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Abstrakt

V roce 2015 byly v Ceské republice hlageny téméf 3 tisice novych ptipadi lymfomt a
leukémii a 1751 osob na tato onemocnéni zemielo. Z toho 277 hlasenych ptipadii (9 %) a

60 amrti (3,5 %) ptipadlo na skupinu Hodgkinovych lymfoma (HL).

U Hodgkinovych lymfomt, na rozdil od vétSiny ostatnich lymfomt, nadorové bunky
predstavuji pouze malou ¢ast z celkové populace postizené tkan€. Rozlisujeme dvé velké
skupiny HL: klasicky Hodgkiniiv lymfom (CHL), ktery se déale d¢€li na c¢tyii podtypy, a
nodularni Hodgkintiv lymfom s predominanci lymfocyti (NLPHL).

CHL postihuje nejcastéji kréni lymfatické uzliny mladych dospélych a mize se $ifit do
dalsich lokalit. Jde o onemocnéni s velmi dobrou progndézou: pomoci radioterapie a
kombinované chemoterapie se dnes podaii vylé¢it 80-90 % pacientl, avSak tito maji

vyznamné zvysené riziko sekundarnich malignit.

NLPHL piedstavuje asi 5 % HL a objevuje se nejcastéji ve ctvrté dekadé Zivota v krénich
a axilarnich uzlinadch. Obvykle pomalu progreduje a vyborné reaguje na terapii, a to 1

v piipad¢ relapst, které nejsou vzacné.

Pti podezieni na lymfoproliferativni onemocnéni je vhodné dodat tkan do laboratoti
oddéleni patologie v nativnim stavu. Odebrany material je zpracovan dle definovanych
pravidel a po fixaci a prosyceni parafinem zalit do parafinu. Ze vzniklych bloc¢kl jsou

zhotovovany preparaty, které patolog hodnoti.

Velky vyznam v diagnostice nadorti ma imunohistochemie (IHC), ktera se zabyva detekci
antigend in situ pomoci specifickych priméarnich protilatek. Diky této metod¢ je mozné
stanovit diagnozu velkého mnozstvi naddorii a pomoci tak zahdjit cilenou terapii, ktera mize

zachranit Zivot nebo jej prodlouZit i o n¢kolik let.

Klic¢ova slova: Hodgkintiv lymfom, histologické zpracovani materialu, imunohistochemie



Abstract

In 2015, almost three thousands of new cases of leukemias and lymphomas were reported
and 1751 patients died from these cancers in the Czech Republic. Out of these, 277 cases (9
%) and 60 deaths (3.5 %) were related to Hodgkin’s lymphoma (HL).

In Hodgkin’s lymphoma the tumor cells comprise only a small minority of the involved
tissue. Two distinct groups of HL are recognized: Classical Hodgkin’s Lymphoma (CHL),
further divided into four subtypes, and Nodular Lymphocyte—Predominant Hodgkin’s
Lymphoma (NLPHL).

CHL affects primarily cervical lymph nodes of young adults and may spread to other
sites. The prognosis is very good with 80-90 % of patients being cured by radiotherapy and
multiagent chemotherapy. However, these patients are at a significant risk of secondary

malignancies.

NLPHL, which constitutes about 5 % of HL, affects primarily cervical and axillary lymph
nodes of patients between 30 and 40 years of age. Usually, the progression is slow, and the

tumor shows excellent sensitivity to therapy.

When a suspicion of lymphoproliferative disease arises, it is recommended to deliver the
involved tissue to the pathology department in a native state. There are established guidelines
for the processing of the excised material. The final products are represented by histological

slides, which are then evaluated by a specialized pathologist.

A very important method in the diagnosis of tumors is immunohistochemistry (IHC) , a
method based on the detection of antigens in situ by specific primary antibodies. Owing to
this method, it is possible to diagnose a large number of cancers and to apply targeted therapy

that can save the life of a patient, or at least prolong it by several years.
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1. Uvod

V roce 2012 bylo dle Svétové zdravotnické organizace diagnostikovano cca 14 miliona
novych ptipadi zhoubnych nadorti a téméf 8,2 milionii pacienti na nésledky téchto

onemocnéni zemfelo.

V roce 2015 bylo dle udaji z UZIS v Ceské republice hlageno asi 58 tisic novych piipadi
(bez diagnoézy C44, tj. jiny zhoubny novotvar kiize), to odpovida incidenci 554/100 000
obyvatel. K nejcastéjSim zhoubnym novotvarim patii karcinomy tlustého stfeva, prostaty,
prsu a plic. Lymfomt a leukémii byly hlaSeny témét 3 tisice ptipadl, z toho 277 (9 %)
Hodgkinovych lymfomt (HL). Na nadorovd onemocnéni zemielo téméf 27 tisic osob
(26,5 % vsech timrti), z toho 1751 na nasledky lymfomi a leukémii, mezi nimiz 60 Gumrti

(3,5 %) piipadlo na Hodgkintiv lymfom. (UZIS, 2015)

Hodgkinovu chorobu poprvé popsal anglicky 1€kat a vynikajici patolog Thomas Hodgkin
(1798-1866) v roce 1832. Hodgkin vyuCoval na univerzit¢ v Edinburghu a byl
spolupracovnikem vyznamnych I1ékaii Richarda Brighta a Thomase Addisona v Londyn¢.
Jeho tuspéchy v oblasti patologie zahrnuji také jeden z prvnich popisi aortalni

nedostatecnosti (1827). (Encyclopaedia Britannica, 2015)

Thomas Hodgkin povazoval onemocnéni spiSe za hypertrofii lymfatického systému nez
za zhoubné bujeni. Na pielomu stoleti identifikovali rakousky patolog Carl Sternberg a
americka patolozka Dorothy Reedova v uzlinach nemocnych charakteristické buiiky (buiiky
Reedové-Sternbergovy). Carl Sternberg povazoval onemocnéni za urcitou formu
tuberkul6zy, Dorothy Reedova rovnéz spiSe za zanétlivy proces nez za malignitu. Na
pocatku dvacatého stoleti n¢které prace uvadély jako ptivodce onemocnéni baktérie (napft.
Bacillus Hodgkini, Corynebacterium granulomatis maligni). Priikaz viru Epsteina-Barrové
(EBV) v Burkittové lymfomu vedl ¢etné vyzkumné tymy k nazoru, Ze tento virus hraje
vyznamnou roli 1 u Hodgkinova lymfomu. Cel¢ generace védeckych pracovniki tedy vétily,

ze HL je zpisoben infekénim agens. (Zdravi a medicina, 2000)

Nadorovy charakter HL byl zvaZovan jiz ve 40. letech 20. stoleti, av§ak potvrzen az v
60. a 70. letech na zaklad€ cytogenetickych vySetieni a ovéfeni klonality procesu.

(LAKHTAKIA Ritu, 2015)



2. Literarni prehled

2.1 Funkce lymfatické tkané

Lymfatické uzliny jsou organy kulovitého ¢i ledvinovitého tvaru, tvofené lymfatickou
tkani a opatfené pouzdrem. Jsou rozesety témeét po celém téle v prubéhu lymfatickych cév.
Lymfatické uzliny vytvareji série za sebou propojenych filtra, které hraji zdsadni roli

v obran¢ organismu proti mikrobim a nadorovym bunkam. (L. Carlos Junqueira, 1997)

2.2 Morfologie lymfatické tkané

Lymfatické uzliny jsou na jedné strané¢ konvexni a na protilehlé strané opatfeny
vkleslinou, hilem, jehoZ cestou do organu vstupuji artérie, nervy a opoustéji jej vény. Tvar
a vnitini uspofadani uzlin se rizni, avSak u vSech je zachovan zakladni vzor. Vazivové
pouzdro, které uzliny obaluje, vysila do nitra trabekuly. Uzlina se sklada ze zevni a vnitini
korové oblasti a z dfené. Mezi pouzdrem a zevni korovou oblasti je vytvoien subkapsularni
sinus (splav), ktery je propojen se sinusy diené prostfednictvim intermedidlnich sinust, jez
probihaji rovnobézné s vazivovymi trabekulami pouzdra. Zevni korova oblast obsahuje
fidkou sit’ retikularnich buné¢k, vlaken a makrofagt. Vnitini korovou oblast tvoti lymfoidni
tkan sestavajici ze sité retikularnich bunck a vldken, ktera je osidlena lymfoidnimi elementy.

