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POPIS OZNAKA I KRATICA 

 

ABC – tip DLBCL podrijetla aktiviranih B-limfocita (engl. activated B cell) 

ALK – od kinaza anaplastičnog limfoma (engl. anaplastic lymphoma kinase) 

BCL2 – od B-stanični limfom 2 (engl. B-cell lymphoma 2), jedan od najvažnijih staničnih 

antiapopotoičkih proteina 

BCR – B stanični receptor (eng. B-cell receptor) 

BL – Burkittov limfom 

BNLI – Britansko nacionalno istraživanje limfoma (engl. British National Lymphoma 

Investigatiom) 

CEOP – polikemoterapijski protokol koji sadrži ciklofosfamid, etopozid, vinkristin i steroid 

CHOP – polikemoterapijski protokol koji sadrži ciklofosfamid, doksorubicin, vinkristin i steroid 

CHOEP – polikemoterapijski protokol, CHOP + etopozid 

CNOP – polikemoterapijski protokol koji sadrži ciklofosfamid, mitoksantron, vinkristin i steroid 

COO – stanično podrijetlo (engl. cell of origin) 

CRD – domena za prepoznavanje ugljikohidrata (engl. carbohydrate recognizing domaine) 

CT – kompjuterizirana tomografija 

DA-EPOCH – polikemoterapijski protokol koji sadrži iste lijekove kao CHOEP, ali se svi 

citostatici osim ciklofosfamida primjenjuju u kontinuiranoj infuziji tijekom 4 dana 

DLBCL – difuzni B-velikostanični limfom (engl. diffuse large B-cell lymphoma)  

DNK – deoksiribonukleinska kiselina 

EBV – Epstein-Barrov virus 

ECOG – Istočna kooperativna onkološka grupa (engl. Eastern Cooperative Oncology Group 

Performance Status ) 

EFS – doživljenje bez događaja (engl. event-free survival) 

FISH – fluorescentna in situ hibridizacija 

FL – folikularni limfom 

G – obinutuzumab 

GCB – tip DLBCL podrijetla limfocita germinativnog centra (engl. germinative center B-cell) 

GEP – tehnologija genskog čipa (engl. gene expression profiling) 



 

 

 

HHV8 – humani herpes virus 8 

HIV – virus humane imunodeficijencije 

IKK – kompleks IκB kinaze 

IPI – međunarodni prognostički indeks (engl. international prognostic index) 

KKS – kompletna krvna slika 

LDH – laktat dehidrogenaza 

MCL – limfom plaštenih stanica (engl. mantle cell lymphoma) 

MZL – limfom marginalne zone (engl. marginal zone lymphoma) 

NHL – non-Hodgkin limfom 

NF-κB – Nuklearni faktor kapa B, transkripcijski faktor 

NK – prirođene ubojice (engl. natural killer), vrsta limfocita 

NOS – bez dodatnih obilježja (engl. not otherwise specified) 

OS – ukupno doživljenje (engl. overall survival) 

PCR – lančana reakcije polimerizacije 

Pre-mRNA – predglasnička RNK 

PS – opće stanje (engl. performance status) 

R – rituksimab 

REAL klasifikacija – Revidirana europsko-američka klasifikacija limfoma (engl. Revised 

European and American Lymphoma Classification) 

RNK – ribonukleinska kiselina 

SLL – limfom malih limfocita 

SZO – Svjetska zdravstvena organizacija 

TNF – čimbenik nekroze tumora (engl. tumor necrosis factor) 

VEGF – vaskularni endotelni čimbenik rasta (engl. vascular endothelial growth factor ) 
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1. UVOD I SVRHA RADA 

 

1.1. Difuzni B velikostanični limfom (DLBCL) 

 

Limfom je kao nozološki entitet prvi put opisao 1832.g. britanski liječnik Thomas 

Hodgkin, po kome i danas jedna vrsta limfoma (Hodgkinov limfom) nosi ime (1). Non-Hodgkin 

limfomi (NHL) su heterogena skupina limfoproliferativnih bolesti koje nemaju obilježja 

Hodgkinovog limfoma, a nastaju klonalnom proliferacijom limfoidnih stanica. S obzirom na 

razlike u patohistološkim obilježjima, kliničkim značajkama, odgovoru na liječenje i prognozi 

pojedinih vrsta limfoma bilo je potrebno, ali i vrlo zahtjevno, klasificirati ih. Unatoč razvoju 

medicine, pojavi novih tehnologija i uvođenju novih dijagnostičkih metoda, problem klasifikacije 

limfoma nije ni do danas riješen. I u najnovijim klasifikacijama postoje tzv. „provizorni entiteti“ 

koje usprkos svim raspoloživim dijagnostičkim i kliničkim podacima nije moguće jasno 

definirati. Prva klasifikacija limfoma, koja je bila prvenstveno morfološka, objavljena je 1941 

godine, nakon čega slijedi Rappaportova klasifikacija objavljena 1956.g (2,3). U njoj se prvi put 

razlikuje difuzni i nodularni način rasta limfoma. 1966.g. Lukes i Butler objavili su novu 

klasifikaciju u kojoj se po prvi put prepoznaju različiti tipovi Hodgkinovog limfoma (4). Tijekom 

60-tih godina otkriveno je da limfociti sudjeluju u imunološkom odgovoru i da postoje različite 

vrste: T, B i NK stanice. Desetak godina kasnije otkriveni su limfocitni površinski 

antigeni/receptori pomoću kojih su se mogle razlikovati vrste limfocita, ali i razlikovati normalni 

od neoplastičnih (5). 1970-tih se nekoliko američkih i europskih grupa udružilo s idejom izrade 

nove klasifikacije koja bi objedinila patološke i kliničke podatke što je rezultiralo Kielskom 

klasifikacijom 1974. godine (6). Potom su slijedili Lukes-Collinsova, BNLI i Working 

Formulation (Radna) klasifikacija, od kojih niti jedna nije bila općeprihvaćena (7-9). 

Naposlijetku je devedesetih godina prošlog stoljeća objavljena REAL klasifikacija, koja je za 

definiranje različitih entiteta koristila kombinaciju morfologije, imunofenotipizacije, genetskih 

osobina, ali i kliničke prezentacija i tijeka bolesti (10). Klasifikacija Svjetske zdravstvene 

organizacije (SZO), objavljena 2001.g, prihvatila je iste principe (11). Od tada se ova 

klasifikacija koristi diljem svijeta, a zbog napretka medicine i pojave novih saznanja revidirana je 

u dva navrata, zadnji put 2016.g. (12,13). Prema klasifikaciji SZO NHL spadaju u tumore zrelih 
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B-limfocita, odnosno zrelih T-limfocita i NK-stanica. Klinički ih se može podijeliti na 

indolentne, agresivne i vrlo agresivne. Na B-limfome otpada >90% svih slučajeva NHL.  

Simptomi i znakovi limfoma mogu biti uzrokovani tumorskom masom, potiskivanjem 

normalne hematopoeze i imunopoeze ili lučenjem citokina, odnosno odgovorom organizma na 

bolest (opći simptomi). Bolesnici se najčešće liječniku javjalju zbog povećanja limfnih čvorova. 

Kao prvi simptom mogu se javiti kašalj ili nedostatak zraka zbog povećanja medijastinalnih 

limfnih čvorova, odnosno bolovi u trbuhu, gubitak apetita i smetnje pražnjenja crijeva zbog 

povećanja čvorova u trbuhu. Ekstranodalni limfomi manifestiraju se simptomima od strane 

organa koji je zahvaćen, npr. kožnim promjenama kod kožnih limfoma, neurološkim ispadima 

kod limfoma mozga i sl. 

Tumori limfocitne loze mogu suprimirati normalnu hematopoezu i uzrokovati najčešće 

anemiju, a rjeđe granulocitopeniju ili trombocitopeniju. Povećana sklonost infekcijama i 

autoimunim fenomenima (najčešće autoimuna hemolitička anemija ili imunotrombocitopenija) 

javljaju se zbog poremećene regulacije imunološkog sustava. 

Od općih simptoma koji nastaju kao posljedica otpuštanja različitih citokina najčešći su 

umor, opća slabost i nemoć. U tzv. B simptome spadaju povišena temperatura (>38 C bez 

infekcije), noćno znojenje (toliko da se bolesnik mora presvući), svrbež (uz ekskorijacije) i 

gubitak na težini (>10% u 6 mjeseci) (14,15).  

Difuzni B- velikostanični non-Hodgkin limfom (DLBCL) je najčešći limfom i na njega 

otpada preko 30% svih NHL-a. Dijagnoza se postavlja histološkim pregledom bioptiranog 

materijala i imunohistokemijskom analizom. Morfološki, tumor karakterizira difuzna infiltracija 

srednje velikim i velikim neoplastičnim B-limfocitima s obilnom citoplazmom i velikom jezgrom 

koja je jednaka ili veća od jezgore histiocita ili više nego dvostruko veća od zrelog limfocita. Ove 

stanice narušavaju i brišu strukturu zahvaćenog limfnog čvora. Stanice na svojoj površini 

izražavaju pan-B biljege, uključujući CD19, CD20, CD22, CD 79a i CD 45. Oko 14% tumora je 

CD30+ (16). Subklasifikacija DLBCL-a se, kao i klasifikacija limfoma, često mijenjala zbog 

novih spoznaja o biološkim i kliničkim osobinama te patogenezi. Najnovija klasifikacija 

prepoznaje nekoliko morfoloških varijanti, precizno definiranih podtipova DLBCL-a i kliničko 

patoloških entiteta koji pripadaju porodici DLBCL-a. 
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Morfološki prepoznajemo 3 tipa:  

• Centroblastična varijanta: predominatna populacija su srednje veliki do veliki limfociti s 

ovalnom ili okruglom jezgrom.  

• Immunoblastična varijanta: >90% stanica su imunoblasti i velike stanice s velikom 

jezgrom  

• Anaplastična varijanta: velike i vrlo velike stanice s pleomorfnom jezgrom  

Na specifične podtipove DLBCL-a i ostale kliničko-patološke entitete iz ove skupine 

otpada manjina svih slučajeva. Daleko najveći broj ubraja se u najveću skupinu, DLBCL bez 

dodatnih obilježja (DLBCL-NOS) (Tablica 1).  

 

Tablica 1. 

 

DLBCL bez dodatnih obilježja (NOS) 

o Nalik B-limfocitima germinativnog centra (GCB) 

o Nalik aktiviranim B-limfocitima (ABC) 

Podtipovi B-velikostaničnog limfoma 

o Velikostanični B limfom bogat T-limfocitima i histiocitima 

o Primarni DLBCL središnjeg živčanog sustava 

o Primarni kožni DLBCL, nožni tip 

o EBV-pozitivni DLBCL 

o DLBCL povezan s kroničnom upalom 

o Primarni medijastinalni B-velikostanični limfom 

o Intravaskularni B-velikostanični limfom 

o ALK+ B-velikostanični limfom 

o Primarni efuzijski limfom 

o Velikostanični B-limfom s IRF4 translokacijom  

o HHV8+ DLBCL, NOS 

  

 

Bolest se može javiti u bilo kojoj dobi, medijan pri dijagnozi je 66 godina. Nešto je češći 

u muškaraca nego u žena (6,7 vs 4,6 na 100.000 stanovnika). Učestalost se povećava s dobi. 
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Petogodišnje preživljenje se smanjuje s dobi, do 55 godina iznosi oko 78-84% a nakon 65 godina 

je znatno lošije i iznosi oko 54-60%. Učestalost DLBCL-a porasla je između 1970. i 1995.g. i ne 

može se u potpunosti objasniti boljom dijagnostikom, novom klasifikacijom niti pojavom HIV 

infekcije. Nakon toga se broj novih slučajeva stabilizirao (17,18). Incidencija DLBCL-a u 

Republici Hrvatskoj iznosi oko 7,6 na 100 000 stanovnika, godišnje se ukupno dijagnosticira oko 

320 bolesnika (19). 

DLBCL spada u grupu agresivnih limfoma, može zahvatiti bilo koji organ, a najčešće 

zahvaća limfne čvorove ili druge limfne organe (slezena, tonzile) te koštanu srž. Oko 40% 

bolesnika ima B simptome. 

 

1.1.1. Liječenje DLBCL-a 

 

Unatoč tome što se radi o agresivnom lifmomu, bolest je izlječiva. Kemoterapija po shemi 

CHOP (ciklofosfamid, doksorubicin, vinkristin i prednizolon) standardni je oblik liječenja 

agresivnih limfoma pa tako i DLBCL-a od sedamdesetih godina prošlog stoljeća (20,21). Ovom 

terapijom može se izliječiti oko 40% bolesnika. Dodatak rituksimaba (R), monoklonskog anti-

CD20 protutijela, (R-CHOP) značajno je poboljšao ishod liječenja, no još uvijek 30-40% 

bolesnika ne postiže dobar odgovor na terapiju ili im se javi relaps bolesti (22-24). Zbog toga su 

iskušane brojne modifikacije ovog protokola, povećanjem doze ili dodatkom novih cistostatika. 

Izgleda da je najučinkovitija kombinacija R-CHOP-a s etopozidom (R-CHOEP), no o tome nema 

konsenzusa (25-27). Nove spoznaje o biologiji limfoma, disregulaciji i aktivaciji B-staničnog 

receptora (BCR) i njegovog utjecaja na nuklerarni faktor kapa B (NF-kB) potaknule su ideju o 

upotrebi bioloških agensa, koji utječu na ove signalne putove, u liječenju DLBCL-a. Iskušane su 

kombinacije kemoimunoterapije s različitim novim lijekovima kao što su bortezomib, ibrutinib i 

lenalidomid, no niti jedna nije pokazala uvjerljivu prednost nad R-CHOP-om (28-30). Imajući u 

vidu ulogu BCL2 proteina (od engl. B-cell lymphoma 2,  B-stanični limfom 2 ) u inhibiranju 

apoptoze pa tako i progresiji tumora, nedavno je provedena studija kombinacije R-CHOP-a s 

inhibitorom BCL2, venetoklaksom. Prelimarni rezultati su obećavajući, a randomizirana studija 

je u tijeku (31).  

Bolesnici kod kojih se javi relaps bolest, a pogodni su za liječene transplantacijom liječe 

se agresivnijim kemoterapijskim protokolima te autolognom transplantacijom matičnih 
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hematopoetskih stanica (32,33). Ovakvim liječenjem postiže se izlječenje kod oko 40% bolesnika 

u kasnom relapsu, dok su rezultati u onih s primarno rezistentnom bolesti i u ranom relapsu  

(<6 mj. od završetka prve linije liječenja) još lošiji s dugoročnim preživljenjem od 20% ili manje 

(34). Novija studija SCHOLAR-1 na više od 600 bolesnika s refraktornim DLBCL-om potvrdila 

je gore navedene rezultate zbog čega su ovi bolesnici populacija na kojoj se ispituju novi lijekovi, 

postupci i metode liječenje (35).  

 

 

1.2. Prognostički čimbenici kod DLBCL-a 

 

1.2.1. Međunarodni prognostički indeks 

 

 Nakon istraživanja provedenog na velikom broju agresivnih limfoma, 1993.g. objavljen je 

međunarodni prognostički indeks (IPI), po kojem su bolesnici svrstani u četiri rizične skupine 

(Tablica 2 i 3) (36). Čimbenici od prognostičke važnosti uključeni u IPI su: dob, vrijednost LDH 

u serumu, opće stanje bolesnika, stadij te broj ekstranodalnih lokalizacija bolesti. Brojna 

istraživanja su pokušala identificirati imunohiostokemijske ili genetske biljege DLBCL-a koji bi 

omogućili da se na početku liječenja predvidi koji će bolesnici lošije odgovoriti na terapiju. Iako 

su otkriveni mnogi biološki markeri povezani s nastankom i progresijom tumora, za niti jedan 

nema konsenzusa o prognostičkom značenju niti prednosti pred IPI-jem. Zato je ovaj indeks i 

dalje zlatni standard s kojim se uspoređuju svi drugi prognostički parametri. 

  

Tablica 2. Međunarodni prognostički indeks 

 

Parametar   

Dob ≥60 godina 1 bod 

Klinički stadij III ili IV 1 bod 

LDH iznad gornje granice normale 1 bod 

PS (ECOG) ≥2 1 bod 

Broj ekstranodalnih 

lokalizacija 

≥2 1 bod 
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Tablica 3. Stratifikacija bolesnika u prognostičke skupine  

 

Broj bodova (vrijednost IPI) 

0, 1 2 3 4, 5 

Niski rizik Srednje niski rizik Srednje visoki rizik Visoki rizika 

 

 

1.2.2. Podijela DLBCL-a prema staničnom podrijetlu 

 

U nastojanju da se što bolje razjasni biologija limfoma, korištene su razne tehnike za analizu 

tumorskih stanica. Početkom ovog tisućljeća razvijena je tehnologija genskog čipa (engl. gene 

expresion profiling, GEP), koja omogućava analizu izražaja tisuće gena u stanicama. Uočeno je 

da se DLBCL na temelju toga može podijeliti u dvije različite grupe koje upućuju na moguće 

različito stanično podrijetlo (engl cell of origin, COO): GCB (engl. germinal center B-cell like) 

grupu koja izražava gene koji su izraženi na normalnim B stanicama germinativnog centra te 

ABC (engl. activated B-cell-like) grupu koja izražava gene koji su izraženi na aktiviranim B 

stanicama periferne krvi. Pokazalo se da GCB grupa ima bolju prognozu od ABC podgrupe. 10-

15% slučajeva nije moguće klasificirati (37,38).  

