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POPIS OZNAKA | KRATICA

APAF-1 (apoptosis peptidase activating factor-1) — faktor koji aktivira apoptoznu peptidazu
BCL2 — b-cell lymphoma 2 - obitelj proteina regulatora apoptoze

BcR (B-cell receptor) — B — stanicni receptor

BH domene- bcl2 homologne domene

BH3-OP (bcl2 homology region 3 only proteins) — proteini koji imaju samo BH3 homolog iz
bcl2 skupine proteina

c- FLIP (cellular FLICE inhibitor) — inhibitor stani¢nog FLICE tj. kaspaze 8

CAR-T (chimeric antigen receptor — T cell) — kimeri¢ni antigenski receptor na T stanicama
c-FLIPR (rare) — rijetka aktivna izoforma c-FLIP proteina

c-FLIPL (long) — dugi oblik c-FLIP proteina

c-FLIPS (short) — kratki oblik c-FLIP proteina

cHL — (classical Hodgkin lymphoma) - klasi¢ni Hodgkinov limfom

CSC (cancer stem cells) — tumorske mati¢ne stanice

DED (death effector domains) — efektorske domene smrti stanice

DICE (death induced by CD95 or CD95L elimination) — smrt uzrokovana eliminacijom
CD95(Fas) ili CD95L (FasL)

DISC (death-inducing signaling complex) — signalni kompleks koji inducira stani¢nu smrt
EBV — Epstein-Barr virus

EORTC - European Organisation for Research and Treatment of Cancer (Europska organizacija
za istrazivanje 1 lijeCenje raka)

ERK (extracellular signal-regulated kinases) — kinaze regulirane izvanstani¢nim signalima
FADD- Fas associated death domain — domena smrti u Fas proteinu
Fas (CD95) (first apoptosis signal) — prvi signal apoptoze

FasL (CD95L) (first apoptosis signal ligand) — ligand za prvi signal apoptoze


https://en.wikipedia.org/wiki/Extracellular_signal-regulated_kinases

FLICE - FADD-like IL-1beta-converting enzyme — enzim koji slici FADD-u i konvertira
interleukin 1 beta

GC — germinativni centar

GHSG (German Hodgkin Study Group) - Njemacka radna grupa za Hodgkinov limfom
HRS stanice — Hodgkin/Reed Sternbergove stanice

IAP (inhibitor of apoptosis protein) - protein koji inhibira apoptozu

LC3 (microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3) — laki lanac 3 proteina 1A/1B
udruzenog s mikrotubulima

LDHL ( lymphocyte depleted Hodgkin lymphoma) —Hodgkinov limfom s limfocitnom
deplecijom

LRHL ( lymphocyte rich Hodgkin lymphoma)- Hodgkinov limfom bogat limfocitima
MMR (mediastinal mass ratio) — omjer mase u medijastinumu i promjera medijastinuma
NF-kappaB (Nuclear Factor Kappa Beta) — jezgreni faktor kappa B

nLPHL - nodularna limfocitna predominacija Hodgkinovog limfoma

ROS (reactive oxygen species) — reaktivni Kisikovi radikali

SIRNA (small interfering RNA) - male interferiraju¢e RNA

Smac/DIABLO (second mitochondrial activator of caspases/direct inhibitor of protein with low
isoelectric point) — drugi mitohondrijski aktivator kaspaza/direktni inhibitor proteina s niskom
izoelektricnom tockom

TNFo (tumor necrosis factor alpha) — faktor tumorske nekroze o

TRAIL (Tumor Necrosis Factor-Alpha-Related Apoptosis-Inducing Ligand) — ligand koji
inducira apoptozu povezanu s faktorom tumorske nekroze alfa



1. UVOD | SVRHA RADA

1.1. UVOD

1.1.1 Hodgkinov limfom

Hodgkinov limfom je klonalna limfoproliferativna bolest s incidencijom od oko 3.3/100000
ljudi. Prvi opis bolesti koju danas poznajemo kao Hodgkinov limfom, pripisuje se Thomasu
Hodgkinu, koji je 1832. godine opisao sedam slu¢ajeva bolesnika s uve¢anim limfnim ¢vorovima
i slezenom u svojem radu ,,On Some Morbid Appearances of the Absorbent Glands and Spleen.
(1) Bolest je karakterizirana postojanjem tzv. Hodgkin/Reed-Sternbergovin (HRS) stanica
podrijetla (u najveéem broju slucajeva) germinativnog centra limfocita koje su ,,uklopljene” u

mijesani upalni infiltrat ne-tumorskih stanica (2)(3). (Slika 1.)

Slika 1. Hodgkin/Reed-Sternbergova stanica




Dvije su osnovne vrste Hodgkinovog limfoma: nodularna limfocitna predominacija
Hodgkinovog limfoma (nLPHL) i klasi¢éni Hodgkinov limfom (classical Hodgkin lymphoma;
cHL) koji obuhvaca 4 tipa: nodularnu sklerozu (NS; 70% bolesnika), mijesanu celularnost (MC;
25% bolesnika), limfocitima bogat HL (LR) te limfocitnu depleciju (LD) (4). Maligne stanice u
Hodgkinovom limfomu ¢ine svega 1-2% tumorske mase i porijekla su B limfocita (3), dok ostalo
¢ini mikrookoli§ sacinjen pretezito od reaktivnih T limfocita, eozinofila i makrofaga, s ve¢im ili
manjim stupnjem fibroze. HRS stanice su CD30 i CD15 pozitivne, a CD20 negativne (klasi¢ni
oblik) ili CD20 pozitivne, a CD30 i CD15 negativne (nodularna limfocitna predominacija) i
obi¢no nemaju izrazen B-stani¢ni receptor (BcR). Normalne stanice germinativnog centra
limfnog ¢vora koje nemaju izrazen ovaj receptor eliminiraju se preko apoptoze posredovane s

Fas (CD95) (5)(6).

Patogeneza cHL, koji je najces¢i limfom u mladih ljudi, jo$ uvijek nije do kraja poznata. Razlog
tomu je, najvise, gore spomenuta ¢injenica da HRS stanice zauzimaju jako malo volumena

limfnog ¢vora zbog Cega ih je tesko analizirati.

Studije mikrodiseciranin HRS stanica pokazale su da su one ve¢inom porijekla B stanica
germinativnog (GC), a manji dio poti¢e iz postgerminativnog centra (post-GC) jer imaju
somatsku mutaciju gena za varijabilnu regiju imunoglobulina (IgV) (5). Smatra se da IgV
mutacije mogu rezultirati izbjegavanjem apoptoze kod HRS stanice. U 40% slu¢ajeva cHL, HRS
stanice su latentno zarazene Epstein Barr virusom (EBV) koji takoder moze sprijeciti apoptozu u

B stanicama porijekla GC (7).

Kada su se analizirala 2 tipa HRS stanica, tzv. primarne (dobivene mikrodisekcijom) i one u
kulturi, nije bilo razlike u ukupnoj ekspresiji tipi¢nih znacajki kod cHL, kao §to su jaka

ekspresija ciljnih gena NF-kappaB i niska ili odsutna ekspresija B- stani¢nih gena (8).

Transkripcijskom analizom genoma HRS stanica verificirano je da je cHL zasebni entitet koji
ima viSe znacajki nLPHL nego primarnog medijastinalnog B limfoma s kojim ima klinickih
poveznica (pogotovo NS podtip). Zanimljivo je da EBV infekcija, iako ima utjecaja na
patogenezu barem 40% cHL, ne utjeCe znacajno na molekularni profil, odnosno ne ostavlja
znacajan ,transkripcijski otisak“. Bilo je i teorija da bi HRS stanice porijekla post-GC B stanica

mogle imati neke znacajke plazma stanica. No, dokazano je da HRS stanice, iako imaju pojedine



znacajke obje vrste, ne slice niti normalnim stanicama germinativnog centra niti plazma

stanicama (8).

Navedena analiza je pokazala i da su u HRS stanicama manje izrazeni apoptoticki geni, posebno
iz BH3-OP grupe Bcl-2 obitelji (BIK, HRK). Oni najvise inhibiraju antiapoptoticke BCL-XL,
BCL-W, viSe nego ,poznatije” bcl-2 i MCL-1 (9). HRS stanice CeS¢e izrazavaju ove prve.
Takoder, postoje razlike izmedu HRS stanica u histoloskim podtipovima, a zbog njih nastaju 4
razli¢ita obrasca imunoloskog odgovora 1 posljedicne razlike u histoloskoj prezentaciji 1

mikrookoliSu.

MYC gen i njegov protein su glavni regulatori stani¢nog rasta i proliferacije (10). Svi histoloski
podtipovi cHL imaju izrazen MYC, NOTCHI1 i IRF4 (11)(12). NOTCH]1, iako je transkripcijski
faktor T limfocita, ima aberantnu ekspresiju i aktivnost na HRS stanicama te vjerojatno pridonosi

supresiji fenotipskih znacajki B loze (13).

Kod sumnje na Hodgkinov limfom bolesnici se podvrgavaju klinickoj, radioloskoj i
patohistoloskoj obradi. Standard prilikom postavljanja dijagnoze je ekstirpacija cijelog limfnog
Cvora jer je sama citoloska punkcija ¢esto nekonkluzivna s obzirom na oskudan udio tumorskih
stanica u Cvoru. Potrebno je kompjuteriziranom tomografijom (CT) ili, danas cesce,
pozitronskom emisijskom tomografijom s CT-om (PET-CT) verificirati zahvacene regije limfnih
¢vorova te zatim biopsijom kosti ustanoviti eventualnu infiltraciju koStane srzi limfomskim
stanicama. Nakon provedene obrade, bolesnici se ovisno o broju i regiji zahvacenih limfnih
¢vorova, infiltraciji koStane srzi, jetre, slezene ili, znatno rjede, drugih organa, svrstavaju u

klinicke stadije prema Ann Arbor Klasifikaciji (14).

Hodgkinov limfom lijeci se polikemoterapijskim protokolima (ABVD, escBEACOPP) i danas je
bolest koja je izljeCiva u oko 80-90% bolesnika (15)(16)(17). U dijagnostickom postupku,
izboru terapije i pracenju bolesnika vaznost imaju i standardizirani prognosticki sustavi za

Hodgkinov limfom.
Postoje ukupno 3 takva sustava.

Za ogranieni oblik bolesti (stadiji I-11A):



1. EORTC sustav koji ubraja MMR>0.35, SE>50 kod asimptomatskih, a SE>30 kod
simptomatskih bolesnika, >3 limfne regije, dob>50 g.

2. GHSG sustav koji ubraja MMR>0.35, SE>50 kod asimptomatskih, a SE>30 kod
simptomatskih bolesnika, >2 limfne regije, ekstranodalnu bolest i masivnu bolest slezene.

Prisutnost bilo kojeg faktora smatra se prognosticki nepovoljnim. Dvije tre¢ine bolesnika s

ograni¢enim stadijem bolesti ima prisutan 1 ili viSe nepovoljnih faktora.

Za uznapredovali oblik bolesti postoji internacionalni prognosti€ki skor (International Prognostic
Score, IPS) koji ubraja: dob>45 g., stadij 4 po Ann Arbor klasifikaciji, muski spol, L>15 x10°,
Ly<0.6x10° ili <8%, aloumin <4g/dl, hemoglobin<10.5 g/dl (faktori se zbrajaju) (18).

Oko 75% bholesnika ima IPS skor izmedu 1 i 3.

1.1.2. Apoptoza

Apoptoza, termin koji su prvi put upotrijebili Wyllie, Kerr i Currie (19), oznac¢ava smrt stanice,
koja se javlja u definiranom vremenu pa se stoga naziva programirana stani¢na smrt (20). Proces
je od iznimne vaznosti u Covjeka kako u samoj embriogenezi tako i1 u cjelozivotnom
funkcioniranju organizma. Apoptoza je prisutna i u najnizim vrstama, pa su tako kljucni geni za
razumijevanje procesa apoptoze otkriveni proucavanjem nematode Caenorhabiditis elegans. Dva
gena nadena kod navedene nematode - ced-3 i ced-4, imaju apototicku, a jedan, ced-9,
antiapoptoticku ulogu (21)(22). Homolozi navedenih gena nalaze se i u viSim vrstama, pa tako i
u Covjeka. Produkti navedenih gena su cisteinske proteaze (“proteaze smrti’), enzimi koji
razgraduju peptide (aspartatne ostatke). Ced-3 je cisteinska proteaza kojoj je prvoj naden
homolog kod sisavaca, a to je enzim koji konvertira IL-1 B (interleukin 1 B-converting enzyme,;
ICE). S obzirom na svoju gradu (cisteinske proteaze) i razgradnju aspartata, nazvane su kaspaze
(23). Od preostale dvije prvootkrivene kaspaze tj. gena za njih, homolozi u sisavaca su Apaf-1
(apoptosis peptidase activating factor-1) za ced-4 i antiapoptoticki bcl-2 kao homolog ced-9. Bcl-

2, naden u ljudi proucavanjem t(8;14) je prvi otkriveni onkogen (24).



