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Veronika Kloboves-Prevodnik

Povzetek. CitoloSka in histoloSka preiskava sta komplementarni diagnosti¢ni metodi, ki sta pri
bolnikih z malignimi limfomi nujno potrebni za nacrtovanje sodobnega onkoloskega zdravljenja.
Kadar sumimo na limfom, najprej naredimo citoloSko preiskavo, da sum na limfom potrdimo ali
ovrzemo. Ce gre za bolnika, ki e nima histologko potrjenega limfoma, napravimo kirurko bio-
psijo in histolosko preiskavo, da opredelimo vrsto limfoma. HistoloSke preiskave ne napravimo, le
¢e kirurSka biopsija zaradi lokacije limfoma ali pacientovega slabega fizi€nega stanja ni izved-
liiva. V teh primerih za opredelitev vrste limfoma zadostuje citoloSka preiskava, vendar je ocena
manj zanesljiva. Pri bolnikih, ki imajo histoloSko potrjeni limfom, za nacrtovanje zdravljenja
zadostujejo rezultati citoloske preiskave.
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Zdravljenje limfomov temelji na rezultatih histoloSke in citoloSke preiskave.
Preiskavi se uporabljata za postavitev diagnoze pred zaCetkom zdravljenja,
za zamejitev bolezni in dolo¢anje napovednih dejavnikov (primarna diagno-
stika limfomov) ter spremljanje odziva na zdravljenje, diagnosticiranje
transformacije indolentnega v agresivni limfom, potrditev ponovitve limfoma
in dolo¢anje napovednih dejavnikov med zdravljenjem in ob ponovitvi limfo-
ma (sekundarna diagnostika limfomov). V primarni diagnostiki limfomov se
za postavitev diagnoze limfoma uporablja histoloSka preiskava (1, 2). Cito-
loSka preiskava se v primarni diagnostiki uporablja predvsem kot presejalni
test, s katerim izberemo bolnike, pri katerih je treba napraviti kirurSko bio-
psijo in histoloSki pregled. V sekundarni diagnostiki limfomov se praviloma
uporablja citoloSka preiskava (2), saj je v primerjavi s histoloSko preiskavo
manj invazivna, bolniku prijazna in tudi cenejSa. Poleg tega so rezultati
preiskave znani v 24 urah, v nujnih primerih pa tudi v nekaj urah.

HistoloSka in citoloSka diagnostika limfomov morata biti usklajeni s smerni-
cami, ki so zapisane v modri knjigi WHO Classification of tumours of haema-
topoietic and lymphoid tissues, Ki jo je izdala Svetovna zdravstvena organi-
zacija leta 2008, in v skladu s slovenskimi smernicami za zdravljenje limfomov.
V skladu s smernicami mora diagnoza limfoma temeljiti na klini¢nih znadil-
nostih ter morfoloskih, imunofenotipskih in molekularnih znacilnostih lim-
fomskih celic. Limfome zato ne delimo ve¢ na Hodgkinove in ne-Hodgkinove
limfome, pa¢ pa na nezrele neoplazme B in T, zrele neoplazme B, zrele
neoplazme T/NK in Hodgkinov limfom (1).

Med nezrele neoplazme B in T uvr§¢amo limfoblastni limfom /levkemijo.
Znotraj zrelih neoplazem B so definirane Stevilne bolezenske entitete (vrste
limfomov B), ki se razlikujejo po klini¢ni sliki, poteku bolezni in znacilnostih
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limfomskih celic. Na podlagi velikosti limfomskih celic zrele neoplazme B
lahko razdelimo v dve veliki skupini, drobnoceli¢ne limfome B, ki imajo pra-
viloma indolenten, neagresiven potek bolezni, in velikoceli¢ne limfome B, ki
imajo agresiven potek bolezni. Med drobnoceli¢nimi limfomi B se v vsako-
dnevni kliniéni praksi najpogosteje srecujemo s folikularnim limfomom,
kroniéno limfocitno levkemijo/drobnoceliénim limfocitnim limfomom, limfo-
mom plasénih limfocitov, marginalno celi¢nim limfomom in neoplazmami
plazmatk, med agresivnimi limfomi pa z difuznim velikoceli¢nim limfomom B.
Zrele neoplazme celic T/NK se pri nas precej redkeje pojavljajo kot zrele
neoplazme celic B, vendar imajo praviloma agresiven potek bolezni. Nasi
bolniki najpogosteje zbolevajo zaradi perifernega limfoma T, brez drugih
oznak, anaplastiCnega velikocelichega limfoma T in angioimunoblastnega
limfoma T. Hodgkinov limfom razdelimo na nodolarno obliko limfocitne pre-
dominance in klasi¢ni Hodgkinov limfom. Znotraj klasi¢nega Hodgkinovega
limfoma so definirani &tirje podtipi bolezni, ki so prognostiéno pomembni (1).

