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1. UvOD

1.1. Hodgkinov limfom

Hodgkinov limfom (HL) je zloéudna novotvorina koja najéeSc¢e nastaje u limfnim ¢vorovima.
Javlja se CeS¢e u mladih odraslih osoba, a glavna karakteristika je pojava manjeg broja
tumorskih mononuklearnih i multinuklearnin Hodgkinovih stanica (HS) kao i klasi¢nih tzv.
Reed-Sternbergovih stanica (RS) okruzenih s brojnim netumorskim, upalnim stanica.
Tumorske stanice pripadaju B-stani¢noj lozi (Piccaluga i sur.-2011). Ovisno o bioloskom
ponasanju i kliniCkim karakteristikama, te klinickim i morfoloskim obiljezjima Hodgkinov
limfom se mozZe podijeliti u dva entiteta: nodularnu limfocitnu predominaciju Hodgkinovog
limfoma (NLPHL) i klasi¢ni Hodgkinov limfom (KHL). Klasi¢ni Hodgkinov limfom se dalje
histoloski dijeli u Cetiri podvrste: nodularnu sklerozu (NSKHL), Hodgkinov limfom mijeSanog
celulariteta (MCKHL), limfocitnu depleciju (LDKHL) i limfocitima bogat (LRKHL) (Thomas i
sur.-2005). LijeCenje ovisi prvenstveno o KkliniCkom stadiju bolesti prema Ann Arbor
klasifikaciji, a manje o histoloSkom tipu. U prvom stadiju zahvaéena je jedna regija limfnih
Cvorova. U drugom stadiju zahvacene su dvije ili vise regija limfnih &vorova s iste strane
dijafragme. U treéem stadiju zahvacéene su regije limfnih ¢vorova s obiju strana dijafragme. U
Cetvrtom stadiju je bolest proSirena sa zahvaéanjem jednog ili viSe nelimfatiénih organa ili
bez zahvacanja limfnih ¢vorova. NajceSc¢a ekstranodalna lokalizacija su kostana srz ili jetra.
ProSirenost Hodgkinovog limfoma mozemo stupnjevati i prema German Hodgkin Study
Group (GHSG) te govorimo o ranom povoljnom, ranom nepovoljinom i uznapredovalom

stadiju bolesti.

1.1.1. Nodularna limfocitna predominacija Hodkginova limfoma

NLPHL je monoklonalna neoplazma B-limfocita koju karakterizira nodularna ili nodularno
difuzna proliferacija limfocita, histiocita, epiteloidnih histiocita, te velikih neoplasti¢nih tzv. LP

stanica (eng. lymphocyte predominant odnosno-popcorn cells) (Steidl i sur.-2011).



NLPHL obuhvaca 5% svih Hodgkin limfoma, a pretezno se javlja kod muskaraca u dobi od
30 do 50 godina starosti (Biasoli i sur.-2010). NajéeS¢ée zahvacéa cervikalne, aksilarme ili
ingvinalne limfne Cvorove. Arhitektura limfnog ¢vora moze biti u potpunosti ili djelomi¢no
ispunjena nodularnim ili nodularno-difuznim infiltratima gradenim od malih limfocita,
histiocita, epiteloidnih histiocita uz rijetke LP stanice koje su velike i imaju multilobularnu,
nepravilnu jezgru nalik ,kokici“ (eng.popcorn) te oskudnu citoplazmu (Steidl i sur.-2011).

(Slika 1)

Slika 1. LP stanica. Velike stanice s nepravilnom, multilobularnom jezgrom i oskudnom

citoplazmom.

Imunofenotipski LP stanice su CD20, CD79a, CD57, BCL6 i CD45 pozitivne u vedéini
sluajeva, a u viSe od 50% slu€ajeva eksprimiraju epitelni membranski antigen (EMA). U
pravilu ne eksprimiraju CD15 i CD30, no u malom broju slu€ajeva tumorske stanice mogu biti
CD30+. Vectina LP stanica okruzena je CD3, PD1 i CD57 pozitivnim T limfocitima (Piccaluga

i sur.-2011).

Klinicka slika pokazuje znakove lokalizirane periferne limfadenopatije. Manji broj bolesnika
pri dijagnozi pokazuje KliniCki uznapredovali stadij bolesti. Bolest je uglavhom sporo
progresivna s Cestim recidivima, ali i dobrim odgovorom na terapiju. Rijetko je smrtonosna, a
stopa prezivljenja ovisi o stadiju bolesti. Bolesnici u ranim stadijima bolesti imaju izrazito

dobru prognozu - do 80% bolesnika ima ukupno prezivljenje do 10 godina. Visi stadiji bolesti



imaju loSije stope preZivljenja, a u 3-5% slu€ajeva dolazi do progresije u B-velikostani¢ni

limfom (Piccaluga i sur.-2011).

1.1.2. Klasi€éni Hodgkinov limfom

Klasi¢ni Hodgkinov limfom (KHL) je monoklonalna limfoidna neoplazma gradena od
mononuklearnih i multinuklearnin Hodgkinovih stanica, lakunarnih stanica te RS stanica koje
se nalaze u okruzenju razliCitih vrsta netumorskih stanica kao $to su mali, pretezno T
limfociti, eozinofilni i neutrofilni granulociti, histiociti, plazma stanice i fibroblasti (Kdppers-
2009). Dijagnostitka RS stanica je velika, binuklearna stanica. U srediStu svake jezgre nalazi
se krupni eozinofilni nukleol okruzen svijetlim obrubom citoplazme zbog ¢ega se takav izgled
jezgre usporeduje sa sovinim okom. (Slika 2) Ovisno o reaktivnom infiltratu i morfologiji HS,

KHL se dijeli u 4 podvrste: NSKHL, MCKHL, LDKHL, LRKHL (Hansman i Wilenbrock-2002).

