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SAŽETAK

Non-Hočkin limfomi su maligni limfocitni tumori, izuzetno heterogeni sa stanovišta histoloških podtipova. Bilo
koja grupa ovih limfocitnih tumora može se ispoljiti u bilo kom životnom dobu, često se ispoljavajući uvećanim limfnim
žlezdama, temperaturom i gubitkom težine. MIB 1 predstavlja monoklonsko antitelo na Ki-67 kao antigen. Odlikuje se
velikim afinitetom prema Ki-67 nuklearnom antigenu i koristi se za detekciju Ki-67 antigena u ćelijama.

Cilj rada bio je određivanje procenata MIB-1 pozitivnih ćelija kod non-Hočkin limfoma po tipu DLBC i FL kod
bolesnika različite starosne dobi.

U cilju istraživanja korišćena je grupa od 10 bolesnika sa dijagnozom non-Hočkin limfoma (7 muškaraca i 3 žene).
Ispitivanje je sprovedeno na uzorcima prikupljenim u Centru za  patologiju, Kliničkog centra u Nišu u periodu od 2006.
do 2010. godine. Primarno antitelo korišćeno u radu bilo je MIB 1. Obojeni preparati analizirani su koristeći Nikon Eclipse
50 mikroskop. Određivanje broja MIB 1 pozitivnih ćelija vršeno je upotrebom kompjuterskog programa ImageJ, plugin
Point Picker.

Od deset obolelih, kod njih pet je dijagnostikovan non-Hočkin limfom tipa difuznog krupnoćelijskog limfoma
(DLBC), kod ostalih pet dijagnostikovan je folikularni limfom (FL). Broj MIB1 pozitivnih ćelija kod FL kretao se od 17
do 23 na sto ćelija. Kod DLBC non-Hočkin limfoma broj MIB 1 pozitivnih ćelija kretao se u opsegu od  36 do 40 na sto
ćelija.

MIB 1 je koristan u određivanju malignog potencijala i proliferativnog indeksa ćelija u malignom procesu. Incidenca
oboljevanja od DLBC i FL bila je različita kod različitih polova. Kod muških ispitanika primećena je povišena učestalost
non-Hočkin limfoma tipa DLBC (57%), dok je kod ispitanika ženskog pola bio zastupljeniji folikularni limfom (67%).

Ključne reči: non-Hočkin limfom, MIB1, DLBC, FL
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UVOD
Non-Hočkin limfomi su limfoproliferacioni maligni tu-

mori koji potiču iz B ili T-limfocita, a retko iz NK célija (1, 2,
3). Oni predstavljaju izuzetno heterogenu grupu bolesti sa sta-
novišta histoloških podtipova, kliničke prezentacije, imunofeno-
tipskih profila, citogenetskih i molekularnih karakteristika (2). 

Bilo koja grupa ovih limfocitnih tumora može se ispoljiti
u bilo kom životnom dobu, često se ispoljavajući uvećanim limf-
nim žlezdama, temperaturom i gubitkom težine.

Poznato je mnogo tipova non-Hočkin limfoma. Oni se
mogu klasifikovati u agresivne, brzorastuće  i spororastuće ti-
pove. Od toga koji će se tip javiti zavisi i prognoza same bolesti
(8).

B-ćelijski non-Hočkin limfomi se manifestuju kao Bur-
kitovi limfomi, hronična limfocitna leukemija/mali limfocitni
limfom (CLL/SLL),  difuzni veliko-ćelijski limfom, folikularni
limfom, imunoblastni velikoćelijski limfom, prekursorni B-lim-
foblastni limfom, T-ćeliski non-Hočkin limfomi se manifestuju
kao mycosis fungoides, anaplastični velikoćelijski limfom, pre-
kursorni T-limfoblastni limfom. 

Non-hočkin limfom nastao posle transplantacije kostne
srži, najčešće je po tipu B-ćelijski non-Hočkin limfom.

Ki-67 predstavlja nuklearni antigen ćelija koji je prisutan
samo u određenim fazama ćelijskog ciklusa. Usko je povezan sa
ćelijskom deobom, pa je i marker ćelijske deobe (4).  

Antigena frakcija Ki-67 proteina može se detektovati samo u
G1, S, G2 fazi ćelijskog ciklusa kao i za vreme mitoze (5). 