U samoj apoptozi tri su glavna dogadaja: mitohondrijske promjene, aktivacija kaspaza i

fragmentacija kromatina.
a) Mitohondrijske promjene

Osim kao izvor energije za stanice, mitohodriji imaju i klju¢nu ulogu u regulaciji apoptoze.
Najvazniji dio mitohondrija za tu ulogu svakako su vanjska membrana i intermembranski
prostor, smjeSten izmedu vanjske i unutrasnje membrane. Na vanjskoj membrani nalaze se
naponski anionski kanali (porinski kanali) koji su propusni za male molekule. U
intermembranskom prostoru nalazi se kompleks proteina koji obuhvac¢a Smac/DIABLO (second
mitochondrial activator of caspases/direct inhibitor of protein with low isoelectric point); protein
koji inhibira apoptozu (IAP); serinsku proteazu Omi/HtrA2; faktor koji inducira apoptozu i
endonukleazu G (oboje promoviraju fragmentaciju DNA i kondenzaciju kromatina) te citokrom
C, koji je kofaktor za aktivaciju kaspaza (25). Svi navedeni faktori regulirani su preko Bcl-2
obitelji proteina, koji najviSe utjeCu na permeabilnost vanjske membrane mitohondrija. Obitelj
bcl-2 proteina sastoji se od 3 grupe proteina, ovisno o ulozi te broju bcl-2 homolognih domena
(BH domene). Tako antiapoptoticki ¢lanovi te obitelji (Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-w, MCL-1) imaju
cetirit BH domene (BH 1-4). Proapoptoticki proteini (npr. Bax, Bak) nemaju BH 4 domenu.
Postoji i tre¢a grupa proteina, koji su takoder proapoptoticki, a koji imaju samo BH3-homolognu
domenu (BH3-only proteins, npr. Bid, Bam, Bim). Proces apoptoze ovisi o interakcijama izmedu
antiapoptotickih (bcl-2) 1 proapoptotickih (Bax, Bak) clanova. Proteini koji imaju samo BH3
domenu poti¢u apoptozu vezuéi se na vezna mjesta za bcl-2 i tako oslobadaju proapoptoticke
Bax i Bak ili direktno aktiviraju slobodne navedene proteine (26). Osim ranije spomenutog
nacina reguliranja promjena mitohondrija u procesu apoptoze preko permeabilnosti membrane,
obitelj Bcl-2 utjece i na otpustanje ili koCenje proteina u intermembranskom prostoru, ponajvise
citokroma c. Tako antiapoptoticki bcl-2 moze kociti, a proapoptoticki Bax stimulirati otpustanje

citokroma c, a time i aktivaciju kaspaza i apoptoze (27).
b) Aktivacija kaspaza

Kaspaze (cisteinske aspartaze) mogu se podijeliti u 3 glavne grupe. Prva grupa ukljucuje kaspaze
kojima je glavna uloga procesiranje citokina. Tu pripadaju ICE (kaspaza-1), kaspaza-4, kaspaza-

5. Druga grupa obuhvaca tzv. efektorske kaspaze, najvaznije kaspazu-3, ¢ija je uloga razgradnja



unutarstani¢nih proteina. U treéu grupu pripadaju signalne kaspaze. Djelovanja ovih grupa su
meduovisna. Pretpostavlja se da postoji viSe naCina aktivacije kaspaza, ali dva su najvise

proucavana i poznata:

1. Receptorski put (aktivacijom tzv. “receptora smrti”’; eng. death receptors) — u ovom
putu se na receptor na povrsini stanice, npr. Fas (CD95) ili TNF-aR veze odredeni ligand.
Time dolazi do aktivacije adapternog kompleksa u citosolu. On je specifican po regiji
koja se zove domena smrti (DD — “death domain”). Adapterni kompleks (npr. FADD —
Fas-associated death domain) veze se za signalne prokaspaze (prokaspaza-8, -10),
aktivira ih, a one zatim aktiviraju efektorne kaspaze (28).

2. Alternativni put (intrinzi¢ki/mitohondrijski) — ovisi o aktivaciji citokroma c u
mitohondriju. Ukljucuje aktivaciju kaspaze-9 preko interakcije s Apaf-1. Ovaj put je
reguliran preko obitelji Bcl-2 proteina. Medutim, postoji i mogucnost direktne interakcije
s receptorskim putem jer kaspaza-8 moze aktivirati Bid (jedan od BH3-OP) ¢ime dolazi

do otpustanja citokroma ¢ (29).

c) Promjene jezgre (kromatina)

Klasicna histoloska manifestacija apoptoze je kondenzacija nuklearnog kromatina i
fragmentacija jezgre (kao rezultat proteolize lamina kaspazama). Potom dolazi do razgradnje

DNA enzimima nazvanim endonukleaze (DNAza | i ).

Apoptoza je, dakle, fizioloSki proces u svim tjelesnim sustavima, nuzna za funkcioniranje i
opstanak organizma od embriogeneze do kraja Zivota. Regulacija apoptoze posredovana je s vise
mehanizama, a klasi¢an primjer je medudjelovanje proteina iz Bcl-2 obitelji. Osim u fizioloskim
stanjima apoptoza, odnosno poremecaji procesa koji do nje dovode, vazna je i u mnogim
bolestima. Bolesti se prema tome mogu podijeliti na one s pojaéanom ili smanjenom apoptozom.
Apoptoza u imunoloSkom sustavu omogucuje npr. odstranjivanje autoreaktivnih T-limfocita
aktivacijom Fas/FasL (CD95/CD95L) puta. Smatra se i da prvi korak u onkogenezi nemalog

broja malignih bolesti moZe biti neuspje$na apoptoza. Sam taj dogadaj obi¢no nije dovoljan za



nastanak bolesti, ali produljeno vrijeme Zivota stanici omogucava stjecanje onkogenih mutacija i

potencijalnu malignu transformaciju.

1.1.2.1. Aktivacija apoptoti¢kog puta Fas/FasL u malignim bolestima

Fas (CD95/APO-1/TNFRSF6) je protein koji se nalazi na povrSini stanice i pripada obitelji
receptora faktora tumorske nekroze (TNFR). Vezanjem za svoj ligand, FasL
(CD95L/CD178/TNFSF6), dolazi do pokretanja apoptoze. Fas je izrazen na svim stanicama u
tijelu (najviSe u timusu, srcu, jetri 1 bubrezima), dok je njegov ligand najviSe izraZzen na T-
limfocitima i NK stanicama (30). Kao $to je ve¢ prije spomenuto, apoptoza posredovana
aktivacijom Fas vaZna je za odrZavanje homeostaze organizma i uklanjanje autoreaktivnih T-
stanica. Mutacije tog puta rezultiraju autoimunim bolestima, pa su tako kod ljudi s autoimunim
limfoproliferativnim sindromom verificirane mutacije u Fas (tip la bolesti) i FasL (tip 2a bolesti)
(31). Fas se dominantno nalazi na povrs$ini stanice, strukture je homotrimera. Kao i ostali ¢lanovi
receptorskog puta apoptoze 1 on sadrzi tzv. domenu smrti, koja je u njegovom slucaju sastavljena
od 80 aminokiselina i esencijalna je za aktivaciju apoptoze (32). Vezanjem liganda za Fas dolazi
do formiranja signalnog kompleksa ¢ija je uloga indukcija stani¢ne smrtu (DISC, death-inducing
signaling complex). DISC se sastoji od Fas-a, FADD-a, prokaspaze-8 i -10 te c-FLIP-a, koji je
regulator kaspaza-8 i -10 (33). Prema dosada$njim saznanjima, glavna proapoptoticka uloga Fas
je posredovanje u smrti tumorskih stanica ili stanica zarazenih virusom, nakon $to se put aktivira
preko FasL na citotoksi¢nom limfocitu T. Uz dodatak jo$ nekih puteva i mehanizama, Fas/FasL
je vrlo vazan i izravan put preko kojeg i citotoksi¢ni limfociti T, ali i CD4+ efektorni T limfociti
eliminiraju maligno transformirane stanice (34)(35). Fas i FasL izrazeni su i na tumorskim
stanicama. Ta Cinjenica ukazuje, $to su potvrdila i istrazivanja, da su tumorske stanice relativno
rezistentne na apoptozu posredovanu s Fas (36). Postoji vise mehanizama kojima tumorske
stanice izbjegavaju ovaj apoptoticki put, od mutacija samog receptora do regulacije jaCine
njegove ekspresije na stanicnoj povrSini. Put moze biti inhibiran i nakon stvaranja DISC-a,
smanjenjem ekspresije FADD ili kaspaze-8 (FLICE)(37). No, mozda je najvazniji nacin

inhibicije navedenog puta, a dogada se nakon njegove aktivacije ekspresijom proteina c-FLIP



(cellular FLICE inhibitory protein), koji inhibira kaspazu-8, odnosno interakcije izmedu kaspaza
-8i-10 (38).

Osim indukcije apoptoze Fas receptor ima i druge neapoptotske funkcije poput regeneracije

hepatocita, migracije epitelnih stanica bubreznih tubula, mitogenog signala u stelatnim stanicama
jetre, uloge u rastu neurona (39)(40)(41)(42).

Kod malignih bolesti kompleks Fas/FasL ima viSe uloga, od kojih se jasno moze izdvojiti njih

Sest. Od njih jedino se indukcija apoptoze ne moze iskoristiti za terapijsko djelovanje, dok su sve

ostale funkcije potencijalni ciljevi terapije (43).

1.

Indukcija apoptoze — FasL je jedan od rijetkih proteina koji imunoloske stanice koriste za
aktiviranje apoptoze u stanicama tumora (44). Smatra se da se navedeno odvija preko
limfocita infiltriranih u tumor, a koji izrazavaju FasL. Iako bi se iz toga moglo zakljuciti
da bi indukcija ekspresije ili aktivnosti FasL mogla imati terapijsku ulogu, tome nije tako.
Naime, vec¢ina tumora ima (neki 1 jako izraZenu) ekspresiju Fas, ali su ipak u vecoj ili
manjoj mjeri rezistentni na apoptozu. S druge strane, zbog ranije spomenutih
neapoptotickih funkcija Fas (i njegove stimulacije s ligandom) isto bi vjerojatno imalo

velike nuspojave, npr. potencijalno masivnu apoptozu hepatocita (45).

Tumorski odgovor — na tumorskim stanicama osim Fas, izrazen je i FasL. Poznato je da
tumorske stanice mogu napasti imunoloSku stanicu, istu onu kojoj je zadatak napasti
tumor, jer su i one osjetljive na apoptozu preko Fas puta (46). Ipak, teorija tumorskog

protunapada jo$ uvijek nije sa sigurno$¢u dokazana.

Ekspresija FasL na endotelnim stanicama — FasL izrazen je i na endotelnim stanicama i to
je moguéi na¢in kako tumor smanjuje infiltraciju CD8 limfocitima T (47). Mogucnost
smanjenja ekspresije FasL na endotelnim stanicama stoga je moguci terapijski cilj, u
smislu povecanja broja limfocita T u tumoru, sto je posebno privlaéno u doba adoptivne

staniCne terapije tj. terapije CAR-T stanicama.



4. Uloga Fas u tumorskom rastu — Fas ima ulogu u rastu i proliferaciji vise vrsta stanica -
jetrenih, T-limfocita, neurona (48). Takoder, postoje znacajni dokazi o njegovom
sudjelovanju u brojnim signalnim putevima vezanim za migraciju i prezivljavanje raznih
vrsta stanica. Stoga je trenutno prihvacena teorija da jednom kada tumorska stanica
postane rezistentna na apoptozu ovisnu o Fas, daljnja stimulacija tog receptora je
tumorigenic¢na (49)(50)(51). FasL izrazen je u 2 oblika, membranski (mFasL) i topljivi
(soluble, sFasL), koji nastaje razgradnjom mFasL metaloproteinazama (52). Kako je u
organizmu mFasL najvazniji za indukciju apoptoze, a sFasL ima neapoptotske aktivnosti,

moguce da potonji ima ulogu u promoviranju tumorskog rasta (53).

