PATOLOGIJA NE-HODGKINOVIH LIMFOMOV

Janez Jancéar

Maligni limfomi so novotvorbe celic limfaticne vrste (1). Novotvorb folikular-
nih dendritiénih in interdigitarnih dendriti€nih celic ter makrofagov, ki tvorijo
pomemben del imunskega sistema (pomoZne imunske celice), ne uvr§¢amo
med maligne limfome in zanje uporabljamo drugo terminologijo (2). Maligni
limfomi lahko vznikajo na katerikoli stopnji diferenciacije limfocitov iz ma-
tiéne celice limfopoeze v centralnih limfatiénih organih (timusu in kostnem
mozgu) v limfocite T ali B (3, 4, 5, 6). Pogosteje nastajajo v perifernih limfati¢-
nih organih {(bezgavkah, vranici, limfati¢nem tkivu v koZi, prebavilih, dihalih),
kjer v normalnih razmerah antigeni zunanjega in notranjega okolja sprozijo
proces transformacije zrelin limfocitov B ali T v razli¢ne efektorne celice
humoralne ali celi¢ne imunosti (7, 8, 9).

Dejavniki, ki sprozijo neoplasti€éno preobrazbo limfocitov, in njena patoge-
neza, so $e vedno nepojasnjeni. Pri nastanku nekaterih vrst malignih limfo-
mov postaja vse bolj o¢itna vloga kromosomskih anomalij, onkogenov, neka-
terih onkogenih virusov in imunskih okvar (10—15).

Med kromosomskimi anomalijami so najpogostnejse translokacije. Ni znano,
kaj jih sprozi, morda kemi¢ni dejavniki in ionizirajoa sevanja. Za razumeva-
nje patogeneze malignih limfomov so pomembne predvsem translokacije
protoonkogenov, ki so v normalnih razmerah prisotni v vseh celicah orga-
nizma in udeleZeni pri uravnavanju njinove rasti in diferenciacije. S transio-
kacijo se protoonkogen premakne na drugo mesto v genomu, ob segment
kromosoma z geni, ki pri limfocitih B kodirajo sintezo lahkih in tezkih verig
imunoglobulinov, pri limfocitih T pa sintezo verig alfa in beta njihovega zna-
Gilnega oznaclevalca (receptorja T). Ker gre v obeh primerih za transkripcij-
sko (transkripcija: prepis zaporedja nukleinskih baz DNK na sporo€ilno
(messenger) RNK v jedru celice) aktivnha genomova segmenta, je lahko po-
udarjena tudi transkripcija translociranega normalnega protoonkogena in
¢ezmerna ekspresija njegovega proteinskega produkta (npr. gen c—myc pri
Burkittovem limfomu). Med translokacijo protoonkogena lahko pride do nje-
gove mutacije in tako do sinteze druga&nih (nenormalnih) produktov. V obeh
primerih (tj. Cezmerne ekspresije normalnega genetskega produkta in/ali
pojava abnormalnih produktov mutiranih protoonkogenov) pride do motenj
regulacije celi¢ne rasti, ki postane avtonomna, kar pomeni, da se ne odziva
ve€ na normalne regulacijske mehanizme. Avtonomnost celice ob hkratni
inaktivaciji antagonistov protoonkogenov (genov supresorjev) pa pomeni
pomembno fazo v procesu njene neoplasti¢ne preobrazbe. Poleg onkogena
c-myc pri Burkittovem limfomu so v patogenezi malignih limfomov udelezeni
$e drugi onkogeni (BCL-2 pri limfomih celic kli€nih centrov limfnih foliklov,
BCL-1 in BCL-3 pri kroni¢ni limfatiéni levkemiji tipa B).
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V patogenezi Burkittovega limfoma, ki se endemsko pojavlja v centralni
Afriki, je udelezen Epstein-Barrov virus (EBV), pri akutni T-celi¢ni levke-
miji/limfomu (ATL) odraslih, ki je endemska na Karibih in v juzni Japonski, pa
humani T-limfotropni virus (HTLV-1).

