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POPIS KRATICA

SZO- Svjetska zdravstvena organizacija (engl. World Health Organization)

HL- Hodgkinov limfom (engl. Hodgkin lymphoma)

NHL- Non-Hodgkinov limfom (engl. Non-Hodgkin lymphoma)

RS- Reed-Sternbergove stanice (engl. Reed-Sternberg cells)

EBV- Epstein-Barrov virus (engl. epstein-Barr virus)

NLPHL- nodularna limfocitna predominacija HL-a (engl. nodular lymphocyte predominant
Hodgkin lymphoma)

CHL- klasi¢ni Hodgkinov limfom (engl. Classical Hodgkin lymphoma)

NK- prirodne ubilacke stanice (engl. natural killer cells)

INHL- indolentni Non-Hodgkinov limfom (engl. indolent Non-Hodgkin lymphoma)

FL- folikularni limfom (engl. follicular lymphoma)

MALT- ekstranodalni limfom marginalne zone (engl. mucosa-associated lymphoid tissue)
SLL- sitnostani¢ni limfocitni (engl. small lymphocytic lymphoma)

DLBCL- difuzni velikostani¢ni B-limfom (engl. diffuse large B-cell lymphoma)

MANTLE- limfom plastene zone (engl. mantle cell lymphoma)

CMANTLE- konvencionalni limfom plasStene zone  (engl. conventional mantle cell
lymphoma)

NNMANTLE- leukemijski nenodalni limfom plastene zone (engl. leukemic non-nodal mantle
cell lymphoma )

IHK- imunohistokemija (engl. immunohistochemistry)

GCB- B stanice germinalnog centra (engl. germinal center B-cell)

ABC- aktivirani podtipovi B-stanica (engl. activated B-cell)

HIV- virus humane imunodeficijencije (engl. human immunodeficiency virus)

HZJZ- Hrvatski zavod za javno zdravstvo

HE- hematoksilin-eozin bojenje (engl. hematoxylin and eosin staining)

LC- limfni &vor

GIT- gastrointestinalni trakt
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1. UvOD

1. UvOD

Limfomi su heterogena skupina neoplazmi limforetikularnog sustava, nastali zlo¢udnom
preobrazbom limfocita. Prema klasifikaciji SZO-a razlikujemo limfoidne neoplazme nastale
iz prekursorskih limfoidnih stanica i neoplazme izvedene iz zrelih limfoidnih stanica te se
dalje dijele na novotvorine B-stani¢nog ili T-stani¢nog porijekla (1, 2). S obzirom na mjesto
nastanka limfome dijelimo na nodalne limfome, koji nastaju u limfnim c¢vorovima te
ekstranodalne limfome, koji se razvijaju u drugim organima koji sadrze limfaticno tkivo. Do
zlo¢udne preobrazbe dolazi uslijed mutacija gena smjestenih u limfocitima (3). Klasifikacija
limfoma je slozena i obuhvaca dvije osnovne skupine: Hodgkinove (HL) i Non-Hodgkinove
limfome (NHL) koji se dalje dijele u vise od 50 tipova NHL-a i 2 tipa HL-a (4). Prema
klasifikaciji SZO-a iz 2017. godine otkriveno je > 40 zrelih B-stani¢nih neoplazmi i > 25
zrelih T 1 NK stani¢nih neoplazmi. Priblizno 15 % limfoma Klasificirano je kao Hodgkinov, a
ostali su klasificirani kao Non-Hodgkinov limfom (5). Danas koristimo klasifikaciju SZO-a iz
2017. godine koja dijeli NHL u vise od 50 tipova (2). | Hodgkinov i Non-Hodgkinov limfom
zlo¢udne su neoplazme bijelih krvnih stanica, limfocita. Glavna je razlika u Reed-
Sternbergovim (RS) stanicama, zrelim malignim B-limfocitima koje su u HL-u prisutne,
velike te sadrze jednu, dvije do nekoliko jezgara. U NHL-u Reed-Sternbergove stanice rijetko
su prisutne (6, 7). Limfomi se takoder razlikuju s obzirom na prosje¢nu dob oboljelih osoba
(znacajno visa kod NHL-a), broj novodijagnosticiranih slucajeva godisnje (8 puta vise NHL-

a), prosjecno trajanje zivota oboljelih te broj tipova i podtipova (8).

1.1. Hodgkinov limfom

Hodgkinov limfom je unilokularno ili diseminirano maligno povecanje stanica
karakterizirano prisutno$¢u malog broja kancerogenih Hodgkinovih ili Reed-Sternbergovih
stanica i njihovih varijanti. RS stanice okruzene su masovnim upalnim infiltratom koji sadrzi
velik broj eozinofila, neutrofila, plazma stanica te manji ili ve¢i broj upalnih T-limfocita (9,
10). Godisnja incidencija Hodgkinovog limfoma u zemljama zapadnog svijeta je oko 3/100
000 osoba te obuhvacéa oko 10 % svih novodijagnosticiranih limfoma. Omjer pojavnosti kod
muskaraca i Zena iznosi 1,5:1 te se najcesce javlja u dobi izmedu 20 i 34 godine (10, 11).
Etiologija nastanka HL-a je nerazjaSnjena. Poznato je da nastaje kao posljedica zlo¢udne
pretvorbe stanica B-limfocitnog podrijetla od kojih ¢e se razviti multinuklearne RS stanice, no

uzrok je 1 dalje nepoznat. Znacajnu ulogu u razvoju imaju imunodeficijentna stanja, okoliSni
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¢imbenici, infekcije Epstein-Barrovim virusom, Mycobacterium tuberculosis te brojnim
drugim patogenima. EBV sve ¢eS¢e se otkriva u RS stanicama pozitivnih HL uzoraka zemalja
u razvoju, a rjede u industrijaliziranim zemljama Sjeverne Amerike i zapadne Europe (10,
11). Hodgkinov limfom prema najnovijoj klasifikaciji podijeljen je u dva zasebna tipa: a)
nodularna limfocitna predominacija HL-a (NLPHL) i b) klasi¢ni Hodgkinov limfom (CHL)
koji se dijeli u 4 podtipa (2, 12).