(L. Carlos Junqueira, 1997)

Dren se sklada z dfefiovych provazct, rozvétvenych vybézkl lymfoidni tkdné vnitini
korové oblasti, jez jsou oddéleny rozSitenymi strukturami podobnymi kapilaram, které se
nazyvaji dfeflové lymfoidni sinusy. Jsou to nepravidelné prostory obsahujici lymfu. Stejné
jako subkapsularni a intermedialni sinusy jsou z¢asti lemovany retikuldrnimi bunikami a
makrofagy. Retikularni buniky a vlakna Casto pfemost’uji sinus a vytvareji fidkou sitovinu.
Velké rozvétvené folikularni dendritické buniky, které se v lymfatickych uzlindch nachazeji,

plni funkci elementl prezentujicich antigen. (L. Carlos Junqueira, 1997)

Aferentni lymfatické cévy prochéazeji pouzdrem lymfatickych uzlin a ptivadéji lymfu do
subkapsuldrniho sinu. Odtud se lymfa dostava pies intermedialni sinusy do nitra uzliny, kde
se vylévd do dfenovych sinust. SloZitd architektura sinusi zpomaluje tok lymfy, coZ

usnadiiuje zachytdvani a trdveni cizorodych materiald makrofagy. Lymfa téz infiltruje



lymfoidni tkan, zvolna postupuje z kiiry do diené a sbird se do eferentnich lymfatickych cév

v hilu uzliny. (L. Carlos Junqueira, 1997)

Na zéklad¢ morfologickych ryst se v lymfatické uzlin€é rozliSuji primarni nebo
sekundarni uzliky (folikuly). Primarni uzliky jsou sférické nakupeniny lymfocyti bez
zietelné vyznacené centralni oblasti. Takovéto uzliky se vyskytuji v uzlinach, které jeste
nebyly vystaveny antigeniim. Sekundarni uzliky se od primarnich 1i§i centralni projasnénou
zonou — germinalnim centrem. Germinalni centrum piedstavuje shluk aktivovanych B
lymfocyt s objemnou cytoplazmou, které se objevuji v reakci na antigenni stimul, jenz

vyvola jejich proliferaci (L. Carlos Junqueira, 1997).

2.3 Klasifikace Hodgkinovych lymfomi

RozliSujeme dvé velké skupiny Hodgkinovych lymfomt (HL): klasicky Hodgkinliv
lymfom (CHL), ktery se dale déli na ¢tyfi podtypy, a nodularni Hodgkintiv lymfom
s predominanci lymfocyti (NLPHL).

2.3.1 Klasicky Hodgkinuv lymfom (CHL)

Klasicky Hodgkiniv lymfom je klondlni maligni lymfoproliferace vychézejici z B
lymfocyt germinalniho centra. Na rozdil od ostatnich lymfomi nadorové buiky predstavuji
malou ¢ast (0,1-2 %) z celkové populace postizené tkané€. Histopatologickd diagndza je
zalozena na identifikaci bunc¢k Reedové a Sternberga (RS), které se nachdzeji na
nenadorovém zanétlivém pozadi. Ackoli mnoho ptipadii by mohlo byt diagnostikovano na
zakladé morfologie nadorovych bunék, kritéria diagnézy zahrnuji 1 jejich
imunofenotypizaci. RS buniky ve vétSin€ piipadi exprimuji antigeny CD30 a CD15, pfi¢emz

postradaji spole¢ny leukocytarni antigen (LCA, CD45). (Brauninger, 2006)

2.3.1.1 Klasifikace klasického Hodgkinova lymfomu (Swerdlow, 2017)
a) podtyp bohaty na lymfocyty
b) podtyp nodularni sklerdzy
c) podtyp smiSené bunécnosti

d) podtyp s depleci lymfocyth



2.3.1.2 Epidemiologie

Hodgkinovy lymfomy piedstavuji 15-25 % ze vSech malignich lymfoma. Ptiblizné 95 %
piipadi spada do kategorie CHL a zbylé ptipady do NLPHL. V Ceské republice se roéné
diagnostikuji 2-3 novi pacienti s HL na 100 000 obyvatel. Vyskyt Hodgkinova lymfomu je

vyssi ve vyspélejSich zemich nez v zemich rozvojovych.

Klasicky Hodgkintiv lymfom ma dva vékové vrcholy vyskytu: nejcasteji se objevuje u
mladych dospélych mezi 15. a 35. rokem Zivota, druhy vrchol je u osob starSich 55 let. U
déti je CHL velmi vzacny, zvlasté u déti mladsich tii let. Celkovy pomér muza k zendm je
pfiblizng 1,5:1 a distribuce histologickych podtypt se méni s vékem. Casto byly popisovany
ptipady rodinného vyskytu HL a sourozenci pacientti s HL maji stfedné zvySené riziko

vzniku onemocnéni.

Zatimco subtyp nodularni skler6zy prevlada u mladych dospé€lych, zv1asté u Zen, je u déti
a starSich pacientli vyssi podil subtypu smiSené bunécnosti. Rozvojové zemé vykazuji
odlisny epidemiologicky vzorec: prvni vrchol vyskytu je v détském véku s pfevahou podtypu

smiSené bunécnosti a chybi vrchol v rané dospélosti. (Thomas, 2002)

2.3.1.3 Etiologie

Pficina CHL neni stale zndma, ale kvili epidemiologickym a klinickym rysim
onemocnéni je jiz dlouho podezieni na infekéni agens. Detekce viru Ebsteina-Barrové
(EBV) v neoplastickych buiikach vyznamné ¢asti CHL potvrdila jeho zapojeni, nicméné jak
ukazuji EBV-negativni pfipady, neni tento virus pro rozvoj nemoci zcela klicovy a
pravdépodobné predstavuje pouze kofaktor v pozitivnich ptipadech. EBV je nejcastéji
zjistén u CHL u déti a starSich dospélych a v souvislosti s infekci virem lidské
imunodeficience (HIV). Frekvence asociace EBV a CHL u imunokompetentnich pacientii
zavisi na histologickém podtypu, véku v dob€ diagnézy, geografickém a etnickém pivodu a
socioekonomickych faktorech. V CHL podtypu smiSené bunécnosti se EBV prokdze v
piiblizné 75 % ptipadii, zatimco podtyp nodulérni sklerézy je EBV-pozitivni v 10-25 %.
(Glaser, 1997)

10



2.3.1.4 Klinicky obraz

Klinicky se CHL projevi asi v 90 % ptipadi nejprve v lymfatickych uzlinach, obvykle
jako pomalu rostouci, nebolestivd masa. Nejcastéji jsou postizeny uzliny kréni (75 %),
axilarni a inguinalni. U asymptomatickych pacienti je onemocnéni Casto zachyceno jako
rozsifeni mediastina na rutinnim rentgenovém snimku. Mohou se objevit pfiznaky spojené s
postizenim specifickych organti, jako je syndrom horni duté zily, bolest kosti nebo
neurologické piiznaky. Retroperitonealni lymfadenopatie a postizeni sleziny jsou casté,
zatimco axialni lymfatické uzliny byvaji usetfeny. Infiltrace kostni dfen¢ je u CHL relativné

vzacna, vyskytuje se piiblizné u 5 % imunokompetentnich pacienti.

Ackoli CHL se témét vzdy vyskytuje v uzlinach, mize v prubéhu onemocnéni zasahnout
prakticky jakoukoli ¢ast téla. V pokrocilém stadiu se nador ¢asto §ifi do sleziny, kostni diené
a jater, izolované postizeni téchto organii je vSak vziacné. Infiltrace thymu je Castd u

mediastindlniho onemocnéni.

