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Popis kratica:

H. pylori - Helicobacter pylori

MALT - limfati¢no tkivo sluznice (engl. mucosa associated lymphoid tissue)
VacA - vakuoliziraju¢i citotoksi¢ni antigen (engl.vaculating cytotoxin antigen)
IL - interleukin

TNF - tumorski nekrotizirajuci faktor (engl. tumor necrosis factor)

LF - limfati¢ni folikul (engl.lymphoid follicle)

LN - limfati¢ni nodul ili nakupina ( engl. lymphoid nodule)

Ig - imunoglobulin

LEL - limfoepitelijalna promjena (engl. lymphoepithelial lesion)

CCL - centrocitima sli¢ni limfociti (engl.centrocyte like lymphocytes)

DLBCL - difuzni velikostani¢ni B limfom (engl. diffuse large B-cell lymphoma)
MZBCL - limfom marginalne zone (engl. marginal zone B-cell lymphoma)

NF- «B - nuklearni faktor kappa B

d.f. - stupnjevi slobode (engl. degrees of freedom)

CagA - citotoksi¢ni antigen (engl. cytotoxin associted gene A)

PAI - otoci patogenosti (engl. patogenicity island)

CD - razlikovni antigeni (engl. cluster of differentiation)

FISH - fluorescentna in situ hibridizacija (engl. fluorescent in sifu hybridization)
DNK - deoksiribonukleinska kiselina



1.UVOD

1.1 HISTOLOGIJA ZELUCA

Anatomski se u Zelucu razlikuju Cetiri dijela: kardija, fundus, korpus i pilorus. Kako
su fundus i korpus jednake mikroskopske grade, histoloski se govori o tri cjeline
Zeluca. Sluznica Zeluca je strukturno i funkcionalno najkompleksniji sloj. Najtanja je
u podrucju kardije dok je najdeblja, do 2 mm u korpusu. Sluznica je gradena od tri
komponente: epitela, lamine proprije i muskularis mukoze. PovrSinski epitel sluznice
Zeluca utiskuje se u laminu propriju te stvara ZeluCane jamice u koje se “otvaraju”
tubularne Zlijezde specifi€ne za svaku anatomsku cjelinu (kardijalne, specifi¢ne i
pilori¢ne).

Lamina proprija je najobilnija u povrSnim dijelovima sluznice, narocito u podrucju
kardije i pilorusa, a vrlo je oskudna u korpusu. HistoloSki je sastavljena od
retikulinskih, elasti¢nih i kolagenih vlakana, kapilarne mreZe, arteriola, limfati¢nih
prostora i nemijeliniziranih Ziv€anih vlakana. U lamini propriji nalaze se fibroblasti,
glatke miSi¢ne stanice, histiociti, rijetki B-limfociti, pokoji neutrofilni granulocit te
plazma stanice koje uglavnom stvaraju IgA imunoglobuline kao i u preostalom dijelu
gastrointestinalnog trakta (1).

PovrS§ina sluznice 1 ZeluCane jamice obloZene su povrSinskim cilindricnim
mucinoznim stanicama. Funkcija ovih stanica je produkcija neutralnih glikoproteina i
bikarbonata koji Stite sluznicu neutraliziranjem kiselog sadrzaja Zeluca. Na granici
ZeluCanih jamica 1 Zlijezda (istmus ili vrat) nalaze se stanice sli¢ne stanicama

povrSnog epitela, ali uz neSto oskudniju koli€inu neutralnih glikoproteina, PAS



(periodic acid-Schiff) pozitivnih, mogu sadrZavati i neSto kiselih mucina (alcian blue,

pH 2.,5).

To su tzv. progenitorne, nediferencirane stanice c¢ijom se diferencijacijom
nadomjestaju sve ostale stanice sluznice. Utvrdeno je da se stanice povrS$nog epitela
zamjene svakih 4-8 dana dok se ostale stanice zamjene kroz 1-3 godine (2). Usprkos
ubrzane diobe, histoloski se ne uocavaju mitoze (3). U korpusu i fundusu se nalaze
dugacke, razgranate gusto zbijene tubularne tzv. specificne Zlijezde, a foveole Cine
tek 25% debljine sluznice. Zlijezde su obloZene parijetalnim (obloZnim), glavnim
(zimogenim) te enteroendokrinim stanicama. U kardiji i pilorusu se nalaze kratke,
jednostavne, razgranate (kardiopiloricne) Zlijezde, a foveole su dugacke i €ine preko
50% debljine sluznice. Ove su Zlijezde obloZene pretezno mukoznim i
enteroendokrinim stanicama, ali u veceg broja ljudi moze se naci i odreden broj
obloZnih stanica, dok se glavne stanice ne nalaze izvan korpusa i fundusa. Granica
izmedu korpusa i pilorusa je neostra, duljine 1-2 cm, te se u toj prijelaznoj zoni ¢esto
nalaze 1 korpusne i kardiopilori¢ne Zlijezde.

Parijetalne stanice nalaze se pretezno u srednjem i gornjem dijelu Zlijezda, ali ih se
nade i u vratu, kao i u bazalnom dijelu Zlijezda. One su zaobljene, piramidnog oblika,
centralno smjeStene jezgre i izrazito eozinofilne, granulirane citoplazme. Funkcija
ovih stanica je sinteza solne kiseline, te ZeluCanog unutarnjeg faktora (engl. intrinsic
factor, IF) neophodnog za apsorpciju vitamina B12.

Glavne su stanice smjeStene uglavnom u bazalnom dijelu Zelu€anih Zlijezda. To su
niske kubicCne stanice s bazalno smjeStenom jezgrom i bazofilnom citoplazmom, te

stvaraju dvije imunoloski razli¢ite grupe proteoliti¢kih enzima (pepsinogen 11 II) u



neaktivnom (proenzimskom) obliku. Nakon stimulacije iz citoplazmatskih granula
neaktivni se pepsinogen izluci u kiseli sadrZaj Zeluca a proenzim se pretvori u vrlo

aktivan proteolitiCki enzim pepsin. Ove stanice stvaraju i vecu koli¢inu lipaze (3).

Kardiopilori¢cne mukozne Zlijezde stvaraju preteZzno neutralne glikoproteine s ciljem
neutralizacije kiselog ZeluCanog sadrzaja prije pasaze u duodenum. Od stanica
povrsnog epitela razlikuju se po mucinoznim, sekretornim granulama rasporedenim
po citavoj citoplazmi, nepravilnog su oblika, malobrojnije te sadrze pepsinogen 1II i
lizozime.

Misi¢ni sloj Zeluca kao i ostali dio gastrointestinalnog trakta graden je od glatkih
miSi¢nih stanica rasporedenih u tri sloja. Seroza Zeluca je oskudna a ¢ini je tanki sloj

veziva prekriven mezotelom.



1.2. HELICOBACTER PYLORI

Helicobacter pylori ( H. pylori ) je kratki, gram-negativni asporogeni Stapi¢ koji ima
oblik dvostrukog zareza ( galebova krila) ili kraée spirale. Sirok je 0,3-1,0u, a dugadak
1,5-10,0u. Pokretan je jer posjeduje mnogobrojne biceve koji imaju ovojnicu, a
smjeSteni su samo na jednom polu bakterije. Uzroc¢nik je jedne od najce$¢ih kroni¢nih
bakterijskih infekcija u ljudskoj populaciji, prisutne u svim zemljama svijeta.
Procjenjuje se da je inficirano viSe od 50% odraslih stanovnika razvijenih 1 80-90%
stanovnika zemalja u razvoju. Prevalencija ne varira samo izmedu zemalja, nego i
izmedu podrucja i populacijskih grupa unutar iste zemlje (4). Najvise stope incidencije
povezuju se s niskim socioekonomskim statusom i1 loSim Zivotnim uvjetima u
djetinjstvu: prenapucenos$cu, sanitarnim uvjetima i neadekvatnom opskrbom vodom.

Stopa prevalencije infekcije u Hrvatskoj je visoka 1 iznosi prema preliminarnim
istrazivanjima 68%. U sjevernim podrucjima, koja imaju i nekoliko puta viSu
incidenciju karcinoma Zeluca nego juZni krajevi, nadena je nesto niZa stopa inficiranih.
Tako Medimurje ima stopu 68,9%, Vrbovec 73,1% dok zadarsko podrucje ima 66%
seropozitivnih (5). Put prijenosa infekcije jo$ uvijek nije sasvim jasan. Povezanost
izmedu prenapucenosti i rizika infekcije podupire hipotezu o prijenosu od osobe do
osobe, ali bez sigurnih dokaza o nacinu prijenosa. Infekcije uzrokovane vodom za pice
mogu imati znaCenje samo u nekim zemljama u razvoju, ali ne i u razvijenim
zemljama. Postoji i1 razlika u miSljenjima da li se H. pylori prenosi fekalno-oralnim ili
oralno-oralnim putem. Novije Ccinjenice, koje opovrgavaju vaznost oralne
kontaminacije u prijenosu bolesti, dolaze iz istraZivanja u kojima je nadeno da mali

broj osoba koje imaju bakteriju u Zelucu imaju bakteriju i u zubnom karijesu (6).



Nije dokazana moguc¢nost Sirenja infekcije seksualnim kontaktom, a nema niti
dovoljno dokaza da ku¢ni ljubimci sudjeluju u prijenosu infekcije iako je H. pylori
naden u macaka kod kojih moZe biti promotor gastritisa (7)

Dokazana je infekcija istim sojem bakterije unutar jedne obitelji s malom djecom Sto
ukazuje da djeca djeluju kao vektor unutar obiteljskog prijenosa. Postoji povezanost
izmedu broja djece u domadinstvu i rizika od infekcije odraslog ¢lana obitelji (8).
Jedan od rizi¢nih ¢imbenika je i izloZenost Zelu¢anom sadrZaju inficirane osobe. Cesta
je kontaminacija endoskopa i drugih instrumenata nakon endoskopskog pregleda
inficiranog pacijenta. Tako su u jednoj studiji medicinske sestre imale stopu
seroprevalencije od 39% prema 26% seropozitivnih u kontrolnoj skupini (7).

Osim $to je H. pylori nesumljivo povezan s nastankom karcinoma i limfoma Zeluca
preliminarna istraZivanja upucuju na povezanost s kolorektalnim karcinomom (9).
Posljednjih godina istrazuje se povezanost infekcije H. pylori s mnogim drugim
bolestima: koronarna bolest srca, autoimune bolesti, dermatoloSke bolesti i druge

(10,11)



1.3. HELICOBACTER PYLORI I SLUZNICA ZELUCA

1.3.1 UPALNI ODGOVOR NA INFEKCIJU - GASTRITIS

Kolonizacija Zeluca preduvjet je patogenog djelovanja H. pylori. Bakterija mora
najprije nastaniti, zatim se odrZati na sluznici Zeluca i tek onda moZe inducirati bolest.
H. pylori kolonizira sluznicu Zeluca. Za preZivljenje mu je bitna dobra pokretljivost u
sluzavom mediju te smjeStanje izmedu sluzi i epitela, a budu¢i da mu je to omoguceno
bi¢evima, svaka disrupcija gena ( flaA i1 flaB ) za produkciju flagelina onemogucava
mutantima kolonizaciju Zeluane sluznice (12). Vazan faktor prezZivljenja u kiselom
mediju je 1 ureaza koju H. pylori producira u velikim koli¢inama i koja bitno utjece na
smanjenje kiselosti (13). Kada dospije do epitela, H. pylori dolazi u vrlo bliski kontakt
s epitelnom stanicom, ali ne ulazi u nju. Budu¢i da katkada moze pro¢i do bazalne
membrane izmedu pojedinih epitelnih stanica, dolazi u kontakt s fagocitima i moze
biti prisutan u lamini propriji. Pored fibrilarnog hemaglutininskog liganda kao
adhezina, kojim se bakterija veZe na epitelnu stanicu preko N-acetilneuraminillaktoze
(14), poznato je i nekoliko adhezina medu proteinima koji ¢ine vanjsku membranu
stani¢ne stijenke bakterije: BabA, AlpA, AlpB (15). Ovi adhezini vezu se na Lewis B
antigen krvne grupe 1 na neke joS nepotpuno definirane receptore epitela (16).

1997 godine u potpunosti je sekvencioniran genom H. pylori (12).

Dosad su otkriveni razliCiti proteini (enzimi ) i antigeni koje sadrzava H. pylori.
Vecinu antigena Cine nespecificni proteini (flagelarni antigeni, proteini toplinskog
Soka ) jer se njima sli¢ni nalaze i u drugih bakterija. Postoji desetak, za H. pylori

specificnih antigena, od kojih su osobito vazni ureaza i citotoksini.