GEP se ne koristi u rutinskoj kliničkoj praksi zbog visoke cijene i činjenice da se analiza 

mora provoditi na svježim uzorcima tkiva. U rutinskoj kliničkoj praksi za podjelu na GCB i ABC 

grupu obično se koristi imunohistokemijska analiza. Najčešće korišteni algoritam za 

prepoznavanje ove dvije grupe je onaj kojeg su objavili Hans i suradnici (39). Podjela je 

provedena na osnovu biljega CD10, BCL6 i MUM1. DLBCL porijekla germinativnog centra 

(GCB) su CD10+ ili BCL6+, MUM 1-, a oni koji nisu porijekla germinativnog centra, tj. 

porijekla su aktiviranih B stanica (ABC) CD10-, MUM 1+ ili BCL 6 +, MUM 1-. Više 

istraživačkih skupina provelo je klinička ispitivanja od kojih su neka potvrdila prognostički 

značaj ove podijele (40-42) dok su druga pokazala da podjela na GCB i ABC bazirana na 

imunohistokemijskoj analizi nije prognostički značajna (43-46). Testirani su i drugi 

imunohistokemijski modeli kao što je algoritam po Choiju koji uz CD10, BCL6 i MUM1 koristi 
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još i FOXP1 i GCET1 (47). Isprva se činilo da ovaj algoritam bolje korelira s rezultatima 

genskog čipa i ishodima od algoritma po Hansovoj, no kasnije studije to nisu potvrdile (48).  

Usprkos oprečnim rezultatima podjela DLBCL prema imunohistokemijski određenom 

staničnom podrijetlu postala je sastavni dio najnovije klasifikacije SZO. Najčešće se koritisti 

algoritam koji su predložili Hans i suradnici, ali se mogu koristiti i drugi, npr. gore spomenuti 

algoritam po Choiju.  

  

1.2.3 Biljezi apoptoze 

  

Apoptoza je fiziološki oblik stanične smrti koji su razvili višestanični organizmi kao 

mehanizam eliminacije nepoželjnih stanica. Programiranom smrću smatramo kontrolirani proces 

biokemijskih i morfoloških promjena u stanici koji završava smrću stanice. Ovaj proces je 

reguliran proapoptotskim i antiapoptotskim faktorima. Velik broj proteina sudjeluje u regulaciji 

apoptoze: enzimi proteaze zvani kaspaze, članovi BCL2 obitelji proteina, NF-κB itd (49). U 

novije vrijeme otkriveno je da i galektini utječu na apoptozu.  

Dva su osnovna puta apoptoze, unutarnji (mitohondrijski) i vanjski ili put apoptoze 

posredovan receptorima. Intrinzični ili mitohondrijski put najčešći je mehanizam apoptoze u 

kralježnjaka. Aktivaciju ovog puta mogu uzrokovati toksične tvari, virusne infekcije, oštećenja 

molekule DNK, izlaganje zračenju ili gubitak različitih faktora rasta. Prvi korak mitohondrijskog 

puta apoptoze reguliran je proteinima obitelji BCL2. Ekstrizični put apoptoze ili put receptora 

smrti započinje na membranskim receptorima koji uključuju one za Fas i čimbenik nekroze 

tumora (engl. tumor necrosis factor, TNF). Vezivanje liganada na ove receptore dovodi do 

aktivacije adapterskih proteina, kao što su proteini vezani uz Fas, koji imaju tzv. domenu smrti 

(engl. death domain) što rezultira aktivacijom kaspaze 8 i smrću stanice. Oba ova puta na kraju 

završavaju aktivacijom kaspaza koje cijepaju stanične proteine i dovode do oštećenja citoskeleta i 

proteina jezgre što sve dovodi do kontroliranog raspada stanice (50,51). Opisan je još jedan način 

apopotoze za kojeg su odgovorni citotoksični T limfociti i stanice prirođene ubojice (engl. natural 

killer cells, NK). One dovode do smrti stanice preko perforin-granzimskog puta koji u konačnici 

također dovodi do aktivacije kaspaza (52). Poremećaji apoptoze karakteristični su za tumore pa 

tako i za DLBCL. Mitohondrijalni put apoptoze često je inhibiran u B-staničnih limfoma.  
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Slika 1. Pojednostavljeni prikaz puteva apoptoze 

 

Prilagođeno prema Kalanova M. i sur (ref. 53) 

TNF —faktor tumorske nekroze,DICS —signalni kompleks koji inducira smrt, BID —BH3 agonist smrti,  

interakcijska domena, tBID —krnji agonist smrti, interakcijska domena, PUMA —P53 regulirani 

modulator apoptoze, IAPs —proteini inhibitori apoptoze drugi mitohondrijski aktivator kaspaza/izravni 

inhibitor proteina vezanja apoptoze s niskom izolektričnom točkom, HtrA2/Omi – serinska proteaza 

Htr2/Omi  

  

 

Obitelj BCL2 proteina čini više od 20 različitih članova koji se na osnovu svoje strukture 

i funkcije svrstavaju u 3 glavne podgrupe: proteini koji stimuliraju preživljavanje, pro-apoptotički 

efektorski proteini s više domena i pro-apoptotički proteini sa samo jednom domenom 

homolognom BCL2. Poremećaj ravnoteže između ovih proteina dovodi do narušavanja 

apoptotičkih procesa što može rezultirati boljim preživljavanjem tumorskih stanica. Proteini koji 



 

9 

 

stimuliraju preživljavanje su: BCL2, MCL1 (od „leukemija mijeloičnih stanica-1“, engl. 

„myeloid cell leukemia -1“), BCL-XL/BCL2L1 (od „B-stanični ekstra veliki limfom“, od engl. 

„extra large“), BCL-W/BCL2L2, BCL-B/BCL2L10 (od „protein 10 nalik BCL2“, eng. „like“) i 

A1/BCL2A1 ili BFL1. Anti-apoptotički BCL2 proteini razgrađuju/sekvestriraju pro-apoptotičke 

BCL2 proteine. Primarna uloga inhibitornog proteina BCL2 je sprečavanje oslobađanja 

citokroma-C i inhibicija aktivacije kaspaze-9, dakle unutarnjeg puta apoptoze, mada djeluje i na 

druge apoptotske kaskade (53). BCL2 je prvi put otkriven kod folikularnog limfoma (FL) zbog 

povezanosti s translokacijom t(14,18), a tek je kasnije otkriveno da se aberantna ekspresija javlja 

i u drugim malignim bolestima, uključujući leukemije i limfome (54). Pojačan izražaj BCL2 u B-

NHL posljedica je genetskih abnormalnosti. Učestalost i jačina ekspresije razlikuju se kod 

pojedinih tipova limfoma. Tako je kod DLBCL BCL2 pozitivan u 49-67% slučajeva, kod FL u 

>90%, kod limfoma marginalne zone (MZL) u 80%, dok su svi limfomi plaštenih stanica (MCL) 

BCL2 pozitivni (55). Genetske promjene BCL2 gena, uključujući kromosomske translokacije, 

amplifikacije i dr, su česte u DLBCL. Neka istraživanja ukazuju da se učestalost tih promjena kao 

i stupanj BCL2 pozitivnosti razlikuju ovisno o staničnom podrijetlu DLBCL-a. Tako je npr. 

translokacija t(14;18) (q32;q21) nađena u više od 30% GCB DLBCL i povezana je s pojačanom 

ekspresijom BCL2 i lošijom prognozom. Ova promjena nije pronađena kod ABC DLBCL kod 

kojih je puno češće nađena amplifikacija 18q21 lokusa uz pojačanu ekspresiju BCL2 (56).   

Objavljeni podaci o utjecaju BCL2 na apoptozu i preživljenje bolesnika s hematološkim 

malignim bolestima nisu jednoznačni. Neke studije u bolesnika s DLBCL su našle da je pojačan 

izažaj BCL2 povezan s lošijim ishodom liječenja (57,58). Druga istraživanja to nisu našla, 

pogotovo u bolesnika liječenih rituksimabom (59-61). S druge strane, studija u kojoj su se tumori 

dijelili na BCL2+ i BCL2- ne samo na temelju postotka pozitivnih stanica, već i intenziteta 

bojenja, našla je da je ovako određen BCL2 pozitivitet povezan s nepovoljnim ishodom liječenja 

(62). Obzirom na oprečne podatke još uvijek je ovo pitanje interesantno, kako kliničarima, tako i 

hematopatolozima. 

Budući da BCL2 protein ima važnu ulogu u patogenezi limfoma, progresiji bolesti i 

rezistenciji na terapiju, zadnjih se desetljeća pokušava pronaći lijek koji bi utjecao na ovaj 

protein, a time i na ishod bolesti. Prvi inhibitor BCL2 bio je oblimersen, a prvi rezultati objavljeni 

su 2002. g. i nisu ispunili očekivanja (63). Tek desetak godina kasnije otkriven je selektivni 

inhibitor BCL2 venetoklaks koji se pokazao učinkovit u liječenju različitih limfocitnih, ali i 
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mijeloičnih tumora (64). Učinkovitost venetoklaksa u DLBCL još uvijek nije dokazana, ali su 

studije u tijeku.  

 

Nuklearni faktor kapa B (NF-κB) zajednički je naziv za obitelj transkripcijskih 

čimbenika koja sadrži pet gena (NF-κB1, NF-κB 2, RelA, c-Rel i RelB). Uključeni su u različite 

biološke procese kao što su preživljenje i proliferacija stanica, ali i upala. NF-κB povezan je s 

brojnim aspektima onkogeneze. Dokazana je njegova uloga u inhibiciji apoptoze, poticanju 

proliferacije i migracije stanica te regulaciji staničnog ciklusa. Nalazi se u citoplazmi stanice, no 

nakon aktivacije prelazi u jezgru gdje se veže na određene gene i potiče transkripciju. Inaktivni 

transkripcijski faktori zadržavaju se u citoplazmi, bilo zato što su vezani na klasične inhibitorne 

κB proteine IκBα, IκBβ, i IκBε ili zbog interakcije s inaktivnim prekursorima p105 i p100. 

Aktivaciju NF-κB reguliraju kanonički i nekanonički put. U kanoničkom putu nakon stimulacije 

određenim faktorina dolazi do aktivacije kompleksa IκB kinaze (IKK) koji se sastoji od 

katalitičkih podjedinica IKKα i IKKβ te regulatorne podjedinice IKKγ što dovodi do fosforilacije 

i degradacije IκB proteina (65-67). Nakon toga dolazi do ulaska NF-κB transkripcijskih faktora u 

jezgru, posebice heterodimera p50 i RelA ili c-Rel, koji se onda vežu na DNK i utječu na 

transkripciju gena. U zdravim limfocitima aktivacija ovog puta je samo prolazna, brzo se prekida 

povratnom inhibicijom koja uključuje negativne regulatore kao što su IκBα, IκBε (68). Kod 

nekanoničnog puta glavnu ulogu igra NF-κB inducirajuća kinaza koja dovodi do aktivacije IKKα 

i inducira proteolizu. Iz prekorsorskog p100 proteina generira se p52 koji onda formira 

transkripcijski aktivne heterodimere (p50/105, p52/100, p65/RelA, p65/RelB i p65/c-Rel). U 

novije vrijeme sve se više istražuje i uloga NF-κB u poticanju angiogeneze. Učinak na 

angiogenezu ostvaruje tako što aktivira gene odgovorene za angiogenezu kao što su matriks 

metaloproteinaza, vaskularni čimbenik rasta (VEGF), urokinaza (aktivator plaziminogena) i 

interleukin– 8. Aktivacija NF-κB uočena je u brojnim solidnim i hematološkim tumorima, 

uključujući leukemije i limfome, a ako nastane tijekom kemoterapije ili radioterapije često je 

povezana sa stečenom rezistencijom na liječenje (69-71). 

2008.g. objavljen je rad španjolske grupe u kojem se imunohistokemijskim metodama  

određivala aktivnost NF-κB u DLBCL-u, na temelju ekspresije P-p65, P-IκB i nuklearne 

ekspresije p65 i p52 u tumorskim stanicama (70). Njihovi rezultati su pokazali da je u DLBCL-u 

pretežno akitivan nekanonički put te da je ekspresija P-p65 povezana s dobrom prognozom. 
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Nasuporot tome, 2017.g. kineski znanstvenici,Wang i sur. objavili su rad u kojem su pokazali da 

ekspresija NF-κB određena imunohistokemijskim izražajem p65 kolerira s lošijim ishodom u 

bolesnika s non-GCB DLBCL (72). S obzirom na kompleksnost samog puta te različite biljege 

koji se koriste kao metode za mjerenje aktivnosti NF-κB, rezultati mogu biti različiti i teški za 

tumačiti. NF-κB kao regulator apoptoze, a izgleda i angiogeneze, igra važnu ulogu u patogenezi 

DLBCL-a i predstavlja zanimljivo područje za daljnja istraživanja. Definiranje pravih biljega 

kojima bi se određivala aktivnost, jasno određivanje pojačane aktivnosti i u konačnici pronalazak 

pravog inhibitora ovog puta mogli bi imati utjecaja na razjašnjavanje njegove biološke uloge i 

poboljšanje ishoda liječenja bolesnika s DLBCL-om.  

 

1.2.4 Galektini  

 

Galektini su porodica animalnih lektina karakteristična po mogućnosti prepoznavanja 

beta-galaktoze pomoću koje se vezuju na stanice i ekstracelularni matriks (73,74). Svi galektini 

sadrže domenu koja prepoznaje ugljikohidrate (CRD) građenu od oko 130 aminokiselina koja je 

odgovorna za njihovo vezivanje. Do danas je poznato 15 različitih galektina koji su prema broju i 

organizaciji CRD svrstani u 3 grupe: prototipna grupa, grupa s ponavljanjem tandema i kimerična 

grupa. Prototipna grupa ima jednu CRD, a u nju spadaju galektini 1, 2, 5, 7, 10, 11, 13, 14 i 15. 

Galektini 4, 6, 8, 9 i 12 pripadaju u grupu s ponavljanjem tandema, a građeni su od jednog 

polipeptidnog lanca koji gradi dvije odvojene, ali homologne CRD. Galektin-3 je strukturalno 

različit i spada u treću, kimeričnu, grupu galektina. Galektini su nađeni u stanicama, u citoplazmi 

i jezgri, na površini stanice i u ekstracelularnom matriksu. Prisustvo galektina izvan stanica 

posljedica je sekrecije, najvjerojatnije neklasičnim putem. Ovi proteini imaju biološku funkciju 

unutar i izvan stanice. Intracelularno galektini putuju između citoplazme i jezgre i uključeni su u 

osnovne stanične funkcije kao što su  transkripcija predglasničke RNK (pre-mRNA), regulacija 

staničnog rasta, apoptoza i regulacija staničnog cikusa. Izvanstanični galektini mogu se vezati na 

stanice koje na svojoj površini izražavaju oligosaharide koji sadrže galaktozu, na glikoproteine 

izvanstaničnog matriksa, kao što su laminin, fibronektin, hensin i elastin, kao i na neke 

transmembranske proteine koji sadrže galaktozu. Kako se mogu vezati bivalentno ili 

multivalentno, povezuju neke od ovih proteina i potiču  kaskadu transmembranskih signalnih 

puteva. Smatra se da na taj način galektini reguliraju proces mitoze, apoptoze i staničnog ciklusa. 
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Bivalentno vezivanje omogućuje međusobno povezivanje stanica te povezivanje stanica i 

vanstaničnog matriksa.  

Galektini također djeluju i na angiogenezu tumora, najvjerojatnije potičući migraciju 

endotelnih stanica te modulirajući endocitozu pojedinih receptora važnih za progresiju tumora 

(npr. beta-1 integrina ili epidermalnog faktora rasta). Točan mehanizam djelovanja galektina još 

uvijek nije posve jasan. Budući su prisutni u brojnim stanicama i tkivima, pripisuju im se različite 

funkcije što je potaknulo brojna istraživanja u biologiji, medicini i farmakologiji. Postoje dokazi 

da su galektin-1 i galektin-3 odgovorni za transformaciju tumorskih stanica. Dokazano je da, 

inhibiranjem izražaja galektina-1 na stanicama glioma i galektina-3 na stanicama karcinoma 

dojke i štitnjače, tumorske stanice gube karakteristični transformirani fenotip. Nasuprot tome, 

dodatkom komplementarne DNK galektina-3 u normalne folikularne stanice dolazi do razvoja 

karcinoma (75). 

Galektin-3 je protein veličine 29-35 kDa, prvi put otkriven 1980-tih kao površinski 

stanični antigen izražen na mišjim peritonealnim makrofagima (76). Kasnije je nađen na mišjim 

fibroblastima, leukemijskim stanicama štakora, a potom i na ljudskim stanicama pluća (77). 

