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POPIS KRATICA

AITL - prema engl. angioimmunoblastic T-cell lymphoma, angioimunoblasti¢ni T stani¢ni

limfom

ALCL - prema engl. anaplastic large cell lymphoma, anaplasti¢ni velikostani¢ni limfom
ALK - prema engl. anaplastic lymphoma kinase, kinaza anaplasti¢cnog limfoma

APC - prema engl. antigen presenting cells, predo¢ne stanice, stanice koje prezentiraju
antigen

B7-H3 - homolog 3 koinhibitornog receptora B7

BL - Burkittov limfom

CD - prema engl. cluster of differentiation or designation, protokol koji se koristi za
identifikaciju stani¢nih povrsinskih molekula

CLL - prema engl. chronic lymphocytic leukemia, kroni¢na limfocitna leukemija

CT - prema engl. computed tomography, kompjutorizirana tomografija

CTLA-4 - prema engl. cytotoxic T lymphocyte-associated protein 4, protein 4 povezan s

citotoksi¢nim limfocitima T

CTLs - prema engl. cytotoxic T lymphocytes, citotoksi¢ni limfociti T

DC - prema engl. dendritic cells, dendriticke stanice

DLBCL - prema engl. diffuse large B-cell lymphoma, difuzni B velikostani¢ni limfom
EBV - Epstein Barrov virus

FDG - fluorodeoksiglukoza

FL - folikularni limfom

FLIPI - prema engl. follicular lymphoma international prognostic index, medunarodni

prognosticki indeks za folikularne limfome

Foxp3 - prema engl. forkhead box p3



GCB - prema engl. germinal center B-cell-like, tip DLBCL podrijetla limfocita

germinativnog centra

GVHD - prema engl. graft versus host disease, imunoloska reakcija davateljevih limfocita T

usmjerena protiv tkiva domacina

HGBL - prema engl. high-grade B-cell lymphomas, B stani¢ni limfomi visokog stupnja
HHV-8 - humani herpes virus 8

HIV- prema engl. human immunodeficiency virus, virus humane imunodeficijencije

HL - Hodgkinov limfom

HLA - prema engl. human leucocyte antigen, ljudski leukocitni antigen

HTLV-1 - prema engl. human T-cell lymphotrophic virus-1, ljudski T-limfotropni virus tipa 1
IDO - prema engl. indoleamine 2.3-dioxygenase

IFN - interferon

IL - interleukin

IPEX - prema engl. the immune dysregulation polyendocrinopathy enteropathy X-linked
syndrome, X-vezani sindrom, karakteriziran imunolo§kom disregulacijom,

poliendokrinopatijom i enteropatijom

IP1 - prema engl. international prognostic index, medunarodni prognosticki indeks

LDH - laktat dehidrogenaza

LPL - prema engl. lymphoplasmacytic lymphoma, limfoplazmocitoidni limfom

MALT - prema engl. mucosa-associated lymphoid tissue, limfati¢no tkivo vezano uz sluznice
MBP - prema engl. myelin basic protein, bazi¢ni mijelinski protein

MCL - prema engl. mantle cell lymphoma, limfom plastene zone

MDSC - prema engl. myeloid-derived suppressor cell, supresijske stanice mijeloidnog
porijekla

MGUS - prema engl. monoclonal gammopathy of undetermined significance, monoklonalna

gamapatija neodredenog znacenja



MHC - prema engl. major-histocompatibility-complex, glavni kompleks tkivne podudarnosti

MIPI - prema engl. mantle cell lymphoma international prognostic index, medunarodni

prognosticki indeks za limfom plastene zone

MMR - prema engl. mediastinal mass ratio, omjer najveéeg promjera medijastinalnog tumora

1 Sirine medijastinuma

NHL - ne-Hodgkinov limfom

NK - prema engl. natural killer, prirodenoubilacke stanice

NLPHL - nodularna limfocitna predominacija Hodgkinovog limfoma

NMZL - prema engl. nodal marginal zone lymphoma, nodalni limfom marginalne zone
NOS - prema engl. not otherwise specified, bez osobitosti, nespecificirani

PD-L1 - prema engl. programmed death-ligand 1, ligand programirane smrti

PET - pozitronska emisijska tomografija

PS - prema engl. performance status, opc¢e stanje bolesnika

PTCL - prema engl. peripheral T-cell lymphoma, periferni T stani¢ni limfom

SE - sedimentacija eritrocita

SLL - prema engl. small lymphocytic lymphoma, limfom malih limfocita

SZO - Svjetska zdravstvena organizacija

TAA - prema eng. tumor-associated antigens, tumoru pridruzeni antigeni

TAM - prema engl. tumour-associated macrophages, tumoru pridruzeni makrofagi
TCR - prema engl. T cell receptor, T stani¢ni receptor

TGF-B - prema engl. transforming growth factor-8, transformirajuci ¢imbenik rasta 3
TH - prema engl. T helper, pomo¢nicki limfociti T

Th3 - prema engl. T helper 3, pomo¢nicki limfociti T 3

Trl - prema engl. type 1 regulatory T cells, regulacijske T stanice tipa 1

Treg - prema engl. T regulatory, regulacijski limfocit T



TNF - prema engl. tumor necrosis factor, ¢imbenik tumorske nekroze

TSLP - prema engl. thymic stromal lymphopoietin, timusni stromalni limfopoetin
UZV — ultrazvuk

VEGF - prema engl. vascular endothelial growth factor, endotelni ¢imbenik rasta

WM - Waldenstromova makroglobulinemija



1. UvOD

1.1. Limfomi

1.1.1. Klasifikacija

Limfomi su zlo¢udni tumori limfati¢nih stanica. Predstavljaju vrlo heterogenu skupinu bolesti,
sastavljenu od velikog broja razliCitih entiteta. Tijekom povijesti su se koristile razlicite
klasifikacije limfoma (1,2). Danas je najc¢es$ce i najSire primjenjivana klasifikacija Svjetske
zdravstvene organizacije (SZO) prema kojoj se tumori limfati¢nih stanica dijele u pet skupina:
nezreli (prekursorski) limfati¢ni tumori, zreli tumori limfocita B, zreli tumori T/NK (prema
engl. natural killer) stanica, Hodgkinov limfom (HL) i limfoproliferativne bolesti povezane s
imunodeficijencijom (tablica 1) (3).

Klasifikacija SZO se temelji na multidisciplinarnom pristupu te objedinjuje morfoloska,
imunofenotipska, geneticka, molekularna te klinicka obiljezja pri dijagnostici limfoma (4).
Morfologija i imunofenotip su dovoljni za dijagnostiku veéine entiteta. Medutim, niti jedan
antigen nije specifi¢an za neki od limfoma te je za korektnu dijagnostiku najcesée potrebno
kombinirati morfoloSka obiljeZja i panel sastavljen od vise antigena. Genetika i molekularna
dijagnostika imaju sve veée znacenje u dijagnostici limfoma. Odredivanje klonalnosti limfocita
B 1 T moZe pomoc¢i u diferencijalnoj dijagnostici prema benignim reaktivnim hiperplazijama.
Neke vrste limfoma imaju specificne geneticke abnormalnosti koje su vazne za njihovo
biolosko ponaSanje te mogu biti od koristi u diferencijalnoj dijagnostici prema drugim
limfomima. Tako je npr. t(11;14) karakteristicna za limfom plastene zone (engl. mantle cell
lymphoma, MCL), t(14;18) za folikularni limfom (FL) te t(8;14) za Burkittov limfom (BL).
Osim toga, neke geneticke abnormalnosti imaju prognosticko znacenje, npr. MYC, BCL2 i
BCL6 preuredba kod difuznog B velikostani¢nog limfoma (engl. diffuse large B-cell
lymphoma, DLBCL) ili TP53, NOTCH1, SF3B1 i ATM mutacija kod kroni¢ne limfocitne
leukemije/limfoma malih limfocita (engl. chronic lymphocytic leukemia/small lymphocytic
lymphoma, CLL/SLL) (1,3). Poznavanje klini¢kih obiljezja, kao §to su lokalizacija tumora,
spol i dob bolesnika, neophodno je za to¢nu klasifikaciju nekih entiteta (primarni medijastinalni
B velikostani¢ni limfom, limfomi marginalne zone, limfomi vezani uz to¢no odredene dobne

skupine kao §to su djeca ili stariji bolesnici) (3,4).



Prema klinickom tijeku bolesti, limfomi se mogu podijeliti na indolentne i agresivne.
Indolentni limfomi, kao §to su CLL/SLL, FL, limfomi marginalne zone i limfoplazmocitoidni
limfom (engl. lymphoplasmacytic lymphoma, LPL), obi¢no pokazuju spor klinicki tijek te
bolesnici mogu zivjeti godinama, ¢esto i bez terapije. Agresivni limfomi, kao §to su DLBCL,
MCL, BL te limfoblasti¢ni limfom (LBL), su brzorastu¢i tumori koji zahtijevaju $to raniji

pocetak lijecenja (3).



Tablica 1. Klasifikacija limfoma prema SZO 2017. godine (3)

Nezreli (prekursorski) limfati¢ni tumori

B limfoblasti¢na leukemija / limfom, NOS

B limfoblasti¢na leukemija / limfom s ponavljanim
genetickim poremecajima

T limfoblasti¢na leukemija / limfom

NK limfoblasti¢na leukemija / limfom

Zreli tumori limfocita B

Kroni¢na limfocitna leukemija / limfom malih limfocita
Monoklonalna B stani¢na limfocitoza

B prolimfocitna leukemija

Spleni¢ni limfom marginalne zone

Leukemija vlasastih stanica

Splenicni B stani¢ni limfom/leukemija, neklasificirani
Limfoplazmocitoidni limfom

Monoklonalna gamapatija neodredenog znacenja (MGUS),
IgM

Bolest teskih lanaca

Monoklonalna gamapatija neodredenog znacenja (MGUS),
19G / IgA

Plazma stani¢ni mijelom

Solitarni kostani plazmocitom

Ekstraosealni plazmocitom

Ekstranodalni limfom marginalne zone limfaticnog tkiva
vezanog uz sluznice

Nodalni limfom marginalne zone

Folikularni limfom

Pedijatrijski tip folikularnog limfoma

Primarni kozni limfom centra folikla

Limfom plastene zone

Difuzni B velikostani¢ni limfom (DLBCL), NOS

B velikostani¢ni limfom bogat T stanicama/histiocitima
Primarni DLBCL sredis$njeg ziv€anog sustava

Primarni kozni DLBCL, nozni tip

EBV pozitivan DLBCL, NOS

DLBCL povezan s kroni¢nom upalom

Limfomatoidna granulomatoza

Primarni medijastinalni (timicki) B velikostani¢ni limfom
Intravaskularni B velikostani¢ni limfom

ALK pozitivni B velikostani¢ni limfom

Plazmablasti¢ni limfom

Primarni efuzijski limfom

HHV-8 pozitivan DLBCL, NOS

Burkittov limfom

B stani¢ni limfom visokog gradusa s MYC i BCL2 i/ili
BCL6 preuredbom

B stani¢ni limfom visokog gradusa, NOS

B stani¢ni limfom, neklasificiran, sa zna¢ajkama izmedu
DLBCL i klasi¢nog HL

Zreli tumori T/NK stanica

T prolimfocitna leukemija

T stani¢na leukemija velikih granuliranih limfocita
Kroni¢na limfoproliferativna bolest NK stanica
Agresivna leukemija NK stanica

Sustavni EBV pozitivan T stani¢ni limfom djece
Limfoproliferativna bolest sliéna Hydroi vacciniforme
T stani¢na leukemija/limfom odraslih

Ekstranodalni NK/T stani¢ni limfom nosnog tipa

T stani¢ni limfom povezan s enteropatijom
Monomorfni epiteliotropni intestinalni T stani¢ni
limfom

Hepatosplenicni T stani¢ni limfom

T stani¢ni limfom sli¢an subkutanom panikulitisu
Mycosis fungoides

Sezary sindrom

Primarne kozne CD30 pozitivne T stani¢ne
limfoproliferativne bolesti

Primarni kozni yd T stani¢ni limfom

Periferni T stani¢ni limfom, NOS
Angioimunoblasti¢ni T stani¢ni limfom i drugi nodalni
limfomi podrijetla folikularnih pomo¢nickih T stanica
Anaplasti¢ni velikostani¢ni limfom, ALK pozitivan
Anaplasti¢ni velikostani¢ni limfom, ALK negativan

Hodgkinov limfom
Nodularna limfocitna predominacija Hodgkinovog
limfoma
Klasi¢ni Hodgkinov limfom
Nodularna skleroza klasi¢nog HL
Limfocitima bogat klasi¢ni HL
Mijesana celularnost klasicnog HL
Limfocitna deplecija klasi¢nog HL

Limfoproliferativne bolesti povezane s
imunodeficijencijom

Limfoproliferativne bolesti povezane s primarnim
imunoloskim poremecajima

Limfomi povezani s HIV infekcijom
Posttransplantacijske limfoproliferativne bolesti
Druge jatrogene limfoproliferativne bolesti povezane s
imunodeficijencijom

Legenda: NOS = bez osobitosti (engl. not otherwise specified), MGUS = monoklonalna gamapatija neodredenog znacenja
(engl. monoclonal gammopathy of undetermined significance), EBV = Epstein Barrov virus, ALK = kinaza anaplasti¢nog
limfoma (engl. anaplastic lymphoma kinase), HHV-8 = Humani herpes virus 8



1.1.2. Epidemiologija

Tijekom zadnjih desetljeca biljezi se znacajan porast incidencije ne-Hodgkinovih limfoma
(NHL), oko 80 % od 1970.-ih. Ne-Hodgkinovi limfomi ¢ine oko 3-4 % svih zlo¢udnih bolesti
i po ucCestalosti zauzimaju peto mjesto (3,5). lako incidencija limfoma varira ovisno o rasi,
klimatskim uvjetima i stupnju razvoja pojedinih zemalja, limfomi su opcenito ce$éi u
razvijenim zemljama, posebno u Sjedinjenim Americkim Drzavama (SAD), Australiji, Novom
Zelandu i zapadnoj Europi. Najéesce vrste su FL i DLBCL, koji ¢ine preko 60 % NHL (3,6,7).
Limfomi T/NK stanica su puno rjedi od onih B fenotipa i ¢ine oko 12 % svih NHL (8).
Znacajno su ¢eS¢i u Aziji u odnosu na druge dijelove svijeta. Ta razlika je dijelom posljedica
njihove vece incidencije u Aziji, a dijelom relativno nize ucestalosti ve¢ine B-NHL (3).
Hodgkinov limfom ¢ini oko 30 % svih limfoma i za razliku od NHL incidencija mu je stabilna,
oko 2,67 novih bolesnika na 100 000 stanovnika (3,6).

1.1.3. Etiologija

Imunodeficijencija, bilo prirodena ili steCena, znacajan je rizi¢ni ¢imbenik za nastanak
limfoma. Bolesnici koji su pod imunosupresivnom terapijom nakon transplantacije solidnih
organa ili koStane srzi imaju 30-50 puta veci rizik za razvoj NHL u odnosu na op¢u populaciju
(9). Kod bolesnika zarazenih virusom humane imunodeficijencije (engl. human
immunodeficiency virus, HIV) rizik je povecan >100 puta (5,10). Znacajan kofaktor u
imunokompromitiranih bolesnika je infekcija Epstein Barrovim virusom (EBV) (5). Drugi
virusi koji se povezuju s razvojem limfoma su humani herpes virus 8 (HHV-8) povezan s
razvojem primarnog efuzijskog limfoma, virus hepatitisa C povezan s razvojem
limfoplazmocitoidnog limfoma te ljudski T-limfotropni virus tipa 1 (engl. human T-cell
lymphotrophic virus-1, HTLV-1) povezan s razvojem T stani¢ne leukemije/limfoma odraslih
(3,5).

1.1.4. Odredivanje proSirenosti bolesti

Vazan korak u dijagnostici limfoma je procjena proSirenosti bolesti, odnosno odredivanje
klinickog stadija. Odreduju se lokalizacija i veli¢ina limfnih ¢vorova te ekstralimfati¢nih
organa i tkiva zahvaéenih bole$¢u. Za odredivanje stupnja proSirenost bolesti koristi se

Cotswoldska modifikacija Ann Arborske klasifikacije (tablica 2) (11). lako je Ann Arborska
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klasifikacija prvotno osmisljena za bolesnike s Hodgkinovim limfomom, Cotswoldska

modifikacija danas je opcenito prihvacena za sve limfome.

Tablica 2. Cotswoldska modifikacija Ann Arborske klasifikacije (11)

Klinicki Zahvaceni limfni ¢vorovi, organi ili podrucja

stadij

I Zahvacena samo jedna regija limfnih ¢vorova (I) ili ograni¢eno zahvacen

jedan ekstralimfati¢ni organ ili podruéje (Ig)

I Zahvacene dvije ili viSe regija limfnih ¢vorova s jedne strane dijafragme
(IT) ili ograni¢eno zahvacéen ekstralimfati¢ni organ ili podrucje i jedan ili

vise limfnih ¢vorova s jedne strane dijafragme (Ilg)

I Zahvaceni limfni ¢vorovi s obje strane dijafragme (I1I), uz to moze biti
zahvacena slezena (I1ls), ograni¢eno zahvacen ekstralimfati¢ni organ (IIlg)

ili oboje (Iles)

v Difuzno ili diseminirano zahvacen jedan ili viSe ekstralimfati¢nih organa

ili tkiva s ili bez zahvacanja limfnih ¢vorova

Prema prisutnosti op¢ih simptoma, svaki stadij bolesti dijeli se na A (bez op¢ih simptoma) i B
(kada je prisutan jedan ili viSe od slijede¢ih simptoma: neobjasnjiv gubitak vise od 10 %
tjelesne tezine tijekom posljednjih 6 mjeseci, profuzno no¢no znojenje ili neobjadnjiva tjelesna

temperatura >38 °C).

