Imunohistokemijska obiljezja difuznog B
velikostanicnog limfoma dijagnosticiranog u
Klinickom bolnickom centru Osijek

Purkovié, Petra

Undergraduate thesis / Zavrsni rad
2021

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: Josip Juraj
Strossmayer University of Osijek, Faculty of Medicine Osijek / SveuciliSte Josipa Jurja
Strossmayera u Osijeku, Medicinski fakultet Osijek

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:152:984439

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-06

Repository / Repozitorij:

Repository of the Faculty of Medicine Osijek

aodar

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLII

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:152:984439
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.mefos.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/mefos:1452
https://repozitorij.unios.hr/islandora/object/mefos:1452
https://dabar.srce.hr/islandora/object/mefos:1452

SVEUCILISTE JOSIPA JURJA STROSSMAYERA U OSIJEKU
MEDICINSKI FAKULTET OSIJEK

PREDDIPLOMSKI SVEUCILISNI STUDIJ MEDICINSKO
LABORATORIJSKA DIJAGNOSTIKA

Petra Durkovicé

IMUNOHISTOKEMIJSKA OBILJEZJA
DIFUZNOG B VELIKOSTANICNOG
LIMFOMA DIJAGNOSTICIRANOG U
KLINICKOM BOLNICKOM CENTRU
OSIJEK

Zavrsni rad

Osijek, 2021.



SVEUCILISTE JOSIPA JURJA STROSSMAYERA U OSIJEKU
MEDICINSKI FAKULTET OSIJEK

PREDDIPLOMSKI SVEUCILISNI STUDIJ MEDICINSKO
LABORATORIJSKA DIJAGNOSTIKA

Petra Durkovicé

IMUNOHISTOKEMIJSKA OBILJEZJA
DIFUZNOG B VELIKOSTANICNOG
LIMFOMA DIJAGNOSTICIRANOG U
KLINICKOM BOLNICKOM CENTRU
OSIJEK

Zavrsni rad

Osijek, 2021.



Rad je ostvaren na Zavodu za hematologiju Klini¢kog bolni¢kog centra Osijek.
Mentor rada: doc. dr. sc. Vlatka Perisa, dr. med.
Komentor rada: doc. dr. sc. Jasmina Rajc, dr. med.

Rad ima 22 lista, 5 tablica i 2 slike.



PREDGOVOR

Najprije bih se htjela posebno zahvaliti svojoj mentorici doc. dr. sc. Viatki Perisi, dr. med. na
pruzenoj prilici za suradnju, nesebicno izdvojenom vremenu i ulozenom trudu tijekom izrade

ovog zavrsnog rada.

Veliko hvala mojoj komentorici doc. dr. sc. Jasmina Rajc, dr. med. na pomoci i izdvojenom

vremenu.

Neizmjerno hvala mojim roditeljima na njihovom odricanju, beskonacnoj podrsci i

ohrabrivanju u ostvarivanju mojih ciljeva. Vama dugujem sve Sto danas jesam.
Hvala mojoj sestri sto je uvijek vjerovala u mene i oraspolozila me kada mi je bilo najteze.

Posebno hvala osobi uz koju sam naucila da mogu sve. Hvala na svakom savjetu, razgovoru i

najvecoj podrsci.



SADRZAJ:

LUV OD . 1
LI Limfomi.. .o 1
1.2. Ne-Hodgkinovi mfomi..........oiiiiiiiii e e e 1
1.3. Klasifikacija B-velikostani¢nih limfoma..................oooiiiii i 1
1.4. Difuzni B velikostani¢ni imfom...............oooiiiiiiiii 2

1.4.1. Epidemiologija difuznog B-velikostani¢nog limfoma.......................ceenn3

1.4.2. Etiologija difuznog B-velikostani¢nog limfoma....................cccoeviiiiiinennnnn. 3

1.4.3. Imunohistokemijska podjela difuznog B-velikostani¢nog limfoma................... 3

LA CDI0. . e 4

LA S, B, . e 5

I S T\Y, 11 PR 5)

1.4.7. Podklasifikacija DLBCL zasnovanana MYC statusu .............cccoevviininnennnn. 5

2. L e 6
3. BOLESNICI I METODE. ... e 7
3.1 EtiCka nacela. .. ..o e 7
3.2 USHIO] STUAI . . eee ettt 7
BB BOIESNICH. ... 7
B IMBEOUE. .. .o 7
3.5. StatistiCke MEtOde.........oiuii i 8

A RE ZU L T AT e e 9
4.1. Demografske 1 klinicke znacajke bolesnika..................co 9

4.2. Imunohistokemijska

4.3. c-MYC translokacija

(0] o1 <A T P 10



S R A S P R AV A 13

6. ZAKLIUCAK ... .ot 15
TSAZETAK oo 16
8. SUMMARY ... 17
9. LITERATURA ... e, 19

10, ZIV O T OIS . .o 22



POPIS KRATICA

ABC - DLBCL podtip koji ima izrazene gene sli¢ne aktiviranim B stanicama (engl. activated
B-cell like)