Klasi¢ni HL ¢€ini 95% svih HL te pokazuje bimodalnu distribuciju s najviSom incidencijom u
periodu od 15. do 35. godine i ponovnim rastom incidencije nakon 50. godine zivota.
Bolesnici koji su preboljeli infektivnu mononukleozu imaju veci rizik oboljenja od KHL
(Swerdlow i sur-2008). Pretpostavlja se da EBV ima jednu od vaznih uloga u patogenezi
KHL-a kao $to i gubitak imunosti kod HIV infekcije takoder doprinosi nastanku HL (Kaplan-

2002).

U vecine oboljelih KHL zahvaca cervikalne limfne &vorove (u 75% slu€ajeva), ali i
medijastinalne, aksilarne i paraaortalne regije. Vise od 60% pacijenata ima lokaliziranu
bolest. Infiltracija slezene nije uobi¢ajena, no javlja se u 20% slu€ajeva te povecava rizik za
ekstranodalnu diseminaciju. Kostana srz je infiltrirana tumorskim stanicama u 5% slu¢ajeva

(Piccaluga i sur.-2011).

Bolest se naj¢eSce manifestira kao periferna limfadenopatija koja u 40% pacijenata moze
biti pracena B-simptomima: povisenom tjelesnom temperaturom (>38°C), no¢nim znojenjem i
znacajnim gubitkom tjelesne mase (viSe od 10%tjelesne teZine u zadnjih 6 mjeseci) (Nagai-

2012).
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Slika 2. Klasi¢ni Hodgkinov limfom. Reed-Sternbergove stanice i mali limfociti.

Imunofenotipski tumorske stanice u KHL su CD30 i CD15 pozitivhe. Pretpostavlja se da
potjeCu od B-stanica Sto se temelji na njihovoj ekspresiji B-stani€nog aktivatora proteina
PAX5/BSAP, ali i specifitnog faktora transkripcije IRF4/MUM1 te nuklearnog proliferacijskog
markera Ki67 (Piccaluga i sur.-2011). Klasi¢ni Hodgkinov limfom je izlje€iv u 85% slu€ajeva

(Swerdlow i sur.-2008).

1.1.2.1.Nodularna skleroza (NSKHL)

NSKHL je najucestaliji tip klasicnog Hodgkinova limfoma i €ini 70% svih oboljelih. Tipi¢na je
debela vezivna Cahura te prisutnost tracaka kolagenog veziva koje pregraduju &vor i stvara
nodule. U vecini sluCajeva dominiraju tzv. lakunarne stanice koje nastaju zbog fiksacije u
formalinu zbog €ega dolazi do retrakcije stani€ne membrane te stanice izgledaju kao da su u

lakunama (Gobbi i sur.-2013). ( Slika 3)

U 80% slu€ajeva su zahvaceni medijastinalni limfni Evorovi. ProSirena bolest se javlja u 54%
slu¢ajeva, dok su slezena ili plu¢a zahvaéeni u 8-10% slu€ajeva, kosti u 5%, a kostana srz u

3% slu€ajeva (Piccaluga i sur.-2011).

Nodularna skleroza ima najbolju prognozu od svih podvrsta klasicnog HL, a faktor koji
negativno utjeCe na stopu prezivljenja je masivha medijastinalna proSirenost bolesti, tj.

tumorska masa veca od 7,5 centimetara u promjeru (Lam i sur-2011).
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Slika 3. Tumorsko tkivo gradeno od velikog broja lakunarnih stanica.

1.1.2.2. HL mijeSanog celulariteta (MCKHL)

Ovaj tip KHL obiljezen je klasi¢nim RS-stanicama, kao i mononuklearnim i multinuklearnim
HS u okoliSu mjeSovitog upalnog infiltrata gradenog od eozinofila, neutrofila, histiocita i

plazma stanica bez znakova fibroze (Swerdlow i sur.-2008). (slika 4)

Ovaj tip limfoma ¢&ini 20 do 25% svih KHL, a uestalije se javlja kod oboljelih od HIV infekcije
i u populacijama razvijenijinh zemalja. Bimodalna dobna distribucija nije zabiljezena, naj¢escée

se javlja u muskaraca s medijanom 38 godina (Piccaluga i sur.-2011).

Cesée se dijagnosticira u veé¢ uznapredovalom klinickom stadiju. Najée$ée su zahvaéeni
periferni limfni &vorovi, tre¢ina bolesnika ima zahvacenu i slezenu, dok su kostana srz, jetra i
ostali organi rjede zahvaceni (Swerdlow i sur.-2008). MCKHL ima bolju prognozu od

limfocitne deplecije, a loSiju od nodularne skleroze (Hirano i sur.-2010).
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Slika 4. KHL mijeSanog celulariteta.



1.1.2.3.Limfocitima bogat klasi¢ni HL (LRKHL)

Ovaj tip KHL karakterizira prisutnost RS stanica i HS stanica nodularnih ili difuznih stani¢nih
infiltrata kojima dominiraju mali limfociti, dok neutrofili i eozinofili nisu prisutni ili su malobrojni

(Swerdlow i sur.-2008). (slika 5)

Limfocitima bogat klasiéni HL €ini 5% svih KHL. Dobna pojavnost je slicna kao i u NLPHL -
uCestaliji je kod muskaraca (Kaplan-2002). Tipi¢no su zahvaceni periferni limfni &vorovi, dok
je 8irenje bolesti u medijastinum izrazito rijetko. Bolest se, morfolodki, moZze zamijeniti s
NLPHL pa je za postavljanje to¢ne dijagnoze nuzna imunohistokemijska analiza (Swerdlow i

sur.-2008).

S8
s Al
00 % AT
Y \.u_‘.’

:
.

e "' “.a
AVEOE
¢ o ee g 3

e
I 2

S2hre * 9

Slika 5. Limfocitima bogat KHL. Dominiraju mali limfociti i rijetke tumorske stanice.