Analiza aminokiselina i sekvencioniranje gena ovog proteina pokazala je sličnost među 

proteinima izoliranim iz različitih vrsta, a prema nomenklaturi koja je donešena 1994. godine 

svrstan je u porodicu galektina. Galektin-3 ima specifični kimerični tip strukture koja se sastoji 

od 3 različite strukturne domene: NH2-terminalne domene od 12 aminokiselina koja sadrži 

mjesto za fosforilaciju serina i regulira njegovu celularnu ulogu; ponavljajuće domene slične 

kolagenu koja je bogata glicinom, tirozinom i prolinom i služi kao supstrat za metaloproteinazu te 

COOH terminalne domene od oko 130 aminokiseina. To je multifunkcionalni protein koji se 

prvenstveno nalazi u citoplazmi, a u jezgru prelazi neklasičnim putem sekrecije iz citoplazme.  

Nalazi se i u zdravim i tumorskim stanicama, a sudjeluje u brojnim biološkim funkcijama 

uključujući adheziju, proliferaciju, diferencijaciju, angiogenezu, progresiju i metastaziranje. U 

citoplazmi su nađeni različiti proteini koji imaju sposobnost vezanja galektina-3. Jedan od prvih 

za koje je to dokazano bio je BCL2 čija je uloga u apoptozi ranije objašnjena. Kasnije su nađene i 

druge molekule važne za apoptozu s kojima se galektin-3 vezuje (CD95, nukling, Alix/AIP1). 

Aktivnost galektina-3 u jezgri povezuje se s njegovom interakcijom s pre-mRNA čime može 

utjecati na transkripciju gena. Galektin-3 se može naći i u ekstracelularnom prostoru. Nema 

jasnog objašnjena kako tamo dospijeva, najvjerojatnijom se čini teorija o aktivnoj sekreciji iz 
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stanica. Čini se da ovdje ima ulogu u međusobnoj adheziji i aktivaciji stanica, a djeluje i 

kemotaksijski. Na taj način utječe na održavanje homeostaze između stanica i imunološke 

reakcije, ali i na organogenezu, angiogenezu te tumorsku invaziju i metastaziranje. Provedena 

istraživanja ukazuju da na učinak galektina utječe nalazi li se u jezgri, citoplazmi, 

perinuklearnom ili ekstracelularnom prostoru. Uloga galektina-3 u rastu stanica najviše ovisi o 

tipu stanica, u nekima uzrokuje rast i proliferaciju, dok je u drugima obratno. Tako je, na primjer, 

pokazano da stanice ljudskog T limfoma u koje je unesen galektin-3 rastu brže i bolje od 

kontrole, za razliku od stanica raka prostate (78,79). Vezuje se na aktivirani K-Ras koji je 

najvažniji protein onkogenog Ras sustava u ljudi. Na taj naćin pojačava njegov utjecaj na 

fosfatidil-inozitol kinazu-3 i Raf-1 i na treći, za sada još uvijek nepoznati efektorski put, koji 

uključuje ekstracelularne kinaze (80).  

Galektin-3 može imati proapoptotički, ali i antiapoptotički učinak (81). Na primjer, stanice 

DLBCL u čiju je citoplazmu unesen galektin-3 su otpornije na apoptozu uzrokovanu anti-Fas-om 

(82). Smatra se da je u djelovanje na apoptozu uključeno nekoliko regulatornih puteva. Na 

membrani stanica postoje receptori na koji se veže ekstraceularni galektin-3. Jedan od glavnih je 

transmembranska tirozin-fosfataza CD45. Jedna američka istraživačka grupa je 2012. g. pokazala 

da ekstracelularni galektin-3, vezujući se na CD45, dovodi do promjena u funkciji tog receptora i 

time uzrokuje rezistenciju na apoptozu (83). S druge strane, kao odgovor na različite faktore koji 

stimuliraju apopotozu, dolazi do premještanja galektina-3 iz citosola i jezgre na membranu 

mitohondrija koji se nalaze u perinuklearnom prostoru. Time se mitohondriji štite od oštećenja i 

na taj način se smanjuje oslobađanje citokroma-c i aktivacija kaspaza (84). Nasuprot tome, 

proapoptotička aktivnost ekstracelularnog galektina-3 pokazana je na stanicama humane T 

stanične leukemije. Glikoproteini CD7 i CD29 koji se nalaze na površini stanice su receptori na 

koje se veže galektin-3. Ovaj kompleks aktivira mitohondrijski put apoptoze koji uključuje 

citokrom-c i aktivaciju kaspaza (85).  

Galektin-3 potiče i angiogenezu. Pomoću CRD domene vezuje se na endotelne stanice, 

aktivira signalne puteve koji dovode do migracije endotelnih stanica i pokretanja kaskade 

angiogeneze. Markowska i suradnici pokazali su da je djelovanje galektina-3 povezano s VEGF i 

bazičnim čimbenikom rasta fibroblasta (86).   

Galektin-3 nalazi se u memorijskim B stanicama i nekim limfomima, uključujući DLBCL i 

primarni efuzijski limfom, kao i u stanicama multiplog mijeloma, dok gotovo da i nije prisutan u 
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normalnim B stanicama germinalnog centra i plazma stanicama. Nema ga u MZL ni FL, ali je 

prisutan u agresivnim limfomima. Hoyer i sur napravili su imunohistokemijsku analizu ekspresije 

galektina-3 na 89 uzoraka različitih B-NHL. Pozitivni su bili 21 od 32 analizirana DLBCL-a 

(64%), a niti jedan FL, BL, MZL i limfom malih limfocita (SLL) (82). Preliminarni rezultati 

ukazuju da DLBCL pozitivni na galektin-3 imaju lošiju prognozu od negativnih (87). 

Obzirom na moguću ulogu galektina-3 u regulaciji apoptoze i angiogeneze, ovaj bi protein 

mogao imati značajan utjecaj na razvoj i progresiju DLBCL-a, kao i na ishod liječenja. Zato su 

potrebna daljnja istraživanja kako bi se razjasnilo njegovo kliničko značenje.  

Pojednostavljeni prikaz intracelularne i ekstracelularne uloge galektina-3 prikazan je na 

slikama 2 i 3 (77). 

 

 

 

 

Slika 2 Pojednostavljeni prikaz intracelularnog djelovanja galektina-3 
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Pilagođeno prema Dumić J. i sur. (ref. 77) 

Crvene strelice pokazuju pozitivan učinka, plave crte pokazuju negativan učinak. Akt —serine/treonine 

kinaza Akt, Ask-1— kinaza koja regulira apoptotiče signale 1, CBP —protein koji veže ugljikohidrate 70, 

Chrp—cistein i histidin bogati protein, CREB—cAMP-odzivni element-vezajući protein, ERK—kinaza 

koja reagira na izvanstanični signal, Gal-3—galektin-3, GTP—guanozin trifosfat, JNK—c-Jun NH2-

terminalna kinaza, MEK—mitogen-aktivirajući protein/ERK kinaze, P—fosfat, PI3K—fosfatidil inozitol 

kinaza 3, Raf-1—serine/treonin  kinaza Raf-1, Tcf-4—T stanični faktor 4, TF—transkripcijski  faktor, 

TTF-1—tiroid-specifični  transkripcijski faktor. 

 

 

 

 

 

Slika 3 Pojednostavljen prikaz ekstracelularnog djelovanja galektina-3 
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Prilagođeno prema Dumić J. i sur (ref. 77) 

Crvena strelica predstvalja pozitivan učinak. AGE —završni produkt napredne glikacije, C4.4A —

usidreni glikoprotein C4.4A, CEA —karcinoembriogeni antigen, CRD —domena koja prepoznaje 

ugljikohidrate, EGFR —receptor za epidermalni faktor rasta, FCεR—Fcε receptor, Gal-3—galektin-3, IgE 

—imunoglobulin E, L1 —neuralna adhezijska molekula L1, Lamp1/2 —s lizozom povezani membranksi 

protein ½, LPS —lipopolisaharid, Mac-2BP — Mac-2 vezni protein, MAG —s mijelinom povezani 

glikoprotein, N-CAM—adhezijaks molekula živčane stanice, NCA-160 —nespeifični unakrsno 

reagirajući antigen 160, ND —N-terminalna domena, NG2 —transmembranski hondroitin sulfate 

proteoglikan NG2, TβR —receptor za transformirajući faktor rasta beta, TCR — T stanični receptor. 

 

 

1.2.5 Biljezi angiogeneze  

Angiogeneza je rast novih krvnih žila potaknut proangiogenim faktorima koji potiču rast i 

međusobno povezivanje endotelnih stanica i stabilizaciju endotelne bazalne membrane. 

Provedena su brojna ispitivanja biološkog značenja i regulacije angiogeneze u tumorima, procesa 

bez kojeg tumor ne može rasti niti metastazirati, a u kojem sudjeluju normalne stanice (88-91). 

Stvaranje novih krvnih žila je kompleksan proces koji nastaje pod djelovanjem proangiogenih 

signala za koji je potrebno koordinirano sudjelovanje endotelnih i perivaskularnih stanica. Smatra 

se da su za progresiju i rast tumora potrebna barem dva mehanizma angiogeneze: lokalna 

neovaskularizacija iz mikrookoliša i mobiliziranje cirkulirajućih angiogenih stanica, tzv. 

endotelnih progenitorskih stanica (EPC) (92). Ovi procesi se odvijaju pod utjecajem vakularnog 

endotelnog čimbenika rasta (VEGF) i njegovih receptora.  

Vaskularni endotelni čimbenik rasta (VEGF, od engl. vascular endothelial growth 

factor) je prototip angiogenih proteina. Stvaraju ga različite tumorske stanice kao i stromalne 

stanice tumora. Ima ključnu ulogu u poticanju nastanka endotela krvnih žila, nakon čega slijedi 

angiogeneza, odnosno neovaskularizacija. U obitelj VEGF-a spadaju VEGF-A, VEGF-B, VEGF-

C, VEGF-D i placentarni čimbenik rasta (PIGF) koji u interreakciji sa svojim receptorima 

VEGFR1, VEGFR2 i VEGRF3 reguliraju različite aspekte angiogeneze i limfangiogeneze (93). 

VEGF-A vezuje se na VEGFR1 i VEGFR2. VEGFR2 prenosi mitogeni signal VEGF-A 

aktivirajući Raf-Mek-Erk i fosfatidilinozitol-3 kinazni put (94,95). VEGFR1 regulira VEGF 

signal na endotelnim stanicama. Nalazi se i na hematopetskim stanicama i ima ulogu u 
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kemotoksiji monocita, hematopoezi i mobiliziranju EPC (96). VEGF-C i VEGF-D u interakciji s 

VEGFR3 ključni su limfangiogenezu. VEGFR3 je neophodan i za razvoj krvnih žila tijekom 

rasta, ali i za tumorsku angiogenezu. 

Razina VEGF je povišena u raznim tumorima kod ljudi, uključujući hematološke 

(multipli mijelom, limfomi, leukemije), rak dojke, mokraćnog mjehura, bubrega, gušterače i 

jajnika. Izražaj VEGF i VEGFR dokazan je na različitim tipovima agresivnih limfoma: 

perifernom T-staničnim limfomima (PTCL), DLBCL, MCL te primarnim efuzijskim limfomima. 

Za razliku od toga, indolentni FL rijetko izražavaju VEGF (97,98).  

Studija, u kojoj je imunohistokemijskom metodom određivana ekspresija VEGF u 

stanicama DLBCL, pokazala je da njegova pojačana ekspresija korelira s razinom VEGFR1 i 

VEGFR2. Ista je grupa istraživača u drugoj studiji pokazala da pojačana ekspresija VEGF i 

VEGFR1 korelira s boljim doživljenjem bez događaja (EFS) i ukupnim doživljenjem (OS) u 

bolesnika liječenih terapijom koja sadrži antracikline (99,100). Za razliku od toga, nekoliko 

godina kasnije pokazano je da pojačana ekspresija VEGFR2 korelira s lošijim ishodom bolesnika 

s DLBCL-om, dok izražaj VEGF-a nije utjecao na prognozu (101).   

Antiangiogeni agens bevazicumab u kombinaciji s kemoterapijom poboljšava preživljenje 

bolesnika s karcinomom kolona (102), ali ne i DLBCL (103).  
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1.3. Svrha rada 

 

Difuzni B-velikostanični limfom  maligna je limfoproliferativa bolest iz skupine  

non-Hodgkinovih limfoma, a predstavlja 30% svih novodijagnosticiranih NHL-a što ga čini 

najčešćim agresivnim limfom. Manifestira se u većini slučajeva povećanim limfnim čvorovima, 

mada tumor može inifiltrirati i zahvatiti bilo koji organ i tkivo. (16) Najčešće se javlja u dobi od 

66 godina, učestalost se povećava s dobi a nešto je češći u muškaraca nego u žena (17,18). Prema 

najnovijoj klasifikaciji WHO DLBCL se na osnovu različitog staničnog podrijetla dijeli u GCB 

grupu koja izražava gene prisutne na B stanicama germinativnog centra i na ABC grupu koja 

izražava gene prisutne na aktiviranim B stanicama periferne krvi. Po nekim dosadašnjim radovima 

čini se da GCB grupa ima bolju prognozu od ABC grupe (37,38). Bolest je izlječiva u određenom 

broju bolesnika, a liječenje imunokemoterapijom po shemi R-CHOP značajno je popravilo ishode 

iako još uvijek oko 40% bolesnika ne odgovori na terapiju ili uđe u relaps bolesti (22-24). 

Istraživanja pojednih hematološih grupa uspjela su pokazati da dodatak etopozida pogotovo kod 

visokorizičnih bolesnika rezultira boljim ishodom (25-27). Međutim i dalje rezultati koji se postižu 

standardnom terapijom nisu zadovoljavajući. U namjeri da se poboljša ishod provode se brojna 

ispitivanja fokusirana na biologiju ovog tipa limfoma. Među biološkim faktorima koji se ispituju 

dosta se značenja pridaje BCR receptoru i njegovom utjecaju naNF-κB signalni put, kao i BCL2 

proteinu i VEGF-u. BCR receptor i Nf-κB kao signalni put koji ima ulogu u apoptozi činili su se 

zanimljivim ciljem za terapiju malim ciljanim molekulama. Za sada se nažalost niti jedan od tih 

lijekova nije pokazao posebno učinkovitim (lenalidomid, ibrutinib, bortezomib). BCL2 protein ima 

značajnu ulogu u progresiji tumora, te je inhibicija ovog proteina venetoklaksom za sada pokazala 

obećavajuće rezultate (28-31). VEGF je prototip angiogenih proteina, a njegov izražaj dokazan na 

različitim tipovima agresivnih limfoma među kojima je i DLBCL. Međutim dodatak 

antiangiogenih lijekova npr. bevacizumaba nije rezultirao boljim ishodima (97,98,103). 

Dosadašnjim istraživanjima očito još uvijek nije nađeno rješenje koje bi značajnije promijenilo 

ishode te se stoga i dalje značajna sredstva ulažu u istraživanje unutarstaničnih procesa kod 

DLBCL-a. 

Zadnjih desetak godina spominje se jedna nova skupina proteina, galektini, koji pripadaju porodici 

animalnih laktina. Ovi proteini utječu na regulaciju rasta, staničnog ciklusa i apoptoze. Među njima 

se posebno ističe galektin-3, jedini iz ove porodice proteina koji ima kimeričnu strukturu. Galektin-
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3 građen je od 3 strukturne domene, NH2 terminalna domena koja sadrži mjesto za fosforizaciju 

serina, ponavljajuću domenu sličnu kolagenu, te COOH terminalnu domenu za prepoznavanje 

ugljikohidrata. Pojedina istraživanja ukazuju da galektin-3 utječe na progresiju tumora blokirajući 

apoptozu i potičući angiogenezu (81,82,83,84,85). Promotorska regija gena za galektin-3 sadrži 

dva vezna mjesta za NF-κB, a isto tako galektin-3 ima BH1 domenu koju sadrži i BCL2 koja je 

važna za antiapoptotički učinak ali se čini da galektin 3 i BCL2 ovaj učinak postižu preko drugih 

unutarstaničnih struktura (146, 142). Aniogeni učinak najvjerojatnije se postiže interakcijom 

galektina-3 s N-glikanskim kompleksom na αvβ3 integrinu i aktivacijom integrin signalnog puta 

koji utječe na angiogenu aktivnost VEGF (91). U preko 50% DLBCL-a pojačana je izraženost 

galektina-3. Rezultati jednog rada pokazali su da bolesnici s DLBCL-om koji imaju pojačani 

izražaj galektina-3 imaju lošiju prognozu (87).  

Stoga smo odlučili u našoj skupini bolesnika s DLBCLom koja je liječena uniformnom terapijom 

(R-CHOP ili R-CHOP-like) odrediti izražaj galektina-3, NF-κB, BCL2 i VEGF-a. Svrha je ovog 

rada utvrditi dali izraženost galektina-3 kolerira s kliničkim značajkama bolesnika (dob, spol, LDH, 

stadij bolesti, opće stanje bolesnika) i bolesti (prvenstveno stanično podrijetlo tumora) i utječe li 

na njihov prognostički značaj. Svraha rada je i odrediti izražaj drugih potencijalno značajnih 

bioloških faktora kao što su: VEGF, NF-κB i BCL2, te ustanoviti postoji li međusobna korelacija 

u izražaju ovih bioloških faktora i galektina-3.  
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2. HIPOTEZA 

 

Pojačani izražaj galektina-3, VEGF-a, NFκ-B i BCL2  korelira s lošijim prognostičkim i 

kliničkim značajkama i slabijim odgovorom na terapiju u difuznom B-velikostaničnom limfomu. 
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3.  CILJEVI RADA 

 

3.1. Opći ciljevi 

1. Utvrditi učestalost izražaja galektina-3 u DLBCL-u 

2. Ustanoviti postoji li povezanost između izražaja galektina-3, pojedinih aktivacijskih, 

apoptotičkih i angiogenetskih biljega te ishoda liječenja. 