HISTOLOSKA PREISKAVA PRI SUMU NA LIMFOM

Histoloska diagnoza limfoma temelji na mikroskopski analizi tkivnega vzorca,
rezultatih imunofenotipskih in molekularnogenetskih preiskav ter na klinic¢-
nih podatkih (spol, starost, anamneza, podatki o poprejSnjem specificnem
onkolo$kem zdravljenju in stimulaciji hemopoeze z rastnimi dejavniki, loka-
cija bolezni, hemogram, diferencialna krvna slika, mielogeram, rezultati
drugih relevantnih laboratorijskih preiskav, npr. imunoelektroforeze, LDH ...).

Mikroskopska analiza in imunofenotipske analize tkivhega vzorca so sestavni
del histoloSke preiskave pri sumu na limfom in obi€ajno zadostujejo za
opredelitev vrste limfoma. Za imunofenotipske analize uporabljamo imuno-
histokemi¢ne reakcije. Indiciramo jih na podlagi mikroskopske analize tkiv-
nega vzorca.

Molekularnogenetske preiskave indiciramo, le e z mikroskopsko analizo in
imunohistokemi¢nimi reakcijami ne moremo ugotoviti, za kak$no vrsto
limfoma gre. Analizo klonalnosti limfocitnih populacij z metodo reakcije
verizne polimerizacije (PCR) indiciramo, kadar zelimo ugotoviti, kak$na je
klonalnost limfocitov B in T. Fluorescen¢no hibridizacijo in situ (FISH)
uporabljamo za dokaz translokacij, ki so znaCilne za nekatere vrste
limfoma: t(14;18/bcl-2) je znacilna za folikularni limfom, t(11;14/CCND1) za
limfom plascnih limfocitov, 1(2;5/ALK) za anaplasticni velikoceli¢ni limfom T,
t(8;14/MYC) za Burkittov limfom in t(11;18/MALT1) za limfom tipa MALT.
Kromogeno hibridizacijo in situ (CISH) uporabljamo za dokaz Epstein-
Barrovega virusa (EBV) v limfomskih celicah, lahko pa tudi za ugotavljanje
izrazanja lahkih verig kapa in lambda za dolocitev klonalnosti limfocitov B
(1, 2) (Slika1).
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Slika 1. Algoritem histoloSke diagnostike limfomov.
PCR — analiza klonalnosti limfocitnih populacij z metodo verizne polimerizacije,
FISH — fluorescencna hibridizacija in situ, CISH — kromogena hibridizacija in situ,
EBV — Epstein-Barrov virus

CITOLOSKA PREISKAVA PRI SUMU NA LIMFOM

Stevilne raziskave so pokazale, da samo z mikroskopsko analizo citolo$kih
vzorcev ne moremo postaviti zanesljive diagnoze limfoma, ker sta citoloSka
mikroskopska slika reaktivnih in neoplasti¢nih limfocitnih proliferacij zelo
podobni (3). Zato mikroskopski pregled citoloSkega vzorca danes praviloma
ne zadosc¢a veC za zanesljivo razlikovanje med reaktivnimi limfocitnimi pro-
liferacijami in limfomom, e manj pa za klasificiranje limfomov. Uporaba
citologije v diagnostiki limfomov je zato smiselna le, ¢e rutinsko uporabljamo
dodatne imunofenotipske in molekularnogenetske preiskave. Med imuno-
fenotipskimi analizami se najve¢ uporabljata imunofenotipizacija s preto¢nim
citometrom (IPC) in imunocitokemicne reakcije (ICK), med molekularno-
gentskimi preiskavami pa analiza klonalnosti limfocitnih populacij z metodo
PCR in FISH (2, 4-6).

Dodatne preiskave indiciramo na podlagi mikroskopske analize citoloSkega
vzorca. Ce sta klini¢na in mikroskopska slika znagilni za reaktivno limfocitno
proliferacijo, dodatnih preiskav ne indiciramo, in postavimo diagnozo le na
podlagi mikroskopske analize vzorca. Ce klini¢na slika ni povsem znagilna,
priporo¢imo, da se izkljui infekcijski razlog za limfocitno proliferacijo ali
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citoloSki kontrolni pregled. Pri zve€anih bezgavkah ga indiciramo ez 4-6
tednov, pri izlivih citoloski pregled treh zaporednih izlivov, pri likvorjih in
steklovini pa kontrolo, takoj ko je to mogoce.