Bolesnicima s velikom tumorskom masom (,,bulky disease*) se uz klinicki stadij bolesti dodaje
oznaka X. Kod bholesnika s HL, velikom tumorskom masom smatra se limfni ¢vor ili
konglomerat ¢vorova najveceg promjera >10 cm ili medijastinalna masa ¢iji je MMR (engl.
mediastinal mass ratio) >0.33. MMR predstavlja omjer najveéeg promjera medijastinalnog
tumora i Sirine medijastinuma (11). Medutim, za bolesnike s NHL nisu usuglaseni stavovi o
kriterijima za veliku tumorsku masu. Predlazu se razli¢ite veli¢ine, od 6 do 10 cm, ovisno o
tipu NHL. Stoga su novije preporuke da se za svakog bolesnika s limfomom pri odredivanju
klinickog stadija navede veli¢ina najveée tumorske mase bez potrebe za dodavanjem oznake X

(12).



Za procjenu prosirenosti bolesti koristi se klinicki pregled bolesnika te slikovne metode.
Lokalizacija i veli¢ina perifernih limfnih ¢vorova mogu se odrediti palpacijom ili ultrazvukom
(UZV), a limfni ¢vorovi prsnog kosa, trbuha i zdjelice procjenjuju se kompjutoriziranom
tomografijom (engl. computed tomography, CT). U novije vrijeme se u dijagnostici i pracenju
bolesnika s limfomom Koristi pozitronska emisijska tomografija (PET) fluorodeoksiglukozom
(FDG) koja omogucuje funkcijski slikovni prikaz, buduc¢i da tumorsko tkivo jace nakuplja FDG
od okolnoga netumorskog tkiva. Najcesce se uz PET pregled radi i CT snimanog podrucja radi
odredivanja to¢nije anatomske lokalizacije poja¢anog FDG nakupljanja (13). Pokazalo se da
upotreba PET-CT omogucuje precizniju procjenu prosirenosti bolesti u odnosu na CT te
mijenja klini¢ki stadij bolesti u 10-30 % bolesnika s limfomom, ¢es¢e u visi klinicki stadij.
Medutim, za sada nije dokazan utjecaj upotrebe PET-CT tijekom dijagnosticke obrade na
prezivljenje bolesnika (12,14). Za procjenu prosirenosti bolesti u kostanu srz, rutinski se u
dijagnostickoj obradi radi biopsija kosti. Osim citoloske i patohistoloske analize, ovisno o vrsti
limfoma, uzorci se mogu slati na proto¢nu citometriju, citogenetiku i/ili molekularnu
dijagnostiku. Zbog velike osjetljivosti PET-CT na infiltraciju kostane srzi, kod bolesnika s HL
kod kojih je uc¢injen PET-CT viSe se ne preporuca u dijagnostickoj obradi raditi biopsiju kosti
(12,15). Kod bolesnika s DLBCL kod kojih je u¢injen PET-CT, biopsiju nije potrebno raditi u
slu¢aju pozitivnog nalaza PET-CT (12,16,17). Za ostale vrste limfoma jo§ nije prikupljeno
dovoljno podataka te se i dalje u procjeni prosirenosti bolesti preporuca punkcija i biopsija
kosti (12).

1.1.5. Procjena prognoze bolesti

U procjeni prognoze bolesti oboljelih od limfoma koriste se pojedinacni prognosti¢ki cimbenici
te prognosticki indeksi koji objedinjuju pojedinacne statisticki znacajne prognosticke
¢imbenike za razliite tipove limfoma, s ciljem predvidanja odgovora na terapiju i ishoda

bolesti.

1.1.5.1. Medunarodni prognosticki indeks, IPI

Medunarodni prognosticki indeks (engl. international prognostic index, IPI) se smatra zlatnim
standardom i naj¢esce je primjenjivan prognosticki model za NHL. Osmisljen je 1993. godine,

prvenstveno kao prognosticki model za agresivne NHL. Bolesnici su svrstani u Cetiri



prognostic¢ke skupine (niski, niski/srednji, visoki/srednji i visoki rizik) prema broju nepovoljnih
prognosti¢kih ¢imbenika: dob > 60 godina, klini¢ki stadij IIT ili IV, LDH (laktat dehidrogenaza)
>240 U/L, opce stanje bolesnika (engl. performance status, PS) > 2, broj zahvaéenih
ekstranodalnih sijela >1 (tablica 3) (18).

Tablica 3. Medunarodni prognosticki indeks, IPI (18)

) Prognosticke

Prognosticki ¢imbenici Broj bodova ]
skupine

Dob > 60 godina 0-1 Niski rizik
Klinic¢ki stadij IIT ili IV 2 Niski/srednji rizik
LDH >240 U/L Visoki/srednji
PS (ECOG ljestvica) > 2 3 ik
Broj zahvacenih ekstranodalnih sijela >1 45 Visoki rizik
Svaki parametar boduje se s jednim bodom

Legenda: ECOG = Eastern Cooperative Oncology Group, americka istrazivacka kooperativna

skupina

1.1.5.2. Medunarodni prognosticki indeks za folikularne limfome, FLIPI

IPI, koji je osmiSljen prvenstveno za agresivne limfome, moZe se koristiti 1 za indolentne
limfome. Medutim, vrlo mali broj bolesnika s FL (oko 10-15 %) ulazi u skupinu bolesnika s
visokim rizikom kada se koristi IPI. Stoga je za bolesnike s FL 2004. godine dizajniran poseban
prognosti¢ki indeks, FLIPI (engl. follicular lymphoma international prognostic index).
Bolesnici se dijele u tri prognosticke skupine (niski, srednji i visoki rizik) prema broju
nepovoljnih prognosti¢kih ¢imbenika: dob >60 godina, klini¢ki stadij III ili IV, hemoglobin
<120 g/L, LDH >240 U/L, broj regija zahvacenih limfnih ¢vorova >4 (tablica 4) (19).



Tablica 4. Medunarodni prognosticki indeks za folikularne limfome, FLIPI (19)

Broj regija zahvacenih limfnih ¢vorova >4

] Prognosticke
Prognostic¢ki ¢imbenici Broj bodova ]
skupine

Dob >60 godina 0-1 Niski rizik
Klini¢ki stadij I ili TV
Hemoglobin <120 g/L 2 Srednji rizik
LDH >240 U/L

3-5 Visoki rizik

Svaki parametar boduje se s jednim bodom

1.1.53.

2008. godine Hoster i suradnici su razvili medunarodni prognosticki indeks za limfom plastene
zone (engl. mantle cell lymphoma international prognostic index, MIPI) kao prvi prognostic¢ki
model specifican za bolesnike s uznapredovalim MCL. Ukljucena su cetiri neovisna
prognosti¢ka ¢imbenika: dob, opce stanje bolesnika, LDH te broj leukocita. Budué¢i da MIPI
ukljucuje slozenu matematicku formulu za izraCunavanje, osmisljen je pojednostavljeni MIPI
(tablica 5). Za svaki prognosti¢ki ¢imbenik bolesniku se daje 0-3 boda te se bodovi zbrajaju.

Bolesnici se prema broju bodova dijele u tri prognosticke skupine: niski rizik (0-3 boda),

srednji rizik (4-5 bodova) te visoki rizik (6-11 bodova) (20).

Tablica 5. Pojednostavljeni medunarodni prognosticki indeks za limfom plastene zone, MIPI

Medunarodni prognosticki indeks za limfom plastene zone, MIPI

(20)
. . Leukociti
Bodovi | Dob (godine) PS (ECOG) LDH/240 U/L
(x10%/L)
0 <50 0-1 <0.67 6.700
1 50-59 - 0.67-0.99 6.700-9.999
2 60-69 2-4 1.00-1.49 10.000-14.999
3 >70 - >1.5 >15.000




1.1.5.4. Prognosticki indeksi u bolesnika s Hodgkinovim limfomom

U bolesnika s HL limfomom koriste se razliciti prognosticki ¢imbenici ovisno o klinickom
stadiju bolesti. Nepovoljnim rizicnim ¢imbenicima za bolesnike s lokaliziranom boles¢u
(klinicki stadij I i II) smatraju se: dob bolesnika >40 godina, histoloski podtip mijeSana
celularnost (MC) ili limfocitna deplecija (LD), sedimentacija eritrocita (SE) >50 ako nisu
prisutni B simptomi, SE >30 ukoliko su prisutni B simptomi, velika medijastinalna tumorska
masa (MMR >0.33 ili medijastinalni tumor >10 cm), broj zahvacenih regija limfnih ¢vorova
>2 te prisutnost bolesti u ekstranodalnim sijelima (tablica 6). Ukoliko je prisutan jedan ili vise

navedenih ¢imbenika bolesnik se ubraja u skupinu s nepovoljnom prognozom (21).

Tablica 6. Prognosticki ¢imbenici u bolesnika s lokaliziranim Hodgkinovim limfomom
(klini¢ki stadij I IT) (21)

Hodgkinov limfom klinicki stadij I i II
Dob bolesnika >40 godina
Histoloski podtip MC ili LD

SE >50 ako nisu prisutni B simptomi

SE >30 ukoliko su prisutni B simptomi

Velika medijastinalna tumorska masa (MMR >0.33 ili medijastinalni tumor >10 cm)
Broj zahvacenih regija limfnih ¢vorova >2

Prisutnost bolesti u ekstranodalnim sijelima

Bolesnik se svrstava u nepovoljnu prognosticku skupinu ako je prisutan 1 ili vise

prognosti¢kih parametara

Bolesnici s prosirenom bolesc¢u (klinicki stadij 111 1 IV) svrstavaju se u skupinu s nepovoljnom
prognozom ukoliko su prisutna najmanje 3 nepovoljna prognosti¢ka ¢imbenika (tablica 7):
koncentracija albumina <40 g/L, hemoglobin <105 g/L, muski spol, dob bolesnika >45 godina,
stadij bolesti IV, leukocitoza (L >15.0 x 10%L), limfopenija (limfociti <0.6 x 10%/L ili <8 %)
(22)



Tablica 7. Prognosticki ¢imbenici u bolesnika s prosirenim Hodgkinovim limfomom

(klini¢ki stadij I i IV) (22)

Hodgkinov limfom klinicki stadij III i IV

Koncentracija albumina <40 g/L
Hemoglobin <105 g/L

Muski spol

Dob >45 godina

Klinicki stadij bolesti IV
Leukociti >15.0 x 10%/L
Limfociti <0,6 x 10%/L ili <8 %

Bolesnik se svrstava u nepovoljnu prognosticku skupinu ako su prisutna 3 ili vise

prognosti¢ka ¢imbenika

1.1.6. Indolentni B-NHL

1.1.6.1. Folikularni limfom, FL

Folikularni limfom je zrela B neoplazma koja nastaje proliferacijom stanica germinativnog
centra (malih, zarezanih stanica-centrocita i velikih, nezarezanih stanica-centroblasta).
Tumorsko tkivo barem dijelom pokazuje folikularni uzorak. Tumorske stanice uz ekspresiju
B-stani¢nih antigena (CD19, CD20, CD22, CD79a) pokazuju i pozitivnost na CD10, BCL2 te
BCL6. U vecini slucajeva se nalazi translokacija t(14;18)(q32;q21) i preuredba BCL2 gena. FL
se tradicionalno dijeli u tri stupnja prema broju centroblasta (stupanj 1; 0-5, stupanj 2; 6-15 i
stupanj 3; >15 centroblasta po vidnom polju pod velikim povec¢anjem). Prema udjelu centrocita
stupanj 3 se dalje dijeli na 3A i 3B. Kod FL stupnja 3A uz centroblaste prisutni su i centrociti,
a kod stupnja 3B nalaze se samo centroblasti (3). Prema nekim istrazivanjima FL stadija 3B se
razlikuje po svojim bioloskim osobinama od FL stadija 1-3A, a pokazuje neka obiljezja koja
ukazuju na njegovu povezanost s DLBCL (Cesto su CD10 i BCL2 negativni, pokazuju
ekspresiju IRF4/MUML1 i preuredbu BCL6, a ne BCL2 gena) (23-25). FL je najc¢es¢i indolentni
limfom. Cini oko 20 % svih limfoma s najveéom incidencijom u SAD i zapadnoj Europi te

znacajno niZom incidencijom u isto¢noj Europi, Aziji i nerazvijenim zemljama. NeSto ceSce se
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javlja kod Zena nego kod muskaraca, a medijan dobi pri pojavi bolesti je u Sestom desetljecu.

FL se ubraja u limfome dobre prognoze s petogodi$njim prezivljenjem preko 70 % (3).

1.1.6.2. Kroni¢na limfocitna leukemija/limfom malih limfocita, CLL/SLL

Kroni¢na limfocitna leukemija/limfom malih limfocita je neoplazma zrelih limfocita B gradena
od jednoliénih malih, okruglih stanica, koje su obi¢no CDS5 i CD23 pozitivne. Uz male
limfocite moze se naci neSto prolimfocita i paraimunoblasta (3). CLL i SLL se smatraju
ina¢icama iste bolesti. CLL je leukemijski oblik bolesti kod koje nalazimo >5 x 10%L
tumorskih stanica u perifernoj krvi. SLL se odnosi na neleukemijski oblik bolesti kod koje je
prisutna limfadenopatija i/ili splenomegalija, ali je broj tumorskih stanica u perifernoj krvi <5
x 10%L. CLL/SLL ¢&ine oko 7 % svih NHL. Leukemijski oblik bolesti je ¢es¢i i predstavlja

najcescu leukemiju odrasle dobi u zapadnim zemljama (3,26).

1.1.6.3. Limfoplazmocitoidni limfom, LPL

Limfoplazmocitoidni limfom je rijetka B neoplazma indolentnog klinickog tijeka, koja ¢ini oko
1 % svih NHL. Nastaje proliferacijom malih limfocita, limfoplazmocitoidnih stanica te plazma
stanica. Obicno je zahvacena koStana srz, a mogu biti zahvaceni i1 limfni ¢vorovi te slezena.
Kod znacajnog broja bolesnika s LPL moze se na¢i Waldenstromova makroglobulinemija
(WM), koja se definira kao LPL s infiltracijom koStane srzi i IgM monoklonalnom
gamapatijom (3). Oko 90 % bolesnika s LPL ili WM ima MYD88 L265P mutaciju, $to moze
biti od pomo¢i u diferencijalnoj dijagnostici prema drugim malostani¢nim limfomima s

plazmocitoidnom diferencijacijom (27).

1.1.6.4. Nodalni limfom marginalne zone, NMZL

Nodalni limfom marginalne zone (engl. nodal marginal zone lymphoma, NMZL) je primarna
nodalna B stani¢na neoplazma. Graden je od polimorfne populacije stanica, uz limfocite B
marginalne zone (nalik centrocitima ili monocitoidnog izgleda) mogu se naci plazma stanice
te transformirane limfati¢ne stanice. Pokazuje pozitivnost na pan-B stani¢ne biljege, a CDS,
CD23, CD10 i ciklin-D1 su obi¢no negativni. NMZL ¢ini oko 1.5-1.8 % svih limfoma,

podjednako cesto se javlja u oba spola, a medijan dobi pri pojavi bolesti je oko 60 godina (3).
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1.1.6.,5. Ekstranodalni limfom marginalne zone limfati¢nog tkiva vezanog uz sluznice,
MALT limfom

Ekstranodalni limfom marginalne zone limfati¢nog tkiva vezanog uz sluznice (engl. extranodal
marginal zone lymphoma of mucosa-associated lymphoid tissue, MALT limfom) dijeli
morfoloske i imunofenotipske karakteristike s NMZL, ali za razliku od njega nastaje u
ekstralimfaticnim organima. Njegov nastanak obi¢no je povezan s kroni¢nom upalom.
Najcesca lokalizacija MALT limfoma je gastrointestinalni trakt, u prvom redu Zeludac, gdje je
njegova pojava povezana s Helicobacter pylori infekcijom. Druge ¢esce lokalizacije bolesti su
7lijezde slinovnice, pluca, adneksa oka te 3titnja¢a. Cini 7-8 % svih NHL B fenotipa. Bolest se
obi¢no prezentira u ranom klinickom stadiju i ima dobru prognozu (3). Pokazalo se da
eradikacija uzro¢nika kroni¢ne upale, kao $to su Helicobacter pylori kod MALT limfoma
zeluca ili Chlamydia psittaci kod MALT limfoma o¢nih adneksa, moZe dovesti do regresije

limfoma (3,28).