1.1.2.4. Limfocitna deplecija (LDKHL)

Ovaj tip KHL obiljezen je predominacijom, mnostvom RS i ostalih modificiranih tumorskih

stanica uz gubitak (depleciju) netumorskog infiltrata (Swerdlow i sur.-2008). (slika 6)

To je najrjedi podtip klasichog Hodgkinova limfoma (manje od 1% ukupnog broja slucajeva).
60 do 75% pacijenata su muskarci u dobi od 30 do 37 godina (Piccaluga i sur.-2011). Bolest

se najCesce javlja u nerazvijenim zemljama te kod HIV pozitivnih bolesnika (Kaplan-2012).

Primarno su zahvaceni abdominalni organi, retroperitonealni limfni ¢vorovi i koStana srz, dok

je periferna limfadenopatija rijeda (Swerdlow i sur.-2008).



Bolest je pri dijagnozi ¢eS¢e prisutna u ve¢ uznapredovalom stadiju (3. i 4. stadij prema Ann
Arbor Klasifikaciji) i praéena B-simptomima, no unato€ tome terapijski ucinci su podjednaki
kao i u ostalim podtipovima klasi€énog HL-a. HIV pozitivni bolesnici imaju loSiju prognozu

(Kaplan-2012).

- - T - »
B :':o~ - .f"‘ LN \‘la, v g L » ‘u '3
Qe » - “y
- % %' $ 5 g wicy L s - Y
¥ e I - % ' < y ) gy 2
’ AN Y - . ]
‘ " ot D N gl et N
3 ST AR BA R AV
- 3 o ! "l N LN
1' \ 'y \" ‘ ' ‘, - ‘ LAAD T | l.‘
v - . * v
I'. > CINS ."’ ] . 4 < v ‘ “"‘v ‘
‘e . ' - Wy |
» ' LRI Ve o i ot
Y ! ’ g S dent S A > " AR D |
2 Ay .o 40 P “'4 24! “ ':' «
» - \ - Ny 3t 25 e o &
\; A . \o’ ' A s ;. . N s
. 2 /% not N9 5 v 59, 2 8 y ~ .
v \ : -
S o Ty To R v S0 NN P e Sy, v
'. ¢ Y S U A R e | A
” 5 RN RN 5
2 We iy 5 AT el S q e A o
’ ¥ i ~ ¥
P - .l > - 5 . .
Veo. N o > o \
R W R R T &
. & Rt L ,.-'l‘ e > e
1A N e .'J‘. 2 {-l:_'-\_ (O e S0
R ) ., A'.“t'-"/: 'k\ o VN e
-t e o Bes LWL S, o e, “

Slika 6. Limfocitna deplecija. Predominacija tumorskih stanica, tek rijetki limfociti.

1.2. Patofiziologija Hodgkinova limfoma

HS i RS- stanice porijekla su preapoptoticne B-stanice koja je izbjegla negativnu selekciju
unutar germinativnog centra limfnog ¢vora. Germinativni centri su mikroanatomske strukture
unutar limfnih &vorova koje se razvijaju prilikom imunoloskog odgovora organizma. U B-
stanicama jedan od tri glavna procesa koji odreduje sudbinu te stanice je somatska
hipermutacija koja rezultira promijenjenim imunoglobulinskim genima u svrhu povecanja
afiniteta prema antigenu. Negativha selekcija B-stanica s neodgovaraju¢im mutacijama
odvija se njihovim uklanjanjem FAS posredovanom apoptozom. FAS/CD95 je
transmembranski receptor i inicijalni faktor kaskadne reakcije koja zavrSava apoptozom.
Glavni inhibitor apoptoze je c-FLIP ¢ija koncentracija je pove¢ana u HS i RS-stanicama (Re i
sur.-2002). U normalnom germinativhom centru koncentracija c-FLIP proteina je velika u B-

stanicama koje imaju visoko afinitetne B-stani¢ne receptore.

Glavna karakteristika HS i RS-stanica je nepostojanje ekspresije imunoglobulina i

rezistencija na apoptozu. Vjeruje se da maligni klonovi u klasichom Hodgkinovu limfomu



proliferiraju bez antigenog poticaja, a izbjegavanje apoptoze se tumaci velikom

koncentracijom antiapoptoticnog c-FLIP proteina (Thomas i sur.-2005).

Tumorske stanice imaju promijenjene signalne puteve. Centralnu ulogu ima transkripcijski
faktor NFxB koji poti¢e upalni odgovor i ekspresiju gena odgovornih za antiapoptotski
odgovor (Itoh i sur.-2012). NFxkB faktor se nalazi u citoplazmi vezan na I«B proteine. Nakon
stimulacije aktivira se IkB kinaza koja fosforilira kB proteine i tako otpusta NFkB koji odlazi u
jezgru gdje potice transkripciju specificnih gena. U Hodgkinovu limfomu transkripcijski faktor
NFxB ima jednu od vaznijih uloga jer doprinosi nekontroliranoj proliferaciji stanica (Bai i sur.-
2005). U stanici koja nije zarazena EBV-om mutacije IxB gena mogu poremetiti prelazak
NFxB iz citoplazme u jezgru $to utje€e na kontrolu stani¢nog ciklusa, apoptoze i proliferacije

(Itoh i sur.-2012).

Znacajan onkogeni faktor je i EBV koji povecava rizik oboljenja od Hodgkinova limfoma za tri
puta kod oboljelih od infektivhe mononukleoze (Thomas i sur.-2005). Glavna karakteristika
latentne infekcije EBV-a je ekspresija LMP1, LMP2 i EBNA1 proteina uz pomo¢ kojih EBV
ostvaruje transformiraju¢u funkciju. LMP1 poti¢e neprestanu aktivnost receptora CD40, a
LMP2 koci ekspresiju BCR-a $to dovodi do aktivacije NFxB, te posljediénog poticanja

proliferacije.