Ptiblizné 30-40 % pacienti s CHL ma B symptomy (oznaceni pro systémové piiznaky
dle stagingového systému Ann Arbor), tj. hmotnostni ubytek, no¢ni poceni, teploty. Prestoze
jsou B symptomy castéjsi v pokrocilych stadiich onemocnéni, mohou se vyskytnout také na
pocatku, pravdépodobné vlivem zanétlivych cytokinti produkovanych nadorem. (Colby,

1982)

2.3.1.5 Laboratorni ndlezy

Laboratorni ndlezy jsou vétSinou nespecifické a zahrnuji leukocytozu, zvySenou
sedimentaci erytrocytii a zvySenou koncentraci laktatdehydrogendzy. Eozinofilii lze
pozorovat u piiblizné¢ 20 % pacientll a lymfopenie je pfitomna v pokrocilych stadiich
onemocnéni. VétSina pacientli s CHL vykazuje defekty v bunééné zprostfedkované imunité
bez ohledu na onemocnéni. Klinicky se tato anergie mliZe projevit jako zvySena nachylnost
k infekcim. Stale neni jasné, zda tyto imunitni abnormality pfedchazeji onemocnéni a mohou
prispivat k jeho rozvoji, nebo jsou sekundarnimi jevy, pravdépodobné v disledku

imunosupresivnich cytokind vylu¢ovanych nadorovou populaci. (Poppema, 1999)
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2.3.1.6 Staging

Stagingové klasifikacni systémy poskytuji dilezité prognostické informace a tvoii zéklad
pro n¢ktera 1écebna rozhodnuti. Presnost stagingu v CHL se opira o skute¢nost, ze HL se $ifi
vysoce predvidatelnym zplGsobem lymfatickymi cestami. Kromé podrobné klinické
anamnézy, fyzikalniho vysetfeni a laboratornich metod vyzaduje staging HL podrobné
vySetfeni zobrazovacimi metodami, véetné RTG hrudniku a pocitacové tomografie (CT)

hrudni a bfisni dutiny. (Ansell, 2016)

2.3.1.7 Prognoza

Klinicky pribé¢h a prognéza CHL se od zavedeni radioterapie a kombinované
chemoterapie dramaticky zménila. Dnes se podafi vylécit 80-90 % pacienti. CHL je
mimotadné citlivy na radioterapii a Uplné remise 1ze dosdhnout mirnymi ddvkami u vétSiny
pacientd s onemocnénim v raném stadiu. V posledni dob¢ se vsSak preferuje kombinace
radioterapie s chemoterapii, ptipadné¢ samotna chemoterapie. Diivodem je snaha vyhnout se

pozdnim komplikacim radioterapie. (Canellos, 2014)

Ackoli je uspéSnost lé€by CHL vysoka, pacienti maji vyznamné zvySené riziko
sekundéarnich nadorovych onemocnéni, ktera jsou hlavni pfi¢inou umrti u dlouhodobé
prezivajicich. Nejcastéji se setkdvame s béznymi solidnimi nadory, jako je karcinom tlusté¢ho
stteva, prsu a plic, ovSem nejvice stoupa incidence nelymfocytickych leukémii. Mezi
sekundarnimi non-Hodgkinskymi lymfomy (NHL) po CHL je nejcast&jsi difuzni
velkobunéény B-lymfom (DLBCL), ¢asto v extranodalnich lokalitach. Obecné je progndza
sekundérnich malignit Spatna. (Arber, 2017)

2.3.1.8 Morfologie a podtypy klasického Hodgkinova lymfomu

Diagnostickymi buikami CHL jsou buiiky Reedové-Sternbergovy (RS buiiky). Klasické
RS bunky jsou velké az 100 pum a obsahuji dvé ¢i vice jader, ptipadné jedno velké lalo¢naté,
které v fezu imponuje jako jadra vicecCetna. Jadra maji napadnou jadernou membranu, svétly
chromatin a jedno velké eosinofilni jadérko pfipominajici virovou inkluzi. Cytoplazma je
bohata a amfofilni. Jednojaderné nadorové bunky se nazyvaji Hodgkinovy buniky. V mnoha
piipadech klasické RS buiiky ptedstavuji jen mensinu nadorové populace. Casto miizeme
pozorovat degenerované RS a Hodgkinovy bunky s tmavé se barvici kondenzovanou

cytoplazmou a kondenzovanym jadernym chromatinem, tzv. mumifikované bunky. Podobné
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bunky jako u Hodgkinova lymfomu lze nalézt i u jinych onemocnéni, tudiz jejich pfitomnost

nedostacuje pro stanoveni diagnoézy tohoto nadoru.

Typické bunky podtypu nodularni skler6zy jsou lakunarni bunky, které maji bohatou
svétlou az lehce eosinofilni cytoplazmu a dobte patrné bunécné hranice. Jadra jsou obvykle
vice lalo¢natd, s hrubym chromatinem a jadérky mensimi nez u Hodgkinovych a RS bunék.
V disledku fixace je cytoplazma v perinuklearni oblasti kondenzovana a paprskovité vybiha

k bunécné membrang, ¢im vytvaii prazdné prostory podobné lakunam.

Na zakladé morfologie nddorovych bun€k, ristové architektoniky a charakteru infiltratu

na pozadi, se rozliSuji ctyti podtypy CHL. (Swerdlow, 2017)

2.3.1.8.1 Podtyp nodularni sklerozy

Jedna se o nej€astéjsi podtyp CHL, ktery v zapadnich zemich predstavuje 50-80 % vSech
pripadi. Lymfaticka uzlina je tuhé konzistence, na fezu s bélavymi ¢i nazloutlymi uzly,
odd¢€lenymi pruhy vaziva. Mikroskopicky jsou uzly velmi bunééné, nékdy s nekrdézami ¢i

abscesy, a oddélené koncentricky uspofddanymi kolagennimi vldkny. (Arber, 2017)

Ptitomnost fibrozy je definujicim znakem tohoto podtypu, avSak jeji rozsah je velmi
variabilni, od nenédpadného ztlusténi pouzdra lymfatické uzliny po téméf kompletni nahradu
parenchymu lymfatické uzliny vazivovou tkani, v niZ je jen malé mnozstvi nadorovych
bun¢k 1 infiltratu na pozadi (Obr. 1). To mlze Cinit diagnostické problémy, obzvlasté v

malych vzorcich. (Arber, 2017)

Pti velkém zvétSeni jsou lakunarni buiiky dobfe rozpoznatelné (Obr. 2., mohou byt
rozptylené, piipadné vytvaret rizn¢ velké shluky. Klasické RS buiiky jsou u tohoto podtypu
méné Cetné.

Slozeni reaktivniho infiltratu na pozadi se mtze liSit ptipad od ptipadu i v jednotlivych
nodulech. Nékdy prevazuji malé lymfocyty, vétSinou vSak nachazime smés lymfocytl,
neutrofiltl a &etnych eozinofild, dale plazmatické buiiky a makrofagy. Casta je tvorba

eosinofilnich ¢i neutrofilnich abscest. (Arber, 2017)
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Obrazek 1.: Klasicky Hodgkiniiv lymfom (podtyp nodularni sklerdzy). Nadorové uzly jsou oddélené

Sirokymi pruhy kolagenniho vaziva, patrné je téz ztlustelé pouzdro lymfatické uzliny. HE 100x

Zdroj: Ustav patologie 1. LF UK a VFN v Praze

Obrazek 2.: Klasicky Hodgkiniiv lymfom (podtyp nodularni sklerozy). Nadorové buiiky, nékteré
charakteru lakundrnich bunék (oznaceny Sipkou), jsou na pozadi tvoreném prevazné malymi

lymfocyty. HE 600x

Zdroj: Ustav patologie 1. LF UK a VFN v Praze

14



2.3.1.8.2  Podtyp smisené celularity

Jedna se o druhy nejcastéjsi podtyp CHL, ktery v zapadnich zemich piedstavuje 20-30 %
vSech ptipadi. Pivodni struktura lymfatické uzliny je obvykle difuzné setteld, ackoliv
v Casnych stadiich mlze nador rust v interfolikularni zoné, piipadné mizeme zastihnout
rezidudlni zarode¢na centra. Klasické Hodgkinovy a RS bunck jsou cetné a snadno

rozpoznatelné, vétSinou rovnomérné rozptylené. (Arber, 2017)