1.2. Non-Hodgkinovi limfomi

Non-Hodgkinovi limfomi (NHL) heterogena su skupina primarnih zlo¢udnih tumora
limfati¢nih stanica. Ukljucuju brojne podtipove od kojih svaki ima razli¢itu epidemiologiju,
etiologiju, morfoloska, imunofenotipska i klinicka obiljezja. Najveca incidencija je u
razvijenim zemljama Sjeverne Amerike, sjeverne i juzne Europe, Australije i Novog Zelanda
(13). Klasificirani su na temelju stupnja sazrijevanja (nezreli prema zrelom) i stanicama
podrijetla (B-stanica, T-stanica ili NK stanica (prema engl. natural killer — prirodne ubilacke
stanice) (14). NHL je skupina malignih neoplazmi koja po svojim klini¢kim obiljezjima moze
biti indolentna ili agresivna (5). Indolentne limfome (iNHL) karakterizira sporiji rast,
dugotrajnija priroda bolesti s ucestalim relapsima, ali bolji odgovor na lijecenje te nizi stupanj
zlo¢udnosti. GodiSnje se dijagnosticira u prosjeku 22 000 iNHL-a. Medu najceSce vrste
iINHL-a ubrajamo folikularni limfom (FL) koji predstavlja oko 25 % svih
novodijagnosticiranih NHL-a i oko 70 % iNHL-a, limfom marginalne zone (MALT, prema
engl. mucosa-associated lymphoid tissue) i sitnostani¢ni limfocitni (SLL, prema engl. small
lymphocytic lymphoma) (15, 16). Agresivni limfomi obiljezeni su visokim stupnjem
zlo¢udnosti, brzim rastom te ukoliko se ne lijece, brzo dovode do smrti. Medutim, veliki je
postotak i potpunog ozdravljenja bez remisija i relapsa primjenom imunokemoterapije.
Najcesce vrste agresivnog NHL-a su difuzni velikostani¢ni B-limfom (DLBCL, prema engl.
diffuse large B-cell lymphoma), Burkittov limfom te limfom plastene zone (MANTLE, prema

engl. mantle cell lymphoma) (5).

Ovisno o stanici limfocita u kojoj se dogada zlo¢udna mutacija te imunohistokemijskom
(IHK) nalazu, NHL se svrstava u B-limfocitne i T-limfocitne limfome. Incidencija B-
stani¢nih limfoma niza je u zemljama u razvoju, dok je incidencija T-stani¢nih limfoma visa,
nego u razvijenim zemljama. Unato¢ razlici u pojavnosti izmedu zemalja, B-limfomi puno su

¢es¢i u odnosu na T-limfome, s postotkom pojavnosti 85 — 90 % (17).
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1.2.1. Etiologija Non-Hodgkinovih limfoma

Etiopatogeneza ve¢ine NHL-a nije poznata, no danas se zna da su genetske promjene
jedan od wuzroka nastanka ove bolesti (9). Povecana incidencija javlja Se u
imunokompromitiranih osoba (transplantiranih, imunosupresivna terapija), osoba oboljelih od
autoimunih bolesti (Hashimotov tiroiditis, Sjogranov sindrom) te u virusnim i bakterijskim
infekcijama (18). Dokazana je i povezanost izmedu nacina zZivota i ¢imbenika okolisa. Prema
tim istrazivanjima pusenje, koriStenje boja za kosu, pretilost i dr. potiCe na razvoj, dok
konzumiranje alkohola smanjuje rizik od razvoja limfoma, medutim ta su se istrazivanja u

mnogoc¢emu pokazala kontroverznima (19).

1.2.2. Epidemiologija Non-Hodgkinovih limfoma

Godisnje se u svijetu na 100 000 stanovnika dijagnosticira vise od 10 novih slucaja Non-
Hodgkinovih limfoma (12). Non-Hodgkinov limfom ¢ini oko 4 % svih malignih neoplazmi u
Sjedinjenim Americkim Drzavama te je ujedno sedma naj¢e$¢a maligna neoplazma i kod
muskaraca i kod Zena. Prema analizama American Cancer Society pretpostavlja se kako ¢e
broj novodijagnosticiranih slu¢ajeva u SAD-u u 2020. godini biti > 77 200. U trenutku
dijagnoze vise od polovice bolesnika bit ¢e u dobi od 65 ili vise godina (20). Velika Britanija
godisnje biljezi oko 13 700 novih slucajeva NHL-a, koji u toj drzavi predstavlja Sestu
najées¢u malignu neoplazmu i ¢ini 4 % svih novih sluc¢ajeva malignih neoplazmi. Svake

godine viSe od 1/3 svih NHL-a dijagnosticirano je kod osoba starijih od 75 godina (21).

Konkretni podatci o incidenciji Non-Hodgkinovih limfoma B-stanica u Hrvatskoj na
godiS$njoj razini nisu izdani. Medutim, Hrvatski zavod za javno zdravstvo (HZJZ) svake
godine objavljuje podatke o incidenciji raka u Hrvatskoj za prethodnu godinu, unutar kojih se
nalazi i ukupna incidencija pojedine vrste NHL-a, od koje je najzastupljeniji difuzni NHL koji

¢ini vise od polovice svih Non-Hodgkinovih limfoma (Tablica 1.1.) (22 - 25).
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Tablica 1.1. Incidencija podvrsta NHL-a u Hrvatskoj za razdoblje od 2014. do 2017. godine

prema HZJZ-u.

VRSTA NHL-a 2014 2015 2016 2017 UKUPNO
Folikularni (nodalni) 94 62 116 94 366
Difuzni 308 318 370 360 1356
Lymphomata T cellularum 23 27 35 33 118
peripherica et cutanea
NHL nespecificirani 179 157 125 136 597
Ukupno 604 564 646 623 2437

1.2.3. Lokalizacija Non-Hodgkinovih limfoma

Non-Hodgkinovi limfomi najées¢e zahvacaju limfne ¢vorove, ali mogu se razviti i u
vannodalnom tkivu. Podatci vezani za ucestalost vannodalnih Non-Hodgkinovih limfoma
razlikuju se u literaturi i krecu se u rasponu od 24 % do 40 % (18). 30 — 50 % svih
vannodalnih limfoma ¢ine Non-Hodgkinovi limfomi gastrointestinalnog sustava. Najcesce
zahvacaju zeludac, zatim tanko i debelo crijevo (26). NHL se ¢esto javlja i u sinusima, §titnoj
zlijezdi, dojci, bubrezima i dr. U prosjeku 25 % vannodalnih limfoma javi se u podrucju

Waldejerova prstena, na glavi i vratu (27).

1.3. Podjela B-stani¢nih limfoma

Klasifikacija SZO-a iz 2017. godine razlikuje > 40 razli¢itih tipova B-stani¢nih limfoma
koji se dijele prema morfologiji (nacin rasta — folikularni/difuzni) te prema vrsti malignih
stanica B-stani¢ne loze. Medu najéesce ubrajamo folikularni limfom (FL), limfom marginalne
zone (MALT, prema engl. mucosa-associated lymphoid tissue), sitnostani¢ni limfocitni (SLL,
prema engl. small lymphocytic lymphoma), difuzni velikostani¢ni B-limfom (DLBCL, prema
engl. diffuse large B-cell lymphoma), Burkittov limfom, te limfom plastene zone (MANTLE,
prema engl. mantle cell lymphoma) (2, 5, 12).