1.1.7. Agresivni B-NHL

1.1.7.1.  Difuzni B velikostaniéni limfom, DLBCL

Difuzni B velikostani¢ni limfom je graden od difuznih nakupina velikih limfati¢nih stanica ¢ija
je jezgra vise nego dvostruko veca od zrelog limfocita. Klasifikacija SZO razlikuje viSe
podtipova DLBCL te posebno izdvojenih entiteta koji pripadaju u skupinu velikostani¢nih B
limfoma (tablica 1) (3). Daleko najces¢i oblik je nespecificirani DLBCL (engl. Not Otherwise
Specified, NOS), dok su ostali oblici vrlo rijetki. DLBCL, NOS ¢ini 25-30 % svih NHL u
zapadnim zemljama, nesto je ¢e$¢i u muskaraca, a medijan dobi pri pojavi bolesti je u sedmom
desetljecu (3,8). U oko 40 % slucajeva bolest se manifestira kao primarni ekstranodalni limfom.
Najcesca ekstranodalna lokalizacija bolesti je probavni sustav. Bolest je agresivnog klinickog

tijeka, ali je potencijalno izljec¢iva (3).

U 5-14 % DLBC, NOS nalazi se preuredba MYC gena koja je ¢esto udruzena s preuredbom
BCL2 i/ili BCL6 gena. Istovremena prisutnost navedenih preuredbi (“double-hit* ili ,triple-
hit“) povezuje se s agresivnijim ponasanjem tumora i loSijom prognozom (29). Stoga
klasifikacija SZO iz 2016 izdvaja novi entitet, B stani¢ni limfomi visokog stupnja (engl. high-
grade B-cell lymphomas, HGBL) s MYC i BCL2 i/ili BCL6 preuredbom (3,30).
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Ekspresija MY C proteina je ¢e$¢a od preuredbe gena i nalazi se u 30-50 % DLBCL. U 20-35
% slucajeva povezana je s istovremenom ekspresijom BCL2 proteina (29). Veéina tih limfoma
nema preuredbu MYC/BCL2 gena i naziva ih se ,,double-expressor® limfomima. Oni imaju
lo$iju prognozu u odnosu na ostale DLBCL, NOS, ali nisu tako agresivni kao HGBL s MYC i
BCL2 i/ili BCL6 preuredbom i ne izdvajaju se kao zaseban entitet (3).

1.1.7.2. Limfom plastene zone, MCL

Limfom plastene zone je graden od uniformnih malih do srednje velikih limfati¢nih stanica s
nepravilnim, Cesto zarezanim jezgrama (nalik na centrocite). Stanice pokazuju karakteristi¢an
fenotip (CD5*, CD10, CD237, FMC7"), a gotovo u svim slufajevima nalazi se
t(11;14)(q13;932) koja dovodi do povecane ekspresije ciklina-D1. Smatra se da akumulacija
dodatnih genetickih abnormalnosti, koje ¢esto zahvacaju TP53 gen, dovodi do transformacije
u agresivnije varijante bolesti, kao $to su blastoidna i pleomorfna varijanta. MCL ¢ini oko 3-
10 % svih NHL, ¢e$¢i je u musSkaraca, a medijan dobi pri pojavi bolesti je oko 60 godine. Pri
dijagnozi je bolest obi¢no prosirena te su uz limfne ¢vorove zahvaceni slezena i kostana srz, a
Cesto 1 druga ekstranodalna sijela kao $to je gastrointestinalni trakt (3). Novija istrazivanja
ukazuju na postojanje dva biologki i klini¢ki razli¢ita oblika MCL. Ce3éi, SOX11 pozitivan,
klasi¢ni oblik, obi¢no zahvaca limfne ¢vorove i ekstralimfati¢ne organe. Drugi je leukemijski,
SOX11 negativan oblik, koji obi¢no zahvaca perifernu krv, kostanu srz i slezenu te pokazuje
indolentan klinic¢ki tijek bolesti (3,31,32).

1.1.7.3. Burkittov limfom, BL

Burkittov limfom je vrlo agresivna, brzorastu¢a neoplazma zrelih B stanica koja vrlo ¢esto
zahvaca ekstranodalne lokalizacije ili se prezentira kao akutna leukemija. Graden je od
jednoli¢nih srednje velikih stanica s okruglim jezgrama 1 bazofilnim vakuoliziranim
citoplazmama. Zbog brzog rasta tumora vide se brojne mitoze te fagociti zaduzeni za
uklanjanje odumrlih stanice §to tumoru daje izgled tzv. ,,zvjezdanog neba“. Tumorske stanice
pokazuju pozitivnost na pan-B stani¢ne antigene, CD10 i BCL6, dok su TdT i BCL2 negativni.
Gotovo 100 % stanica je Ki-67 pozitivno. Za BL su karakteristi¢ne translokacije MYC gena
koje dovode do pojacane ekspresije MY C proteina. Nalazimo ih u vec€ini slu¢ajeva BL, ali nisu

specifi¢ne samo za BL. Razlikujemo tri klinicke varijante BL: endemski oblik, koji se javlja u
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djece zaraZzene malarijom u ekvatorijalnoj Africi i Papui Novoj Gvineji, sporadi¢ni oblik, koji
se javlja kod djece i mladih odraslih u drugim dijelovima svijeta te BL povezan s
imunodeficijencijom, koji se obi¢no javlja u bolesnika zarazenih HIV. BL ¢ini oko 1-2 % svih
NHL u SAD i zapadnoj Europi. Petogodisnje prezivljavanje bolesnika s BL je oko 60-90 %,
ovisno o stadiju bolesti (3). Prema novijim istrazivanjima se u oko 70 % slu¢ajeva sporadi¢nog

te u 40 % slucajeva endemi¢nog BL nalaze mutacije TCF3 ili ID3 gena (3,33).

1.1.8. T-NHL

1.1.8.1.  Periferni T stani¢ni limfom, nespecificirani, PTCL, NOS

Periferni T stani¢ni limfom, nespecificirani (engl. peripheral T-cell lymphoma, not otherwise
specified, PTCL, NOS) je nodalni ili ekstranodalni limfom zrelih limfocita T koji ne
zadovoljava kriterije za uklju¢ivanje u neki od specifi¢nih entiteta. Najcesci je oblik perifernih
T stani¢nih limfoma i ¢ini oko 26 % svih PTCL (34). Bolest je pri dijagnozi obi¢no prosirena,
a uz limfne ¢vorove Cesto su zahvacena i ekstranodalna sijela (35). Veéina tumora je gradena
od srednje velikih i/ili velikih stanica s nepravilnim, pleomorfnim jezgrama. Tumorske stanice
su obi¢no CD4 pozitivne uz aberantan gubitak nekih antigena (CD7, CD5, CD52) (3). PTCL,
NOS je agresivan limfom s loSim odgovorom na terapiju i Cestim relapsima. PetogodiSnje

prezivljenje je oko 32 % (35).

1.1.8.2. Angioimunoblasti¢ni T stani¢ni limfom, AITL

Angioimunoblasti¢ni T stani¢ni limfom (engl. angioimmunoblastic T-cell lymphoma, AITL) je
jedan od najcesé¢ih specifi¢nih subtipova perifernih T stani¢nih limfoma te ¢ini 15-30 % od
nekoznih T stani¢nih limfoma (3,34). Jedan je od oblika limfoma podrijetla folikularnih
pomoc¢nickih T stanica (3). Bolest se gotovo uvijek manifestira u uznapredovalom stadiju s
prisutnim opéim simptomima. Uz generaliziranu limfadenopatiju Cesto su zahvaceni jetra,
slezena 1 koStana srZ. Tumorske stanice su u vecini slu¢ajeva CD4 pozitivne te izrazavaju pan-
T stani¢ne biljege (CD2, CD3, CD5). Uz tumorske stanice nalazi se primjesa brojnih reaktivnih
stanica: malih limfocita, eozinofila, plazma stanica, histiocita te imunoblasta B. Uz to je
prisutna proliferacija folikularnih dendriti¢nih stanica te endotela venula. AITL ima loSu

prognozu s medijanom prezivljena kra¢im od tri godine (3,36).
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1.1.8.3. Anaplasticni velikostani¢ni limfom, ALCL

Anaplasti¢ni velikostani¢ni limfom (engl. anaplastic large cell lymphoma, ALCL) je agresivan
CD30 pozitivan T stani¢ni limfom. Klasifikacija SZO razlikuje dva oblika bolesti: ALK-
pozitivni (engl. anaplastic lymphoma kinase, ALK) ALCL, povezan s NPM-ALK
translokacijom t(2;5) te ALK-negativni ALCL. ALK-pozitivni ALCL se obi¢no javlja u mladih
bolesnika i ima bolju prognozu (petogodiSnje prezivljenje 70-90 %) u odnosu na ALK-
negativni ALCL (petogodisnje preZivljenje 40-60 %) (3,37). Oba oblika se obi¢no
dijagnosticiraju u uznapredovalom stadiju bolesti s prisutnim B simptomima te Cesto sa
zahvacenim ekstranodalnim sijelima. Za ALCL su karakteristicne velike, CD30 pozitivne
stanice s obilnom citoplazmom te ekscentri¢no polozenim bubrezastim jezgrama (3). Uz CD30,
tumorske stanice obi¢no izraZavaju jedan ili viSe T antigena. U rijetkim slucajevima stanice
gube ekspresiju svih T antigena (,,null cell“ fenotip), ali im se moze dokazati klonalna

preuredba T stani¢nog receptora (engl. T-cell receptor, TCR) (38).

1.1.9. Hodgkinov limfom, HL

Hodgkinov limfom obuhvacéa dva entiteta, nodularnu limfocitnu predominaciju i klasi¢ni
Hodgkinov limfom, koji se medusobno razlikuju po klini¢kim obiljezjima, sastavu upalnog

stani¢nog infiltrata te morfologiji i fenotipu tumorskih stanica (39).

1.1.9.1.  Nodularna limfocitna predominacija Hodgkinovog limfoma, NLPHL

Nodularna limfocitna predominacija Hodgkinovog limfoma (NLPHL) je B stani¢na neoplazma
gradena od krupnih, CD20 pozitivnih, a CD30 i CD15 negativnih tumorskih stanica. Zbog
velikih lobuliranih jezgara cesto ih se naziva kokic¢astim (,,popcorn®) stanicama. Tumorske
stanice su raspr$ene u obilnom nodularnom ili nodularnom i difuznom infiltratu sastavljenom
od malih limfocita, histiocita te epiteloidnih stanica. NLPHL ¢ini oko 5 % svih HL. Obi¢no se
javlja u mladih osoba i ¢es$¢a je kod musSkaraca. Bolest je pri dijagnozi obi¢no lokalizirana i

ima dobru prognozu (40,41).
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1.1.9.2. Klasi¢ni Hodgkinov limfom

Klasi¢ni Hodgkinov limfom je B stani¢na neoplazma gradena od mononuklearnih
Hodgkinovih te multinuklearnih Reed-Sternbergovih (HRS) stanica koje su rasprSene u
obilnom upalnom infiltratu. Za razliku od kokicastih stanica, HRS stanice su CD30 i CD15
pozitivne te obi¢no CD20 negativne. Prema karakteristikama upalnog infiltrata i morfologiji
HRS stanica razlikujemo cetiri histoloska oblika: nodularna skleroza, mijeSana celularnost,
limfocitna deplecija te limfocitima bogat klasi¢ni HL. Klasi¢ni HL ¢ini oko 95 % svih HL i
pokazuje dva vrSka pojavnosti, jedan izmedu 15. i 30. godine Zivota i drugi oko 70. godine
zivota. Najce$¢e su zahvaceni limfni ¢vorovi vrata, zatim medijastinuma, pazuha te
paraaortalni limfni ¢vorovi. Primarna ekstranodalna lokalizacija bolesti je vrlo rijetka. Preko
60 % bolesnika pri dijagnozi ima lokaliziranu bolest (klini¢ki stadij I i II). Uz primjenu
suvremene radio i kemoterapije klasi¢ni HL se smatra izlje¢ivim u vise od 85 % slucajeva
(3,42).
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1.2. Regulacijski limfociti T

Imunoloski sustav koristi brojne mehanizme kojima osigurava toleranciju na vlastite antigene
te zaStitu domacina od prejakog imunoloskog odgovora na strane antigene. Djelovanje
regulacijskih limfocita T (Treg), koji su ranije zvani supresivni limfociti T, kljucni je
mehanizam kojim imunolos$ki sustav ograniCava neprimjerenu (autoimunu) ili prejaku

imunolosku reakciju (43).

Tijekom sazrijevanja limfociti uce razlikovati vlastito od tudeg. Od cjelokupnog broja limfocita
koji krenu u diferencijaciju samo mali postotak (u timusu manje od 5 %) postanu funkcionalno
zrele imunokompetentne stanice koje se otpustaju u perifernu krv, a veéina propada
apoptotiCkom smréu tijekom procesa pozitivne i negativne selekcije. Na taj se nacin osigurava
tolerancija vlastitog, tzv. centralna tolerancija (44). Kako mali dio autoreaktivnih limfocita
uspijeva izbje¢i mehanizme centralne tolerancije (negativnu selekciju) i dospijeva u periferiju,
razvijen je mehanizam periferne tolerancije koji putem Treg limfocita kontrolira proliferaciju

I aktivaciju takvih autoreaktivnih limfocita (45).

Treg stanice mogu suprimirati aktivaciju, proliferaciju i efektorske funkcije (kao S$to je
izlu€ivanje citokina) velikog broja stanica, ukljucuju¢i CD4 1 CDS8 pozitivne limfocite T, NK

stanice, limfocite B te predo¢ne stanice (engl. antigen presenting cells, APC) (46).

Treg limfociti su neophodni za odrzavanje periferne tolerancije, prevenciju autoimunih bolesti
kao Sto su dijabetes tipa 1 1 reumatoidni artritis te ograni¢avanje kroni¢nih upalnih bolesti poput
astme i upalne bolesti crijeva. Odgovorni su i za suprimiranje imunoloskog odgovora na neke

mikroorganizme te ogranic¢avanje protu-tumorske imunosti (45,47).

1.2.1. Foxp3

Treg limfociti su prvi put opisani 1995. godine, kao subpopulacija CD4 pozitivnih limfocita T
koji konstitutivno izrazavaju CD25 (a-lanac receptora za IL-2) te pokazuju imunosupresivnu
aktivnost (48). Karakteristi¢no obiljezje regulacijskih limfocita T je ekspresija transkripcijskog
¢imbenika Foxp3 (engl. forkhead box P3) iz obitelji forkhead/winged-helix transkripcijskih
regulatora, koji je kodiran genom Foxp3, smjestenim na kromosomu X. Njegova ekspresija je

neophodna za razvoj, funkcioniranje i homeostazu Treg limfocita (49,50).
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Mutacija gena Foxp3 izaziva autoimune poremecaje i kod misa i kod ljudi. Mutacija tog gena
u misa (tzv. Scurfy mice) dovodi do letalne autoimune bolesti, sa smrtnim ishodom unutar
mjesec dana nakon rodenja (51). Inacica ove bolesti kod ljudi je tzv. IPEX sindrom (eng.
immune dysregulation polyendocrinopathy enteropathy X-linked). Radi se o nasljednom, X-
vezanom sindromu kod kojeg se javlja dermatitis, enteropatija, dijabetes tipa 1, tireoiditis,

hemoliti¢ka anemija i trombocitopenija (52).

Smatra se da Foxp3 ostvaruje svoju ulogu tako $to, posredno ili neposredno, kontrolira na
stotine gena, ukljucujuc¢i gene koji kodiraju transkripcijske ¢imbenike, citokine, povrSinske
stani¢ne molekule, molekule za prijenos signala, enzime stanicnog metabolizma te mikroRNA

(45).

Za razliku od misjih Foxp3 negativnih limfocita T, dio humanih CD4* i CD8" limfocita T
pokazuje Foxp3 ekspresiju nakon in vitro stimulacije. Medutim, Foxp3 ekspresija je u tim
satnicama prolazna, ne dovodi do razvoja supresivne funkcije niti do izrazaja fenotipa

karakteristi¢nog za regulacijske limfocite T (53).

Prema Miyari i suradnicima (54) Foxp3'CD4" limfociti T ne predstavljaju homogenu
populaciju stanica ve¢ se mogu podijeliti u tri funkcionalno i fenotipski razlicite populacije
stanica: mirujuce Treg (engl. restingTreg, rTreg) stanice koje su CD45RA pozitivne i pokazuju
niski izrazaj Foxp3 (CD45RA*Foxp3'"), aktivirane Treg (aTreg) stanice koje su CD45RA
negativne i pokazuju visoki izrazaj Foxp3 (CD45RA Foxp3™) te nesupresivne Treg stanice
koje su CD45RA negativne i pokazuju niski izrazaj Foxp3 (CD45RAFoxp3'). Prve dvije
populacije stanica imaju supresivnu aktivnost dok tre¢a populacija stanica ne pokazuje
supresivnu aktivnost i moze luciti pro-upalne citokine. Antigena stimulacija rTreg stanica
dovodi do njihove diferencijacije u aTreg stanice koje su krajnje diferencirane i visoko

supresivne.