Kao takav, veoma je pogodan za identifikaciju ćelija koje
su mitotski aktivne. Ki 67 identifikuje célije u G1, S, G2 i M fa-
zama célijskog ciklusa, koriste se za identifikaciju proliferativ-
nog indeksa u velikom dijapazonu limfoma kao i ostalih
tumorskih ćelija. 

Frakcija Ki-67 pozitivnih malignih ćelija, često je povezana
sa kliničkim tokom i prognozom malignog oboljenja (6, 7). Ki-
67 se ne detektuje kod ćelija koje se nalaze u G0 periodu (5, 9).

MIB1 predstavlja monoklonsko antitelo na Ki-67 kao an-
tigen. Koristi se za detekciju Ki-67 antigena u ćelijama. Njegova
preimućnost u odnosu na Ki-67 antitela je što MIB1 poseduje
veći afinitet za Ki-67 antigen i može da istisne Ki-67 antitelo ve-
zano in vivo za antigen, pa je kao takav veoma pogodan u histo-
patologiji (10). 

CILJ RADA

Cilj rada bio je određivanje procenata MIB-1 pozitivnih
ćelija kod non-Hočkin limfoma po tipu DLBC i FL kod bole-
snika različite starosne dobi.

MATERIJAL I METODE

U Centru za  patologiju i patološku anatomiju Kliničkog
centra u Nišu u periodu od 2006. do 2010. godine dijagnostiko-
vano je 10 bolesnika sa non-Hočkin limfomom (7 muškaraca i 3
žene), starosti od 7 do 52 (prosečno 32.1), od kojih su 5 bili po
tipu folikularni, a ostalih 5 po tipu DLBC. 

Klasifikacija i dijagnoza malignih limfoma zasnovana je
na novoj klasifikaciji limfoma Svetske zdravstvene organizacije
(11). Biopsijom uzet materijal obrađivan je rutinskim histolo-
škim tehnikama do dobijanja parafinskih kalupa na Institutu za
patologiju Kliničkog centra u Nišu. Uzorci tkiva su fiksirani u
trajanju od 48 h u 4% neutralnom puferisanom fosfatnom for-
maldehidu i potom uklapani u  parafin.

Parafinski kalupi su dalje sečeni na ručnom mikrotomu,
na kome su dobijeni preseci tkiva prosečne debljine od 4 µm.
Imunohistohemijsko bojenje je izvedeno prema sledećoj proce-
duri: demaskiranje antigena iz deparafinisanih i rehidriranih tki-
vnih preseka izvedeno je upotrebom Target Retrieval Solution
(pH6), code S1699, Dako Denmark u odnosu 1:10 sa destilova-
nom vodom i kuvano u mikrotalasnoj na 800W, 20 min. 

Aktivnost endogene peroksidaze je blokirana sa 3% vo-
denim rastvorom vodonik peroksida, na sobnoj temperaturi za
10 min. Za ispiranje je korišćen pufer 0.02 M fosfatni pufer (pH
7.0; code S3024, Denmark) sa tri ispiranja u razmaku od 2 min.
Primarno antitelo korišćeno u radu bilo je anti-Ki-67 (mišja mo-
noklonska antihumana antitela za Ki-67, klon MIB1; code
N1633, Dako, USA). Inkubacija sa primarnim antitelima vršena
je u vlažnoj komori na sobnoj temperaturi 30 min. 

Vizualizacija je vršena sa Dako LSAB2 system-HRP
(code K0673, Dako, USA) koji sadrži DAB. Isečci su isprani
destilovanom vodom i bojeni Mejerovim hematoksilinom (12).

Obojeni preparati analizirani su koristeći Nikon Eclipse
50 mikroskop. Preparati su slikani koristeći Nikon DS5M digi-
talnu kameru u rezoluciji od 1260x980. Za kvantifikaciju broja
Ki67 pozitivnih ćelija korišćen je program ImageJ, plugin Point
Picker.

Statistički podaci su analizirani statističkim programom
SPSS 10.1 za Windows SPSS Inc, USA (13, 14). Razlike u
ekspresiji Ki-67 antigena analizirane su korišćenjem Mann-
Whitney i Kruskal-Wallis testa. 