Infiltrat na pozadi sestava z heterogenni populace malych lymfocytl, eozinofili,
plazmatickych bunék a histiocytdt. Lymfocyty mohou vykazovat urcité jaderné
nepravidelnosti, av§ak ndpadnéjsi atypie by mély vzbudit podezieni na non-Hodgkinsky
lymfom (NHL). V nékterych ptipadech mizeme nalézt Cetné shluky epiteloidnich histiocytu.
Ptitomnost kolagenni fibrozy vylucuje diagndzu tohoto podtypu. (Arber, 2017)

2.3.1.8.3  Podtyp bohaty na lymfocyty

Tento podtyp se vyznacuje pritomnosti malého mnozstvi Hodgkinovych a RS bun¢k na
pozadi tvofeném pirevazné malymi lymfocyty. Popisovany jsou dv¢ rlstové varianty: ¢asta

noduldrni a vzacna difuzni. (Arber, 2017)

U nodularni varianty je struktura lymfatické uzliny caste¢né zachovana s dobte patrnymi
uzly, které sestavaji z B lymfocyti a Casto obsahuji regredovand, excentricky ulozena
zarode¢na centra. Ostatni zanétlivé bunky se vyskytuji vzacné. Nadorové builky jsou
disperzné rozptylené v rozsifené plastové zoné, jen ztidka ve shlucich. Ve vétsiné ptipadi
nachazime klasické RS buiiky, avSak pfitomny mohou byt i buitky podobného vzhledu jako
u NLPHL, tudiz je kli¢ové imunohistochemické vySetfeni. V infiltratu na pozadi prevazuji
B lymfocyty, ovS§em nadorové buiiky jsou €asto obklopeny T lymfocyty, které na rozdil od
NLPHL neexprimuji CD57. (Arber, 2017)

Druhé varianta tohoto podtypu roste interfolikularné ¢i difuzné a typické RS bunky se

nachdzeji na pozadi malych lymfocytl, prevazné T. (Arber, 2017)

Stale neni zcela jasné, zda je podtyp bohaty na lymfocyty samostatnou jednotkou, nebo
zda v nékterych pripadech predstavuje ¢asnou fazi podtypu smisené bunécnosti ¢i nodularni

sklerozy. (Arber, 2017)

15



2.3.1.8.4 Podtyp s depleci lymfocytii

Jedna se o nejméné Casty podtyp CHL, ktery ptedstavuje asi 1 % vSech ptipadii. Rozlisuji
se dv¢ varianty: s difuzni fibrozou a retikularni. U prvni z nich nachdzime mezi difizné
zmnozenymi neusporadanymi retikulovymi vldkny atypické buiiky, vCetné RS bunék, a
fidky smiSeny infiltrat na pozadi. Pro retikuldrni variantu jsou typické plochy tvotrené
atypickymi  bunkami, vcetné mnohych bizarnich anaplastickych RS  bunék.
Imunohistochemické vysetieni je nezbytné pro odliSeni od jinych lymfomi z velkych bun€k,

predevsim od anaplastického velkobunééného lymfomu (ALCL). (Arber, 2017)

2.3.1.9 Imunofenotypizace klasického Hodgkinova lymfomu

Diagnosticky vyznam ma jak fenotyp nadorovych bunék, tak antigenni profil infiltratu na
pozadi. Ackoli se jednotlivé subtypy CHL morfologicky liSi, imunofenotyp nadorovych
bunék je vcelku konstantni. RS bunky a jejich varianty exprimuji fadu antigenti souvisejici
s aktivaci lymfocytt, jako jsou CD30, CD25, CD40, CD71 atd., stejné tak antigeny, které
jsou bézn¢ exprimovany napfi. granulocyty (CD15) a folikularnimi dendritickymi bufikami
(fascin). Typicky postradaji spole¢ny leukocytarni antigen (LCA, CDA45) a vykazuji
ruznorodou expresi nékterych markeri B lymfocyti a vzacné T lymfocytii. Hodnoceni
imunofenotypu nadorovych buné¢k miize byt obtizné kvuli infiltratu na pozadi, obzvlasté
pokud jde o markery, které jsou exprimovany vétSinou nenadorovych bunék, jako je napf.

CD45 (Obr. 13). (Arber, 2017)

v

Nejspolehlivéjsi a nejcastéji pouzivané markery CHL jsou CD30 a CD15 (Obr 7 a 8).
CD30 exprimuji nadorové builky v 90-96 % ptipadit CHL. Zbarveni je membranové a
cytoplazmatické s teckovitym zvyraznénim v perinuklearni oblasti, které odpovida Golgiho
komplexu. CD30 je exprimovana téz nékterymi NHL, pfedev§im ALCL, ale také
nehematologickymi nadory, napf. embryonalnim karcinomem. Proto je dulezité hodnotit

imunohistochemické vySetieni v kontextu s morfologii. (Arber, 2017)

Expresi CD15 nachdzime u 75-85 % ptipadit CHL. Zbarveni mtze byt slabsi nez u CD30
a omezeno pouze na ¢ast nadorovych bunék, jinak je jeho charakter obdobny. Pozitivita
CDI15 pomaha v odliSeni RS bunék od CD30 pozitivnich reaktivnich blastd, které se
vyskytuji u nékterych infekci. U jinych nddorovych onemocnéni, nez je CHL, je koexprese

CD15 a CD30 rovnéZ vzacna. (Arber, 2017)
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Prakticky u v§ech CHL nachazime slabsi pozitivitu PAXS (Obr. 10). Z ostatnich pan-B
markert je CD20 (Obr. 9) exprimovana u 20-40 % piipadd, pticemz zbarveni byva slabé a
pouze u ¢asti nadorovych bun¢k. CD79a, OCT-2 a BOB.1 jsou prokazovany vzacné. (Arber,
2017). MUM-1 (Obr. 11), marker pozdni diferenciace B lymfocytt, je obvykle nddorovymi

buitkami exprimovan siln€. (Louissaint Jr, 2012)

Negativita spolecného leukocytarniho antigenu CD45 pomaha odlisit CHL od riznych
NHL, kter¢ jej mohou napodobovat, a od NLPHL. Ve 25-50 % ptipadi lze prokazat znamky
EBV infekce (imunohistochemicky LMP-1 a in situ hybridizaci EBER). (Arber, 2017)

2.3.2 Nodularni Hodgkiniiv lymfom s predominanci lymfocyti (NLPHL)

Svétova zdravotnickd organizace (WHO) uzndvad noduldrni Hodgkiniv lymfom
s predominanci lymfocytd (NLPHL) jako samostatné onemocnéni odlisné od klasického
Hodgkinova lymfomu (CHL). To odrazi skutecnost, ze mezi NLPHL a CHL existuji

histologické, epidemiologické, imunologické a genetické rozdily. (Swerdlow, 2017)

2.3.2.1 Epidemiologie

NLPHL tvoii v zapadnich zemich 3-8 % HL a objevuje se ve vSech v€kovych skupinéch,
s vy$§im vyskytem ve ctvrté dekade zivota (Graf 1). Mezi pacienty prevazuji muzi nad
Zenami v pomeéru 2,4:1. Byly popsany 1 rodinné piipady NLPHL. Pfi¢iny rodinného vyskytu
NLPHL nejsou znamé, ale pravdépodobné zahrnuji genetické 1 environmentalni faktory,

vcetné infekénich onemocnéni. (Saarinen, 2013)

Nékteré studie popisuji EBV-pozitivni NLPHL, zejména v rozvojovych zemich, zatimco
jiné nalezly pouze negativni piipady. Ackoli byl zaznamendn zvySeny vyskyt CHL u

pacientt s HIV, o NLPHL to neplati. (Arber, 2017)
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Graf 1.: Vyskyt NLPHL v riiznych vékovych kategoriich ve srovnani se dvéma podtypy CHL
(nodularni sklerozy (NSHL) a smisené bunécnosti (MCHL). (Arber, 2017)