5. Interakcija mati¢nih stanica tumora (cancer stem cells, CSC) i Fas/FasL — teorija
tumorskih mati¢nih stanica smatra se opceprihvacenom kod mnogih malignih bolesti.
Tumorske mati¢ne stanice su na “hijerarhijskom vrhu” tumora i, sli¢no kao i kod npr.
hematopoetskih mati¢nih stanica, imaju sposobnost samoobnavljanja i generiranja
diferenciranijih tumorskih stanica. Smatra se da su upravo one odgovorne za neuspjehe
lijeCenja i da su izvor relapsa bolesti (54). Zato je terapijsko djelovanje na njih jako
zanimljivo podrucje. Fas/FasL kompleks je povezan sa signalnim putevima u normalnim
mati¢nim stanicama, npr. neuralnim (55), a budu¢i da tumorske mati¢ne stanice nastaju iz
normalnih mati¢nih stanica, mogu¢e je da Fas ima funkciju i u njima. Naime, u
tumorskim bolestima signalizacija putem Fas povezana je s diferencijacijom stanica (56).
Dokazano je i da je Fas potreban za prezivljenje CSC te ¢ak nastanak novih CSC (57).
Takoder, stimulacija Fas na raznim tumorskim stanicama potakla je konverziju iz ne-CSC

u CSC 1 bila je neovisna o apoptotickoj funkciji.

6. Stani¢na smrt izazvana eliminacijom Fas receptora/liganda - Hadji i sur. su na temelju
¢injenice o tumorigenom djelovanju Fas/FasL pokazali da eliminacija Fas ili FasL dovodi
do in vitro i in vivo smrti tumorske stanice u procesu kojeg su nazvali DICE (death

induced by Fas or FasL elimination) (58). Vaznost ekspresije Fas/FasL tijekom
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embriogeneze ispitivana je kod miSeva i neutralizacija gena za Fas ili FasL nije dovela do
nikakvih poremecaja ili stani¢ne smrti. Medutim, u tumorskim stanicama vaznost Fas za
prezivljenje stanice je vrlo velika. U spomenutom radu autori navode da je kod svih
tumorskih linija koje su ispitivali (njih vise od 40) doslo do smrti stanica putem DICE
mehanizma kada su neutralizirani ili Fas ili FasL. Takoder, do sada se unato¢ pokusaju s
oko 1200 supstanci, aktivirani proces DICE nije uspio inhibirati, Sto sugerira da se radi o
vrlo velikom i kompleksnom mehanizmu kojega je tesko zaustaviti (58). Prema tome,
DICE bi se mogao smatrati urodenim antitumorskim mehanizmom, koji omogucuje da
tumorske stanice koje su izbjegle apoptozu preko Fas ipak budu eliminirane, $to ga Cini
nekom vrstom osiguraca (59). Ve je spomenuto da stimulacija Fas inducira konverziju
stanica iz ne-CSC u CSC, a one tako postaju i puno manje osjetljive na apoptozu. No,
dokazano je da u isto vrijeme postaju osjetljivije na DICE, koji vjerojatno znacajno vise
djeluje na CSC (57).

Dosadasnji podaci dakle sugeriraju da Fas/FasL mijenjaju svoju ulogu u procesu onkogeneze.
Jednom kada stanice postanu otporne na apoptozu tim putem (bilo gubitkom ekspresije,
mutacijama, ekspresijom c-FLIP) one postaju onkogene. Za smrt tih stanica odgovoran je tada
mehanizam DICE-a. Kako pojedine tumorske stanice ipak prezivljavaju i izazivaju klinicki
evidentnu bolest, logican je zakljucak da na neki nacin ipak izbjegnu i DICE. Smatra se da je
moguc¢i mehanizam taj da te stanice ponovno pocinju izrazavati Fas/FasL (43). No, vjerojatno u
istom trenutku postaju i osjetljivije na apoptozu. To je jo$ jedan dokaz dinami¢nosti malignih
bolesti 1 potrebe da terapija bude Sto sveobuhvatnija, odnosno da cilja §to viSe stadija u razvoju
tumora. Kako upotreba FasL za lijeCenje tumora za sada nije opcija zbog potencijalne jetrene
nekroze, DICE je stoga vrlo privlaan terapijski cilj bilo u kombinaciji sa standardnom

kemoterapijom ili imunoterapijom.

1.1.3. C-FLIP (cellular FLICE — FADD-like 1p-converting enzyme inhibitory protein)

C-FLIP (cellular FLICE — FADD-like 1p-converting enzyme inhibitory protein) je veliki
antiapoptoticki protein i vazan faktor rezistencije stanice na citokinski ili kemoterapeutski

induciranu apoptozu. Najprije su otkrivene virusne varijante tog proteina (viral, v-FLIP) kada je
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pronadeno Sest formi v-FLIP-ova te pokazano da su stanice koje ih izrazavaju rezistentne na
apoptozu induciranu s Fas, TRAILR1- i TNFR1 (60). Ubrzo je pronaden homolog kod sisavaca i
nazvan c-FLIP (38). U literaturi se joS spominje kao iFLICE, FLAME-1, CASH, CLARP, MRIT
ili usurpin (61). Sastoji se od 13 razli¢itih varijanti, medutim samo tri su izrazene kao protein:
dva kratka oblika, jedan od 26 kDa (c-FLIPS) i drugi od 24 kDa (c-FLIPR), te dugi oblik od 55
kDa (c-FLIPL) (62). Struktura c-FLIPS-a i v-FLIP-a je sli¢na, no c-FLIPS ima dodatak od 20
aminokiselina koje slijede nakon dvije regije koje sadrze efektore stani¢ne smrti (DED; death
effector domains), koje se smatraju klju¢nima za ubikvinaciji i razgradnji proteasomima (63). C-
kraj c-FLIPL je duzi nego kod C-FLIPS i sli¢i strukturi kaspaza -8 i -10, ali ne sadrzi
funkcionalne domene navedenih kaspaza. C-terminalne regije c-FLIPS i c-FLIPR imaju klju¢nu
ulogu u ubikvinaciji i degradaciji te antiapoptoti¢koj funkciji ovih izoformi (64)(65)(66). Kod
ljudi, polimorfizam jednog nukleotida u 3’ regiji c-FLIP gena odreduje koja ¢e izoforma proteina
nastati (67).

1.1.3.1. Funkcija c- FLIP-a

Izoforme c-FLIP-a su proteini koji sadrze efektorske domene smrti (DED) koji se inkorporiraju u
sastav DISC-a i reguliraju aktivaciju kaspaza-8 i -10 u apoptotickom putu posredovanom tzv.
receptorima smrti. Pojednostavljeno, c-FLIP je prvenstveno inhibitor stani¢nog FLICE-a,
odnosno kaspaze-8. Uloga c-FLIPS i c-FLIPL u apoptozi je dobro poznata, no u tumorskim
bolestima nije do kraja jasna, kao ni opcenita uloga c-FLIPR (68). Nedavne studije pokazuju da
ekspresija c-FLIPR u hematopoetskim stanicama potpomaze uspjeSan imunoloski odgovor na
bakterijske infekcije (67).

Regulacija ekspresije c-FLIP-a provodi se raznim mehanizmima na transkripcijskoj i
posttranskripcijskoj razini (69). Transkripcijska kontrola c-FLIP-a je kompleksna. Postoje brojni
faktori koji poti¢u transkripciju c-FLIP-a poput NF-kappaB, AP-1, p63, FoxO, dok ostali djeluju
inhibitorno kao c-Fos, c-myc, FoxO3a, SP53 (70)(71)(72)(73).
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Ekspresija c-FLIP-a se takoder moze regulirati posttranskripcijski brojnim faktorima koji
pozitivno ili negativno djeluju na njegovu ekspresiju. Jedan od nacina posttranskripcijske

regulacije c-FLIP-a je i preko reaktivnih kisikovih radikala (ROS, reactive oxygen species) (74).

C-FLIP ima ulogu u rezistenciji na apoptotozu posredovanu Fas, TRAIL, TNFalfa i onu
pokrenutu kemoterapijom u Sirokom spektru malignih bolesti kod ljudi. Uz antiapoptotic¢ku, c-
FLIP ima jo§ neke stani¢ne funkcije ukljucujué¢i pojacanu proliferaciju i tumorigenezu
(75)(62)(63). Nadalje, interferencija s c-FLIP-om rezultira osjetljivos¢u tumorskih stanica na
ligande apoptoze i kemoterapiju u eksperimentalnim modelima (76). Sve tri izoforme c-FLIP
proteina imaju 2 DED domene i mogu se uklopiti u DISC. | c-FLIPS i c-FLIPR blokiraju
aktivaziju prokaspaze-8 i apoptozu (77)(78)(79). C-FLIPL takoder ima antiapoptoticko
djelovanje kada je prisutan u DISC-u u visokim koncentracijama (80). Zna se da c-FLIPL i c-

FLIPS sprjecavaju aktivaciju kaspaze-8 i -10. (81).

Kod rezistencije tumora na kemoterapiju moguci znacaj ima i uloga c-FLIP-a u autofagiji.
Autofagija je proces u kojemu se razli¢ite komponente citoplazme, ponajvise oStecene stani¢ne
organele 1 potroSeni stari proteini, razgraduju u kompleksu nazvanom autofagosom te se takve
premjestaju u lizosom, formiraju autolizosom gdje dolazi do konaéne razgradnje. C-FLIP (kao i
virusna forma v-FLIP) suprimira autofagiju sprjeCavanjem vezanja Atg3 za LC3 i konjugaciju
LC3, §to je nuzan korak u procesu autofagije. Stoga, nije iznenadujuce Sto npr. ekspresija c-
FLIP-a omogucuje stanicama suprimiranje autofagije nastale kao posljedica lijeCenja

rapamicinom (kemoterapijskim agensom) i time pridonosi rezistenciji (82)(83).

U nekoliko razli¢itih vrsta malignih bolesti kod ljudi nadena je pojacana ekspresija c-FLIP-a i
smatra se da bi navedeno moglo biti povezano s progresijom bolesti zbog izbjegavanja apoptoze.
Tako je pojacana ekspresija c-FLIP-a nadena kod kolorektalnog karcinoma (84) (85), karcinoma
mokra¢nog mjehura (86), karcinoma cerviksa (87), Burkittovog limfoma (88), ne-Hodgkinovog
limfoma (89) i mnogih drugih. U karcinomu Zeluca njegova pojacana ekspresija povezuje se s
metastazama u limfne ¢vorove i progresijom bolesti (90). Kod karcinoma gusterace takoder je
pojac¢ana ekspresija c-FLIP-a, kojeg nema u normalnim stanicama pankreasnih kanala (91).
Postoje i dokazi da bi c-FLIP mogao biti i prognostic¢ki faktor u akutnoj mijeloicnoj leukemiji
(92).
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1.1.3.2. Uloga c-FLIP-a u citoprotektivnim i proliferacijskim putevima

C-FLIP aktivira i nekoliko citoprotektivnih signalnih puteva, koji su ukljuceni u regulaciju
prezivljenja stanice, proliferaciju i karcinogenezu. Vecina ovih uloga odvija se medudjelovanjem
c-FLIP-a, NF-kappaB i ERK signalnog puta. C-FLIP, $to je vrlo vazno, moZe dovesti do
promjene uloge Fas-a iz apoptoticke u proliferacijsku (93). UtiSavanje ekspresije c-FLIP-a tako
je dovelo do pojacane apoptoze u raznim vrstama stanica: pluénim miofibroblastima,
intestinalnim epitelnim stanicama, hepatocitima (94)(95). Dokazana je uloga c-FLIP-a i u
regulaciji nekoliko potencijalno Stetnih signalnih puteva ukljucujuéi proizvodnju upalnih
citokina, migraciju tumorskih stanica i aktivaciju transkripcijskih faktora klju¢nih u
karcinogenezi (96)(97)(98).

