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Citopatoloska preiskava in citometricna imunofenotipizacija
v diferencialni diagnozi limfoidnih proliferacij

Veronika Kloboves Prevodnik

Zaradi velike morfologke in bioloske variabilnosti reaktivnih
in neoplasti¢nih procesov v bezgavkah je diagnoza teh
bolezni zahtevna in tezavna. Za opredelitev limfomov pred
zacetkom zdravljenja uporabljamo vec¢inoma
histopatolosko preiskavo. Citopatolosko preiskavo
indiciramo predvsem za usmerjanje kirurske biopsije,
opredelitev tumorskaga stadija, potrditev ponovitve limfoma
ali transformacijo drobnoceli¢nega limfoma v velikoceli¢ni
limfom (1).

Kljub temu da citopatoloska preiskava zaenkrat $e ni
sprejeta kot neodvisna diagnosti¢na metoda, ima

v primarni diagnostiki limfomov pomembno mesto.

V primerjavi s histopatolosko preiskavo, ki zahteva
kirursko odstranitev bezgavke, je aspiracijska biopsija

s tanko iglo neinvazivna, hitra in bolnikom prijazna
metoda. S citopatolosko preiskavo enostavno in hitro
izberemo tiste bolnike z limfadenopatijo, pri katerih je
indicirana kirurska biopsija. Pri bolnikih s stevilnimi
povecanimi bezgavkami doloc¢imo hkrati najbolj primerno
bezgavko za kirursko biopsijo. S tem mo¢no zmanjsamo
Stevilo nepotrebnih biopsij in skrajsamo diagnosti¢ni
postopek. Po nasih izkusnjah in izkusnjah drugih
citopatologov lahko s citopatolosko preiskavo postavimo
zanesljivo diagnozo malignega limfoma, diferenciramo
med B-celi¢nimi in T-celi¢nimi limfomi
ter drobnoceli¢nimi in velikoceli¢nimi
limfomi. Ce je kirurska biopsija za
bolnike, ki so v slabi fizi¢ni kondiciji,
preve¢ obremenjujoca ali pa je celo
kontraindicirana, jih lahko za¢nemo
zdraviti le na osnovi citopatoloske
preiskave.

S konvencionalno mikroskopsko analizo
citoloskih in histoloskih vzorcev bezgavk
velikokrat ne moremo lo¢iti med
reaktivnimi in neoplasti¢nimi procesi
(slika 1), 3e tezje pa zanesljivo
opredelimo vrsto limfoma (2). Zato je

za diagnozo Nehodgkinovih limfomov

v sodobnem histopatoloskem in
citopatoloskem diagnosti¢nem postopku
nujna uporaba dodatnih metod.

V najnovejsi WHO histoloski klasifikaciji
limfomov je posebej poudarjeno, da je
za opredelitev tipa limfoma poleg
klini¢nih, morfoloskih, molekularnih in
citogenetskih kriterijev izjemnega

se v histopatologiji in citopatologiji najpogosteje doloci

z imunocitokemi¢no metodo. Ker so limfomski antigeni
zelo obcutljivi in se med fiksacijo vzorcev pogosto unicijo,
z imunocitokemi¢no metodo vedno ni mozno povsem
opredeliti imunofenotipa limfomskih celic (7). Zato

v citopatolosko diagnostiko limfomov zadnje case
uvajamo imunofenotipizacijo s preto¢nim citometrom,

ker za preto¢no citometri¢no analizo fiksacija vzorcev ni
potrebna (8,9).

Prednost citometri¢ne imunofenotipizacije je tudi v tem,
da na eni celici lahko merimo vec diagnosti¢nih ali
prognosti¢nih parametrov hkrati. Pri citometri¢nih meritvah
opredelimo celi¢no populacijo in dolo¢imo njen
imunofenotip z merjenjem sipane svetlobe in fluorescence,
ki jo je oddal preiskovani vzorec (10).

Levkemije in limfomi imajo znacilne morfoloske in
antigenske znacilnosti. Po njih jih razdelimo v
histopatoloske skupine, ki so pomembne za potek

bolezni, za izbor in oceno ustreznega nacina zdravljenja.
Pomen imunofenotipa tumorskih celic za diagnozo,
prognozo in za spremljanje uspeha zdravljenja je prikazan
na primeru kroni¢ne limfocitne levkemije (KLL). Tumorske
celice KLL imajo znacilen imunofenotip: CD19 (+), CD20

pomena imunofenotip limfomskih celic
(3-6). Imunofenotip limfomskih celic

Slika 1. Mikroskopska slika aspirata bezgavke pri bolniku z limfocitozo in s povecanimi
perifernimi bezgavkami (barvanje Giemsa, 40-kratna povecava).