1.2.2. Anergija i supresivna aktivnost regulacijskih limfocita T

Interleukin-2 (IL-2) je citokin koji omogucuje dugotrajan rast (proliferaciju) limfocita T.
Neophodan je za razvoj i1 prezivljenje Treg limfocita koji izrazavaju visoko afinitetni receptor
za IL-2 (CD2S5 je a lanac tog receptora). Foxp3 zajedno s drugim transkripcijskim ¢imbenicima
1 koaktivatorima/korepresorima koci transkripciju IL-2 u Treg stanicama ¢ine¢i ih na taj nacin

ovisnima o IL-2 koji luc¢e druge stanice, prvenstveno aktivirane efektorske stanice (48). Zbog
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nedostatka IL-2, nakon kontakta Treg limfocita s antigenom ne dolazi do njihove proliferacije.
Na taj se nacin objasnjava nereaktivnost Treg limfocita na stimulaciju antigenom, odnosno
njihova anergija. Medutim, u kontaktu s aktiviranim efektorskim limfocitima koji luce IL-2,
Treg limfociti proliferiraju i izrazavaju svoju supresivnu aktivnost, odnosno zaustavljaju

aktivaciju i funkciju razli¢itih efektorskih stanica (46,55).

1.2.3. Nacin djelovanja regulacijskih limfocita T

Tocan nacin djelovanja Treg limfocita se jo$ uvijek istrazuje, premda je zadnjih godina
postignut znacajan napredak na tom podruc¢ju. Poznavanje preciznih mehanizama djelovanja
Treg stanica, uz pruzanje vaznih informacija o kontrolnim procesima periferne tolerancije,

ukazalo bi i na potencijalne mogucnosti terapijskog djelovanja (45).

Do sada su istrazivani brojni mehanizmi, koji se prema Vignaliju i suradnicima mogu grupirati
u Cetiri modela: supresija citokinima, citolizom, metaboli¢kom disrupcijom te djelovanjem na

sazrijevanje i funkciju dendritickih stanica (engl. dendritic cells, DC) (45,56).

Interleukin-10 (IL-10), transformirajuci ¢imbenik rasta 3 (engl. transforming growth factor-/,
TGF-B) te interleukin-35 (IL-35) su klju¢ni protuupalni citokini koje otpustaju Treg limfociti
(57). Osim toga, IL-10 i TGF- imaju znacajnu ulogu u stvaranju adaptivnih Treg stanica.
Prema nekim istraZivanjima, Treg limfociti mogu pokazivati citotoksicnu aktivnost te
uzrokovati citolizu efektorskih stanica posredovanu granzimima i perforinima (58,59). Jedan
od opisivanih modela djelovanja Treg limfocita je metabolicka disrupcija, odnosno apoptoza
efektorskih stanica posredovana uskrac¢ivanjem IL-2. Kako Treg limfociti izrazavaju visoko
afinitetni receptor za IL-2, njihova proliferacija dovodi do ,nestasice lokalnog IL-2,
neophodnog za prezivljavanje efektorskih stanica (60). Osim direktnog u¢inka, smatra se da
Treg limfociti na efektorske stanice mogu djelovati i posredno, preko DC. Interakcija izmedu
proteina 4 povezanog s citotoksi¢nim limfocitima T (engl. cytotoxic T lymphocyte-associated
protein 4, CTLA-4), koji je konstitutivno izrazen na Treg limfocitima, i CD80 i/ili CD86 na
DC dovodi do ekspresije indolamin 2,3-dioksigenaze (IDO) i supresije efektorskih stanica
(45,61).
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1.2.4. Podjela regulacijskih limfocita T

Prema mjestu razvoja, razlikujemo dvije populacije Treg limfocita: prirodene (engl. natural
Treg, nTreg), koji se razvijaju u timusu te adaptivne ili inducirane (engl. induced Treg, iTreg),

koji se razvijaju na periferiji (43).

1.2.4.1. Prirodeni regulacijski limfociti T, nTreg

Prirodeni Treg limfociti, poput drugih limfocita T, nastaju u kostanoj srzi od hematopoetske
matine stanice, a zatim dozrijevaju u timusu. Predstavljaju malu populaciju stanica, ¢ineci
svega oko 5-10 % CD4" limfocita T u perifernoj krvi, ali je njihovo postojanje od vitalnog
znacenja (43,62). Misji nTreg limfociti napustaju timus i pojavljuju se na periferiji 2-4 dana
nakon rodenja te neonatalna timektomija oko 3 dana dovodi do letalne autoimunosti zbog
nedostatka nTreg limfocita (46,63). Za razliku od misjih, funkcionalno zrele Treg stanice kod
ljudi razvijaju se in utero. Ljudski timus stvara zrele T stanice ve¢ od 13. tjedna gestacije. U
14. tjednu gestacije oko 7 % CD4" zrelih timocita pokazuje visoki izrazaj CD25 i biljezi se
naseljavanje Treg limfocita u fetalne organe. Takvi fetalni Treg limfociti su Foxp3 pozitivni i

pokazuju supresivnu funkciju (46,64).

Za sazrijevanje nTreg limfocita u timusu je potrebna interakcija izmedu limfocita T u razvoju
1 stromalnih stanica, ukljucujuéi epitelne i DC u kori 1 srZi timusa. Osim signala koji nastaje
vezanjem T stani¢nog receptora S antigenom prezentiranim na vlastitim molekulama glavnog
kompleksa tkivne podudarnosti (engl. major-histocompatibility-complex, MHC) izraZzenim na
stromalnim stanicama, potreban je i dodatni signal, koji nastaje vezanjem kostimulacijskih
molekula izraZenih na limfocitima T (kao §to je CD28) i njihovih liganada (kao Sto je CD8O0 1
CD86) na stromalnim stanicama (46,65). Smatra se da nakupine epitelnih stanica u srzi timusa
(Hassallova tjelesaca) pridonose razvoju mikrookolisa pogodnog za sazrijevanje Treg limfocita
kod ljudi. Hassalova tjelesca kod ljudi izrazavaju timusni stromalni limfopoetin (engl. thymic
stromal lymphopoietin, TSLP) koji poti¢e aktivaciju i izrazaj visokih razina kostimulacijskih
molekula CD80 i CD86 na timusnim CD11c pozitivnim DC. Takve aktivirane CD11c pozitivne

DC poticu proliferaciju i diferencijaciju timocita u Treg stanice (66).
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1.2.4.1.1. PovrSinske molekule izraZene na prirodenim regulacijskim limfocitima T

lako se Foxp3 pokazao najspecifi¢nijim biljegom za identifikaciju nTreg stanica, njegova
upotreba u istrazivanjima je otezana njegovim unutarstani¢nim (nuklearnim) smjestajem. Stoga
su istrazivane brojne povrsinske molekule kao potencijalni biljezi za identifikaciju i izolaciju
nTreg stanica. Medutim, ekspresija niti jedne od povrSinskih molekula nije ograni¢ena samo
na nTreg stanice te ih se moze naéi i na drugim podvrstama limfocita T, prvenstveno za vrijeme

njihove aktivacije (43).

Regulacijski limfociti T su prvotno opisani kao CD4" subpopulacija limfocita T koja
konstitutivno izrazava CD25, §to je upucivalo na moguénost upotrebe CD25 molekule kao
specificnog biljega za Treg stanice. Medutim, pokazalo se da CD25 nije dobar marker za

identifikaciju Treg stanica jer je njegova ekspresija izrazena kod velikog broja aktiviranih

CD4" i CD8" limfocita T (67).

Prema nekim autorima bi se snizena ekspresija molekule CD127 (a-lanac receptora za IL-7) u
Treg stanicama, koja obrnuto korelira s njihovom supresivnom aktivnosc¢u 1 izrazajem Foxp3,
mogla koristiti kao alternativa upotrebi CD25 molekule (68,69). Medutim, konvencionalni
CD4" limfociti T vrlo rano tijekom aktivacije takoder potiskuju izrazaj CD127, §to ograniava
upotrebu CD127 kao izoliranog biljega u identifikaciji nTreg stanica (65,70).

Interakcija kostimulacijskih molekula iz porodice CD28/CTLA-4, izrazenih na nTreg
stanicama, s njihovim ligandima iz porodice B7 igra znacajnu ulogu u razvoju nTreg stanica
(71). Misevi s izrazenim nedostatkom CD28 imaju znacajno nize razine nTreg stanica u timusu
i na periferiji (72). nTreg stanice konstitutivno izraZzavaju visoku razinu unutarstani¢nog i nisku
razinu povrSinskog CTLA-4. CTLA-4 je ukljucen u regulacijsku aktivnost nTreg stanica i
njihova aktivacija dovodi do pojacane ekspresije povrsinskog CTLA-4 (73).

Neke od molekula iz porodice receptora za ¢imbenik tumorske nekroze (engl. tumor necrosis
factor receptor, TNFR), kao §to su glukokortikoidom potaknut TNFR (engl. glucocorticoid-
induced TNFR, GITR), 4-1BB i 0X40, pokazuju izraZaj na nTreg stanicama i igraju znacajnu
ulogu u njihovoj funkciji (73). Visoka razina izrazaja GITR kod Treg stanica ograni¢ena je
samo na mirujuce nTreg stanice u timusu i na periferiji. GITR moze djelovati na Treg stanice
na razli¢ite na¢ine. Buduc¢i da GITR ekspresija ¢ini limfocite T otpornima na TCR-om
potaknutu apoptozu, njegova visoka razina $tititi CD4*CD25" timocite od negativne selekcije
u timusu i tako potice razvoj nTreg stanica. Medutim, aktivacija GITR vezanjem s ligandom

ili agonistickim antitijelom dovodi do kocenja supresivne aktivnosti nTreg stanica (71,74).
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Kostimulacijska molekula OX40 (CD134), koja pokazuje prolaznu ekspresiju na aktiviranim
limfocitima T, izrazena je 1 na nTreg limfocitima 1 ukljuena u njihov razvoj, homeostazu i
djelovanje (75). Kostimulacijska molekula 4-1BB (CD137), znacajna za aktivaciju, odrzavanje
i prezivljenje CD4, CD8 i NK stanica, dovodi do proliferacije nTreg stanica (76).

1.2.4.2. Adaptivni (inducirani) regulacijski limfociti T, iTreg

Adaptivni ili inducirani Treg limfociti predstavljaju heterogenu populaciju stanica koja se
razvija na periferiji iz konvencionalnih, CD4*CD25Foxp3~ limfocita T nakon podraZaja
antigenom (43). Prema citokinima koji poti¢u njihov nastanak razlikuju se dvije glavne
subpopulacije iTreg limfocita: regulacijske T stanice tipa 1 (engl. type 1 regulatory T cells,
Trl), potaknute IL-10 i pomo¢nicki limfociti T 3 (engl. T helper 3, Th3), potaknuti TGF-8 (77-
79).

lako se razvojno radi o dvije razli¢ite populacije stanica, prirodeni 1 adaptivni Treg limfociti
imaju slican fenotip te koriste preklapaju¢e mehanizme supresije. Obje populacije stanica
izrazavaju povrSinske biljege karakteristicne za aktivirane limfocite T, kao Sto su CD25,
CTLA-4, GITR, CD62L (43). Th3 stanice mogu pokazivati Foxp3 ekspresiju. Medutim, Trl
stanice niti konstitutivno niti nakon aktivacije ne izrazavaju Foxp3 (78). U razli¢itim modelima
se pokazalo da prijenos ili nTreg ili iTreg stanica moZze sprijeciti razvoj autoimunih bolesti 1

reakcije na presadak (43).

1.2.4.2.1. Regulacijske T stanice tipa 1 (Tr1 stanice)

Trl stanice mogu nastati nakon izlaganja naivnih CD4" limfocita T antigenu uz prisutnost
visoke razine IL-10 ili kombinacije IL-10 i IFN-o (77,80). Kombinacija vitamina D3 i

deksametazona te nezrele DC takoder mogu potaknuti Trl diferencijaciju (81,82).

Trl stanice stvaraju velike koli¢ine IL-10 1 neSto manje koli¢ine TGF-f, putem kojih ostvaruju
svoju supresivnu aktivnost. Osim toga, Trl stanice stvaraju manje koli¢ine IFN-y i IL-5, vrlo
male koli¢ine IL-2, a ne stvaraju IL-4. Ovakav citokinski profil karakteristi¢an je za Tr1 stanice

i pomaze u njihovom razlu¢ivanju od ostalih CD4" stanica (77,83).

Trl stanice ne pokazuju Foxp3 ekspresiju i mogu se razvijati i kada postoji nedostatak nTreg

stanica, npr. kod bolesnika s IPEX sindromom, §to sugerira da se Tr1 stanice razvojno razlikuju
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od nTreg stanica (78,81). Medutim, supresivna aktivnost Trl stanica podjednako je u¢inkovita

kao i ona koju pokazuju nTreg limfociti (78).

Trl stanice imaju znacajnu ulogu u odrzavanju periferne tolerancije, kontroli autoimunosti (83,
84), prevenciji reakcije na presadak (85) te spreavanju razvoja imunoloSke reakcije
davateljevih limfocita T protiv tkiva domacina (engl. graft versus host disease, GVHD)
(86,87). Smatra se da Trl stanice sudjeluju i u kontroli upalnog odgovora na razlicite

mikroorganizme i alergene, ali i tumorske antigene (83).

1.2.4.2.2. Pomo¢nicki limfociti T 3 (Th3 regulacijske stanice)

Th3 stanice predstavljaju posebnu vrstu regulacijskih stanica koja je otkrivena tijekom
istrazivanja mehanizama oralne tolerancije (79). Prvi put su identificirane u miseva nakon
indukcije oralne tolerancije na bazi¢ni mijelinski protein (engl. myelin basic protein, MBP)
(88). Pokazalo se da tretman s MBP dovodi do indukcije MBP-specifi¢nih Th3 stanica koje
lu¢e TGF-P i inhibiraju razvoj autoimunog encefalitisa in vivo (89). Osim toga, Th3 stanice

koce proliferaciju i otpustanje citokina MBP-specifi¢nih Th1 stanica in vitro (88).

Iako su Th3 limfociti specificni za antigen koji je potaknuo njihov nastanak, oni mogu
suprimirati i efektorske stanice koje nisu specifi¢ne za taj antigen (79, 90). Th3 stanice
ostvaruju svoju supresivnu aktivnost putem TGF-p. Osim velike koli¢ine TGF-B, Th3 stanice
stvaraju manje koli¢ine IL-10 i IL-4 (79). Buduc¢i da TGF-f ima $irok raspon ekspresije i utjece
na funkciju razlicitih tipova stanica, Th3 stanice igraju znacajnu ulogu u mnogim aspektima

imunoloske regulacije i T stani¢ne homeostaze (91).

1.2.5. Regulacijski limfociti T u tumorima

Treg limfociti su neophodni za uspostavljanje 1 odrZzavanje periferne tolerancije, prevenciju
autoimunih bolesti te ograni¢avanje kroni¢nih upalnih bolesti (45,47). Medutim, njihova uloga
kod bolesnika s tumorima je kompleksnija i smatra se da bi oni mogli pridonositi razvoju i

progresiji mnogih tumora (92).

Brojnim modelima dokazano je postojanje specifi¢ne tolerancije na tumor bez istovremenog
razvoja generalizirane imunodeficijencije ili imunosupresije, $to tumor c¢ini imunoloski

privilegiranim mjestom. Razni mehanizmi su ukljuceni u razvoj specifi¢ne tolerancije na
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tumor, a obuhvacaju promjene na samim tumorskim stanicama koje se deSavaju tijekom
razvoja tumora (unutarnji mehanizmi) te promjene u tumorskom mikrookolisu (vanjski
mehanizmi) (92,93). Unutarnji mehanizmi ukljucuju pojacanu ekspresiju inhibitornih molekula
na tumorskim stanicama, kao Sto su ligand programirane smrti (engl. programmed death-
ligand 1, PD-L1), Fas ligand (Fas-L), homolog 3 koinhibitornog receptora B7 (B7-H3) te
molekule ljudskog leukocitnog antigena E i G (engl. human leucocyte antigen E/G, HLA E/G).
Osim toga, tumorske stanice lu¢e imunosupresivne citokine (IL-10, TGF-B), enzime (IDO) i
¢imbenike rasta, kao Sto je vaskularni endotelni ¢imbenik rasta (engl. vascular endothelial
growth factor, VEGF). Vanjski mehanizmi obuhvacaju nakupljanje razli¢itih vrsta stanica sa
supresivnim djelovanjem, medu kojima klju¢nu ulogu imaju Treg limfociti. Uz prirodene 1
inducirane Treg limfocite, ukljucene su supresijske stanice mijeloidnog porijekla (engl.
myeloid-derived suppressor cell, MDSC), plazmocitoidne DC, nezrele APC stanice te tumoru
pridruzeni makrofagi (engl. tumour-associated macrophages, TAM). Opisani mehanizmi

shematski su prikazani na slici 1 (92,93).