1.1.3.3. C-FLIP i lije¢enje malignih bolesti

S obzirom na vrlo diferentnu 1 vaznu ulogu c-FLIP-a u raznim stani¢nim signalnim putevima,
pogotovo onima vezanima za apoptozu, proliferaciju i prezivljavanje, terapijsko djelovanje na
ovaj protein privuklo je dosta paznje. Upotreba malih interferiraju¢ih RNA (small interfering
RNA; siRNA) koji ciljano smanjuju ekspresiju c-FLIP-a u raznim vrstama ljudskih tumorskih
stani¢nih linija, dovela je do pojacavanja aktivnosti DISC-a i osjetljivosti na kemoterapiju (99).
Medutim, zbog velike sli¢nosti c-FLIP-a i enzima koji inhibira, kaspaze-8 (FLICE), vrlo je
komplicirano blokirati c-FLIP, jer bi spojevi koji bi blokirali c-FLIP vjerojatno blokirali i
aktivaciju kaspaze-8, a time i apoptozu opcenito. Stoga bi terapijski izbor trebale biti male
molekule/spojevi koji bi inhibirali c-FLIP bez inhibicije kaspaze-8 i manje kaspaze-10. Mnogi
dobro poznati konvencionalni kemoterapeutici smanjuju ekspresiju c-FLIP-a (cisplatina,
doksorubicin, topotekan, HDAC-inhibitori) preko utjecaja na njegovu transkripciju, smanjenje
translacije ili pojaéanu degradaciju putem proteasoma (100). Naravno, djelovanje na c-FLIP nije
specificno nego dio njihovog ukupnog kemoterapeutskog ucinka. Smanjenje ekspresije varijanti
c-FLIP-a umetanjem malih spojeva da bi se pojacala apoptoza i osjetljivost na kemoterapiju ima
i jedan veliki problem. Naime, smanjena regulacija c-FLIP-a dovela je kod raznih stani¢nih linija
do znacajnog uniStenja zdravih stanica (68). Tako da, iako vrlo zanimljiva, inhibicija c-FLIP-a

kao terapijska mjera, vrlo je sloZena i jo§ u zacecima.
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U zakljucku, moze se reci da je c-FLIP vrlo bitan protein u procesima apoptoze, autofagije, pa i
nekroze. U vise je primjera dokazano da je on odgovoran za izbjegavanje apoptoze tumorskih
stanica i da je njegova pojacana ekspresija povezana s losijim klinickim ishodom. Stoga je vrlo
zanimljiva njegova vrijednost kao biomarkera bolesti, ali i kao terapijskog cilja. S obzirom na
njegove brojne funkcije, zanimljivi su ciljani agensi koji bi smanjivali ekspresiju njegove mRNA

ili uzrokovali razgradnju samog proteina, a bez znacajne Stete na zdravim stanicama.

1.1.3.4. Uloga c-FLIP-a u izbjegavanju apoptoze Hodgkin/Reed-Sternbergove stanice

Ranije je spomenuto da prema sadasnjem konceptu ontogeneze B limfocita, stanice s
nefunkcionalnom (zbog mutacije) ekspresijom imunoglobulina umru apoptozom. To se ne
dogada s HRS stanicom. Ta ¢injenica dovodi do zaklju¢ka da osim $to HRS stanica inicijalno
izbjegava apoptozu, takoder, kada ju jednom izbjegne i dalje prezivljava. Smatra se da je za obje
ove karakteristike odgovorno izbjegavanje apoptoze preko stani¢nih receptora smrti posebice
onog aktiviranog preko Fas/FasL. Naime, ve¢ je ranije dokazano da unato¢ ekspresiji divljeg tipa
Fas u vecini slucajeva cHL, njegovom stimulacijom ipak ne dolazi do apoptoze HRS stanica
(6)(101). lako je ekspresija c-FLIP-a ve¢ ranije opisana u HRS stanicama, funkcionalni znacaj

toga nije bio jasan (6)(102).

U radu Mathasa i suradnika prvi je puta dokazano da je za razliku od brojnih drugih tumora,
ekspresija Fas u stani¢nim linijama HRS vrlo jaka te da se FADD, kaspaza-8, kaspaza-10 te c-
FLIPS i c-FLIPL vrlo brzo inkorporiraju u DISC. Formiranje DISC-a je nuzno za normalnu
signalizaciju preko Fas. Iako je, dakle, ekspresija Fas na HRS vrlo jaka, istraZivanjem na
stani¢nim linijama pokazalo se da je signalni put ovisan o Fas inhibiran tj. da se radi o
svojevrsnoj funkcionalnoj inhibiciji kaskade apoptoze. Za to se smatra odgovornim c-FLIP jer se
za razliku od drugih stani¢nih linija c-FLIPS i c-FLIPL ugradio u DISC HRS stanice nakon
stimulacije Fas. C-FLIPS potpuno inhibira aktivaciju kaspaze-8, dok c-FLIPL omogucuje
stvaranje intermedijarnog produkta razgradnje C-8 p43/p41, ali bez nastanka aktivne kaspaze.
Zato se u HRS stanicama ponekad moze detektirati prokaspaza-8 i p43/p4l intermedijarni

produkt razgradnje, ali ne i aktivna kaspaza-8 (103).
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U radu se takoder pokazalo da je ekspresija c-FLIP-a izazito jaka u stani¢nim linijama HRS
stanica, posebice c-FLIPS-a. Aktivacija NF-kappaB pojacava ekspresiju c-FLIP-a i smatra se da
je c-FLIP jedan od najjacih gena reguliranih preko NF-kappaB (104). S obzirom na ovu ovisnost
nije iznenadujuce Sto inhibicijom NF-kappaB dolazi za brzog gubitka ekspresije c-FLIP-a. Kada
se stani¢ne linije HRS-a tretiraju cikloheksimidom (CHX) ve¢ nakon 30-60 minuta dolazi do
znacajnog smanjenja ekspresije c-FLIPS-a i c-FLIPL-a, dok razina ostalih komponenti DISC-a
ostaje ista. Takoder, nakon inhibicije c-FLIP-a, doslo je do jake aktivacije kaspaze-8 i cijelog
apoptotickog puta ovisnog o Fas. Autori su zakljucili da je protein koji je ithibiran CHX-om, a to
je c-FLIP, odgovoran za inhibiciju apoptoze ovisne o Fas u HRS stanicama (103). Tome u prilog
govori i podatak da je smanjenje ekspresije c-FLIP-a na stani¢énim linijama dovelo do
senzitizacije tih stanica na apoptozu ovisnu o tzv. receptorima smrti (u ovom slucaju Fas i
TRAIL). Aktivirani put NF-kappaB je dakle klju¢ni faktor prezivljenja HRS stanica (aktivacijom
c-FLIP-a), ali usto i prevenira smrt stanice od strane mikrookolisa. No, zanimljivo je da je
smanjenje ekspresije c-FLIP-a dovoljno da HRS stanica postane osjetljiva na apoptozu
uzrokovanu receptorima smrti, iako moze i dalje izrazavati i druge, o NF-kappaB ovisne,
antiapoptoticke proteine (105). Kako je ranije spomenuto, blokada signalnog puta Fas-a od strane
c-FLIP-a, uz jaku ekspresiju Fas-a, ima za posljedicu promjenu uloge Fas-a, koji tada moze

potaknuti proliferaciju, dakle djelovati tumorigeno.

Imunohistokemijska analiza u HRS stanicama pokazala je jaku ekspresiju Fas-a. U svim HRS
stanicama izrazen je i FADD, kao i kaspaza-8, no u vecini slu¢ajeva kod kaspaze-8 bojanje je
bilo vrlo slabo. C-FLIP bio je jako izrazen u HRS stanici, §to je u suglasju s ranijim
istrazivanjima. Nasuprot tome, HRS stanice rijetko izrazavaju FasL, ali on je Cesto izraZzen u
stanicama mikrookoliSa. Uzevsi sve u obzir, na HRS stanicama postoji imunohistokemijska
ekspresija svih komponenti Fas kompleksa. U slucaju aktivacije Fas na HRS stanicama
o¢ekivana je i jaka ekspresija c-FLIP-a, koji se inkorporira u DISC i prevenira apoptozu. U
Mathasovom radu bojanja (ispitivana i kontrolna) uspjela su u tri slu¢aja i u sva tri c-FLIP je bio

izrazen (103).
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1.2. SVRHA RADA

Istrazivanjem povezanosti imunohistokemijske ekspresije Fas, FasL te c-FLIP-a i prognosticki
relevantnih laboratorijsko-klinickih parametara mogla bi se iskazati stvarna vrijednost i vaznost
apoptotickog puta ovisnog o Fas, utjecaja razliCite ekspresije c-FLIP-a na bolest te da li je
razlic¢ita ekspresija navedenih proteina klini¢ko-prognostic¢ki znacajna. S obzirom na mogucnost
imunohistokemijskih metoda, eventualni prognosti¢ki znacaj ekspresije pojedinih proteina
(posebice c-FLIP-a) mogao bi biti i novi prognosticki parametar prilikom same dijagnoze
klasi¢nog Hodgkinovog limfoma. Nadalje, moguca povezanost pojedinog ispitivanog markera 1
losije kliniCke prognoze mogla bi, pogotovo u eri ciljanog lije¢enja, imati dodatnog utjecaja i na

terapijski pristup.
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2. HIPOTEZA

Jaca ekspresija c-FLIP proteina na Hodgkin/Reed-Sternbergovoj stanici povezana je s vise

nepovoljnih prognostickih parametara prema standardnim prognostickim indeksima.
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3. CILJEVI RADA

3.1 OPCI CILJ

U ovom radu cilj je istraziti znacaj ekspresije Fas, FasL i c-FLIP-a kao prognostic¢kih
¢imbenika u klasicnom Hodgkinovom limfomu ¢ime bi se na indirektan nac¢in moglo ukazati

na ulogu aktivacije i inhibicije apoptotickog puta ovisnog o Fas u patogenezi klasi¢nih oblika

Hodgkinovog limfoma.

3.2. SPECIFICNI CILJEVI

1. istraziti odnos izmedu ekspresije Fas, FasL 1 c-FLIP-a i prognosticki povoljnih 1
nepovoljnih skupina bolesnika te standardnih histoloskih tipova

2. istraziti utjecaj i korelaciju razlicitih ekspresija c-FLIP-a na prezivljenje bolesnika

3. istraziti povezanost ekspresije navedenih proteina s klini¢kim stadijem bolesti te

pokazateljima kao Sto su vrijednost koncentracije hemoglobina i broj limfocita
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4. MATERIJALI | METODE

4.1. MATERIJALI

4.1.1. Ispitanici

U izradi rada koristen je arhivski materijal Klini¢kog zavoda za patologiju KB Dubrava, tj.
parafinske kocke limfnih ¢vorova bolesnika kod kojih je dijagnosticiran klasicni oblik
Hodgkinovog limfoma. U analizu su uklju¢eni patohistoloSki materijali 40 bolesnika s klasicnim
oblikom Hodgkinovog limfoma kod kojih je dijagnoza postavljena u razdoblju od srpnja 2006.g.
do zaklju€no lipnja 2015.9. Uzorci za studiju su prikupljeni u skladu s Eti¢kim principima

Helsinske deklaracije, na nacin da je identitet bolesnika u svakom trenutku bio zastic¢en.
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4.2. METODE

4.2.1. Imunohistokemijske metode

Na svim preparatima odredena je ekspresija ispitivanin proteina na Hodgkin/Reed-
Sternbergovim stanicama. Imunohistokemijsko odredivanje proteinske ekspresije provedeno je
imunoenzimatskim bojanjem na parafinskim rezovima tkiva Hodgkinovog limfoma, koje je
nakon biopsije bilo rutinski fiksirano u 10% puferiranom formalinu i uklopljeno u parafin.
Nakon deparafinizacije i toplinskog otkrivanja antigena, uzorci su inkubirani primarnim
protutijelima. Za prikaz Fas (CD95) koristli smo poliklonalno zec¢je protutijelo Fas ¢-20 (sc 956,
Santa Cruz Biotechnology, California, USA), za Fas ligand poliklonalno ze¢je protutijelo Fas-L
Q-20 (sc -715, Santa Cruz Biotechnology, California, USA), a za c-FLIP poliklonalno zecje
protutielo FLIP si H-202 (sc-8347, Santa Cruz Biotechnology, California, USA).
Imunohistokemijska reakcija vizualizirana je Dako REAL EnVision detekcijskim kitom (K5007,
DAKO,Glostrup Danska) i kromogenim diaminobenzidinom (DAB, K 348, DAKO, Glostrup,
Danska), uz kontrastno bojanje Mayerovim hematoksilinom. Pri procjeni kromogene reakcije u
svjetlosnom mikroskopu, pozitivna reakcija na Fas i Fas-L protutijelo prikazala se kao
membranska smeckasta obojanost, a na FLIP s protutijelo kao smeckasta citoplazmatska
obojanost. Razina ekspresije odredena je semikvantitativno sljede¢im stupnjevima: negativna
reakcija ako je nadeno 0-10% pozitivnih HRS stanica, slabo izrazena ako je nadeno 10-50%

pozitivnih HRS stanica i jako izrazena s vise od 50% pozitivnih HRS stanica.