Kadar sumimo na limfom celic B, T ali NK, najprej napravimo IPC, da ugo-
tovimo, ali gre za reaktivno limfocitno proliferacijo ali limfom, in hkrati dolo¢imo
antigenske lastnosti limfomskih celic, ki so pomembne za razvrstitev limfo-
ma (3, 5). Ker klonalnosti limfocitov T z IPC ne moremo opredeliti, pri sumu
na limfom T vedno napravimo tudi analizo klonalnosti limfocitnih populacij z
metodo PCR (7). Za dolocitev specifi¢nih translokacij, ki so pomembne za
opredelitev tipa limfoma (6), se odloCimo, le ¢e histoloSka preiskava ni iz-
vedljiva. Reakcije ICK v citoloSki diagnostiki uporabljamo le izjemoma, in
sicer kadar sumimo, da gre za Hodgkinov limfom ali anaplasti¢ni velikoceli¢ni
limfom T, ali pa kadar IPC zaradi tehniénih razlogov ni uspela (2). Ceprav
citoloSki vzorci vsebujejo malo celic, jih je obi¢ajno dovolj, da napravimo
vse dodatne preiskave, ki jih potrebujemo za zanesljivo citolodko diagnozo
limfoma. Kadar vseh potrebnih preiskav ne moremo narediti, indiciramo
ponovni odvzem vzorca (Slika 2).
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Slika 2. Algoritem citoloSke diagnostike limfomov.
HL — Hodgkinov limfom, ALCL — anaplasti¢ni velikoceli¢ni limfom T,
IPC - imunofenotipizacija s pretocnim citometrom, ICK — imunocitokemiéne reakcije,
PCR — analiza klonalnosti limfocitnih populacij z metodo verizne polimerizacije,
FISH — fluorescencna hibridizacija in situ
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VLOGA HISTOLOSKE PREISKAVE V DIAGNOSTIKI LIMFOMOV

V svetu in pri nas zdravljenje malignih limfomov temelji na histoloSki pre-
iskavi, s katero opredelimo, za kak$no vrsto limfoma gre. Pred zacetkom
zdravljenja zato vedno naredimo histoloSko preiskavo. Med zdravljenjem
histolosko preiskavo naredimo le iziemoma, kadar s citoloSko preiskavo ne
moremo opredeliti, ali gre za ostanek limfoma po zaklju¢ku zdravljenja, po-
novitev limfoma ali transformacijo indolentnega v agresivni limfom. Tkivo za
histolosko preiskavo pridobimo s kirurSko biopsijo. Pri bolnikih, ki imajo
zveCane bezgavke, odstranimo tisto, v kateri smo s citoloSko preiskavo
dokazali limfom ali postavili sum na limfom. V skupini zveCanih bezgavk je
treba odstraniti najvegjo, in ne tiste, ki je najlazje dostopna. Ce sumimo, da
gre za ekstranodalni limfom (€itnica, Zleze slinavle, tonzila, ¢revo ...), od-
stranimo del tkiva ali cel organ. ZaZeleno je, da pred biopsijo limfom citoloSko
verificiramo. Kadar sumimo, da je limfom le v vranici, jo celo odstranimo (2).

V onkologiji se v diagnostiki razli¢nih benignih in malignih neoplazem vse
bolj uveljavlja biopsija z deblo iglo. Z debelo iglo pridobimo stebriCek tkiva
za histolosko preiskavo. Ker je histoloska diagnostika limfomov kompleksna,
je vzorec, ki ga dobimo z debelo iglo, pogosto premajhen in ne dovolj re-
prezentativen za zanesljivo opredelitev vrste limfoma. Posebej to velja za
limfome, kjer opredelitev vrste limfoma temelji na arhitekturnih znacilnostih
tkiva. Izkazalo se je, da histoloSka diagnoza limfoma v takih primerih ni nic¢
bolj natan¢na od citoloSke diagnoze, ki jo postavimo na podlagi pregleda
vzorca, ki ga pridobimo z aspiracijsko biopsijo s tanko iglo (ABTI) (8). Zato
je pri sumu na limfom treba napraviti kirursko biopsijo in pridobiti dovolj
velik koS¢ek tkiva, da bo patolog lahko zanesljivo opredelil, za kakdno vrsto
limfoma gre (2).