Ureaza katalizira hidrolizu ureje pri ¢emu nastaje amonijak i uglji¢na kiselina.
Zahvaljujuc¢i neutralizaciji ZeluCane kiseline prisutnim amonijakom, kolonizacija
Zelucane sluznice je uspjesSnija. Stanice epitela oSteCuje s jedne strane toksicni ucinak
amonijaka, a s druge strane neizravni ucinak ureaze induciranjem i stimulacijom
upalnog odgovora.

Svi sojevi H. pylori sadrZzavaju vacA gen, no samo oko 50% sojeva je toksicno zbog
sposobnosti stvaranja vakuolizirajueg citotoksina vacA. U ciljnim stanicana vacA
uzrokuje stvaranje unutarstani¢nih vakuola pri nizim vrijednostima pH (30-ak puta
vecéa aktivnost pri pH < 5,0) (17). Medu sojevima je izraZena razlika u alelima vacA.

Utvrdena su tri tipa signalnih sekvencija sla, slb, i s2, te dva tipa srednje regije ml i

.....

.....

sojeva sa slb/mi- alelima. Od osobite je vaznosti genotip vacA prisutan u soju kojim
smo zaraZzeni, jer sojevi s vacA ml- alelima uzrokuju teZa oStecenja epitela od sojeva
s m2 alelima (18). Suprotno, vacA signalne sekvencije povezuju se s jainom
infiltracije upalnih stanica u sluznici, tako sojevi sa vacA sla-alelima uzrokuju jacu
upalu od sojeva sa slb 1 s2-alelima. U bolesnika s vrijedom Zeluca najcesce su izolirani
sojevi s vacA sla-alelima (oko 80%), a neSto manje s vacA s2-alelima (oko 20%) (19).
U vecine sojeva, s vakuolizacijskom citotoksicnom aktivnosti ili bez nje, takoder je
otkriven gen A, tj. cag A ( engl. cytotoxin associated gene A). Bakterijski geni vacA i
cagA pokazuju jedan osobit oblik funkcionalne povezanosti, tako da svakom genu
prisutnost drugoga znaci dobitak. CagA + sojevi povezuje se s jaCe izraZzenom upalom

1 djelovanjem proupalnih citokina u sluznici Zeluca (20).



U genomu (H. pylori) cag podrucje, zvano cag-PAI ( engl. pathogenicity island) je
vjerojatno odgovorno za tvorbu faktora sekretornog sustava. Ti tzv. otoci patogenosti,
koje tvori dio DNA sastavljen od 40 gena, odgovorni su za tvorbu sekretornog
sustava. Proteini kodirani tim genima se prenose kroz stani¢nu membranu na povrSinu
bakterije ili u njezin okoli§. Akumulacija polimorfonukleara, kao i sekrecija IL- 8,
zahtjeva aktivaciju transkripcijskog nuklearnog faktora, NF-«xB. Za aktivaciju je
potrebno Sest gena unutar cag-PAI (21).

Nedavno je otkriven i iceA gen ¢ija indukcija po€inje tek nakon kontakta H. pylori s
epitelnom stanicom ( engl. induced by contact with the epithelium ). Ovaj gen postoji
u dva aleli¢na oblika: iceAl 1 iceA2. iceAl je “marker” pepticke ulkusne bolesti, a
posljedica njegova djelovanja je izrazita akumulacija polimorfonuklearnih leukocita
(22,23).

Kolonizacija ZeluCane sluznice ima za posljedicu pojavu upalne reakcije koju ¢ine
elementi stani¢nog i humoralnog imunoloskog odgovora. Humoralni odgovor, koji
predstavlja stvaranje antitijela na infekciju, nedjelotvoran je u potpunom odstranjenju
H. pylori. Upalni infiltrat u Zelu€anoj sluznici sadrzava neutrofilne granulocite te
mononuklearne stanice: limfocite i plazma stanice. U akutnom stadiju infekcije
bakterijsku kolonizaciju sluznice prati povecan broj neutrofila koji razgraduju
bakterije.

Tijekom procesa eliminacije bakterija, razina toksi¢nih slobodnih radikala kisika sve
viSe raste i1 dolazi do oStec¢enja epitela sluznice. Pod utjecajem IL-1 beta na epitel
sluznice Zeluca, dolazi do stvaranja metaloproteinaze vanstani¢nog matriksa (MMP3).

Sekrecija MMP3 doprinosi daljnjem oStecenju epitela sluznice (24).



Histoloski se taj proces vidi kao gubitak jasnih granica stanicne membrane,
poremeceni omjer jezgre i citoplazme u korist jezgre, te ispadanje povrSnih stanica
(“drop out”’fenomen). Takode dolazi do gubitka stvaranja sluzi §to je gotovo stalni
nalaz kod aktivnog gastritisa. Nalaz “drop out” fenomena i smanjeno stvaranje sluzi,
ovise o koli¢ini bakterija koje se nalaze na povrSini sluznice Zeluca, medutim,
povezanost s gusto¢om kroni¢nog upalnog infiltrata i granulocita te jacina oStecenja
sluznice nije dokazana.

Kod nelijecenih bolesnika, kroni¢ni gastritis koji se javlja kao reakcija na prisutnost H.
pylori, ostaje cijeli Zivot. U tom stadiju u lamini propriji prisutan je povecan broj T-
limfocita 1 plazma stanica, a ponekad i1 eozinofila. Adherencijom na epitelne stanice
sluznice H. pylori aktivira imunoloski odgovor ili stimulira okolne mononuklearne
stanice na oslobadanje tumorskog nekrotizirajuc¢eg faktora alfa ( TNF-a ), interferona
gama (IFN-y ), interleukina 1 ( IL-1), IL-4, IL-6 te IL-8 (25). Citokini potom privlace i
aktiviraju T-limfocite, neutrofile i druge upalne stanice, a H. pylori takoder izravno
stvara kemotakticne faktore (26).

Bakterijske antigene, prisutne na povrSini epitelnih stanica medu kojima su neki
vezani za molekule histokompatibilnog kompleksa (MHC), prepoznaju pomoc¢ne Th 1
stanice 1 citotoksicni CD8+ T limfociti, koji stvaraju dodatne koli€ine citokina.
Diferencijacijom B-limfocita i stimulacijom citokina nastaju plazma stanice, koje
stvaraju lokalna protutijela, uglavnom IgA 1 IgG. Specificna IgG- protutijela
zastupljena su sa sva Cetiri

IgG-podtipa. NajviSe su razine IgG1 1 IgG2, §to je uobiCajena pojava pri odgovoru
IgG-protutijelima na bakterijske polisaharide (27). IgA 1 IgG-protutijela mogu
citotoksi¢no djelovati na epitelne stanice aktivacijom polimorfonuklearnih leukocita

putem kompleksa antigena i protutijela.



Povezanost H. pylori s peptiénom ulkusnom bolesti, karcinomom te limfomom Zeluca,
dovela je do tzv. Sydney-skog sistema klasifikacije gastritisa (28,29,30) . Primjena
ovog sistema omogucava neprekidno pracenje endoskopskih promjena i
patohistoloSkih nalaza Sto omogucava uvid u stanje sluznice Ccitavog Zeluca.
Primjenom ovog sistema moguce je pratiti 1 kumulativni rizik za nastanak ulkusa,
prekanceroza i malignih bolesti. Prilikom gastroskopskog pregleda uzimaju se rutinski
Cetiri uzorka za patohistoloSku analizu, po dva iz korpusa i dva iz antruma Zeluca.
Prema Sydney-skom sistemu gastritis se klasificira u tri entiteta:

- akutni gastritis

- kronicni gastritis

- specijalne forme ( eozinofilni, limfocitni, granulomatozni te lijekovima izazvan
gastritis).

Ovaj sistem daje uvid u topografsku distribuciju gastritisa:

- antralni gastritis
- korpusni gastritis
- pangastritis.

Sydney-ski sistem omogucava pojedinac¢no stupnjevanje svakog od pet patohistoloskih

elemenata gastritisa za svaki biopticki uzorak:

- kroni¢na upala

- akutna upala

- atrofija sluznice

- intestinalna metaplazija
H. pylori.



Posljednja revizija Sydney-ske klasifikacije iz 1994. godine, tzv. Huston-ska
preporuca uzimanje petog uzorka sluznice iz podrucja incisure angularis gdje se moze
naci najjaci stupanj atrofije, CeSc¢a intestinalna metaplazija i displazija (31).

U navedenoj reviziji dane su i detaljne preporuke za odredivanje stupnjevanja zadanih
varijabli - koli¢ine kroni¢nog i akutnog upalnog infiltrata, koli¢ine H. pylori i atrofije
sluznice - radi tocnije reproducibilnosti patoloskih nalaza razlicitih dijagnosti¢kih

centara.

1.3.2. MALT (rmucosa-associated lymphoid tissue) - LIMFATICNO TKIVO

SLUZNICE

U ranoj fazi imunoloskog odgovora H. pylori infekcije, pored granulocita pojavljuju se
i mononukleari. Trajanje kroni¢ne antigene stimulacije mijenja omjer upalnih stanica u
korist mononukleara, tj. limfocita i plazma stanica. Dolazi do znaajnog porasta
CD4+, TCRo/p+ T limfocita, a koli¢ina limfocita korelira sa stupnjem i aktivnos$¢u
gastritisa kao 1 koli¢inom H. pylori (32). Posljedica je znacajni porast intraepitelnih i
citotoksi¢nih CD8+ limfocita (33).

T- limfociti prepoznaju neke od antigena H. pylori, od kojih se neki nalaze i na
epitelnim stanicama. Aktivirani T limfociti pocinju izluc¢ivati limfokine kao Sto su IL-
2, IL-6 te a —interferon. Istovremeno dolazi i do aktiviranja makrofaga koji dodatno
izluCuju IL-1 i TNF - o (tumor nekrotizirajuci faktor), koji osim na aktivaciju
granulocita utjeCu i na proliferaciju limfocita B 1 T. Kao odgovor na H. pylori

infekciju svakako je jedan od vaznih citokina osloboden iz epitelnih stanica, monocitni



kemoatraktantni protein 1 ( MCP-1) koji ima vaznu ulogu u T stani¢nom
imunoloSkom odgovoru (34).

IgA- specificni tkivni imunoglobulin gastrointestinalnog trakta, izrazito je poviSen kod
infekcije H. pylori i to zbog djelovanja IL-6, koji izmedu ostalog djeluje i na
diferencijaciju B-limfocita (35). Na diferencijaciju B-limfocita djeluju i IL-4 1 5, koji
aktiviraju IL-2 receptor na B stanicama. Na ovaj nain bi se mogla objasniti Cesta
pojava nakupina limfocita (LN), kao i formiranje limfati¢nih folikula (LF) kod
bolesnika zaraZenih s H. pylori (36). Limfati¢ni folikuli se smatraju odgovorom na
stalni antigeni podrazaj H. pylori.

Kako sluznica Zeluca nema organizirano limfati¢no tkivo, ovakav upalni infiltrat
limfocita, LN te LF steCeni su MALT koji je gotovo patognomonican za infekciju H.
pylori. Obilniji upalni infiltrat te LF s germinativnim centrima, kao posljedica H.
pylori infekcije znatno su brojniji na maloj krivini antruma nego u preostalom dijelu
Zeluca (37). U bolesnika sa Zelucanim ulkusom LF se nadu znatno ¢esc¢e i u vecem
broju u odnosu na bolesnike s kroni¢nim H. pylori gastritisom, a bez ulkusne bolesti.
Prevalencija 1 gustoa LF u korelaciji je s gustoom kroni¢nog upalnog infiltrata te
aktivnoScu tj. infiltratom neutrofilnih granulocita (38). U nekih bolesnika pojedini
folikuli mogu zauzimati gotovo cijelu debljinu lamine proprije s gotovo potpunim
gubitkom Zljezdanog epitela. U ovih bolesnika katkad je prisutna i infiltracija
limfocita u Zljezdani epitel, destrukcija epitelnih stanica tzv. limfoepitelna lezija
(LEL). Nastanak MALT-a je, dakle, uvjet za nastanak primarnih B limfoma Zeluca

poznatih kao MALT-tip limfomi (39).



Wotherspoon je 1993. godine predloZio gradiranje koli¢ine limfocitnog infiltrata u
bioptickim uzorcima sluznice Zeluca (40). Prema tom prijedlogu stupanj O je uredna
sluznica, dok je stupanj 5 MALT-limfom. Stupanj 2 je kroni¢ni aktivni gastritis s
floridnim LF okruZenim “mantle” zonom i plazma stanicama ali bez LEL-a. Stupanj 3
je opseZan infiltrat, suspektan na limfom, uz prisutan LEL. Upravo su stupnjevi 2 i 3
problematic¢ni, kako prognosticki tako i histoloski. Postotak monoklonalnosti, koja je
bitan kriterij malignosti, ve¢ u ovim fazama krece se u razli¢itim serijama od 4 — 85%

(41)

1.4. MALT-LIMFOM 1 B-VELIKOSTANICNI LIMFOM ZELUCA

Prema klasifikaciji neoplasti¢nih bolesti hematopoetskog 1 limfaticnog tkiva (42)
Svjetska Zdravstvena Organizacija (WHO klasifikacija), klasificira limfome
“marginal” zone (MZBCL) u tri podtipa:

1. limfom “marginal” zone slezene s / bez viloznih limfocita.