ALL - akutna limfoblasti¢na leukemija (engl. acute lymphoblastic leukemia)
ALP - anaplasti¢ni limfom kinaza (engl. anaplastic lymphoma kinase)
BCL2 - antiapoptoticka bjelancevina (engl. B-cell lymphoma 2)

BCLG6 - protein koji se nalazi u limfocitima B i pomo¢ni¢kim (CD4+) limfocitima T (engl. B-

cell lymphoma 6)

B-LCL - B velikostani¢ni limfom (engl. B large cell lymphoma)

CD10 - neprilizin, transmembranski glikoprotein

DLBCL - difuzni velikostani¢ni B-limfom (engl. diffuse large B-cell lymphoma)
DNA - deoksiribonukleinska kiselina (engl. deoxyribonucleic acid)

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

GCB - DLBCL podtip koji ima izraZene gene slicne stanicama podrijetla germinativnog centra

(engl. germinal centre B cell like)

HHV8 - humani herpes virus 8

HIV - virus humane imunodeficijencije (engl. Human Immunodeficency Virus)

IPI - medunarodni prognosticki indeks (engl. International prognostic index)

IRF4 - regulatorni faktor 4 za interferon

KBC - Klini¢ki bolnicki centar

LDH - laktat dehidrogenza (engl. lactate dehydrogenase)

MUM1 - nuklearni transkripcijski faktor poznat kao i regulatorni faktor 4 za interferon
MYC - obitelj gena regulatora i protoonkogena koji kodiraju faktore transkripcije

NE-GCB - DLBCL koji nisu podrijetla germinativnog centra (engl. non germinal centre B cell
like)

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



NK stanice - prirodnoubilacke stanice (engl. Natural killer cells)

R-CHOP - kemoterapijski protokol:  rituksimab, ciklofosfamid, doksorubicin
(hidroksidaunorubicin), vinkristin (Oncovin), prednison, od inicijala lijekova koriStenih u

kemoterapijskom protokolu
SAD - Sjedinjene Ameri¢ke drzave (eng. United States of America, USA)
SZO - Svjetska zdravstvena organizacija (engl. World Health Organization)

SZS - srediSnji ziv€ani sustav
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1.1. Limfomi

Limfomi su zlo¢udne novotvorine limfnog tkiva (1). Limfociti tijekom svoje diferencijacije
mutiraju deoksiribonukleinsku kiselinu (DNA), taj proces omogucuje veliku raznolikost u gradi
T stani¢nih receptora, odnosno imunoglobulina, §to nam omoguéuje ucinkovitu obranu od
raznih infekcija. No medutim, taj proces podlozan je greskama koje mogu dovesti do gubitka
odgovora na uobicajene kontrolne mehanizme i prvog koraka u nastanku limfoma (2). Nastanku
limfoma u prilog ide i izloZzenost genotoksi¢nim tvarima i ionizirajuem zracenju, trajna
izloZenost antigenskoj stimulaciji, prirodene greske u mehanizmima popravka ostecenja DNA
i imunodeficijence T stani¢nog sustava (3). lako limfomi mogu nastati u bilo kojem organu koji
sadrzi limfno tkivo, najéesce ih pak nalazimo u limfnim ¢vorovima (4). Podjela limfoma prema
Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji (SZO) temelji se na histoloskim obiljezjima tumora zajedno
sa imunoloskim, klini¢kim i genetskim obiljezjima (3). SZO dijeli zlo¢udne tumore limfocita u
tri osnovne skupine: tumore limfocita B, tumore limfocita T i prirodnoubila¢kih (NK) stanica i
Hodgkinovu bolest (2).

1.2. Ne-Hodgkinovi limfomi

Ne-Hodgkinovi limfomi (NHL) su heterogena skupina tumora koji se medusobno razlikuju po
podrijetlu, stani¢noj morfologiji, imunofenotipskim znacajkama te genetskim i1 molekularnim
promjenama tumorskih stanica (1). NHL-i se razlikuju od Hodgkinovih limfoma prema
razli¢itim klini¢kim karakteristikama i odsutno$¢u Reed-Sternbergovih stanica (5). Podvrste
NHL-a prema SZO su: B-stani¢ni te T i NK-stani¢ni. Ve¢ina NHL-a su B-stani¢ni, gotovo 85
%, a ostali su T i NK stani¢ni (6). NHL-i imaju 40 glavnih podtipova a naj¢es¢i tipovi ukljucuju:
indolentni folikularni limfom koji ¢ini oko 20 % - 30 % svih NHL-a i agresivni difuzni B
velikostani¢ni limfom (DLBCL) koji ¢ini oko 1/3 svih NHL-a (5, 7). NHL ocituje se brzim
rastom tumorskih masa i/ili B simptomima. B simptomi uklju¢uju vrucicu, no¢no znojenje i
gubitak tjelesne mase veéi od 10 % (8). Sirom svijeta NHL-i predstavljaju ¢ak 5 % svih
malignih bolesti (7).