2.3.2.2 Klinicky obraz

Pacienti obvykle piichézeji s dlouhodobou izolovanou lymfadenopatii. Casto dochazi
k postiZeni cervikalnich a axilarnich uzlin, méné €asto uzlin inguinalnich nebo femoralnich.
Mediastinalni NLPHL je vzacny (7 %). Z extranodalnich lokalit se nddor priméarné vyskytuje
v pokrocilejsich stadiich nemoci. B symptomy jsou mén¢ Casté a objevuji se pouze u 10 %
pacientll. Infiltrace kostni dfen¢ NLPHL je extrémné vzacnad (2,5 %) a je spojena s

agresivnim klinickym chovanim a Spatnou prognézou. (Hansmann, 1984)

Obvykle je NLPHL diagnostikovan v ¢asném stadiu, pomalu progreduje a vyborné
reaguje na terapii. Pfiblizné 20 % pacientd ma v dob¢ diagndzy onemocnéni v pokrocilém
stadiu. Recidivy jsou relativné Casté (cca 21 %), a to bez ohledu na ptvodni klinické stadium,
a neobvyklé nejsou ani recidivy opakované (27 %). U 65 % pacientti dojde k recidiveé v téze

oblasti, u 23 % v jiné¢ au 12 % je onemocnéni generalizovano. (Arber, 2017)
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2.3.2.3 Prognoza

U 3-14 % pacientli s NLPHL se vyvine DLBCL. V lymfatické uzlin€ postizené typickym
NLPHL mutzeme zastihnout noduly tvoiené téméei vyhradné LP buiikami, coZz by mohlo
odpovidat probihajici progresi onemocnéni. V jinych piipadech Ize v jedné lymfatické uzlin¢
zastihnout zaroven struktury NLPHL a DLBCL. K transformaci mtize dojit i mnoho let po
stanoveni diagn6zy NLPHL. Prognoéza takto vzniklého DLBCL je nejasnd, recentni studie
vSak naznacuji, ze se chova obdobn¢ jako de novo DLBCL, a tudiz by m¢l byt 1écen

agresivné. (Al-Mansour, 2010)

2.3.2.4 Morfologie NLPHL

Pfi malém zvétSeni je obvykle zjevné, Ze piivodni struktura lymfatické uzliny je
kompletné setfeld. V nékterych ptipadech je na periferii lem normélni lymfatické tkang,

obvykle ostfe oddéleny od nadoru. (Arber, 2017)
Je popisovano 6 imunoarchitektonickych typtt NLPHL: (Fan, 2003)
a) klasicky nodularni bohaty na B lymfocyty
b) noduldrni serpigindzni
¢) nodularni s ¢etnymi LP bunkami extranodalné
d) nodularni bohaty na T lymfocyty

e) difuzni pfipominajici velkobunéény B lymfom bohaty na T lymfocyty a histiocyty
(THRLBCL)

f) difazni bohaty na B lymfocyty

Casto je v jedné lymfatické uzling ptitomno vice typ zaroven. Nodularita je obvykle
dobfe patrna jiz v =zakladnim barveni HE (Obr. 3), ale mlze byt zvyraznéna
imunohistochemicky. Uzly mivaji riznou velikost, ptevazné jsou vSak velké. Nadoroveé
bunky se nachédzeji v uzlech i mimo né. Difizni riist se mize vyskytovat loziskové, jen

vzacné prevazuje. (Arber, 2017)

Vétsinu bunek v nodulech piedstavuji malé lymfocyty, mezi nimiz jsou rozptylené rizné
pocetné histiocyty a LP bunky. LP buniky lze obvykle nalézt snadno, v nékterych piipadech

je jich v8ak velmi malé mnozstvi, v jinych naopak vytvareji velké shluky. LP bunky maji
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jadro vétsi nez normdlni centroblasty a pro jeho lalo¢natost byvaly nazyvany ,,popcorn

cells“. Cytoplazma je relativné mélo objemna. (Arber, 2017)

V komprimovanych internodularnich oblastech se nachdzeji malé lymfocyty (Obr. 4) a

venuly s vysokym endotelem. (Arber, 2017)

2.3.2.5 Imunofenotypizace NLPHL

LP jsou pozitivni pfi imunohistochemickém prikazu CD45 (Obr. 21) a pan-B markera
CD20 (Obr. 14.) a PAXS (Obr. 20). Déle je obvykle pozitivni CD79a, avSak rizné intenzity,
bcl6 a variabilné MUM-1 (Obr. 16). Negativni byva prukaz CD19, stejné tak CD30 a CD15
(Obr. 17 a 18), které jsou exprimovany buikami CHL. (Arber, 2017)

LP bunky se obvykle vyskytuji na pozadi malych B lymfocytt z plastové zony, jejichz
pocet se postupem Casu snizuje. Zastoupeni T lymfocytti v nodulech je vysoce variabilni a
s trvanim nemoci stoupd. Vyznamna ¢ast T lymfocyti v NLPHL ma charakteristicky
imunofenotyp CD2+, CD3+ (Obr. 19), CD4+, PD1+, CD57+ (Obr. 15) a i v piipadech, kdy
je jejich celkovy pocet nizky, tyto buiikky obvykle vytvérteji kolem LP bunck rozety. (Arber,
2017)
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Obrazek 3.: Noduldarni Hodgkinitvv lymfom s predominanci lymfocytii. Pivodni tkan uzliny je

nahrazena nodularné rostoucim nadorem. HE 100x

Zdroj: Ustav patologie 1. LF UK a VFN v Praze

Obrazek 4.. Noduldarni Hodgkiniiv lymfom s predominanci lymfocytii. Nadorové bunky (nékteré

oznaceny Sipkou) jsou na pozadi tvoreném prevazné malymi lymfocyty. HE 600x

Zdroj: Ustav patologie 1. LF UK a VFN v Praze
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3. Cil prace

Bakalatska prace je zamétena na histologickou diagnostiku Hodgkinova lymfomu.
Hlavnimi cili je seznamit se zasadami:

e odbéru a piijmu lymfatické uzliny

e zpracovani bioptického materialu

e imunohistochemického vySetfeni lymfatické uzliny
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4. Metody a zpracovani bioptického materialu

4.1 Odbér a prijem lymfatické uzliny pro histologickou diagnostiku

Po ptedchozich vySetfenich pacienta zobrazovacimi metodami a laboratornim vysetienim
krve je suspektni uzlina odebrana chirurgem pro stanoveni diagndzy. Lékat by mél
postupovat tak, aby nedoslo ke zhmozdéni odebrané tkan€. Uzlina je pfijiméana laboratornimi
pracovniky v nativnim stavu ve spravné oznacené uzaviené nadobé¢, nejlépe polozena na
kousek gazy namocené ve fyziologickém roztoku, spole¢né¢ s privodnim listem pro
histologické vySetfeni. Do laboratofi odd€leni patologie musi byt dopravena z operacniho

salu co nejdiive, nejpozdéji do 30 minut po odbéru, aby nedoslo k autolyze tkané.

4.2 Proces zpracovani v bioptické laboratori
4.2.1 Prijem

Proces zafina pifijmem wuzliny laboratornimi pracovniky, kontrolou spravnosti
identifikace materidlu s privodnim listem a zaevidovanim pacienta do systému laboratote,
¢imz kazdy pacient dostava své bioptické Cislo, pod kterym je veden v pribcehu celého

histologického zpracovani.