2. nodalni “marginal” zone limfom s / bez monocitoidnih B limfocita.

3. “extranodal marginal zone” limfom MALT —tipa.

Sva tri tipa limfoma dijele morfoloSke i imunofenotipske sli¢nosti, sugerirajuci da se
mozda radi o razliitim klinickim prezentacijama iste bolesti, a ne o odvojenim

entitetima ( 43,44).



Vise od 90% MALT limfoma Zeluca povezano je s kroni¢nim H. pylori gastritisom
(45). Budu¢i da je u nelijeCenih bolesnika, uslijed stalne prisutnosti H. pylori,
imunolo$ki sustav u “prenapregnutom” stanju, bilo koji vanjski ili unutarnji faktor
moZe dovesti do poremecaja ravnoteze izmedu H. pylori i imunoloskog odgovora na
antigenu stimulaciju. Jedan od mehanizama koji pridonosi daljnjoj progresiji stanja
svakako je 1 neletalno oSte¢enje deoksiribonukleinske kiseline (DNK) zbog prisutnog
gastritisa. Slobodni radikali kisika 1 toksini bakterije u kombinaciji s produktima
razgradnje amonijaka induciraju nekrozu pojedinacnih epitelnih stanica ili stvaranje
nekroti¢nih ZariSta. Dolazi do oslobadanja sekvestriranih antigena koji ekspresijom
preko klase II MHC, dovode do indukcije antigen-specificnih autoreaktivnih B-
limfocita kao dijela poliklonalnog odgovora. Dolazi do neodgovarajuc¢e koordinacije
CD4 1 CD8 limfocita, upalni odgovor je sve obilniji uz gustu infiltraciju limfocitima i
plazma stanicama, prvenstveno u antralnoj regiji, a kasnije 1 u podrucju korpusa.
Posljedica je sve obilnije izluivanje citokina, limfokina i tumorskog nekrotizirajuceg
faktora (TNF). U ovako prenapregnutom imunoloskom sustavu lako je moguc¢ i drugi
korak (prema teoriji dvostrukog udara) tj. prijelaz poliklonalne u monoklonalnu
proliferaciju 1 nastanak limfoma koji je barem u ovoj ranoj fazi ovisan o prisutnosti H.
pylori (46).

“Extranodal marginal zone” — MALT- tip limfoma c¢ine 7-8% svih B-stani¢nih
limfoma pri ¢emu 50% ima primarno sijelo u Zelucu. Ukoliko se gleda cijeli
gastrointestinalni trakt, Zeludac je u 85% primarno mjesto bolesti, a preostali dio €ine
tanko i1 debelo crijevo. Ostala mjesta gdje se pojavljuje ovaj tip limfoma su: pluca
(14%), glava i vrat,

ocna adneksa, koZa, Stitna Zlijezda i dojka (4%). Opisani su i na drugim mjestima:

mokra¢ni mjehur, timus, prostata, grli¢ maternice i sl.(47).



MALT- tip limfoma Zeluca je pretezno bolest kasne srednje dobi i starije populacije, a
najceSe se pojavljuje u sedmom desetljecu Zivota, no mozZe se pojaviti u bilo kojoj
Zivotnoj dobi. NeSto ¢esce obolijevaju muskarci, a omjer oboljelih muskaraca prema
Zenama je 1,1:1 — 1,68:1 (48). Klinicka manifestacija obi¢no je nespecifina —
dispepti¢ni simptomi, dok se bol u trbuhu ili gubitak na teZini rijetko javljaju.
Endoskopski nalaz je razli¢it, ponekad je to hiperemija s ili bez erozija, a ponekad
zariSno zadebljanje s jednim ili viSe vrijedova. Vecina bolesnika su klinickog stadija I
E ili II E, prema Musshoff-ovoj modifikaciji Ann Arbor klasifikacije za primarne
ekstranodalne limfome (49). Ekstraabdominalna disemincija 1 infiltracija koStane srzi
je rijetka iako prema nekim istraZivanjima moZe biti 1 u tre¢ine bolesnika ako se
promatraju MALT —limfomi drugih lokalizacija, a ne samo Zeluca (50).

Reaktivni LF su sastavni dio MALT- limfoma. U pocetnoj fazi bolesti, limfom se Siri
koncentriéno oko reaktivnih folikula 1 difuzno infiltrira sluznicu, a potom i
podsluznicu, dok kod uznapredovalijih stadija zahvaca Citavu stijenku Zeluca i Siri se u
okolne intraabdominalne strukture. Tumorske stanice morfoloski mogu biti razliCite.
Najcesce podsjecaju na male zarezane stanice centra limfaticnih folikula (centrocite)
te se zato i zovu centrocitima sli¢ni limfociti (centrocyte like— CCL). Takoder mogu
izgledati kao mali limfociti, a katkad poprimaju monocitoidni izgled uz obilniju
svijetlu citoplazmu (51). U vecini slucajeva subepitelno postoji i plazmocitoidna
diferencijacija. Velikih pojedinanih transformiranih limfocita s istaknutim
nukleolima moZe se naci, te oni, ako su brojniji predstavlju dijagnosticki problem.
CCL stanice su imunohistokemijski pozitivne na pan-B marker (CD 20).

Na povrsini, rjede u citoplazmi, se nalaze imunoglobulini i to uglavnom IgM, rjede
IgA i IgG. Ceica je restrikcija kappa lakog lanca. CDS5, CD10 i CD23 su negativni

dok su



CD21 i CD35 pozitivni Sto odgovara profilu B-stanica marginalne zone. Do sada je
opisano tek nekoliko ekstranodalnih marginal-zone B-stani¢nih ( MALT ) limfoma s
pozitivnom ekspresijom CDS5 te prisutnom infiltracijom koStane srzi, a u jednom
slu€aju su tumorske stanice nadene i u perifernoj krvi (52).

Vrlo cesto kod MALT-limfoma je prisutan i LEL - infiltracija i razaranje epitelnih
struktura sluznice Zeluca tumorskim stanicama. Morfoloski se ova promjena ne
razlikuje od limfoepitelne infiltracije kod reaktivnih promjena MALT-a. LEL se
definira kao infiltracija Zljezdanog epitela s barem tri do Sest CCL stanica (53).
Epitelne stanice pokazuju u tim slu¢ajevima eozinofilne ili “onkocitne” degenerativne
promjene. Najvjerojatnije postoji “tropizam’ tumorskih stanica za Zljezdani epitel, jer
1 u sluCajevima kada nema LEL-a uocava se koncentricno nagomilavanje tumorskih
stanica oko Zlijezda.

Postoje tri tipa infiltracije reaktivnih LF tumorskim tkivom (54). U tipu I reaktivni
folikuli su okruZeni, dijelom ili u potpunosti zamjenjeni tumorskim infiltratima.
Tumor ima nodularni izgled, a ostaci se LF katkad uocavaju tek imunohistokemijskim
dokazivanjem folikularnih dendritickih stanica (CD21). U tipu II tumorske stanice
koloniziraju centar folikula koji je proSiren no mogu se nac¢i ‘“tingible body”
makrofazi, a mantle zona folikula ostaje o¢uvana. U tipu III tumorske stanice u centru
folikula pokazuju plazmastani¢nu diferencijaciju. U ovom tipu morfoloSki moZze
postojati diferencijalno dijagnosticki problem prema folikularnom limfomu, koji je za

razliku od MALT-limfoma, CD 10 pozitivan (55).



Histoloski, primarni limfomi Zeluca dijele se na niskomaligne (low-grade, LG)
MALT-limfome, te na skupinu visokomalignih (high-grade, HG) limfoma (56,57).
Skupina HG limfoma moze se podijeliti u tri grupe na temelju prisutnosti ili odsutnost

LG komponente 1 LEL-a.

1. HG MALT-limfom unutar LG MALT limfoma (LG/HG LIMFOM)
2. Velike stanice, bez LG komponente, LEL s velikim stanicama ( HG MALT-
limfom)

3. Difuzni velikostani¢ni limfom bez LG komponente 1 LEL-a ( DLBCL)

Niskomaligni, LG MALT-limfomi mogu transformirati u visokomaligne - HG
limfome (58). Pretpostavlja se da vecina , ako ne 1 svi velikostani¢ni limfomi Zeluca -
DLBCL nastaju transformacijom MALT —limfoma. U prilog tome govori prisutnost
istih citogenetskih aberacija u DLBCL 1 MALT-limfomu (59). No, isto tako postoji
mogucénost da DLBCL Zeluca nastaje de novo. U odsutnosti LG komponente razlika
izmedu primarnog - de novo DLBCL i nastalog iz LG MALT-limfoma je vrlo teska i
gotovo nemoguca (60). Postoji tek neSto bolje prezivljenje bolesnika s MALT —
limfomom u kojih se nalazi HG ili HG/LG komponenta u odnosu na bolesnike gdje
postoji samo slika DLBCL (56).

U REAL Kklasifikaciji limfoma (61) zapravo ne postoji HG MALT-limfom, dok se u
WHO Kklasifikaciji limfoma (42) preporuc¢a podjela na LG MALT-limfom, koji za
onkologe 1 klini¢are zna¢i mogucnost lijecenja antibiotskom terapijom, te DLBCL koji
zahtjeva agresivniju terapiju. Nakupina viSe od 20 velikih transformiranih limfocita

unutar LG MALT-limfoma ponasa se klinicki kao DLBCL.



WHO Kklasifikacija preporuca da se u patohistoloSkom nalazu odredi postotak velikih
stanica, budu¢i da postoje razliCita stajaliSta o utjecaju na preZivljenje (viSe od 5%

stanica —loSija prognoza) Sto zahtjeva daljnja ispitivanja.

1.5 BCL10 I LIMFOMI ZELUCA

Poznavanje genetskih mehanizama vaZno je za razumjevanje patogeneze i progresije
tumora. To vrijedi i1 za skupinu limfoma MZBCL, kako nodalnih tako i spleni¢nih te
ekstranodalnih tj. MALT-limfoma. U nekim istrazivanjima MALT-limfomi te
progresija u HG MALT-limfome 1 DLBCL povezuje se s preuredbom c-myc gena,
kompletnom inaktivacijom P53 gena kao 1 homozigotnom delecijom P16 gena
(62,63,64). S druge strane, nalaz koji izdvaja MZBCL u posebnu skupinu limfoma je
uvjerljiva odsutnost nekih translokacija koje dovode do pojacane ekspresije onkogena
u drugih limfoma: t (11;18) / BCL1, t (14;18) / BCL2 ili t (14;19) / BCL3

Jedna od citogenetskih abnormalnosti koja je gotovo patognomoni¢na za MZBCL
MALT-tipa je t (1;14) (p22;q32) / BCL 10. Ucestalost ove translokacije u MALT —
tipu limfoma Zeluca je oko 50% (65). Gen za regulaciju apoptoze - BCL 10 nalazi se
na 1p22 kromosomu, homologan je konjskom herpes virusu-2 E 10, te kodira protein
od 233 aminokiseline. 13-101 aminokiselina tog proteina tvore amino — terminalnu
CARD domenu (caspase recruitment domain) koja je gradena od Sest zbijenih

antiparalelnih alfa heliksa (66).