1.3. Genomska nestabilnost Hodgkinova limfoma

Genomska nestabilnost je karakteristika Hodgkinskih i Reed-Sternbergovih stanica. Moze se
podijeliti u Cetiri kategorije: DNA mutacije, numeriCke aberacije, strukturalne aberacije,
delecije i/ili povecan broj kopija kromosomskih regija (Re i sur.-2002). DNA mutacije
pronadene su u genima koji kodiraju za protein 1kBa, koji regulira konstitutivnu aktivnost
NFkB u Hodgkinskom limfomu. Numericke kromosomske aberacije obiljezje su Reed-
Sternbergovih multinuklearnih stanica koje €esto imaju povecan broj kromosoma. SloZene
strukturalne aberacije su najCeSCe zabiljezene u kromosomskim regijama: 2p, 3q, 69, 7q,

13p, 14p i 17q. Translokacije najceS¢e zahvacaju lokus 14932.3, gdje se nalazi lokus koji



kodira za tedki lanac imunoglobulina (IGH). Translokacijom se onkogeni premjestaju pod
kontrolu imunoglobulinskog regulatornog mehanizma ¢ime je potaknuta njihova neprestana
ekspresija. Neke od takvih translokacija znac¢ajne su i za pojedine podtipove ne-Hodgkinova
limfoma;  t(8;14)(924.1,032.3)(MYC/IGH) je znaCajka  Burkittova limfoma, a
t(11:14)(q13.2:q32.3)(CCND1/IGH) je karakteristicna za non-Hodgkinov limfom_stanica
plastene zone (Martin-Subero i sur.-2006). Kao translokacijski partneri u 20% slu€ajeva
dokazani su i onkogeni BCL6, MYC, BCL3 i REL (Hartman i sur.-2008). Amplifikacija c-Rel
lokusa na kromosomu 2p je povezana s izrazenijom aktivnoSéu transkripcijskog faktora
NFxB koji pojatava antiapoptotski signal u stanicama klasi¢énog Hodgkinova limfoma (Re i
sur.-2002). Visok postotak delecija zabiljeZzen je u kromosomskoj regiji 6924-g25.
Kromosomski lomovi se naj¢eSée dogadaju na kromosomima 1p, 6q, 7q, 11q, 12q i 14q dok
su kromosomske adicije zabiljezene na 2., 5., 9. i 12. kromosomu, a delecije na kromosomu
13, 21 i Y (Hartman i sur.-2008). Promjene kariotipa tumorskih stanica Hodgkinova limfoma
imaju ulogu u razvoju bolesti §to je vidljivo iz klinicke slike, a utjeCe na terapijski odgovor. U
osoba rezistentih na kemoterapiju ucestale su adicije na kromosomskim mjestima Kkoji
kodiraju proteine: CCL2, CXCL13, CCL17, DOK4 i IL10, koji se nalaze na u kromosomskoj
regiji 16g13, delecije na kromosomskom lokusu 4927 koji kodira za interleukine 21 i 2, te
delecija na kromosomskom lokusu 17p13.3 koji kodira za BCL3/RELB (Hartman i sur.-2008).
Pacijenti koji imaju deleciju regije 4927, 11p14.3 ili 17pl2 te adicije kromosomske regije
19913.31 pokazuju rezistenciju na terapiju i ¢eSéu ponovnu pojavu bolesti dok su pacijenti
kojima su utvrdene adicije u regiji 16q13 kemosenzitivni na terapiju i imaju bolji prognosticki

faktor prezivljenja (Slovak i sur-2011).

Poznavanje kariotipova koji su u€estaliji kod pacijenata otornih na terapiju stoga omogucuje

razvoj novih terapijskih metoda koje ¢e povecati prezivljenje i smanijiti kemorezistenciju.

1.3.1. BCL2 u limfomima B-staniénog podrijetla

BCL-2 je onkogen, koji se nalazi na kromosomu 18. On kodira protein koji je sastavni dio

membrane endoplazmatskog retikuluma (ER), jezgrine ovojnice te vanjske membrane
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mitohondrija. Proteini porodice BCL2 imaju centralnu ulogu u antiapoptotskim mehanizmima.
Proapoptotski i antiapoptotski proteini podijeljeni su u skupine od BH1 do BH4 (Slovak i sur.-
2011). Antiapoptotski proteini (bcl2, bcl-xl i mcl1) sadrze sve Cetiri BH domene od kojih BH1,
BH2 i BH3 &ine mjesto za vezanje BH3 domene. Proapoptotski proteini (bax, bak i bok)
sadrzavaju BH1, BH2 i BH3 domenu. Proapoptotski proteini bax i bak doprinose
permeabilnosti mitohondrijske membrane koja propusta apoptotske proteine i potiCe
apoptozu. Antiapoptotski proteini BCL2 i bcl-xI sprijeavaju aktivaciju bax i bak proteina i
vezanje njihovih aktivnih formi za ciljne stanica. Reed-Sternberg stanice eksprimiraju BCL2

proteine, te omjer BCL2/bax proteina zaustavlja apoptotski intrinzi¢ni put (Bai i sur.-2007).

1.3.2. BCL6 u limfomima B-staniénog podrijetla

BCL6 je transkripcijski faktor graden u obliku Sesteroclanog cink prstena sa specificnom N-
terminalnom domenom dija je zadaéa modulacija START-ovisnog IL-4 B-stani¢nog
odgovora. Translokacije i hipermutacije ovog gena su Ceste u difuznom B-velikostani€énom
limfomu (DBCL), nodularnoj predominaciji Hodgkinova limfoma, folikularnom i Burkittovom
limfomu, ali ne i u klasichom Hodgkinovu limfomu. BCL6 sprije€ava zavrSnu B-stani¢nu
diferencijaciju blokiraju¢i PRDM1 gen (Wlodarska i sur.-2003). PRMD1 gen omogucije
sazrijevanje B-stanice u plazma stanicu, koja proizvodi protutijela vazna za protuupalnu
funkciju organizma. Poja¢ana ekspresija BCL6 gena dovodi do znac¢ajne proliferacije nezrelih
stanica dok smanjena ekspresija BCL6 i pojatana ekspresija PRMD1 dovode do razvoja

odgovarajuc¢ih plazma stanica (Wagner i sur.-2011).