4.2.2. Klini¢ki parametri

Kod svakog bolesnika su odredeni nepovoljni prognosticki parametri prema klinickim 1
laboratorijskim pokazateljima prilikom postavljanja dijagnoze. Za nize klinicke stadije (CS I —

[1A) Kkoristen je GHSG i EORTC prognosti¢ki indeks, a za uznapredovale stadije medunarodni
prognosticki skor (IPS).
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4.2.3. Primarni ishod studije

Kao primarni ishod studije promatrala se razlika u ekspresiji c-FLIP proteina izmedu
prognostic¢ki povoljnih i nepovoljnih skupina bolesnika. Prognosti¢ki nepovoljnim Hodgkinovim
limfomom u niZzem stadiju smatralo se kada je bolesnik imao 1 ili viSe nepovoljnih faktora, a
istim se u skupini s uznapredovalim klinickim stadijem smatralo kada je bolesnik imao 3 ili vise
nepovoljnih prognostickih faktora. S obzirom da prema naSem znanju ne postoje podatci o jacini
ekspresije c-FLIP-a u klasi¢nim oblicima Hodgkinovog limfoma, kao klini¢ki znac¢ajnu smatrali
smo razliku od 40 postotnih bodova izmedu prognosticki povoljnih i nepovoljnih skupina
bolesnika. Uz pogresku tipa 1 od 0.05, snagu od 80%, razinu ekspresije od 50% 1 10% u
prognosticki povoljnoj odnosno nepovoljnoj skupini, u istrazivanje je bilo potrebno ukljuciti 40

bolesnika.
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4.2.4. Sekundarni ishod studije

Kao sekundarni ishod studije promatrana je razlika u prezivljenju izmedu tri skupine bolesnika
ovisno o ekspresiji c-FLIP proteina, Fas i FasL. Takoder smo usporedivali eventualno postojanje
statisti¢ki znacajne povezanosti ekspresije navedenih proteina i pojedinih parametara sadrzanih u
prognostickim indeksima. S obzirom da glavninu klasi¢nih Hodgkinovih limfoma ¢ini histoloski
tip nodularne skleroze, istrazili smo mogucu razliku u ekspresiji navedenih proteina izmedu

bolesnika s nodularnom sklerozom i ostalih.
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4.2.5. Statisticke metode

Normalnost distribucije numerickih varijabli testirana je Shapiro-Wilkovim testom. Normalno
distribuirane numeric¢ke varijable prikazane su kao srednja vrijednost + standardna devijacija 1
usporedene izmedu grupa koriste¢i T-test i jednosmjernu analizu varijance (ANOVA).
Numeri¢ke varijable koje nisu pratile normalnu distribuciju prikazane su kao medijan 1
interkvartilni raspon (IQR prema eng. interquartile range) 1 usporedene su izmedu grupa koriste¢i
Mann Whitney U test i Kruskal-Wallis ANOVA. Povezanost dvije numeri¢ke varijable testirana
je Spearmanovom korelacijom 1 izrazena je Spearmanovim koeficijentom korelacije Rho.
Kategorijske varijable prikazane su kao omyjer i postotak, a usporedene su izmedu grupa koristeci
X? test/Fisherov test gdje je to bilo prikladno. Trend porasta ili smanjenja pojedinih parametara u

odnosu na kategorije ekspresije testiran je Spearmanovom korelacijom i X? testom za trend.

Analiza prezivljenja temeljena je na metodi prema Kaplan i Meieru. Analizirani su ukupno
prezivljenje (OS prema eng. overall survival), vrijeme do progresije bolesti (TTDP prema eng.
time to disease progression) i prezivljenje bez progresije bolesti (PFS prema eng. progression

free survival). Krivulje preZivljenja usporedene su koriste¢i log-rank test.

P vrijednosti manje od 0.05 smatrane su statisticki znacajnima. P vrijednosti za viSestruke
istovremene usporedbe interpretirane su u skladu s Bonferronijevom korekcijom. Za sve analize

koristen je statisticki program MedCalc, verzija 18 (MedCalc Software bvba, Ostend, Belgium).
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5. REZULTATI

5.1. Karakteristike bolesnika

Analizirano je ukupno 40 bolesnika s klasi¢nim Hodgkinovim limfomom. Medijan dobi bio je 33
godine, distribucija bolesnika prema dobi prikazana je na Slici 2. Vec¢ina analiziranih bolesnika
bile su zene (55%), najc¢eséi podtip bio je nodularna skleroza (83%). Od 40 bolesnika njih 14
(23%) imalo je ograniCenu, a 26 (77%) uznapredovalu bolest te su prema tome i skorirani
odgovarajuc¢im prognosti¢kim sustavom. U grupi bolesnika s ograni¢enim stadijem bolesti njih 9
(64%) imalo je nepovoljnu prognozu i po GHSG i po EORTC sustavu. U grupi bolesnika s
uznapredovalim stadijem bolesti njih 13 (50%) imalo je nepovoljnu prognozu. Karakteristike
bolesnika navedene su u Tablici 1.

Medijan pracenja bio je 79 mjeseci. Petogodisnji OS bio je 87%, medijan OS nije dostignut.
PetogodiSnji PFS bio je 80%, medijan PFS nije dostignut. Petogodisnji TTDP bio je 87%,
medijan TTDP nije dostignut. Bolesnici s ograni¢enom u odnosu na uznapredovalu bolest imali
su statisti¢ki znacajno bolje PFS (100% vs 69%; P=0.037) i TTDP (100% vs 78%; P=0.027), dok
razlika u OS nije bila statisticki znacajna (100% vs 81%; P=0.294).

24



Slika 2: Distribucija bolesnika prema dobi.
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Tablica 1: Karakteristike bolesnika.
Dob bolesnika (godine) Medijan 33 IQR (25.8 —51.5)
<45 godina 27/40 (67.5%)
>45 godina 13/40 (32.5%)
Spol
M 18/40 (45%)
V4 22/40 (55%)
Dijagnoza
Nodularna skleroza 33/40 (82.5%)
Mijesana celularnost 5/40 (12.5%)
Neklasificirani 2/40 (5%)
Ann Arbor
I 1/40 (2.5%)
Il 21/40 (52.5%)




8/40 (20%)

\Y 10/40 (25%)
B simptomi

Da 22/40 (55%)
Ne 18/40 (45%)
Ogranicena bolest* 14/40 (35%)
Uznapredovala bolest 26/40 (65%)
Bulky bolest

Da 9/39 (23.1%)
Ne 30/39 (76.9%)
Ekstranodalna bolest**

Da 13/39 (33.3%)
Ne 26/39 (66.7%)
Splenomegalija**

Da 4/39 (10.3%)
Ne 35/39 (89.7%)
Hemoglobin (g/L)** 120.6 +18.2
<105 7139 (18%)
>105 32/39 (82%)
Leukociti (x10%/L)** Medijan 9.3 IQR (7.8 — 10.6)
>15 x10%/L 7/39 (18%)
<15 x10%/L 32/39 (82%)

Aps. limfociti (x10%/L)**
<0.6 x10°/L

Medijan 1.4 IQR (1.2 — 2.0)
5/38 (13.2%)

>0.6 x10%/L 33/38 (86.8%)
Albumin (g/L)** 41.5+4.85
<40 g/L 13/38 (34.2%)
>40 g/L 25/38 (65.8%)
SE (mm/h) 62.7 £ 35.3
GHSG (ograni¢ena bolest) 1IQR (0-2)
GHSG nepovoljni 9/14 (64.3%)
EORTC (ogranicena bolest) | 1 IQR (0 - 1)
EORTC nepovoljni 9/14 (64.3%)
IPS (uznapredovala bolest) | 2.5 1QR (1 - 4)

IPS nepovoljni

13/26 (50%)

Monociti (x10%/L)

0.6 IQR (0.5 - 0.8)

LMR (ly/mo ratio)

2.41QR (1.6 - 3.4)

*bolesnici u stadiju I-11A

**nisu dostupni svi podaci za sve bolesnike — bez utjecaja na izracun skorova
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5.2. Ekspresija c-FLIP

Od ukupno 40 bolesnika, 7 (17%) je bilo negativno na c-FLIP, 22 (55%) je slabo eksprimiralo, a
11 (28%) je jako eksprimiralo c-FLIP (Slika 3.).

Slika 3: Prikaz udjela bolesnika prema ekspresiji c-FLIP.

C-FLIP ekspresija

Negativna
Jaka 17%
28%
M Neg
M Slaba
M Jaka

55%

C-FLIP ekspresija nije bila povezana s prognosticki nepovoljnom skupinom bolesnika prema
GHSG, EORTC i IPI skorovima (P>0.05 za sve analize). Ekspresija c-FLIP u odnosu na klinicke
karakteristike bolesnika i prognosticke skorove prikazana je u Tablici 2. Jaca ekspresija c-FLIP-a

bila je povezana s fenotipom nodularne skleroze (P=0.020). Jaca ekspresija c-FLIP-a takoder je
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bila povezana s nizim apsolutnim brojem limfocita (P=0.015) (Slika 4.). Nitko od bolesnika s

jakom ekspresijom c-FLIP-a nije imao apsolutne limfocite vise od 1.8 x10%/L.

Na grani¢noj vrijednosti limfocita <1.5 x10%L vidi se statisti¢ki znadajan trend porasta bolesnika
s limfopenijom s obzirom na ja¢u ekspresiju c-FLIP-a (14%, 47% i 70% bolesnika s negativhom,

slabom i jakom ekspresijom c-FLIP-a ima limfopeniju definiranu na taj nacin; P=0.025).

Analizom u podgrupama bolesnika s razli¢itim rizikom uocili smo da je ovaj fenomen jasnije
prisutan u bolesnika s manje proSirenom/manje aktivnom bolesti, dok nije bio statisticki znacajan
u bolesnika s uznapredovalom bolesti, ali pokazuje vrlo jasnu tendenciju povezanosti izrazaja c-
FLIP-a i limfopenije. Povezanost c-FLIP i limfopenije bila je prisutna u bolesnika s Ann Arbor |
i 11 (0%, 50% i 80% bolesnika s negativnom, slabom i jakom ekspresijom c-FLIP; P=0.018), a
nije bila statistiCki znacajna u bolesnika s Ann Arbor Il i IV (25%, 58% i 63% bolesnika s
negativnom, slabom i jakom ekspresijom c-FLIP; P=0.466). Sli¢no tome limfopenija <1.5 x10%/L
je bila prisutna u bolesnika s odsustvom B simptoma (0%, 33% i 100% bolesnika s negativhom,
slabom i jakom ekspresijom c-FLIP; P=0.012), a nije bila statisti¢ki znacajna u bolesnika s B
simptomima (25%, 67% i 57% bolesnika s negativnhom, slabom i jakom ekspresijom c-FLIP;
P=0.403), Takoder, bila je prisutna u bolesnika s limitiranom bolesti (0%, 33% i 100% bolesnika
s negativnom, slabom i jakom ekspresijom c-FLIP; P=0.027), dok nije bila statisti¢ki znacajna u
bolesnika s uznapredovalom bolesti (33%, 44% i 60% bolesnika s negativhom, slabom i jakom
ekspresijom C-FLIP; P=0.274).

Nismo zamijetili povezanost s drugim klinickim karakteristikama.
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Slika 4: Negativna povezanost nizeg apsolutnog broja limfocita i ekspresije c-FLIP.
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Tablica 2: Ekspresija c-FLIP u odnosu na klini¢ke karakteristike bolesnika.