Velika skupina CARD proteina podjeljena je u Cetiri podgrupe (67). BCLI10 (poznat 1
kao CLAP/CIPER/cE10/CARMEN) pripada podgrupi bipartitnih CARD proteina. Osim
spomenute N- terminalne domene ¢ini ga C terminalna domena bogata serin-treoninom.
Divl;ji tip BCL 10 djeluje pro-apoptoti¢no i moze aktivirati NF-xB, vezni faktor DNK
(deoksiribonukleinske  kiseline). Aktivacija NF-xkB je konacni cilj mnogih
unutarstani¢nih signalnih puteva. Do ove aktivacije dolazi vjerojatno preko MAGUK
(Membrane-Associated Guanylate Kinase) skupine proteina koji funkcioniraju na
odredenim dijelovima stanicne membrane kao “ljestve” na koje se sakupljaju i slazu
multiproteinski kompleksi. U skupinu MAGUK proteina spadaju CARD9, CARD10
(CARMA3/Bimpl), CARDI1(CARMAI1/Bimp2) i CARDI14 (CARMA2/Bimp3) koji
su gradeni od N-terminalne CARD domene, centralne CC (Coiled-Coil) domene te C-
terminalne tripartitne domene. Sastavni dijelovi C-terminalne domene su PDZ-domena,
Src 1 GUK-domena homologna gvanilat kinazi (68). MAGUK proteini funkcioniraju
kao tzv. uzvodni, “upstream” regulatori BCL10. Organiziraju komplekse signala na
membrani 1 svaki od njih vezu¢i se na CARD domenu BCLI10 inducira njegovu
fosforilaciju te translaciju iz citoplazme u perinuklearne strukture $to ima za posljedicu
aktivaciju NF-kB (69). Divlji tip BCL 10 pokazuje tumor supresorsku sposobnost te in
vitro inhibira onkogenu stani¢nu transformaciju (70). Translokacijom t(1;14), gen BCL
10 na lokusu 14932 dolazi u regiju koja kodira teSke lance imunoglobulina ( Ig ).
PremjeStanjem u ovu izrazito aktivnu regiju dolazi do pojacane ekspresije BCL 10 kao 1
do gubitka kontrolne regulacije. Osim pojacane ekspresije t( 1;14 ) ( p22;q32) nastaju i
mutirani tj. skraceni  oblici BCL 10, na nivou C-terminalnog dijela ili unutar CARD
domene.
Posljedica skracenog (truncated) oblika CARD domene je gubitak i proapoptoticne

funkcije 1 aktivacije NF-kB, dok mutacija C-terminalnog dijela zadrZava sposobnost



aktivacije NF-kB (71). Pretpostavlja se da su upravo to dva mehanizma djelovanja
BCL10 u nastanku limfoma (69).

Tumorske stanice MALTtip -limfoma s t (1;14) (p22;q32) rastu spontano u kulturi bez
B-stani¢ne stimulacije, dok nasuprot njima stanice bez translokacije ubrzano odumiru
apoptozom. Nakon stimulacije B-stanicnim mitogenima, proliferativni odgovor
tumorskih stanica s t(1;14) (p22;932) je 50 puta ve¢i u odnosu na stanice bez
translokacije. Ovo ukazuje da t(1;14) (p22;q32) ima vaznu ulogu u preZivljenju 1 rastu
malignih B-limfocita (72).

Od 21 ispitivanog solidnog normalnog tkiva jedino je u dojci dokazana ekspresija
BCLI10, i to u luminalnom dijelu epitelnih stanica. Intracitoplazmatska ekspresija BCL
10 postoji 1 u limfaticnom tkivu ( slezena, crvuljak, timus, limfni ¢vor, tonzila). U
normalnim LN 1 LF postoji jasna intracitoplazmatska ekspresija BCL 10 u
germinativhom centru, srednje izraZena ekspresija u “marginal” zoni te vrlo slaba u
“mantle” zoni B-limfocita.

Intracitoplazmatska ekspresija BCL10 nadena je i u mantle-cell limfomu,
folikularnom limfomu, kao i u DLBCL sluznice Zeluca, no do nuklearne ekspresije
dolazi uglavnom u MALT-tip limfoma. Ovakva ekspresija je tipicna u svih MALT-
tip limfoma sa t(1;14) (p22;q32), ali isto tako 1 u oko 50% slucajeva kod kojih nije
dokazana translokacija t(1;14). Tumori koji pokazuju nuklearnu ekspresiju BCL10,
infiltriraju cijelu debljinu stijenke Zeluca 1 serozu u znatno ve¢em postotku od onih
kod kojih postoji samo citoplazmatska ekspresija BCL10 (73). Kako se poremecena (
intranuklearna ) stani¢na lokalizacija BCL10 nalazi u tumorima s t (1;14) (p22;q32)
kao 1 u tumorima bez te translokacije, pretpostavlja se da bi upravo ta intranuklearna

ekspresija BCL10 mogla



biti odgovorna za nastanak tumora. Pravo objaSnjenje i mehanizam  djelovanja
BCL10 i limfomageneze zapravo jos ne postoji (74,65).

API2 (cIAP2) spada u skupinu od pet gena proteina inhibitora apoptoze (AIP)
koji igraju vaZznu ulogu u regulaciji programirane smrti stanica inhibicijom kaspase 1
aktivacijom NF-kB. Prvi puta je otkriven u Baculovirusima. Gen za API2 nalazi se na
11g21 a graden je od BIR (Baculovirus IAP Repeat) motiva, CARD domene i C-
terminalne zink vezujuce ring ( “finger”) domene (69).
Gen za MALTI ili MLT (MALT Lymphoma-associated Translocation) se nalazi na
kromosomu 18q21. Spada u skupinu “parakaspaza”, proteaza slicnih kaspazi, a graden
je od DD (Death Domain), dviju domena sli¢nih imunoglobulinu i domene sli¢ne
kaspazi (caspase-like domain) ali nema CADR domenu (75).
MALTI 1 BCLIO u fizioloSkim uvjetima povezani su preko domene slicne
imunoglobulinu MALTI, te sinergisticki utjeu na aktivnost NF-kB, no razina
ekspresije gena odrzava tek normalni signalni put.
Kromosomska translokacija t(11;18) (p21;q21) prisutna je u oko 40% MALT tip NHL
Zeluca. Ovom translokacijom nastaje kimericka fuzija C-terminalne domene slicne
kaspazi MALT1 i N-terminalne BIR domene API2. Lom 11-og kromosoma na mjestu
API2 gena je samo u podrucju introna 7, dok na 18-om kromosomu MALT1 gena lom
mozZe biti na razli¢itim mjestima. Posljedica su brojne varijacije fuzijskog transkripta
API2-MALTI, no kod svih lomova su konstantne BIR sekvence na API2 koje imaju
antiapoptoticnu funkciju (71). Prekomjerna ekspresija fuzijskog proteina API2-

MALT]1 izrazito pojacava aktivnost NF-kB.



NF-kB je ¢lan REL obitelji gena i transkripcijski je faktor s vaznom ulogom u
aktivaciji gena ukljucenih u aktivaciju limfocita tj. imunoloski odgovor kod upale 1
apoptoze (68).

U nestimuliranim stanicama NF-kB se nalazi u inaktivnom obliku vezan za
inhibitorne proteine IkBa. Kao odgovor na stimulaciju npr. interleukinom 2 (IL-2),
TNF a, bakterijskim lipopolisaharidima i kod virusnih infekcija dolazi do fosforilacije
1 degradacije IxBa, djelovanjem proteosoma, Sto rezultira u translokaciji NF-xB u
jezgru. Veze se na promotore, Sto dovodi do transkripcije i ekspresije gena bitnih za
aktivaciju limfocita i imunoloSkog odgovora. Fosforilacija IkBa je pod utjecajem IxB
kinaza kompleksa (IKK) koji je graden od dvije aktivne kinaze, IKKa i IKK te jedne
regulatorne podjedinice IKKy (NEMO) (76).

Za normalnu funkciju BCLI10 potreban je MALT1 s kojim stvara kompleks za
oligomerizaciju 1 aktivaciju domene MALT]I slicne kaspazi koja vodi indukciji i
aktivaciji NF-xB. Kod mutacije ili prekomjerne ekspresije uslijed t(1;14) BCL10 se
veze na MALTI, te zajedno izrazito pojacavaju aktivnost IKK S$to rezultira
translokacijom NF-kB u jezgru. Na isti nacin djeluje 1 fuzijski transkript API2-
MALTI, ali on ne zahtijeva prisustvo BCL10 za stimulaciju aktivnosti IKK, iako
API2-MALT fuzija korelira s neuobicajenom intranuklearnom lokalizacijom BCL10

(76).



1.6 TRISOMIJA 3 I LIMFOMI ZELUCA

Infekcija sluznice Zeluca, zbog djelovanja Stetnih faktora ( slobodni radikali kisika)
uzrokuje pojavu stanica osjetljivih za nastanak genetskih abnormalnosti te malignu
transformaciju reaktivnih B limfocita. Prekobrojni tre¢i kromosom (trisomija 3) jedan
je od genetskih poremecaja koji se smatra mogu¢im odgovornim faktorom za nastanak
limfoma zeluca (77,78,79,80).

Genetski mehanizam kojim bi trisomija 3 mogla igrati ulogu u genezi MALT limfoma
je nejasan. Jedan od mehanizama bi mogao biti protoonkogen bcl-6 koji se nalazi na
3927 lokaciji. Bcl-6 pripada skupini “zinc-finger” transkripcijskih faktora. Vazan je u
regulaciji proteina koji sudjeluju u kontroli aktivacije B limfocita, njihovoj
diferencijaciji 1 apoptozi. Preuredba regije za bcl-6 proto-onkogena javlja se u oko
35% ekstranodalnih DLBCL i povezana je s boljom prognozom (81,82,83). Kako je
proliferacija tumorskih stanica MALT-limfoma ovisna o prisutnosti antigenom
aktiviranih T limfocita, mogu¢i mehanizam djelovanja prekobrojnog kromosoma
mogla bi biti prekomjerna ekspresija molekule ili receptora ukljucenih u interakciju B
1 T limfocita. Gen za o lanac receptora interleukina —5 (IL-5) smjeSten je na 3p26. IL-5
djeluje sinergisticki s drugim citokinima  ( IL-2, IL-4) stimuliraju¢i rast i
diferencijaciju B limfocita, a stimulira 1 sintezu imunoglobulina A (IgA). Gen za B7
nalazi se takoder na 3. kromosomu i to na 3q13-3q21. B7 je aktivacijski antigen koji
se nalazi na aktiviranim B limfocitima, ujedno je 1 ligand za CD28 na T limfocitima.
Nakon antigene stimulacije, posredovane preko MHC klase II, receptor B7- CD28 je

odgovoran za prekomjernu produkciju IL-2, a koji stimulira proliferaciju B limfocita.



Posljedica trisomije 3 je prekomjerna produkcija B7, koja bi mogla imati vaznu ulogu
u nastanku MALT-tip limfoma (84).

Trisomija 3 se nalazi u 25 — 85% LG MALT limfoma ( 85,86). Trisomija 3 je nadena
1 u oko 20% slucajeva DLBCL (87). Postoje neslaganja o tome da li DLBCL nastaje
transformacijom iz LG MALT limfoma, u prilog ¢emu govore neka istrazivanja (88),
ili nastaje de novo kao posebni entitet. Ako se pretpostavi transformacija iz
niskomalignog u visokomaligni limfom, za ocekivati je nalaz identi¢nih genetskih
aberacija u oba tumora, StoviSe kompleksnija genetska oSte¢enja u DLBCL, kao

pretpostavka limfomageneze iz LG MALT limfoma.



2.0.CILJ ISTRAZIVANJA

1. Utvrditi postojanje citogenetskih abnormalnosti u bolesnika s:
a) H. pylori gastritisom i prisutnim LF,
b) LG MALT limfomom Zeluca
¢) DLBCL Zeluca

2. Utvrditi utjecaj tih abnormalnosti na tijek i ishod bolesti.

U tu svrhu primjenit ¢emo u sve tri skupine bolesnika odredivanje:

1. Trisomije 3, kao mogudi utjecaj:

a) na klonalnu transformaciju limfocita, tijek bolesti te eventualno njen utjecaj na
rezistenciju na “triple” terapiju kod H. pylori gastritisa.

b) na proSirenost bolesti kao i njen ishod u bolesnika s LG MALT limfomom.

¢) ulimfomagenezi i transformaciji u DLBCL.

2. Ekspresije BCL 10, kao mogudi utjecaj:

a) na malignu transformaciju i akumulaciju tumorskih stanica, te neefikasnost
“triple”
terapije u H. pylori gastritisa.

b) na tijek i ishod u bolesnika s LG MALT limfomom.

c) na progresiju bolesti i mogucu transformaciju u DLBCL.



3.0 BOLESNICI 1 METODE

3.1 BOLESNICI

Skupini od 2430 bolesnika ucinjen je gastroskopski pregled zbog dispeptickih tegoba.
Svakom bolesniku uzeti su biopticki uzorci sluznice Zeluca prema Sydney-skoj
klasifikaciji (2 biopsije iz korpusa i 2 biopsije iz antruma) uz detaljan endoskopski
nalaz. Za ovo je istraZzivanje izdvojena skupina od 20 bolesnika (grupa I). Kriterij za
bolesnike grupe I bio je kroni¢ni aktivni gastritis uz pozitivan nalaz H. pylori i
prisutnost LN ili LF u sluznici Zeluca (slike 1.1 2.). Prosjecna Zivotna dob bolesnika
grupe I je 53,5 godina. U grupi ima 13 muSkaraca (65%) 1 7 Zena (35%). Svi su
bolesnici primili antibakterijsku trostruku terapiju (“triple-therapy”). U svih bolesnika
ucinjena je 1 kontrolna gastroskopija s biopsijama. Pregled je ucinjen u razmaku
izmedu 32 i 150 dana nakon prve gastroskopije odnosno najmanje 15 dana nakon
provedene terapije. Druga kontrolna gastroskopija s biopsijama ucinjena je u Cetiri
bolesnika u razmaku od 148 do 230 dana nakon ponovno provedene terapije.