REzuLTATI ISTRAŽIvAnJA

Klinički podaci bolesnika obolelih od non-Hočkin lim-
foma predstavljeni su na tabeli 1. Od deset obolelih, njih sedam
su bile muške osobe, ostale tri bile su ženske osobe. Opseg sta-
rosti kretao se od 7 do 52 godine. Prosečna starost iznosila je
32.1±15.44 godinu.

Odnos broja obolelih od non-Hočkin limfoma po tipu di-
fuznog krupnoćelijskog B limfocitnog limfoma (DLBC) i foli-
kularnog limfoma (FL) bio je 50:50.
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Slika1. FL 22% (X 200) Slika 2. DLBC 37% (X 200)

Slika 3. GC reactiva 90% (X 200) Slika 4. PK 20% (X 200)

Tabela1. Klinički podaci bolesnika sa non-Hočkin
limfomom (pol i starosna distribucija)

Tabela 2. Distribucija MIB 1 pozitivnih ćelija kod ispitanika

Grafikon 1. Odnos DLBC i FL
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Pol muški 7 70% Godine starosti

ženski 3 30% Jul-52

Σ 10 100% 32.1±15.44

Ispitanici Tip non-Hočkin limfoma

DLBC FL

1 0.36 0.2

2 0.3 0.21

3 0.32 0.23

4 0.37 0.19

5 0.4 0.17

∑ 0.35 0.2

SD 0,04 0,022361



Postoji statistički značajna razlika u distribuciji MIB 1
pozitivnih ćelija između FL i DLBC limfoma za p<0.001
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Grafikon 2. Odnos distribucije MIB 1 antitela u folikularnom
limfomu

Grafikon 3. Odnos distribucije MIB 1 antitela u DLBC
limfomu

Grafikon 4. Grafički prikaz distribucije MIB 1 pozitivnih
ćelija određenog tipa limfoma u odnosu

Grafikon 5. Odnos tipa non-Hočkin limfoma i pola na pol 

Tabela 3. Procentualni odnos MIB 1 pozitivnih ćelija DLBC
i FL non-Hočkin limfoma  

Tabela 4. Procenat MIB 1 pozitivnih ćelija po tipu limfoma i
njihova distribucija u odnosu na pol

Tip FL DLBC
MIB 1 0.2±0.022 0.35±0.04

Pozitivne X±SD
% 20% ± 2.2% 35% ± 4%

Pol Tip limfoma

DLBC FL

% N0 % MIB 1+ % N0 % MIB 1 +

Muški 57% 4 36%±3.6% 43% 3 19%±1.6%

Ženski 33% 1 32%±0% 67% 2 21%±1.5%



DIsKusIJA

Non-Hočkin limfomi su neoplastične transformacije će-
lija limfnog tkiva (15). U SAD, non-Hočkin limfomi su na še-
stom mestu kao urok smrti povezan sa nekim malignim
procesom (16). Manje od 35%  svih dijagnostikovanih slučajeva
se izleči, pa je lečenje ove bolesti veliki klinički problem (17). 

Klasifikaciju non-Hočkin limfoma komplikuje velika he-
terogenost i u okviru priznatih histoloških podtipova. Bolesnici
sa navodno istom dijagnozom mogu imati veoma raznovrsne kli-
ničke prezentacije, molekularne profile i kliničke ishode. Pouz-
dani prognostički markeri bi trebalo da omoguće determinaciju
podtipa i što preciznije određivanje prognoze bolesti (18). 

Napredak u istraživanju ćelijskog ciklusa doveo je do
identifikacije proteinskih markera odgovornih za regulaciju će-
lijske proliferacije. Monoklonalno antitelo Ki-67 pronađeno je
1983. godine, kada su ćelije mišjeg mijeloma spojene sa ćelijama
slezine miša imunizovanog jedrima ćelija L 428 ćelijskih linija
(19). Ki-67 monoklonsko antitelo razvijeno je i korišćeno u svrhu
evaluacije stepena ćelijske proliferacije malignih tumora (20-24).
U skorije vreme, monoklonalno antitelo MIB 1 razvijeno je ko-
rišćenjem rekombinantnih delova Ki-67 nuklearnog antigena kao
imunogena. MIB 1 prepoznaje Ki-67 nuklearni antigen, koji je
povezan sa ćelijskom proliferacijom i eksprimira se za vreme
G1, S, G2 i M faze ćelijsko ciklusa, ali se ne eksprimira u Go
fazi ćelijskog ciklusa (5, 9, 25). Klinički značaj proliferacionih
markera kao prognostičkih parametara još uvek je predmet ra-
sprava (26-28). Tema nekih radova bilo je i upoređivanje nekih
proliferacionih markera, kao u slučaju W Paulus, J Meixensber-
ger et al. Oni su, između ostalog, upoređivali MIB 1 i Ki 67 an-

titela na parafinskim i kriopreparatima i utvrdili sličan prolifera-
cioni indeks i kod zamrznutih i kod parafinskih preparata kao i
da su preparati bojeni MIB 1 pokazivali veći proliferacioni in-
deks (29).