1.3. Klasifikacija B-velikostani¢nih limfoma

SZO 2016. godine napravila je novu klasifikaciju B-velikostani¢nih limfoma (B-LCL). Prema
toj klasifikaciji razlikujemo posebne podtipove B-LCL-a od koji je najcesci upravo DLBCL.

Posebni tipovi B-LCL-a ukljucuju: B-velikostani¢ni limfom bogat T stanicama i histiocitima,
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primarni DLBCL sredi$njeg Ziv&anog sustava (SZS), nespecificirani na Epstein Barr virus
(EBV) pozitivan DLBCL, DLBCL wudruzen s kroniénom upalom, limfomatoidna
granulomatoza, primarni kozni DLBCL noznog tipa, primarni limfom u izljevu, EBV pozitivan
mukokutani ulkus, primarni medijastinalni B-LCL, intravaskularni B-LCL, anaplasti¢ni limfom
kinaza (ALP) pozitivni B-LCL, plazmablasti¢ni limfom i nespeficirani DLBCL koji je povezan
s Humanim herpes virusom 8 (HHV8) (9).

1.4. Difuzni B velikostani¢ni limfom

DLBCL, najces¢i je tip NHL-a (10). DLBCL je tumor velikih stanica B-limfocitne loze ¢ije su
jezgre jednako velike ili vece od jezgara makrofaga, tocnije dva puta su veé¢e od malih limfocita
(3). Ovaj tumor ce$¢i je u muskaraca, medijan pojave bolesti je oko 60. godine zivota, a

pojavljuje se i u djece (2, 3).

Medunarodnim prognostickim indeksom (IPI) definirano je 5 rizi¢nih ¢imbenika koji
predvidaju ishod bolesti (11). IPI uzima u obzir: dob, razinu serumske laktat-dehidrogenaze
(LDH), opce stanje bolesnika, klini¢ki stadij bolesti i broj zahvacenih ekstranodalnih mjesta

(tablica 1.1.). Svaki pozitivan rizi¢ni ¢imbenik nosi 1 bod.

Tablica 1.1. Medunarodni prognosticki indeks (IPI).

Dob > 60 godina
Nivo LDH* > 240 mmola/L
Opce stanje bolesnika > 2
Klinicki stadij Hriv
Broj zahvacenih ekstranodalnih mjesta >2

LDH*-laktat dehidrogenaza

Prema zbroju bodova bolesnike svrstavamo u razli¢ite kategorije od najmanjeg tj. niskog rizika

do najveceg tj. visokog rizika (4).

Petogodisnje prezivljenje s obzirom na 5 rizi¢nih ¢imbenika koji predvidaju ishod DLBCL
iznosi: 73 % za 0 - 1 prisutan ¢imbenik, 51 % za 2 prisutna, 43 % za 3 prisutna ¢imbenika i 26
% za 4 - 5 prisutnih rizi¢nih ¢imbenika (11). IPI je najbolji pokazatelj koji predvida ishod
DLBCL-a, no medutim na ovaj limfom utjecu i neki drugi klinicki, patohistoloski i bioloski
¢imbenici (4). Danas se DLBCL lije¢i primjenom monoklonskog protutijela rituksimaba (R) uz
kemoterapijski protokol (najées¢e CHOP (ciklofosfamid, doksorubicin, vinkristin,
prednizolon)). Dodatkom R, znatno se poboljsao ishod lijecenja (11).
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1.4.1. Epidemiologija difuznog B-velikostani¢nog limfoma

DLBCL ¢ini otprilike 31 % svih NHL-a u zapadnim zemljama i 37 % tumora B-stanica Sirom
svijeta (12). Incidencija je opéenito vea u razvijenim zemljama i u onima s velikom
prevalencijom virusa humane imunodeficijencije (HIV) zbog imunokompromitiranosti takvih
bolesnika (2). Hrvatsku kao i ostatak svijeta prati trend povecanja broja DLBCL-a (4). Stopa
incidencije DLBCL-a u RH za 2007. godinu bila je 2,1 bolesnik na 100 000 stanovnika za Zene

i 2,9 bolesnika na 100 000 stanovnika za muskarce (7).
1.4.2. Etiologija difuznog B-velikostani¢nog limfoma

Nastanak DLBCL-a to jest zlo¢udnu pretvorbu, kao i kod drugih limfoma, poti¢e mutacija gena
koji kontroliraju Zivotni ciklus limfocita (1). Medu ¢imbenike rizika za nastanak DLBCL-a
mozemo uvrstiti: nasljedne bolesti s genetskim defektom, autoimunosne bolesti, ste¢ene
imunodeficijencije, infekcije (posebice virusne poput EBV) i druge okolisne ¢imbenike (1,4).
Takoder, mozemo reci i da obiteljska sklonost pove¢ava moguénost oboljenja, no medutim u

vecine oboljelih ne pronalazimo niti jedan ¢imbenik rizika za nastanak (1).
1.4.3. Imunohistokemijska podjela difuznog B-velikostani¢nog limfoma