1.3.3. MYC u limfomima B-staniénog podrijetla

Lokus za gen MYC se nalazi na kromosomu 8. MYCregulira ekspresiju 15% svih gena preko
.enhancer box“ sekvenci (e-box) kao i regrutiranjem histonske acetiltransferaze (HAT). To
znacCi da osim uloge klasi¢nog transkripcijskog faktora, MYC takoder djeluje na regulaciju
kromatinske strukture preko histonske acetilacije. Ekspresija MYC, NOTCH1 i IRF4 gena je

prisuthna u svim podtipovima klasiéhog Hodgkinova limfoma. MYC je klju¢ni kontrolor
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stani¢nog rasta i proliferacije; NOTCH 1 je T-staniCni transkripcijski faktor koji je eksprimiran i
aktivan u Reed-Sternbergovim i Hodgkinskim stanicama te blokira izrazaj B-stani¢nog
fenotipa; IRF4 je klju¢an za plazmastani¢nu diferencijaciju i dodatno doprinosi blokadi B-
staniénog genotipa. MYC, NOTCH1 i IRF4 zajedni¢ki doprinose razvoju neoplazme

medusobno upotpunjujuci svoje putove transkripcije (Smith i sur.-2010 i Tiacci sur.-2012).

1.3.4. 9934 u limfomima B-stani€énog podrijetla

NOTCH1 se nalazi na regiji 99g34. On pripada skupini NOTCH receptora kojoj pripadaju
ukupno Cetiri proteina (NOTCH1-4), &iji lokusi su smjesteni na kromosomskim regijama 9q34,
1p13-pl1, 19p13.2-p13.1 i 6p21.3. NOTCH1 je u najvecem broju prisutan na timocitima, u
manjem broju na makrofazima i prekursorskim stanicama u kostanoj srzi. NOTCH2 se nalazi

na timocitima i B-stanicama. NOTCH3 je eksprimiran u razli€itim hematopoetskim stanicama.

NOTCH4 je vec¢inom prisutan na endotelnim stanicama i u manjem broju na makrofazima
(Kojika i Griffin-2010). Aktivacija NOTCH signalnog puta u sazrijevanju krvnih stanica
povezana je s prezivljavanjem multipotentnih mati¢nih stanica i zastitom od apoptoze te
formiranjem eritrocitnih kolonija. Funkcija NOTCH-a je vazna u prezivljavanju timocita tokom
njihovog ranog ekspanzivnog rasta. U mijelopoezi NOTCH pomaze granulocitnu
diferencijaciju i reducira proliferaciju stanica. NOTCHL1 je transmembranski receptor koji
pomoc¢u liganda JAGGED1 moze imati onkogenu ulogu inducirajuéi proliferaciju stanica i
inhibiranje apoptoze. U stanicama Hodgkinova limfoma NOTCH1 se najCeS¢e aktivira
vezanjem liganda sa susjedne stanice pri ¢emu se prekida diferencijacija B-stanica i
zapocinje aktivacija NFxB puteva te inhibiranje apoptoze i induciranje proliferacije malignih

stanica (Schwarzer i Jundt-2011).

1.3.5. p53 u limfomima B-stani€énog podrijetla

Gen p53 (17p13.11) spada u porodicu tumor supresorskih gena pri E¢emu ima vaznu ulogu u
kontroli stanicnog ciklusa i odrzavanju genske stabilnosti. p53 stvara tetramere koji se vezu

za specificnu sekvencu DNA, aktivirajuci pritom transkripciju. Gubitkom tumor supresorske
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aktivnosti (delecija ili mutacija gena p53) mutirani proteini dobivaju onkogeni potencijal $to
rezultira nekontroliranim rastom tumorskih stanica. U KHL-u zabiliezena je delecija
kromosomske regije p53 u podruéju egzona 4, 8, 9, 10 i 11 Sto je rezultira gubitkom
transkripcijske aktivnosti proteina TP53 i posljedi€no nekontroliranog stani¢nog ciklusa i

apoptoze (Feuerborn i sur.-2006).

2.HIPOTEZA

Genomska nestabilnost KHL-a povezana je s razvojem i klinickom slikom bolesti, te

odgovorom na terapiju.

3.0PCI CILJ | SPECIFICNI CILJEVI RADA

Opéi cilj rada je istraziti utjecaj genetske nestabilnosti na razvoj KHL-a.

Specifiéni ciljevi su utvrditi moguéu povezanost izmedu:

1.translokacije gena BCL2 i razvoja KHL-a.

2.translokacije gena BCL6 i razvoja KHL-a.

3.translokacije gena c-MYC i razvoja KHL-a.

4.delecije regije 9934 i razvoja KHL-a.

5.broja kopija gena p53 i razvoja KHL-a.
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4.ISPITANICI | METODE

4.1. Ispitanici

U ovu studiju uklju¢eno je 120 pacijenata oboljelih od KHL-a. Za svih 120 pacijenata bili su
dostupni klini¢ki podaci: stupanj bolesti prema ECOG-u, Ann Arbor stupanj proSirenosti
bolesti, prisutnost B-simptoma, veliina tumora, postojanje infiltracije kostane srzi, GHSG,
terapija, terapijski odgovor, postojanje relapsa, 2. linija terapije, ukupno prezivljenje i

vrijeme bez simptoma bolesti.