 

3.2. Specifični ciljevi 

1. utvrditi postoji li korelacija između: 

– izražaja galektina-3 i  BCL2, VEGF i NF-κB  

– izražaja galektina-3 i staničnog porijedtla DLBCL-a određenog 

imunohistokemijski algoritmom po Hansovoj  

– izražaja NF-κB i VEGF 

– izražaja galektina-3 i kliničkih značajki bolesti, odnosno ishoda liječenja 

– izražaja VEGF i kliničkih značajki bolesti, odnosno ishoda liječenja   

2. procijeniti je li klinički svrsishodno određivati izražaj galektina-3 i VEGF-a u bolesnika        

   DLBCL-om. 
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4. ISPITANICI I METODE 

 

4.1. Ispitanici 

 

U ovo istraživanje uključeni su bolesnici s novodijagnosticiranim, histološki 

verificiranim, nodalnim ili ekstranodalnim DLBCL, liječeni od 2003. do 2008. godine u KBC 

Zagreb ili KBC Rijeka, a koji ispunjavaju sljedeće uključne kriterije: 

1. Klinički stadij proširenosti II-IV ili I nepovoljne prognoze kao i IE. 

2. Inicijalno je planirano provesti liječenje s najmanje 4 ciklusa imunokemoterapije.  

3. Liječeni su imunokemoterapijom po shemi R-CHOP ili slično. 

4. Dostupni su svi potrebni klinički podaci.  

5. Dostupni su dovoljno veliki histološki uzorci tumora. 

U istraživanje nisu uključeni bolesnici: 

1. S transformiranim indolentnim limfomom  

2. HIV pozitivni 

3. S inicijalno zahvaćenim centralnim nervnim sustavom 

U studiju je uključeno ukupno 123 bolesnika. 

 

4.2. Obrada ispitanika 

 

Obrada bolesnika uključivala je uzimanje detaljnih anamnestičkih podataka (uključujući 

procjenu PS po ECOG-u i postojanje B simptoma) te fizikalni pregled bolesnika s posebnim 

osvrtom na palpaciju perifernih limfnih čvorova (vrat, supraklavikularna regija, aksile, prepone i 

eventualno ostale palpaciji dostupne regije zahvaćene limfomom), mjerenje njihove veličine i 

palpaciju jetre i slezene.  

Laboratorijska obrada uključivala je: 

• Kompletnu krvnu sliku (KKS) 

• Opće biokemijske parametre uključujući razinu laktat dehidrogenaze ( LDH), 

neophodnu za izračunavanje IPI  

Proširenost bolesti određivana je kompjuteriziranom tomografijom (CT) baze vrata, prsnog koša, 

trbuha i male zdjelice uz primjenu intravenskog kontrasta. Radi procjene zahvaćenosti koštane 
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srži kod svih je bolesnika prije početka liječenja učinjena biopsija kosti (104). Na temelju 

rezultata ovih pretraga određen je stadij bolesti prema Ann Arbor klasifikaciji i veličina tumorske 

mase (105).  

 

4.3. Liječenje, procjena odgovora i praćenje 

 

U bolesnika je, u skladu sa standardnom kliničkom praksom, ovisno o dobi, IPI i 

komorbiditetima planirano liječenje s 4-8 ciklusa imunokemoterapije (R-CHOP ili sl). Šest 

bolesnika je zbog slabije srčane funkcije liječeno imunokemoterapijom po R-CNOP ili R-CEOP 

protokolu (doksorubicin je zamjenjen mitoksantronom ili etopozidom). Šest bolesnika liječeno je 

R-CHOEP ili R-DA-EPOCH protokolima u kojima je standardnoj terapiji dodan etopozid.  

Procjena odgovora na liječenje provođena je u skladu s preporukama. Interim evaluacija 

je rađena CT-om nakon trećeg ciklusa terapije. U slučaju postizanja najmanje parcijalne remisije, 

nastavljano je s planiranim liječenjem. Reevaluacija CT-om rađena je i nakon završetka planirane 

imunokemoterapije kada je, u bolesnika koji su imali zahvaćenu koštanu srž pri dijagnozi, 

ponavljana i biopsija kosti (104). Kod bolesnika koji su na početku bolesti imali veliku tumorsku 

masu i onih s ostatnim tumorom nakon imunokemoterapije, provedeno je zračenje, a potom 

ponovno evaluacija bolesti. Bolesnici koji nisu postigli kompletnu remisiju ili je došlo do 

progresije tijekom liječenja (refraktorna bolest) kao i oni kod kojih se DLBCL ponovno pojavio 

nakon što je postignuta remisija (relaps bolesti), dobili su drugu liniju terapije. To je u bolesnika 

≤60 godina uključivalo intenzivnu kemoterapiju s transplantacijom autolognih matičnih 

krvotvornih stanica u slučaju povoljnog odgovora, a u starijih bolesnika primjenu standardne 

kemoterapije.  

Po završetku prve linije liječenja, bolesnici su praćeni klinički, prve tri godine otprilike 

svaka 3-4 mjeseca, četvrte i pete godine otprilike svakih 6 mjeseci, a potom jednom godišnje. 

Radiološke pretrage su ponavljane samo u slučaju kliničke sumnje na relaps limfoma.  

 

4.4. Patohistološke metode 

 

Dijagnozu DLBCL-a postavili su na Kliničkom zavodu za patologiju KBC Zagreb ili 

KBC Rijeka iskusni hematopatolozi uobičajenim metodama koje su uključivale 



 

24 

 

imunohistokemijska bojenja. Svi su uzorci fiksirani u 10% puferiranom formalinu, dehidrirani u 

uzlaznom nizu koncentracija alkohola zaključno s ksilolom te prožeti parafinom. Potom su 

uklopljeni u parafin, rezani na rezove debljine 4 mikrometara i obojeni standardnim bojenjem 

hemalaun-eozinom (HE). Za potrebe rutinske kliničke obrade, su nakon pregleda uzoraka bojanih 

HE učinjena dodatna imunohistokemijska bojenja. Za potrebe uključivanja u ovo istraživanje, 

dva hematopatologa su još jednom pregledala preparate i provjerila patohistološku dijagnozu. 

Niti jedan bolesnik nije isključen iz studije zbog pogrešne inicijalne dijagnoze. Uzorci su potom 

na Kliničkom zavodu za patologiju i citologiju KBC Zagreb dodatno obojani 

imunohistokemijskim metodama na galektin-3, NF-κB i VEGF.   

 

4.4.1. Imunohistokemijska bojanja 

 

Svi uzorci su već prethodno bili obojani standardnim imunohistokemijskim metodama za 

određivanje izražaja biljega CD20, CD3, BCL6, CD10 i MUM1. Korištena su komercijalno 

dostupna monoklonska mišja protutijela na CD20 (klon L26, razrjeđenje 1:200, Dako, Glostrup, 

Danska), CD3 (klon PC3/188A, razrjeđenje 1:200, Dako, Glostrup, Danska), BCL-6 (klon PG-

B6p, razrjeđenje 1:10, Dako, Glostrup, Danska), CD10 (klon 56C6, razrjeđenje 1:30, Dako, , 

Glostrup, Danska), MUM1 (klon MUM1p, razrjeđenje 1:25, Dako, Glostrup, Danska). Tkivne 

rezove smo deparafinirali i demaskirali antigen u PT-linku pri temperaturi +97°C kroz 20 minuta 

u puferu s visokim pH (pH 9.0). Za vizualizaciju izražaja biljega, nakon reakcije primarnog 

protutijela i antigena korišten je EnVision FLEX K8000 kit (Dako), kroz 30 minuta na sobnoj 

temperaturi, a čitav je proces izveden u automatu DAKO Autostainer. Opisani kit sadrži 

peroksidazu hrena kao sekundarno protutijelo (HRP, engl. Horse radish peroxidase) i vodikov 

peroksid za blokiranje tkivne peroksidaze. Kao kontrastno bojanje na uzorcima bojanim  

imunohistokemijskom metodom koristili smo hemalaun.  

Nakon imunohistokemijskog bojanja analizirani su svi uzorci, a izražaj protutijela 

procijenjen je na 1000 stanica na velikom povećanju mikroskopa (x400) u čitavom uzorku. 

Lokalizacija signala može biti u jezgri, membrani ili citoplazmi. Proteinska ekspresija BCL6 i 

MUM1 nalazi se u jezgri, dok je proteinska ekspresija CD20 i CD10 na membrani. Za 

imunohistokemijska bojanja na CD20, BCL6, CD10, MUM1 pozitivnim rezultatom smatra se 

nalaz specifičnog izražaja u više od 30% tumorskih stanica. Prema rezultatima 
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imunohistokemijskog bojanja bolesnici su svrstani u dvije skupine: GC i ABC (39). DLBCL 

podrijetla stanica germinativnog centra (GC) ima jedan od dva sljedeća fenotipa: CD10+, BCL6+ 

ili CD10-, BCL6+, MUM1-, dok DLBCL podrijetla negerminativnog centra ili sličan aktiviranim 

B stanicama (ABC) ima fenotip: CD10-, BCL6+ ili BCL6, MUM1+, odnosno CD10-, BCL6-, 

MUM1-. 

 

 

            +       GC                            
+
       non-GC 

CD10                        +       MUM1 

           
-       BCL6                            -         GC 

                                -             non-GC 

Slika 4 . Imunohistokemijsko određivanje podskupina DLBCL-a.  

 

GC – obilježje germinativnog centra, non-GC – nema obilježja germinativnog centra. 

 

Za detekciju BCL2 koristili smo primarno „spremno za uporabu“ monoklonsko mišje 

protutijelo (klon 124, LOT 33260, Dako, Glostrup, Danska). Tkivne rezove smo deparafinirali i 

demaskirali antigen u PT-linku pri temperaturi +97°C kroz 20 minuta u puferu s visokim pH (pH 

9.0). Primarno protutijelo inkubirali smo 30 minuta na sobnoj temperaturi. Za vizualizaciju 

izražaja biljega, nakon reakcije primarnog protutijela i antigena korišten je EnVision FLEX 

K8000 kit (Dako), kroz 30 minuta na sobnoj temperaturi. Postupak vizualizacije je dovršen u 

instrumentu Dako Autostainer. Pozitivnim rezultatom imunohistokemijskog bojanja smatrana je 

obojanost citoplazme u više od 50% tumorskih stanica kako je preporučeno u literaturi (106). 

Za detekciju galektina-3 koristili smo primarno zečje monoklonsko protutijelo (klon 

EP2775Y, razrjeđenje 1:100, Abcam, Cambridge, Velika Britanija). Tkivne rezove smo 

deparafinirali i demaskirali antigen u PT-linku pri temperaturi +97°C kroz 20 minuta u puferu s 

visokim pH (pH 9.0). Inkubacija primarnog protutijela traje 1 sat na sobnoj temperaturi.  Za 

vizualizaciju izražaj biljega, nakon reakcije primarnog protutijela i antigena korišten je EnVision 

FLEX K8000 kit (Dako), kroz 30 minuta na sobnoj temperaturi. Postupak vizualizacije je 

dovršen u instrumentu Dako Autostainer. Pozitivnim rezlutatom imunohistokemijskog bojanja 
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smatrana je obojanost jezgre i/ili citoplazme u više od 30% tumorskih stanica (107). Kao 

pozitivna kontrola unutar uzorka korišteni su makrofagi. 

 

             

 

Slika 5. Stanice su izrazito  pozitivne na galektin3 i u jezgri i u citoplazmi 

  

             

 

Slika 6. Tek pokoja stanica pokazuje pozitivnost na galektin 3 
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Za detekciju NF-κB koristili smo primarna mišja monoklonska protutijela usmjerena 

protiv p65 (klon F-6, razrjeđenje 1:50, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, Kalifornija, SAD). 

Za detekciju VEGF smo također koristili primarna mišja monoklonska protutijela (klon C-1, 

razrjeđenje 1:100, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, Kalifornija, SAD). Nakon 

deparafinizacije rezova uzorci su stavljeni u inkubaciju preko noći na temperaturu +4°C. Za 

demaskiranje primarnih protutijela korištena je vrućina (mikrovalna pećnica) od +95°C kroz 10 

minuta u tris-EDTA puferu s visokim pH (pH 9.0). Pozitivnim rezultatima kod NF-κB anti-p65 

smatrana je obojanost jezgre u više od 30% tumorskih stanica (108, 109). Pozitivnim rezultatom  

za VEGF smatrana je obojanost citoplazme u više od 30% stanica (110). 

 

 

 

Slika 7. Jezgre stanica izrazito su pozitivne na NF-κB 
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Slika 8. Gotovo da nema jezgara stanica koje pozitivne na NF-κB 

 

 

 

Slika 9. Većina stanica pokazuje obojenost citoplazme na VEGF 
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Slika 10. Tek pokoja stanica pokazuje obojanost citoplazme na VEGF 

 

 

Za sva imunohistokemijska bojanja napravljena su pozitivna kao i negativna kontrolna 

bojenja. Uzorke su neovisno analizirala dva patologa i pristupnica. Neslaganja oko procjene 

pozitivnog rezultata imunohistokemijskog bojanja riješena su dogovorom. 
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4.5. Klinički ishodi 

  

Od kliničkih ishoda smo kod bolesnika promatrali odgovor na liječenje, doživljenje bez 

znakova bolesti (engl. „event-free survival“, EFS) i doživljenje (engl. „overall survival“, OS). 

Procjena odgovora provedena je prema kriterijima međunarodne radne grupe (111). EFS smo 

računali od prvog dana primjene prvog ciklusa terapije do neuspjeha liječenja (nezadovoljavajuć 

odgovor na liječenje, progresija bolesti, započinjanje nekog drugog neplaniranog anti-

limfomskog liječenja, relaps bolesti, smrt od bilo kojeg uzroka) ili do zadnje kontrole. OS smo 

računali od prvog dana primjene prvog ciklusa terapije do smrti od bilo krojeg uzroka ili do 

zadnje kontrole.  

 

4.6. Statističke metode 

 

Dobivene razlike u frekvencijama između ispitivanih skupina testirane su Fisherovim 

egzaktnim testom. Za procjenu EFS i OS korišten je Kaplan-Meierov postupak, a za njihovu 

usporedbu log-rank analiza (112). Za usporedbu obilježja bolesnika koristili smo χ2 test i 

neparametrijske statističke postupke (Mann-Whitneyev U test). Multivarijatna analiza učinjena je 

Coxovim regresijskim testom. Za procjenu prediktivne vrijednosti pojedinih parametara korištena 

je Coxova regresijska analiza. Razina statističke značajnosti zaključivanja bila je p< 0,05. 

Statistička analiza učinjena je slobodno dostupnim statističkim programima (113 i 114).  
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5. REZULTATI 

 

5.1. Značajke bolesnika i ishodi liječenja  

 

U ispitivanje je uključeno ukupno 123 bolesnika, 63 muškarca i 60 žena, s medijanom 

dobi od 65 g i rasponom od 22-84 g. Značajke bolesnika i bolesti detaljnije su prikazane u tablici 

4. 

Nakon završenog liječenja, na terapiju je odgovorilo 108 bolesnika (87,8%), od toga su 93 

(75,6%) postigla kompletnu remisiju (KR), a 15 (12,1%) parcijalnu remisiju bolesti (PR). 

Četrnaest bolesnika (11,3%) koji su odgovorili na terapiju je tijekom praćenja ušlo u relaps 

(tablica 5). 
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Tablica 4. Značajke bolesnika i bolesti 

 

Značajke bolesnika Broj bolesnika (%) 

Demografske osobine 

Dob (medijan / raspon) g. 

≥65 g. 

Spol 

  Muškarci 

  Žene 

 

64,5 (22-84) 

61 (49,5) 

 

63 (51,2) 

60 (48,8) 

Značajke bolesti 

Stadij bolesti 

  Stadij I 

  Stadij II 

  Stadij III 

  Stadij IV 

Opće stanje bolesnika  

  ECOG 0-1 

  ECOG ≥2 

Povišen LDH* 

Međunarodni prognostički indeks** 

  IPI 0-1 

  IPI 2 

  IPI 3 

  IPI 4-5 

 

 

17 (13,8) 

54 (43,9) 

20 (16,2) 

32 (26) 

 

85 (69,1) 

38 (30,8) 

76 (61.7) 

 

42 (34,1) 

38 (30,8) 

29 (23,5) 

13 (13,8) 

 

*za 7 bolesnika nema podatak o LDH 

** za 1 bolesnika nema podatak o IPI 
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Tablica 5. Odgovor na terapiju 

 

Odgovor na liječenje                   Broj bolesnika (%) 

Kompletna remija (KR) 

Parcijalna remisija (PR) 

Stabilna bolest (SB) 

Progresivna bolest (PB) 

Relaps nakon postignutog odgovora 

                       93 (75,6) 

                       15 (12.1) 

                         3 (2,4) 

                        12 (9,7) 

                        14 (11,3) 

 

Medijan praćenja živućih bolesnika bio je 68 mjeseci. Ukupno dvogodišnje doživljenje 

bez događja (EFS) bilo je 69,4% a petogodišnje 66,6%. Ukupno dvogodišnje doživljenje (OS) 

iznosilo je 70,9%, a petogodišnje 67,2% (Slika 11). 

