vorovima vrata. NLPHL je dijagnosticirana u 2 / 6 slucajeva u
vratnim i u prsnim limfnim ¢vorovima, dok je CHL u 41 (67 %) slucajeva dijagnosticiran u

vratnim limfnim ¢vorovima, no bez znacajne razlike u odnosu na tip.
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NS je ceS¢a u zena za razliku od ostalih podtipova s jasno izraZzenom muSkom
predominacijom (16,49). Prema rezultatima naSeg istrazivanja, NS se pokazala kao
najucestaliji podtip HL-a s ucestalos¢u od 36 (55 %) ispitanika gdje su muskarci, za razliku
od Zena, obolijevali nesto vise. Od ostalih podtipova, znacajniju pojavnost pokazala je MC s
ucestaloscu od 16 (25 %) ispitanika bez znacajne razlike u odnosu na spol. No, veéi je broj

studija pokazao kako je MC ipak nesto ¢eS¢a u muskaraca nego u zena (13,16,49,50,51).

NS se uglavnom javlja u osoba mlade odrasle dobi 1 vrlo je rijetka u osoba nakon 50.
godine zivota (52). Medu nasim ispitanicima NS se najces$ce javljala u dobi od 21 do 30
godina, kod 13 (36 %) ispitanika, podjednako kod muskaraca i kod zena, za razliku od MC-a
koja se najéesce javljala (kod 5 / 16 ispitanika) u dobnoj skupini 41 — 50 godina te kod
najstarijih ispitanika u dobi od 71 do 80 godina (18,75 %) kod kojih je to ujedno i najucestaliji
podtip CHL-a. S druge strane, prema rezultatima istrazivanja provedenog u Indiji u razdoblju
od pet godina (od sijecnja 2006. do listopada 2009. godine), najucestaliji podtip HL-a bila je
MC s najvecom incidencijom u najmladoj skupini ispitanika (1 — 10 godina) u kojoj su
prevladavali muskarci (79 %) te u ispitanika u dobi od 21 — 30 godina, takoder s vecom

ucestalos¢u u muskaraca (71 %) (50).

Za dijagnostiku i klasifikaciju se HL-a koriste standardni imunohistokemijski markeri
(CD15, CD20, CD30, EMA i PAX5) od kojih se, prema rezultatima naSeg istraZivanja,
najvise koriste CD30 u 70 (99 %) slucajeva i CD15 u 69 (97 %) slu¢ajeva. Nasi su ispitanici
imali jedan ili viSe pozitivnih markera. U najveCem Sse broju slucajeva, kod 34 (48 %)
ispitanika, radilo o trima pozitivnim markerima, dok je u rijetkim slu¢ajevima bio pozitivan
samo jedan marker, odnosno svih pet markera. CD15 je marker bio pozitivan u 63 (91 %) od
ukupno 69 (97 %) ucinjenih CD15 markera, dok je CD30 marker bio pozitivan u 65 (93 %)
slucajeva. Studije su pokazale kako su upravo ti markeri dva najceS¢e pozitivna markera u
osoba s HL-om, odnosno da je CD15 eksprimiran u vise od 80 %, a CD30 u vise od 90 %
slu¢ajeva HL-a (16). Iz tog se razloga, zbog svoje velike ucestalosti kod osoba s HL-om,
CDI15 i CD30 markeri najée$¢e odreduju zajedno te je vecina osoba s HL-om pozitivha na

oba markera (50).
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ZAKLJUCAK

6. ZAKLJUCAK

Temeljem provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata, moze se zakljuciti:

1. U razdoblju od sije¢nja 2009. do prosinca 2018. godine na Zavodu za patologiju i
sudsku medicinu KBC-a Osijek dijagnosticiran je 71 HL. Najve¢i je broj ispitanika bio u dobi

od 21 do 30 godina, od kojih je muskaraca bilo nesto vise u odnosu na Zene.
2. NLPHL se ¢e$ce javljala u muskaraca, dok je CHL nesto ¢es¢i bio u zena.

3. NLPHL se prvenstveno javljala u dobi od 51 do 60 godina, dok je CHL bio

znacajnije ¢es¢i u dobi od 21 do 30 godina.

4. Najucestaliji je podtip CHL-a bila NS, od koje su muskarci, za razliku od Zena,
obolijjevali nesto vise. Od ostalih podtipova, znacajnija pojavnost zabiljezena je kod MC-a, no

bez znacajne razlike u odnosu na spol.