Molekularnom klasifikacijom na temelju ekspresije gena mozemo identificirati razlicite
podvrste tumora (13). Upotrebom tehnologije genskog ¢ipa, DLBCL podijeljen je u tri
podskupine: prva podskupina ima izrazene gene sli¢ne stanicama germinativnog centra (GCB-
engl. Germinal centre B cell- like) , druga podskupina ima izrazaj gena sli¢an aktiviranim B-
stanicama (ABC- engl. activated B-cell like) i treca podskupina je klasificirana kao
intermedijarna (3, 11). Dokazano je da bolesnici sa GCB DLBCL-om imaju bolje ukupno

prezivljenje u odnosu na bolesnike s ABC DLBCL-om (11).

S obzirom da je upotreba tehnike genskog ¢ipa u klini¢koj praksi ograni¢ena zbog tehnickih 1
financijskih razloga, 2008. godine SZO iznijela je novu DLBCL klasifikaciju koja se temeljila
na Hansovom imunohistokemijskom algoritmu koji ima visoku podudarnost (80 % - 96 %) s
tehnikom genskog ¢ipa (11, 14). Ovaj algoritam podijelio je DLBCL imunohistokemijski
pomocu 3 diferencijacijska biljega: CD10, BCL6 i MUM1 (11). DLBCL koji su podrijetla
germinativnog centra (GCB) su: CD10 pozitivni ili CD10 negativni, BCL6 pozitivni i MUM1
negativni. DLBCL koji nisu podrijetla germinativnog centra (ne-GCB) su: CD10 negativni,
BCLG6 negativni ili CD10 negativni, BCL6 pozitivni i MUML1 pozitivni (slika 1.1.). GCB je
prognosticki povoljna, a ne-GCB je prognosticki nepovoljna podskupina (14).
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CD 10 MUM 1

BCL 6

Slika 1.1. Imunohistokemijska podjela difuznih B velikostani¢nih limfoma pomoéu 3
diferencijacijska biljega. Izvor: izradila autorica rada u Microsoft PowerPoint programu. CD10-
neprilizin; BCL6- protein koji se nalazi u limfocitima B i pomo¢nic¢kim limfocitima T; MUM1-
nuklearni transkripcijski faktor; GCB- DLBCL koji su podrijetla germinativnog centra; NE-
GCB- DLBCL koji nisu podrijetla germinativnog centra.

Usporedbom tehnike genskog profiliranja i imunohistokemijske tehnike za prognosticku
podjelu DLBCL-a, neki radovi zakljuuju da se imunohistokemijska tehnika dobro podudara

sa tehnikom genskog profiliranja, dok drugi pak zaklju¢uju suprotno (11).
1.4.4.CD10

Ljudski CD10 antigen, neprilizin, transmembranski je glikoprotein koji priprada obitelji M13
peptidaza. U pocetku je identificirano da je prisutan u akutnim limfoblasticnim leukemijskim
(ALL) stanicama pa je stoga nazvan uobicajenim antigenom ALL-e, ali kasnije je utvrdeno da
je prisutan i u razli¢itim stanicama, poput stanica prostate, bubrega, crijeva, endometrija,

nadbubrezne zlijezde 1 pluca.

Naime, utvrdeno je da je ovaj protein prisutan u raznim zlo¢udnim bolestima i da igra znacajnu
ulogu u razvoju i napredovanju raka. Kod nekih karcinoma CD10 djeluje kao supresor tumora
i inhibira napredovanje tumora, dok kod drugih ima ulogu u promicanju rasta tumora. lako
moze inhibirati napredovanje tumora ipak vecina zlo¢udnih bolesti pokazuje pojacanu

ekspresiju CD10 i njegovu korelaciju sa vis$im stupnjem i tezinom tumora (15).



1. UvOD

1.4.5.BCL6

BCLG6 je protein koji se nalazi u limfocitima B i pomo¢nickim (CD4+) limfocitima T (4). Ovaj
protein je transkripcijski represor, igra vaznu ulogu kao regulator germinativnog centra tj.
mjesta na kojem se odabiru B stanice na temelju proizvodnje antitijela s velikim afinitetom za
antigen. Tijekom razvoja germinativnog centra BCL6 igra ulogu u upravljanju brojnim
staniénim funkcijama poput prezivljavanja, odgovora na oStecenje DNA, zaustavljanje
stani¢nog ciklusa i dr. . Medu brojnim funkcijama, najbitnija je ona koja ukljucuje sprecavanje
centroblasta da reagiraju na signale koji dovode do preranog izlaska iz germinativnog centra i
doprinose limfomagenezi, dopustaju¢i uspostavljanje uvjeta povoljnih za malignu

transformaciju (16).
1.4.6. MUM1

MUML, poznat kao i regulatorni faktor 4 za interferon (IRF4), nuklearni je transkripcijski faktor
potreban za razvoj i aktivaciju B limfocita. MUML1 pripada IRF obitelji gena, koji su svi
ukljuceni u regulaciju rasta stanica, transformaciju i indukciju apoptoze i razvoj imunoloskog
odgovora T stanica. Ekspresija ovog proteina vrlo je vazna za diferencijaciju monocita,
dendritickih stanica i plazma stanica. Ekspresija proteina MUML1 pojavljuje se u kasnijim
fazama diferencijacije B stanica nakon ekspresije CD10 i BCL6. MUML se nalazi uglavhom u
B-stani¢énom limfomu i koristan je za podrazvrstavanje malignih limfoma. Prisutnost ekspresije