4.2.2 Zpracovani nativni tkané patologem

Pro zpracovani uzliny jsou definovana pravidla, kterymi se lékat pii piikrajovani
(preparaci) fidi. Patolog laboratornimu pracovnikovi diktuje makroskopicky popis (rozmery,
barva na povrchu a na fezu, konzistence), ptipadné provede fotodokumentaci. Uzlinu kraji
na lamely o tlousSt’ce kolem 3 mm, z nichZ zhotovi otisky na odmasténé podlozni sklo, které
slouZzi jako dopliitkové histologické (cytologické) vySetieni. Vznikly otisk se barvi metodou
dle May Griinwald — Giemsa Romanowski. V ptipad¢ dostate¢né velké uzliny se odebira
vzorek pro potieby priitokové cytometrie a Cast tkan€ se mrazi pro molekularné patologicka
vySetieni. U malych uzlin se upfednostituje histologické vySetieni, pokud neni piredem
dohodnut specialni postup s chirurgem. Zbylé lamely uzliny jsou patologem uklddany do

pfedem piipravenych kazet, které se vkladaji do fixacni tekutiny.
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4.2.3 Fixace a prosycovani

Optimalni doba fixace uzliny 4% neutrdlnim formalinem je 24-36 hodin. Nedostate¢na
fixace €i delsi fixace tkané€ zhorSuje vysledky nasledného imunohistochemického vySetteni,
proto je vhodné indikovat odbér uzliny na pocatku tydne. Po fixaci se kazety s materialem
davaji do tzv. autotechnikonu. Jedna se o odvodiovaci tkanovy automat, skladajici se ze
soustavy lazni s formolem, alkoholy, acetonem a parafinem, kde jsou tkdn¢ zbavovany vody

a prosycovany parafinem.

4.2.4 Zpracovani prosycené tkané

Z autotechnikonu jsou kazety preneseny k zalévacimu pultu, kde jsou tkan€ zalévany do
parafinu a vznikaji tzv. blocky (Obr. 5). Hotové blocky se kréji na strojich (mikrotomech),
na kterych je upevnéna ziletka. Mikrotomy mohou byt ,,sditkové* nebo ,,rotacni®, které jsou
vhodné pro krajeni blocku v sériich. Ukrojené fezy se natahuji v misce s teplou vodou,
napinaji se na podlozni skla a tim vznikaji histologické preparaty, které se barvi prehlednym
histologickym barvenim (hematoxylinem a eosinem = HE). Po prohlédnuti HE preparath

uzliny patolog indikuje specialni barveni a imunohistochemické metody, diky kterym miize

byt stanovena diagnoza.

Obrazek 5.: Parafinové bloky s lymfatickou uzlinou

Zdroj: Fotoarchiv Ustavu patologie 1. LF a VFN v Praze
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4.3 Imunohistochemické vySetieni

Imunohistochemie (IHC) je metoda, ktera se zabyva detekei antigend in situ pomoci

specifickych primérnich protilatek, kdy se vyuziva vazby antigen-protilatka. (Dabss, 2014)

4.3.1 Protilatka

Protilatky jsou molekuly glykoproteinii, které se oznacuji jako imunoglobuliny. Skladaji
se ze dvou zékladnich jednotek: dvojice lehkych fetézcli, kappa nebo lambda, a dvojice
tézkych fetézcii: gama, alfa, my, delta nebo epsilon. Maji vlastnost specificky se vazat s
druhou molekulou, nazyvanou antigen. Produkce protildtky zvifetem je specificky
indukovana pfitomnosti odpovidajiciho antigenu, ktery vyvolava zakladni imunitni
odpovéd. IHC vyuziva fakt, Ze molekuly imunoglobulinti mohou slouzit jako protilatky,
specificky se vazajici na tkanové antigeny, a zaroven slouzi jako antigeny, na které mohou
byt pfipojeny sekundarni protilatky. Vyhodnoceni protilatky pro pouziti v IHC je zalozeno
na dvou hlavnich bodech: citlivosti a specificit¢ reakce antigen-protilatka. Monoklonalni
protilatky jsou protilatky identické, mohou se navdzat na jednu jedinou antigenni
determinantu. Naproti tomu polyklonélni protilatky obsahuji mnoho rliznych molekuldrnich
druhii s riznou specificitou proti riznym ¢astem antigenu nebo antigennim determinantiim

pouzitym k imunizaci zvitete. (Dabss, 2014)

4.3.2 Antigen

Antigen je bilkovina obsahujici mista, ktera jsou schopna vyvolat tvorbu odpovidajicich
protilatek v organismu. Kazd¢ z téchto jednotlivych mist na molekule mize byt oznaceno
jako antigenni determinant nebo epitop — pfesné misto na molekule, se kterym se specificky

vaze vazebné misto protilatky. (Dabss, 2014)

4.3.3 Metody imunohistochemie
4.3.3.1 Prima metoda

Nejjednodussi metoda pro pritkaz antigenu ve tkéni. Primarni protilatka je znac¢ena ptimo
(napf. enzymem, fluoresceinem). Metoda piimého priikazu je méné citliva na parafinovych
fezech a lze ji aplikovat v pfipad¢, ze je antigen ve tkani ve vysSi koncentraci. Takto
modifikované protilatky jsou vhodné spiSe pro pritkaz antigenu v nativni tkéni.
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4.3.3.2 Neprima dvoustupnova ,,sendvicova “ metoda

Principem nepiimé dvoustupiiové metody je aplikace primarni specifické protilatky, na
kterou se dale navaze sekundarni protilatka znacend enzymem. Tato metoda je citlivéjsi, nez

piima detekce a lze ji uplatnit v IHC. (Dabss, 2014)

4.3.3.3 Neprima tristupniovd metoda

Na aplikovanou primarni protilatku se nanadsi neznacena sekundarni protilatka, tzv.

spojovaci mustek. Ve tfeti fazi se aplikuje komplex znaceny enzymem. (Dabss, 2014)

4.3.4 Postup imunohistochemie
4.3.4.1 Krdjeni

Pro metody imunohistochemie je nutnd zru€nost laboratorniho pracovnika, nebot
vysledny fez by mél byt tvofen optimaln¢ jednou vrstvou buné¢k (tloustka fezu cca 5 um).
Tento pozadavek je dulezity prave pii diagnostice hematologickych malignit, kdy se hodnoti

jednotlivé buiiky ve tkani a pfi odecitani je nezbytné ptehlednost.

4.3.4.2 Napinani na podlozni skla

Ukrojené fezy se natahuji v misce s teplou vodou a napinaji se na podlozni skla, ktera by
mela byt dostatecné adhezivni (skla s elektrostaticky nabitym povrchem nebo tzv.
»silanizovana“ skla, ktera byla ponofenda do roztoku silanu a acetonu a dale promyta v fadé¢
acetonu a destilované vody), aby nedochazelo k fragmentaci tkané nebo jejimu ,,odplavani‘.
Hotové preparaty se nechéavaji ptischnout na zahtaté ploténce, jejiz teplota nesmi ptesahovat

56 °C, a v termostatu, nejlépe do druhého dne.

4.3.4.3 Deparafinace a odhalovani antigeni

Po tepelné fixaci nasleduje odstranéni parafinu v tzv. ,,deparafinovaci* fad€. Jedna se o
soustavu kyvet xylenu, isopropylalkoholu a sestupné tady alkoholti (96%, 80% a 70%),
zakoncené kyvetami s destilovanou vodou. Odstranéni parafinu je velmi dalezité pro spravné

vysledky IHC.
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Vlivem fixace jsou vazebnd mista antigend zakryta a je nutné je odhalit. Pro odhalovani
se vyuziva vareni preparatd ve vodni 1azni po dobu 40 minut v pufru o ur¢itém pH (citratovy
pufr s pH 6, pufr s pH 6,1 nebo s pH 9). Pouziti jednotlivych pufri zavisi na zavedeném

protokolu jednotlivych protildtek dané laboratoie.

4.3.4.4 Blokovani endogennich enzymii

Pro diikkaz antigent se vyuzivaji protilatky znacené enzymem (napft. peroxidazou), proto
je nezbytné blokovat endogenni enzymy bunck (peroxidazy), které by mohly ovlivnit
vysledek v podob¢ falesné pozitivity. K blokovani se vyuzivéa roztok peroxidu vodiku s
metanolem nebo komeréné vyrabéné Dblokatory, které jsou soucasti celého

imunohistochemického kitu. Cas blokovani se li$i v zavislosti na pouzité metode¢.