Kako tumorske stanice pokazuju ekspresiju i vlastitih i tumoru pridruzenih antigena (engl.
tumor-associated antigens, TAA), koji su obi¢no modificirani ili aberantno izrazeni vlastiti
antigeni, razumljivo je da Treg limfociti imaju klju¢nu ulogu u slabljenju antitumorskog
odgovora (92,94). Poja¢ano nakupljanje Treg limfocita dokazano je u brojnim zlo¢udnim
bolestima (95). Treg limfociti ¢ine 5-10 % perifernih CD4" limfocita u zdravih dobrovoljaca,
a kod bolesnika s raznim zlo¢udnim bolestima njihov udio u tumorskom tkivu (96-98) i
perifernoj krvi (99,100) znacajno je veéi i moze dosezati 20-30 % CD4" limfocita T (92).
Brojna istrazivanja su pokazala povezanost veteg broja Treg limfocita s nepovoljnim
prognosti¢kim ¢imbenicima te lo§ijom prognozom (101). Shang i sur. (101) su prikupili i
analizirali rezultate 76 objavljenih radova o prognostickom znaéenju Foxp3* Treg limfocita u
zlo¢udnim tumorima. Kada su zajedno analizirane sve vrste tumora, Foxp3* Treg limfociti su
imali negativan u¢inak na ukupno prezivljenje. Medutim, primarno sijelo i vrsta tumora
znacajno su utjecali na prognosticku vrijednost Treg limfocita. U veéini solidnih tumora,
ukljuéujuci karcinom vrata maternice, bubrega, dojke, Zeluca, jetre te melanom, veci broj Treg
limfocita bio je povezan s kra¢im prezivljenjem. Medutim, u nekim solidnim tumorima, kao
Sto je karcinom debelog crijeva (102,103) i plocasti karcinomi u podrucju glave i vrata (104),
te hematoloskim zlo¢udnim bolestima (105), kao $to su klasi¢ni HL, FL i DLBCL - podrijetla
limfocita germinativnog centra (engl. germinal center B-cell-like, GCB), veéi broj Treg

limfocita se povezuje s boljom prognozom.
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’ Weaky immunogenic translormed cell
' Highly immunogenic ransiormed cell

Slika 1. Mehanizmi ukljuceni u razvoj specifi¢ne tolerancije na tumor (preuzeto iz: Oleinika
K, Nibbs RJ, Graham GJ, Fraser AR. Suppression, subversion and escape: the role of regulatory

T cells in cancer progression. Clin Exp Immunol. 2013;171(1):36-45.)
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2. HIPOTEZA

Povecan broj Foxp3 pozitivnih limfocita odreden imunocitokemijski u punktatima limfnih
¢vorova povezan je s indolentnim NHL i klasi¢nim HL te korelira s povoljnim prognostickim

¢imbenicima.
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3. CILJEVI RADA

Ciljevi ovog rada su:

e Ispitati postoji li razlika u broju Foxp3* limfocita u punktatima limfnih ¢vorova u
skupinama ispitanika s reaktivnom hiperplazijom te bolesnika s klasiénim HL i
razli¢itim tipovima NHL.

e Ispitati povezanost broja Foxp3®™ limfocita u punktatima limfnih &vorova s

prognostickim ¢imbenicima kod bolesnika s klasi¢nim HL 1 NHL:

1) spol bolesnika (Z ili M)

2) dob bolesnika (<45, >45 do <60, >60)

3) Ann Arbor klini¢ki stadij (I, 11, III, IV)

4) veli¢ina najveceg tumora (<10 cm, >10 cm)

5) broj ekstranodalnih sijela (0, 1, >1)

6) prisutnost B simptoma (da, ne)

7) aktivnost LDH u serumu (<1 x referentna vrijednost, >1 x
referentna vrijednost)

8) koncentracija hemoglobina u krvi (<120 g/1, >120 g/I)
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4. ISPITANICI | METODE

4.1. Ispitanici

U istrazivanje je ukljuc¢eno ukupno 137 ispitanika kojima je u Zavodu za klinicku citologiju i
citogenetiku Klinicke bolnice Merkur, u razdoblju od prosinca 2012. do veljace 2018. godine,
ucinjena citoloska punkcija poveéanog limfnog ¢vora ili druge lezije i postavljena dijagnoza
reaktivne hiperplazije limfati¢nih stanica ili limfoma. Kriteriji za ukljucivanje ispitanika u
ispitivanje bili su: postojanje neiskoriStenih, neobojenih citoloSkih razmaza za Foxp3
imunocitokemijsko bojenje, patohistoloska potvrda dijagnoze limfoma, izostanak primjene

terapije prije dijagnosticke obrade te dostupni klinicki podaci.

Ispitanici su podijeljeni u dvije skupine: kontrolna skupina ispitanika s reaktivnom
hiperplazijom limfati¢nih stanica (34 ispitanika) i bolesnici kod kojih je postavljena dijagnoza
limfoma (103 bolesnika). U skupini bolesnika s limfomom bio je 31 bolesnik s klasi¢nim HL,
66 bolesnika s B-NHL te 6 bolesnika s T-NHL. Bolesnici s B-NHL podijeljeni su u dvije
skupine: bolesnici s agresivnim (36 bolesnika) i bolesnici s indolentnim B-NHL (30 bolesnika).

U tablici 8 je prikazana zastupljenost pojedinih tipova limfoma medu uklju¢enim bolesnicima.

Pretrazivanjem povijesti bolesti prikupljeni su slijede¢i klinicki podaci o bolesnicima s
postavljenom dijagnozom limfoma: dob i spol bolesnika, Ann Arbor klini¢ki stadij, veli¢ina
najveceg tumora, broj zahvacéenih ekstranodalnih sijela, prisutnost B simptoma, aktivnost LDH
u serumu, koncentracija hemoglobina u krvi, veli€ina jetre 1 slezene, broj leukocita, eritrocita,
trombocita i limfocita u krvi, koncentracija albumina u serumu, koncentracija C reaktivnog
proteina (CRP) u serumu, brzina SE, IPI kod bolesnika s agresivnim B-NHL te FLIPI kod
bolesnika s FL.
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Tablica 8. Zastupljenost pojedinih tipova limfoma medu uklju¢enim bolesnicima

Tip limfoma N
Klasi¢ni HL 31
Agresivni B-NHL 36
DLBCL 23
MCL

DLBCL/FL

LBL
PBL
Indolentni B-NHL 30
FL 18
CLL/SLL
NMZL
EMZL
LPL
T-NHL
PTCL
ALCL
AITL

7
2
B stani¢ni limfom visokog gradusa 2
1
1

Nl N N O | N N

4.2. Metode

4.2.1. Citoloska punkcija limfnog ¢vora

Citoloska punkcija limfnih ¢vorova ili drugih patoloskih lezija vrsi se tankom iglom (21-23 G),
nakon ¢iS¢enja koze na mjestu punkcije medicinskim alkoholom. U slu¢aju povrSinskih lezija,
koje su dostupne palpaciji, punkcija se vrsi na slijepo, dok se u sluc¢aju nepalpabilnih i duboko

smjestenih tvorbi (unutar prsne ili trbusne Supljine) vrsi punkcija pod kontrolom UZV ili CT.
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Citoloska punkcija povrSinskih lezija radi se ambulantno. Za punkciju duboko smjestenih
patoloskih tvorbi bolesnici moraju biti hospitalizirani te ostaju pod lije¢ni¢kim nadzorom
slijedeca 24 sata. Uzorak dobiven citoloSkom punkcijom razmazuje se na stakalca koja se suse
na sobnoj temperaturi. Za citomorfolosku dijagnostiku dio razmaza boji se standardnom May-
Griinwald Giemsa (MGG) metodom te se ovisno o nalazu dijagnostika upotpunjuje dodatnim

imunocitokemijskim bojenjima (slike 2-7).
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Slika 2. Reed-Sternbergova stanica u razmazu punktata limfnog ¢vora bolesnika s klasi¢nim
Hodgkinovim limfomom, MGG, 1000x

Slika 3. CD30 pozitivna Reed-Sternbergova stanica u razmazu punktata limfnog ¢vora

bolesnika s klasi¢nim Hodgkinovim limfomom, imunocitokemija, LSAB, 1000x
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Slika 4. Razmaz punktata limfnog ¢vora bolesnika s difuznim B velikostani¢nim limfomom,
MGG, 1000x

!

Slika 5. Ki-67 pozitivne stanice u punktatu limfnog ¢vora bolesnika s difuznim B

velikostani¢nim limfomom, imunocitokemija, LSAB, 1000x
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Slika 6. Razmaz punktata limfnog ¢vora bolesnika s anaplasti¢nim velikostani¢nim
limfomom, MGG, 1000x

Slika 7. ALK pozitivne stanice u punktatu limfnog ¢vora bolesnika s anaplasti¢nim

velikostani¢nim limfomom, imunocitokemija, LSAB, 1000x
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4.2.2. Foxp3 imunocitokemijsko bojenje

Za Foxp3 imunocitokemijsko bojenje koristili smo neobojene razmaze punktata limfnih
¢vorova, koji su ostali neiskoriSteni nakon kompletne rutinske dijagnosticke obrade. Razmazi
su ¢uvani na sobnoj temperaturi 1-15 dana. Za fiksaciju razmaza koristen je aceton, u trajanju
od 10 minuta. Nakon fiksacije razmazi su se uranjali 5 minuta u vodeni pufer, pH 7,6 (Dako
Danska A/S, Glostrup, Danska). Za blokadu endogene peroksidaze koristen je 3 % hidrogen
peroksid, u trajanju od 5 minuta. Nakon 5 minutnog uranjanja u vodeni pufer na razmaze se
apliciralo razrijedeno (1:80) primarno antitijelo, anti-FOXP3 antitijelo, 236A/E7 (Abcam,
Cambridge, MA, SAD). Razmazi su se zatim inkubirali 40 minuta u vodenoj kupelji, na
temperaturi 37 °C. Nakon 5 minutnog uranjanja razmaza u vodeni pufer primijenjen je daljnji
postupak prema uputama proizvodaca s komercijalnog seta za vizualizaciju LSAB+ System-
HRP (Dako Danska A/S, Glostrup, Danska). Za kontrastiranje jezgara koristen je Mayer’s
Hematoxylin (Lillie’s Modification), (Dako Danska A/S, Glostrup, Danska), a za uklapanje

stakalaca Shandon Immu-Mount™

Kao pozitivnu kontrolu koristili smo citoloske razmaze punktata operativno odstranjenih
tonzila, a kao negativnu kontrolu razmaze na koje smo umjesto primarnog antitijela aplicirali
otapalo (Antibody Diluent, Dako Danska A/S, Glostrup, Danska).

4.2.3. Imunocitokemijska analiza

Za imunocitokemijsku analizu je koriSten binokularni mikroskop Olympus BX41, uz
povecanje 1000x. Pozitivnom Foxp3 imunocitokemijskom reakcijom smatra se svijetlo do
tamno smede obojenje jezgara limfocita (slike 8 1 9). Za svakog ispitanika udio Foxp3

pozitivnih limfocita izraZen je na dva nacina:

e postotak Foxp3* limfocita (broj Foxp3* limfocita / sve limfati¢ne stanice); broj
Foxp3 pozitivnih stanica na 100 limfati¢nih stanica, raCunajuci prosjek od najmanje 10

brojenja po jednom citoloSkom razmazu (analizirano je najmanje 1000 stanica).
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e postotak Foxp3* limfocita / postotak CD3* limfocita (broj Foxp3* limfocita /
limfociti T); budu¢i da se pri analizi citoloSkih punktata limfnih ¢vorova rutinski radi
imunocitokemijsko bojenje na pan-T biljeg CD3, odredili smo takoder broj CD3
pozitivnih stanica na 100 limfati¢nih stanica, raCunajuci prosjek najmanje 10 brojenja
(1000 stanica) po jednom citolo§kom razmazu (postotak CD3" limfocita/ sve limfati¢ne

stanice) te izraunali omjer postotka Foxp3* limfocita i postotka CD3* limfocita.

Pri imunocitokemijskoj analizi razmaza punktata limfnih ¢vorova zauzetih limfomima tesko je
sa sigurno$¢u razlikovati tumorske i netumorske limfati¢ne stanice, naro€ito kod indolentnih
limfoma. Stoga smo pri odredivanju postotka Foxp3* i CD3" limfocita broj pozitivnih stanica
izrazavali na sve limfati¢ne stanice prisutne u razmazu, ukljucujuci i tumorske limfati¢ne

stanice u ¢vorovima zauzetim limfomom.
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Slika 8. Foxp3 pozitivni limfociti u razmazu punktata limfnog ¢vora, imunocitokemija, LSAB,
1000x

Slika 9. Foxp3 pozitivni limfociti u razmazu punktata limfnog ¢vora, imunocitokemija, LSAB,
1000x
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4.2.4, Statisticka obrada

Priprema podataka izvrSena je pomocu racunalnog tablicnog kalkulatora Microsoft Office
Excel. Podaci su prikazani tabli¢no i graficki. Kolmogorov-Smirnovljevim testom analizirana
je raspodjela kontinuiranih numerickih vrijednosti te su se shodno dobivenim podacima
primijenili odgovaraju¢i neparametrijski testovi. Kategorijske i nominalne vrijednosti su
prikazane kroz odgovarajuce frekvencije i udjele. Kontinuirane vrijednosti prikazane su kroz
medijane i interkvartilne raspone, a razlike izmedu njih analizirane su Kruskal-Wallisovim
testom, odnosno Mann-Whitneyjevim U testom (u sluc¢ajevima usporedbi dviju skupina) te
prikazane u Box i Whiskerovom plotu unutar kojeg su prikazane vrijednosti medijana,
interkvartilnih raspona, minimalnih i maksimalnih vrijednosti te ekstremnih vrijednosti koje se

od medijana razlikuju za viSe od 3 interkvartilna raspona.

P vrijednosti manje od 0,05 su smatrane znac¢ajnima. U analizi se koristila programska podrSka

IBM SPSS Statistics, verzija 25.0 (https://www.ibm.com/analytics/spss-statistics-software).
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5. REZULTATI

5.1. Klini¢ke, demografske i laboratorijske odrednice ispitanika

Tablica 9. Klinicke i demografske odrednice ispitanika prikazane kroz kategorijske vrijednosti

N %
<45 godina 47 34,3 %
Dob (skupine) >45 do <60 godina 40 29,2 %
>60 godina 50 36,5 %
Spol Muski 70 51,1 %
P Zenski 67 | 48.9%
Klasi¢ni HL 31 22,6 %
Agresivni B-NHL 36 26,3 %
e .. . Indolentni B-NHL 30 21,9 %
kupin nika prem n ’

Skupine ispitanika prema dijagnozi T-NHL 6 44%
Reaktivna 3 | 248%

hiperplazija
I 2 1,9%
e . I 27 26,2 %
Klini¢ki stadij i 18 17.5 %
v 56 54,4 %
ey . ) ) I+ 11 29 28,2 %
Klinicki stadij (rani/kasni) T, 7 71.8 %
B simptomi Ne 64 62,1 %
P Da 39 | 37.9%
Veli¢ina najveceg tumora >10 cm Ne o7 4.2 %
Jeces = Da 6 5.8 %
e ) B.O. 96 93,2%
Velicina jetre (uredna/uvecana) Uvedana jetra p 6.8 %
- ) B.O. 72 69,9 %
Velicina slezene (uredna/uvecana) Uveéana slezena 31 30.1 %
0 34 33,0 %
Broj ekstranodalnih sijela 1 36 35,0 %
>1 33 32,0 %

Tablica 9 prikazuje opisnu statistiku odabranih kategorijskih socio-demografskih i klini¢kih
varijabli. Vise od 60 godina imalo je 50 (36,5 %) ispitanika, dok je njih 70 (54,1 %) bilo
muskog spola. Od limfoma najzastupljeniji su bili agresivni B-NHL, u 36 (26,3 %) slucajeva.
56 (54,4 %) ispitanika bilo je u klinickom stadiju IV, a B simptomi su bili prisutni u 39 (37,9
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%) ispitanika. Veli¢ina najveceg tumora >10 cm nadena je u 6 (5,8 %) ispitanika. Uvecanu

jetruimalo je 7 (6,8 %) ispitanika, a uvecanu slezenu 31 (30,1 %) ispitanik. Broj ekstranodalnih

sijela ve¢i od jednog bio je prisutan u 33 (32,0 %) ispitanika.