1.3.1. Difuzni velikostani¢ni B-limfom (DLBCL)

Difuzni velikostani¢ni B-limfom naj¢es¢a je podvrsta Non-Hodgkinovih B-limfoma i
predstavlja oko 35 % svih novodijagnosticiranih NHL-a. Na temelju podrijetla stanica
podijeljen je u dvije glavne skupine: DLBCL iz stanica germinalnog centra (GCB) i aktivirani

podtipovi B-stanica (ABC) (28). B-stanice izrazito su velike i na povrsini eksprimiraju B-
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stani¢ne antigene CD20, CD19, ali 1 CD10, bcl2, IgM, IgG 1 dr. MozZe se pojaviti u bilo kojoj
dobi, medutim srednja dob pri dijagnosticiranju je oko 60 godina (12). CD30 pozitivan je u 10
— 20 % slucajeva DLBCL-a, CD5 u 5 — 10 %, a ekspresija Cyclin D1 zabiljezena je u 1,5 — 15
% DLBCL slucajeva (28).

1.3.2. Limfom plastene zone (MANTLE)

Limfom plastene zone (MANTLE, prema engl. mantle cell lymphoma) je zrela, agresivna
podvrsta NHL-a B-stani¢nog podrijetla koja ¢esto eksprimira CD5 i predstavlja 5 — 6 % svih
NHL-a. Okarakterizirana je prisutnoS¢u translokacije t(11;14)(q13;932) s$to uzrokuje
prekomjernu ekspresiju cyclina D1. Klasificiran je u dva podtipa: konvencionalni
(cMANTLE) i leukemijski nenodalni (nnMANTLE). Medijan oboljelih osoba je oko 60
godina i Cetiri puta Ce$¢e obolijevaju muskarci (29, 30). Imunohistokemijom stanice su
uglavnom CD5+, CD10-, CD20+, bcl6-, cyclin D1+ (31).

1.3.3. Limfom marginalne zone (MALT)

Limfom marginalne zone (MALT, prema engl. mucosa-associated lymphoid tissue)
ekstranodalni je limfom ¢ija histoloska znacajka ukljucuje infiltraciju rubne zone i difuzno
Sirenje u okolno tkivo. Cini otprilike 8 % svih NHL-a i nastaje u §irokom rasponu razli¢itih
izvanstani¢nih mjesta, s najve¢om ucestaloS¢u u zelucu, slijede plu¢a, ocna adneksa i
Stitnjaca, a s malim postotkom u tankom crijevu (32). Javlja se kod osoba srednje Zivotne dobi
te starijih, s neSto ve¢im postotkom kod zena. Imunohistokemijski tumorske stanice najcesce

su CD5-, CD10-, CD20+, CD23-, CD43+/-, cyclin D1- (31).

1.3.4. Folikularni Non-Hodgkinov limfom (FL)

Folikularni limfom (FL) druga je najceS¢a podvrsta B-stanicnih NHL-a i naj¢eSca vrsta
indolentnog limfoma koja ¢ini 20 — 30 % svih novodijagnosticiranih NHL-a u zapadnim
zemljama. Prosje¢na dob oboljelih je 65 godina. Podijeljen je u tri stupnja: 1, 2 i 3A stupanj
smatraju se histoloski niskim stupnjem i indolentnom bolesc¢u, dok se 3B obicno tretira kao
agresivni stupanj (33). FL nastaje zlocudnom pretvorbom normalnih B-stanica germinalnog
centra (GCB). U 85 % slucajeva javlja se translokacija t(14;18)(g32;921) koja rezultira

prekomjernom ekspresijom gena bcl2 koji inace nije zastupljen u normalnim stanicama (34).

5
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Klini¢ki je tijek heterogen, karakteriziran visokom stopom odgovara na terapiju i o¢ekivanim
prezivljenjem oko 20 godina. FL ima dugotrajan tijek s viSestrukim remisijama i relapsima i
ne moze se u potpunosti izlijeciti (35). Tumorske stanice najéesée su CD10+, CD20+, bcl2+,
bcl6+ (31).

1.3.5. Burkittov limfom

Burkittov limfom pripada skupini najbrze rastu¢ih agresivnih Non-Hodgkinovih limfoma
s vremenom udvostru¢enja od 24 do 48 sati (9). Karakterizira ga prisutnost recipro¢ne
translokacije (t(8;14)) koja ukljucuje c-myc gen. S obzirom na epidemiologiju podijeljen je u
3 podtipa: endemic¢ni (africki), sporadi¢ni (neendemicni), te vezan uz imunodeficijenciju.
Sporadi¢ni tip zastupljen je u SAD-u 1 zapadnoj Europi s ucestaloS¢u od 3 slucaja na milijun
ljudi. Endemicni je uglavnom ogranicen na ekvatorijalnu Afriku s incidencijom 5 slucajeva na
100 000 ljudi. Imunodeficijentni Burkittov limfom najcesce je prisutan kod HIV (prema engl.
human immunodeficiency virus) pozitivnih osoba koje imaju relativno veéi broj CD4 limfocita
(>200 st/uL). Otprilike polovica pacijenata mlada je od 40 godina (36, 37).
Imunohistokemijski tumorske stanice su uglavhom CD5-, CD10+, CD20+, CD23-, bcl2-,
bcl6+, TdT- (31).
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Cilj ove retrospektivne studije:

1. Utvrditi broj novodijagnosticiranin Non-Hodgkinovih B-limfoma u petogodisnjem
periodu u KBC-u Osijek.
2. lIspitati ucestalost B-stani¢nih Non-Hodgkinovih limfoma u odnosu prema spolu, dobi
i tipu u petogodisnjem periodu u KBC-u Osijek.
Kod svih B-stani¢nih Non-Hodgkinovih limfoma odredivat ¢e se imunohistokemijski profil,

radi diferencijacije i klasifikacije.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Ustroj studije
Istrazivanje je ustrojeno kao presjeno, a pri izradi zavrsnog rada koristili smo se

retrospektivnim tipom studije.

3.2. Ispitanici

U radu smo koristili postoje¢u medicinsku dokumentaciju (arhivu) Klinickog zavoda za
patologiju i sudsku medicinu, dijagnosticiranih B-stani¢nih Non-Hodgkinovih limfoma,
operiranih u KBC-u Osijek u razdoblju od sije¢nja 2014. do prosinca 2018. godine. Ispitanici
su se vodili pod zaporkom broja biopsije. Obrada i rezultati koriSteni u studiji nece utjecati na

dijagnozu i lije¢enje bolesnika.

3.3. Metode

Na Klini¢kom zavodu za patologiju i sudsku medicinu KBC-a Osijek u dijagnostici B-
stani¢nih Non-Hodgkinovih limfoma odreduje se lokalizacija te histoloski tip, zbog kojeg se
provodi imunohistokemijska obrada tumorskog tkiva.

Analiza se obavljala na postoje¢im arhivskim formalinski fiksiranim parafinskim
blokovima tumorskog tkiva. Ujedno su se koristila i arhivska stakla sa standardnim

(hematoksilin-eozin) kao i imunohistokemijskim bojenjem kod kojih su standardno odredeni

CD5, CD20, CD3, CD10, cyclin D1, bcl2, bcl6 i Ki67 indeks proliferacije.

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

pregledano svjetlosnim mikroskopom.