 

EFS        OS 

                                 

 

Slika 11. EFS i OS svih bolesnika 

 

Dvogodišnji EFS bio je statistički značajno bolji za bolesnike mlađe od 65 godina, 84,5%, 

u usporedbi s 57,8% za one starije od 65 godina. Petogodišnji EFS iznosio je 82,6% kod mlađih u 

usporedbi s 54,3% kod starijih bolesnika (p<0,001). OS je bio također statistički značajno bolji 

kod mlađih nego kod starijih bolesnika, 84,5% naprema 60,7 % nakon dvije godine i 82,4% 

naprema 55,5% nakon pet godina( p<0,001) (Slika 12). 
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EFS         OS  

                                 

<65 godina; >65 godina 

Slika 12. EFS i OS ovisno o dobi 

 

Analizom doživljenja prema spolu nismo našli razlike između žena i muškaraca. 

Dvogodišnji i petogodišnji OS kod žena iznosio je 74,7% i 72,7%, a kod muškaraca 67,3% i 

62,2% (p=0,269). Nije bilo statistički značajne razlike ni u EFS, dvogodišnji EFS kod žena bio je 

74,7% u usporedbi s 64,3% kod muškaraca, a petogodišnji 72,7% naprema 61,1% (p=0,271) 

(Slika 13). 

 

   

EFS          OS 

                                 

muškarci, žene 

Slika 13. EFS i OS prema spolu 

 

Prema Međunarodnom prognostičkom indeksu (IPI), svrstali smo bolesnike u 4 

prognostičke grupe: niskog rizika – IPI-0-1, srednje niskog rizika – IPI-2, srednje visokog rizika 
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– IPI-3 i visokog rizika – IPI-4-5. Ova podjela je imala statistički izrazito značajan utjecaj na EFS 

kao i OS (p<0,001 za oba promatrana ishoda) (slika 14 i tablica 6).  

 

Tablica 6. EFS i OS prema IPI 

 

 EFS na 2 g. EFS na 5 g. OS na 2 g. OS na 5 g. 

IPI 0-1 92,7% 87,4% 92,6% 87% 

IPI 2 78,9% 78,9% 78,7% 78% 

IPI 3 47,5% 43,5% 51,1% 46,8% 

IPI 4-5 17,9% 17,9% 26,3% 17,5% 

 

 

 

EFS         OS 

                                 

IPI 0-1; IPI 2; IPI 3; IPI 4-5 

Slika 14. EFS i OS ovisno o IPI 

 

U našoj populaciji razlika u EFS i OS između bolesnika niskog rizika i onih srednje 

niskog rizika nije bila statistički značajna (p=0,06), iako postoji trend boljeg ishoda za grupu 

niskog rizika. Još je manja bila razlika u ishodima bolesnika srednje visokog i visokog rizika, 

p=0,13. 

Obzirom na ne tako veliki broj bolesnika naše smo bolesnike za daljnje analize vezane uz 

IPI svrstali u dvije grupe, one s povoljnim (nižim) IPI (0-2 ) i one s nepovoljnim (višim) IPI (3-

5). 
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5.2. Povezanost ishoda liječenja i staničnog podrijetla DLBCL-a određenog 

imunohistokemijski algoritmom po Hansovoj 

 

Od ukupno 123 bolesnika 32 (26%) su imala limfom GC porijekla, 73 (59,3%) ABC 

podrijetla, dok kod 18 (14,6%) nije bilo moguće odrediti podtip. Nije nađeno statistički značajne 

razlike u doživljenju bolesnika ovisno o staničnom podrijetlu tumora. Dvogodišnji EFS bio je 

kod GC grupe 70,1%, kod ABC grupe 68,7%, a kod onih kod kojih nije bilo moguće odrediti 

COO 66,6%. Petogodišnji EFS iznosio je u te 3 skupine 66,7%, 68,7% i 61,1% (p=0,83). 

Dvogodišnji OS bio je kod GC grupe 68,7%, kod ABC grupe 72,7%, a u grupi kod kojih je COO 

bio neodrediv 66,6%. Petogodišnji OS bio je u te tri skupina 68,7%, 67,6% i 61,1% (p= 0, 75) 

(Slika 15).  

 

EFS        OS 

                                 

GC, ABC, neodredivo 

Slika 15. EFS i OS ovisno o staničnom podrijetlu 

 

Analizirali smo i povezanost staničnog podrijetla s dobi bolesnika te smo našli da je ABC 

fenotip značajno češći kod starijih bolesnika. U bolesnika s ABC fenotipom 30 (41,1%) bilo je 

mlađe, a 43 (58,9%) starije od 65 godina, dok ih je u bolesnika s GC fenotipom bilo 22 (68,7%), 

odnosno 10 (31,3%) (p= 0,01).  
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5.3. Povezanost izražaja BCL2 s drugim parametrima i ishodima liječenja  

 

Imunohistokemijsko bojenje na BCL2 učinjeno je kod svih bolesnika, no kod dva iz 

tehničkih razloga nije bilo moguće sa sigurnošću očitati nalaz. 48 (39%) ih je bilo BCL2 

negativno, a 73 (59,3%) pozitivno. Ove dvije grupe se nisu statistički značajno razlikovale po 

dobi, spolu, LDH, IPI, ECOG PS ni stadiju bolesti niti u izražaju drugih imunohistokemijskih 

biljega koje smo određivali. Odgovor na terapiju bio je lošiji kod BCL2 pozitivnih bolesnika, 

manje ih je postiglo KR (p=0,05) (tablica 7).  
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Tablica 7. Značajke bolesnika i bolesti u odnosu na izražaj BCL2  

 

Značajke  BCL2 +, n=73 (59,3%) BCL2 -, n=48 (39%) p 

Dob 

   <65 

   ≥65 

 

37 (51%) 

36 (49%) 

 

24 (50%) 

24 (50%) 

 

1 

Spol 

   Muškarci 

   Žene 

 

41 (56%) 

32 (44%) 

 

20 (42%) 

28 (58%) 

 

0,13 

PS  

  ECOG 0-1 

  ECOG ≥ 2 

 

49 (67%) 

24 (33%) 

 

34 (71%) 

14 (29%) 

 

0,69 

 

Stadij bolesti 

   St. I-II 

   St. III-IV 

 

38 (52%) 

35 (48%) 

 

32 (67%) 

16 (33%) 

 

0,11 

IPI 

   IPI 0-2 

   IPI ≥ 3 

 

46 (63%) 

26 (27%) 

 

32 (67%) 

16 (33%) 

 

0,84 

LDH 

   uredan 

   povišen 

 

23 (32%) 

48 (66%) 

 

16 (33%) 

27 (56%) 

 

0,68 

COO 

   GCB 

   ABC 

   neodredivo 

 

18 (25%) 

43 (59%) 

12 (16%) 

 

13 (27%) 

29 (60%) 

6 (13%) 

 

1 

Galektin-3 

   Galektin-3+ 

   Galektin-3- 

 

38 (52%) 

34 (47%) 

 

30 (63%) 

17 (35%) 

 

0,26 

VEGF 

    VEGF+ 

    VEGF- 

 

53 (73%) 

20 (27%) 

 

34 (71%) 

14 (29%) 

 

0,83 

NF-κB 

   NF-κB+ 

  NF-κB- 

 

37 (51%) 

36 (49%) 

 

21 (44%) 

27 (56%) 

 

0,46 

Odgovor na 

terapiju 

  KR 

>KR 

 

 

 

50 (68%) 

23 (32%) 

 

 

41 (85%) 

7 (15%) 

 

 

0,05 

 

Analiza doživljenja pokazala je statistički značajnu razliku u EFS između BCL2- i 

BCL2+ bolesnika (p<0,001) (83% u BCL2- naprema 60% u BCL2+na 2 godine i 83% naprema 

55% na 5 godina). Poboljšanje EFS odrazilo se i na OS bolesnika (p=0,001). Dvogodišnji OS je 
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kod BCL2- iznosio 85% u odnosu na 61% kod BCL2+, a petogodišnji 85% u odnosu na 54% 

(Slika 16). 

 

EFS        OS 

                            

BCL2 +, BCL2 - 

Slika 16. EFS i OS ovisno o izražaju BCL2 

 

Analizirali smo ishode ovisno izražaju BCL2 i staničnom porijeklu tumora. Razlika u 

ishodima BCL2+ i BCL2- bolesnika s GCB fenotipom nije bila statisički značajna (p=0,29 za 

EFS i p=0,23 za OS) (Slika 17). 

 

EFS        OS 

                                

BCL2 +, BCL2 - 

Slika 17. EFS i OS ovisno o BCL2 bolesnika s GCB podtipom DLBCL 

 

Za razliku od toga, BCL2- bolesnici s ABC podtipom DLBCL su imali statistički 

značajno bolji EFS i OS od BCL2+ (p=0,001) (Slika 18).  
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EFS        OS 

                                 

BCL2 +, BCL2 - 

Slika 18. EFS i OS ovisno o BCL2 i ABC fenotipu 

 

 

5.4. Povezanost izražaja galektina-3 s drugim parametrima i ishodima liječenja  

 

Kod svih 123 bolesnika učinjeno je imunohistokemijsko bojenje na galektin-3, no kod tri 

ih nije bilo moguće adekvatno interpretirati. Od ukupno broja DLBCL, 51 (41,4%) je bio 

galektin-3 negativan, a 69 (56,1%) pozitivno. Nije bilo statistički značajne razlike u izražaju 

galektina-3 u odnosu na dob, spol, LDH, ECOG PS i stadij bolesti. Za razliku od toga, izražaj 

galektina-3 povezan je s IPI i značajno je veći u bolesnika s višim IPI (p=0,0002). Usporedbom 

izražaja drugih imunohistokemijskih parametara i galektina-3, nađeno je da je izražaj galektina-3 

češći u tumora ABC fenotipa (p=0,029), kao i u onih koji pojačano izražavaju NF-κB (p=0,016). 

Iako su galektin-3+ bolesnici imali statistički značajno viši IPI, što bi inače kolerira s odgovorom 

na terapiju, nismo našli razlike u postizanju odgovora ovisno o izražaju galektina-3 (Tablica 8).  
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Tablica 8. Značajke bolesnika i bolesti u odnosu na izražaj galektina-3 

 

Značajke  Galektin-3 +,  

n= 69 (56,1%) 

Galektin-3 -,  

n= 51 (41.4%) 

p 

Dob 

    <65 g. 

   ≥ 65 g. 

 

30 (43%) 

39 (57%) 

 

30 (59%) 

21 (41%) 

 

0,32 

Spol 

   Muškarci 

   Žene 

 

38 (55%) 

31 (45%) 

 

23 (45%) 

28 (55%) 

 

0,35 

PS  

   ECOG 0-1 

   ECOG ≥ 2 

 

43 (62%) 

26 (38%) 

 

40 (78%) 

11 (22%) 

 

0,07 

Stadij bolesti 

   St. I-II 

   St. III-IV 

 

40 (58%) 

29 (42%) 

 

29 (57%) 

22 (43%) 

 

1 

IPI 

   IPI 0-2 

   IPI ≥ 3 

 

35 (51%) 

33 (48%) 

 

43 (84%) 

8 (16%) 

 

0,0002 

 

LDH 

   uredan 

   povišen 

 

23 (33%) 

45 (66%) 

 

16 (33%) 

27 (56%) 

 

1 

COO 

   GCB 

   ABC 

   neodredivo 

 

12 (25%) 

45 (59%) 

12 (25%) 

 

19 (37%) 

26 (51%) 

6 (12%) 

 

0,029 

 

VEGF 

   VEGF+ 

   VEGF- 

 

53 (77%) 

16 (23%) 

 

34 (67%) 

17 (33%) 

 

0,30 

NF-κB 

   NF-κB + 

   NF-κB- 

 

40 (58%) 

29 (42%) 

 

18 (35%) 

33 (65%) 

 

0,016 

Odgovor na terapiju 

   KR 

   <KR 

 

49 (71%) 

20 (29%) 

 

42 (82%) 

9 (18%) 

 

0,20 

 

 

Između galektin-3 + i galektin-3 - bolesnika nije bilo statistički značajne razlike u EFS. 

Dvogodišnji EFS je kod galektin-3 - bolesnika bio 78%, a kod galektin-3 + bolesnika 62%, a 

petogodišnji 74% u odnosu na 61% (p=0,16). Također nije nađeno razlike niti u ukupnom 

doživljenju bolesnika, dvogodišnji OS galektin-3 - naprema galektin-3 + bio je 78% naprema 

65%, a petogodišnji 74% naprema 62% (p=0,19) (Slika 19).  
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EFS        OS 

                                 

galektin-3 +, galektin-3 - 

Slika 19. EFS i OS ovisno o izražaju galektina3 

 

Analazirali smo i ishod liječenja bolesnika ovisno o istovremenom izražaju BCL2 i 

galektina-3 te se pokazalo da oni koji su BCL2 + i galektin-3 + imaju značajno lošiji ishod od 

BCL2 + i galektin-3 - s dvogodišnjim EFS 44% naprema 73% (p=0,002) i dvogodišnjim OS 50% 

naprema 74% (p=0,006). BCL2 - bolesnici imaju isti ishod neovisno o tome dali su galektin-3 

pozitivni ili negativni. 

 

EFS        OS 

                                 

BCL2 – galektin-3 -, BCL2 – galektin-3 +; BCL2 + galektin-3 -, BCL2+ galektin-3 + 

Slika 20. EFS i OS ovisno o izražaju BCL2 i galektina-3 

 

Usporedbom preživljenja bolesnika koji su galektin-3 + i VEGF + s drugim grupama 

bolesnika (galektin-3 + VEGF -, galektin-3 – VEGF + i galektin-3 – VEGF -) dvostruko pozitivni 

bolesnici imali su najlošije ishode s dvogodišnjim EFS 53,5% u odnosu na dvostruku negativne 
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bolesnike koji su imali dvogodišnji EFS 92% (p=0,07), a dvogodišnji OS 92,4% naprema 54,7% 

(p=0,09), iako ova razlika nije dosegla statističku značajnost (slika 21). 

 

 

EFS        OS 

                                 

Galektin-3 – VEGF -, galektin-3 – VEGF +, galektin-3 + VEGF -, galektin-3 + VEGF + 

Slika 21. EFS i OS ovisno o izražaju galektina-3 i VEGF 

 

 

5.5. Povezanost izražaja NF-κB s drugim parametrima i ishodima liječenja  

 

Kod svih smo bolesnika učinili imunohistokemijsko bojenje na NF-κB. 65 bolesnika 

(52,8%) bilo je NF-κB negativno. a 58 (47,2%) ih je bilo NF-κB pozitivno. Analizirali smo 

postoji li povezanost izražaja ovog imunohistokemijskog parametara i značajki bolesnika i 

bolesti. Nismo našli povezanosti s dobi, spolom, IPI, LDH i ECOG PS. Pokazalo se da je izražaj 

NF-κB povezan sa stadijem bolesti. Značajno više bolesnika koji su bili NF-κB pozitivni imali su 

uznapredovali stadij bolesti (p=0,027). Nije dokazana povezanost s izražajem drugih analiziranih 

imunohistokemijskih prametara osim već gore navedene povezanosti s izražajem galektina-3. 

Odgovor na terapiju nije se razlikovao između NF-κB + i NF-κB - bolesnika (Tablica 9).  
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Tablica 9. Značajke bolesnika i značajke bolesti u odnosu na izražaj NF-κB 

 

Značajke  NF-κB +, n= 58 (47,2%) NF-κB -, n= 65 

(52,8%) 

p 

Dob 

    <65 g. 

   ≥ 65 g. 

 

29 (50%) 

29 (50%) 

 

33 (51%) 

32 (49% 

 

1 

Spol 

   Muškarci 

   Žene 

 

31 (53%) 

27 (47%) 

 

32 (49%) 

33 (51%) 

 

0,71 

PS  

   ECOG 0-1 

   ECOG ≥ 2 

 

38 (67%) 

20 (33%) 

 

 

47 (72%) 

18 (28%) 

 

 

0,44 

 

Stadij bolesti 

   St. I-II 

   St. III-IV 

 

27 (47%) 

31 (53%) 

 

 

44 (68%) 

21 (32%) 

 

0,027 

IPI 

   IPI 0-2 

   IPI ≥ 3 

 

37 (64%) 

21 (26%) 

 

 

43 (66%) 

21 (32%) 

 

 

0,7 

 

LDH 

   uredan 

   povišen 

 

19 (33%) 

38 (66%) 

 

21 (32%) 

38 (58%) 

 

0,84 

COO 

   GCB 

   ABC 

   neodredivo 

 

12 (21%) 

38 (66%) 

8 (14%) 

 

20 (31%) 

35 (54%) 

10 (15%) 

 

0,2 

 

VEGF 

   VEGF+ 

   VEGF- 

 

42 (72%) 

16 (28%) 

 

46 (71%) 

19 (29%) 

 

0,1 

Odgovor na terapiju 

   KR 

   <KR 

 

45 (78%) 

13 (22%) 

 

48 (74%) 

17 (26%) 

 

0,67 

 

 

EFS i OS nisu se razlikovali kod NF-κB pozitivnih i NF-κB negativnih bolesnika. 