Za razliku od našeg rada, gde smo koristili parafinske pre-
parate debljine 4 µm i imunohistohemijsko bojenje monoklona-
lnim antitelom MIB 1 (mišja monoklonska antihumana antitela
za ki 67, klon MIB1;code N1633, Dako, USA), u radu W Paulus,
J Meixensberger et al, korisćeni su parafinski i kriopreparati deb-
ljine 5 µm i imunohistohemijsko bojenje Ki-67 i MIB 1 antite-
lom (Dianova, Hamburg, Germany) (29). U radu je takođe
korišćeno mikrotalasno zračenje radi demaskiranja Ki-67 nu-
klearnog antigena iz prethodno pripremljenih tkivnih preseka
(30) upotrebom Target Retrieval Solution (pH6), code S1699,
Dako Denmark u odnosu 1:10 sa destilovanom vodom na 800W
u trajanju od 20 min (12). Za razliku od rada Mazen A. Ghanem
et al, koji su koristili 0.1 M citratni pufer (pH 6.0) u mikrotala-
snoj 15 min na 700 W i zečja antitela (31).

zAKLJuČAK

MIB 1 je koristan u određivanju malignog potencijala i
proliferativnog indeksa ćelija u malignom procesu. Postoji sta-
tistička značajnost u MIB 1 proliferativnom indeksu DLBC i FL
u korist DLBC za p<0.001. Postoji slaba statistička razlika u dis-
tribuciji tipa limfoma u odnosu na pol. Kod muških ispitanika
primećena je povišena učestalost non-Hočkin limfoma tipa
DLBC (57%), dok je kod ispitanika ženskog pola bio zastuplje-
niji folikularni limfom (67%).
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MIB 1 In nOn-HODKIn LYMPFOMA

Vladan Milošević, Ranđelović Jasmina, Vojinović Jovica

Non-Hodgkin lymphomas are malignant lymphocyte tumors, extremely heterogeneous from the standpoint
of histological subtypes. Any group, of this lymphoid tumors, can manifest at any age, often manifesting with
enlarged lymph nodes, fever and weight loss. MIB 1 is a monoclonal antibody for Ki-67 as antigen. It has great
affinity for Ki-67 nuclear antigen and it is used to detect Ki-67 antigen in cells. 

The aim of this study was to evaluate the percent of MIB-1 positive cells in non-Hodgkin’s lymphoma by
type of DLBC and FL in patients of different age.

In the aim of this study was used a group of 10 patients with diagnose of non-Hodgkin’s lymphoma (7
men and 3 women). The study was conducted on samples collected at the Center for Pathology, Clinical Center
in Nis, in a period from 2006. to 2010. year. Primary antibody used in this paper was MIB 1.  Stained prepara-
tions were analyzed using a Nikon Eclipse 50 microscope. Determination of MIB 1 positive cells number was
performed using a computer program ImageJ, plugin Point Picker. 

Of the ten patients, five of them were diagnosed as diffuse large B cell type of non-Hodgkin lymphoma
(DLBC); the other five was diagnosed as follicular lymphoma (FL). The number of MIB 1 positive cells in Fl
varied from 17 to 23 per hundred cells. In non-Hodgkin DLBC lymphoma, number of MIB 1 positive cells varied
in the range of 36 to 40 per hundred cells.

MIB 1 is useful in determining the malignant potential and proliferation index of the cells in malignant
process. The incidence of diseases such as DLBC and FL was different at different sexes. Among male respon-
dents were noted increased frequency of non-Hodgkin lymphoma type DLBC (57%), while for female gender
were more frequent follicular lymphoma (67%).

Key words: Non-Hodgkin’s lymphoma, MIB1, DLBC, FL.
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