CITODIAGNOSTIKA NE-HODGKINOVIH LIMFOMOV
Marija Bizjak-Schwarzbart!

Ne-Hodgkinovi limfomi (NHL) so redka obolenja celic limforetikularnega si-
stema in zasedajo do 2% vseh malignih obolenj. So heterogena skupina
obolenj, ki jih je morfologko tezavno opredeliti. Stevilne kiasifikacije dodatno
povecujejo problem diagnosticiranja.

Ne-Hodgkinovih limfomov ne moremo klini€no zanesljivo lociti od $tevilnih
drugih obolenj, pri katerih se bezgavke tudi povedajo (limfadenitis, sarko-
idoza, bruceloza, lues, zasevki itd.). Citologija je edina predoperativna mi-
kroskopska diagnostiCna metoda, vendar imajo citologi v diagnostiki ne-
-Hodgkinovih limfomov 3e premalo izkudenj. Vseh boinikov s to boleznijo ni
mozno operirati, posebno ne tistih z visokomalignim NHL, ki so veckrat zelo
hitro v tako slabem kliniénem stanju, da operacija za biopsijo ni ve¢ mozna.
Vsem pa lahko vzamemo vzorce za mikroskopsko preiskavo s tanko iglo,
zato moramo dobro poznati citomorfologijo ne-Hodgkinovih limfomov in tudi
moznosti uporabe dodatnih diagnosti¢nih metod (citokemi€nih, imunoloskih
itd.), ki lahko pripomorejo k zbolj§anju diagnostike in njeni klasifikaciji. V
citodiagnostiki tumorje najprej mikroskopsko loéimo med benigne in ma-
ligne, maligne oblike pa opredelimo Se kot karcinome, sarkome, limfome itd.
Z dobrim poznavanjem morfologije ter uporabo citokemiénih in imunolo&kih
reakcij lahko ne-Hodgkinove limfome nadalje razvr§€amo, kar je zlasti po-
membno za boinlke, ki jih ne moremo operirati. Citologlja je v dlagnostiki
ne-Hodgkinovih limfomov uporabna tudi za ugotavljanje razsirjenosti obole-
nja in odloditev, katera od poveéanih bezgavk je najprimernej$a za histo-
lo8ko preverjanje procesa in mikroskopsko potrditev ponovitve obolenja.

Nasi bolniki in metode dela

Za boljse poznavanje citomorfoloskih, citokemi¢nih in imunotodkih znaéilno-
sti ne-Hodgkinovih limfomov v vzorcih, dobljenih s tanko igelno aspiracijsko
biopsijo (TIAB), dolo¢enih po Kielski klasifikaciji, smo pri 159 histoloSko ugo-
tovljenih obolenjih (80 bolnikov je imelo NHL nizke stopnje in 79 NHL visoke
stopnje malignosti) analizirali zastopanost posameznih vrst celic v vzorcih
TIAB pri raznih podskupinah in opisali njihove morfoloske znacilnosti. Anali-
zirali smo tudi citokemic¢ne in imunoioske reakcije pri posameznih podsku-
pinah ne-Hodgkinovih limfomov. Pri vseh bolnikih smo predhodno naredili
citologko punkcijo s 3- do 4-centimetrsko iglo z zunanjim premerom 0,7 mm.
Del s punkcijo dobljenega vzorca smo razmazali na objektna stekelca (4
razmaze smo posusili na zraku, enega ali ve€ takoj fiksirali v Delounayevem
fiksativu), preostanek pa izbrizgali v tekocino za spiranje. Za citomorfolosko
analizo smo uporabljali preparate, barvane po Giemsiju, za ocenitev hroma-
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tinske strukture in poloZaja nukleolov pa tudi preparate, barvane po Papani-
colauju. Ce smo imeli ustrezne preparate, smo opravili §e citokemi¢ne reak-
cije: PAS, kislo fosfatazo (KF) in alfa-naftil-acetat esterazo (E). 1z vzorca, ki
smo ga dali v raztopino, smo napravili preparate za imunoloske preiskave.
Nacin njihove priprave smo tako dolgo spreminjali, da smo dobili zadovoljive
rezultate. Postopek je naslednji:

— vzorec damo v 3ml tekoCine za izpiranje,

— dobro premedamo s pipeto,

— centrifugiramo 5 minut pri 1500 obratih,

— odpipetiramo supernatant,

— ponovno dolijemo 3ml teko¢ine za izpiranje,

— dobro preme8amo s pipeto ter pripravimo preparate s citocentrifugo,
— 5 minut centrifugiramo pri 1500 obratih,

— najprej naredimo samo dva preparata z razlicnim $tevilom kapljic,

— primernost preparata preverimo pod mikroskopom tako, da ga obarvamo
s toluoidinom,

— pripravimo preparate iz preostalega vzorca (obi¢ajno 10 do 12),

— preparate takoj fiksiramo v Delaunayevem fiksativu najmanj 2 uri, najbolje
¢ez no¢, ali pa jih posusimo na zraku za drugacne fiksacije,

— fiksirane preparate barvamo po Papanicolaouju in jih pokrijemo.