Od 120 pacijenata 49 je bilo muskog spola u dobi od 18 do 81 godine s medijanom dobi od
33.25 godina. 71 pacijentica Zenskog spola u dobi od 16 do 93 godine imale su medijan
pojavnosti bolesti u dobi od 30.35 godina. Istrazivanje je provedeno na formalinom fiksiranim
u parafin uklopljenim (FFPE) rezovima limfnih ¢vorova. U&injena je revizija svih sluajeva te
su nakon potvrde dijagnoze svi uklju€eni u studiju. Kontrolni uzorci bili su FFPE uzorci tonzila
deset osoba koje nisu bolovale od Hodgkinskog limfoma ili imale druge hematoloSke bolesti.
Rezovi tkiva debljine 4um, koristeni su za interfaznu fluorescencijsku in situ hibridizaciju

(FISH).
4.2. Metode

4.2.1. Fluorescencijska in situ hibridizacija

Metoda FISH koriStena je za odredivanje delecije regije 9934, translokacije gena BCL2,
gena BCL6 i gena MYC, te broja kopija gena p53. KoriSteni su rezovi tkiva limfnih ¢vorova
uklopljenih u parafin, debljine 4um fiksiranim na silaniziranim predmetnim staklima
(DakoCytomation, Denmark). Rezove sam tretirala otopinom Borg Decloaker, RTU (Biocare
Medical, LLC, USA) u loncu pod pritiskom (Pascal DakoCytomation, Denmark) na 125 °C
dvije minute pri ¢emu se odvija postupak deparafinizacije, rehidracije i otvaranja primarnih
epitopa, nakon C&ega slijedi tretiranje uzoraka pepsinom 0,1 g/mL (Sigma, Germany) na 37
°C 20 minuta. Provela sam postupak dehidracije kroz seriju alkohola (70%, 85% i 100%

etanol) te osuSila preparate na zraku prije stavljanja probe. Direktno obiljezene probe
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pripremlila sam prema uputama proizvodaca. Pripremljene preparate s probama stavila sam
u aparat za hibridizaciju (Hybridizer DakoCytomation, Denmark). Denaturacija se odvijala na
82°Cu trajanju od pet minuta nakon ¢ega je slijedila hibridizacija preko noéi na 37°C. Idudi
dan rezove sam ispirala sljede¢im puferima i detergentima: 0,0003% Tween/0,4xSSC;
0,0001% Tween/2xSSC; 2xSCC. Za poklapanje uzoraka upotrijebila sam 10 uL otopine
Vectashield (Vector Laboratories Inc., USA) koja sadrzava 10° g/L kontrastne boje 4',6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI). Uzorke sam analizirala florescencijskim mikroskopom Olympus

BX51.

4.2.2. Statisticke metode

Dobiveni rezultati obradeni su statistiCkim metodama kako bi se utvrdilo postoji li povezanost
izmedu analiziranih genetiih promjena promjena i razvoja bolesti te prezivljenja. Kvalitativni
podaci analizirani su tablicama kontingencija (x? test). Kaplan-Meierovom analizom
procijenjeno je prezivljenje bolesnika. Promatrani su odgovor na terapiju, prezivljenje bez
simptoma bolesti (engl. disease free survival, DFS) i ukupno preZivljenje (engl. overall
survival, OS). Usporedba prezivljenja izmedu usporedivanih skupina analizirana je log-rank
testom. Od opisnih varijabli koristeni su medijan i 95% intervali pouzdanosti (engl. confidence
interval, Cl). Rezultati su interpretirani na 5%-tnoj razini znac€ajnosti. Za statisticku analizu
podataka koriSten je informatic¢ki program STATISTICA® (verzija 8.0, StatSoft, Inc., Tulsa,

USA).
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5.REZULTATI

Morfoloskom analizom utvrdeno je da 77 uzoraka pripada podskupini NSKHL, a 43 MCKHL.
Prema Ann Arbor Klasifikaciji 12 pacijenata je imalo proS8irenosti bolesti 1.stupnja, 69
2.stupnja, 17 3.stupnja, a 8 4.stupnja. Prema GHSG Kklasifikaciji 24 pacijenta su imala rani
povoljni stadij bolesti, 49 rani nepovoljni stadij, a 33 uznapredovali stadij bolesti. Od 120
pacijenata 52 su imala B-simptome, dok oni nisu bili prisutni kod 54 pacijenta. Tumor veci od
7.5 centimetara zabiljeZen je u 35 slu€ajeva dok je kod preostalih pacijenata veli€ina tumora
bila manja od 7.5 centimetara. Infiltracija koStane srzi bila je prisutna u 4 pacijenta. ABVD
terapija s ili bez zraCenja provedena je kod 103 pacijenta dok su 3 pacijenta bila lijeCena
drugim protokolima. Kompletna remisija je nakon 1.linije terapije nastupila kod 95 pacijenata,
dijelomi¢na kod 9 pacijenata, a kod 2 pacijenta je doSlo do progresije bolesti. Relaps bolesti
je nastupio kod 12 pacijenata. Drugu liniju terapije bilo je potrebno upotrijebiti kod 23
pacijenta pri Cemu je kod 21 pacijenta primjenjena transplantacija koStane srzi. Kao odgovor
na 2.liniju terapije kod 16 pacijenata je nastupila kompletna remisija, dok je kod 6 pacijenata

doSlo do parcijalne remisije. Do kraja ovog istrazivanja 7 pacijenata je umrlo.

Metoda FISH pokazala je prisutnost delecije 9934 u tumorskim stanicama kod 62 pacijenta.
24 uzorka imala su translokaciju BCL2 (slika 7-a). 11 uzoraka imalo je translokaciju BCL6
(slika 7-b), dok niti jedan pacijent nije imao translokaciju c-MYC gena (slika 7-c). Delecija

gena p53 nije nadena, no 57 pacijenata imalo je umnozene kopije tog gena.(slika 7-d)
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Slika 7. a) translokacija BCL2; b) translokacija BCL6; ¢) netranslocirani aleli gena c-MYC; d)

tri kopije gena p53.

Tablica 1. U€estalost istrazivanih promjena obradenih metodom FISH.