3.3.1. Bojenje preparata hematoksilin-eozin tehnikom
Hematoksilin je bazi¢na boja koja plavo boji bazofilne sastojke, npr. jezgru i prikazuje
jezgrine detalje. Eozin je kisela boja koja boji acidofilne strukture (citoplazmu i misSi¢no

tkivo) razli¢itim intenzitetima crvene boje. Potrebne su sljedece kemikalije: Biognost
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hematoksilin, 1 %-tna otopina eozina, apsolutni alkohol i supstitut (38). Bojenje hematoksilin-

eozin preparata vrsi se u automatskom bojacu Tissue-tek prisma (slika 3.1. A'i B):

Protokol za automatsko bojenje hematoksilin-eozin:

Deparafinizacija U SUPSTITULU. .......c.ceverveiiiriiieic e 2 X 15 minuta
Ispiranje u apsolutnom alkoholu............c.ccccoeveiiiiiii i, 3 x 5 minuta
Ispiranje pod teku¢om VOJOM.......ccoiviiiiiiiiiiiiiiisee e 5 minuta
NanosSenje Biognost hematoksilin............cccoooeriiiiiiiiiiie 8,5 minuta
Ispiranje pod teku¢om vOdom.............ccoeeeiiiniiniiieiieee e 3 X 3 minuta
Nanosenje 1 %-tne OtOPINE B0ZINA.........ccerveiririeieiseseese e 5 minuta
Ispiranje viska boje pod teku¢om vodom ...........cccooveviiiiiiiiiiicnncee 3 x5 minuta
Ispiranje u apsolutnom alkoholU...........ccccceiiiiiiiiiici 3 x 10 minuta
1Zbistravanje U SUPSTITUTU .........eeveiiiieieiesc e 3 x 15 minuta

Pokrivanje u automaskom pokrivacu Tissue-tek film za montiranje trajnih preparata.
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Slika 3.1. B- DLBCL, hematoksilin-eozin bojenje (biopsija 14252-18, 200X)

3.3.2. Imunohistokemijsko bojenje uzoraka tumorskog tkiva

Imunohistokemija (IHK) je sastavni dio dijagnosti¢ke hematopatologije ¢iji se rad danas
zasniva na koristenju viSe od 50 razlicitih antitijela S pomocu kojih identificira vise od 300
antigena (39). Vrsta koriStenog markera u postavljanju dijagnoze odreduje se na temelju
morfologije (niti jedan pojedinac¢ni marker nije specifican), a ukljucuje leukocitni zajednicki
antigen (LCA), markere specificne za NHL B-stani¢ni tip (CD20 i CD79a), T-stani¢ne
markere (CD3 i CD5), ali i ostale markere poput CD23, bcl-2, CD10, cyclinD1, CD15, CD30,
ALK-1, CD138 (na temelju citoarhitektonskog uzorka) (14). Gotovo svi B-stani¢ni Non-
Hodgkinovi limfomi pozitivni su na CD20. CD20 negativni NHL rijetki su sa stopom
incidencije od 1 % do 2 % svih B-stani¢nih NHL-a (40). Na Klinickom zavodu za patologiju i
sudsku medicinu KBC-a Osijek rutinski se kod Non-Hodgkinovih limfoma
imunohistokemijski odreduju CD20, CD10, CD5, CD3, cyclin D1, bcl2, bcl6 te Ki67. Za
imunohistokemijsko bojenje koristio se stroj za automatsko bojenje Ventana BenchMark
Ultra tvrtke Roche.

3.3.2.1. UltraView Universal DAB detekcijski kit

Ventana ultraView Universal DAB detekcijski kit neizravni je sustav bez biotina za
detekciju misjih IgG, IgM te ze¢jih primarnih antitijela. Kit je namijenjen za identifikaciju
antigena u imunohistokemiji kod parafinskih rezova. Sastoji se od inhibitora peroskidaze,
HRP multimera, DAB kromogena, peroksidaze i DAB bakra (41).
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3.3.2.2. Anti CD20

Anti CD20 misje je monoklonalno primarno antitijelo usmjereno protiv epitopa na
humanim B-limfocitima. Namijenjeno je in vitro dijagnosti¢koj primjeni za laboratorijsku
upotrebu za kvalitativnu detekciju stanica B-limfocitne linije, u parafinskim rezovima na
imunohistokemijskom automatskom bojaéu Ventana BenchMark Ultra tvrtke Roche.

Svjetlosnim se mikroskopom utvrduje bojenje s pozitivnom membranskom i citoplazmatskom

reakcijom (slika 3.2.) (41).

3.3.2.3. Anti CD10 (SP67)

Anti CD10 zecje (kuni¢) je monoklonalno primarno antitijelo usmjereno protiv molekule
CD10, odnosno uobicajenog akutnog antigena limfoblasticne leukemije (CALLA), izrazenog
na povrsini limfoidnih stanica. Usmjeren je i na razna nelimfoidna tkiva: mioepitelne stanice
dojke, kanali¢e zuci, fibroblaste, granice bubreznih tubula i epitela tankog crijeva.
Namijenjeno je kvalitativnoj in vitro dijagnostici, pokazuje pozitivno membransko i
citoplazmatsko bojenje i moZe se upotrijebiti za pomo¢ u identificiranju Burkittovog limfoma,

limfoma folikularnih stanica te u klasifikaciji karcinoma bubreznih stanica (slika 3.3.) (41).
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3.3.2.4. Anti CD5 (SP19)

3. MATERIAL | METODE

Anti CD5 monoklonalno je primarno antitijelo kunic¢a, usmjereno protiv molekule CD5

izrazene na plazma membrani gotovo svih ljudskih T-stanica i Bla podvrste B-stanica

prisutnih u zonama folikularnog plasta, koStane srzi 1 periferne krvi. Bojenje CDS5 obi¢no se

koristi kao dio nekoliko IHK ploca za odredivanje T i B-stanica. Takoder se moze upotrijebiti

za pomo¢ u identificiranju nekih T i B-stani¢nih limfoma. Pokazuje pozitivno bojenje

membrane i citoplazme ( slika 3.4.) (41).