Tablica 10. Laboratorijske odrednice ispitanika prikazane kroz kategorijske vrijednosti

N %

0,
LDH <i > 241 UL Nyhtin ® | 579%
Hemoglobin <i> 120 g/L ;g(()) fg;li 32 ;;:é Zﬁ;
Leukociti <i> 15x10%/L ;?ﬁgzﬁ: ﬁ ?(9):3 ;ﬁ

9 0,
Limfociti <i> 0,6x10°%/L ;g:gi:llgg;:: 939 93:519 0;2
Limfociti <i> 8 % ; 222 957 9:31:2 ?;;
Albumini <i>40 g/L ;28 gfli 32 %g ?;Z
CRP <i>5mg/L = ngt s | s85%
p2-mikroglobulin <> 2,4 <2,4 mg/L 40 | 44,0%
mg/L >2,4 mg/L 51 | 56,0%
SE <i > 50 mm/3,6ks 0 fﬁiﬁggﬁ e ;g; .
e Sommi: R

Laboratorijske odrednice ispitanika prikazane kroz kategorijske vrijednosti prikazane su u

tablici 10. Povecanu aktivnost LDH u serumu imalo je 39 (37,9 %), snizenu koncentraciju
hemoglobina 28 (27,2 %), snizenu koncentraciju albumina 28 (27,2 %), povecani CRP 60 (58,8
%), povecani B2-mikroglobulin 51 (56,0 %), dok je sedimentaciju >30 mm/3,6ks imalo 35
(35,4 %) ispitanika. Broj leukocita >15x10%L imalo je 11 (10,7 %), a broj limfocita <0,6x10%/L

3(2,9 %) ispitanika.
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Tablica 11. Klinicke odrednice ispitanika prikazane kroz kvantitativne vrijednosti i

odgovarajuc¢e mjere centralne tendencije

. o Centile
Aritmeticka .

sredina SD Min Max 25. Medijan 75.
Dob (godine) 52,31 18,78 | 14,00 | 90,00 | 3850 | 54,00 | 67,00
Foxp3* (%) 10,48 6,76 | 060 | 42,00 | 5,80 9,00 | 14,20
CD3" (%) 38,40 17,08 | 570 | 76,00 | 2530 | 3860 | 50,00
(F(,Z’)‘pE’ (%)/CD3 0,29 015 | 003 | 085 | 018 | 026 | 035
Veliina najveceg 49,36 30,34 | 13,00 | 200,00 | 30,00 | 40,00 | 62,00
tumora (mm)
LDH [U/L] 287,20 | 243,05 | 97,00 | 1664,00 | 174,00 | 211,00 | 287,00
Hemoglobin [g/L] 130,97 21,10 | 77,00 | 187,00 | 118,00 | 134,00 | 144,00
Leukociti [X10%L] 12,46 17,14 | 250 | 13858 | 6,58 8,35 | 11,40
Eritrociti [X10%%/L] 4,57 065 | 269 | 562 | 423 4,68 5,05
Trombociti [X10%/L] 248,54 | 108,05 | 41,00 | 642,00 | 182,00 | 231,00 | 305,00
Limfociti [X10%/L] 4,68 1446 | 026 | 127,04 | 1,20 1,62 238
Limfociti (%) 26,82 18,59 | 500 | 92,00 | 1530 | 22,00 | 2983
Albumini [g/L] 42,63 736 | 19,60 | 56,30 | 39,00 | 43,00 | 48,00
CRP [mg/L] 33,64 47,49 | 0,30 | 196,80 | 2,70 970 | 47,35
p2-
mikroglobulin [mg/L] 3,85 361 | 1,30 | 24,90 | 1,90 2,40 4,30
SE mm/3,6ks 33,16 30,79 | 1,00 | 130,00 | 11,00 | 20,00 | 52,00

Klini¢ke odrednice ispitanika prikazane kroz kvantitativne vrijednosti i odgovaraju¢e mjere

centralne tendencije prikazane su u tablici 11.
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5.2. Razlika u udjelu Foxp3* limfocita u punktatima limfnih ¢vorova u skupinama

ispitanika s reaktivnom hiperplazijom, klasi¢nim HL i razli¢itim tipovima NHL

Tablica 12. Razlika u postotku Foxp3™ limfocita, postotku CD3" limfocita i omjeru postotka

Foxp3* i postotka CD3" limfocita u punktatima limfnih ¢vorova u skupinama ispitanika s

reaktivnom hiperplazijom, klasi¢nim HL i razli¢itim tipovima NHL: Kruskal-Wallisov test

S _ Centile

Skupine ispitanika N Min Max 25, Medijan 75,
Klasiéni HL 31 2,80 42,00 7,20 13,50 19,50
Agresivni B-NHL 36 0,80 24,10 3,85 5,70 10,65

Foxp3* (%) Indolentni B-NHL 30 0,60 24,70 4,08 7,60 13,08
T-NHL 6 6,00 14,90 8,10 9,30 14,38
Reaktivna 3 | 18 | 1920 | 825 | 1050 | 14,13
hiperplazija
Klasi¢ni HL 31 27,00 68,00 41,60 50,00 58,70
Agresivni B-NHL 36 5,70 61,40 15,03 23,95 34,55

CD3"* (%) Indolentni B-NHL 30 7,10 73,00 15,88 26,45 35,75
T-NHL 6 48,80 72,00 48,95 51,70 65,55
Reaktivna 34 | 2500 | 76,00 | 4283 | 4800 | 5575
hiperplazija
Klasi¢ni HL 31 | 400% | 75,00% | 17,00% | 31,00 % | 37,00 %
Agresivni B-NHL 36 | 9,00% | 6500% | 21,00% | 24,50 % | 45,50 %

Foxp3* (%) / Indolentni B-NHL 30 | 8,00% | 8500% | 23,75% | 31,00% | 41,75 %

CD3" (%) T-NHL 6 9,00% | 29,00% | 12,00 % | 18,00 % | 28,25 %
Reaktivna 34 | 3,00% | 41,00% | 16,00% | 21,50 % | 28,25 %
hiperplazija
Kruskal-WallisH | df P

Foxp3* (%) 22,003 4 <0,001

CD3" (%) 72,607 4 <0,001

Foxp3* (%) /

CD3" (%) 11,015 4 0,026

Razlika u postotku Foxp3* limfocita, postotku CD3" limfocita i omjeru postotka Foxp3™ i

postotka CD3* limfocita u punktatima limfnih ¢vorova u skupinama ispitanika s reaktivnom

hiperplazijom, klasicnim HL 1 razli¢itim tipovima NHL prikazana je u tablici 12. Postoje

znacajne razlike u postotku Foxp3* limfocita, postotku CD3" limfocita i omjeru postotka

Foxp3* i postotka CD3" limfocita u punktatima limfnih ¢vorova u skupinama ispitanika s
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reaktivnom hiperplazijom, klasi¢nim HL i razli¢itim tipovima NHL koje su dodatno analizirane

post-hoc Mann-Whitney U testom (tablica 13) te prikazane na slikama 10 - 12.

Tablica 13. Post-hoc analiza (Mann-Whitney U test) razlika u postotku Foxp3* limfocita,
postotku CD3" limfocita i omjeru postotka Foxp3™ i postotka CD3* limfocita u punktatima

limfnih ¢vorova u skupinama ispitanika s reaktivnom hiperplazijom, klasi¢nim HL i razli¢itim

tipovima NHL
Foxp3*

Foxp3* CD3* %) /

Usporedbe (O/E ) (%) é:D)3+
(%)

Klasi¢ni HL vs. Agresivni B-NHL <0,001 <0,001 0,865
Klasi¢ni HL vs. Indolentni B-NHL 0,003 <0,001 0,568
Klasi¢ni HL vs. T-NHL 0,313 0,232 0,087
Klasi¢ni HL vs. Reaktivna hiperplazija 0,118 0,788 0,061
Agresivni B-NHL vs. Indolentni B-NHL 0,321 0,524 0,268
Agresivni B-NHL vs. T-NHL 0,057 <0,001 0,087
Agresivni B-NHL vs. Reaktivna hiperplazija 0,001 <0,001 0,058
Indolentni B-NHL vs. T-NHL 0,252 <0,001 0,037
Indolentni B-NHL vs. Reaktivna hiperplazija 0,053 <0,001 0,005
T-NHL vs. Reaktivna hiperplazija 0,691 0,134 0,437

Post-hoc analiza (Mann-Whitney U test) razlika u postotku Foxp3* limfocita, postotku CD3*
limfocita i omjeru postotka Foxp3* i postotka CD3" limfocita u punktatima limfnih ¢vorova u
skupinama ispitanika s reaktivnom hiperplazijom, klasi¢nim HL i razli¢itim tipovima NHL
prikazana je u tablici 13. Klasi¢ni HL vs. agresivni B-NHL i indolentni B-NHL ima znac¢ajno
vece postotke Foxp3* i CD3" limfocita. Agresivni B-NHL u odnosu na reaktivnu hiperplaziju
ima znacajno nize postotke Foxp3* i CD3" limfocita, dok u odnosu na T-NHL ima znacajno
nizi samo postotak CD3" limfocita. Indolentni B-NHL u odnosu na T-NHL, kao i na reaktivnu
hiperplaziju ima zna¢ajno nizi postotak CD3" limfocita i ve¢i omjer postotka Foxp3* i postotka
CD3* limfocita.
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Slika 10. Razlika u postotku Foxp3™ limfocita u punktatima limfnih ¢vorova u skupinama

ispitanika s reaktivnom hiperplazijom, klasi¢nim HL i razli¢itim tipovima NHL: P<0,001
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Slika 11. Razlika u postotku CD3" limfocita u punktatima limfnih ¢vorova u skupinama

ispitanika s reaktivnom hiperplazijom, klasi¢nim HL i razli¢itim tipovima NHL: P<0,001
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Slika 12. Razlika u omjeru postotka Foxp3* i postotka CD3" limfocita u punktatima limfnih

¢vorova u skupinama ispitanika s reaktivnom hiperplazijom, klasi¢cnim HL i razli¢itim

tipovima NHL: P=0,026
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Tablica 14. Razlika u postotku Foxp3* limfocita, postotku CD3* limfocita i omjeru postotka

Foxp3* i postotka CD3* limfocita u punktatima limfnih ¢vorova u skupinama ispitanika s

reaktivnom hiperplazijom, klasi¢nim HL, DLBCL, FL i MCL: Kruskal-Wallisov test

S . Centile

Skupine ispitanika N Min Max 5 Medijan | 75,
CHL 31 2,80 | 42,00 | 7,20 13,50 19,50
DLBCL 23 0,80 24,10 | 4,30 5,80 8,40
Foxp3* (%) FL 18 0,60 24,70 | 3,95 7,10 13,48
MCL 7 1,20 11,40 | 1,80 3,10 5,10
Reaktivna 34 1,80 19,20 | 8,25 10,50 14,13

hiperplazija
CHL 31 27,00 | 68,00 | 41,60 50,00 58,70
DLBCL 23 5,70 61,40 | 18,20 27,00 35,50
+ FL 18 7,10 | 40,60 | 16,68 28,70 36,40
CD3° 00 | mcL 7 | 620 | 2140 | 840 | 980 | 19,00
Reaktivna 34 25,00 | 76,00 | 42,83 48,00 55,75

hiperplazija
CHL 31 0,04 0,75 0,17 0,31 0,37
DLBCL 23 0,09 0,65 0,21 0,24 0,32
Foxp3* (%) / | FL 18 0,08 0,67 0,22 0,32 0,42
CD3" (%) MCL 7 0,12 0,56 0,19 0,21 0,53
Reaktivna 34 0,03 0,41 0,16 0,22 0,28

hiperplazija

Tablica 15. Post-hoc analiza (Mann-Whitney U test) razlika u postotku Foxp3* limfocita,

postotku CD3" limfocita i omjeru postotka Foxp3™ i postotka CD3* limfocita u punktatima

limfnih ¢vorova u skupinama ispitanika s reaktivnom hiperplazijom, klasi¢nim HL, DLBCL,

FLi MCL
Usporedbe P vrijednost (Mann-Whitney U test)
Foxp3* N Foxp3* (%) /
@) | CP3 0 | cp3r (g
CHL vs. DLBCL 0,001 <0,001 0,643
CHL vs. FL 0,014 <0,001 0,648
CHL vs. MCL <0,001 <0,001 0,851
CHL vs. Reaktivna hiperplazija 0,118 0,788 0,061
DLBCL vs. FL 0,486 0,703 0,275
DLBCL vs. MCL 0,042 0,010 0,844
DLBCL vs. Reaktivna hiperplazija 0,003 <0,001 0,157
FL vs. MCL 0,032 0,007 0,880
FL vs. Reaktivna hiperplazija 0,157 <0,001 0,023
MCL vs. Reaktivna hiperplazija 0,001 <0,001 0,260
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Post-hoc analiza (Mann-Whitney U test) razlika u postotku Foxp3* limfocita, postotku CD3*
limfocita i omjeru postotka Foxp3* i postotka CD3* limfocita u punktatima limfnih ¢vorova u
skupinama ispitanika s reaktivnom hiperplazijom, klasi¢nim HL i razli¢itim tipovima NHL
prikazana je u tablici 15. Klasi¢ni HL vs. DLBCL, FL i MCL ima znacéajno vece postotke
Foxp3* limfocitai CD3* limfocita. DLBCL i FL vs. MCL imaju znac¢ajno vece postotke Foxp3*
limfocita i CD3* limfocita. DLBCL i MCL u odnosu na reaktivnu hiperplaziju imaju zna¢ajno
nize postotke Foxp3* limfocita i CD3" limfocita. FL vs. reaktivna hiperplazija ima zna¢ajno
veci omjer postotka Foxp3™ i postotka CD3" limfocita.

5.3. Povezanost udjela Foxp3* limfocita u punktatima limfnih ¢vorova s prognosti¢kim

¢imbenicima bolesnika s klasiénim HL i NHL

Tablica 16. Povezanost postotka Foxp3* limfocita, postotka CD3" limfocita i omjera postotka
Foxp3* i postotka CD3" limfocita u punktatima limfnih ¢vorova obzirom na spol bolesnika s
klasi¢nim HL 1 NHL

: Centile

Spe. N Min- 1 Max e = T \Medijan | 75.
Foxp3* (%) Muski 56 0,80 42,00 5,00 7,75 13,30

P ° Zenski 47 0,60 30,70 5,60 8,10 16,30
CD3* (%) Muski 56 6,20 73,00 | 21,45 33,00 47,98

° Zenski 47 5,70 65,20 | 23,50 35,00 49,00
Foxp3* (%) / Muski 56 0,04 0,75 0,18 0,27 0,38
CD3" (%) Zenski 47 0,08 0,85 0,18 0,31 0,41
Mann-
Whitney U & i

Foxp3* (%) 1218,500 | -0,646 | 0,519
CD3" (%) 1287,000 | -0,192 | 0,848
Foxp3* (%) / ]
CD3" (%) 1255,500 0,401 | 0,689

Povezanost postotka Foxp3* limfocita, postotka CD3" limfocita i omjera postotka Foxp3™ i
postotka CD3" limfocita u punktatima limfnih ¢vorova obzirom na spol bolesnika s klasi¢nim

HL i NHL prikazana je u tablici 16. Nije bilo statisti¢ki znacajnih razlika.
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Tablica 17. Povezanost postotka Foxp3* limfocita, postotka CD3" limfocita i omjera postotka

Foxp3* i postotka CD3* limfocita u punktatima limfnih ¢vorova obzirom na dob bolesnika s

klasi¢nim HL i NHL
e ) Centile

Dob (skupine) N Min Max 25, Medijan 75,
<45 godina 27 2,70 42,00 6,20 11,60 18,50

Foxp3* (%) =45do<60 | o5 | g8y | 2410 | 550 | 7.60 | 14.40
godina
>60 godina 46 0,60 24,70 4,25 7,75 13,35
<45 godina 27 6,20 68,00 33,60 48,10 56,80

CD3* (%) g;‘jiﬂg <60 | 30 | 660 | 7200 | 2098 | 3270 | 49,85
>60 godina 46 5,70 73,00 15,88 28,65 37,30
<45 godina 27 0,04 0,75 0,17 0,32 0,37

Foxp3* (%) / >45 do <60

D3 (%) Jodina 30 008 | 085 | 017 0,25 0,31
>60 godina 46 0,08 0,70 0,21 0,29 0,47

Kruskal-
wallisH | P

Foxp3* (%) 4,096 2 0,129

CD3* (%) 17,247 2 <0,001

Foxp3* (%) /

CD3* (%) 2,139 2 0,343

Razlike postotka Foxp3* limfocita, postotka CD3* limfocita i omjera postotka Foxp3* i

postotka CD3" limfocita u punktatima limfnih ¢vorova obzirom na dob bolesnika s klasi¢nim

HL i NHL prikazane su u tablici 17. Mladi ispitanici imali su znacajno vise vrijednosti CD3"
(%) limfocita (P<0,001).
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Tablica 18. Povezanost postotka Foxp3* limfocita, postotka CD3" limfocita i omjera postotka
Foxp3* i postotka CD3* limfocita u punktatima limfnih ¢vorova obzirom na klini¢ki stadij
bolesnika s klasi¢nim HL i NHL

Centile
Klini¢ki stadij N Min Max 25, Medijan 75,
I 2 5,30 5,90 3,98 5,60 4,43

I 27 2,80 42,00 7,00 15,00 20,17
1 18 4,00 30,70 5,95 10,20 15,35
1\ 56 0,60 24,70 3,73 6,95 11,78

Foxp3* (%)

I 2 16,90 | 21,80 | 12,68 19,35 16,35
I 27 24,50 | 68,00 | 35,00 47,40 56,80

CD3" (%) 11} 18 12,60 65,20 25,60 46,50 59,50
(\V4 56 5,70 73,00 14,98 27,00 36,65
I 2 0,24 0,35 0,18 0,30 0,26

Foxp3* (%)/ I 27 004 | 075 | 0417 0,31 0,46

CD3" (%) 1l 18 009 | 052 | 022 0,27 0,32
v 56 0,08 0,85 0,18 0,27 0,43
Kruskal-
Wallis H el >

Foxp3* (%) 16,789 3 0,001

CD3" (%) 31,042 3 | <0,001

Foxp3* (%) /

CD3* (%) 0,516 3 0,915

Razlike postotka Foxp3* limfocita, postotka CD3" limfocita i omjera postotka Foxp3* i
postotka CD3" limfocita u punktatima limfnih ¢vorova obzirom na klini¢ki stadij bolesnika s
klasi¢nim HL i NHL prikazane su u tablici 18. Znacajne razlike zabiljezene su u postotcima
Foxp3* limfocita i CD3" limfocita. Najvise vrijednosti Foxp3* (%) limfocita bile su kod

bolesnika u 1l klinickom stadiju.
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Tablica 19. Povezanost postotka Foxp3™* limfocita, postotka CD3" limfocita i omjera postotka
Foxp3* i postotka CD3* limfocita u punktatima limfnih ¢vorova obzirom na veli¢inu tumora
bolesnika s klasi¢nim HL i NHL