9g34 BCL2 BCL6 p53 MYC
bez 58 95 109 57 120
promjene
tr./del./ampl.* | 62 24 11 31 0

*delecija 9934, translokacija BCL2, translokacija BCL6, amplifikacija p53, translokacija c-

MYC

x° test je pokazao da postoji korelacija izmedu promjena gena p53 i odgovora na terapiju
(x*=8.122, p=0.004). Pacijenti &ije tumorske stanice imaju poveéan broj kopija gena p53
cesce, nakon prve linije terapije, imaju parcijalnu remisiju ili ne pokazuju odgovor na terapiju,

dok pacijenti koji imaju nepromijenjen broj kopija p53 pokazuju kompletnu remisiju.
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Log-rank test je pokazao da pacijenti €ije tumorske stanice imaju deleciju regije 9934 imaju

krace vrijeme bez bolesti (p=0.00994). (slika 8)

x* test nije pokazao znadajnost izmedu translokacije BCL2, BCL6, c-MYC i klini¢kih
parametara. PreZivljenje bez simptoma bolesti i OS nije bilo znagajno razli€ito kod pacijenata

grupiranih prema postojanju ostalih istraZivanih genskih promjena.

Cumulative Proportion Surviving (Kaplan-Meier)
© Complete + Censored
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02
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0,0

2 — dvije kopije 9q34
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— — delecijaregije 9934

Slika 8. Kaplan-Meierova krivulja prezivljenja bez bolesti pacijenata grupiranih prema

promjenama regije 99q34.
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6. RASPRAVA

Rezultati ovog istrazivanja pokazali su korelaciju izmedu broja kopija gena p53 i odgovora na
terapiju te delecije regije 9934 i duljine vremena bez simptoma bolesti. Povec¢an broj kopija
gena p53 prisutan je kod bolesnika koji ne odgovaraju na terapiju ili je odgovor na terapiju
smanjen. Gen p53 jedan je od najvaznijih tumorsupresorskih gena te se naziva jo$ i Cuvarom
genoma. Nepromijenjeni gen p53 kodira protein p53 koji suprimira djelovanje protoonkogena
te ima ulogu u kontroli stani€nog ciklusa. p53 je glavni kontrolor stani¢nog ciklusa i ima
sposobnost prepoznavanja odte¢enja DNA: stanicama koje imaju normalnu DNA omogucuje
prelazak u S fazu stani¢nog ciklusa dok onima kojima je oStecena DNA blokira taj prijelaz.
Stanice s oste¢enom DNA mogu biti popravljenje DNA izrezivanjem te ponovno uklju¢ene u
stani¢ni ciklus. Ukoliko je popravak nepotpun nastupa apoptoza. Alternativho, stanice mogu
biti trajno zakoene u jednom od dijelova staniénog ciklusa ¢ime zapocinju proces starenja
stanica. U stanicama u kojima je p53 zbog promjena na genu inaktivan kontrola pri prelasku
stanice iz G1 u S fazu izostaje, te se stanice sa defektnom DNA nastavljaju umnazati (Lane-
1992). p53 je transkripcijski faktor koji se specificno i izravno veze kao tetramer na ciljno
mjesto molekule DNA, no moze izazvati smrt stanice neovisno o svom tumorsupresorskom
potencijalu aktiviraju¢i fakore BCL2 porodice proteina. U veéini tumora gen p53 nije
funkcionalan, a ponekad, kao u slu¢aju Hodgkinovog limfoma, moze biti i amplificiran. 2002.
godine konstruiran je transgeni¢ni mi$, koji je imao povecan broj kopija gena p53. Mi$ je bio
nazvan ,Super p53“ jer nije podlijegao tumorskim oboljenjima (Garcia-Cao i sur.-2002). U
ljludskom organizmu ovakvo djelovanje umnozZenog gena p53 nije zamijeceno. Naprotiv, ovaj
je rad prikazao da uslijed poveéanog broja kopija gena p53 tumorske stanice KHL-a postaju
kemorezistentne i brze dovode do ponovne proliferacije tumorskih stanica. Kemorezistencija
povezana s genom p53 u dosadasnjim istrazivanjima veéinom se odnosila na njegovu
deleciju, te je dokazana u stanicama tumora dojke (Aas i sur.-1996). Istrazivanja
kemorezistencije vezane za gen p53 u limfomima napravljena su na mi§jem modelu. Gen

p53 je bio mutiran zbog €ega je onemogucavao odvijanje apoptotskog procesa stanica
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limfoma doprinoseci tumorigenezi i kemorezistenciji (Schmitt i sur.-2002). Buduc¢i da p53
sudjeluje na razli¢ite na€ine u velikom broju signalnih puteva i u zdravim i u tumorskim
stanicama te prema rezultatima ovog istraZivanja moguce je pretopostaviti da povecan broj
kopija ovog gena ne mora nuzno znaciti i uobi¢ajenu funckionalnost njegova proteina ili
povecanu ekspresiju proteina kojeg on kodira. Povec¢an broj kopija gena, kod KHL-a moze
znaciti nastanak vece koli€¢ine nefunkcionalnog proteina koji vise nema tumorsupresorsku
funkciju pa efekt na Zivot stanice moze biti sli¢an slu¢ajevima kod kojih je gen p53 deletiran.
U ovom radu takoder je utvrdena povezanost delecije regije 9934 i razdoblja bez bolesti pri
¢emu bolesnici Cije stanice imaju deleciju regije 9q34 imaju kraci period bez bolesti. Unutar
regije 9934 nalazi se smjeSten gen NOTCH1. Funkcija gena NOTCH1 veoma je vazna u
diferencijaciji normalnih hematopoetskih stanica (Milner i sur.-1994), no NOTCH1 moze imati
i onkogeni potencijal Sto je i potvrdeno u stanicama KHL-a. Naime NOTCH1 potice
tumorigenezu tako Sto prekida diferencijaciju B-stanica, zapocinje aktivaciju NFB putova,
inhibiranja apoptozu i inducira proliferaciju malignih stanica (Schwarzer i Jundt-2011).
Utvrdena delecija regije 9934 potencijalno znadi i deleciju gena NOTCHL1. U istrazivanjima
tumora druge etiologije dokazano je da ukoliko se blokira aktivnost NOTCH1 gena tumorske
stanice dolaze u postmitoticku fazu bez moguénosti daljnje diobe (Van Es i sur.-2005).
Rezultati ovog istrazivanja tako sugeriraju da kod KHL-a zbog delecije regije 9934 dolazi do
dediferencijacije stanica Sto dalje uzrokuje agresivniji tijek bolesti tj. krace vrijeme bez
bolesti. Gen NOTCH1 uz samostalnu ulogu u razvoju Hodginovog limfoma, potencijalno
moze djelovati i na signalne puteve koje je uklju¢en i p53 (Beverly i sur.-2005). Delecija gena
NOTCHL1 t{j. regije 9934 moze biti odgovorna za zastoj stanica u onoj fazi zastoja u kojoj
nastaje nefunkcionalni protein p53 kao posljedica umnozenih kopija njegovog gena, odnosno
poremecene translacije. Ta dva dogadaja mogu zajedno pospjesiti kemorezistenciju i utjecati