-
-
-
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Slika 3.4. DLBCL, CD5 pozitivni T-limfociti (biopsija 8733-17, 400X)
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3.3.2.5. Anti CD3 (2GV6)

Anti CD3 zecje je monoklonalno antitijelo (IgG) usmjereno protiv neglikoziliranog
epsilonskog lanca ljudske molekule CD3. Namijenjeno je in vitro dijagnosti¢koj primjeni za
laboratorijsku upotrebu u kvalitativnom identificiranju T-stanica svjetlosnom mikroskopijom,
u parafinskim rezovima tkiva na automatskom boja¢u Ventana BenchMark Ultra tvrtke

Roche. Dijagnoza se zasniva na pozitivnom bojenju citoplazme i membrane (slika 3.5.) (41).
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Slika 3.5. SLL, CD3 pozitivni T-limfociti (biopsija 3219-18, 200X)

a

3.3.2.6. Anti bcl2 (124)

Anti bcl2 misje je monoklonalno primarno antitijelo, usmjereno protiv humanog bcl2
izrazenog na B-stanicama plastene zone i interfolikularnim T-stanicama. Dizajniran je za in
vitro dijagnostiku tako da kvalitativno, na temelju pozitivnog citoplazmatskog bojenja, otkrije
prisustvo stanica koje eksprimiraju bcl2 protein pomocu svjetlosne mikroskopije u tkivu
fiksiranom formalinom. MozZe se upotrijebiti za pomo¢ u identificiranju folikularnih limfoma 1
difuznih limfomima velikih stanica te za razlikovanje folikularnih limfoma od reaktivnih
limfnih ¢vorova (slika 3.6.) (41).
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Slika 3.6. DLBCL, bcl2 pozitivni B-limfociti (biopsija 8733-17, 400X)

3.3.2.7. Anti bcl6 (GI191E/A8)

Anti bcl6 gen je za reguliranje transkripcije koji kodira 706 aminokiselinski nuklearni
cinkov prstenasti protein. Antitijela na taj protein boje jezgre stanica germinalnog centra u
limfoidnim folikulima, na folikularnim i interfolikularnim stanicama folikularnog limfoma,
DLBCL limfomima, Burkittovim limfomima i veéinu Reed-Sternbergovih stanica u
nodularnom limfocitu koji prevladava u Hodgkinovoj bolesti. Suprotno tome, anti bcl6 rijetko
boji limfom plasta i MALT limfom. Ekspresija anti bcl6 uocena je u otprilike 45 % CD30+
anaplasti¢nih velikih stani¢nih limfoma, ali je stalno odsutna u ostalim perifernim limfomima

T-stanica (slika 3.7.) (41).

Slika 3.7. DLBCL, bcl6 pozitivni B-limfociti (biopsija 8733-17, 400X)
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3.3.2.8. Anti Cyclin D1 (SP4-R)

Anti Cyclin D1 monoklonsko je primarno antitijelo kunic¢a, usmjereno protiv molekule
Cyclin D1, koja je klju¢ni regulator stani¢nog ciklusa, izrazena prvenstveno tijekom G1 faze
ciklusa. Ovo antitijelo boji jezgru, a moZe se upotrijebiti i za pomo¢ u identificiranju limfoma
plasta i karcinoma dojke. Antitijelo je namijenjeno in vitro dijagnostici u kvalitativnom

bojenju u dijelovima tkiva fiksiranog formalinom (slika 3.8.) (41).

Pob w2 FoateaidN
% R et R sl
4 » s

[ rotie e

3.3.2.9 Anti Ki-67 (30-9)

Anti Ki-67 primarno je ze¢je monoklonalno antitijelo (IgG) usmjereno protiv terminalnog
dijela C-67 antigena. Ki-67 antigen (nuklearni nehistonski protein koji se sintetizira na
pocetku stani¢ne proliferacije) koristi se u procjeni proliferativne aktivnosti normalnog i
neoplasti¢nog tkiva. Vizualno se boduje po postotku IHK pozitivnih jezgara tumorskih stanica
na vidnim poljima velikog uvecanja (x400). Visoka ekspresija Ki67 povezana je s loSijom

prognozom NHL-a (slika 3.9. i slika 3.10.) (41, 42).
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Slika 3.9. MANTLE, nizak Ki-67 (biopsija 12124-17, 400X)

Slika 3.10. DLBCL, visok Ki-67 (biopsija 14252-18, 400X)

3.3.3. Statisticke metode

Kategorijski podatci predstavljeni su apsolutnim i relativnim frekvencijama. Numericki
podatci opisani su aritmetiCkom sredinom i standardnom devijacijom u slucaju raspodjela
koje slijede normalnu, a u ostalim slu¢ajevima medijanom i granicama interkvartilnog
raspona. Razlike kategorijskih varijabli testirane su Fisherovim egzaktnim testom.
Normalnost raspodjele numerickih varijabli testirana je Shapiro-Wilkovim testom. Razlike
normalno raspodijeljenih numerickih varijabli izmedu dviju nezavisnih skupina testirane su
Studentovim t-testom, a kod odstupanja od normalne raspodjele Mann-Whitneyevim U
testom. Sve P vrijednosti dvostrane su. Razina znacajnosti postavljena je na na a = 0,05. Za
statistiCku analizu koriSten je 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 pet godina (od 1. sijecnja 2014. do 31. prosinca 2018. godine) ukupno je
dijagnosticirano 218 limfoma, od kojih je 29 (13 %) Hodgkinov, a 189 (87 %) Non-
Hodgkinov limfom.

U slucaju Non-Hodgkinovog limfoma, a u ovisnosti o stanici limfocita u kojoj se dogada
zlo¢udna mutacija, 6 (3 %) je T-limfocitnih limfoma, a 183 (97 %) B-limfocitnih limfoma.
Najveci broj dijagnosticiranih Non-Hodgkinovih B-limfoma bio je u 2014. g. (40/21,8 %), a
najmanji u 2017. i 2018. g. (34/18,6 %).

Medijan dobi ispitanika s B-limfocitnim Non-Hodgkinovim limfomom (NH B-limfom) je
64 godine (interkvartilnog raspona od 57 do 73 godine) u rasponu od 30 do 90 godina.
Najvise ispitanika u dobi je od 60 do 69 godina, njih 68 (37 %), bez znacajne razlike u odnosu
na spol (Tablica 4.1.).

Tablica 4.1. Raspodjela ispitanika s NH B-limfomom prema dobi i spolu

Dob ispitanika Broj (%) pacijepata prema spolu p*
(godine) Muskarci Zene Ukupno

30-39 3(3) 6 (6) 9 (5

40 - 49 5 (6) 7(7) 12 (7)

50-59 19 (22) 17 (18) 36 (20)

60 — 69 33 (38) 35 (36) 68 (37) 0,90
70-79 19 (22) 24 (25) 43 (23)

80 -89 7(8) 7(7) 14 (8)

90-99 1(1) 0 1(1)

Ukupno 87 (100) 96 (100) 183 (100)

*Fisherov egzaktni test

S obzirom na tip NH B-limfoma, najvise ispitanika, njih 92 (50 %) je s DLBCL tipom i to
nesto vise zastupljenim kod Zena, a njih 48 (26 %) s folikularnim tipom, dok su ostali tipovi
NH B-limfoma zastupljeni u manjem broju. Nema znacajne razlike u tipu NH B-limfoma

prema spolu (Tablica 4.2.).
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Tablica 4.2. Tip NH B-limfoma prema spolu

4. REZULTATI

Tip Broj (%) pacijevnata prema spolu -
Muskarci Zene Ukupno

NHL, folikularni 20 (23) 28 (29) 48 (26)

NHL, DLBCL 40 (46) | 52 (54) 92 (50)

NHL, SLL 9 (10) 4 (4) 13 (7)

NHL, marginalne zone 6 (7) 4 (4) 10 (5) 0.6
NHL, mantle zone 10 (11) 77 17 (9) ’
NHL, plazmablasti¢ni 1(1) 0 1(2)

NHL, Burkitt 0 1(1) 1(1)

NHL, nespecificirani visokog gradusa 1(1) 0 1(2)

Ukupno 87 (100) | 96 (100) | 183 (100)

*Fisherov egzaktni test

NH B-limfomi najcesce su dijagnosticirani u limfnom ¢voru, kod 105 (57 %) ispitanika, u

parenhimalnim organima kod 70 (38 %) ispitanika, te na kosti u 8 (4 %) slucajeva. Najcesce

su to bili DLBCL u 92 (50,3 %) slucaja, najviSe u sve tri lokalizacije, no bez znacajne razlike

prema lokalizaciji (Tablica 4.3.).