Tako pripravijeni preparati so uporabni za imunoloske reakcije tudi ved let.

Imunolo8ka metoda, ki se je pokazala za uspes$no pri tako pripravljenih pre-
paratih, je metoda avidin-biotin-kompleks (metoda ABC). Imunoloske reak-
cije smo opravili z naslednjimi protitelesi znamke DACO: LCA /CD 45/(anti-
human leucocyte common antigen), CK 1 (anti-human cytokeratin), lambda
(lahke verige), kapa (lahke verige), L 26 (anti-human B cell), UCHL 1 (CD 45
RO) (anti-human T cell), CD 30 (Ki-1 antigen), MT1 (anti-human T cell), MB2
(anti-human B cell).

Uporabljali smo Kielsko klasifikacijo, ki vse ne-Hodgkinove limfome imuno-
loSko deli glede na celice B in T ter malignostno stopnjo (nizka in visoka).
Kielska klasifikacija je navedena v tabeli 1.

Citomorfolosko lahko pri ne-Hodgkinovem limfomu razlikujemo naslednje
celice: zrele limfocite, prolimfocite, centrocite, centroblaste, imunoblaste, pa-
raimunoblaste, limfoblaste, plazmocitoidne celice, mastocite, plazmatke in
retikulumske celice ter blastne celice. Zanesljivo razlikovanje je mozno na
ravni svetlobnega mikroskopa le pri imerzijski povedavi.

Kijub dobremu poznavanju citoloSkih znacilnosti posameznih tipov celic
obstaja nevarnost zamenjav razliénih vrst celic.
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Tabela 1. Kielska klasifikacija

Ne-Hodgkinov limfom celic B

nizke stopnje malignosti
limfocitni limfom

kroniéna limfati¢na levkemija (KLL)

prolimfocitna levkemija

lasasto celi¢na levkemija
limfoplazmocitni/limfoplazmocitoidni (LP imunocitom) limfom
plazmocitom
centrocitni limfom
centroblastno-centrocitni limfom

visoke stopnje malignosti
centroblastni limfom

imunoblastni limfom

velikoceli¢ni anaplasti¢ni (Ki-1 +) limfom
Burkittov limfom

limfoblastni limfom

redki tipi

Ne-Hodgkinov limfom celic T

nizke stopnje malignosti

limfocitni limfom

kroni¢na limfocitna in prolimfocitna levkemija
maloceli¢ni cerebriformni limfom

mycosis fungoides

Sezaryjev sindrom

limfoepiteloidni (Lennertov) limfom
angioimunoblastni limfom

limfom cone T

visoke stopnje malignosti
pleomorfni maloceli¢ni (HTLV-1 +) limfom
imunoblastni limfom (HTLV-1 +)
velikoceliéni anaplasti¢ni (Ki-1 +)
limfoblastni limfom

redki tipi

Zamenjave sO mozne med:

— prolimfociti in centrociti. Obe vrsti celic imata priblizno enako velika je-
dra, ki jih razlikujemo: 1) po obliki, pri prolimfocitih so okrogla, pri centro-
citih pa zazeta; 2) po koli¢ini kromatina: prolimfociti so normokromni,
centrociti hipokromni; 3) po koli€ini citoplazme: prolimfociti imajo ozek
rob svetle citoplazme, centrociti so obi¢ajno brez vidne citoplazme.

— Limfoblasti B in centroblasti. Limfoblasti B imajo obi€ajno okrogla jedra,
ki so redko zaZeta; vsi so priblizno enake velikosti, s slabse vidnim nukle-
olom ter ozkim robom citoplazme, v kateri pri Burkittovem ne-Hodgkino-
vem limfomu najdemo tudi drobne 1 do 2y velike vakuole. Tudi centro-
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blasti imajo lahko prav tako okrogla jedra, vendar razli¢no velika in po-
maknjena na en pol celice. Njihova citoplazma je obilnejsa, bledo
bazofilna.

— velikimi centrociti in centroblasti. Centrociti pri anaplasti¢cnem centrogcit-
nem limfomu in centroblasti imajo priblizno enako velika jedra, vendar pri
centrocitih obidajno ne vidimo citoplazme. Pri posameznih anaplasti¢nih
centrocitnih limfomih je citoplazma sicer vidna, vendar svetla in neizra-
zita, zato si pomagamo s celi¢no sestavo vzorca.