na brzu pojavu remisije bolesti.

Prepoznavanje vaznosti uloge umnozenih kopija gena p53 u razvoju kemorezistencije i ranije

pojave remisije te uloge delecije regije 9934 u skracenju perioda bez bolesti sugerira
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postojanje dva signalna puta koja djelujuci neovisno,alii sinergisti¢ki ubrzavaju razvoj KHL-a
i upravo zbog toga trebaju biti razmotreni pri razvoju novih kemoterapeutskih sredstava koja

¢e poboljSati dosadasnje rezultate prezivljenja kemorezistentnih bolesnika.

7. ZAKLJUCCI

1. Genomska nestabilnost klasi¢nog Hodgkinova limfoma povezana je s razvojem i klini¢kom

slikom bolesti te odgovorom na terapiju.

2. Pacijenti Cije tumorske stanice imaju povecan broj kopija gena p53 ¢eSée, nakon prve linije
terapije, imaju parcijalnu remisiju ili ne pokazuju odgovor na terapiju, dok pacijenti koji imaju

nepromijenjen gen p53 pokazuju kompletnu remisiju.

3. Pacijenti Cije tumorske stanice imaju delecije regije 9934 imaju krace vrijeme bez bolesti.
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10. SAZETAK

Ivona Stipica

Genomska nestabilnost klasiénog Hodgkinova limfoma

Hodgkinov limfom (HL) je neoplazma porijekla stanica limfatiCkog tkiva. HL se dijeli na
nodularnu limfocitnu predominaciju (NLPLH) i klasi¢ni Hodgkinov limfom (KHL). KHL je
obiljezen prisutnoséu Reed-Sternbergovih (RS) i Hodgkinovih stanica (HS) u limfnom ¢voru
ili tkivu. RS stanice i HS Cesto pokazuju genomsku nestabilnost: DNA mutacije, numeri¢ke
aberacije, strukturalne aberacije, delecije i/ili poveéan broj kopija kromosomskih regija. S
obzirom da je genomska nestabilnost jedno od najvaznijih svojstava malignih stanica KHL-a
glavni cilj ovog istaZivanja bio je utvrditi njenu povezanost sa razvojem i klinickom slikom
bolesti, te utjecajem na terapiju. Istrazivanje je provedeno na formalinom fiksiranim u parafin
uklopljenim (FFPE) rezovima limfnih ¢vorova 120 pacijenata oboljelih od KHL-a. Metodom
fluorescencijske in situ hibridizacije detektirane su promjene gena BCL2, BCL6, c-MYC, p53 i
regije 9934. U tumorskim stanicama zabiljezen je povecéan broj kopija gena p53, delecija
regije 9934 gdje se nalazi lokus za gen NOTCHL1, translokacija gena BCL2 i BCL6 dok je
gen c-MYC bio nepromijenjen. StatistiCkim testovima je utvrdeno da povecéan broj kopija
gena p53 korelira sa poveéanom kemorezistencijom i brzom pojavom remisije bolesti dok
prisutnost delecije regije 9934 malignih stanica skraéuje period bez bolesti. Zakljuéno,
prisutnost povecanog broja kopija gena p53 i delecije regije 9934 ubrzava razvoj KHL-a pri

¢emu djelovanje ovih gena moze biti temelj za razvoj novih kemoterapeutskih sredstava.

Kljune rije€i: Hodgkinov limfom, poveéan broj kopija gena p53, NOTCHL1.
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11. SUMMARY

Ivona Stipica

Classic Hodgkin's lymphoma genomic instability

Hodgkin's Lymphoma (HL) is a neoplasm originating from lymphatic tissue cells. HL is
divided into nodular lymphocyte predominance (NLPLH) and classical Hodgkin's lymphoma
(CHL). HL is characterized by the presence of Reed-Sternberg (RS) and Hodgkin's cells (HS)
in the lymph nodes or tissues. RS cells and HS often show genomic instability: DNA
mutations, numerical aberrations, structural aberrations, deletions and/or an increased
number of chromosome regions. Given that genetic instability is one of the most important
characteristics of Hodgkin lymfoma malignant cells the aim of this research was to determine
its relationship with development and clinical manifestations of the disease, and possible
impact on therapy effect. The study was conducted on formalin-fixed, paraffin blended
(FFPE) lymph sections from 120 patients diagnosed with cHL. Fluorescence in situ
hybridization showed translocations of gene BCL2 and BCLS6, deletion of region 9934 and
amplification of gene p53. Gene c-MYC was unchanged. Statistics showed that an increased
number of p53 gene copies correlates with increased chemoresistance and faster
appearance of remission while the presence of deletion in the region 9934 in malignant cells
reduces disease free period. Finally, the presence of an increased number of p53 gene
copies as well as deletion of region 9934 accelerates the development of cHL. Abberant

functions of these genes could be the basis for the development of new chemotherapeutics.

Key words: Hodgkin's lymphoma, amplification of gene p53, gene NOTCH1.
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