HistoloSko preiskavo uporabljamo tudi za zamejitev limfoma v kostnem
mozgu. V skladu z mednarodnimi smernicami jo napravimo isto¢asno s
citolosko preiskavo (9). Na Onkoloskem institutu Ljubljana (Ol Lj) zato od
leta 2009 pri vseh bolnikih, kjer sumimo na patolodko dogajanje v kostnem
mozgu, napravimo aspiracijo in biopsijo kosthega mozga. Iz aspirata pri-
pravimo celiéne razmaze in odtisnjence za izdelavo mielograma, IPC in po
potrebi molekularnogentske preiskave, iz tkivnega stebricka pa histoloSko
preiskavo (2). Ce se citolodka in histolosko diagnoza ne skladata, primer
obravnavamo na hematopatoloSkem konziliju, kjer na podlagi rezultatov
vseh preiskav postavimo kon¢no diagnozo (5) (Slika 3).

VLOGA CITOLOSKE PREISKAVE V DIAGNOSTIKI LIMFOMOV

Kadar pri bolniku sumimo na limfom, najprej naredimo citoloSko preiskavo,
da sum na limfom potrdimo ali ovrzemo. S citoloSko preiskavo izberemo
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najprimernejSo bezgavko ali tkivo za kirurSko biopsijo in histolosko preis-
kavo. Ce kirur$ka biopsija zaradi mesta limfoma ali bolnikovega splo$nega
slabega stanja ni izvedljiva, lahko bolnika izjemoma zdravimo tudi na pod-
lagi rezultatov citoloSke preiskave, ki mora hematoonkologu zagotoviti vse
podatke, ki bi jih sicer dobil s histoloSko preiskavo. Le s citoloSko preiskavo
diagnosticiramo primarne limfome iz vzorcev likvorja, steklovine, intraokular-
nih tumorjev in izlivov (2, 5).

Mielogram

ASPIRACIA
Melekulano
KOSTNI genetske preskave
MOZEG
J
BIOPSIIA Z . o
DEBELO IGLO Histoloska preiskava

HEMATOPATOLOSKI
KONZILLI

AGNOZA

Slika 3. Algoritem diagnostike limfomov v kostnem mozgu.
IPC — imunofenotipizacija s pretocnim citometrom

Citoloska preiskava je uveljavljena za ugotavljanje razsirjenosti limfoma,
oceno uspeha zdravljenja, diagnosticiranje transformacije indolentnega v
agresivni limfom in za potrditev ponovitve bolezni. V teh primerih histolosSka
preiskava ni indicirana. Naredimo jo le izjemoma, Ce za citoloSko preiskavo
ni mozno dobiti dovolj ustreznega materiala za diagnozo ali pa Ce s cito-
loSko preiskavo patoloSkega procesa ni mogoce zanesljivo opredeliti (2—6)
(Tabela 1).

Z IPC, ki jo naredimo v sklopu citoloSke preiskave pred prvim zdravljenjem
limfoma, pridobimo pomembne podatke o antigenskih lastnostih limfomskih
celic, ki so pomembne za nadaljnje diagnosti¢ne postopke in naértovanje
zdravljenja. Podatki o imunofenotipu limfomskih celic olajSajo citolodko dia-
gnostiko v vzorcih, kjer so limfomske celice pomesane z Stevilnimi reaktiv-
nimi limfati€nimi celicami (kostni mozeg, kri, izlivi, likvor, steklovina) in omo-
gocajo diagnozo minimalnega ostanka limfoma po zaklju¢ku zdravljenja, ki
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ga le z mikroskopsko analizo citoloSkega vzorca ne moremo odkriti (5).
Zato moramo IPC napraviti pri vsakem bolniku z limfomom, in sicer v
diagnosti¢nem postopku pred prvim zdravljenjem. IPC lahko napravimo
tako iz citoloSkega kot histoloSkega vzorca.

Tabela 1. Vloga histolo$ke in citoloSke preiskave v diagnostiki limfomov.