— centroblasti in imunoblasti. Med seboj jih lo¢imo predvsem po poloZaju
in §tevilu nukleolov, kadar ti niso vidni, jin je tezavno logiti.

— blastnimi celicami pri ne-Hodgkinovem limfomu Ki-1 + in histocitnem
limfomu. Morfologko jin ne moremo razlikovati, zato si pri njih pomagamo
s citokemi&nimi in imunolo$kimi reakcijami.

Pri razvrééanju ne-Hodgkinovih limfomov si pomagamo s citokemicnimi in

imunologkimi reakcijami, in sicer:

— PAS: znotrajjedrne in intracitoplazmatske ter zunajceli¢ne na PAS pozi-
tivne globule so znacilne za LP imunocitom,

— KF — izrazito pik&asto pozitivna reakcija pri T-limfoblastnem ne-Hodgki-
novem limfomu,

— difuzno pozitivna reakcija pri limfomu cone T,

— pozitivna reakcija retikulumskih celic, ki so $tevilnejSe pri centrocitnem
kot limfocitnem ne-Hodgkinovemu limfomu,

— a-naftil-acetat esteraza izrazito pozitivna reakcija pri histiocitnem lim-
fomu.

Vloga imunoloskih reakcij pri diagnostiki ne-Hodgkinovih limfomov

(potrditev limfomay):

— restrikcija lahkih verig kapa ali lambda,

— pozitivha reakcija z limfomskimi markerji in

— negativna reakcija z drugimi markeriji,

— kiasifikacija ne-Hodgkinovih limfomov glede na celice T in B s pomocjo
markerjev T in B.

Pri analiziranju citomorfologkih, citokemic¢nih in imunolo8kih lastnosti smo
prisli do naslednijih znadilnosti za posamezne podskupine ne-Hodgkinovih
limfomov, s katerimi se pogosteje sre¢ujemo v njihovi citodiagnostiki.

Limfocitni — dobro diferencirani limfom — kroni¢na limfati¢na
levkemija (B-KLL)

Previadujejo prolimfociti (X-469/1000 celic) in limfociti (X-407/1000 celic).
Diagnostiéno pomembni so paraimunobiasti, ki jih najdemo samo pri kro-
niéni limfatiéni levkemiji (KLL). Redke so retikulumske celice, ki jih bolje
vidimo v preparatih, kjer je bila narejena reakcija na kislo fosfatazo. Razen
paraimunoblastov celice ne presegajo velikosti 11p. Centroblastov, imuno-
blastov in plazmocitoidnih celic v nasih vzorcih ni. Diferencialno diagno-
stiéno pride v postev maloceliéni centrocitni limfom.

17



Limfoplazmocitni/limfoplazmocitoidni limfom —
LP imunocitom

Praviadujejo centrociti (X 487/1000 celic), pri vseh primerih so prisotni tudi
limfociti, prolimfociti in plazmocitoidne celice. Najdemo tudi centroblaste,
plazmatke, imunoblaste, mastocite in retikulumske celice. Celice niso vedje
od 20u. Najdemo na PAS pozitivne intranuklearne vkljucke, ki jih pri drugih
ne-Hodgkinovih limfomih ni najti. Prisotni so lahko tudi intracitoplazmatski
vkljuCki ter zunajceli¢ni globuli. V zelo redkih primerih je PAS reakcija po-
vsem negativna. Za potrditev diagnoze LP imunocitoma je potrebno z imuno-
loskimi metodami dokazati restrikcijo lahkih verig. Diferencialno diagno-
sti€no je potrebno misliti na reaktivni limfadenitis ter centroblastno/centro-
citni ne-Hodgkinov limfom.

Plazmocitom

Za plazmocitom so znacilne plazmatkam podobne celice (X 45271000 celic)
in gola jedra (X 508/1000 celic), ki lezijo med krvnimi celicami. Obigajno je
citoloska slika dokaj enovita in lahko razpoznavna. Celice so velike do 15p.
Pri posameznih primerih so izrazite razlike v velikosti, saj nekatere celice
dosegajo velikost do 25u. Reakcija na kislo fosfatazo je pozitivna. Pri vseh
plazmocitomih (razen pri anaplasti¢ni varianti) je prisotna restrikcija lahkih
verig.

Centrocitni ne-Hodgkinov limfom

Prevladujejo centrociti (X 805/1000). Ce je veé kot 86% centrocitov, je to
centrocitni limfom. Pri vseh primerih najdemo tudi limfocite. Prisotni so lahko
tudi prolimfociti, centroblasti, retikulumske celice, posamezne plazmatke in
eozinofilni granulociti. S citokemi¢nimi metodami lahko lepo prikazemo reti-
kulumske celice, ki so obi¢ajno dokaj tevilne in pomagajo pri diferenciaciji
med KLL in centrocitnim limfomom. Reakciji z L 26 in LCA sta pozitivni.
Diferencialno diagnosti¢no pridejo v postev KLL; mikrocelularni karcinom ter
pri anaplasti¢ni razli¢ici centrocitnega ne-Hodgkinovega limfoma tudi cen-
troblastni NHL.