Druga skupina od 20 bolesnika (grupa II) je ona s MALT—tip limfomom Zeluca (slika
3.) U ovoj grupi ima 12 muSkaraca (60%) 1 8 Zena (40%). Prosjecna Zivotna dob
bolesnika grupe II je 60,9 godina. U 15 bolesnika ucinjena je gastroskopija te su tom
prilikom uzeti uzorci suspektne lezije za analizu, dok je u preostalih 5 bolesnika
ucinjena parcijalna ili totalna gastrektomija. U 14 bolesnika ove grupe naden je i H.
pylori. U sedam bolesnika ucinjena je kontrolna gastroskopija s biopsijama u razmaku
od 35 do 600 dana te je u svih sedam i dalje naden MALT-tip limfom. Drugi kontrolni
gastroskopski pregled ucinjen je samo u tri od ranije spomenutih sedam bolesnika i to

u



razmaku od 50 do 510 dana od prethodnog pregleda. U sva tri bolesnika 1 dalje se
radilo o limfomu.

U tre¢oj skupini bolesnika (grupa III) prosjecna Zivotna dob je 58,6 godina. Radi se o
skupini od 20 bolesnika s DLBCL Zeluca (slika 4.). U 17 bolesnika u razmaku od 8 do
120 dana prije operativnog zahvata ucinjena je gastroskopija s biopsijama suspektnih
lezija. U dva bolesnika preoperativna gastroskopija nije ucinjena dok je u jednog
gastroskopski pregled ucinjen 710 dana prije operativnog zahvata. U grupi ima 12
Zena (60%) te 8 muskaraca (40%). U svih bolesnika ucinjena je totalna gastrektomija.
Analizirana je veliina tumora, dubina infiltracije stijenke Zeluca te zahvacenost
limfnih ¢vorova u masnom tkivu male i velike krivine Zeluca. U 11 bolesnika naden je
1 H. pylori. Osam bolesnika bilo je na kontrolnom endoskopskom pregledu nakon
operacije u razmaku izmedu 50 i 550 dana.U svih se radilo o urednom endoskopskom

nalazu anastomoze tankog crijeva i jednjaka.



Slika 1. Limfati¢ni nodul, Giemsa, x 90

Slika 2. Limfati¢ni folikul, Giemsa, x 90



x120

ki
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Slika 4. Velikostani



2 METODE

3.2.1 GASTROSKOPIJA

Gastroskopija je ucinjena fiberoptickim ezofagogastroduodenoskopom (Olympus,
GIF-Q145), koji je opremljen klijeStima za uzimanje biopti¢kih uzoraka. Endoskopski
nalazi bili su opisani s podacima o mjestu promjene, veli€ini 1 izgledu a oznaceni su

slijede¢im pojmovima: hiperemija, erozija, vrijed, oziljak 1 infiltrat.

3.2.2 HISTOLOGIJA

Biopticki 1 resekcijski materijal fiksiran je u 10% ili standardnom 4% neutralnom
puferiranom formalinu, uklapan u parafin te izrezan u rezove debljine 3 do 4 mikrona.
Rezovi su rutinski obojeni hemalaun-eozinom. Prisutnost i koli¢ina H. pylori odredena
je semikvantitativno u rezovima bojenim modificiranom metodom — 2 % Giemsa (89).
Vrijednosti za prisutnost 1 koli¢inu H. pylori bili su:

,a) 0 =nema H. pylori

b) 1 =rijetko H. pylori

¢) 2 =osrednje H. pylori

d) 3 =obilno H. pylori

Prisutnost 1 gusto€a infiltrata limfocita 1 plazma stanica procjenjena je i gradirana

prema Wotherspoon-u (40). Zanimali su nas gradus 2 (grupa I) i gradus 5 (grupa II).



Gradiranje limfocitnog infiltrata prema Wotherspoon-u:
0 = normalna sluznica, rijetke plazma stanice u lamini propriji, bez LF.
1 = kronic¢ni gastritis, male nakupine limfocita, bez LF i LEL-a.
2 = kronic¢ni gastritis s LF koji su okruZeni ‘“mantle” zonom i plazma
stanicama, ali bez LEL-a.
3 = opsezan limfocitni infiltrat, sumnjiv na limfom, vjerojatno reaktivan,
LF okruzeni malim limfocitima koji difuzno infiltriraju laminu
propriju i epitel Zlijezda (LEL).
4 = obilan limfocitni infiltrat, vjerojatno limfom. LF okruZeni s centrocitima
sliénim limfocitima (CCL) koji difuzno infiltriraju laminu propriju.
5 = MALT limfom, difuzni gusti infiltrat CCL.
Osim spomenutih kriterija definitivna dijagnoza grupe II bolesnika je definirana i
imunohistokemijski prema WHO kriterijima za dijagnozu MALT limfoma. Takoder

su WHO kriteriji zadovoljeni i za grupu III bolesnika odnosno dijagnozu DLBCL

(42).

3.2.3 IMUNOHISTOKEMIJSKO BOJENJE

IzvrSeno je imunohistokemijsko bojenje s primarnim protutijelima ( DAKO, Danska ):
CD3 (A 0452), CD20 (MO0755), CD5 (M7194), CD23 (V1617) te CDI0
(NOVOCASTRA Lab, NCL-CD10-270) prema uputama proizvodaca, klasi¢nim
na¢inom ili koriste¢i uredaj za automatizirano imunohistokemijsko bojenje
“TechMate™ Horizon” ( DAKO, Danska )

Imunohistokemijsko bojenje za BCLI10 izvrSeno je s koncentriranin anti-BCL-10
monoklonalnim protutijelom, klon 151 (ZYMED®Laboratories Inc. USA ) u

razrijedenju 1:50.



Nakon deparafinizacije, demaskiranje antigena stanica na histoloSkim rezovima ucinili
smo kuhanjem u loncu pod tlakom a u 0,01 M citratnom puferu pH 6,00. Sekundarno i
tercijarno antitijelo ( streptavidin s peroksidazom ) Koristili smo iz seta
“LSAB+System,

HRP” (K 0609, DAKO, Danska). Preparate smo kontrastirali hematoksilinom,

najdulje 1min. Kao pozitivnu kontrolu koristili smo tkivo tonzile.

3.2.4 FLUORESCENTNA IN SITU HIBRIDIZACIJA (FISH)NA
PARAFINSKIM REZOVIMA

FISH ( eng. fluorescent in situ hybridization ) je citogenetska metoda kojom se
fluorescencijski oznacenom nukleinskom probom istrazuju Zeljene nukleinske
sekvence unutar kromosoma. Nakon prociS¢avanja stanice od proteina i denaturacije
deoksiribonukleinske kiseline (DNK) dolazi do hibridizacije oznacene probe i
istrazivane sekvence DNK. Boja kojom je oznacena proba apsorbira jedan, a propusta

drugi dio spektra pa se specificne sekvence DNK na kromosomima pod mikroskopom
mogu vidjeti kao jasni signali crvene/zelene/Zute boje. Kako bi slika pod
mikroskopom bila jasnija za jaci kontrast koristi se bojanje jezgara DAPI-em ( 47,6 —
diamidino-2-fenil-indol). Tako se mogu vidjeti oStro ograni¢ene jezgre unutar kojih se
nalazi signal boje koja ovisi o dizajnu same probe.

U naSem istrazivanju koristili smo CEP (Chromosome Enumeration Probes ) DNA
FISH Probe za detekciju centromere tre¢eg kromosoma proizvodaca VYSIS Inc. USA

( VYS CEP3 PRBSET 31-130003 ).



OTOPINE | POSTUPAK
OTOPINE:

TN (121,4 g Tris HC1 + 87,4 g NaCl u 1 1 destilirane vode, pH 7,5 )
e 20x SSC (175,3 g NaCl + 88,2 g natrij-citrat-dihidrat u 1 1 destilirane vode, pH 7 )

e DEPC voda: 1 ml dietilpirokarbonata ( DEPC ) u 1 1 destilirane vode promjesati i
ostaviti preko no¢i na 37°C. Drugi dan autoklavirati. DEPC inaktivira RNA-ze

POSTUPAK:

DEPARAFINIZACIJA:

e ispiranje parafinskih rezova debljine 2-3 p histoclearom 2 x 5 min.

rehidracija kroz apsolutni, 90%-tni i 70%-tni etanol, po 3 min.

ispiranje destiliranom vodom 3 min.

ispiranje 2xSSC-om, 3min

PREDTRETMAN:

e 100 pl radne otopine proteinaze K ( 1ml 2xSSC + 5ul proteinaze K ) dodati po
uzorku i staviti u vlaznu komoru na 37°C, 1 sat.

e isprati 2x SSC-om, 5 min na 37°C.

e 100 pl radne otopine RNA-ze ( 1ml 2x SSC + 10 ul RNA-ze ) dodati po uzorku i
staviti u vlaZznu komoru na 37°C, 1 sat.

e isprati 2x SSC-om, 5 min. na 37°C.

e u otopinu za pepsin ( 1ml 1M HCL + 99 ml destilirane vode ) koja se grije u
kupelji dodati 50 pl pepsina; u tome inkubirati uzorke 30 min u vodenoj kupelji
na 37°C.

e isprati uzorke 1x PBS-om, 1x 3 min.

¢ inkubirati 10 min u otopini formaldehida bez kiselina

(100 ml 1xPBS + 5 ml 50 Mm MgCl, + 2,6 ml 36%-tne otopine formaldehida
)

e isprati uzorke 1x PBS-om, 3min.

® dehidrirati u alkoholima 70%-om, 90%-om 1 apsolutnom etanolu po 3 min.



DENATURACIJA:

denaturirati na grijanoj plo¢i na 75°C 1 min 45 sec 100 pl otopine formamida ( 10
ml 20x SSC + 20 ml destilirane vode + 70 ml formamida ) koja se grije u
vodenoj kupelji na 75°C.

nakon denaturacije uzorke brzo prebaciti u hladni 2 x SSC na + 4°C 3 min

70% - tni etanol na -20°C, 3 min.

nakon toga uzorke staviti redom u 90%-tni i1 apsolutni etanol na 3 min.

susiti uzorke na zraku 5 min.

denaturirati probu prema uputstvu dobivenom od proizvodaca ( po 1 staklu 7ul
pufera + 2ul DEPC vode + 1pl probe, 2 min na 80°C )

staviti 10 pl probe po uzorku, prekriti pokrovnicom 18 x 18 mm ( moZe i sa 20 x
20 mm ), zalijepiti pokrovnicu i staviti u vlaZnu komoru ( papirnati ru¢nik
natopljen 60%-tnim formamidom razrijedenim sa 1xSSC-om) preko no¢i na

37°C

POSTHIBRIDIZACIJA:

isprati uzorke sa otopinom 100 ml 2xSSC + 1 ml 10%-tni tween20, 5 min

u vodenoj kupelji na 37°C.

isprati 2xSSC-om 2 x 3 min u vodenoj kupelji na 37°C uz mijeSanje.

isprati TNT — om ( 50 ml 10x TN + 450 ml destilirane vode + 2,5 ml 10%-tnog
tweena 20 ) 1 x 5 min.

dehidratacija kroz 70%-tni, 90%-tni i apsolutni etanol po 3 min.

staviti 10 ul DAPI-a po uzorku, prekriti pokrovnicom i ostaviti 1 h u mraku.



3.2.5 STATISTICKA ANALIZA

Podaci su prikazani prikazani tabelarno i graficki. Kvalitativni podaci analizirani su
postupcima za analizu tablica kontingencije ( x 2 test, Fisher exact test ). PreZivljenje
je analizirano Kaplan — Meierovim postupkom a potencijalna prediktivna vrijednost
nekih varijabli u procijeni preZivljenja istraZena je Coxovom regresijskom analizom

(90).



4. REZULTATI

4.1 USPOREDBA ENDOSKOPSKIH NALAZA U BOLESNIKA GRUPE I i GRUPE II.

Usporedujuc¢i endoskopske nalaze bolesnika grupe I i grupe II zanimalo nas je postoje
li tipicne endoskopske promjene koje odgovaraju histoloSkoj slici gastritisa tj. ranoj
imunoloskoj reakciji s vidljivim LN i/ili LF. Jo§ vecu paznju posvetili smo pitanju
moguceg endoskopskog prepoznavanja MALT-tip limfoma. Rezultati su prikazani u

tablici 1.