Negativna c- | Slaba c-FLIP | Jaka c-FLIP | UkupnaP |P
FLIP ekspresija (2) | ekspresija (3) | vrijednost | vrijednost
ekspresija (1) za za trend
razliku**
Broj bolesnika | 7/40(17.5%) | 22/40 (55%) 11/40(27.5) - -
Dob bolesnika 36.9 IQR 33 1QR 28.9 IQR
(godine) (24.7 - 53.2) (27.7 - 45) (22.2 - 49.7) 0.724 0.507
<45 godina 417 (57.1%) | 16/22(72.7%) | 7/11 (63.6%)
>45 godina 3/7 (42.9%) 6/22 (27.3%) | 4/11 (36.4%) 0.708 0.879
Spol
M 5/7 (71.4%) 7122 (31.8%) | 6/11 (54.5%)
Z 2/7 (28.6%) | 15/22(68.2%) | 5/11 (45.5%) 0.141 0.701
Dijagnoza
NS 3/7 (42.9%) | 20/22(90.9%) | 10/11(90.9) | 0.010* (1
ostali 4/7 (57.1%) 2/22 (9.1%) 1/11 (9.1%) Vs 2) 0.020*
Ann Arbor
I 0/7 (0%) 0/22 (0%) 1/11 (9.1%) 0.169
I 417 (57.1%) | 13/22 (59.1%) | 4/11 (36.4%) 0.316
i 0/7 (0%) 522 (22.7%) | 3/11 (27.3%) 0.190
\Y/ 3/7 (42.9%) 4/22 (18.2%) | 3/11 (27.3%) 0.374 0.582
B simptomi
Da 417 (57.1%) 10/22 (45.5%) | 8/11 (72.7%)
Ne 3/7 (42.9%) 12/22 (54.5%) | 3/11 (27.3%) 0.330 0.388
Limitirana
bolest
Uznapredovala | 3/7 (42.9%) 9/22 (40.9%) | 2/11 (18.2%)
bolest 47 (57.1%) | 13/22 (59.1%) | 9/11 (81.8%) 0.388 0.230
Bulky bolest
Da 3/7 (42.9%) 4/22 (18.2%) 2/10 (20%)
Ne 4/7 (57.1%) | 18/22 (81.8%) | 8/10 (80%) 0.388 0.327
Ekstranodalna
bolest
Da 217 (28.6%) 8/22 (36.4%) 3/10 (30%)
Ne 5/7 (71.4%) | 14/22 (63.6%) | 7/10 (70%) 0.899 1.000
Splenomegalija
Da 0/7 (0%) 3/22 (13.6%) 1/10 (10%)
Ne 7/7 (100%) | 19/22 (86.4%) | 9/10 (90%) 0.585 0.577
Hemoglobin
(g/L) 124.1 +20.6 119 +18.8 121.8 +13.9 | 0.902 0.837
<105 g/L 1/7 (14.3%) 5/21 (23.8%) | 1/11 (9.1%)
>105 g/L 6/7 (85.7%) | 16/21 (76.2%) | 10/11(90.9%) | 0.566 0.656
Leukociti 87IQR(7.7-| 10IQR(89- | 89IQR (7.9-| 0.209 0.909
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(x10%/L) 9.6) 14.9) 9.9)
>15 x10°%/L 1/7 (14.3%) 5/21 (23.8%) 1/11 (9.1%) | 0.566 0.656
<15 x10%/L 6/7 (85.7%) | 16/21 (76.2%) | 10/11 (90.9%)
Aps. limfociti | 2.2 IQR(1.8- | 1.5I1QR (1.1- | 1.3 IQR (0.98 | 0.052 (1
(x10%/L) 3) 2) - 1.6) Vs 3) 0.015*
<0.6 x10%/L 0/7 (0%) 3/21 (14.3%) 2/10 (20%)
>0.6 x10%/L 7/7 (100%) | 18/21 (85.7%) | 8/10 (80%) | 0.474 0.246
Albumin (g/L) 43.4 5.5 40.3 5.1 42 £3.6 0.288 0.681
<40 g/L 1/7 (14.3%) | 10/21 (47.6%) | 2/10 (20%)
>40 g/L 6/7 (85.7%) | 11/21 (52.4%) | 8/10 (80%) | 0.149 0.989
SE (mm/h) 70.6 +41.3 62.9 +37.5 56.8 +27.9 0.776 0.483
GHSG
(ograni¢ena
bolest) 2IQR(1-2) | 1IQR(0-1) | 1IQR(1-1) | 0.806 0.775
GHSG
nepovoljni 2/3 (66.7%) 5/9 (55.6%) 2/2 (100%) 0.492 0.546
EORTC
(ograni¢ena 1.51QR (1.25
bolest) 11IQR(0.5-1) | 1IQR(0-1) - 1.75) 0.322 0.323
EORTC
nepovoljni 2/3 (66.7%) 5/9 (55.6%) 2/2 (100%) 0.492 0.546
IPS
(uznapredovala | 2.51QR (1.8 -
bolest) 3.3) 3IQR(1-4) | 2IQR(1-4) | 0.985 0.904
IPS nepovoljni 2/4 (50%) 7/13 (53.8%) 4/9 (44.4%) 0.910 0.773
Monociti 05IQR(0.5- | 0.6IQR(0.5- | 0.6 IQR (0.5 -
(x10%/L) 0.8) 0.7) 0.9) 0.887 0.758
LMR (ly/mo 2.2 1QR
ratio) 281QR(1.7-| 241QR (1.4 - (1.445 -

4.7) 3.3) 2.929) 0.454 0.257

*statisticki znacajno na razini P<0.05

**u sluCaju ukupno znacajnog/blizu znacajnog rezultata u zagradi su dane podgrupe medu

kojima je prisutna statisticki znacajna razlika (P<0.05)

Ekspresija c-FLIP-a nije utjecala na OS, TTDP niti PFS (P>0.05 za sve analize) u nasoj kohorti
bolesnika (Slike 5., 6., 7.)
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Slika 5: Povezanost c-FLIP i OS.

Medijan OS nije dostignut niti u jednoj podgrupi bolesnika.
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Slika 6: Povezanost c-FLIP i TTDP.

Medijan TTDP nije dostignut niti u jednoj podgrupi bolesnika.

Vrijeme do progresije i C-FLIP ekspresija
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Slika 7: Povezanost c-FLIP i PFS.

Medijan PFS nije dostignut niti u jednoj podgrupi bolesnika.

Prezivljenje bez progresije i C-FLIP
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5.3. Ekspresija Fas

Od ukupno 40 bolesnika, 4 (10%) je bilo negativno na Fas, 13 (32%) je slabo eksprimiralo, a 23
(58%) je jako eksprimiralo Fas (Slika 8.).

Slika 8: Prikaz udjela bolesnika prema ekspresiji Fas.

FAS ekspresija

Negativna
10%

M Neg
Slaba - Slaba
Jaka 32%
53% I Jaka

Fas ekspresija nije bila povezana s prognosticki nepovoljnom skupinom bolesnika prema GHSG,
EORTC 1 IPI skorovima (P>0.05 za sve analize). Ekspresija Fas u odnosu na klinicke
karakteristike bolesnika i prognosticke skorove prikazana je u Tablici 3. Nismo utvrdili

statisticki znacaje korelacije.
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Tablica 3: Ekspresija Fas u odnosu na klinicke karakteristike bolesnika.

Negativna Slaba Fas Jaka Fas Ukupna P P
Fas ekspresija ekspresija (3) | vrijednost | vrijednost
ekspresija (2) za za trend
(1) razliku**
Broj bolesnika 4/40 (10%) 13/40 23/40 (57.5%) - -
(32.5%)
Dob bolesnika 30.3IQR 33.7IQR 32.2 IQR (25.7 -
(godine) (22.9 - 43.7) (27.3 - 46) 50.9) 0.819 0.932
<45 godina 3/4 (75%) 9/13 (69.2%) | 15/23 (65.2%)
>45 godina 1/4 (25%) 4/13 (30.8%) | 8/23 (34.8%) 0.916 0.678
Spol
M 1/4 (25%) | 6/13 (46.2%) | 11/23 (47.8%)
V4 3/4 (75%) 7/13 (53.8%) | 12/23 (52.2%) 0.695 0.492
Dijagnoza 12/13
NS 2/4 (50%) (92.3%) 19/23 (82.6%)
ostali 2/4 (50%) | 1/13 (7.7%) | 4/23 (17.4%) 0.150 0.411
Ann Arbor
I 0/4 (0%) 0/13 (0%) 1/23 (4.3%) 0.428
I 4/4 (100%) | 7/13 (53.8%) | 10/23 (43.5%) 0.060
i 0/4 (0%) 1/13 (7.7%) 7123 (30.4%) 0.059
\Y/ 0/4 (0%) 5/13 (38.5%) | 5/23 (21.7%) 0.246 0.892
B simptomi
Da 2/4 (50%) 7/13 (53.8%) | 13/23 (56.5%)
Ne 2/4 (50%) 6/13 (46.2%) | 10/23 (43.5%) 0.966 0.794
Ogranicena
bolest
Uznapredovala 214 (50%) 4/13 (30.8%) | 8/23 (34.8%)
bolest 2/4 (50%) 9/13 (69.2%) | 15/23 (65.2%) 0.779 0.748
Bulky bolest
Da 0/4 (0%) 4/13 (30.8%) | 5/22 (22.7%)
Ne 4/4 (100%) | 9/13 (69.2%) | 17/22 (77.3%) 0.442 0.633
Ekstranodalna
bolest
Da 0/4 (0%) 7/13 (53.8%) | 6/22 (27.3%)
Ne 4/4 (100%) | 6/13 (46.2%) | 16/22 (72.7%) 0.090 1.000
Splenomegalija
Da 0/4 (0%) 3/13 (23.1%) 1/22 (4.5%)
Ne 4/4 (100%) | 10/13(76.9%) | 21/22 (95.5%) 0.169 0.507
Hemoglobin 125.3 £21.3
(g/L) 115.8 +13.8 | 2/12 (16.7%) 119.1 £16.1 0.441 0.690
<105 g/L 1/4 (25%) 10/12 4/23 (17.4%)
>105 g/L 3/4 (75%) (83.3%) 19/23 (82.6%) 0.926 0.800
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Leukociti 89IQR(8.3-| 99IQR (7.9 | 9.5IQR(7.9-
(x10%/L) 9.2) - 16.9) 10.4) 0.175 0.976
>15 x10%/L 0/4 (0%) 4/12 (33.3%) 3/23 (13%)
<15 x10%/L 4/4 (100%) | 8/12 (66.7%) 20/23 (87%) 0.204 0.800
Aps. limfociti 1.6 IQR (1.2
(x10%/L) 2.110R (1.6 - - 2.6)
<0.6 x10%/L 2.2) 1/12 (8.3%) | 1.41QR(1-1.8)| 0.388 0.189
>0.6 x10%/L 1/4 (25%) 11/12 3/22 (13.6%)

3/4 (75%) (91.7%) 18/22 (81.8%) 0.653 0.917
Albumin (g/L) 41.8 +2.2 42.6 5.6 40.5 +4.8 0.537 0.328
<40 g/L 1/4 (25%) 3/12 (25%) 9/22 (40.9%)
>40 g/L 3/4 (75%) 9/12 (75%) 13/22 (59.1%) 0.594 0.353
SE (mm/h) 71.8 £38 59.1 £35.6 63 £36.1 0.848 0.986
GHSG
(ograni¢ena 2510R (1.5
bolest) 0IQR (0-0) - 3) 11QR (0.75-1) | 0.096 0.833
GHSG
nepovoljni 0/2 (0%) 3/4 (75%) 6/8 (75%) 0.122 0.101
EORTC
(ograni¢ena 1IQR(1-
bolest) 01QR (0-0) 1.3) 11QR(0-1) 0.095 0.739
EORTC
nepovoljni 0/2 (0%) 4/4 (100%) 5/8 (62.5%) 0.054 0.382
IPS
(uznapredovala | 2.51QR (1.8 -
bolest) 3.3) 3IQR (1-4) 21QR (1-4) 0.954 0.801
IPS nepovoljni 1/2 (50%) 6/9 (66.7%) 6/15 (40%) 0.449 0.355
Monociti 06IQR(0.4-] 0.7IQR (0.5 | 0.6IQR(0.5-
(x10%/L) 0.7) -1) 0.7) 0.417 0.561
LMR (ly/mo 41QR(2.7- | 23IQR (1.6 | 2.2IQR (1.55-
ratio) 6.2) - 2.9) 3.2) 0.413 0.586

*statisticki znacajno na razini P<0.05

**u sluCaju ukupno znacajnog/blizu znacajnog rezultata u zagradi su dane podgrupe medu

kojima je prisutna statisticki znacajna razlika (P<0.05)

Ekspresija Fas nije utjecala na OS, TTDP niti PFS (P>0.05 za sve analize) u nasoj kohorti
bolesnika (Slike 9., 10.i11.)
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Slika 9: Povezanost Fas i OS.

Medijan OS nije dostignut niti u jednoj podgrupi bolesnika.
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Slika 10: Povezanost Fas i TTDP.

Medijan TTDP nije dostignut niti u jednoj podgrupi bolesnika.
Vrijeme do progresije i FAS ekspresija
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Slika 11: Povezanost Fas i PFS.

Medijan PFS nije dostignut niti u jednoj podgrupi bolesnika.
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5.4. Ekspresija FasL

Od ukupno 40 bolesnika, 14 (35%) je bilo negativno na FasL, 11 (27%) je slabo eksprimiralo, a
15 (38%) je jako eksprimiralo FasL (Slika 12.).

Slika 12: Prikaz udjela bolesnika prema ekspresiji FasL.

FASL ekspresija

Negativna
Jaka 35%
(0]
b M Neg
M Slaba
1 Jaka

27%

FasL ekspresija nije bila povezana s prognosti¢ki nepovoljnom skupinom bolesnika prema
GHSG, EORTC skorovima (P>0.05 za obje analize), ali je bila povezana s prognosticki
povoljnom podgrupom bolesnika prema IPS skoru (P=0.018). Ekspresija FasL u odnosu na
klini¢ke karakteristike bolesnika i prognosticke skorove prikazana je u Tablici 4. Bolesnici sa

snaznijom ekspresijom FasL rjede su imali anemiju (P=0.032) (Slika 13.)
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Povezanost slabije FasL ekspresije i anemije bila je prisutna u bolesnika s izrazenim B
simptomima (50%, 29% i 0% bolesnika s negativnhom, slabom i jakom ekspresijom FasL;
P=0.028), dok nije bila statisticki znaCajna u bolesnika bez B simptoma (14%, 25% i 0%
bolesnika s negativnom, slabom i jakom ekspresijom FasL; P=0.395). Sli¢no tome povezanost je
bila prisutna u bolesnika s uznapredovalom bolesti (44%, 25% i 0% bolesnika s negativnom,
slabom i jakom ekspresijom FasL; P=0.033), dok nije bila statisticki znacajna u bolesnika S
ogranicenom bolesti (0%, 33% i 0% bolesnika s negativnom, slabom i jakom ekspresijom FasL;
P=0.796).