Epstein-Barrov virus kot mitogen limfocitov B sprozi njihovo polikionalno
proliferacijo. Pri ve€ini inficiranih se proliferacija spontano ustavi brez vidne
bolezni ali kot infekcijska mononukleoza. Pri posameznikih z okvaro imuno-
regulacije se proliferacija limfocitov B nezadrzno nadaljuje, kar zvi$a tvega-
nje za pojav kromosomskih anomalij (npr. translokacije). Translokacija omo-
goda aktivacijo onkogena c-myc. Potrebne so §e dodatne mutacije (veésto-
penjska onkogenezal), da bi konéno prislo do monoklonalne (neoplastiéne)
proliferacije limfocitov B. Analogno dogajanje opazujemo pri infekciji imfoci-
tov T (limfocitov pomagalcev) z virusom HTLV-1, ki lahko sproZi nastanek
akutne T-celi€ne levkemije/limfoma.

Maligni limfomi se pogosteje razvijajo pri bolnikih s prirojeno ali pridoblieno
imunsko neodpornostjo (aids, Sjogrenov sindrom, prejemniki presajenih or-
ganov po imunosupresivnem zdravljenju) in med dolgotrajno intenzivno an-
tigensko stimulacijo, ki je obi¢ajno posledica motene imunoregulacije (infek-
cija z Epstein-Barrovim virusom).

Shema 1. Poenostavijena ponazoritev patogeneze malignih limfomov

Dejavniki okolja
{(kemié&ni, sevanje *_,Spremembe limfocitnega genoma < peqnostni dejavniki

virusi) (npr. translokacije)
Aktivacija protoonkogenov Inaktivacija supresorskih
in/ali njihove mutacije genov

Cezmerna ekspresija produktov
normalnih protoonkogenov
in/ali
ekspresija produktov mutiranih
onkogenov

Klonalna ekspanzija
Dodatne mutacije

Maligni limfom
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Maligni limfomi so monoklonske proliferacije limfocitov B ali T. Monokional-
nost, razen v redkih primerih (npr. benigno monokionsko gamopatijo) ena-
&imo z neoplazijo. Dolo&amo jo imunohistolodko in z molekularno-bioloskimi
metodami (16).

Imunohistologko monoklonalnost limfomov tipa B doloCa prisotnost samo
enega izmed obeh tipov lahkih verig imunoglobulinov.

Pri limfomih tipa T monoklonalnost imunohistoloSko dokazujemo le po-
sredno, predvsem z aberantnimi imunofenotipi (17), ki pomenijo izgubo
enega ali ve¢ pan-T oznadevalcev, hkratno prisotnost med seboj sicer iz-
kljuujogih se antigenov — npr. CD4 in CD8, ali pa pojav antigenov, ki so
znadilni za limfocite B. Neposredno jo dokazujemo le molekularno-biologko
z ugotavljanjem specifi¢ne prerazporeditve genov na sedmem in $tirinajstem
kromosomu, ki kodirajo sintezo beta in alfa verig receptorjev T na membra-
nah limfocitov T. S podobnimi metodami lahko opredelimo kot limfome tipa B
tudi primere brez imunohistolosko dokazanih membranskih ali citoplazem-
skih imunoglobulinov (Ig-negativni limfomi tipa B). V tak8nih primerih ugotav-
ljamo specifiéne prerazporeditve genov na $tirinajstem, drugem in dvain-
dvajsetem kromosomu, ki kodirajo (sicer neuginkovito) sintezo tezkih in lah-
kih verig imunoglobulinov. Ti geni so prisotni v genomu vseh somatskih celic
in razprdeni po omenjenih kromosomih. V procesu diferenciacije limfocitov B
in T v centralnih limfatinih organih se ti geni razporedijo na ustreznem
kromosomu drug poleg drugega, vmesne dele kromosoma pa odstranijo
jedrni encimi endonukleaze. Sele v tak$ni razporeditvi genov je moina
transkripcija na sporoéilno RNK in sinteza tistih celiénih sestavin, ki so speci-
fiene zgolj za limfocite (npr. imunoglobulini, receptor T).