Tablica 4.3. Tip NH B-limfoma po lokalizaciji

Broj (%) pacijenata prema lokalizaciji

Tip Limfni Parenh Kost Ukupno P*
¢vor organ
NHL, folikularni 36 (34) 11 (16) 1/8 | 48(26,2)
NHL, DLBCL 46 (44) 42 (60) 4/8 | 92 (50,3)
NHL, SLL 6 (6) 5(7) 2/8 13 (7,1)
NHL, marginalne zone 3(3) 6 (9) 1/8 10 (5,5)
NHL, mantle zone 11 (10) 6 (9) 0 17 (9,3) | 0,06
NHL, plazmablasti¢ni 1(1) 0 0 1(0,5)
NHL, Burkitt 1(1) 0 0 1)
gerzdLljsa nespecificirani  visokog 1(1) 0 0 1(1)
Ukupno 105 (100) | 70 (100) 8/8 | 183 (100)

*Fisherov egzaktni test
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Najveci broj NH B-limfoma dijagnosticiran je u limfnim ¢vorovima podrucja vrata, u 45
(43 %) slucajeva. Najcesce dijagnosticirani limfom u tom podruc¢ju je DLBCL otkriven u 20
ispitanika (44 %). Nema znacajne razlike u raspodjeli tipa NH B-limfoma prema lokalizaciji
(Tablica 4.4.).

Tablica 4.4. Tip NH B-limfoma po lokalizaciji LC

Tip Broj (%) ispitanika prema lokalizaciji -
Vrat Pazuh | Torax | Abdomen | Ingvinalni | Nejasno | Ukupno

NHL, folikularni | 11 (24) 0 5/11 2/11 10/18 8/16 36 (34,3)

NHL, DLBCL 20 (44) 4/4 3/11 6/11 8/18 5/16 46 (43,8)

NHL, SLL 5(11) 0 0 1/11 0 0 6 (5,7)

r':']';r;inalne e | 10 o | 1 0 0 116 | 3(29)

'Z\'OHng’ mantle 7 (16) 0 2/11 1/11 0 116 | 11(105) | 026

matlasieni | 0 | O | 0 | 0 0| ue | 1®

NHL, Burkitt 1(2) 0 0 0 0 0 1(2)

NHL,

nespecificirani 0 0 0 1/11 0 0 1(1)

visokog gradusa

Ukupno 45 (100) 4/4 11/11 11/11 18/18 16/16 | 105 (100)

*Fisherov egzaktni test

Mjesto najcesceg vannodalnog dijagnosticiranja NH B-limfoma bio je GIT u 38 (49 %)

sluc¢ajeva, bez znacajne razlike u odnosu na spol (Tablica 4.5.).
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Tablica 4.5. Raspodjela mjesta vannodalnog dijagnosticiranja NH B-limfoma u odnosu na

spol

Vannodalno Broj (%) pacijenata prema spolu -
mjesto Muskarci Zene Ukupno

Mozak 3(8) 2 (5) 5 (6)

Oko 2 (5) 0 2(3)

Nosna i usna $upljina 1(3) 5(13) 6 (8)

Koza 1(3) 3(8) 4 (5)

TonZ|.Ia 3(8) 0 34 024
Parotida 2(5) 2 (5) 4 (5)

GIT (Zeludac i crijeva) 22 (55) 16 (42) 38 (49)

Gonade (jajnici i testis) 1(3) 2 (5) 34

Kosti 4 (10) 4 (11) 8 (10)

Ostali sporadi¢ni organi 1(3) 4 (11) 5 (6)

Ukupno 40 (100) 38 (100) 78 (100)

*Fisherov egzaktni test

Za dijagnostiku i Klasifikaciju NH B-limfoma Koristi se paleta markera (CD3, CD5,
CD10, CD20, BCL2, BCL6 i1 Cycin D1) od kojih se najvise koriste CD20, u 179 (98 %)
sluéajeva, BCL2 u 165 (90 %) slucajeva i CD10 u 162 (89 %) slucajeva. Najc¢eséi pozitivan
marker za NH B-limfom je CD20 s pozitivitetom kod 178 (97 %), dok je najées¢i negativan
marker za NH B-limfom CD3 s negativitetom kod svih 144 (100 %) ispitanika kojima je
raden taj marker (Slika 4.1.).

Ispitanici (%)
0% 20% 40% 60% 80% 100%

CD3
CD5
CD10
CD20
BCL2
BCL6

Cyclin D1

m Pozitivan marker ~ ® Negativan marker

Slika 4.1. Udio pozitivnih i negativnih markera u dijagnosticiranju NH B-limfoma
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Ispitanici nisu imali niti jedan ili su imali vise pozitivnih markera. U najve¢em broju
slu¢ajeva, kod 74 (40,4 %) ispitanika, radilo se o tri pozitivna markera. Cetiri pozitivna
markera imalo je 66 (36,1 %) ispitanika, dva pozitivna markera imalo je 32 (17,5 %)
ispitanika, dok je u rijetkim slucajevima bio pozitivan samo jedan ili nijedan marker, odnosno

svih pet markera (Tablica 4.6.).

Tablica 4.6. Broj pozitivnih markera

Broj (%)
ispitanika
0 1(0,5)
8 (4,4)
32 (17,5)
74 (40,4)
66 (36,1)
2(1,1)
Ukupno 183 (100)

Broj pozitivnih markera

OB WIN |-
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5. RASPRAVA

Incidencija Non-Hodgkinovih limfoma u zadnjih se nekoliko desetljeca u svijetu
povecala. Procjenjuje se da je u prethodnom desetlje¢u u Ujedinjenom Kraljevstvu broj
novootkrivenih osoba s NHL-om porastao za oko 13 %, vjerojatno zbog starenja stanovnistva
te boljeg dijagnosticiranja i izvjestavanja (21). Incidencija NHL-a u Hrvatskoj varira,
medutim prema dostupnim podatcima od 2014. g. nadalje, vidljiv je porast broja novih
slucajeva. U ovom istrazivanju, provedenom na Zavodu za patologiju i sudsku medicinu
KBC-a Osijek, u razdoblju od sije¢nja 2014. do prosinca 2018. godine dijagnosticirano je 218
novootkrivenih limfoma, od kojih je kod 29 ispitanika (13 %) dijagnosticiran Hodgkinov, a
kod 189 ispitanika (87 %) Non-Hodgkinov limfom. Ovi podatci podudaraju se s dokazanom
¢injenicom da HL ¢ini oko 10 % svih dijagnosticiranih limfoma (10, 43). Za razliku od
podataka o incidenciji na drzavnom nivou Republike Hrvatske, u KBC-u Osijek uocava se
blagi pad pojavnosti NH B-limfoma (40/21,8 % verificiranih u 2014. g. naspram 34/18,6 % u
2018. g.).