Centroblastno centrocitni ne-Hodgkinov limfom

Previadujejo centrociti (X 545/1000 celic), vendar pri vseh primerih najdemo
tudi centroblaste, limfocite in prolimfocite. Pogosto so prisotne tudi retiku-
lumske celice ter eozinofilni in nevtrofilni granulociti. V posameznih primerih
najdemo tudi plazmatke in plazmocitoidne celice ter imunoblaste. Za potrdi-
tev diagnoze je pomemben imunoloski dokaz restrikcije lahkih verig. Dife-
rencialno diagnosti¢no je treba mistiti na LP imunocitom in reaktivni limfade-
nitis.
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Centroblastni ne-Hodgkinov limfom

Previadujejo centrobiasti (X 462/1000 celic). Vedno so prisotni tudi limfociti,
obigajno pa $e prolimfociti in centrociti. Najdemo lahko tudi imunoblaste,
retikulumske celice in eozinofilne granulocite. Centroblasti so velikosti do
24um, iziemoma do 35um. Imunoloska reakcija z markerjem B — L 26 je
vedno pozitivna, z markerjem T — UCHL1 pa negativna. Restrikcija lahkih
verig ni potrjena pri vseh primerih.

Burkittov ne-Hodgkinov limfom

Prevladujejo limfoblasti B (X 952/1000). Vedno najdemo tudi limfocite in
posamezne retikulumske celice, v posameznih primerih pa tudi prolimfocite.
Celice so velike do 17 pm, obiajno do 15 um. Citokemi&ne reakcije (PAS, KF
in E) so negativne. Imunolo$ka reakcija z L 26 in LCA je pozitivna, UCHL1 pa
negativna. Diferencialno diagnosti¢no pride v postev centroblastni fimfom.

T-limfoblastni konvolutni ne-Hodgkinov limfom

Previadujejo limfoblasti T (X 89471000 celic). V vseh vzorcih so prisotni tudi
limfociti, v posameznih tudi retikulumske celice. Celice ne presegajo veliko-
sti 15u. Diagnostiéno pomembna je kislo fosfatazna reakcija, ki je izrazito
pikéasto pozitivna, lahko je tudi v obliki drobnih zrnc, razporejenih po vsej
citoplazmi. Imunoloska reakcija z L 26 in UHCL 1 je negativna. Diferencialno
diagnostiéno je treba upostevati reaktivni limfadenitis.

Imunoblastni ne-Hodgkinov limfom

Prevladujejo imunoblasti (X 894/1000 celic). V vseh vzorcih so prisotni tudi
limfociti. Obi&ajno najdemo tudi prolimfocite, centrocite, eozinofilne granu-
locite, retikulumske celice, centroblaste, plazmocitoidne celice in mastocite.
Celice ne presegajo velikosti 25u. Reakcija na PAS je obicajno pozitivna.
Pozitivni sta imunolodki reakciji LCA in L 26. Diferencialno diagnosti¢no
pride v postev centroblastni ne-Hodgkinov limfom.

vVelikoceli¢ni Kil+ ne-Hodgkinov limfom

Celi¢ni vzorec je sestavljen iz blastnih celic, limfocitov in eozinofilnih granu-
locitov. Najdemo tudi prolimfocite in retikulumske celice. Blastne celice so
pleomorfne in merijo do 35u. KF je v blastnih celicah izrazito pozitivna, bledo
pozitivni sta tudi reakcija na PAS in E. Imunoloska reakcija z LCA je nega-
tivna ali bledo pozitivna, reakcija s CD 30 pa izrazito pozitivna. Diferencialno
diagnosti¢no upostevajmo histiocitni ne-Hodgkinov limfom, Hodgkinovo bo-
lezen in slabo diferenciran karcinom.
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Sklep

Z dobrim poznavanjem morfologije in uporabo citokemi&nih in imunologkih
reakcij je mozno v visokem odstotku postaviti citologko diagnozo ne-Hodg-
kinovega limfoma in ga tudi uvrstiti po Kielski klasifikaciji. Do podobnih
spoznanj smo prisli tudi pri nasih predhodnih analizah (2, 13), kar potrjujejo
avtorji, ki se posebej ukvarjajo s citodiagnostiko ne-Hodgkinovih limfomov,
kot so Oertel (14), Aratake (1), Tani (17, 18) in Sneige (15, 16).
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