Med normalno diferenciacijo in transformacijo limfocitov B in T zasledujemo
dinamiko pojavljanja in izginjanja membranskih in citoplazemskih antigenov,
s katerimi ne ugotavljamo le njihovega izvora (B, T), ampak tudi stopnjo
diferenciacije, aktivacije in njihove funkcionalne in regulacijske lastnosti
(18). Danes dolo¢amo antigenski profil limfocitov s Stevilnimi, predvsem vi-
soko specificnimi monoklonskimi protitelesi in obcutljivimi imunoencimat-
skimi detekcijskimi metodami, na celi¢nih razmazih, histolodkih rezinah
(kriostatskih, parafinskih) in v preto¢nem citomeru.

Znanih je Ze ve¢ tiso¢ monoklonskih protiteles proti levkocitnim antigenom.
Zaradi preglednosti so jih na $tirih mednarodnih konferencah (Pariz 1982,
Boston 1984, Oxford 1986 in Dunaj 1989) razvrstili v skupine s podobno
reaktivnostjo (clusters of differentiation — CD). Od zadnje konference na
Dunaju leta 1989 raziikujemo 78 takdnih skupin (19).

Neoplasticne (limfomske) celice lahko razliéno posnemajo mikroskopsko
podobo in imunofenotip svojih normalnih razli€ic, ki nastajajo med diferen-
ciacijo in transformacijo. To velja predvsem za maligne limfome tipa B. Manj
razvidno je analogno vzporejanje malignih limfomov tipa T, ker so oditno
mehanizmi celiéne imunosti kompleksnejsi. O tem pri€ata njihova pestra
morfologija in Steviini aberantni fenotipi.
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Shema 2. Poenostavijeno zaporedje sprememb med diferenciacijo in transformacijo
limfocitov B in T (20, 21)
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Opomba: prekinjena &rta pomeni le hipoteticno moznost razvoja.

Limfociti T+ so prvi zreli (periferni) limfociti T po diferenciaciji v timusu. Nji-
hovo funkcijo dologajo povrsinski antigeni, med katerimi sta najbolj po-
membna CD, in CDg. Prisotnost enega izmed obeh antigenov izkljuc¢uje dru-
gega, zato razlikujemo limfocite pomagalce z antigenom CD4 in limfocite
zaviralce z antigenom CDs, ki na antagonistiéni nagin sodelujejo v regulaciji
limfopoeze celic B. Limfociti T1 brez antigenov CDa4 in CDs delujejo citotok-
siéno (limfociti ubijaici). Limfociti T1 so praviloma udeleZzeni v primarnem,
limfociti T2 pa v sekundarnem (hitrejsem in izdatnejSem) imunskem odzivu na
antigen, ki je sprozil transformacijo v sistemu celi¢ne imunosti. Proces je v
perifernih limfatiénih organih omejen na predele, ki jin naseljujejo limfociti T.
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Vmesni polozaj med transformacijo limfocitov Ty v limfocite T, zavzemajo
imunoblasti T.

Primarni imunski odziv limfocitov By se odvija zunaj limfnih folikiov perifernih
timfatiCnih organov/tkiv s transformacijo prek imunoblastov B v plazmatke
ali limfoplazmacitoidne celice, ki so vmesna oblika med limfociti in klasiénimi
plazmatkami. Izlo€ajo imunoglobuline in se morda spreminjajo tudi v plaz-
matke. Zato jih imenujemo tudi limfati¢ne plazmatke.

Sekundarni imunski odziv poteka v limfnih foliklih s tvorbo kli¢nih centrov, ki
jih sprva tvorijo predvsem centroblasti. Z delitvami nastajajo iz centroblastov
centrociti, ki se ne delijo ved. Limfociti By, ki nastajajo iz centrocitov, se lahko
spremenijo v plazmatke (osrednje efektorne celice limfopoeze tipa B z izlo-
¢anjem imunoglobulinov), lahko pa so (analogno z dogajanjem med limfo-
poezo celic T) kot spominske celice udeleZene v sekundarnem imunskem
odzivu.

Poseben tip limfocitov B so monocitoidne celice (22), ki nastajajo iz perifer-
negas sloja limfocitnega plas¢a sekundarnih limfnih folikiov v bezgavki. Lim-
focitni plas¢ sestavljajo limfociti By in By, ki v obliki kolobarja obkrozajo kli¢ni
center. Od limfocitov By in B se lo&ijo morfolosko in imunofenotipsko. V
starej8i terminologiji jih imenujejo celice nezrele sinusne histiocitoze, ki jih
poznamo kot eno od znagilnih sprememb pri limfadenitisu zaradi toksoplaz-
moze.