MUM1 govori nam u prilog ne-GCB DLBCL-a s nepovoljnijom prognozom (17).
1.4.7. Podklasifikacija DLBCL zasnovana na MY C statusu

S obzirom da pacijenti s DLBCL-om imaju vrlo razli¢ite klini¢ke ishode, otkrivanje
prognostickih biljega danas je postalo vazno podrucje istrage. Ponavljajue kromosomske
translokacije MYC, BCL2, i BCL6 zabiljezene su kod nekih DLBCL-ova (18). Sre¢com, samo
10 % DLBCL-a sadrze MYC translokaciju (19). Takvi slu¢ajevi imaju loSiju prognozu s
kemorezistencijom 1 skracenim preZivljavanjem, pa je podklasifikacija DLBCL zasnovana na
MY C statusu postala presudna za odabir pacijenata koji su kandidati za intenzivnije lijecenje
(18, 19).
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Ispitati imunohistokemijska obiljezja (GCB / ne-GCB) DLBCL dijagnosticiranih u Klinickom

bolni¢ckom centru Osijek.
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3.1. Eti¢ka nacela

Istrazivanje je odobrilo Eti¢ko povjerenstvo Medicinskog fakulteta Osijek (Ur. broj 2158 - 61
- 07 - 21 - 163). Identitet bolesnika bio je zasticen.

3.2. Ustroj studije

IstraZivanje je ustrojeno kao presjeena studija na povijesnim podacima. Prilikom izrade
zavr$nog rada koristeni su povijesni podatci iz Zavoda za hematologiju i Klini¢kog zavoda za

patologiju i sudsku medicinu Klini¢kog bolnickog centra (KBC) Osijek.

3.3. Bolesnici

U istrazivanje su bili ukljuceni pacijenti kojima je u razdoblju od 1. 1. 2016. godine do 31. 12.
2020. godine u KBC-u Osijek dijagnosticiran DLBCL. Pregledom arhiva Zavoda za
Hematologiju KBC-a Osijek identificirani su pacijenti koji ispunjavaju kriterije za uklju¢ivanje
u istrazivanje. Obrada i dobiveni rezultati istrazivanja nece utjecati na dijagnozu i lijecenje

bolesnika ¢iji ¢e se materijal koristiti u istrazivanju.

3.4. Metode

Iz medicinskih zapisa Zavoda za hematologiju KBC-a Osijek preuzet ¢e se demografska i
klini¢ka obiljeZja, a iz arhivskog materijala (hemalaon eozinska i imunohistokemijska stakla te
parafinski blokovi) pohranjenog na Zavodu za patologiju i sudsku medicinu KBC-a Osijek ¢e
se procijeniti imunohistokemijska obiljezja svih dijagnosticiranih DLBCL u navedenom

razdoblju.

Arhivski materijal dobiven je na nacin da se uzorak tumorskog tkiva najprije fiksirao u 10 %
formalinu u svrhu o¢uvanja njegovog fizickog ustroja i molekularnog sastava. Nakon fiksacije,
provodio se postupak dehidracije uzorka i uklapanje uzorka u parafinske blokove. Tako
dobiveni parafinski blokovi bili su rezani na mikrotomu u rezove debljine 4 - 5 mikrometara.

Na kraju se svaki rez prenosio na stakalce i bojao standardnim hemalaon eozinskim bojenjem i
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imunohistokemijskim bojenjem. Stakalca sa tumorskim tkivom pregledavala su se svjetlosnim

mikroskopom.

3.5. Statisti¢ke metode

Kategorijski podaci ¢e biti predstavljeni apsolutnim i relativnim frekvencijama. Numericki
podaci e biti opisani aritmeti¢kom sredinom i standardnom devijacijom u slucaju raspodjela

koje slijede normalu, a u ostalim slu¢ajevima medijanom i granicama interkvartilnog raspona.

Podaci e biti statisticki obradeni ra¢unalnim programom SPSS Statistics Inc. (verzija 25.0.,

Chicago, IL, USA).



4. REZULTATI

4. REZULTATI

4.1 Demografske i klini¢ke znac¢ajke bolesnika

U istrazivanje je ukljucen 38 bolesnik s veéi udjelom muskaraca (55 %). Medijan dobi
pacijenata sa DLBCL je 67 godina u rasponu od 20 do 81 godine. Najvise ispitanika je u dobi
od 60 - 69 godina (36,8 %) i 70 - 79 godina (36,8 %) (tablica 4.1.).