4.3.4.5 Aplikace primarni a sekundarni protilatky

Po blokovani nasleduje aplikace primarni protilatky. Doba inkubace zavisi na citlivosti a
koncentraci pouzité primarni protilatky. Obvykle trva 50 minut pfi laboratorni teploté v
»IHC komorach®, které udrzuji vlhkost. Vysychani by vedlo ke zvySeni koncentrace
protilatky a tim k neZadoucimu barveni pozadi. Po inkubaci se pfebytecna protilatka vymyje
vymyvacim pufrem a aplikuje se protilatka sekundarni na 30 minut. Po této druhé inkubaci
je nutné sekundarni protilatku rovnéz vymyt vymyvacim pufrem a reakci antigen-protilatka
tzv. vizualizovat. K vizualizaci IHC se pouziva chromogen DAB (3,3-diaminobenzidin),
ktery v pfitomnosti peroxidazy produkuje hnédou sraZeninu nerozpustnou v alkoholu.
Poslednim krokem imunohistochemie je dobarveni jader tkan¢ hematoxylinem. Cely proces
je zakoncen odvodnénim tkan€ a zamontovanim preparatu montovacim médiem a krycim

sklem, které fez chrani pfed mechanickym poskozenim.

4.3.4.6 Strojové zpracovani

Kromé¢ manualniho provedeni IHC lze vyuzit i strojové vySetfeni barvicim pfistrojem.
Nejcastéji pouzivanym, plné automatizovanym piistrojem je Ventana BenchMark Ultra
(Obr. 6). Tato platforma je idedlnim feSenim pro protilatky, které jsou malo citlivé pfi ruénim
provedeni IHC nebo u kterych je nutna odlisna vizualizace kitem s alkalickou fosfatdzou,

tzv. Cervenou koncovkou. Ta se pouziva pii vySetfeni ncékterych koznich excizi, jejichz
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pigment by zakryval hnédé zbarveni DABu. Dale se BenchMark Ultra hojné vyuziva pro

hematopatologii.

Obrdazek 6.: Barvici pristroj Ventana BenchMark Ultra

Zdroj: Fotoarchiv Ustavu patologie 1. LF a VFN v Praze
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5. Vysledky

V nasledujici tabulce jsou uvedena klinicka data pacienta (Tab. 1).

pripad pohlavi diagnéza CD45 CD20 PAXS CD30 CD15 MUM1 |[CD3
1|F CHL, NS - - -/+ + + + -
2|F CHL, NS - - + + + + -
3|F CHL, NS - - + + + + -
4|F CHL, NS X - + + + + -
5|M CHL, NS X - + + + + -
6| M CHL,MC |- - -/+ + + + -
7| M CHL, MC |x - + + + + -
8| M CHL,MC |- -+ -/+ + + + -
9| M NLPHL + + + - - -/+ -
10|F CHL, NS X - + + + + -
11|F CHL, NS - - X + + + -
12| M CHL,MC |- - X + + + -
13| M CHL,MC |x -+ X + + + -
14 |F CHL,MC [x - X + + + -
15| M CHL,MC |- - X -+ -/+ + -
16 | F CHL, NS - - X + + + -
17 | F CHL, NS - - X + + + -
18 | M NLPHL X -/+ -/+ + X X -
19|F CHL, NS X - + + + + -
20| M CHL, NS - - + + + + -
21| M CHL, NS X - + + -/+ + -
22| M CHL, NS - - + + + + -
23 |F CHL,MC |- - + + + + -
24 | F CHL,MC |x - + + + + -
25| M CHL, NS X - + + + + -+
26 | F CHL, MC |- - + + + + -
27| M CHL, NS - - + + + + -
28| M CHL, NS - - + + + + -
29| M CHL, NS - - X + + + -
30| M CHL,MC |- - X + + + -
31|F CHL, NS X - + + + + -
32 |F CHL, NS X - + + + + -
33| M CHL, NS - - + + + + -
34| M CHL, NS X - + + + + -
35|F CHL, NS X X X + + + -
36| F NLPHL + + + - - X -
37| F CHL, NS - - + + + + -
38 | M CHL, NS X - + + + + -
39|F CHL, NS X - + + + + -
40 | F CHL, NS X - + + - + -
41 |F CHL,MC |x - + + + + -
42| M CHL,MC |- - + + -/+ + -
43 | F CHL, NS - - + + + + -
44 1M NLPHL X + + - X + -

CHL, MC - Klasicky Hodgkintv lymfom, podtyp smiSené bunécnosti; CHL, NS — Klasicky Hodgkintiv lymfom, podtyp nodularni
skler6zy; NLPHL — Nodularni Hodgkintiv lymfom s predominanci lymfocytii; X — nebylo provedeno

Tabulka 1.: VySetiené Hodgkinovy lymfomy za rok 2016 a 2017. (Ustav patologie 1.LF a VEN v Praze)
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Za rok 2016 a 2017 bylo na Ustavu patologie 1. LF a VFN v Praze vysetfeno 44
lymfatickych uzlin s diagn6zou Hodgkinova lymfomu. Pomér muzii a Zen byl 1:1. Jednalo
se o pacienty ve véku 20-85 let (primér 46 let, median 44,5 let), z toho 17 (39 %) byli lidé
ve veéku 20-36 let.

Z celkového poctu lymfatickych uzlin tvofily 4 ptipady (9 %) NLPHL a 40 ptipadt (91
%) CHL, z toho 27 (61 %) podtyp noduldrni sklerézy a 13 (30 %) podtyp smiSené
bunécnosti. 4 CHL a 1 NLPHL ptredstavovaly relaps diive diagnostikovaného onemocnéni.
Jeden vznikl transformaci z chronické lymfocytarni leukémie (CLL). Témét vSechny nadory

vykazovaly typicky imunofenotyp (Tab. 1), jak jej popisuji Arber a kol. (Arber, 2017).

CHL ve 100 % ptipadi exprimovaly PAXS (30 ptipadt ze 30, u nichz bylo vySetteni
provedeno), CD30 (40/40) a MUM1 (40/40), v 97,5 % CD15 (39/40). V 5,13 % byl
v mensiné bun€k pozitivni prikaz CD20 (2/39), ve 2,5 % v menSiné bunék CD3 (1/40).
V zadném CHL jsme neprokazali CD45 (0/22).

NLPHL ve 100 % piipadt exprimovaly CD45 (2/2), CD20 (4/4) a PAXS (4/4), ve 25 % CD30
(1/4). V zadném piipad¢ jsme neprokazali CD15 (0/2) a CD3 (0/4).

Vyslednd imunohistochemicka barveni CHL (Obr. 7-13)

Obrdazek 7.: Klasicky Hodgkiniiv lymfom. CD30 pozitivni v ndadorovych burnkach, 200x
Zdroj: Ustav patologie 1. LF UK a VFN v Praze
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Obrazek 8.: Klasicky Hodgkinitv lymfom. CD15 pozitivni v nadorovych burikach (oznaceny Sipkou)

a v neutrofilech na pozadi, 400x

Zdroj: Ustav patologie 1. LF UK a VFN v Praze

Obrazek 9.: CHL CD20 negativni v nadorovych bunkdch, pozitivni v B lymfocytech na pozadi, 600x

Zdroj: Ustav patologie 1. LF UK a VFN v Praze
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Obrazek 10.: CHL PAX 5 slabé pozitivni v nddorovych bunkdch, silné v B lymfocytech na
pozadi, 600x

Zdroj: Ustav patologie 1. LF UK a VFN v Praze

Obrazek 11.: CHL MUM1 pozitivni v nadorovych buiikach a plazmatickych burnikach na pozadi, 400x

Zdroj: Ustav patologie 1. LF UK a VFN v Praze
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Obrazek 12.: CHL CD3 negativni v nadorovych buiikdch, pozitivai v T lymfocytech na pozadi, 600x

Zdroj: Ustav patologie 1. LF UK a VFN v Praze

Obrdazek 13.: CHL CD45 negativni v nadorovych bunikdch, pozitivni ve vetsiné bunék na pozadi, 600x

Zdroj: Ustav patologie 1. LF UK a VFN v Praze
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Vysledna imunohistochmemicka barveni NLPHL (Obr. 14-21)

Obrazek 14.: Nodularni Hodgkinitv lymfom s predominanci lymfocytii. CD20 pozitivni v nadorovych
bunkach (oznaceny Sipkou) a B lymfocytech na pozadi. 600x