. Centile
Tm >10 ¢cm N Min Max 55 Medijan 75
Foxp3* (%) Ne 97 0,60 42,00 | 5,50 8,30 14,80
P Da 6 0,80 6,60 1,10 3,80 6,38
Ne 97 5,70 73,00 | 21,85 34,40 48,90
+ 0 H k) k) k) H
CDh3" (%) Da 6 6,60 36,20 | 8,48 16,65 35,30
Foxp3* (%) / Ne 97 0,04 0,85 0,20 0,29 0,43
CD3" (%) Da 6 0,09 0,26 0,11 0,18 0,24
Mann-
Whitney Z P
U
Foxp3* (%) 105,500 | -2,612 | 0,009
CD3* (%) 145,500 | -2,049 | 0,040
Foxp3* (%) /
CD3" (%) 124,500 | -2,346 | 0,019

Tablica 19 prikazuje razlike postotka Foxp3™ limfocita, postotka CD3" limfocita i omjera
postotka Foxp3™ i postotka CD3* limfocita u punktatima limfnih ¢vorova obzirom na veli¢inu
tumora kod bolesnika s klasi¢nim HL i NHL. Tumori >10 cm imali su zna¢ajno nize vrijednosti
Foxp3* (%) limfocita (P=0,009), CD3" (%) limfocita (P=0,040) i omjera Foxp3* (%) / CD3"
(%) (P=0,019).
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Tablica 20. Povezanost postotka Foxp3* limfocita, postotka CD3" limfocita i omjera postotka
Foxp3® i postotka CD3" limfocita u punktatima limfnih ¢vorova obzirom na broj

ekstranodalnih sijela bolesnika s klasi¢cnim HL i NHL

) N . Centile

Broj ekstranodalnih sijela N Min Max 25, Medijan 75,
0 34 280 | 3390 | 618 | 1325 | 19.63

Foxp3* (%) 1 36 120 | 4200 | 450 775 | 12,00
>1 33 060 | 17,10 | 3,90 760 | 1250
0 34 | 1260 | 68,00 | 3148 | 47.75 | 5888

CD3* (%) 1 36 840 | 63,40 | 2035 | 31,95 | 39,05
>1 33 570 | 73,00 | 1475 | 2730 | 36,15
0 34 004 | 070 | 023 031 0.39

+ (0 I I I I ’

2‘3‘3?3 (0%’) / 1 36 010 | 085 | 018 0.27 0.44
>1 33 008 | 056 | 0,19 0,27 0,39
Kruskal-
wallisH | 9 P

Foxp3* (%) 9,590 2 0,008

CD3* (%) 18,023 2 | <0,001

Foxp3* (%) /

CDS* (%) 0471 2 0.790

Tablica 20 prikazuje razlike postotka Foxp3* limfocita, postotka CD3" limfocita i omjera
postotka Foxp3™ i postotka CD3" limfocita u punktatima limfnih ¢vorova obzirom na broj
ekstranodalnih sijela bolesnika s klasi¢énim HL i NHL. Ispitanici sa zahva¢enim ekstranodalnim
sijelima imaju znacajno nize vrijednosti Foxp3* (%) limfocita (P=0,008) i CD3" (%) limfocita
(P<0,001).
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Tablica 21. Povezanost postotka Foxp3* limfocita, postotka CD3" limfocita i omjera postotka
Foxp3* i postotka CD3" limfocita u punktatima limfnih ¢vorova obzirom na prisutnost B

simptoma kod bolesnika s klasi¢cnim HL i NHL

) . . Centile
B simptomi N Min Max 55 Medijan 75
Foxp3* (%) Ne 64 1,20 30,70 5,53 7,90 14,90
P Da 39 0,60 42,00 4,40 7,90 14,20
Ne 64 6,20 73,00 | 21,65 34,00 47,30
+ (0 1 1 1 ' ’
CD3" (%) Da 39 5,70 72,00 | 16,00 33,20 49,00
Foxp3* (%) / Ne 64 0,08 0,85 0,21 0,29 0,36
CD3" (%) Da 39 0,04 0,75 0,16 0,26 0,47
Mann-
Whitney U Z P
Foxp3* (%) 1167,500 -0,547 | 0,584
CD3" (%) 1229,500 -0,126 | 0,900
Foxp3* (%) / i
CD3* (%) 1143,000 0,714 | 0,475

Tablica 21 prikazuje razlike postotka Foxp3* limfocita, postotka CD3" limfocita i omjera
postotka Foxp3* i postotka CD3" limfocita u punktatima limfnih ¢vorova obzirom na prisutnost

B simptoma kod bolesnika s klasi¢cnim HL i NHL. Nije bilo znacajnih razlika.
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Tablica 22. Povezanost postotka Foxp3™* limfocita, postotka CD3" limfocita i omjera postotka

Foxp3* i postotka CD3" limfocita u punktatima limfnih ¢vorova obzirom na aktivnost LDH u

serumu kod bolesnika s klasi¢énim HL i NHL

) Centile
LDH <i>241 U/L N Min Max 25 Medijan 75
Foxp3®* (%) <241 U/L 64 0,60 42,00 5,15 8,15 15,15
P ° >241 U/L 39 0,80 33,90 5,50 7,60 14,00

CD3* (%) <241 U/L 64 6,20 73,00 | 21,65 35,00 48,63

>241 U/L 39 5,70 72,00 | 16,00 31,80 44,70
Foxp3* (%) / <241 U/L 64 0,04 0,85 0,19 0,28 0,38
CD3" (%) >241 U/L 39 0,08 0,67 0,18 0,28 0,41

Mann-

Whitney U z P
Foxp3* (%) 1141,000 | -0,728 | 0,467
CD3" (%) 1090,000 | -1,074 | 0,283
Foxp3* (%) / i
CD3" (%) 1163,500 0,575 | 0,565

Tablica 22 prikazuje razlike postotka Foxp3™ limfocita, postotka CD3" limfocita i omjera

postotka Foxp3™ i postotka CD3" limfocita u punktatima limfnih ¢vorova obzirom na aktivnost

LDH u serumu kod bolesnika s klasi¢cnim HL 1 NHL. Nije bilo znacajnih razlika.
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Tablica 23. Povezanost postotka Foxp3™* limfocita, postotka CD3" limfocita i omjera postotka
Foxp3* i postotka CD3" limfocita u punktatima limfnih ¢vorova obzirom na koncentraciju
hemoglobina kod bolesnika s klasi¢cnim HL i NHL

. - Centile
Hemoglobin <i> 120 g/L N Min Max 55 Medijan 75
Foxp3* (%) <120 g/L 28 0,80 33,90 6,85 10,55 14,35

>120 g/L 75 0,60 | 42,00 4,90 7,20 14,90
CD3* (%) <120 g/L 28 5,70 72,00 | 21,50 32,70 47,00

>120 g/L 75 6,20 73,00 | 21,60 34,40 48,80
Foxp3* (%) / <120 g/L 28 0,09 0,60 0,19 0,31 0,47
CD3" (%) >120 g/L 75 0,04 0,85 0,18 0,27 0,36

Mann-
Whitney U Z P

Foxp3* (%) 907,500 -1,056 | 0,291
CD3" (%) 1034,500 -0,115 | 0,909
Foxp3* (%) /
CD3" (%) 935,500 -0,849 | 0,396

Razlike postotka Foxp3* limfocita, postotka CD3" limfocita i omjera postotka Foxp3* i
postotka CD3* limfocita u punktatima limfnih ¢vorova obzirom na koncentraciju hemoglobina

kod bolesnika s klasi¢nim HL i NHL prikazane su u tablici 23. Nije bilo znac¢ajnih razlika.
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5.4. Povezanost udjela Foxp3* limfocita u punktatima limfnih ¢vorova s prognosti¢kim

¢imbenicima bolesnika s klasiénim HL

Tablice 24 do 31 prikazuju razlike postotka Foxp3™ limfocita, postotka CD3" limfocita i omjera
postotka Foxp3™ i postotka CD3" limfocita u punktatima limfnih ¢vorova obzirom na spol
bolesnika, dob bolesnika, Ann Arbor klinicki stadij, veliCinu najveceg tumora, broj
ekstranodalnih sijela, prisutnost B simptoma, aktivhost LDH u serumu i koncentraciju
hemoglobina kod bolesnika s klasi¢nim HL. U svim usporedbama nije bilo statisticki znacajnih

razlika.

Tablica 24. Povezanost postotka Foxp3* limfocita, postotka CD3" limfocita i omjera postotka
Foxp3* i postotka CD3" limfocita u punktatima limfnih ¢vorova obzirom na spol bolesnika s

klasi¢nim HL

. Centile
Sz N- | Min | Max =0 Medijan | 75.
Foxp3* (%) Muski 18 | 2,80 | 42,00 | 750 | 1340 |19.35
P Zenski 13 | 620 | 30,70 | 6.45 | 1490 |19.75
CD3* (%) Muski 18 |27.00 | 68,00 | 3980 | 47.85 |57.27
Zenski 13 1290065204000 5300 |59.60
Foxp3* (%) /CD3*  Muski 18 | 004 | 075 | 017 | 030 | 047
(%) Zenski 13 | 011|052 | 016 | 032 | 035
Mann-\L/JVhltney 7 p
Foxp3* (%) 115,000 -0,080 | 0,936
CD3* (%) 107,500 -0,380 | 0,704
+ (0, +
z%p?’ (%) / CD3 110,000 0281 | 0,779
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Tablica 25. Povezanost postotka Foxp3™ limfocita, postotka CD3" limfocita i omjera postotka

Foxp3* i postotka CD3* limfocita u punktatima limfnih ¢vorova obzirom na dob bolesnika s

klasiénim HL
) ) Centile

Dob (skupine) N | Min | Max 25. | Medijan | 75.
<45 godina 21| 2,80 | 42,00 | 680 | 12,00 |19.75

Foxp3* (%) S;‘jiﬁgfw 8 | 580 |21,90| 7.75 | 14,15 | 18,20
>60 godina 2 11350 | 22,60 | 10,13 | 18,05 | 16,99
<45 godina 21 29,00 | 68,00 | 43,30 | 53,00 |58.65

CD3* (%) ngiﬁgfm 8 | 27,00 | 6520 | 37.65| 4880 | 64,30
>60 godina 2 132,40 | 47,00 | 2430 | 3970 |35.29
<45 godina 21| 004 | 075 | 0,16 | 032 | 0,37

+ (0, +

Foxp3* (%) /CD3" 45 do <60 s | 013 | 049 | 016 | 026 | 042

(%) godina
>60 godina 21020 |070 | 022 | 050 | 057
Kruska|1_||—WaII|s df p

Foxpa® (%) 0,782 2 10,676

CD3" (%) 1.802 2 | 0.406

+ (0 +
Foxp3™ (%) / CD3 1185 2 | 0553
(%)
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Tablica 26. Povezanost postotka Foxp3* limfocita, postotka CD3" limfocita i omjera postotka
Foxp3* i postotka CD3* limfocita u punktatima limfnih ¢vorova obzirom na klini¢ki stadij

bolesnika s klasi¢nim HL

_ Centile
Klinicki stadij N Min | Max 25 | Medijan | 75.
T 19 | 280 |42.00| 660 | 1500 |21.90
Foxp3* (%) i 8 | 580 |3070| 905 | 1510 |19,78
\Y; 4 | 760 [1490| 870 | 12,65 | 14,50
T 19 | 2900 | 68,00 | 41,60 | 53,00 |5860
CD3* (%) 1 8 |3440|6520|4625| 5580 |62,50
IV 4 |27.00|4760|2865| 4030 |47.45
T 19 | 004 | 075 | 014 | 031 | 044
Foxp3* (%) / CD3* (%) Il 8 |013|052]019| 029 | 033
Wi 4 | 016|049 | 020 | 034 | 046
Kruskal-
walisH | 9 | P
Foxp3* (%) 0422 2 10810
CD3* (%) 4210 2 10122
Foxp3* (%) / CD3* (%) 0.466 2 10792
. ewy s . . Centile
Klinicki stadij N Min Max 25. | Medijan 75
Foxp3* (%) I+ 1 19 | 280 | 4200 | 660 | 1500 | 21.90
P m+1v | 12 | 580 | 3070 | 905 | 1340 | 1850
O3 (%) I+ 11 19 | 2900 | 68,00 | 4160 | 5300 | 5860
m+1v | 12 | 2700 | 6520 | 3730 | 4730 | 5970
I+ 1 19 | 004 | 075 | 044 | 031 | 044
+ 0 + 0 ) b b ) )
Foxp3™ (%) /CD3" (%) |\ 4 v | 12 | 013 | 052 | 019 | 031 | 035

Kruskal-

wallisH | f =
Foxp3™ (%) 0,03 2 0871
CD3" (%) 0,08 1 | 0776
Foxp3* (%) / CD3* (%) 0,07 1 | 0792
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Tablica 27. Povezanost postotka Foxp3™* limfocita, postotka CD3" limfocita i omjera postotka

Foxp3* i postotka CD3* limfocita u punktatima limfnih ¢vorova obzirom na veli¢inu tumora

bolesnika s klasi¢nim HL

Tm >10 cm N | Min | Max [z I\(/Teeg;';en =
Foxp3" () gz 310 égg 462’,3000 7,§5 14f20 19j63
o3 (%) gg 310 g;gg 22:88 44f15 51,10 58j88
Foxp3* (%) / CD3* (%) gz 310 8123 8:12 0.17 0.39

Tablica 28. Povezanost postotka Foxp3* limfocita, postotka CD3" limfocita i omjera postotka

Foxp3® i postotka CD3" limfocita u punktatima limfnih &vorova obzirom na broj

ekstranodalnih sijela kod bolesnika s klasi¢nim HL

. N . Centile
Broj ekstranodalnih sijela N Min Max 25, Medijan 75,
0 21 2,8 33,9 20,0 15,20 7,2
Foxp3* (%) 1 6 5,8 42,0 16,7 10,85 6,3
>1 4 7,6 14,9 14,1 12,65 9,8
0 21 29,0 68,0 59,4 53,60 46,0
CD3* (%) 1 6 34,4 63,4 55,8 49,60 35,0
>1 4 27,0 47,6 47,3 40,30 30,3
0 21 0,04 0,7 0,37 0,31 0,17
Foxp3* (%) / CD3" (%) 1 6 0,13 0,75 0,32 0,24 0,17
>1 4 0,16 0,49 0,425 0,34 0,24
Kruskal
-Wallis df P
H
Foxp3* (%) 0,582 2 0,748
CD3" (%) 4,088 2 0,130
Foxp3* (%) / CD3* (%) | 0,552 2 0,759
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Tablica 29. Povezanost postotka Foxp3™* limfocita, postotka CD3" limfocita i omjera postotka
Foxp3* i postotka CD3" limfocita u punktatima limfnih ¢vorova obzirom na prisutnost B

simptome kod bolesnika s klasi¢nim HL

. . . Centile
B simptomi N Min | Max 25 | Medijan | 75.
Foxp3* (%) Ne 20 5,80 | 30,70 | 7,30 15,10 | 19,88
P Da 11 2,80 | 42,00 | 7,20 11,60 | 19,10
Ne 20 29,00 | 64,60 | 37,50 | 51,10 |59,22
+ 0 ) 1 ) l 1
CD3" (%) Da 11 27,00 | 68,00 | 41,60 | 47,60 |56,80
Foxp3* (%) / CD3" Ne 20 0,11 | 0,70 | 0,17 0,32 0,37
(%) Da 11 0,04 | 0,75 | 0,16 0,25 0,49
Mann-\L/JVhltney Z P
Foxp3* (%) 93,500 -0,681 | 0,496
CD3* (%) 104,500 -0,227 | 0,820
+ (0, +
Foxp3™ (%) / CD3 94,500 0,641 | 0,522
(%)

Tablica 30. Povezanost postotka Foxp3™ limfocita, postotka CD3" limfocita i omjera postotka
Foxp3* i postotka CD3" limfocita u punktatima limfnih ¢vorova obzirom na aktivnost LDH u

serumu kod bolesnika s klasiénim HL

) Centile
i>
LDH <i>241 U/L N Min | Max 25. | Medijan | 75.
Foxp3* (%) <241 U/L 27 2,80 | 42,00 | 7,40 13,50 19,10
P >241 U/L 4 6,60 | 33,90 | 6,75 13,35 30,30
CD3* (%) <241 U/L 27 27,00 | 68,00 | 35,00 | 48,10 | 58,70
>241 U/L 4 41,60 | 60,80 | 44,45 | 54,90 |59,80
Foxp3* (%) /CD3" <241 U/L 27 0,04 | 0,75 | 0,17 0,31 0,36
(%) >241 U/L 4 0,11 | 0,60 | 0,13 0,27 0,54
Mann-\L/JVhltney 7 P
Foxp3* (%) 50,000 -0,236 | 0,814
CD3* (%) 43,000 -0,648 | 0,517
+ (0, +
Foxp3™ (%) / CD3 53,500 -0,030 | 0,976
(%)
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Tablica 31. Povezanost postotka Foxp3* limfocita, postotka CD3" limfocita i omjera postotka
Foxp3* i postotka CD3" limfocita u punktatima limfnih ¢vorova obzirom na koncentraciju

hemoglobina kod bolesnika s klasi¢cnim HL

. . Centile

Hemoglobin <i>120 g/L N Min | Max 25. | Medijan | 75.