Dvogodišnji i petogodišnji EFS kod NF-κB - iznosio je 71% i 69%, a kod NF-κB + 68% i 64%, 

p=0,55. Dvogodišnji i petogodišnji OS NF-κB - bio je  72% i 70%, a kod NF-κB + 69% i 64%, 

p=0,42 (Slika 22). 
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EFS        OS  

                                 

NF-κB -, NF-κB + 

Slika 22. EFS i OS ovisno o izražaju NF-κB 

 

Nije bilo statistički značajne razlike u promatranim ishodima (EFS i OS) ni kada smo 

analizirali odvojeno GCB i ABC grupu DLBCL. Iako su bolesnici ABC fenotipa imali lošije 

ishode ukoliko su bili NF-κB + od NF-κB -, ova razilika nije statističkiznačajna. Dvogodišnji 

EFS za NF-κB + bio je 79,7% a za NF-κB- 63,4% (p=0,15), dok je OS bio 79,5% vs 65,1% , 

p=0,14 (slika 23). 

  

 

EFS        OS 

                    

ABC NF-κB –, ABC NF-κB +,  

Slika 23. EFS i OS ovisno o izražaju NF-κB u ABC  
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5.6. Povezanost izražaja VEGF-a s drugim parametrima i ishodima liječenja 

  

Imunohistokemijsko bojenje na VEGF učinili smo kod svih 123 bolesnika, 35 (28,5%) 

bilo je VEGF negativno, a 88 (71,5%) VEGF pozitivno. Nismo našli povezanost između izražaja 

VEGF-a i značajki bolesnika i bolesti: dob, spol, LDH, ECOG PS i stadija bolesti. Usporedbom s 

drugim određivanim biljezima pojačan izražaj VEGF-a povezan je s ABC fenotipom, značajno 

više VEGF + bolesnika imalo je ABC fenotip (p=0,0004). Nije bilo razlike u odgovoru na 

terapiju između VEGF + i VEGF - bolesnika (Tablica 9) 

 

Tablica 10. Značajke bolesnika i značajke bolesti u odnosu na izražaj VEGF 

 

Značajke  VEGF +, n= 88 (71,5%) VEGF -, n= 35 

(28,5%) 

p 

Dob 

    <65 g. 

   ≥ 65 g. 

 

41 (47%) 

47 (53%) 

 

21 (60%) 

14 (40%) 

 

0,23 

Spol 

   Muškarci 

   Žene 

 

47 (53%) 

41 (47%) 

 

16 (46%) 

19 (54%) 

 

0,40 

PS  

   ECOG 0-1 

   ECOG ≥ 2 

 

56 (64%) 

32 (36%) 

 

29 (83%) 

6 (17%) 

 

0,05 

 

Stadij bolesti 

   St. I-II 

   St. III-IV 

 

50 (57%) 

38 (43%) 

 

21 (60%) 

14 (40%) 

 

0,84 

IPI 

   IPI 0-2 

   IPI ≥ 3 

 

53 (60%) 

34 (39%) 

 

27 (77%) 

8 (23%) 

 

0,09 

 

LDH 

   uredan 

   povišen 

 

26 (30%) 

56 (64%) 

 

14 (40%) 

20 (57%) 

 

0,39 

COO 

   GCB 

   ABC 

   neodredivo 

 

15 (17%) 

60 (68%) 

13 (15%) 

 

17 (49%) 

13 (37%) 

5 ( 14%) 

 

0,0004 

 

 

Odgovor na terapiju 

   KR 

   <KR 

 

63 (72%) 

25 (28%) 

 

30 (86%) 

5 (14%) 

 

0,11 
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EFS i OS nisu se razlikovali kod VEGF pozitivnih u odnosu na VEGF negativne 

bolesnike, iako možda postoji trend boljeg ishoda VEGF negativnih bolesnika. EFS nakon dvije 

godine bio je kod VEGF negativnih 83%, a kod VEGF pozitivnih 64%, a petogodišnji 80% 

naprema 61% (p=0,07). OS iznosio je na dvije godine 83% za VEGF pozitivne, a 66% za VEGF 

negativne, a na 5 godina 80% naprema 62%, p=0,09 (slika 24). 

 

 

EFS        OS 

                                 

VEGF +, VEGF – 

Slika 24. EFS i OS ovisno o izražaju VEGF 

 

Iako VEGF nije pokazao značajnu prognostičku važnost, analizirali smo ishode ovisno o 

izražaju BCL2. Bolesnici koji su BCL2 + i VEGF + imaju značajno lošiji ishod s dvodišnjim EFS 

53% i OS 53% u odnosu na bolesnike koji su BCL2 - i VEGF – čiji su EFS 92% i OS 92% 

(p=0,004 i p=0,006). Ishod ovih bolesnika lošiji je i od ishoda bolesnika koji su bili BCL2+ i 

VEGF -, iako ova razlika nije značajna. BCL2 negativni bolesnici imaju isti ishod neovisno o 

izražaju VEGF-a (Slika 25).  
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EFS        OS 

                                 

BCL2 – VEGF -, BCL2 – VEGF +, BCL2 + VEGF -, BCL2 + VEGF + 

Slika 25. EFS i OS ovsno o izražaju BCL2 i VEGF 

 

Nismo našli statistički značajnje razlike u promatranim ishodima (EFS i OS) u ABC grupi 

bolesnika ovisno o VEGF. VEGF + bolesnici imali su dvogodišnji EFS 70%, a VEGF - 69% 

(p=0,7), a OS 70% naprema 68% (p=0,63). Kod bolesnika GCB fenotipa našli smo statistički 

značajno lošiji i EFS i OS kod VEGF + bolesnika. VEGF + bolesnici imali su dvogodišnji EFS 

40%, a VEGF - 94% (p=0,001), a OS 40% naprema 94% (p=0,001) (Slika 26). 

 

 

EFS        OS 

                                 

VEGF +, VEGF - 

Slika 26. EFS i OS ovisno o VEGF u bolesnika GCB fenotipa 
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5.7. Multivarijatna analiza 

Učinili smo multivarijatnu analizu potencijalnih prognostičnih čimbenika za EFS i OS. 

Koristili smo Coxovu regresijsku analizu. 

Napravili smo dvije analize, u prvoj smo analizirali samo imunohistokemijske parametre 

kod kojih postiji barem trend razlike u promatranim ishodima: BCL2, galektin-3 i VEGF. BCL2 

je izrazito statistički značajan (p<0,001 za OS i p=0,001 za EFS), dok je galektin-3 na granici 

statističke značajnosti ( Tablica 11) 

 

Tablica 11. Multivarijatna analiza imunohistokemijskih biljega 

 

p OS EFS 

BCL2 <0,001 0,001 

Galektin-3 0,093 0,068 

VGEF 0,198 0,161 

 

 U drugoj analazi smo uz navedene parametre dodali IPI. U ovom modelu BCL2 i IPI su 

izrazito statistički značajni prognostički čimbenici, dok galektin-3 za razliku od prethodne analize 

nije uopće statistički značajan (Tablica 12).  

 

Tablica 12. Multivarijatna analiza imunohistokemijskih biljega i IPI 

 

 p OS EFS 

IPI <0,001 <0,001 

BCL2 <0,001 0,001 

Galektin-3 0,784 0,880 

VGF 0,406 0,351 
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6  RASPRAVA 

 

6.1. Ishodi liječenja , značajke bolesnika i bolesti te odabir bolesnika  

 

U naše ispitivanje uključeno je ukupno 123 bolesnika s medijanom dobi od 64,5 godine 

što je u skladu s medijanom dobi u drugim radovima iz opće populacije (115,116). Medijan 

praćenja naših bolesnika je 68 mjeseci, što je duže nego u većini studija, imajući u vidu da se 

većina relapsa javlja unutar prvih 24-30 mjeseci. Ishodi liječenja slični su ishodima drugih 

publiciranih radova koji se bave sličnom problematikom (KR -75,7%, dvogodišnji EF 69,4% i 

dvogodišnji OS 70,9%) (45,116). S obzirom da je dodatak rituksimaba značajno promijenio ishod 

liječenja bolesnika s DLBCL u studiju nismo uključili bolesnike koji nisu liječeni rituksimabom 

(117). Uključeni su svi oni bolesnici kod kojih je planirano liječenje s najmanje 4 ciklusa R-

CHOP ili R-CHOP nalik kemoterapije, pa tako i bolesnici sa stadijem jedan kod kojih je 

proveden ovakav vid liječenja. Ukupno je bilo 17 bolesnika stadija I od kojih samo 2 nisu imala 

nepovoljnje prognostične čimbenike za koje je poznato da značajno pogoršavaju prognozu 

bolesnika i zbog kojih ih je potrebno liječiti kao i bolesnike s višim stadijem (velika tumorska 

masa i povišen LDH). 

 Postoje brojni literaturni podaci koji govore o utjecaju dobi na prognozu bolesnika, 

povezanosti s izražajem nepovoljnih prognostičkih faktora i lošijim ishodom liječenja. U većini, 

pogotovo starijih studija, kao granica za podjelu na mlađe i starije koristi se dob od 60 godina, a 

ova je dobna granica i jedan od kriterija za IPI. Međutim, u novije vrijeme se ova granica pomiče 

na 65 godina i intezivnija kemoterapija kao i ATKS primjenjuju se kod bolesnika do 65 godina 

pa i starijih. Njemačka grupa pokazala je naprimjer da se preživljenje nakon 2002. značajno 

povećalo kod bolesnika u dobi između 60-64 godine i onih u dobi između 65-69 (116). Švedska 

studij, koja je analizirala preživljenje bolesnika s non-Hodgkinovim limfomima u preko 7100 

bolesnika, pokazala je da postoji značajna razlika u preživljenju bolesnika za svakih 10 godina 

dobi (115). Mi smo u našoj studiji analizirali ishode prema dobi podjelivši bolesnike na mlađe od 

65 i ≥ 65 godina. Ovakom podjelom dobili smo statistički značaju razliku i u EFS i u OS 

(dvogodišnji EFS za mlađe 84,5%, a za one starije od 65 godina 57,8%, a OS 84,5% vs 60,7 %), 

što upućuje da i granica od 65 godina može biti odabrana za podjelu na mlađe i starije bolesnike.  



 

51 

 

 Nakon što je rituksimab postao standardni sastavni dio liječenja bolesnika s DLBCL, 

javljaju se publikacije o ishodu liječenja ovisno o spolu koji upućuju na moguć povoljniji utjecaj 

rituksimaba kod žena. LNHL98.5, prva randomizirana studija koja je usporedila R-CHOP vs 

CHOP, provedena 1990-tih, pokazala je da su veću korist od rituksimaba imale žene nego 

muškarci. Do istog rezultata je došla i skupna analiza francuske grupe na velikom broju bolesnika 

koja je uključila i prethodnu studiju. U kombiniranoj analizi medijan PFS je kod žena bio 90,6 

mjeseci, a kod muškaraca 55 mjeseci (p=0.02). Medijan OS nije dosegnut kod žena dok je kod 

muškaraca bio 90,6 mjeseci (p=0,06) (118). U našoj seriji su žene imale bolje ishode od 

muškaraca, no ova razlika nije dosegla statističku značajnost ni za EFS niti OS (dvogodišnji EFS 

kod žena bio je 74,7% a kod muškaraca 64,3% a OS 74,7% naprema 67,3%, p=0,26). Prema 

podacima Američkog registra DLBCL je nešto češći u muškaraca nego u žena (6,7 vs 4,6 na 100 

000) (119). Tako je i u našoj grupi bolesnika bilo nešto više muškaraca nego žena.  

Kao i većina studija koja se bavi istraživanjem ishoda DLBCL i mi smo analizirali utjecaj 

IPI koji uključuje dob, stadij, LDH, broj zahvaćenih ekstranodalnih lokalizacija te PS po ECOG-

u. Na osnovu IPI bolesnici se dijele u četiri prognostičke grupe. U značajnom broju objavljenih 

radova, pogotovo onih prije ere rituksimaba, postoji statistički značajna razlika između svake od 

ove četiri grupe bolesnika. U našoj populaciji nema statistički značajne razlike između bolesnika 

niskog rizika i onih srednje niskog rizika (dvogodišnji EFS 92,7% i 78,9%, p=0,06), iako postoji 

trend boljeg doživljenja. Još je manja značajnost razlike u ishodima bolesnika srednje visokog i 

visokog rizika (dvogodišnji EFS 47% vs 17,9 %, p=0,13). Ovakav rezultat više korelira s novijim 

podacima Kanadske studije po kojem IPI u bolesnika liječenih rituksimabom definira dvije 

rizičke skupine, one dobre i loše prognoze. Stoga je definiran  novi, tzv. revidirani IPI (R-IPI), po 

kome se bolesnici dijele na one niskog rizika koji nemaju niti jedan rizičan faktor, srednjeg rizika 

koji imaju 1-2 rizična faktora i visokorizične bolesnike s 3 ili više rizičnih faktora (120).  

 

 

6.2. Podjela prema COO određena imunohistokemijskim bojenjem po Hansovoj  

 

Najnovija klasifikacija limfoma Svjetske Zdravstvene Organizacije iz 2016 g. uvrstila je 

kao obavezan dio dijagnostike DLBCL podjelu prema staničnom porijeklu na osnovu 

imunohistokemijskog bojenja. Najčešće se koristi algoritam kojeg je predložila Hans i suradnici. 
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Metoda je jednostavna i uključuje 3 biljega: CD10, BCL6 i MUM1. O adekvatnosti ove metode 

za predviđanje ishoda postoje različiti podaci i stavovi kao što je već navedeno u uvodu. U našoj 

grupi bolesnika promatrani ishodi EFS i OS nisu se razlikovali kod GCB i ABC grupe. U sličnoj 

studiji iz našeg centra na drugim bolesnicima također nismo uspjeli dokazati razliku u ishodu 

između ove dvije grupe (45). Sličnu skupinu bolesnika iz svakodnevne kliničke prakse analizirala 

je i Švicarske grupa koja je pokazala da postoji statistički značajna razlika u ishodu (121). 

Imajući u vidu da postoji više studija koje govore da bolesnici s ABC fenotipom imaju lošiji 

ishod , a isto tako i onih koje pokazuje da nema razlike, može se reći kako ova široko uvriježena 

metoda ima svojih ograničenja, a rezultati su nekonzistentni. Podijela bazirana na GEP puno je 

pouzdanija (122,123). U svojoj studiji kolege iz Švicarske pokušale su objasniti zašto postoji ova 

razlika. Prikupili su podatke iz 7 centara o načinu na koji se određivao GCB i ABC fenotip te su 

pokazali da se u različitim ustanovama za imunohistokemijska bojenja, koja se rade po istom 

algoritmu, koriste različiti klonovi protutijela različitih proizvođača, postoje razlike u postupku 

fiksiranja i bojenja, a ni definicija pozitivnosti nije bila uniformna (121). U ranije objavljenom 

radu iz naše ustanove na drugim bolesnicima i ovoj disertaciji korištena su ista bojenja i isti 

kriteriji pozitivnosti pa su i rezultati isti. Imali smo 18 bolesnika (14,6%) koje nije bilo moguće 

svrstati ni u GCB ni u ABC grupu što je u skladu s podacima drugih studija u kojima se ovaj 

postotak kretao od 5-15% (121,124).  

Analizom povezanosti COO i značajki bolesnika u našoj studiji našli smo značajno veću 

učestalog ABC fenotipa kod bolesnika u dobi ≥ 65 godina. Postoje objavljeni podaci o 

povezanosti ABC DLBCL sa starijom dobi, iako je starija dob različito definirana. Tako su npr.  

u Francuskoj studiji starijima smatrani bolesnici stariji od 50, a u Njemačkoj oni stariji od 75 

godina (125,126). Njemačka grupa analizirala je skupno podatke iz 3 različite studije uključujući 

i RICOVER-60, koja je uspoređivala CHOP14 i CHOP21 +/- rituksimab u starijih bolesnika s 

DLBCLom. Za podjelu bolesnika u  GCB i ABC grupu korištene su obje metode, 

imunohistokemijska po Hans algoritmu i GEP i ishod je bio isti, neovisno o metodi koja je 

korištena. Neki autori smatraju da je veća učestalost ABC u starijoj dobi posljedica promjena B-

stanične populacije tijekom starenja pri čemu dolazi do smanjenja raznolikosti normalne B 

stanične populacije, što povećava rizik od klonalne ekspanzije B stanica (127).  
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6.3. BCL2 

 

Od ukupnog broja bolesnika u našoj studiji 59,3% bilo je BCL2 pozitivno što je u skladu 

s rezultatima drugih publikacija u kojima se pozitivnost kreće od 49-67%. To znači da je naša 

grupa po tom pitanju reprezentativna. Analizom promatranih ishoda naših bolesnika utvrdili smo 

značajnu razliku u EFS i OS ovisno o izražaju BCL2. BCL2 pozitivni bolesnici imali su 

statistički značajno lošije doživljenje bez događaja i ukupno doživljenje. Ti su bolesnici imali i 

lošiji odgovor na terapiju, manje bolesnika postiglo je KR, iako ta razlika nije dosegnula razinu 

statističke značajnosti. Postoje različiti literaturni podaci o utjecaju imunohistokemijskog izražaja 

BCL2 na ishod liječenja bolesnika s DLBCL, od kojih su neki pokazali jasnu korelaciju 

(pogotovo noviji), dok su rezultati ranijih pubikacija raznolikiji (57-61).  