Tablica 4.1. Raspodijela pacijenata s difuznim B velikostani¢nim limfomom, obzirom na spol i
dob.

Broj pacijenata prema spolu

Dob pacijenata Mussharei Fene Ukupno

20-29 0 2 2 (5,3 %)
30 - 39 1 0 1 (2,6 %)
40 - 49 0 1 1 (2,6 %)
50 - 59 3 1 4(10,5 %)
60 - 69 10 4 14 (36,8 %)
70 - 79 5 9 14 (36,8 %)
80 -89 2 0 2 (5,3 %)
Ukupno 21 (55,3 %) 17 (44,7 %) 38



4. REZULTATI

4.2. Imunohistokemijska obiljezja

GCB podtip dijagnosticiran je kod 13 pacijenata (34,2 %), a ne-GCB podtip kod 25 pacijenata
(65,8 %) (slika 4.1.) GCB je podjednako dijagnosticiran i kod muskaraca i Zena, a ne-GCB je

vise dijagnosticiran kod muskaraca (tablica 4.2.).

DLBCL

34,2% < 65,8%

Slika 4.1. Rezultati podjele imunofenotipskih podtipova difuznog B velikostani¢nog limfoma.
Izvor: izradila autorica rada u Microsoft PowerPoint programu. DLBCL - difuzni B
velikostani¢ni limfom; GCB - DLBCL koji su podrijetla germinativnog centra; NE-GCB -
DLBCL koji nisu podrijetla germinativnog centra.

Tablica 4.2. Podjela pacijenata s obzirom na spol i tip difuznog B velikostani¢nog limfoma.

Podtip DLBCL-a* prema imunohistokemijskim svojstvima

Spol pacijenata

GCB? ne-GCBf

Muskarci 6 (46,1 %) 15 (60 %)

Zene 7 (53,8 %) 10 (40 %)
Ukupno 13 25

*DLBCL - difuzni B velikostani¢ni limfom (engl. diffuse large B-cell lymphoma ); GCB7 -
DLBCL koji su podrijetla germinativnog centra ( engl. Germinal centre B cell- like); ne-GCB}

- DLBCL koji nisu podrijetla germinativnog centra (engl. Non Germinal centre B cell- like).
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4. REZULTATI

Potom smo pacijente podijelili s obzirom na dob i GCB i ne-GCB podtip DLBCL-a. Najvise
pacijenata s GCB podtipom je u skupini od 60 - 69 godina. Najvise pacijenata sa ne-GCB
podtipom je u skupini od 70 - 79 godina (tablica 4.3.).

Tablica 4.3. Podjela pacijenata s obzirom na dob i tip difuznog B velikostani¢nog limfoma.

Podtip DLBCL-a* prema imunohistokemijskim svojstvima

Dob pacijenta

GCB7? ne GCBf
20-29 1 1
30-39 0 1
40 - 49 0 1
50 -59 3 1
60 - 69 5 9
70-79 4 10
80 -89 0 2

*DLBCL - difuzni B velikostani¢ni limfom ( engl. diffuse large B-cell lymphoma ); GCB¥ -
DLBCL koji su podrijetla germinativnog centra ( engl. Germinal centre B cell- like); ne-GCB3

- DLBCL koji nisu podrijetla germinativnog centra (engl. Non Germinal centre B cell- like ).

11



4. REZULTATI

4.3. c-MYC ekspresija

C-MYC ekspresija uocena je kod 7 pacijenata (18,4 %). U GCB podskupini 4 od 13 (30,8 %)
pacijenata su imali c-MYC ekspresiju. S druge strane, kod ne-GCB podskupine samo 3 od 25

(12 %) pacijenata pokazalo je c-MYC ekspresiju (tablica 4.4.).

Tablica 4.4. Podjela pacijenata s obzirom na c-MYC ekspresiju i podtip difuznog B

velikostani¢nog limfoma.

Podtip DLBCL-a7 prema imunohistokemijskim

c-MYC*
ekspresiia svojstvima Ukupno
GCBZ# ne GCB§
Ima 4 3 7
Nema 9 22 31

*c-MYC - obitelj gena regulatora i protoonkogena koji kodiraju faktore transkripcije; DLBCLY -
difuzni B velikostani¢ni limfom ( engl. diffuse large B-cell lymphoma ); GCBf - DLBCL koji su
podrijetla germinativnog centra ( engl. Germinal centre B cell- like); ne-GCB§ - DLBCL koji nisu
podrijetla germinativnog centra (engl. Non Germinal centre B cell- like )
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5. RASPRAVA

5. RASPRAVA

Sirom svijeta, incidencija NHL-a je u porastu te je do danas dosegla postotak od &ak 5 % svih
malignih bolesti (7). Ve¢ina NHL-a su B stani¢ni, a daleko naj¢es¢i je upravo DLBCL (6, 12).
Pomoc¢u imunohistokemijskih obiljezja podijelili smo DLBCL-a na GCB podskupinu koja je
prognosti¢ki povoljna i ne-GCB podskupinu koja je prognosticki nepovoljna. Takva

imunohistokemijska podjela provedena je u brojnim istrazivanjima diljem svijeta (14).