Zdroj: Ustav patologie 1. LF UK a VFN v Praze

Obrazek 15.: Nodularni Hodgkinitv lymfom s predominanci lymfocyti. CD57 pozitivni v malych T
lymfocytech, které tvori rozety kolem nadorovych bunék (oznaceny Sipkou). 600x

Zdroj: Ustav patologie 1. LF UK a VFN v Praze
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Obrazek 16.: NLPHL MUM] pozitivni v ¢asti nadorovych bunek a v plazmatickych bunkach na
pozadi, 600x

Zdroj: Ustav patologie 1. LF UK a VFN v Praze

Obrazek 17.: NLPHL CD15 negativni v nadorovych bunikach, 600x

Zdroj: Ustav patologie 1. LF UK a VFN v Praze
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Obrazek 18.: NLPHL CD30 negativni v nadorovych bunkach, pozitivni v ojedinelych aktivovanych
lymfocytech, 600x

Zdroj: Ustav patologie 1. LF UK a VFN v Praze

Obrazek 19.: NLPHL CD3 negativni v nadorovych bunikach, pozitivni v T Ilymfocytech na
pozadi, 600x

Zdroj: Ustav patologie 1. LF UK a VFN v Praze
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Obrazek 20.: NLPHL PAX 5 slabe pozitivni v nadorovych bunkdch, silné v B lymfocytech na
pozadi, 600x

Zdroj: Ustav patologie 1. LF UK a VFN v Praze

Obrazek 21.: NLPHL CD45 pozitivni v nadorovych burikdach a vétsine bunék na pozadi, 600x

Zdroj: Ustav patologie 1. LF UK a VFN v Praze
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6. Diskuze

Zobrazovaci metody, laboratorni komplement a terapeutické pokroky nam usnadiuji
diagnostiku a naslednou 1é¢bu nejen onkologicky nemocnych pacientti. Piesto nam obor
patologie a s nim spojené laboratoie zajistuji mnohdy nejptesnéj$i pohled do procesil
probihajicich v lidském téle. Diky tomuto oboru je mozné podchytit onemocnéni v raném

stadiu a tim pacientovi zachranit Zivot.

V bioptickych a imunohistochemickych laboratofich je nezbytnd zru¢nost a odborné
znalosti laboratornich pracovnikii nejen z histologické techniky, ale i anatomie a latinské
terminologie. Pii zpracovani bioptického materidlu je nutné postupovat tak, aby nedoslo

k poskozeni pacienta.

Imunohistochemie a specialni barveni se provadi s kontrolnimi vzorky, aby se ovéfila
spolehlivost metody. V piipadé imunohistochemie probihd i tzv. laboratorni kontrola, kdy
po vyhotoveni vSech metod laboratorni pracovnik prohlizi vysledné prepardty jak
makroskopicky, tak pod mikroskopem a posuzuje jejich kvalitu. V pfipadé nejistoty nebo
neprukaznosti je nutna konzultace s patologem a metoda se piipadné opakuje. Tato opatieni
zajistuji spravnost diagnozy.

Biopticka laboratoi Ustavu patologie 1. LF a VEN v Praze roéné piijme okolo 25 000
bioptického materidlu a denné se vydava patologim 400-600 preparatli barvenych
piehlednym barvenim (HE). Laboratof imunohistochemie provadi kolem 3 500 vySetfené
mesi¢neé, coz odpovida priblizné 175 preparatim denné, pficemz vétSina metod se
zpracovava ru¢né laboratornimi pracovniky. K usnadnéni prace se vyuzivaji autotechnikony
na prosycovani tkadné, barvici automaty a montovaci ptistroje. Imunohistochemické barvici
pfistroje provadi metody, které jsou malo citlivé pfi ruénim zpracovani a hojné se vyuzivaji

u hematologickych malignit.

Témét vSechny lymfatické uzliny s diagnézou klasického Hodgkinova lymfomu nebo
NLPHL, vysetfené na Ustavu patologie 1.LF a VFN v Praze, vykazovaly typicky
imunofenotyp (Tab. 1), jak jej popisuji Arber a kol. (Arber, 2017).

CHL ve 100 % ptipadi exprimovaly PAXS5 (30 ptipadt ze 30, u nichz bylo vySetteni
provedeno), CD30 (40/40) a MUMI1 (40/40), v 97,5 % CD15 (39/40).
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NLPHL ve 100 % ptipadt exprimovaly CD45 (2/2), CD20 (4/4) a PAXS5 (4/4), ve 25 %
CD30 (1/4). V zadném piipade jsme neprokézali CD15 (0/2) a CD3 (0/4).
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7. Zavér

Tato prace popisuje historii a teoretickou ¢ast Hodgkinova lymfomu, dale metody
zpracovani histologického materidlu, postupy v imunohistochemii a naslednou diagnostiku

patologem.

Pro cely proces vysetieni je diilezitd spoluprace chirurg ¢i Iékait ORL, patologa,
bioptické a imunohistochemické laboratoie. Spravna diagnéza a nasledna 1écba je zavisla
nejen na spravném odbéru materialu, ale i na laboratornich pracovnicich, ktefi provadi

zpracovani a imunohistochemické vysetieni zadané patologem.

Diky mnoholetym poznatklim a modernim postuptim v medicin¢ se stal Hodgkinliv
lymfom jednou z malignit, kterd velmi dobfe reaguje na 1é€bu. Diky tomu je progndza

vétSiny pacientli s CHL i NLPHL velmi dobra.
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8. Zkratky

ALCL Anaplasticky velkobunécny lymfom (Anaplastic Large Cell Lymphoma)
Transkripcni koaktivacni protein specificky pro B lymfocyty (B Cell

BOB. Specific Octamer Binding Protein-1)

CD znaky Diferenciacni skupina — znaceni pro skupinu molekul, které maji na
povrchu bunék stejnou antigenni determinantu (Cluster of Differentiation)

CHL Klasicky Hodgkintiv lymfom (Classical Hodgkin’s Lymphoma)
Chromogen pro vizualizaci imunohistochemického barveni (3,3-

DAB diaminobenzidin)

DLBCL Diftizni velkobunéény B-lymfom (Difuse Large B Cell Lymphoma)

EBV Virus Ebsteina-Barrové (Ebstein-Barr Virus)
In situ hybridizace pro virus Ebsteina-Barrové (Epstein-Barr virus-

EBER Encoded RNA)

HE Barveni Hematoxylin-Eosin

HIV Human Immunodeficiency Virus

HL Hodgkiniiv Lymfom

IHC Imunohistochemie

LCA Spole¢ny leukocytarni antigen (Leukocyte Common Antigen)

LMP-1 Imunohistochemicky test pro detekci EBV (Latent Membrane Protein 1)

LP buiikky | Buitkky NLPHL (Lymphocyte-Predominant cells)

MCHL Hodgkintv lymfom, podtyp smiSené bunécnosti (Mixed Cellularity

Hodgkin’s Lymphoma)
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Protein, ktery je exprimovan na ¢asti B bunék zarode¢ného centra,

MUM-1 plazmatickych bunkach a aktivovanych T lymfocytech (Multiple Myeloma
Oncogen-1)

NHL Non-Hodgkinsky lymfom (non-Hodgkin’s Lymphoma)

NLPHL Nodularni Hodgkintiv lymfom s predominanci lymfocytt (Nodular
Lymphocyte—Predominant Hodgkin’s Lymphoma)

NSHL Hodgkintav lymfom, podtyp nodularni skler6zy (Nodular Sclerosing
Hodgkin’s Lymphoma)

PAXS Transkrip¢ni faktor exprimovany v B buiikach (Paired Box Protein 5)

RS buniky | Builky Reedové a Sternberga (Reed-Sternberg Cells)
Velkobunéény B lymfom bohaty na T lymfocyty a histioc T cell /

THRLBCL | * oS .y ym y ymfocyty yty (T
Histiocyte Rich-Diffuse Large B Cell Lymphoma)

WHO Svétova zdravotnicka organizace (World Health Organization)
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