Tablica 1. Endoskopski nalazi bolesnika grupe 11 II.

hi+er | b.o+ozi. vrijed infil. z
GR
4 11 20
X
II 14 0 0 6 20
18 11 20
3

¥ =27,55;df.=3;P=0,001

Legenda: GR = grupa bolesnika, hi+er = hiperemija i/ili erozije, b.o+0Zi.= uredan nalaz,
oziljak Zeluca ili dvanaesnika, infil. = tumorski infiltrat, £ = ukupan broj bolesnika

Statisticki postoji znacajna razlika izmedu grupe I i II u endoskopskim promjenama.
Histoloski nalazi LN/LF u naSem materijalu endoskopski su svrstani u razlicite
promjene a najucestaliji nalaz je bio vrijed. Promjena koja endoskopski odgovara
tumorskom infiltratu nije nadena niti u jednog bolesnika s histoloSkim nalazom
LN/LF.

MALT - tip limfom je endoskopski najceS¢e opisan slikom hiperemije i erozija.

Vrijed nije naden niti u jednog bolesnika, a samo u 6 bolesnika je endoskopski nalaz

odgovarao tumorskoj infiltraciji sluznice zeluca.




U 7 bolesnika grupe II ucinjen je kontrolni endoskopski pregled, 70 do 600 dana
nakon prvog pregleda. U 2 bolesnika endoskopski je nalaz odgovarao tumorskom
infiltratu. U ostalih 5 bolesnika endoskopski nalaz hiperemije 1 erozija nije se

mijenjao iako se histoloski i dalje radilo o MALT-tip limfomu. Time je potvrdeno

ranije miSljenje da ovaj tumor endoskopski ne pokazuje distinktivnu promjenu.

4.2. USPOREDBA PRISUSTNOSTI I KOLICINE H. PYLORI U BOLESNIKA GRUPE 1I,1Ii

III

Semikvantitativnom metodom utvrdena koli¢ina H. pylori u sluznici Zeluca bolesnika

grupe I, IT i III prikazana je u tablici 2.

Tablica 2. Usporedba koli¢ine H. pylori u bolesnika grupe I, I i III.

grupa I grupa II grupa III
Hp Gl T bio2 bio.1 bio.2 res.
NU 0 0 0 13 0
0 0 14 6 7 9
1 15 4 14 0 11
2 4 0 0
3 1 0 0 0
X 20 20 20 7 20

a) x2=19,050; d.f = 6; P = 0,004 b) x2=5,431d.f. =4; P =0,246

Legenda: Hp = H. pylori ( NU = nije ucinjeno, 0 = nema, 1 = rijetko,2 = osrednje,3 = obilno)
bio.1 = prva biopsija, bio.2 = druga biopsija, res = reseciran Zeludac, 3=broj bolesnika
a) = usporedba gr. I i II, b) = usporedba grupe II i III.



Iz tablice 2 je vidljivo da je H. pylori bio pozitivan u svih bolesnika grupe I. Kontrolna
biopsija ucinjena je u svih bolesnika, a u 6 bolesnika H. pylori je bio prisutan i nakon
provedene terapije. U bolesnika grupe II tj. bolesnika s morfoloSkom dijagnozom
MALT-tip limfoma, H.pylori je bio prisutan u 14 bolesnika, a u preostalih 6 bolesnika
H. pylori nije naden. Od svih bolesnika, druga kontrolna biopsija je u¢injena samo u 7
bolesnika a histoloski niti u jednog H. pylori nije naden.

U tre¢oj skupini bolesnika (grupa III) s resekcijom Zeluca, H. pylori je histoloski
naden u 11 bolesnika.

Statisticki postoji znacajna razlika u koli¢ini H. pylori izmedu grupe 1 i II (x2 =
19,050; d.f = 6; P = 0,004), medutim takva razlika nije dokazana u usporedbi grupe II i
I

(x2=0,960; d.f. = 1; P =0,327).

Interesantno je napomenuti da je u sve tri grupe semikvantitativnom procjenom
koli¢ina H. pylori uglavnom odgovarala kategoriji 1, tj. nadeni su samo rijetki H.

pylori mikroorganizmi.



4.3 USPOREDBA EKSPRESIJE BCL10 U BOLESNIKA GRUPE [, II'i III.

U svim uzorcima pracena je prisutnost citoplazmatske i/ili intranuklearne ekspresije
BCLI10. Pozitivan nalaz je definiran intranuklearnom ekspresijom BCL10 u vise od

5% stanica. Rezultati za sve tri grupe bolesnika prikazani su u tablici 3.

Tablica 3. Ekspresija BCL10 u bolesnika grupe I, IT i III.

grupal grupa II grupa III
BCLI0 A B A B A
neg. 0 0 0 0 5
ic. 18 18 2 13
ic.+ in. 2 2 12 5 2
X 20 20 20 7 20

A—gr /I (x2 =10,989; d.f. = 1; P =0,001 ) A —gr IV/ITI ( %2 = 13,333; d.f. = 2; P = 0,001 )

LEGENDA: neg.=negativan, ic. = pozitivan u citoplazmi, in.= pozitivan u jezgri

A = prva biopsija, B = kontrolna biopsija
Zanimljiv je podatak da su dva bolesnika grupe 1 imala intranuklearni i
intracitoplazmatski BCL10 pozitivitet i da je takav nalaz potvrden u istih bolesnika i
nakon provedene terapije (slika 5).
Intranuklearni pozitivitet je naden u 12 (60%) bolesnika grupe II s MALT-tip
limfomom (slika 6.), dok je u grupi III naden samo u 2 (10%) bolesnika.
Iz tablice 3 je vidljivo da 5 bolesnika grupe III ima negativan nalaz, tj. ekspresija
BCLI10 nije dokazana niti u citoplazmi niti u jezgri. Samo citoplazmatski pozitivitet

naden je u 13 bolesnika (slika 7.)



4.4. USPOREDBA PRISUTNOSTI TRISOMIJE 3 U BOLESNIKA GRUPE I, I1 i III.

U dokazivanju prisutnosti trisomije 3 koriStena je FISH metoda, a u svakom uzorku
analizirano je 200 stanica. Pozitivan nalaz definiran je pozitivnim signalom u vise od
3% stanica.

Tablica 4. Prisustvo trisomije 3 u bolesnika grupe I, 1T i III.

Gr. TRISOMIJA 3
= : X
pozitivho negativno
I 0 20 20
I 7 13 20
I 3 17 20

I/II/II (x 2= 8,880; d.f. =2; P = 0,012) I/ (x 2=2,133; d.f. = 1; P = 0,144)

Legenda: Gr = grupe bolesnika, X = broj bolesnika

U grupi I nijedan bolesnik nije imao dokazanu trisomiju 3. U grupi MALT-tip
limfoma u 7 bolesnika nalaz je bio pozitivan (slika 8.), dok je u grupi III samo u 3

bolesnika nadena trisomija 3.

4.5. USPOREDBA PRISUTNOSTI I KOLICINE H.PYLORI S EKSPRESIJOM BCL10
U BOLESNIKA GRUPE L, 11'i I11.

Daljnji interes u ovom istraZivanju usmjerili smo u traZzenju odgovora o mogucoj povezanosti
prisutnosti i koli¢ine H. pylori s ekspresijom BCL10 u svim grupama nasih bolesnika.
Rezultati za prikazani u tablicama 5,6 1 7.

Tablica 5. Odnos H. pylori i BCL10 u 1. biopsiji , grupa |



Hp BCL10 X
neg. ic in+ic
1 0 13 2 15
2 0 4 0 4
3 0 1 0 1
pY 0 18 2 20

x2 = 0,741;d.f. =2; P=0, 690

Legenda: Hp = H. pylori ( 1 =rijetko, 2 = osrednje, 3 = obilno ) X = broj bolesnika
BCL10 ( neg = negativan, ic = poz. u citoplazmi, in = poz.u jezgri)

Tablica 6. Odnos H. pylori i BCL10 u 1. biopsiji, grupa II

Hp BCL10 X
neg. ic. in.+ic.

0 0 3 3 6

1 0 5 9 14

X 0 8 12 20

x?2 =0,357; d.f. = 1; P =0,550

Legenda: Hp = H. pylori ( 0 = nema, 1 =rijetko ), X = broj bolesnika
BCL10 ( neg. = negativan, ic = poz. u citoplazmi, in = poz. u jezgri )

Tablica 7. Odnos Hp i BCL10 u 1. biopsiji, grupa III

Hp BCL10 2
neg. ic. in.+ic.
0 2 6 1 9
1 3 7 1 11
x 5 13 2 20

x2=0,078; d.f. =2;P=0,962

Legenda: Hp = H. pylori ( 0 = nema, 1 =rijetko ), X = broj bolesnika

BCL10 ( neg. = negativan, ic = poz. u citoplazmi, in = poz. u jezgri )




Iz tablica 5, 6 1 7 je vidljivo, da je u bolesnika s ekspresijom BCLIO,
(intracitoplazmatskom i/ili intranuklearnom) kolonizacija sluznice s H. pylori bila
minimalna.

U grupi II 1 III, intracitoplazmatska 1 intranuklearna ekspresija BCL10 bila je
pozitivna u 3, odnosno u jednog bolesnika s H. pylori negativnim histoloSkim

nalazom.



4.6. USPOREDBA PRISUTNOSTI I KOLICINE H.PYLORI S NALAZOM TRISOMIJE 3

U BOLESNIKA GRUPE II'i III.

U bolesnika grupe I nije nadena trisomija 3. Rezultati povezanosti prisustva i koli¢ine

H. pylori s trisomijom 3 u bolesnika grupe I1 i III prikazani su u tablicama 81 9.

Tablica 8. H. pylori i trisomija 3, grupa II.

Hp Trisomija 3 Y
neg. poz.

0 3 3 6

1 10 4 14

)y 13 7 20

X2 =0,848; d.f. = 1; P = 0,357

Legenda: Hp = H. pylori ( 0 = nema, 1 =rijetki ) X = broj bolesnika
neg. = negativno; poz. = pozitivno,

Tablica 9. H. pylori i trisomija 3, grupa III.

Hp Trisomija 3 X
neg. poz.
0 8 1 9
1 9 2 11
X 17 3 20

X2 =0,194; d.f. =1; P = 0,660
Legenda: Hp = H. pylori ( 0 = nema, 1 =rijetki ), £ = broj bolesnika
neg. = negativno; poz. = pozitivno

U grupi II trisomija 3 nadena je u 3 bolesnika s negativnim nalazom H. pylori i u 4
bolesnika s pojedinacnim mikroorganizmima uz povrsinu Zelucane sluznice.
U grupi III, rijetki H. pylori i trisomija 3 nadeni su u 2 bolesnika, a negativan nalaz H.

pylori uz trisomiju 3 u jednog bolesnika.



4.7 ANALIZA PREZIVLJENJA.

U grupi I svi su ispitanici preZivjeli. Usporedba preZivljenja je stoga nacinjena izmedu
bolesnika grupe 111 grupe III. Prosjecno trajanje prezivljenja bolesnika u grupi II je 53
mjeseca sa standardnom devijacijom 23,1. Bolesnici su Zivjeli izmedu 12 i 96 mjeseci
s medijanom 55 mjeseca. Prosjecno trajanje prezivljenja u bolesnika grupe III je 26,9
mjeseci sa standardnom devijacijom 22,96. Bolesnici su Zivjeli izmedu 3 i 91 mjeseci

sa medijanom 19 mjeseci.

Grafikon 1. preZivljenje grupe II i Il (Kaplan — Meier)
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Legenda: mj = mjeseci; DLBCL = difuzni B velikostani¢ni limfom

Razlika je statisti¢ki znacajna ( z = 2,86; P = 0,0043 )



Analiza prezivljenja ucinjena je 1 Cox-ovom regresijskom analizom s namjerom
procjene relativne vaznosti “osumnji¢enih” prediktora.

Kao prediktori koriSteni su spol i dob bolesnika, veli€ina 1 raSirenost (“staging”)
tumora, prisutnost trisomije 3 te ekspresija BCL10. Utvrdena je statisticki znacajna
razlika u preZivljenju izmedu ispitivanih grupa bolesnika (x2=15,46; d.f = 6; P =
0,017).

Od predmnijevanih prediktora samo se dob bolesnika pokazala kao statisticki znacajan
prediktor. Za ekspresiju BCL10 bi se moglo re¢i da je statisti¢ki znacajan prediktor na

6% - noj razini znacajnosti.



Slika 5. Ekspresija BCL10 u jezgri — LN, BCL10-PAP, x90
Insert — LN, vece povecanje BCL10 u jezgri.