U većini studija za određivanje BCL2 pozitivnosti korišteno je isto protutijelo (klon 124) 

kao i u našoj studiji. Za razliku od toga, razina pozitivnosti različito je definirana te se u nekim 

studijama pozitivnom smatrala bilo koja pozitivnost odnosno >0-1%, a u drugima su pozitivnim 

smatrani uzorci s >75% pozitivnih stanica (128-130). Ovime se možda može objasniti razlika u 

rezultatima pojedinih studija. Mi smo pozitivnim smatrali one uzorke kod kojih je >50% 

tumorskih stanica bilo pozitivno (106). Kako je zbog razvoja selektivnog BCL2 inhibitora izražaj 

ovog antiapoptotskog proteina postao interesantan, definiraju se nove, sve točnije, metode za 

određivanje izražaja BCL. Tako je nastala i metoda koja uz postotak pozitivnih stanica za 

sigurniju procjenu pozitivnosti koristi još i jačinu izražja BCL2 na osnovu koje se pacijenti dijele 

u četiri grupe: one koji ga ne izražavaju, imaju slab izražaj, srednje jaki i jaki  izražaj. Iako se čini 

da se na ovaj način može precizije prepoznati BCL2 pozitivne bolesnike (62,131), SZO i dalje 

preporučuje definiciju BCL pozitivnosti na temelju nalaza >50% pozitivnih stanica koju smo mi 

koristili u ovom radu.  

Neke od ranijih studija pokazale su da je BCL2 značajan prognostički faktor samo kod 

bolesnika s ABC fenotipom (57,132), iako postoji i studija s oprečnim rezultatima (133). U našoj 

grupi bolesnika BCL2 je bio značajan prognostički faktor samo kod bolesnika s ABC fenotipom. 

U grupi s GCB fenotipom ishod BCL2 pozitivnih bolesnika je bio brojčano lošiji, ali razlika nije 

dosegla statističku značajnost. Mutacije BCL2 su česte kod bolesnika s GCB fenotipom DLBCL i 

povezane s bcl2 translokacijama te mogu uzrokovati pseudonegativne nalaze ukoliko se 

pozitivnost određuje imunohistokemijskim bojenje. Najčešće se ove mutacije dešavaju u 
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području petlje koju prepoznaje standardno BCL2 antitijelo, klon 124. Stoga se od strane nekih 

autora preporuča da se kod bolesnika s GCB fenotipom bcl2 određuje FISHem, što bi moglo biti 

posebno važno ukoliko bi se venetoklaks pokazao učinkovitim, jer ove mutacije ne utječu na 

djelotvornost venetoklaksa (134,135). Pretklinički podaci na staničnim linijama i mišjim 

modelima pokazali su značajno veći učinak ukoliko se R/G-CHOPu doda venetoklaks. U studiji 

faze Ib koja je uključivala osim DLBCL i bolesnike s folikularnim limfom rezultati su bili 

obećavajući (136). Kasnija studija faze II  čiji su rezultati uspoređeni s GOYA studijom (R-

CHOP vs G-CHOP u DLBCL) pokazala je trend boljeg EFS kod bolesnika s visokorizičnim 

DLBCL u cijeloj grupi liječenih bolesnika, a posebice u onih koji eksprimiraju BCL2 (31).  

U multivarijatnoj analizi imnohistokemijskih biljega u našoj skupini je BCL2 ostao 

nezavisni prognostički faktor za ishod liječenja. 

 

 

6.4 Galektin-3 

 

Galektin-3 je jedan od anti-apoptotičkih proteina čija je pojačana ekspresija nađena u 

određenih B-limfoproliferativnih bolesti kao što su DLBCL, mutipli mijelom i primarni efuzijski 

limfom. Pojačana ekspresija nađena je na staničnim linijama ovih tumora, ali i na uzorcima 

uzetim od bolesnika. U našoj studiji galektin-3 je bio pozitivan kod 69 (56,1%), negativan kod 51 

(41,4%) bolesnika, a kod 3 nismo mogli odrediti izražaj. To je vrlo slično rezultatu studije koja se 

bavila ulogom ovog proteina u inhibiciji apoptoze u kojoj je učestalost ekspresije galektina-3 u 

jezgri ili citoplazmi kod DLBCL bila 66% (82). U istoj studiji nije nađeno pojačane ekspresije 

galektina-3 u ostalim B limfomima: FL, BL, MZL niti SLL. Da bi odredili ekspresiju galektina-3 

u B stanicama tijekom njihovog normalnog sazrijevanja, analizirani su uzorci iz ljudskih tonzila. 

Rezultati su pokazali da je izražaj galektina-3 najslabiji u stanicama germinativnog centra, nešto 

jači u naivnim B stanicama, a najjači u memorijskim B stanicama. Kod naših bolesnika ekspresija 

galektina-3 bila je značajno veća kod bolesnika ABC fenotipa (p=0,029). Ovaj rezultat je donekle 

sukladan rezultatima gore navedene studije jer su i BL i FL, koji ne pokazuju pojačanu ekspresiju 

galektina-3, limfomi porijekla germinativnog centra. To ukazuje da izražaj galektina-3 korelira sa 

staničnim podrijetlom tumora. 
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Pojačana ekspresija galektina-3 u dugoživućim memorijskim stanicama u skladu je s 

podacima da galektin-3 inhibira apoptozu. U studiji koja je ukazala na njegov antiapoptotički 

učinak, nađeno je da on štiti Jurkat T stanice od anti-Fas inducirane apopotoze (137). Anti-Fas 

protutijela uzrokuju značajno manje apoptoze i u B stanicama s pojačanim izražajem galektina-3 

(82). Budući da stanice germinativnog centra slabo izražavaju galektin-3 postavlja se pitanje kako 

dolazi do njegovog pojačanog izražaja u GCB DLBCL. Jedno od mogućih objašnjenja je da do 

pojačanja izražaja dolazi tijekom ili nakon transformacije stanica, a drugo da se tumor razvija iz 

onih rijetkih stanica koje izražavaju galektin-3. Studije na drugim tumorima koji pojačano 

izražavaju galektin-3, kao što su npr. karcinom gušterače, debelog crijeva, astrocitom i 

hepatocelularni karcinom, pokazale su da njegov izražaj korelira s većom agresivnošću tumora, 

metastatskim potencijalom i transformacijom u agresivniji oblik (138-141). U populaciji 

bolesnika uključenih u naše ispitivanje pokazalo se da je izražaj galektina-3 značajno veći kod 

bolesnika s višim IPI (p=0,0002), što moguće ukazuje da je i u DLBCL njegov izražaj povezan s 

agresivnošću bolesti. Što se tiče odgovora na terapiju, bolesnici koji su bili galektin-3 negativni 

imali su više KR nego galektin-3 pozitivni (87,4% vs 71%) no ova razlika nije bila statistički 

značajna. 

Antiapototički učinak i prognostičko značenje pojačanog izražaja BCL2 u DLBCL su 

dobro poznati i potvrđeni i u našem ispitivanju. Do sada nije bilo poznato da bolesnici koji su 

istovremeno BCL2 + i galektin-3 + imaju lošije ishode. U našem istraživanju je razlika u EFS i 

OS u odnosu na bolesnike koji su negativni za oba biljega bila izrazito statistički značajna (p= 

0,002 i 0,006). Dvostruko pozitivni bolesnici su imali lošije ishode i od BCL2 + galektin-3 - 

bolesnika, iako ova razlika nije bila značajna. Ukoliko prihvatimo teoriju o primarno 

antiapoptotičkoj ulozi galektina-3, iz toga bi se moglo zaključiti da u BCL2 + bolesnika pojačan 

izražaj galektina-3 djeluje sinergistički. Taj učinak bi se mogao objasniti rezultatima istraživanja 

provedenog još 1997. godine na staničnim linija ljudskog karcinoma dojke (142). U tom 

istraživanju je pokazano da galektin-3, iako sadrži NWGR domenu (domenu koja sadrži aspartat-

triptofan-glicin-arginin slijed aminokiselina) i slična je BH1 domeni BCL2 koja je bitna za 

antiapoptotičku funkciju, djeluje na različitim mjestima u stanici i zato može imati sinergistički 

učinak s BCL2. Alternativno objašnjenje je da galektin-3, koji se nalazi u citoplazmi, može vezati 

BCL2 i tako formirati heterodimere koji onda jače inhibira mitohondrijski put apoptoze 

(oslobađanje citokroma C i aktivaciju apoptoze) od samog BCL2.  
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Osim unutar stanica, galektin-3 se nalazi i u izvanstaničnom prostoru gdje dospijeva 

sekrecijom. Nakon toga se može vezati za stanicu preko transmembranske tirozin fosfataze 

CD45. Na staničnim linijama DLBCL pokazano je da nakon vezivanja za CD45 galektin-3 

smanjuje aktivnost fosfataze što nadalje uzrokuje smanjenje aktivnosti apoptotičkih puteva. 

Uklanjanje galektina-3 s CD45 receptora pomoću polivalentnog inhibitora glikana GCS-100, 

ponovno dovodi do povećanja aktivnosti fosfataze i povećane osjetljivosti stanica na citostatike 

(83). Sličan učinak pokazan je i na stanicama multiplog mijeloma (143). Na temelju ovog otkrića 

javila se ideja da se ovaj učinak GCS-100 iskoristi u liječenju B- limfoproliferativnih bolesti koje 

izražavaju galektin-3 koja nije nikad provedena u kliničkoj praksi.  

Promatrali smo i povezanost izražaja galektina-3 s NF-κB. Našli smo da značajno više 

galektin-3 pozitivnih bolesnika izražava NF-κB (p=0,016). To je u skladu s rezultatima 

objavljenih radova koji su istraživali odnos NF-κB i galektina-3 i koji ukazuju da NF-κB dovodi 

do pojačanog izražaja galektina-3. Prvi dokazi potiču iz ispitivanja T-staničnog HTLV1 

pozitivnog limfoma. Pokazano je da u T-stanicama ovog limfoma Tax protein, koji je snažan 

aktivator transkripcije HTLV1, dovodi do pojačanog izražaja galektina-3, ali indirektno, preko 

interakcije s CREB obitelji proteina (engl. cyclic-AMP-responsive element binding protein 

family) i NF-κB. Autori su na temelju toga postavili hipotezu da aktivacija NF-κB dovodi do 

izražaja galektina-3 (144). Studija provedena na stanicama glioblastoma potvrdila je ovo teoriju. 

Povezanost NF-κB s izražajem galektina-3 dokazan je počevši od dvije poznate činjenica. Prva je 

da izlaganje stanica UV-C zračenju dovodi do degradacije I-κB proteina što rezultira 

translokacijom NF-κB u jezgru i aktivacijom transkripcijskih puteva (145). Druga je činjenica da 

promotorska regija (regija odgovorna za regulaciju transkripcije) gena za galektin-3 sadrži dva 

vezna mjesta za NF-κB (146). Da bi utvrdili ima li pojačan izražaj galektina-3  veze s NF-κB, 

stanice su prije izlaganja UV-C zračenju tretirane inhibitorom proteasoma koji sprečava 

degradaciju I-κB. Nađeno je da u tretiranim stanicama nakon izlaganja zračenju dolazi do puno 

manjeg porasta izražaja galektina-3, nego u netretiranim stanicama (147).  

Osim uloge u regulaciji apoptoze čini se da galektin-3 ima ulogu i u angiogenezi i da je 

ona povezana s VEGF. U našoj studiji je nešto više bolesnika koji su bili galektin-3 pozitivni bilo 

i VEGF pozitivno (76,7%, naprema 66,8% u galektin-3 negativnih bolesnika), no ova razlika nije 

značajna (p=0,30). Studija koja je napravljena na staničnim linijama i na rožnici miševa pokazala 

je da galektin-3 + stanice i jedinke nakon izlaganja VEGF-u pokazuju značajno veću angiogenu 
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aktivnost mjerenu brojem novonastalih krvnih žila, od onih koje su galektin-3 negativne. Ovaj se 

učinak najvjerojatnije postiže interakcijom galektina-3 s N-glikanskim kompleksom na αvβ3 

integrinu i aktivacijom integrin signalnog puta koji utječe na angiogenu aktivnost VEGF. αvβ3 

integrin je jedan od glavnih receptora na endotelnim stanicama, slabo izražen na normalnim 

endotelnim stanicama, a izražaj mu je pojačan na endotelnim stanica žila u angiogenezi. 

Blokiranjem ovog integrina izrazito se smanjuje anigiogeni učinak VEGF. Smatra se da αvβ3 

integrin utječe na angiogenezu potaknutu citokinima utječući na interakciju stanica i staničnog 

matriksa što onda rezultira pojačanim izražajem citokinskih receptora uključujući VEGF, 

migracijom endotelnih stanica i pojačavanjem angiogenih signala potaknutih VEGF-om (91). 

Čini se da je αvβ3 integrin i direktno povezan s citokinskim receptorima koji pojačavaju 

proangiogeno djelovanje VEGF, ali taj mehanizam za sada nije razjašnjen.  

Povezanost galektina-3 i angiogeneze pokazana je i u radu o novim prognostičnim 

biljezima kod primarnog limfoma mozga. U toj studiji je pokazano da hiperplazija endotela 

predstavlja neovisni loš prognostički faktor. Galektin-3 je bio izražen u svega 15% uzoraka i nije 

korelirao s ishodom. Za razliku od toga, endotelna hiperplazija uz izražaj galektina-3 na 

endotelnim stanica pokazala se kao značajan loš prognostiči faktor (148).  

 U našem istraživanju usporedili smo ishode bolesnika ovisno o izražaju galektina-3 i 

VEGF. Iako nije dosegnuta statistička značajnost postoji jasan trend lošijih ishoda bolesnika koji 

su dvostruko pozitivni u odnosu na dvostruko negativne dok nije bilo razlike između galektin-3 + 

VEGF – i galektin-3 – VEGF + bolesnika. Ovaj nalaz bi mogao bi biti u skladu s teorijom da 

galektin-3 stimulira angiogenezu u DLBCL djelujući na istom signalnom putu kao i VEGF. 

Multivarijatnom analizom galektin-3 nije se pokazao kao nezavisni prognostički faktor u 

DLBCL, iako postoji trend lošijeg ishoda galektin-3 pozitivnih bolesnika (p=0,06). To moguće 

ukazuje da je za učinak galektina-3 važna povezanost s drugim antiapoptotičkim i angiogenim 

mehanizmima. 
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6.5 NF-κB 

 

Imunohistokemijskim bojenjem odredili smo izražaj NF-κB  u svih naših bolesnika, 

52,8% ih je bilo NF-κB -, a 48,2% NF-κB +. Izražaj NF-κB korelirao je sa stadijem bolesti i bio 

je značajno viši u stadiju III-IV. S obzirom da je trajna aktivnost NF-κB puta nužna za 

preživljenje malignih stanica, moguće je da pojačana aktivnost ovog puta dovedi do brže 

progresije tumora. U studiji španjolske grupe objavljene 2008.g. pojačan izražaj NF-κB 

određivan je protutijelom na p56. Rezultati su pokazali da pojačan izražaj NF-κB korelira s 

povoljnom prognozom i da nema razlike u izražaju ovisno o staničnom podrijetlu tumora (70). Za 

razliku od toga, relativno nedavno publicirana studija Wanga i suradnika pokazala je da pojačan 

izražaj NF-κB korelira s lošijim ishodom, ali samo kod ABC grupe DLBCL. Multivarijatnom 

analizom je nađeno da je pojačan izražaj NF-κB nezavisan prognostički faktor kod bolesnika 

visokog IPI (72).  

U našoj grupi bolesnika nismo našli da postoji povezanost izražaja NF-κB i staničnog 

porijekla tumora kao niti značajne razlike u ishodima kod bolesnika s GCB i ABC fenotipom 

ovisno o izražaju NF-κB, iako su bolesnici ABC fenotipa imali brojčano nešto lošije ishode 

ukoliko su bili NF-κB +, dvogodišnji EFS bio je 79% u NF-κB +, a 63% u NF-κB - (p=0,15).  