Morfolodka in imunofenotipska raznolikost malignih limfomov se kliniéno
razodevata v razlikah poteka bolezni, prognoze in odzivnosti na zdravljenje.
Zato jih je potrebno za oceno prognoze bolezni in racionalno naértovanije
zdravljenja razvrstiti v bolezenske enote z znac&ilno morfologijo in imunskim
profilom. Razvr§€anje malignih limfomov v sistem, ki bi bil klini¢no relevan-
ten, je bilo in je eno izmed osrednjih natog na podro&ju patologije teh novot-
vorb. Stevilni sistemi oz. kiasifikacije in njihove modifikacije odsevajo stopnjo
razvoja patologije v dolo¢enem &asu. Uporaba zgolj morfoloskih metod v
bliznji preteklosti je botrovala nastanku $tevilnih morfoloskih klasifikacij ma-
tignih limfomov, od katerih je najbolj znana Rappaportova (23), ki je v svoji
modificirani obliki ponekod $e vedno v uporabi (predvsem v ZDA).

Z razvojem imunologije se je uveljavilo spoznanje, da so maligni limfomi
novotvorbe limfocitov in da jih ne moremo ve& opredeljevati le z merili kla-
si¢ne morfologije. Na tej osnovi sta nastali Lukes-Collinsova (24) in Kielska
klasifikacija malignih limfomov (25), ki se je uveljavila predvsem v Evropiin jo
uporabijamo tudi na Onkoloskem inétitutu v Ljubljani. Kielska klasifikacija, ki
jo je razvil K. Lennert iz Kiela (ZR Nemgija), temelji na zdruZitvi spoznanj
sodobne imunologije in patologije ter uporabi morfoloskinh in imunologkih
metod. Nacela, ki tvorijo ogrodje Kielske klasifikacije, so povzeta v $estih
toCkah:

1. Pomembnejda od nacina rasti (nodularna/difuzna rast) je opredelitev ce-
tic, ki tvorijo maligni limfom (npr. limfociti, limfoplazmacitoidne celice, cen-
trociti, centroblasti, imunoblasti itd.).
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2. Maligne limfome delimo na tiste z nizko stopnjo malignostiin tiste z visoko
stopnjo malignosti. Maligne limfome nizke stopnje malignosti sestavljajo
predvsem male celice (s konc¢ajem -citi, npr. limfociti, centrociti) in ie
posamezne velike celice (s koncajem -blasti, npr. centroblasti, imuno-
blasti).

Maligne limfome visoke stopnje malignosti tvorijo predvsem srednje velike
in velike celice (-blasti, npr. limfoblasti, centroblasti, imunobilasti).

3. Delimo jih na maligne limfome tipa B in tipa T. Imunofenotip je deloma
razviden Ze iz same morfologije (npr. imunocitom, centrocitni maligni lim-
fom, centroblastno-centrocitni maligni limfom, fungoidna mikoza, limfom
cone T, limfom tipa angioimunoblastne limfadenopatije, centroblastni lim-
fom, Burkittov limfom), deloma pa ga moramo dologiti imunolosko (npr.
skupina limfocitnih, imunoblastnih in limfobiastnih malignih limfomov).

4. Skoraj vse tipe malignih limfomov lahko vsaj v poznih fazah bolezni
spremlja levkemicna krvna slika. Malignih limfomov z levkemijo in brez nje
histologko ne moremo razlikovati. Zato Kielska klasifikacija vkljucuje lim-
foidne levkemije in »solidne« limfome.

5. Serumski paraproteini so prisotni pri tistih malignih limfomin, ki so grajeni
iz limfopiazmacitoidnih celic in/ali plazmatk (imunocitom, plazmacitni lim-
fom). Tudi nekatere klini¢ne sindrome s paraproteinemijo (npr. Waldenstro-
movo makroglobulinemijo, bolezni tezkih in lahkih verig) opredeljujemo
po njihovi celiéni sestavi.