U Republici Hrvatskoj objavljeno je vrlo malo na ovu temu, a do sada nije ispitivana
imunohistokemijska podjela DLBCL dijagnosticiranih u KBC-u Osijek. U ovom istrazivanju,
koje je provedeno na Zavodu za hematologiju KBC-a Osijek, tijekom razdoblja od 4 godine (1.
1. 2016. - 31. 12. 2020.), ukupno je dijagnosticirano 38 DLBCL-a. Ve¢i postotak su ¢inili
muskarci sa 55,3 %. Ovakvi rezultati sa ve¢im postotkom DLBCL-a dijagnosticiranim kod
muskaraca podudaraju se sa rezultatima dobivenim u Japanu (52 %) i rezultatima Linsay i sur.
(56,6 %) (20, 21). S druge strane, studija objavljena u Washingtonu dobila je rezultate suprotne

nasima sa ve¢im postotkom DLBCL-a dijagnosticiranog kod Zena (14).

Nasi rezultati pokazuju da je ne-GCB ¢e§¢i imunofenotipski podtip DLBCL-a (65,8 % nasuprot
34,2 % GCB). Ovakvi rezultati podudaraju se sa rezultatima dobivenim u Zagrebu 2012. godine
gdje je 35 % bolesnika imalo GCB fenotip, a 65 % ne-GCB fenotip (22). Takoder, diljem
svijeta razne studije dobile su rezultate slicne naSima. Studija objavljena u Washingtonu dobila
je rezultat od 51 % DLBCL-a svrstanih u ne-GCB podtip (14). Druga studija provedena u
Svedskoj dobila je takoder rezultat slian nasem od 53 % slu¢ajeva DLBCL-a svrstanih u ne-
GCB podtip (23). Medunarodno multiinstitucionalno istrazivanje ,,Potvrdivanje molekularne
klasifikacije difuznog B velikostani¢nog limfoma imunohistokemijom pomocéu tkivnog
mikroreza“ prikupilo je podatke od 152 pacijenta na razli¢itim sveucilistima i centrima za rak,
te su takoder dobili rezultate koji se podudaraju s nasima od 58 % ne-GCB podtipa DLBCL-a
(14).

S druge strane, veliki broj studija dobio je rezultate koji se ne podudaraju s nasima. Studija
provedena u Indiji izvjestila je da od ukupno 83 pacijenata, 44 od njih (53 %) svrstano je u GCB
podskupinu (24). Sukladno tome Lindsay i sur. objavili su studiju koja je ukljucivala 214
pacijenata od koji su svrstali njih 112 (52 %) u GCB podskupinu (21). Takoder, studija
provedena u Ekvadoru dobila je rezultat od 42,9 % pacijenata svrstanih u GCB podskupinu
nasuprot 33,3 % svrstanih u ne-GCB podskupinu (14). Gupta i sur. u svojoj studiji dobili su
ogroman rezultat od ¢ak 73 % DLBCL-a GCB podskupine(25).
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5. RASPRAVA

Nase istrazivanje utvrdilo je prekomjernu c-MYC ekspresiju kod 18,4 % pacijenata. To se ne
podudara sa podatcima da samo 10 % DLBCL-a sadrze c-MYC ekspresiju (19). Brojne druge
studije izvjestile su 0 c-MY C ekspresiji kod manjeg postotka pacijenata. Istrazivanje provedeno
u Zagrebu izvjestilo je 0 c-MYC ekspresiji kod 4,5 % pacijenata (22). Sli¢an rezultat od 8 % c-
MY C ekspresije dobila je studija objavljena u Washingtonu (14). Nesto veci postotak od 14 %
c-MYC ekspresije koji se takoder ne podudara sa podatkom da samo 10 % DLBCL-a sadrze c-
MY C ekspresiju dobila je studija provedena u Japanu (19, 20). Ogroman postotak od ¢ak 40,7
% prekomjerne c-MYC ekspresije dobila je studija provedena u Ekvadoru (14).

C-MYC ekspresija u nasem istrazivanju bila je ¢es¢a kod GCB podtipa DLBCL-a (30,8 %
nasuprot 12 % ne-GCB). Ti rezultati analogni su rezultatima dobivenim u Ekvadoru gdje je
takoder ekspresija c-MYC prevladavala kod GCB podtipa (42,9 %) (14). S druge strane, Gupta
I sur. izvjestili su da je u njihovom istrazivanju c-MYC ekspresija bila ¢es¢a kod ne-GCB
podtipa (25).

S obzirom da pacijenti sa c-MYC prekomjernom ekspresijom imaju lo$iju prognozu,
kemorezistenciju i skraceno prezivljenje, razmatra se da prekomjerna ekspresija c-MYC

proteina bude prognosticki ¢cimbenik neovisan o IPI (14).