Slika 6. Ekspresija BCL10 u jezgri, MALT-tip limfom, BCL10-PAP, x120



Slika 7. Ekspresija BCL10 u citoplazmi, DLBCL, BCL10-PAP, x300

Slika 8. FISH, tri signala centromere kromosoma 3, MALT-tip limfom, x200
Insert — vece povecanje, x 1000



5.0 RASPRAVA

H. pylori kolonizira sluznicu antralnog dijela Zeluca 1 uzrokom je akutnih i kroni¢nih
upalnih promjena (91,92,93). Kao i u drugim upalnim bolestima, prirodeni, ali i
steCeni imunoloski odgovor domacina na infekciju H. pylori ima odlucujucu ulogu na
ishod bolesti. Humoralni odgovor na razlicite antigene komponente H. pylori rezultira
stvaranjem antitjela. H. pylori inducira i stanicno posredovane mehanizme odgovora,
tj. upalne stanice, antigen prezentirajuce stanice i njihove citokine.

Fizioloski se u sluznici Zeluca nalazi mali broj T limfocita, dok B limfocita uglavnom
nema. Kako kolonizacija H. pylori uzrokuje lokalni i sistemski imunoloski odgovor,
pretpostavlja se da su LN/LF posljedica kroni¢ne antigene stimulacije sluznice Zeluca.
Limfati¢ni folikuli su prema tome posljedica specificnog imunoloskog odgovora na
infekciju H. pylori. Limfati¢ni folikuli 1 LN se naj¢eS¢e nalaze u antralnoj sluznici, no
nadeni su i u ostalim dijelovima sluznice Zeluca. Morfoloski odgovor organizma na
H. pylori s formiranjem LF 1 LN opaZen je u 20-50% bolesnika. U naSem uzorku od
2430 H. pylori pozitivnih bolesnika s gastritisom, nadeni su LN i LF kao
predominantni imunoloski odgovor u 8% bolesnika.

Kako se LN i1 LF nalaze znacajno ¢eS¢e u antrumu, gdje u pravilu nastaju i maligni
limfomi Zeluca, postavlja se pitanje jesu li LF i LN u nekih bolesnika predhodnici
limfoma Zeluca.

Prema literaturnim podacima MALT-tip limfoma Zeluca nastaje na podlozi kroni¢nog
upalnog odgovora na prisustvo H. pylori, koji dovodi do nastanka MALT-a
(36,39,40,94,95). U prvoj fazi, nastanak MALT- tip limfoma iz MALT-a rezultat je

kontinuirane akumulacije B limfocita uslijed antigene stimulacije.



Progresijom u fazu autonomne proliferacije nastaje nisko maligni limfom. Ovaj tip
limfoma moze, u nekim slucajevima progredirati 1 u visokomaligni limfom (DLBCL)
(59).

Kao 1 kod drugih neoplazmi, i za nastanak MALT-tip limfoma, mora se dogoditi niz
genomskih promjena, koje korak po korak pridonose nestabilnosti genoma, Sto na
kraju rezultira populacijom autonomnih tumorskih stanica.

Odredene kromosomske translokacije: t(1;14) i t(11;18), drZe se odgovornim u
patogenezi MALT-tip limfoma (60,73,96,97). Translokacijom, t(1;14) transferira se
cijeli gen za BCL10 u blizinu gena za teSki lanac imunoglobulina na 14 kromosomu.
Rezultat t(11;18) je kimericki onkoprotein API2-MALT1 (75). U fizioloSkim
okolnostima BCL10 i ALI2-MALT]1 cine jaki i specifi¢ni kompleks, i proteini tog
kompleksa djeluju sinergisticki na aktivaciju NF-kB. NF-xB je transkripcijski faktor
koji ima klju¢nu ulogu u ekspresiji gena koji reguliraju aktivaciju limfocita i
imunoloskog odgovora (68).

Tako pojacana ekspresija BCL10 aktivira NF-kB, koji signalnim putem utjee na
produljeni Zivot B limfocita, te na taj nacin moZe do¢i do transformacije 1 eventualne
progresije tumora.

Najinteresantniji nalazi u ekspresiji BCL10 u naSem uzorku, su slucajevi dva
bolesnika s LN u kojih je nadena intranuklearna i citoplazmatska ekspresija BCL10. U
oba bolesnika kolonizacija sluznice s H. pylori je bila oskudna, $to govori da koli¢ina
H. pylori ne utjece na pojacanu ekspresiju BCL10. Rezultat je sukladan nalazima

drugih autora (98,99).



Ekspresija BCL10 u prvoj, dijagnosti¢koj, kao i u kontrolnoj biopsiji je perzistirala a
u bolesnika nije bilo morfoloskih niti klini¢kih kriterija maligne bolesti. Ovo se moze
objasniti mutacijom unutar BCL10 gena, a ne translokacijom cijelog BCL10 gena na
14 kromosom. Ako je ta pretpostavka tocna, onda su bolesnici sa ovakvom
ekspresijom BCL10 rizi¢ni bolesnici, jer je dokazano da mutacija BCL10 gena ima
onkogene funkcije (72,73)

Drugi interesantan nalaz je da samo dva od 20 bolesnika s DLBCL intranuklearno
izrazavaju BCLI10. Iako se MALT-tip limfoma smatra indolentnim limfomom, dio
ovih limfoma moze transformirati u visoko maligni limfom. Velike stanice i veci broj
mitoza unutar klasi¢ne morfoloSke slike MALT-tip limfoma govore za visokomalignu
komponentu. Najvec¢i broj velikostani¢nih B-limfoma Zeluca ne pokazuje genetske
karakteristike MALT-tip limfoma: t(1;14), t(11;18) (60,73,96,97). Na temelju tih
dokaza smatra se da je DLBCL Zeluca uglavnom de novo nastala neoplazma, a samo
manji dio nastaje transformacijom MALT-tip limfoma. U naSa dva bolesnika DLBCL
Zeluca nastao je, prema tome, najvjerojatnije transformacijom MALT-tip limfoma. U
ostalih bolesnika velikostani¢na neoplazma, nastala je vjerojatno kao de novo tumor.
Kako dijagnosticki algoritam u naSim uvjetima, za H. pylori pozitivne 1 H. pylori
negativne bolesnike ne ukljucuje citogenetske analize, u naSih 12 bolesnika s
verificiranim MALT-tip limfomom, intranuklearna ekspresija BCL10 moZe se
tumaciti na nekoliko nacina. MozZe se razmiSljati, 0 moguc¢oj mutaciji BCL10 kao 1 u
bolesnika grupe 1, ali isto tako i 0 mogu¢im drugim translokacijama, t(11;18) ili manje

vjerojatno t(1;14) (100,101,102).



Kako ove dvije razliCite translokacije imaju zajednicku karakteristiku - pojacanu
ekspresiju BCL10, obje moguc¢nosti su jednako vrijedne (103,104). Obzirom da su
pojedini autori miSljenja da je t(11;18) povezana s agresivnijim klini¢kim tijekom uz
¢injenicu da ti bolesnici slabo ili uopce ne reagiraju na H. pylori eradikacijsku terapiju
(65,105), namece se jedini moguci zakljucak ovog nalaza, da je BCL10 “screening”
metoda Cije se znacenje mora valorizirati 1 nadopuniti citogenetskom analizom.
NajceS¢a numeriCka kromosomska anomalija u MALT-tip limfomu, smatra se
trisomija 3, bilo da je kompletna ili nekompletna (84-87,106). Podaci o ucestalosti
trisomije 3 su razli€iti 1 kre¢u se od 20% (85) do ¢ak 85% slucajeva (86). Postoji
miSljenje da je trisomija 3 rani fenomen u tijeku MALT-tip limfoma i1 da je ta
numeric¢ka aberacija vrlo vaZzan dogadaj u nastanku MALT-a. Ipak nije sasvim jasno
kako bi prekobrojni kromosom djelovao u tumorogenezi odnosno progresiji tumora.
Jedno je objasnjenje, da povecani broj kopija gena utjece na pojacanu ekspresiju gena.
Drugo objasnjenje je da dodatni kromosom, ili viSe njih, poremeti normalni smjestaj
gena u interfaznoj jezgri 1 na taj nacin pojaca ili smanji normalnu ekspresiju gena (85).
Kako niti u jednog bolesnika grupe I nije nadena trisomija 3, iako je u dva bolesnika
dokazana nestabilnost imunoloSkog sustava, prisutnom intranuklearnom ekspresijom
BCL10, moze se zakljuciti da trisomija 3 nije rani znak ili prediktor maligne bolesti.
Takvi dokazi postoje 1 u drugih autora (86,106).

U 7 bolesnika grupe I (35%) s trisomijom 3 nisu postojali znakovi transformacije tj.
“high grade” MALT-tip limfom (velike stanice, mitoze), stoga je malo vjerojatno, da
trisomija 3 pogoduje transformaciji u maligniji oblik bolesti. U 3 bolesnika s DLBCL
(15%) Zeluca nalaz trisomije 3 odgovara rijetkim opaZzanjima drugih autora o toj

numerickoj aberaciji (79,87).



Iako je trisomija 3 prisutna prema drugim autorima u ¢ak do 36% bolesnika s DLBCL
Zeluca, u tom tumoru je gotovo jednako Cesta i trisomija 7 (22%), odnosno 12 (31%) i
trisomija 18 (21%) Sto govori o mogucoj drugacijoj genetskoj pozadini nastanka
primarnih DLBCL (85,86,87). Ipak ne moZe se zanemariti niti moguc¢nost da je u tri
bolesnika iz ispitivane skupine, DLBCL nastao transformacijom iz MALT-tip
limfoma.

Poznato je da upalne promjene sluznice Zeluca, uzrokovane H. pylori infekcijom,
prema Sydney-skoj klasifikaciji, varijabilno koreliraju s endoskopskim nalazom
(28,29,30,107). Dill i Labenz i sur. su opisali nodularne promjene antralne sluznice
kao jedan od dokaza infekcije s H. pylori (108,109), a posljedica su stvaranja LN i LF
u sluznici Zeluca.

Calabrese 1 sur. endoskopski su dokazali nodularne promjene u 51/186 bolesnika s
H.pylori infekcijom, ali u 17/186 bolesnika takva promjena nije nadena unato¢ H.
pylori infekcije (110). GaSparov u svom magistarskom radu nije niti u jednog od 30
bolesnika s LN/LF, i H. pylori infekcijom nasao endoskopski nodularni izgled sluznice
(111).

U grupi bolesnika s prisutnim LN/LF, u ovom istraZzivanju, endoskopski nalaz je
odgovarao vrijedu u nesto viSe od polovine bolesnika (11/20). Od preostalih bolesnika
gotovo jednak broj ima uredan nalaz, nalaz nakon sanacije vrijeda (5/20) ili hiperemiju
sluznice odnosno erozije (4/20).

U grupi II, s histoloSkom slikom MALT-tip limfoma, endoskopskim pregledom se
posumnjalo na tumorski infiltrat samo u 6 bolesnika. U preostalih 14 bolesnika
endoskopski nalaz je bio nespecifian, tj. nadene su hiperemija i erozije sluznice

zeluca.



Kontroverzna miSljenja da jacina upale ovisi o koli¢ini H. pylori u sluznici Zeluca,
danas su prevladana.

Postoje dokazi da koli¢ina H. pylori ne utjece na imunoloski odgovor organizma, ve¢
je za to odgovoran genotip H. pylori i imunoloski potencijal lokalnog odgovora kao i
cijelog organizma (37).

U sve tri grupe bolesnika koli¢ina H. pylori semikvantitativnom metodom odredena,
bila je svrstana u grupe oskudne ili srednje obilne kolonizacije sluznice. U svih
bolesnika grupe I u prvoj biopsiji naden je H. pylori. U grupi Il i III dio bolesnika ( 14
odnosno 11) bili su H. pylori pozitivni. U svih bolesnika grupe I i II bila je prisutna
jasna citoplazmatska ekspresija BCL10. Intranuklearna ekspresija kao dokaz mutacije
ili mogu¢ih translokacija, nadena je u dva bolesnika grupe I u prvoj biopsiji, uz
prisutne rijetke H. pylori mikroorganizme. U grupi II H. pylori nije naden u 3
bolesnika, ali je BCL10 bio lokaliziran u jezgri, dok su u preostalih 9 bolesnika uz
intranuklearnu ekspresiju nadeni i rijetki H. pylori. Ovi nalazi ukazuju da je u H.
pylori pozitivnih bolesnika ekspresija BCL10 izraZenija ne samo u citoplazmi nego i
intranuklearno. Takoder je moguée =zakljuciti da su te promjene vjerojatno
uzrokovane s H. pylori iako nije utvrdena statisticki znacajna povezanost tih nalaza —
kao dokaz nastanka mutacije.

Iako je pojacana ekspresija BCL10 nadena u citoplazmi svih bolesnika s MALT —tip
limfomom, nije nadena statisticki znacajna povezanost izmedu koli¢ine H. pylori i
toga tumora, a pored toga u 3 bolesnika H. pylori nije niti naden. Ako pokusamo
objasniti ove nalaze, treba uzeti u obzir da je semikvantitativna analiza relativno
neprecizna metoda, dakle 3 H. pylori negativna bolesnika treba uzeti s rezervom i
svakako H. pylori provjeriti 1 drugim metodama (CLO test, ureza izdisajni test). Druga

mogucénost je spontana eliminacija H. pylori koja se spominje u literaturi (112).