6. Maligne limfome visoke stopnje malignosti, ki nastanejo na novo, imenu-
jemo primarni. Visoko maligni limfomi vseh tipov, razen limfoblastnega, se
tahko razvijejo sekundarno (sinhrono, metahrono) iz malignih limfomov
nizke stopnje malignosti (npr. razvoj visoko malignega centroblastnega
limfoma iz nizko malignega centroblastno-centrocitnega limfoma). Gre za
evolucijo istega neoplastiénega klona in ne za pojav drugega klona, kar bi
lahko pomenilo nastanek druge novotvorbe (npr. razvoj visoko malignega
ne-Hodgkinovega limfoma tipa B so¢asno s Hodgkinovo boleznijo).

Med posameznimi tipi malignih limfomov so stevilne vmesne, prehodne
oblike, ki jih nobena znana klasifikacija ne more uvrstiti v svoje kategorije in
oceniti njihovega biolokega potenciala. Klasifikacija Sirokega spektra bole-
zenskih enot malignih limfomov je pogosto nasiino poenostavljanje, hkrati pa
neizogibna osnova za ustrezne klini¢ne postopke. Tudi Kielska klasifikacija
je izpostavljena kritiéni presoji. Za patologe, ki nanje redko naletijo in ne
razpolagajo s tehni¢no optimalnimi standardnimi preparati oziroma v svojih
jaboratorijih nimajo vpeljanih vsaj nekaterih osnovnih imunohistoloskih me-
tod, je cielska kiasifikacija preve¢ zapletena in zato uporabna morda le v
omejenem obsegu (npr. za razlikovanje med visoko in nizko malignimi lim-
fomi). Zato je razumljivo, da je stopnja diagnosti¢nega soglasja med dvema
ali veg patologi, k na podrogju malignih limfomov tipa T (26). Vprasljiv je tudi
kliniéni pomen posameznih, predvsem redkejsih oblik, ki so v literaturi opi-
sane le sporadi¢no ali pri manj$em $tevilu bolnikov. Morda bodo ta problem
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Shema 3. Modificirana Kielska klasifikacija malignih limfomov

B T
Nizkomalignilimfomi
Limfocitni Limfocitni

Kroni¢na limfocitna levkemija
Prolimfocitna levkemija
Dlakasto-celi¢na levkemija

Imunocitom
Plazmacitni

Centroblastno-centrocitni
Centrocitni (celic limfocitnega plagéa)

Kroni€na limfocitna levkemija
Prolimfocitna levkemija

Cerebriformni
(fungoidna mikoza, Sezaryjev sindrom)

Limfoepitelioidni (Lennertov)

Tipa angioimunoblastne limfadenopa-
tije

Tipacone T

Pleomorini, malih celic

Monocitoidni

Visokomaligni limfomi

Pleomorfni, srednje velikih in velikih
celic
Imunoblastni

Centroblastni

Imunoblastni
Burkittov

Velikoceliéni anaplasti¢ni

(CD 30 pozitivni) Velikoceli¢ni anaplasti¢ni (CD 30 pozi-

tivni)
Limfoblastni Limfoblastni (konvolutni)
Redki tipi Redki tipi

razresile prospektivne klinicnopatoloske tudije, ki bodo zajele veé bolnikoy
in daljse obdobje. Kielska klasifikacija je uporabna predvsem za opredelitev
nodainih malignih limfomov. Morfologija ekstranodalnih malignih limfomov
pogosto odstopa od morfologije nodainih, kar verjetno odseva razlike med
obema komponentama imunskega sistema v organizmu. To velja zlasti za
maligne limfome (27, 28), ki vznikajo iz limfocitov sluznic oz. epitelijev neka-
terih organov (mucosa-associated lymphoid tissue ali MALT), ki predstav-
ljajo precej$en del ekstranodalnih limfomov (prebavila, pljuéa, $itnica, zleze
slinavke, dojka). Maligne limfome MALT-a (MALT-ome) lahko v Kielski klasi-
fikaciji vzporejamo z nekaterimi oblikami monocitoidnega limfoma B. Vred-
nost Kielske klasifikacije je vprasljiva tudi takrat, ko skusamo v njene enote
razvrstiti tiste maligne limfome, ki vznikajo pri bolnikih z okvarami imunskega
sistema. To velja zlasti za maligne limfome pri bolnikih z aidsom (29) in
profilaktiéno imunosuprimiranih prejemnikih alotransplantatov (30).
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