Slika 13: Medu bolesnicima s jacom ekspresijom FasL bio je manji udio bolesnika s anemijom
(hemoglobin <105 g/L)
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Tablica 4: Ekspresija FasL u odnosu na klinicke karakteristike bolesnika.

Negativna Slaba FasL Jaka FasL Ukupna P P
FasL ekspresija ekspresija (3) | vrijednost | vrijednost
ekspresija (2) za za trend
(1) razliku**
Broj bolesnika 14/40 (35%) | 11/40(27.5%) | 15/40 (37.5%) - -
Dob bolesnika 31.4 1QR (26 36.9 IQR 32.21QR (25.1 -
(godine) -57.4) (26.5 - 47.2) 46.2) 0.875 0.611
<45 godina 9/14 (64.3%) | 8/11 (72.7%) | 10/15 (66.7%)
>45 godina 5/14 (35.7%) | 3/11 (27.3%) | 5/15 (33.3%) 0.901 0.897
Spol
M 6/14 (42.9%) | 4/11 (36.4%) | 8/15 (53.3%)
V4 8/14 (57.1%) | 7/11 (63.6%) | 7/15 (46.7%) 0.678 0.563
Dijagnoza
NS 11/14(78.6%) | 9/11 (81.8%) | 13/15 (86.7%)
ostali 3/14 (21.4%) | 2/11 (18.2%) | 2/15 (13.3%) 0.846 0.566
Ann Arbor
I 0/14 (0%) 0/11 (0%) 1/15 (6.7%) 0.246
I 6/14 (42.9%) | 7/11 (63.6%) | 8/15 (53.3%) 0.583
i 4/14 (28.6%) | 2/11 (18.2%) | 2/15 (13.3%) 0.307
\Y/ 4/14 (28.6%) | 2/11 (18.2%) | 4/15 (26.7%) 0.766 0.915
B simptomi
Da 7/14 (50%) | 7/11 (63.6%) | 8/15 (53.3%)
Ne 7/14 (50%) | 4/11 (36.4%) | 7/15 (46.7%) 0.783 0.867
OgraniCena
bolest 4/14(28.6%) | 3/11 (27.3%) 7115 (46.7%)
Uznapredovala
bolest 10/14(71.4%) | 8/11 (72.7%) | 8/15 (53.3%) 0.487 0.302
Bulky bolest
Da 4/14 (28.6%) | 2/11 (18.2%) | 3/14 (21.4%)
Ne 10/14(71.4%) | 9/11 (81.8%) | 11/14 (78.6%) 0.815 0.654
Ekstranodalna
bolest
Da 6/14 (42.9%) | 3/11 (27.3%) | 4/14 (28.6%)
Ne 8/14 (57.1%) | 8/11 (72.7%) | 10/14 (71.4%) 0.639 0.423
Splenomegalija
Da 1/14 (7.1%) | 2/11 (18.2%) 1/14 (7.1%)
Ne 13/14(92.9%) | 9/11 (81.8%) | 13/14 (92.9%) 0.593 1.000
Hemoglobin
(g/L) 118.2 +22.8 | 117.3114.8 125.3 +13.9 0.526 0.331
<105 g/L 4/13 (30.8%0) | 3/11 (27.3%) 0/15 (0%0)
>105 g/L 9/13 (69.2%) | 8/11 (72.7%) | 15/15 (100%) 0.068 0.032*
Leukociti 10.11IQR (7.8 | 91QR(8.3- | 9.5IQR (7.8 - 0.794 0.549

43



(x10%/L) -14.9) 11.3) 10)
>15 x10°%/L 3/13 (23.1%) | 2/11 (18.2%) | 2/15 (13.3%) 0.799 0.503
<15 x10%/L 10/13(76.9%) | 9/11 (81.8%) | 13/15 (86.7%)
Aps. limfociti 1.41QR (0.8 -
(x10%/L) 2.1) 1.71QR(1.2 | 14I1QR(1.2-
<0.6 x10%/L 2/13 (15.4%) -2.2) 1.8) 0.754 0.971
>0.6 x10°/L 10/13 2/11 (18.2%) |  1/14 (7.1%)

(76.9%) 9/11 (81.8%) | 13/14 (92.9%) 0.690 0.519
Albumin (g/L) 39.745.9 40.6 4.2 43.4 +3.8 0.123 0.055
<40 g/L 6/13 (46.2%) | 5/11 (45.5%) | 2/14 (14.3%)
>40 g/L 7/13 (53.8%) | 6/11 (54.5%) | 12/14 (85.7%) 0.141 0.078
SE (mm/h) 77 +42.6 57.4 £32.7 54.6 +28.4 0.386 0.231
GHSG
(ograni¢ena 11QR (0 - 0IQR (0-
bolest) 2.3) 0.5) 11QR(1-1.5) | 0.361 0.559
GHSG
nepovoljni 2/4 (50%) 1/3 (33.3%) 6/7 (85.7%) 0.222 0.179
EORTC
(ograni¢ena 11QR (0.8 - 0IQR (0-
bolest) 1.3) 0.5) 11IQR(0.5-1) | 0.422 0.989
EORTC
nepovoljni 3/4 (75%) 1/3 (33.3%) 5/7 (71.4%) 0.448 0.963
IPS
(uznapredovala 1.51QR (0.8
bolest) 3IQR (3-4) - 4) 21QR (1-2.75) | 0.324 0.240
IPS nepovoljni | 8/10 (80%) | 3/8 (37.5%) 2/8 (25%0) 0.047* 0.018*
Monociti 06 IQR(0.5-| 05IQR (0.5 | 0.61QR(0.5-
(x10%/L) 1) -0.9) 0.7) 0.433 0.247
LMR (ly/mo 1.71QR(1.2- | 3IQR(2.1- | 24 1QR (1.65-
ratio) 2.8) 4) 3.2) 0.209 0.247

*statisticki znacajno na razini P<0.05
**u sluCaju ukupno znacajnog/blizu znacajnog rezultata u zagradi su dane podgrupe medu

kojima je prisutna statisticki znacajna razlika (P<0.05)

Ekspresija FasL nije utjecala na OS, TTDP niti PFS (P>0.05 za sve analize) u nasoj kohorti
bolesnika (Slike 14., 15.,16.). Obzirom na oblik krivulja, postoje naznake da bi negativna

ekspresija FasL mogla biti povezana s kra¢im vremenom do progresije 1 kra¢im PFS.
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Slika 14: Povezanost FasL i OS.

Medijan OS nije dostignut niti u jednoj podgrupi bolesnika.
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Slika 15: Povezanost FasL i TTDP.

Medijan TTDP nije dostignut u skupinama bolesnika sa slabom i jakom ekspresijom dok je bio
82 mjeseca u onih s negativnom.
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Slika 16: Povezanost FasL i PFS.

Medijan PFS nije dostignut u skupinama bolesnika sa slabom i jakom ekspresijom dok je bio 82
mjeseca u onih s negativnom.
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6. RASPRAVA

Ova studija je, prema nasim saznanjima, prva u kojoj je ispitan odnos ekspresije faktora
apoptotickog puta ovisnog o Fas te c-FLIP proteina kao njegovog inhibitora na Hodgkin/Reed-
Sternbergovoj stanici s priznatim klinickim prognostickim sustavima u klasicnom obliku
Hodgkinovog limfoma. Po prvi put smo pokazali da bolesnici s jacom ekspresijom c-FLIP
proteina na tumorskoj stanici imaju znacajno ¢esc¢e limfopenije te da je jaka ekspresija c-FLIP-a
povezana s podtipom nodularne skleroze, koji je i najéeséi histoloski tip Hodgkinovog limfoma.
Vazno je naglasiti da je broj bolesnika u nasoj kohorti s drugim histoloskim podtipovima vrlo
mali zbog Cega ne moZemo sa sigurnoséu tvrditi kakva je ekspresija c-FLIP-a u preostalim
histoloskim oblicima. Medutim, na$ rezultat ipak sugerira da je jaca ekspresija c-FLIP-a
povezana prvenstveno s podtipom nodularne skleroze. Vec¢ina bolesnika imala je pozitivnu

ekspresiju c-FLIP proteina (33/40; 83%) sto je u skladu s dosad objavljenim radovima.

Osim s fenotipom nodularne skleroze jaca ekspresija c-FLIP-a takoder je bila povezana s nizim
apsolutnim brojem limfocita. Limfopenija je poznata Kkarakteristika klasicnog oblika
Hodgkinovog limfoma. SniZen apsolutni broj limfocita je neovisno povezan s loSijom
prognozom, iako se u radovima cesto koriste razli¢ite apsolutne grani¢ne vrijednosti
(106)(107)(108). Nitko od bolesnika u nasoj kohorti s jakom ekspresijom c-FLIP-a nije imao
apsolutne limfocite vise od 1.8 x10%L. Vazno je naglasiti da u nasoj studiji nismo zasebno
ispitivali povezanost ekspresije c-FLIP-a i razli¢itih gradacija dubine limfopenije, nego samo
povezanost s limfopenijom, arbitrarno odredenom kao ALC <1.5 x109/L (Sto je i definicija
limfopenije u vecini radova) i s granicom vrijednosti limfocita <0.6 x 109/L (granica teSke
limfopenije prema Hasenclever indeksu). Prema prvoj navedenoj definiciji limfopenije vidi se
statisticki znacajan trend porasta bolesnika s obzirom na jacu ekspresiju c-FLIP-a. Analizom u
podgrupama bolesnika s razli¢itim rizikom uo€ili smo da je ovaj fenomen prisutan jasnije u
bolesnika s manje proSirenom/manje aktivnom bolesti, dok nije bio statisticki znacajan u
bolesnika s uznapredovalom bolesti. Vjerojatno isto vrijedi i za granicu definiranu prema
Hasencleverovom indeksu (teska limfopenija), ali nismo to uspjeli pokazati kao statisticki
znacajan rezultat zbog ograni¢enog broja ispitanika uklju¢enih u istrazivanje. Ipak, dobiveni
rezultati ukazuju na jasnu tendenciju produbljenja limfopenije s jacom ekspresijom c-FLIP-a.

Na$ rezultat upucuje da vec i U ograni¢enim stadijima Hodgkinovog limfoma postoji limfopenija
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ukoliko je jace eksprimiran c-FLIP. Mehanizam kojim bi c-FLIP utjecao na smanjenje broja
cirkuliraju¢ih limfocita je nejasan. Moguce je da je jaca ekspresija c-FLIP-a i blokiranje Fas,
¢ime se promijenila uloga Fas u protumorsku, utjecala na nacin i jacinu signalizacije i izlu¢ivanje
upalnih citokina (npr. smanjenjem izlu¢ivanja IL-2) te na taj nacin jo§ jaCeg djelovanja na
mikrookoli$ i supresiju limfocita. Takoder, blokada apoptoze, na neki nacin ,,0slobada“ i potice
tumorski protunapad, s obzirom na prisutan izrazaj Fas i FasL na HRS stanicama. S obzirom na
blokadu apoptoze od strane c-FLIP-a moguce je da stimulacija Fas receptora topljivim oblikom
FasL (sFasL, soluble FasL) koji nastaje razgradnjom mFasL metaloproteinazama (52) ima, kako
je u literaturi i opisano, ulogu u promoviranju tumorskog rasta (53), a time moguce pridonosi i
limfopeniji. Zanimljiva bi mogla biti i pretpostavka da se zbog jake ekspresije c-FLIP-a ne
realizira bioloSki pretpostavljena apoptoza HRS stanice preko Fas/FasL. Zbog bioloSkog
nastojanja imunoloskog sustava da ipak eliminira HRS stanicu dolazi do porasta ekspresije Fas
na povrsini HRS stanice. Ta povecana ekspresija Fas mogla bi dovesti do olak$anog vezanja s
FasL na limfocitima mikrookolisa tj. limfocitima koji infiltriraju tumor, i posljedi¢no,

limfopenije.

C-FLIP ekspresija nije bila povezana s prognosti¢ki nepovoljnom skupinom bolesnika prema
GHSG, EORTC i IPS skorovima (P>0.05 za sve analize). Takoder, kod ostalih faktora koji
sacinjavaju klinicke prognosticke sustave nije bilo korelacije s ja¢inom ekspresije c-FLIP
proteina. Ekspresija c-FLIP proteina nije utjecala na OS, TTDP niti PFS (p>0.05 za sve
usporedbe) u nasoj kohorti bolesnika. Moguce je da uc¢inak kemoterapije ponistava i negativan
efekt jake ekspresije c-FLIP. Navedeno je relativno tesko ispitati obzirom na odli¢ne rezultate
lijecenja Hodgkinovog limfoma danas. Istrazivanja ¢e svakako biti konkluzivnija uklju¢enjem

veceg broja bolesnika i njihovim duzim prac¢enjem.