14



6. ZAKLJUCAK

6. ZAKLJUCAK

Na temelju provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata mozemo zakljuciti:

1. Ne-GCB podtip DLBCL-a je ¢e$¢i u odnosu na GCB podtip DLBCL -a.
2. GCB podtip DLBCL je podjednako utvrden i kod muskaraca i Zena, a ne-GCB je
¢es¢e utvrden kod muskaraca.

3. GCB podtip DLBCL-a ima ¢esce izrazenu c-MYC ekspresiju.

15



7. SAZETAK

7. SAZETAK

Cilj istrazivanja: Ispitati imunohistokemijska obiljezja (GCB / ne-GCB) difuznih B
velikostani¢nih limfoma (DLBCL) dijagnosticiranih u Klinickom bolni¢kom centru (KBC)
Osijek.

Nacrt studije: DLBCL najces¢i je podtip agresivnih ne-Hodgkinovih limfoma (NHL).
Imunohistokemijskom analizom markera aktivacije i diferencijacije DLBCL-a, ovaj limfom

mozemo podijeliti na prognostic¢ki povoljnu (GCB) i nepovoljnu (ne-GCB) podskupinu.

Bolesnici i metode: Ova presje¢ena studija provedena je uz pomo¢ medicinske dokumentacije
na Odjelu za hematologiju KBC-a Osijek u kombinaciji s demografskim i klini¢kim
karakteristikama te pocetnim laboratorijskim nalazima odraslih pacijenata S novootkrivenom

DLBCL. Izvedeno je u razdoblju od 1. sije¢nja 2016. do 31. prosinca 2020..

Rezultati: Ukupno je u ovu studiju bilo uklju¢eno 38 pacijenata, 21 od 38 bili su muskarci
(55,3 %), a 17 pacijenata (44,7 %) su bile Zzene. Medijan dobi pacijenata sa DLBCL-om je 67
godina u rasponu od 20 do 81 godine. 13 od 38 (34,2 %) bolesnika svrstano je u GCB
podskupinu, dok je 25 bolesnika (65,8 %) klasificirano u ne-GCB podskupinu. ¢c-MYC
imunohistokemijsku ekspresiju imalo je ukupno 7 od 38 bolesnika (18,4 %). U GCB podskupini
4 od 13 (30,8 %) pacijenata su imali c-MYC ekspresiju, dok je u ne-GCB podskupini samo 3
od 25 (12 %) pacijenata pokazalo c-MYC ekspresiju.

Zakljucéak: Na temelju ovih rezultata mozemo zakljuciti da DLBCL priblizno podjednako
zahvaca oba spola. Otprilike dvije tre¢ine bolesnika klasificirano je kao podgrupa koja nije

GCB, a u obje podskupine (GCB i ne-GCB) nije uocena prekomjerna c-MY C ekspresija.

Kljuéne rije¢i: c-MYC ekspresija; difuzni B velikostani¢ni limfom; imunohistokemija;

markeri; podskupina

16



8. SUMMARY

8. SUMMARY

Immunohistochemical characteristics of diffuse large B-cell lymphoma diagnosed at the
University Hospital Centre Osijek

Objestives: Examine immunohistochemical characteristics (GCB / non-GCB) of DLBCL

diagnosed at the Clinical Hospital Center Osijek.

Study design: Diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) is the most common subtype of
aggressive non-Hodgkin lymphomas (NHLs). Immunohistochemical analysis of DLBCL
activation and differentiation markers can be divided into a prognostically favorable (GCB) and
unfavorable (non-GCB) subgroups DLBCL.

Participants and methods: This cross-sectional study was performed using medical records at
the Department of Hematology at the University Hospital Center Osijek combined with
demographic and clinical characteristics and initial laboratory findings of adult patients with
newly diagnosed DLBCL. It was performed in the period fron the 1th of January 2016 to the
31th of December 2020.

Results: In total 38 patients were included in this study, 21 out of 38 were male patients (55,3
%) and 17 patients (44,7 %) were female. The median age value of the patients is 67 with range
form 20 to 81 year of age. 13 out of 38 (34,2 %) patients were classified as germinal centre
subgroup (GCB), while 25 patients (65,8 %) were classified as non-germinal centre subgroup
(non-GCB). c-MYC immunohistochemical expression had 7 out of 38 patients (18,4 %). Inthe
GCB subgroup, 4 of 13 (30.8 %) patients had c-MYC expression, while in the non-GCB
subgroup, only 3 of 25 (12 %) patients showed c-MY C expression.
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8. SUMMARY

Conclusion: Based on theese results we can conclude that DLBCL affects both sexes
approximately equaly. About two-thirds of the patients are classified as non-GCB subroup and

in both subgroups (GCB and non-GCB) c-MYC is not overexpressed.

Key words: c-MYC expression; diffuse B large cell lymphoma; immunohistochemistry;

markers; subgroup
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