 

 

6.6 VEGF 

 

Prema do sada poznatim podacima čini se da VEGF i njegovi receptori ne utječu samo na 

angiogenezu, odnosno stvaranje krvnih i limfnih žila, već i da potiču rast i migraciju tumorskih 

stanica (99,100). S obzirom na to pretpostavili smo da bi izražaj VEGF mogao korelirati s lošijim 

ishodom kod bolesnika s DLBCL. U svih smo bolesnika učinili bojenje na VEGF, 28,4%  ih je 

bilo negativno, a 71,5% pozitivno. Izražaj VEGF u ranije objavljenim studijama je jako varirao i 

kretao se između 40% i 75% (99,100,149). U naših bolesnika izražaj VEGF nije korelirao sa 

značajkama bolesnika niti bolesti, za razliku od slične studije u kojoj je bilo više VEGF + 

bolesnika u skupini bolesnika visokog rizika (149). U našoj skupini je 81% bolesnika s visokim 

IPI bilo VEGF +, a 19% VEGF -, dok je kod bolesnika s niskim IPI 66% bolesnika bilo VEGF +, 

a 24% VEGF - (p=0,09). Za razliku od toga u naših bolesnika postoji povezanost između izražaja 
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VEGF i staničnog podrijetla tumora. U skupini bolesnika ABC fenotipa bilo je značajno više 

VEGF + bolesnika (p=0,004). ABC podtip ima izražaj gena karakterističnu za normalne B 

stanice aktivirane preko B staničnog receptora. Kronična aktivacija BCR signalnog puta ključna 

je u patogenezi ABC tipa DLBCL (150,151) i direkno utječe na mikrookoliš smanjujući izražaj 

CXCR4 i CD62L (152). Mikrookoliš je glavni regulator angiogeneze potaknute VEGFom kojeg 

luče tumorske stanice. Osim toga, tumorske stanice potiču imunološke stanice u mikrookolišu na 

toleranciju i podržavanje svog preživljenja. Studija na relapsnim DLBCL, u kojoj je izražaj  

VEGF određivan PCRom, pokazala je da bolesnici s ABC tipom DLBCL (određenim GEP 

metodom) s pojačanim izražajem VEGF imaju značajno lošiji EFS i OS. Nije bilo razlike u 

ishodima GCB tipa DLBCL ovisno o izražaju VEGF (153). Druga studija u kojoj je određivan 

solubilni, cirkulirajući VEGF našla je da su VEGF pozitivni bolesnici imali lošiji ishod, a razlika 

je bila izraženija kod bolesnika s ABC nego GCB fenotipa (154).  

Zbog svega navedenog analizirali smo i ishode VEGF+ i VEGF- bolesnika ovisno o 

COO. U našoj skupini nije bilo razlike u ishodima bolesnika s ABC fenotipom DLBCL ovisno o 

izražaju VEGF, dvogodišnji EFS za VEGF + bio je 70%, a za VEGF - 60%, a OS 73% naprema 

68% (p=0,68 i p=0,76). Za razliku od toga, kod bolesnika s GCB fenotipom VEGF + bolesnici 

imali su značajno lošiji ishod od VEGF-, dvogodišnji EFS bio je 40% naprema 94% (p=0,001), a 

OS 40% naprema 94% (p=0,001). Razlika između naših rezultata i rezultata navedene dvije 

studije možda se može objasniti korištenjem različitih metoda za određivanje izražaja VEGF. 

Mi smo za oba biljega koristili imunohistokemijske metode. S druge strane, u multivarijatnoj 

analizi VEGF se nije pokazao statistički značajnim, tako da je moguće da su rezultati ranije 

objavljenih istraživanja posljedica neprepoznavanja drugih značajnijih prognostičkih biljega.  

Osim uloge u angiogenezi, u novije vrijeme pokazalo se da je VEGF važan i za 

preživljenje endotelnih i tumorskih stanica. Čini se da to postiže time što potiče izražaj BCL2 

(155-157). Pokazano je i da BCL2 dovodi do pojačanog izražaja VEGF u različitih tipova tumora 

(158-160) te na taj način pomaže angiogenezu. Obzirom na ove podatke, koji ukazuju na moguću 

interakciju ova dva proteina, analizirali smo i shode naših bolesnika ovisno o izražaju oba 

parametra. Naši rezultati pokazuju statistički značajno lošiji ishod u bolesnika koji su VEGF + i 

BCL2 + u odnosu na bolesnike koji su VEGF – i BCL2 –, kako u doživljenju bez znakova 

bolesti, tako i u ukupnom doživljenju. (p=0,004 za EFS i p=0,006 za OS). Naši rezultati su u 
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skladu s teorijom o potencijalnom sinergističkom učinku ova dva proteina na preživljenje 

tumorskih stanica. 

 

 

6.7 Imunohistokemijski biljezi kao prognostički faktori u DLBCL 

 

U našoj studiji  imunohistokemijska podjela po algoritmu predloženom od Hans i 

suradnika nije se pokazala prognostički značajnom. Nije bilo razlike u doživljenju bolesnika 

ovisno o staničnom podrijetlu tumora. Kao što smo već istaknuli, čini se da postoji problem u 

različitim tehnikama koje se koriste u različitim laboratorijima. Studija koja je uspoređivala 

rezultate očitanja određenih parametara u 8 različitih laboratorija pokazala je da postoje velike 

varijacije, a najveća razlika nađena je kod BCL6 i Ki67 (161). Upravo je BCL6, pored MUM1 

najvažniji parametar za razlikovanje GCB i ABC fenotipa. Za razliku od toga izražaj BCL2 

značajno je utjecao na ishode liječenja naših bolesnika. U multivarijatnoj analizi BCL2 ostaje uz 

IPI jedini nezavisni prognostički faktor u predviđanju ishoda. Iako je ranije bilo dosta 

nekonzistentnih rezultata i glede značenja izražaja BCL2, čini se da su napori učinjeni kako bi se 

bolje tumačili rezultati ovog bojanja postigli rezultat te se u zadnje vrijeme u većini studija jasno 

pokazuje njegov prognostički značaj.  

Galektin-3 kao protein o kojem se tek odnedavna govori kao faktoru koji utječe na 

različite procese uključujući rast stanica, njihovu diferencijaciju, adheziju, malignu 

transformaciju i metastaziranje, čini se utječući na apoptozu i angiogenezu, bio je primarni 

promatrani parametar u ovoj studiji. S obzirom na uloge ovog proteina opisane u literaturi, moglo 

se pretpostaviti da pojačan izražaj korelira s lošijim ishodom. Mi nismo uspjeli dokazati 

prognostičko značenje izražaja galektina-3 za ishod liječenja u našoj skupini bolesnika, iako su 

galektin-3 pozitivni bolesnici imali brojčano lošije ishode. U multivarijatnoj analizi ipak postoji 

trend za lošiji EFS (p=0,06) galektin-3 + bolesnika. Pokazali smo da kod BCL2 - bolesnika 

izražaj galektina-3 ne utječe na prognozu, dok kod BCL2 + izražaj galektina-3 korelira sa 

značajno lošijim ishodom liječenja što ukazuje da moguće postoji sinergistički učinak ova dva 

proteina na regulaciju apopotoze kod DLBCL. 

Pojačani izražaj VEGF kao ni NF-κB nije korelirao s ishodom liječenja naših bolesnika. 

Iako je u zadnjih dvadesetak godina naizgled jasno pokazana važnost angiogeneze u progresiji 
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limfoma, pitanje je je li određivanje izražaja VEGF u citoplazmi stanica pravi način za otkrivanje 

pojačane angiogeneze. Čini se da je pouzdanije određivanje solubilnog VEGF i gustoće krvnih 

žila. U budućim istraživanjima, osim izražaja VEGF u citoplazmi, bilo bi dobro koristiti i neku 

od ovih metoda kako bi se dobili pouzdaniji rezultati. S druge strane, valja napomenuti da 

primjena antiangiogenih lijekova, tj. dodatak antiVEGF protutijela bevacizumaba standardnoj 

terapiji (R-CHOP), nije poboljšala ishod liječenja bolesnika s DLBCL (103). Na temelju toga se 

možda može pretpostaviti da je angiogeneza regulirana i drugim procesima u tumorskim 

stanicama kao i lučenjem drugih čimbenika, a ne samo VEGF. 

Brojna istraživanja pokazuju da je aktivnost NF-κB puta važna za preživljenje tumorskih 

stanica kod različitih limfoproliferativnih bolesti. Prema literatunim  podacima ova aktivnost jače 

je izražena kod ABC podtipa DLBCL. U našoj studiji nismo uspjeli pokazati razliku ishoda 

između NF-κB + i NF-κB - ABC DLBCL. I tu se nameće pitanje načina određivanja aktivnosti 

NF-κB puta. Čini se da imunohistokemijska analiza nije najbolja metoda te da se pouzdaniji 

rezultati dobivaju određivanjem izražaja gena pomoću mikročipa. S kliničke strane su podaci iz 

literature ponovno dvojbeni. Smatralo se da je lenalidomid učinkovit u liječenju DLBCL, 

pogotovo ABC tipa i da je njegov učinak barem dijelom posljedica inhibicije angiogeneze preko 

ihibicije NF-κB puta (162). S druge strane, nedavno objavljeno veliko klinička ispitivanje nije 

potvrdilo učinkovitost ovog lijeka u prvoj liniji liječenja ABC podtipa DLBCL određenog GEP 

tehnikom (30).  

Rezultati ovog istraživanja ukazuju da je od imunohistokemijski određenih biljega, jedini 

pouzdani prognostički faktor BCL2. Ostaje nejasno bi li za druge određivane parametre rezultati 

bili drugačiji da smo koristili metode usmjerene na detekciju RNA, DNA ili GEP. 
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7. ZAKLJUČAK 

 

▪ U našoj studiji pokazali smo da 56% bolesnika s DLBCL izražava galektin-3 što je u 

skladu s literaturnim podacima. Izražaj galektina-3 nije se pokazao statistički značajnim 

prognostičkim čimbenikom za ishod liječenja naših bolesnika, iako u multivarijatnoj 

analizi postoji trend lošijeg ishoda galektin-3 + bolesnika, p=0,06.  

▪ Izražaj galektina-3 povezan je s višim IPI. Značajno više bolesnika ima IPI ≥3 u grupi 

galektin-3 +, ali to nije bilo povezano s lošijim odgovorom na terapiju. 

▪ Izražaj galektina-3 nije bio povezan s izražajem BCL2, no bolesnici koji su istovremeno i 

galektin-3 i BCL2 pozitivni imaju značajno lošiji ishod od bolesnika koji su galektin-3 - i 

BCL2 -. Ishod potonje skupine bolesnika izgleda je lošiji i od onih koji su galektin-3 - i 

BCL2 +, iako razlika nije statistički značajna.  

▪ Izražaj galektina-3 nije bio povezan s izražajem VEGF. 

▪ Izražaj galektina-3 bio je povezan s izražajem NF-κB. Bilo je značajno više NF-κB + 

bolesnika u skupini koja je izražavala galektin-3. Nije bilo razlike u ishodu galektin-3 + 

bolesnika ovisno o izražaju NF-κB. 

▪ Izražaj galektina-3 povezan je sa staničnim podrijetlom tumora. Značajno više galektin-3 

pozitivnih tumora je ABC fenotipa. Nije bilo razlike u doživljenju ovisno o izražaju 

galektina-3 u bolesnika GCB, kao ni u onih ABC fenotipa. 

▪ Izražaj VEGF nije povezan sa značajkama bolesnika. Izražaj VEGF je povezan sa 

staničnim porijeklom tumora. Bilo je značajno više VEGF + tumora ABC fenotipa. Nije 

bilo razlike u EFS i OS bolesnika s ABC fenotipom ovisno o izražaju VEGF, dok je ishod 

GCB DLBCL bio značajno lošiji kod VEGF + bolesnika.  

▪ Čini se da određivanje izražaja galektina-3, kao ni određivanje izražaja VEGF 

imunohistokemijskim bojanjem nije klinički značajno. Na osnovu izražaja galektina-3 i 

VEGF ne može se predvidjeti ishod liječenja odnosno prognozu bolesnika. Obzirom na 

razvoj novih metoda liječenja koje su usmjerene na različite apoptotičke i angiogene 

mehanizme preživljenja tumora, za pretpostaviti je da će se razvijati senzitivnije metode 

za detekciju ovih proteina i njihovih receptora, odnosno puteva kojima utječu na 

preživljenje tumorskih stanica.  
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8.  SAŽETAK  

Uvod i svrha rada: Galektin-3 je jedini galektin kimerične strukture. Uključen je u važne 

stanične procese: regulaciju proliferacije stanica, apoptozu i angiogenezu.Više od 50% DLBCL-a 

izražava galektin-3. Preliminarni rezultati pokazuju da galektin-3 + DLBCL ima lošiju prognozu. 

Svrha je ovog rada usporediti biološke i kliničke karakteristike galektin3+ i galektin-3- DLBCL-a 

i ishode liječenja. 

Materijali i metode: U novodijagnosticiranih bolesnika s DLBCL-om, liječenih R-CHOP-om ili 

sličnim protokolom analizirali smo kliničke karakteristike (dob, spol, IPI, odgovor na liječenje, 

EFS i OS). Imunohistokemijski smo odredili izražaj galektina-3, BCL2, VEGF i NF-κB i 

stanično podrijetlo tumora. 

Rezultati: Uključeno je ukupno123 bolesnika uz medijan praćenja 68 mjeseci. Galektin-3 bio je 

pozitivan kod 69 (56,1%). Bolesnici koji su imali viši IPI (p=0,002), ABC fenotip (p=0,029) i 

pojačani izražaj NF-κB (p=0,016) češće su izražavali galektin-3. Izražaj galektina 3 nije značajno 

utjecao na OS i EFS. BCL2 + bolesnici imali su značajno lošiji ishod ukoliko su istovremeno bili 

galektin3+ (dvogodišnji EFS 44% vs 73% (p=0,002) i OS 50% vs 74% (p=0,006). Značajno više 

VEGF + tumora imalo je ABC fenotip. Značajno lošiji ishod imali su VEGF+ DLBCL GCB ali 

ne i ABC imunofenotipa (p=0,001).U multivarijatnoj analizi BCL2 je bio jedini značajni faktor 

za EFS i OS, dok izražaj galektina-3 pokazuje trend za lošiji ishod (p=0,068 za EFS i p=0,093 za 

OS). 

Zaključak: Naši rezultati u skladu su s eksperimentalnim podacima koji pokazuju da NF-κB 

stimulira izražaj galektina-3 i da galektin-3 dodatno potencira antiapoptotički učinak BCL2. 

Galektin-3 je češće izražen kod uznapredovalog stadija DLBCL-a i kod ABC fenotipa, što je u 

skladu s njegovim potencijalnim proliferativnim i antiapoptotičkim učinkom i njegovim 

izražajem na memorijskim stanicama. 
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9.  SUMMARY 

 

Expresion and clinical importance of galektin-3, VEGF and NF-κB in diffuse large B-cell 

lymphoma, Sandra Bašić-Kinda, 2023 

 

Introduction and aim: Galektin-3 is the only chimeric galectins. It is involved in crucial cellular 

processes including cell proliferation, apoptosis and angiogenesis. More than 50% of DLBCL 

express galectin-3. Preliminary results showed that galectin 3+ DLBCL have inferior prognosis. 

The purpose of this study is to compare biological and clinical characteristics of galectin-3+ and 

galectin-3- DLBCL and outcomes of treatment.  

Material and methods: In newly diagnosed DLBCL patients treated with R-CHOP like 

regimens we analyzed clinical characteristics (age, sex, IPI, response to treatment, EFS and OS). 

Expression of gal-3, BCL2, VEGF and NF-κB and cell of origin were determined by 

immunochemistry.  

 

Results: 123 patients were included with a median follow up 68 months. Galectin-3 was positive 

in 69 (56,1%). Patient with high IPI (p=0,002), ABC phenotype (p=0,029) and NF-κB + 

(p=0,016) expressed galektin-3 more frequently. Expression of galektin-3 did not affect OS and 

EFS. BCL2 + patients fared significantly worse if they coexpressed galektin-3 (2-y EFS 44% vs 

73% (p=0,002) and OS 50% vs 74% (p=0,006)). Significantly higher number of VEGF + tumors 

were of ABC origin. Outcomes of VEGF + GCB, but not ABC DLBCLs were significantly 

inferior (p=0,001). In multivariant analysis BCL2 was only significant factor for EFS and OS, 

while galectin-3 showed trend for worse outcomes (p=0,068 for EFS and p=0,093 for OS).  

 

Conclusion: Our results are consistent with experimental data showing that NF-KB stimulates 

galectin-3 expression and that galectin-3 potentiates antiapoptotic effect of BCL2. Galectin-3 is 

more commonly expressed in advanced stage DBCL and also in ABC phenotype, which is in 

accordance with his potential proliferative and antiapoptotic effect and its expression on memory 

cells. 
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International Myeloma Society), BMSG (engl. Balkan Myeloma Stady Group) što je rezultiralo i 

sa nekoliko publikacija u indeksiranim časopisima.  

Autoric je više stručnih predavanja, usmenih priopćenja te postera na skupovima i kongresima u 

Hrvatskoj i inozemstvu. 

Autorica je 40 tak znanstvenih radova koje je napisala samostalno ili u koautorstvu. 

Od 2017 godine voditeljica je odjela za maligne hematološke bolesti Zavodza za Hematologiju 

Interne Klinike KBCa Zagreb. U trenutku pisanja disertacije udata je i majka dvoje djece. 

 

 

 