21


https://core.ac.uk/display/160825677?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

(+), CD5 (+), CD23 (+), FMC7 (-), povrsinske lahke verige
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Slika 2. Rezultati imunofenotipizacije s preto¢nim citometrom pri istem bolniku. Napravili smo aspiracijsko biopsijo s tanko iglo ene od
povecanih bezgavk. Aspirirane celice smo oznacili s fluorescentnimi protitelesi. S preto¢nim citometrom smo merili sipanje svetlobe in

fluorescenco. Rezultate merjenja sipanja svetlobe prikazuje slika 2A. Citogram sipanja svetlobe naprej in vstran nam pokaze, da so v

vzorcu celice, ki so po velikosti in granuliranosti podobne zrelim limfocitom. 86% teh celic je B-fenotipa (CD19+), 12% pa je T-limfocitov
(CD3+) (slika 2B). Celice B so CD5 + (slika 2C), CD23 + in FMC7 - (slika 2D) ter Sibko kappa + (slika 2E). Na podlagi imunofenotipizacije s

preto¢nim citometrom lahko zaklju¢imo, da so v vzorcu aspirata bezgavke tumorske celice KLL.

22




ONKOLOGIJA/ novosti v onkologiji

Pri bolnikih s sumom na limfom is¢emo s citometri¢no
imunofenotipizacijo tumorske celice v vzorcih periferne
krvi, kostnega mozga, bezgavk, vranice in telesnih tekocin
(plevralni ali abdominalni eksudat). Ce najdemo tumorske
celice z znacilnim imunofenotipom za KLL, lahko
postavimo zanesljivo diagnozo KLL.

Prognozo in potek bolezni pri bolnikih s KLL opredelimo s
pomocjo napovednih dejavnikov. Eden od teh je
membranski antigen CD38, ki je povezan s slabo prognozo.
Najdemo ga na tumorskih celicah le pri nekaterih bolnikih s
KLL. Ekspresijo CD38 lahko zanesljivo dolo¢imo s
citometri¢no imunofenotipizacijo.

Tudi uspeh zdravljenja ali ponovitev KLL lahko zanesljivo
opredelimo s citometri¢no imunofenotipizacijo. V kolikor se
je bolnik ze zdravil za KLL, lahko s kombinacijo ustreznih
protiteles proti znacilnim antigenom KLL (npr. anti-CD19,
anti-CD5, anti-CD23) (11) zanesljivo doloc¢imo prisotnost
tumorskih celic. S citometri¢no imunofenotipizacijo lahko
zaznamo tudi manj kot 5% malignih celic v vzorcu.

V citopatoloski diagnostiki reaktivnih in neoplasti¢nih
obolenj bezgavk smo na Onkoloskem institutu v Ljubljani
zaceli uporabljati citometri¢no imunofenotipizacijo konec
leta 1998. Postavili smo metodologijo za citometri¢no
imunofenotipizacijo celi¢nih in tkivnih vzorcev bezgavk,
vranice, kostnega mozga in telesnih tekocin (plevralni,
perikardialni in abdominalni eksudat, likvor, periferna kri).
S citometri¢no imunofenotipizacijo dolo¢imo imunofenotip
limfomskih celic v 1 — 2 urah. Pri bolnikih, ki so Zivljenjsko
ogrozeni, je diagnosti¢ni postopek z odvzemom vzorca,
barvanjem in pregledom koncan v 2 - 4 urah, kar omogoca
takojsen zacetek zdravljenja. Z uporabo citomeri¢ne
imunofenotipizacije smo izboljsali zanesljivost in
specifi¢nost citopatoloske diagnoze limfoproliferativnih
bolezni. Kaksna bo vloga citopatoloske preiskave in
citometricne imunofenotipizacije v primarni diagnostiki
limfomov, $e ni jasno. Ena vodilnih hematopatologinj,
Nancy Lee Harris, meni, da bi citopatoloska preiskava,
podprta z uporabo dodatnih sodobnih metod, lahko postala
neodvisna diagnosticna metoda v primarni diagnostiki
limfomov (12).
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