Kod 189 ispitanika (87 %) kod kojih je dijagnosticiran Non-Hodgkinov limfom, a u
ovisnosti o stanici limfocita u kojoj se dogada zlo¢udna mutacija, 6 (3 %) je T-limfocitnih
limfoma, a 183 (97 %) B-limfocitnih limfoma. Ovi podatci ispitanika u skladu su s
literaturnim podatcima provedenog istrazivanja kojim je dokazano da je zastupljenost NH B-
limfoma, kako u zemljama u razvoju tako i u razvijenim zemljama, znatno veca u odnosu na
Non-Hodgkinov T-limfom. U razvijenim zemljama B-limfomi zastupljeni su u vise od 90 %
sluc¢ajeva, dok je kod zemalja u razvoju postotak nesto nizi (87 %), medutim i dalje znatno
veci u odnosu na T-limfome. Ovo istrazivanje takoder je pokazalo kako se pojavnost B i T
Non-Hodgkinovih limfoma razlikuje ovisno o razvijenosti zemlje u kojoj se istrazivanje
provodi (17).

Najveéi broj ispitanika s NH B-limfomom stariji je od 60 godina, s najvi$im postotkom u
dobi od 60 do 69 godina, njih 68 (37 %) i medijanom dobi 64 godine. Literaturni podatci o
epidemiologiji NH B-limfoma koji govore kako je incidencija NH B-limfoma ¢esca kod ljudi
starijih od 65 godina (najveca izmedu 65 i 69 godina), potvrduju nase rezultate (44). l1zvodi iz
literature navode kako su stope incidencije oko 1,5 puta veée kod muskaraca nego kod Zena

(19, 44). U nasem istrazivanju nije bilo znacajnije razlike u odnosu na spol.

Dva najces¢e zastupljena tipa NH B-limfoma su difuzni velikostani¢ni B-limfom

(DLBCL) i folikularni limfom (FL). Prema literaturnom istrazivanju DLBCL je najces¢i od
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agresivnih Non-Hodgkinovih limfoma i ¢ini 30 % - 58 % svih NHL-a. To je zapaZeno i u
studiji u kojoj je DLBCL ¢inio 46,8 % svih NHL-a (13). Ovi podatci podudaraju se i s nas§im
istrazivanjem u kojem je s obzirom na tip NH B-limfoma najveci broj ispitanika, njih 92 (50
%) s DLBCL tipom s nesto ve¢om zastupljenos¢u kod zena. DLBCL tip u naSem istraZzivanju
¢ini 42 % svih otkrivenih limfoma, te 49 % svih NHL-a. 48 ispitanika (26 %) u naSem
istrazivanju bilo je s folikularnim tipom $to je u korelaciji s podatcima koji kazu da folikularni
limfom, kao najc¢es¢i indolentni limfom te drugi najéesc¢i Non-Hodgkinov limfom u zapadnom
svijetu, predstavlja od 20 % do 30 % svih slucajeva NHL-a s godisnjom incidencijom od
5/100 000 (45). Ostali tipovi NH B-limfoma u naSem istrazivanju zastupljeni su u manje od

10 % ispitanika $to je priblizno jednako istrazivanju u literaturi (13).

NH B-limfomi najc¢esée su dijagnosticirani u limfnom ¢voru, kod 105 ispitanika (57 %).
Najcesce su to bili DLBCL limfomi, kod 46 ispitanika (44 %), te folikularni limfomi kod 36
ispitanika (34 %). U parenhimalnim organima NH B-limfom dijagnosticiran je u 70 ispitanika
(38 %), te u kostima u 8 slucajeva (4 %). I u ova dva podrucja najéesca vrsta bio je DLBCL.
Najveéi broj NH B-limfoma dijagnosticirano je u limfnim ¢vorovima podrucja vrata, u 45
slucajeva (43 %), od kojih je DLBCL limfom dijagnosticiran kod 20 ispitanika (44 %). U 18
ispitanika (17 %) NH B-limfom otkriven je u ingvinalnim limfnim ¢vorovima gdje je najéesce
dijagnosticiran NH B-folikularni limfom kod 10 ispitanika (56 %). Vannodalno, NH B-
limfomi najcescée su otkriveni u GIT-u u 38 ispitanika (49 %) bez znacajne razlike u odnosu
na spol, dok je u ostalim podru¢jima dijagnosticiran tek poneki slu¢aj NH B-limfoma.
Literaturno istrazivanje pokazalo je kako raspodjela razliitih tipova NH B-limfoma uvelike
ovisi o vrsti zahvac¢enog limfnog ¢vora i vannodalnog podrucja, medutim zakljuceno je kako
se i Non-Hodgkinovi i Hodgkinovi limfomi najée$¢e javljaju u cervikalnim limfnim
¢vorovima s 36,8 % slucajeva te u ingvinalnim limfnim ¢vorovima sa 16,4 % (46). Visoku
vannodalnu zastupljenost u GIT-u potvrdila je i studija u kojoj je otkriveno 39 ispitanika (23
muskarca i 16 zena) s novodijagnosticiranim NHL-om u gastrointestinalnom traktu. Najcesce
mjesto dijagnosticiranja bio je zeludac kod 29 ispitanika (74 %), a potom tanko i debelo
crijevo s 5,13 % (26).

IHK obrada NHL-a uklju¢uje antitijela protiv B-stani¢nih (CD20, CD79a) i T-stani¢nih
(CD3, CD5) antigena, medutim na temelju morfologije, ako postoji promjena B ili T-stani¢nih
podruc¢ja, razni drugi markeri pomazu u identifikaciji vrste NHL-a (14). Kako bismo
dijagnosticirali i klasificirali NH B-limfome, koristili smo paletu imunohistokemijskih
markera (CD3, CDS5, CD10, CD23, CD20, CD79a, BCL2, BCL6, Cyclin DI i dr.), slicno
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drugim literaturnim podatcima (13, 14). Kod 179 ispitanika (98 %) ispitivao se CD20, BCL2
ispitivao se u 165 (90 %), a CD10 u 162 slucaja (89 %). Dokazano je da je CD20 najcesci
pozitivan marker za NH B-limfom s pozitivitetom kod 178 ispitanika (97 %), Sto je i
potvrdeno literaturnim izvorima koji navode kako su gotovo svi NH B-limfomi pozitivni na
CD20, odnosno da je poznato samo 1 — 2 % slucajeva NH B-limfoma s negativnim CD20
markerom (40). U ovom istrazivanju niti jedan ispitanik nije bio pozitivan na CD3. Takvi su

podatci u korelaciji s izvorima jer je CD3 marker karakteristican za T-limfome (39).