Postavlja se odmabh 1 pitanje ako je imunoloski sustav uspio odstraniti uzro¢nike, kako
je nastala klonalna proliferacija?

ObjasSnjenje je u ovom slucaju viSe teoretsko, ne i nemoguce, jer je upravo
prenapregnuti  imunoloski sustav vrlo osjetljiv. na tzv. “second hit” t.
aberacije/mutacije gena, pa to nije nerazumno objaSnjenje za negativni nalaz
uzrocnika u klonalnoj populaciji limfocita.

Ostaje 1 treCa mogucnost, da osim H. pylori i1 drugi faktori mogu aktivirati 1 stalno
inducirati gen za BCL10 na pojacanu aktivnost.

Ova 1 sli¢na objasnjenja su logi¢na u slu¢aju DLBCL 1 5 bolesnika koji su opetovano
pokazali negativan nalaz BCL10 intranuklearno i citoplazmatski. U ovih bolesnika
oCito nije doSlo do mutacije ili translokacije BCL10, u H. pylori pozitivnih i
negativnih bolesnika, ve¢ je za to odgovoran neki drugi faktor. U ovoj grupi tek je u
dva bolesnika BCL10 prisutan intranuklearno, a samo u jednog je naden i H. pylori.
Iako je poznato da je kod DLBCL histoloski teSko uociti H. pylori (112) i ovi nalazi
govore u prilog da DLBCL u vecine bolesnika nastaje de novo, a samo u nekih
transformacijom MALT-tip limfoma u visoko maligni limfom (59,60).

Trisomija 3 nije nadena niti u jednog bolesnika grupe I. Kako je u toj grupi BCL10 bio
pozitivan u dva bolesnika, S§to govori za prenapregnutost imunoloskog sustava, a u
literaturi se navodi da je trisomija 3 rani dogadaj u aberaciji imunoloskog sustava, nasi
nalazi u grupi I tu moguénost ne potvrduju (97).

U grupi II trisomija 3 je nadena u bolesnika s prisutnim H. pylori i u bolesnika s
negativnim H. pylori. Ako se razmiSlja kao 1 kod analize BCL10 nalaza, moZe se
zakljuciti da je na$ rezultat od 35% svakako niZi od 60-85% iz literaturnih podataka
(86). Nas nalaz blizi je novijim podacima, gdje je trisomija 3, odredena FISH

tehnikama, nadena u 20-40% MALT- limfoma (85).



Uz ovakav nalaz, iako se radi o postotku koji nije zanemariv, ostaje otvoreno pitanje
uloge te numericke aberacije u genezi MALT-tip limfoma.

Trisomija 3 u tri bolesnika s DLBCL moZe predstavljati sluajeve transformacije
MALT-tip limfoma u velikostani¢ni limfom, ali isto tako i numeric¢ke aberacije de
novo

nastalih DLBCL, iako je u tih limfoma daleko ¢eS¢a trisomija 7, 12 1 18 (79,86).
Negativan nalaz H. pylori u jednog bolesnika s DLBCL, vjerojatno je posljedica istog
mehanizma kao S§to je to opisano kod BCL10 i DLBCL.

Kako MALT-tip limfom pripada skupini indolentnih limfoma, diseminacija tumorskih
stanica, dogada se u kasnijem tijeku bolesti nego je to sluc¢aj u DLBCL. lako se
MALT-tip limfom uglavnom S8iri lokalno u marginalnu zonu limfnih ¢vorova i
slezene, sistemna diseminacija je ¢eS¢a nego Sto se ranije mislilo. MALT-tip limfomi
imaju tendenciju diseminacije u druge dijelove gastrointestinalnog trakta. Tumorske
stanice sekundarnih gastrointestinalnih MALT-tip limfoma eksprimiraju tzv. “mucosal
homing receptor” asf3; integrin.Tumorske stanice primarnih tumora Zeluca, medutim,
ne eksprimiraju ovaj protein (69). Dokazano je da H. pylori moZe preko T stani¢nog
odgovora, inducirati povisSenu ekspresiju osf3; na tumorskim stanicama, koji bi uz
prisutnost MAACAM-1 (mucosal addresin cell adhesion molecule) — liganda za o437,
ostale vezane na mjestu nastanka, tj. u Zelucu (113,114). Time se moZe objasniti
medijan prezivljenja od 55 mjeseci grupe bolesnika s MALT-tip limfomom.

Kako postoji sve viSe dokaza da DLBCL Zeluca nastaje kao de novo tumor, a uloga
H. pylori u nastanku tog limfoma je upitna, taj se limfom ponaSa i ima svojstva
nodalnih DLBCL. Kako je petogodiS$nje preZivljenje bolesnika s tim limfomom oko
60%, medijan prezivljenja od 19 mjeseci za naSu skupinu bolesnika s DLBCL nije

neocekivan.



6.0 ZAKLJUCCI

1. Intranuklearnu ekspresiju BCL10 nasli smo u dva (10%) bolesnika s LN.

Pretpostavljamo da se radi o rizi¢nim bolesnicima.

2. U 12 (60%) bolesnika s MALT-tip limfomom nasli smo intranuklearnu ekspresiju

BCL10 Sto govori za mutaciju i/ili translokaciju kromosoma u tih bolesnika.
MiSljenja smo da treba mjenjati dijagnosticki algoritam u ovakvih bolesnika, te

uvesti citogenetsku analizu u rutinske dijagnosti¢ke pretrage.

3. Intranuklearna ekspresija BCL10 u dva (10%) bolesnika s DLBCL indirektno
ukazuje da se radi o transformaciji MALT-tip limfoma u velikostani¢ni limfom
Nalaz ovako malog broja DLBCL s intranuklearnom ekspresijom BCL10 ide u

prilog misljenja da je DLBCL de novo nastali tumor Zeluca.

4. Trisomija 3 nije rani dogadaj, u nastanku autonomne proliferacije stecenog
limfati¢nog tkiva, u H. pylori pozitivnoj sluznici Zeluca.
Trisomiju 3 smo nasli u 7 (35%) bolesnika s MALT-tip limfomom, i u 3 (15%)
bolesnika s DLBCL. Razlika nije zna¢ajna, no ipak pretpostavljamo da trisomija 3
u tri bolesnika s DLBCL predstavlja slucCajeve transformacije iz MALT-tip

limfoma.

5. Koli¢ina H. pylori u sluznici Zeluca nije povezana s intenzitetom upale. Prisutnost
i
koli¢ina H. pylori nije povezana niti s intranuklearnom ekspresijom BCL10 i
nalazom trisomije 3.
Ovaj zakljucak treba uzeti s rezervom jer je u grupi II 30%, a u grupi III 45%
bolesnika bilo H. pylori negativno. Kako se u ovom radu H. pylori odredivao samo
semikvantitativnom metodom, upitno je da li je H. pylori negativan nalaz zaista
tocan.

6. Endoskopski nalaz je insuficijentan u dijagnostici rane aberantne imunoloSke

reakcije — LN/LF, 1 MALT- tip limfoma.



7. Od promatranih prediktora (dob, spol,veli¢ina tumora, trisomija 3, BCL10), samo
je

dob bolesnika statisticki znacajan prediktor prezivljenja.



7.0 SAZETAK

U rad je ukljuceno 60 bolesnika koji su na temelju histoloskog nalaza podijeljeni u tri
grupe a u svakoj grupi imamo 20 bolesnika. Glavno morfolosko obiljezje grupe I je
prekomjerna imunoloSka reakcija tj. LN/LF, a u svih bolesnika prisutan je H. pylori.
MALT-tip limfoma je karakteristika grupe II, gdje je od 20 bolesnika H. pylori bio
prisutan u 14. U grupi III, od 20 bolesnika s DLBCL Zeluca H. pylori je naden u 11.
Osim prisutnosti i koli¢ine H. pylori zanimali su nas i endoskopski nalazi svih
bolesnika. Cilj nam je bio utvrditi u sve tri grupe bolesnika, postojanje citogenetskih
(BCL10) i kromosomskih abnormalnosti (trisomija 3), te eventualno, njihov utjecaj na
rezistenciju na “triple” terapiju. Takoder nas je zanimao utjecaj ovih abnormalnosti na
tijek 1 ishod bolesti, povezanost s nastankom tumora, te njihov eventualni utjecaj na
transformaciju MALT-tip limfoma u DLBCL.

H. pylori smo odredili histolo$ki semikvantitativnom metodom, ekspresiju BCL10
imunohistokemijski a prisutnost trisomije 3 FISH metodom.

Na temelju rezultata, pokazalo se da je endoskopski nalaz insuficijentan u dijagnostici
LN/LF i MALT-tip limfoma. Zakljucili smo da koli¢ina H. pylori nije povezana s
intenzitetom upale, s intranuklearnom ekspresijom BCL10, kao niti s trisomijom 3.
Kako smo intranuklearnu ekspresiju BCL10 nasli u 2 bolesnika s LN, misljenja smo
da se radi o bolesnicima rizi€énim za nastanak limfoma. Pozitivna intranuklearna
ekspresija BCL10 u 60% bolesnika s MALT-tip limfomom govori za mutaciju 1/ili
translokaciju kromosoma, te bi citogenetsku obradu trebalo uvesti u rutinske
dijagnosticke pretrage. U prilog transformacije MALT-tip limfoma u visokomaligni
limfom, indirektno govori prisustvo intranuklearne ekspresije BCL10 u 2 bolesnika s
DLBCL.

Kako trisomiju 3 nismo naSli niti u jednog bolesnika s LN/LF, ocito je da ova
kromosomska promjena nije odgovorna za ranu fazu autonomne proliferacije
limfati¢nog tkiva. Ucestaliji nalaz trisomije 3 u bolesnika grupe II (35%) u odnosu na
grupu III (15%) govori u prilog misljenju da dio DLBCL nastaje transformacijom
MALT-tip limfoma, dok drugi dio najvjerojatnije nastaje de novo.

Trisomija 3, 1 intranuklearna ekspresija BCL10 se nisu pokazali kao statisticki

znacajni prediktori prezivljenja.
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8.0 SUMMARY

Sixty patients were included in the study, divided in three test groups of 20 patients in
each. The main pathomorphological feature of the first group was excessive
immunological reaction with the lymphoid nodules or follicles formation (LN/LF) in
the gastric mucosa and H. pylori infection present in all subjects of this group. The
second group was characterized by the MALT-type lymphoma and 14 of 20 patients
had H. pylori. The third group consisted of 20 high grade diffuse large B-cell
lymphoma (DLBCL) of the stomach of who 11 had also H. pylori infection. Incidence
and severity of H. pylori infection as well as endoscopic findings were evaluated.

Aim of the study was to determine the incidence of a specific chromosomal
abnormality of trisomy 3 and oncoprotein BCL10 incidence and expression pattern.
We were also eventually interested in the correlation of these data with the emergence
of therapeutic resistance to the specific "triple" anti-H. pylori treatment. Further aims
were to evaluate the importance of these abnormalities on the coursed and outcome of
the disease, relation to the formation of the neoplasm and their possible influence on
the transformation of MALT-type lymphoma into DLBCL. H. pylori and BCL10 were
evaluated by the histological and immunohistological methods respectively that
included

semiquantitative grading. Trisomy 3 detection was done by FISH on paraffin sections

the endoscopic biopsies.

The results have shown that endoscopy is insufficient for the diagnosis of LN/LF and
MALT-type lymphoma. We have also found that severity of H. pylori infection does
not correlate with the intensity of inflammation, intranuclear expression of BCL10 or
presence of trisomy 3 in the cells.

Two LN patients exhibited intranuclear expression of BCL10 which we believe,
makes them at risk of lymphoma development. Intranuclear expression of BCL10
oncoprotein points to the possible mutation in the BCL10 gene or its rearrangement
through chromosomal translocation which all suggests the necessity of introducing
cytogenetic and molecular genetic tests in the diagnostic workup. The existence of
intranuclear expression of BCL10 in two DLBCL lymphoma patients supports the
MALT lymphoma transformation possibility.

As no trisomy 3 was found in patients with LN/LF it is most likely that this
chromosomal aberration is not responsible for the early phase of autonomous
proliferation of lymphoid tissue. More frequent (35% vs. 15%) finding of trisomy 3 in
the group II compared to group III argues for the hypothesis that a part of the DLBCL
comes from he transformed MALT lymphoma while the rest arises de novo.

Trisomy 3 and intranuclear expression of BCL10 were not statistically significant
predictors of patients' survival.
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