Od ukupno 40 bolesnika njih 90% bilo je pozitivno na Fas. Od toga njih 13 (32%) je imalo slabu,
a 23 (58%) jaku ekspresiju Fas. Navedeno je sukladno dosadasnjim podacima iz literature (103).
Naime, za razliku od solidnih tumora u klasi¢nim oblicima Hodgkinovog limfoma nalazimo jaku
ekspresiju Fas. Unato¢ tome, ne dolazi do pojacane apoptoze, ponajvise zahvaljujuci
inkorporaciji c-FLIP-a u DISC, nego naprotiv, Fas izrazava “protumorski” efekt. Fas ekspresija
takoder nije bila povezana s prognosticki nepovoljnom skupinom bolesnika prema GHSG,

EORTC i IPS skorovima (P>0.05 za sve analize). Usporedbom ekspresije Fas s klini¢ckim
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karakteristikama bolesnika i njihove bolesti nismo utvrdili statisticki znacaje korelacije. Takoder,
ekspresija Fas nije utjecala na OS, TTDP niti PFS (p>0.05 za sve usporedbe) u nasoj kohorti
bolesnika.

Ekspresija FasL bila je prisutna u 26 od 40 (65%) nasih bolesnika. Od toga je njih 11 (27%)
imalo slabu, a 15 (38%) jaku ekspresiju FasL. Navedeno je u suprotnosti s rijetkim radovima o
ekspresiji FasL na Reed-Sternbergovoj stanici (103). Naime, HRS stanica rijetko izrazava FasL,
dok je u naSoj kohorti viSe od tre¢ine bolesnika imalo jaku ekspresiju, a dodatna tre¢ina slabu, ali
prisutnu ekspresiju FasL. Ekspresija FasL nije bila povezana s prognosti¢cki nepovoljnom
skupinom bolesnika prema GHSG, EORTC skorovima (P>0.05 za obje analize), ali je bila

povezana s prognosti¢ki povoljnom podgrupom bolesnika prema IPS skoru.

Nasi rezultati pokazuju povezanost izmedu slabije ekspresije FasL 1 loSije prognoze u bolesnika s
uznapredovalom boles¢u. To se vidi iz znacajno veceg udjela bolesnika s nepovoljnim IPS-om u
skupinama s manjom ekspresijom FasL. Takoder, krivulje prezivljenja bez progresije moguce
pokazuju tendenciju logije prognoze bolesnika s negativnom ekspresijom FasL. Cini se da je
vrijeme do progresije krace u bolesnika s negativnom ekpresijom FasL. Nepostojanje statisticke
znacajnosti rezultata u smislu PFS-a posljedica je malog broja dogadaja u istrazivanoj grupi

bolesnika.

Usporedbom klini¢ko-patoloskih karakteristika bolesnika s ekspresijom FasL, vidljivo je da su u
naSoj kohorti bolesnici s jacom ekspresijom FasL rjede imali anemiju od bolesnika s negativnhom
ekspresijom. Povezanost slabije FasL ekspresije i anemije bila je prisutna u bolesnika s
izrazenim B simptomima, dok nije bila statisticki znacajna u bolesnika bez B simptoma. Sli¢no
tome povezanost je bila prisutna u bolesnika s uznapredovalom bolesti, dok nije bila statisti¢ki
znacajna u bolesnika s ograni¢enom bolesti. Nema puno poveznica izmedu aktivacije Fas/FasL
apotpotickog puta i anemije u hematoloskim bolestima. Postoji nekoliko istrazivanja tog puta u
patogenezi teSke aplasticne anemije (severe aplastic anemia, SAA) gdje je nadena znacajno jaca
ekspresija FasL u CD8+ limfocitima kod bolesnika sa SAA u odnosu na kontrolu, Sto je
shvaceno kao uzrok pojacane apoptoze hematopoetskih stanica u toj bolesti (109). U studiji u
kojoj je ispitivana ekspresija FasL u kostanoj srzi bolesnika s mijelodisplasti¢nim sindromom
(MDS) i akutnom mijeloicnom leukemijom (AML), nadena je znacajno jaca ekspresija FasL u

odnosu na kontrole. Bolesnici s jacom ekspresijom FasL imali su znacajno nize vrijednosti
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hemoglobina. Jaka ekspresija FasL kod bolesnika s MDS-om korelirala je s losijim ukupnim
prezivljenjem (110). Nije jasan mehanizam kojim bi pojac¢ana ekspresija FasL kod nasih
bolesnika utjecala na manju uéestalost anemije. Cinjenica je da se kod prethodno opisanih bolesti
radi o stanicama koje su u koStanoj srzi, a anemija se objasnjava pojacanom apoptozom
hematopoetskih, posebno eritroidnih prekursora. U klasi¢énim oblicima Hodgkinovog limfoma
infitracija koStane srzi nije Cesta. No, opisano je i da FasL u kulturi hematopoetskih stanica ima
protektivnu ulogu inhibiraju¢i apoptozu (111), a da FasL ima i troficke efekte na hematopoetske
progenitore (112). Navedeno bi moglo objasniti i protektivni u¢inak FasL, oslobadanjem FasL u
cirkulaciju (soluble Fas, sFas) s povrSine HRS stanice. U naSoj studiji jaa ekspresija FasL na
HRS stanici pokazala se na neki nafin “protektivnom”, pogotovo u uznapredovalim stadijima
bolesti. Naime, osim pojedinaénog utjecaja na manju ucestalost anemije i bolesnici s
uznapredovalom bolesti i ja¢im izrazajem FasL imali su, kako je ve¢ spomenuto, povoljniji IPS.
U skupini s negativnom ekspresijom FasL ¢ak 80% bolesnika s uznapredovalom bolesti imalo je
nepovoljniji IPS, nasuprot samo 25% u skupini s jakim izrazajem FasL. Navedeno je svojevrsno
iznenadenje, s obzirom da se ekpresija FasL obi¢no smatra negativnom karakteristikom, ali
ranije spomenuto govori 1 0 mogucénosti stimulativnog ucinka FasL na hematopoezu (dualna
uloga FasL). Sveukupno, ekspresija FasL u naSoj studiji nije utjecala na OS, TTDP niti PFS
(p>0.05 za sve usporedbe), no postoje naznake da bi nedostatak ekspresije mogao biti povezan s
kra¢im TTDP i PFS-om.

OgraniCenja ovog rada su relativno mali broj bolesnika, heterogena populacija, iskustvo jednog
centra i retrospektivni dizajn studije. Unato¢ tome, nasi rezultati ukazuju na mogucu vaznost
medijatora apoptoze u patofiziologiji klasi¢nog Hodgkinovog limfoma. Neki od ispitivanih
proteina mogli bi predstavljati zanimljive terapijske ciljeve, kao i potencijalno korisne

prognosti¢ke biomarkere.,
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7. ZAKLJUCAK

Zakljuc¢no, c-FLIP ima dokazano bitnu ulogu u izbjegavanju apoptoze od strane HRS stanice u
klasicnom obliku Hodgkinovog limfoma. Nasi rezultati sugeriraju da je jaca ekspresija c-FLIP-a
povezana s najces¢im histoloskim podtipom, nodularnom sklerozom. Limfopenija je znacajan
negativni prognosticki faktor kod bolesnika s klasicnim Hodgkinovim limfomom i jedini
¢imbenik koji jasno korelira s ekspresijom c-FLIP-a u nasoj kohorti bolesnika. No, c-FLIP
ekspresija nije bila povezana s prognosticki nepovoljnom skupinom bolesnika prema GHSG,
EORTC i IPI skorovima. Istrazivanja ¢e svakako biti konkluzivnija ukljucenjem veceg broja
bolesnika i njihovim duzim pracenjem. Za razliku od nekih radova, tre¢ina nasih bolesnika imala
je jaku ekspresiju FasL. FasL ekspresija nije bila povezana s prognosticki nepovoljnom
skupinom bolesnika prema GHSG, EORTC skorovima, ali je bila povezana s prognostic¢ki
povoljnom podgrupom bolesnika prema IPS skoru. Nasi rezultati pokazuju povezanost izmedu
slabije ekspresije FasL i loSije prognoze kod bolesnika s uznapredovalom bolesti. Bolesnici s
jakom ekspresijom FasL imali su znacajno manju ucestalost anemije od bolesnika s negativnom
ekspresijom. Navedeno je vjerojatno rezultat kompleksnih interakcija s mikrookolisem koje su za
sada nepoznate. Obzirom na rezultate nase studije imunohistokemijsko odredivanje ekspresije
Fas, FasL i c-FLIP-a bi, zbog jednostavnosti izvedbe, moglo biti od dodatne pomoc¢i kao

biolosko-prognosticki parametar pri dijagnozi klasi¢nog oblika Hodgkinovog limfoma.
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8. SAZETAK

Hodgkinova/Reed Sternbergova stanica je stanica porijekla B limfocita 1 kompleksnim
interakcijama sa svojim okoliSem odgovorna je za bioloske i klinicke efekte bolesti. HRS stanice
obi¢no nemaju izrazen B-stani¢ni receptor (BcR). Normalne stanice germinativnog centra
limfnog ¢vora koje nemaju izrazen ovaj receptor eliminiraju se preko apoptotickog puta ovisnog
0 Fas. Smatra se da je za rezistenciju HRS stanice na Fas posredovanu apoptozu odgovoran c-
FLIP protein. lako je patogeneza Hodgkinovog limfoma, a time i mehanizmi prezivljavanja Reed
Sternbergove stanice ve¢ dugo istrazivana, postoji malo relevantnih radova o utjecaju Fas i FasL
proteina na klinicki tijek i prognozu bolesti. Korelacijom izmedu imunohistokemijske ekspresije
markera apoptoze i laboratorijsko-klinickih parametara koji sacinjavaju poznate prognosticke
indekse (EORTC/GHSG, IPS) u naSoj kohorti bolesnika utvrdili smo po prvi puta da bolesnici s
jacom ekspresijom c-FLIP proteina na HRS stanici imaju znacajno ¢esée limfopeniju te da je
jaka ekspresija c-FLIP-a povezana s podtipom nodularne skleroze, koji je i najées¢i histoloski tip
Hodgkinovog limfoma. No, c-FLIP ekspresija nije bila povezana s prognosticki nepovoljnom
skupinom bolesnika prema GHSG, EORTC i IPS skorovima. FasL ekspresija nije bila povezana
s prognosticki nepovoljnom skupinom bolesnika prema GHSG, EORTC skorovima, ali je bila
povezana s prognosticki povoljnom podgrupom bolesnika prema IPS skoru. Takoder, jaca
ekspresija FasL povezana je sa znacajno nizom ucestalos¢u anemije. Usporedbom ekspresije Fas,
FasL i c-FLIP s ostalim klinickim karakteristikama bolesnika i njihove bolesti nismo utvrdili
statisticki znacajne korelacije. Nije bilo utjecaja jacine ekspresije navedenih proteina, pa ni c-

FLIP-a na ukupno prezivljenje ili vrijeme do progresije bolesti.
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9. SUMMARY

Hodgkin/Reed Sternberg cell is a cell of lymphocyte B origin and due to its complex interactions
with its microenvironment, is responsible for biological and clinical manifestations of Hodgkin
lymphoma. HRS cells usually lack B-cell receptor (B¢cR). Normal lymph node cells without BcR
undergo Fas (CD95)-mediated apoptosis. Mechanisms of HRS cell survival, although explored,
have not been truly elucidated yet. It is believed that c-FLIP mediates resistance of HRS to Fas-
mediated apoptosis. Correlation between immunohistochemical expression of apoptosis markers
and clinical and laboratory parameters integrated in standardized prognostic indexes
(EORTC/GHSG/IPS) in our study cohort showed for the first time that patients with stronger c-
FLIP expression had significantly more lymphopenias. Also, expression of c-FLIP showed
strong correlation to nodular sclerosis subtype, which is the most common histologic type of
Hodgkin lymphoma. C-FLIP expression did not correlate with unfavourable prognosis according
to GHSG, EORTC and IPS. There were significantlly less patients with unfavourable IPS score
in group of patients with stronger FasL expression. Also, patients with stronger FasL expression
had significantly less anemia compared to those without it. Comparison of Fas, FasL and c-FLIP
expression with other clinical and laboratory parameters did not show any statistically significant
correlations. Expression of any of these proteins did not show influence on overall survival or

time to disease progression in our study cohort.

Zeljko Prka, 2019.
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