Diagnostika limfomov Histoloska preiskava Citoloska preiskava

Opredelitev vrste limfoma NE, le iziemoma (likvor, steklovina,

DA, praviloma vedna

pred prvim zdravijenjem intrackularni tumoar, izlivi)
Presejalnitest NE DA
Zamejitev bolezni DA (kostni mozeg) DA
Ocena uspeha zdravijenje DA (kostni mozeg) DA
Transformacijalimfoma NE, le iziemoma DA
Ponovitev bolezni NE, le iziemoma DA
Napovedni dejavniki DA DA

S citolosko preiskavo lahko dolo¢imo tudi prognosti¢ne in napovedne dejav-
nike, ki so pomembni za nacrtovanje zdravljenja. Zdravljenje bolnikov s
sodobnimi bioloSkimi zdravili je ucinkovito, le ¢e so v limfomskih celicah
izrazeni antigeni, na katere se zdravilo veze. Najbolj uveljavljeno in tudi
ucinkovito biolosko zdravilo, ki se uporablja za zdravljenje limfomov B, je
rituksimab. Raziskave v tujini in tudi pri nas so pokazale, da ugotavljanje
povrSinskega antigena CD20 z imunohistokemi¢no metodo v tkivnih vzorcih,
fiksiranih v formalinu, ni dovolj natan¢no. lzkazalo se je, da so v skupini
bolnikov s CD20-pozitivnimi limfomi B, tisti, ki imajo slabSe prezZivetje.
Proucevanje izrazenosti povrSinskega antigena CD20 s kvantitativho pre-
to¢no citometricno metodo, je pokazalo, da je njegova izraZzenost v skupini
bolnikov s slabim preZivetiem znacilno manj8a kot v skupini bolnikov, Ki
imajo boljSe prezivetie (10-12). Zato je stopnjo izrazenosti povrSinskega
antigena CD20 treba dolociti s kvantitativno preto€no citometricno metodo
pred zacetkom vsakega zdravljenja, ki vsebuje rituksimab.
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NAPOTKI ZA PRAKSO

Aspiracijsko biopsijo s tanko iglo (ABTI) indiciramo, le Ce je sprememba,
ki jo Zelimo punktirati, klinicno sumljiva za limfom.

Bolnike s tipnimi spremembami napotimo v ambulanto za citolo3ko punkcijo,
Ce je le mogoce na Ol Lj.

Bolnike z netipnimi spremembami napotimo na punkcijo pod ultrasono-
grafskim nadzorom. Bolnika je treba na punkcijo narociti.

ABTI zvecanih bezgavk je indicirana, le ¢e so bezgavke klini¢no ali ultra-
sonografsko sumljive za limfom. ABTI kliniéno nesumljivih bezgavk, ki so
manjSe od 1 cm in jih bolniki opazZajo le nekaj dni, ni indicirana. Treba je
izkljuciti infekcijski razlog za limfadenopatijo. Prav tako ni indicirana ABTI
bezgavk, ki so klinicno nesumljive in jih bolniki opazajo ve¢ mesecev ali
celo nekaj let in so se v tem obdobju vecale in manjsale.

Kadar bolniku, ki se zaradi limfoma Se ne zdravi, s citoloSko preiskavo
diagnosticiramo limfom ali postavimo sum na limfom, sta indicirana kirur-
Ska biopsija in histoloski pregled. Bolnike, ki jim diagnosticiramo limfom
ali postavimo sum na limfom na Oddelku za citopatologijo Ol Lj, praviloma
naro¢imo v kirursko ambulanto za biopsijo in histoloSki pregled. Zato je
zazeleno, da ima bolnik, ki ga posljete na ABTI zaradi suma na limfom,
napotnico z vsemi pooblastili, ki velja ve€ mesecev.

Kadar sumite na abscedentno, nekrozantno vnetje (bakterijski infekt,
bolezen macje praske, tuberkuloza ...), lahko poSljete bolnika na ABTI in
odvzem materiala za dodatne mikrobioloSke preiskave. Napotnici za
ABTI je treba obvezno priloZiti tudi napotnico za dodatne mikrobioloske
preiskave.

Kadar citopatolog indicira citoloSki kontrolni pregled ez 4-6 tednov, je
treba bolnika opozoriti, naj nanj pride prej, ¢e bo opazil hitro vecanje
bezgavk; zdravnik bo presodil, ali je punkcijo treba ponoviti takoj.

ZAKLJUCEK

HistoloSka in citoloSka preiskava sta diagnosti¢ni metodi, na katerih temelji
zdravljenje limfomov. Zanesljivo histolodko in citolo8ko diagnozo limfoma
lahko ob upostevanju klini¢ne slike postavimo le na podlagi morfolo$kih,
imunofenotipskih in molekularnih znacilnostih limfomskih celic. Zato je v
sklopu histoloSke in citoloSke preiskave treba napraviti dodatne imunofeno-
tipske in molekularnogenetske preiskave, kar precej podrazi obe diagno-
stiéni metodi. Drago diagnostiko odtehta dejstvo, da je zdravljenje bolnika,
ki temelji na zanesljivi diagnozi, uspesno in tudi cenejSe, kot Ce je diagnoza
napacna.
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