Najveci broj ispitanika, njih 74 (40,4 %), imalo je tri pozitivha markera, Cetiri pozitivna
markera imalo je 66 ispitanika (36,1 %), dok je 32 ispitanika (17,5 %) imalo dva pozitivha

markera. Sli¢ni rezultati zabiljezeni su i u drugim studijama (13, 14).
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Na temelju provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata moze se zakljuciti:

1. U razdoblju od 1. sije¢nja 2014. godine do 31. prosinca 2018. godine na Zavodu za
patologiju i sudsku medicinu KBC-a Osijek dijagnosticirano je 218 novootkrivenih
limfoma. Kod 189 ispitanika (87 %) dijagnosticiran je Non-Hodgkinov limfom.

2. Kod 183 ispitanika (97 %) s NHL-om, od kojih su 96 (53 %) Zene, otkriven je Non-
Hodgkinov B-limfom. Medijan dobi ispitanika s NH B-limfomom je 64 godine.
Najvise ispitanika u dobi je od 60 do 69 godine, njih 68 (37 %).

3. Najvise ispitanika, njih 92 (50 %) je s DLBCL tipom, i to nesto viSe zastupljenim kod
zena (52/54 %).

4. NH B-limfomi najées¢e su dijagnosticirani u limfnim ¢vorovima, kod 105 (57 %)
ispitanika. U najvecem broju, 45 slucajeva (43 %), rije¢ je o limfnim ¢vorovima
podrucja vrata. Najzastupljeniji tip u tom podrucju je DLBCL, otkriven u 20 ispitanika
(44 %).

5. Vannodalno mjesto s najve¢om incidencijom NH B-limfoma je GIT (Zeludac i crijeva)
u 38 ispitanika (49 %), od kojih su 22 (55 %) muskog spola.

6. Najvise koristeni IHK marker u dijagnosticiranju NH B-limfoma bio je CD20 koji se
koristio u 179 (98 %) slucajeva. CD20 je ujedno i najceS¢i pozitivan marker s
pozitivitetom kod 178 ispitanika (97 %). Svi ispitanici, njih 144 (100 %), kojima je
raden CD3 marker, pokazali su negativan rezultat.

7. Najvedi broj ispitanika, njih 74 (40,4 %), imalo je tri pozitivna IHK markera od

najcesce koristenih.
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Cilj istrazivanja: Utvrditi broj novodijagnosticiranih Non-Hodgkinovih B-limfoma u
petogodisnjem periodu, na Klini¢kom zavodu za patologiju i sudsku medicinu KBC-a Osijek.

Ispitati ucestalost B-stani¢nih Non-Hodgkinovih limfoma u odnosu prema spolu, dobi i tipu.
Nacrt studije: Istrazivanje je bilo presje¢no s povijesnim podatcima.

Ispitanici i metode: Istrazivanje je obuhvatilo 183 ispitanika s novootkrivenim Non-
Hodgkinovim B-limfomom. Analizirala se postojeca medicinska dokumentacija (arhiva)
zajedno s arhivskim histoloskim staklima sa standardnim (hematoksilin-eozin) i
imunohistokemijskim bojenjem. Za imunohistokemijsku obradu tkiva koristio se automatski
boja¢ Ventana Benchmark Ultra tvrtke Roche i monoklonalna primarna antitijela tvrtke
Roche. Kod svih uzoraka odredivao se tip i lokalizacija NH B-limfoma pomoc¢u mikroskopa

marke Olympus®, model CX40.

Rezultati: U razdoblju od 1. sijeénja 2014. godine do 31. prosinca 2018. godine
dijagnosticirano je 183 B-stani¢na NHL-a. Najveci broj ispitanika bio je u dobnoj skupini od
60 do 69 godina (68/37 %), s medijanom dobi 64 godine. Najzastupljeniji tip NH B-limfoma
bio je DLBCL (50 %). Najveci broj NH B-limfoma dijagnosticiran je u limfnim ¢vorovima
(57 %), od kojih je u 43 % slucajeva rije¢ o ¢vorovima vrata. Vannodalno, NH B-limfom
najéesce je dijagnosticiran u GIT-u (49 %). Najcesce koristeni marker bio je CD20 s
pozitivitetom kod 178 ispitanika (97 %). Svi ispitanici, njih 144 (100 %), kojima je raden
CD3 marker, pokazali su negativan rezultat.

Zakljuéak: Ova retrospektivna studija ukazuje na potrebu za stvaranjem registra oboljelih od

B-stani¢nih NHL-a prema vazecoj klasifikaciji SZO-a.

Kljuéne rijedi: B-stani¢ni limfom; imunohistokemija; klasifikacija; markeri; Non-Hodgkinov

limfom.
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Role of immunohistochemical processing in differentiation of B cell Non-Hodgkin

lymphomas

Objectives: The aim of this study was to determine the number of newly diagnosed Non-
Hodgkin's B lymphomas in a five-year period at the Clinical Institute for Pathology and
Forensic Medicine at the Clinical Hospital Center Osijek. To determine the frequency of B-
cellular Non-Hodgkin's lymphomas in relation to gender, age and type.

Study design: Cross sectional study with the archive data.

Participants and methods: The research included 183 examinees with the newly discovered
Non-Hodgkin's B lymphoma. Existing medical documentation (archive) was analyzed
together with archival histological samples stained using both standard (haematoxylin-eozin)
and immunohistochemical (IHC) methods. For immunohistochemical tissue processing a
Ventana Benchmark Ultra automated stainer from the company Roche and monoclonal
primary antibodies from the company Roche were used. In all samples the type and
localization of NH B lymphomas were determined with the help of an Olympus® microscope,
model CX40.

Results: In the period from January 1st, 2014 to December 31st, 2018, 183 B-cellular NHLs
were diagnosed. The majority of examinees belonged to the 60 - 69 age group (68/37 %), with
the median age of 64 years. The most common type of NH B lymphoma was DLBCL (50 %).
The largest number of NH B lymphomas was diagnosed in the lymph nodes (57 %), of which
43 % were neck nodes. Extranodally NH B lymphoma is most commonly diagnosed in the
GIT (49 % of cases). The most commonly used marker was CD20 with positivity in 178
subjects (97 %). All subjects, 144 of them (100 %), who underwent a CD3 marker showed a

negative result.

Conclusion: This retrospective study indicates the need to create a registry of patients with B-

cell Non-Hodgkin's lymphoma according to the current WHO classification.

Key words: B-cell lymphoma; classification; immunohistochemistry; markers; Non-

Hodgkin's lymphoma.
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