5. NS se najcesce javljala u dobi od 21 do 30 godina, podjednako kod muskaraca i
zena. Za razliku od NS-a, MC se najcesce javljala u dobnoj skupini 41 — 50 godina te kod
najstarijih ispitanika u dobi od 71 do 80 godina. Nije postojala znacajnija razlika u dobi

ispitanika u odnosu na podtip CHL-a.

6. NajceS¢e su odredivani imunohistokemijski markeri u dijagnostici i klasifikaciji
HL-a bili CD30 i CD15. CD15 je marker bio pozitivan u 91 % slucajeva, a CD30 marker u 93

% slucajeva.
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SAZETAK

7. SAZETAK

Cilj istrazivanja: Ispitati ucestalost HL-a u odnosu prema spolu i dobi te tipu HL-a u
desetogodisnjem razdoblju u KBC-u Osijek. Kod svih je HL-ova odredivan

imunohistokemijski profil radi diferencijacije i klasifikacije.
Ustroj studije: Presje¢na s povijesnim podatcima.

Ispitanici i metode: Istrazivanjem je obuhvacen 71 HL, dijagnosticiran na Zavodu za
patologiju i sudsku medicinu KBC-a Osijek u razdoblju od deset godina, kod kojeg je
provedena imunohistokemijska obrada tumorskoga tkiva koja se temeljila na odredivanju
standardnih markera CD15, CD20, CD30, EMA i PAX5. Za imunohistokemijsku je obradu

koriSten stroj za automatsko bojenje Ventana BenchMark Ultra tvrtke Roche.

Rezultati: Najvise je ispitanika bilo u dobi od 21 do 30 godina (24 %). Muskaraca je
bilo 54 %, a Zena 46 %. NLPHL je bila ¢eS¢a u muskaraca, prvenstveno u dobi od 51 do 60
godina, dok je CHL bio ¢e$¢i u Zena, znacajnije ¢eS$¢i u dobi od 21 do 30 godina. I NLPHL 1
CHL su najcesce dijagnosticirani u biopsijama limfnih ¢vorova. Najucestaliji podtip CHL-a
bila je NS (55 %) koja se uglavnom javljala u dobi od 21 do 30 godina, a znacajniju pojavnost
pokazala je 1 MC (25 %) s najve¢om ucestaloS¢u u dobi od 41 do 50 godina te u dobi od 71 do
80 godina. U limfnim su ¢vorovima vrata znacajno ¢eSce dijagnosticirani NS (72 %) te MC
(12 / 16). Najcesce su upotrijebljeni markeri bili CD30 i CD15. CD15 je marker bio pozitivan
u 91 %, a CD30 marker u 93 % ispitanika.

Zakljuéak: Imunohistokemijska je obrada neophodna za dijagnostiku i klasifikaciju
HL-a.

Kljuéne rije¢i: Hodgkinov limfom, imunohistokemija, markeri, klasifikacija
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8. SUMMARY

Objective: The aim of this study was to determine the prevalence of HL according to
sex, age and HL type in a ten-year period at Clinical Hospital Centre Osijek.
Immunohistochemical profiling was performed on all HL for the purpose of differentiation

and classification.
Structure of the study: Cross-sectional study with historical data.

Participants and methods: The study included 71 case of HL diagnosed at Clinical
Institute for Pathology and Forensic Medicine at Clinical Hospital Centre Osijek in a ten-year
period using immunohistochemical method based on determination of a standard markers
CD15. CD20, CD30, EMA and PAX5. For immunohistochemical method an automated
stainer Ventana BenchMark Ultra and monoclonal antibodies of the company Roche have
been used.

Results: Majority of participants (24 %) was at the age of 21 — 30. 54 % of all
participants was male and 46 % was female. The NLPHL was more common in men,
especially at the age of 51 — 60, while the CHL was more common in women, significantly
more common at the age of 21 — 30. Both NLPHL and CHL were mostly diagnosed inside
lymph nodes. The most common subtype of CHL was NS (55 %) with the highest prevalence
at the age of 21 — 30. The MC also showed significant incidence (25 %) with the highest
prevalence at the age of 41 — 50 as well as at the age of 71 — 80. Inside neck lymph nodes,
significantly more often diagnoses were NS (72 %) and MC (12 / 16). The most frequently
used markers were CD30 and CD15. CD15 showed positivity in 91 % of the cases, while
CD30 was positive in 93 % of them.

Conclusion: Immunohistochemistry is essential in diagnostic and classification of HL.

Keywords: Hodgkin lymphoma, immunohistochemistry, markers, classification.
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