Foxp3" (%) <120 g/L 6 11,60 | 33,90 | 12,88 | 14,20 | 21,00

P >120 g/L 25 2,80 [42,00| 6,80 | 12,00 |19,75

CD3* (%) <120 g/L 6 27,00 | 56,80 | 41,25 | 47,00 |53,35
>120 g/L 25 | 29,00 | 68,00 | 38,30 | 53,00 |59,60

Foxp3* (%) /CD3" <120¢g/L 6 0,25 | 0,60 | 0,28 0,32 0,52

(%) >120 g/L 25 0,04 | 0,75 | 0,15 0,29 0,37
Mann-\L/JVhltney Z P

Foxp3* (%) 59,000 -0,800 | 0,424

CD3* (%) 52,000 -1,150 | 0,250

+ (0, +
Foxp3” (%) / CD3 50,500 11,227 | 0,220
(%)
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5.5. Povezanost udjela Foxp3* limfocita u punktatima limfnih ¢vorova s prognosti¢kim

¢imbenicima bolesnika s NHL

Tablice 32 do 39 prikazuju razlike postotka Foxp3™ limfocita, postotka CD3" limfocita i omjera
postotka Foxp3* i postotka CD3" limfocita u punktatima limfnih ¢vorova obzirom na spol
bolesnika, dob bolesnika, Ann Arbor klini¢ki stadij, veli¢inu najveéeg tumora, broj
ekstranodalnih sijela, prisutnost B simptoma, aktivnost LDH u serumu i koncentraciju
hemoglobina kod bolesnika s NHL. Statisticki znacajne razlike zabiljezene su kod klinickog
stadija (tablica 34) i veli¢ine tumora (tablica 35). Klini¢ki stadij II imao je najvise vrijednosti
Foxp3* (%) limfocita i CD3" (%) limfocita, dok su veéi tumori imali zna¢ajno niZe vrijednosti
Foxp3* (%) limfocita i omjera Foxp3* (%) / CD3"* (%) limfocita.

Tablica 32. Povezanost postotka Foxp3* limfocita, postotka CD3" limfocita i omjera postotka
Foxp3* i postotka CD3" limfocita u punktatima limfnih ¢vorova obzirom na spol bolesnika s
NHL

) Centile
Spe N- | Min ) Max 0=\ edijan | 75,
Foxp3* (%) Muski 38 | 080 | 2090 | 425 | 645 |1040
P Zenski 34 | 060 |2470| 425 | 745 |1425
CD3* (%) Muski 38 | 620 | 73,00 | 17.73| 2455 | 36,90
Zenski 34 | 570 | 6340|1568 | 3055 |37.48
Foxp3* (%) /CD3*  Muski 38 | 009 | 061 | 019 | 026 | 036
(%) Zenski 34 | 008|085 |02 ]| 030 | 045
Mann-\L/JVhltney 7 p
Foxp3* (%) 563,000 -0.936 | 0,349
CD3* (%) 595,500 0,570 | 0,569
+ (0, +
Z%m (%) /CD3 592,500 -0.604 | 0,546
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Tablica 33. Povezanost postotka Foxp3* limfocita, postotka CD3" limfocita i omjera postotka

Foxp3* i postotka CD3* limfocita u punktatima limfnih ¢vorova obzirom na dob bolesnika s

NHL
e ) Centile

Dob (skupine) N | Min | Max 25. | Medijan | 7.
<45 godina 6 | 270 | 1490 | 398 | 595 | 1348

Foxp3* (%) ;gjiﬁgfm 22| 080 [2410| 453 | 670 |11,00
>60 godina 441 0,60 | 24,70 | 4,15 7,45 12,12
<45 godina 6 | 6,20 | 53,60 | 19,18 | 28,70 | 41,00

CD3* (%) ngiﬁgfw 22| 6,60 | 72,00 | 16,67 | 24,45 | 40,03
>60 godina 44 | 570 | 7300|1563 | 27,65 |37,15
<45 godina 6 | 0,12 | 044 | 020 | 027 | 0,42

+ (0 +

Foxp3™ (%) / CD3 =45 do <60 22| 008|085 | 017 | 025 | 031

(%) godina
>60 godina 44| 0,08 | 067 | 020 | 029 | 047
Kruska|1_||—WaII|s df p

Foxp3® (%) 0,106 2 (0,949

CD3" (%) 0,154 2 0,926

Foxp3™ (%) / CD3 1311 2 0519

(%)
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Tablica 34. Povezanost postotka Foxp3™* limfocita, postotka CD3" limfocita i omjera postotka

Foxp3* i postotka CD3* limfocita u punktatima limfnih ¢vorova obzirom na klini¢ki stadij

bolesnika s NHL

_ Centile
Klinicki stadij N | Min | Max 25 | Medijan | 75.
I 2 | 530 | 590 | 3,98 5,60 4,43
I 8 | 6,70 { 20,90 | 7,23 15,15 | 19,95
+ 0, ] ] ] ] ]
Foxp3™ (%) i 10| 400 [ 1490 | 557 | 720 |12,75
v 52| 0,60 | 24,70 | 3,70 6,05 11,00
I 2 116,90 (21,80 |12,67| 19,35 |16,35
1 8 | 2450 (61,40 | 31,17 | 37,40 |40,63
+ 0 ) ] ) H I
CD3" (%) 1l 10| 12,60 | 63,40 | 23,10 | 28,85 | 50,15
v 52| 5,70 | 73,00 | 14,72 | 2455 | 36,03
I 2 1024|035 | 0,18 0,30 0,26
Foxp3* (%) / CD3* I 8017 | 055 | 0,26 0,32 0,52
(%) Il 10| 0,09 | 0,47 | 0,22 0,26 0,32
v 52| 0,08 | 0,85 | 0,18 0,27 0,43
Kruska|1_||—WaII|s df p
Foxp3* (%) 8,417 3 | 0,038
CD3* (%) 8,766 3 (0,033
+ (0, +
Foxp3™ (%) / CD3 2,049 3 | 0562
(%)
. exr e . . Centile
Klinicki stadij N Min Max 25, Medijan 75
Foxp3* (%) I+ 11 10 5,30 20,90 6,50 9,50 19,52
P "+ 1v 62 0,60 24,70 3,95 6,20 11,10
|+ 11 10 16,90 61,40 23,83 35,30 39,88
+ 0, ] ] ] ] ]
CD3" (%) "+ 1v 62 5,70 73,00 15,33 25,80 36,85
Foxp3* (%) / CD3* I+ 11 10 0,17 0,55 0,24 0,32 0,50
(%) I+ 1v 62 0,08 0,85 0,19 0,26 0,39
Kruskal-
Wallis H i >
Foxp3* (%) 4,621 1 0,032
CD3" (%) 2,84 1 0,092
Foxp3* (%) / CD3"
(%) 1,851 1 0,174
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Tablica 35. Povezanost postotka Foxp3™* limfocita, postotka CD3" limfocita i omjera postotka

Foxp3* i postotka CD3* limfocita u punktatima limfnih ¢vorova obzirom na veli¢inu tumora

kod bolesnika s NHL

. Centile
Tm >10 cm N Min | Max 25 | Medijan | 75.
Foxp3* (%) Ne 67 0,60 | 24,70 | 4,40 7,30 12,20
P Da 5 0,80 | 6,60 | 1,00 1,50 6,35
Ne 67 5,70 | 73,00 | 18,00 | 28,00 | 37,20
+ 0 ] ] ) H I
CD3™ (%) Da 5 6,60 | 36,20 | 7,85 9,80 29,85
Foxp3* (%) / CD3" Ne 67 0,08 | 0,85 | 0,21 0,28 0,44
(%) Da 5 0,09 | 0,26 | 0,11 0,18 0,25
Mann-\L/JVhltney 7 p
Foxp3* (%) 65,500 -2,260 | 0,024
CD3* (%) 89,500 -1,728 | 0,084
+ (0, +
Foxp3” (%) / CD3 69,000 -2.183 | 0,029
(%)

Tablica 36. Povezanost postotka Foxp3* limfocita, postotka CD3" limfocita i omjera postotka

Foxp3® i postotka CD3" limfocita u punktatima limfnih &vorova obzirom na broj

ekstranodalnih sijela kod bolesnika s NHL

] .. . Centile

Broj ekstranodalnih sijela N | Min | Max 25. [ Medijan | 75.
0 16 | 4,00 | 20,90 | 5,67 7,95 17,90

Foxp3* (%) 1 45| 0,60 | 24,70 | 4,20 6,70 11,00
>1 11| 0,80 | 17,10 | 1,50 5,50 11,90
0 16 | 12,60 | 63,40 | 22,30 | 28,85 | 43,78

CD3* (%) 1 45| 7,10 | 72,00 | 16,00 | 27,30 | 36,90
>1 11| 5,70 | 73,00 | 6,60 2250 | 35,50
0 16| 0,09 | 0,55 | 0,25 0,31 0,44

+ (0, + ) 1 ) ’ )

Z%‘B (%) /CD3 1 45| 008 | 085 | 0,18 | 027 | 0,40

>1 11| 0,09 | 0,56 | 0,19 0,24 0,44
Kruskall_l|-WaII|s df P

Foxp3* (%) 4 757 2 | 0,093

CD3* (%) 3,724 2 | 0,155

Foxp3” (%) / CD3 1,819 2 | 0,403

(%)
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Tablica 37. Povezanost postotka Foxp3™* limfocita, postotka CD3" limfocita i omjera postotka
Foxp3* i postotka CD3" limfocita u punktatima limfnih ¢vorova obzirom na prisutnost B
simptoma kod bolesnika s NHL

. . . Centile
B simptomi N Min | Max 25 | Medijan | 75.
Foxp3* (%) Ne 44 1,20 | 24,70 | 4,45 6,65 11,40
P Da 28 0,60 | 20,90 | 3,85 7,60 13,70
Ne 44 6,20 | 73,00 | 18,30 | 26,30 | 36,80
+ 0 ] ] ) H I
CD3™ (%) Da 28 570 | 72,00 | 11,03 | 29,70 | 43,40
Foxp3* (%) / CD3" Ne 44 0,08 | 0,85 | 0,22 0,27 0,36
(%) Da 28 0,08 | 0,56 | 0,16 0,26 0,47
Mann-\L/JVhltney 7 p
Foxp3* (%) 610,500 -0,064 | 0,949
CD3* (%) 609,500 -0,075 | 0,940
+ (0, +
Z%p‘Q’ (%) /CD3 570000 | -0,532 | 0,595

Tablica 38. Povezanost postotka Foxp3™ limfocita, postotka CD3" limfocita i omjera postotka

Foxp3* i postotka CD3* limfocita u punktatima limfnih ¢vorova obzirom na aktivnost LDH u
serumu kod bolesnika s NHL

) Centile
1>
LDH <i>241 U/L N Min | Max o5 Medijan | 75.
Foxp3 () <241 UIL 37 | 0,60 |24.10| 420 | 590 |11.20
P >241 U/L 35 | 080 | 2470 | 440 | 760 | 13,00
o3 %) <241 UL 37 | 620 | 73.00 | 17.45 | 2350 | 36.65
0 >241 U/L 35 | 570 | 72,00 | 16,00 | 29.90 | 38,60
Foxpa® (%) / CD3" <241 UIL 37 1008 | 085|021 | 027 |04l
(%) >241 U/L 35 | 008|067 | 018 | 028 | 041
Mann-Whitney 7 p
U
Foxpa® (%) 587,000 20,682 | 0.495
CD3* (%) 580,500 -0.755 | 0.450
+ (0, +
z%(p?’ (%) /CD3 600,000 -0535 | 0,592
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Tablica 39. Povezanost postotka Foxp3* limfocita, postotka CD3" limfocita i omjera postotka

Foxp3* i postotka CD3" limfocita u punktatima limfnih ¢vorova obzirom na koncentraciju

hemoglobina kod bolesnika s NHL

. . Centile
Hemoglobin <i>120 g/L N Min | Max 25. | Medijan | 75.
Foxp3* (%) <120 g/L 22 0,80 | 17,10 | 5,58 8,55 13,30

P >120 g/L 50 0,60 | 24,70 | 4,07 5,85 11,10
CD3* (%) <120 g/L 22 5,70 | 72,00 | 15,70 | 31,75 | 40,58
>120 g/L 50 6,20 | 73,00 | 16,67 | 24,45 | 37,03
Foxp3* (%) /CD3" <120¢g/L 22 0,09 | 0,56 | 0,18 0,29 0,46
(%) >120 g/L 50 0,08 | 0,85 | 0,21 0,27 0,36
Mann-\L/JVhltney 7 p
Foxp3* (%) 449,500 -1,229 | 0,219
CD3* (%) 476,500 -0,899 | 0,369
+ (0, +
Z%p‘Q’ (%) /CD3 544000 | -0,073 | 0,941

Tablica 40. Povezanost postotka Foxp3™ limfocita, postotka CD3" limfocita i omjera postotka

Foxp3* i postotka CD3* limfocita u punktatima limfnih ¢vorova obzirom na IPI kod bolesnika

s agresivnim B-NHL

. Centile
IPI N | Min Max 0=V edijan | 75.
Foxp3* (%) Niski rizik (0-2) 17 2,7 24,1 | 4,60 5,50 9,85
Visoki rizik (3-5) 19 0,8 17,1 | 1,80 6,70 11,90
CD3* (%) Niski rizik (0-2) 17 6,2 61,4 | 1950 | 22,50 | 30,80
Visoki rizik (3-5) 19 57 50,0 | 9,10 27,00 | 36,80
Foxp3™ (%) / | Niski rizik (0-2) 17 0,15 0,65 | 0,24 0,26 0,49
CD3" (%) Visoki rizik (3-5) 19 0,09 0,56 | 0,17 0,23 0,46
Mann-Whitney U Z P
Foxp3* (%) 147,000 -0,460 0,646
CD3" (%) 160,000 -0,048 0,962
Foxp3* (%) / CD3" (%) 120,000 -1,317 0,188
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Tablica 40 prikazuje povezanost postotka Foxp3™ limfocita, postotka CD3" limfocita i omjera
postotka Foxp3™ i postotka CD3* limfocita u punktatima limfnih ¢vorova obzirom na IPI kod

bolesnika s agresivnim B-NHL. Nije bilo znacajnih razlika.

5.6. Povezanost udjela Foxp3* limfocita u punktatima limfnih ¢vorova s prognosti¢kim

¢imbenicima bolesnika s DLBCL

Tablice 41 do 49 prikazuju razlike postotka Foxp3™* limfocita, postotka CD3" limfocita i omjera
postotka Foxp3* i postotka CD3" limfocita u punktatima limfnih ¢vorova obzirom na spol
bolesnika, dob bolesnika, Ann Arbor klini¢ki stadij, veli¢inu najveéeg tumora, broj
ekstranodalnih sijela, prisutnost B simptoma, aktivnost LDH u serumu, koncentraciju
hemoglobina i IPl kod bolesnika s DLBCL. Statisticki znacajne razlike zabiljezene su kod
veli¢ine tumora (tablica 44). Veéi tumori imali su znaajno nize vrijednosti Foxp3™ (%)

limfocita i CD3* limfocita.

Tablica 41. Povezanost postotka Foxp3* limfocita, postotka CD3" limfocita i omjera postotka
Foxp3* i postotka CD3" limfocita u punktatima limfnih ¢vorova obzirom na spol bolesnika s
DLBCL

. Centile
S0 N Min | Max =T Nedijan | 75.
o3 (0 Muski 12 | 080 | 1710 | 400 | 550 | 813
oxp3” (%) Jenski 11 | 100 | 2410 | 430 | 670 | 16,30
o3 (o0 Muski 12 | 660 | 5000 | 1138 | 2220 | 3058
(%) Jenski 11 | 570 | 6140 | 2000 | 2930 |37.10
. . Muski 12 | 009 | 056 | 023 | 025 | 032
Foxp3™ (%) / CD3™ (%) | 7enski 11 | 015 | 065 | 018 | 023 | 046
Mann-Whitney U Z P
Foxp3* (%) 51,500 0,893 | 0372
CD3" (%) 51.000 0923 | 0356
Foxp3* (%) / CD3" (%) 56,500 0586 | 0558
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Tablica 42. Povezanost postotka Foxp3™* limfocita, postotka CD3" limfocita i omjera postotka
Foxp3* i postotka CD3* limfocita u punktatima limfnih ¢vorova obzirom na dob bolesnika s
DLBCL

. ntil
Dob N | Min | Max Ul

25. | Medijan | 75.

Foxp3* (%) >45 do <60 godina 10 0,80 | 24,10 | 4,05 5,55 10,20

>60 godina 13 1,00 | 17,10 | 4,30 6,70 10,15
CD3* (%) >45 do <60 godina 10 6,60 | 61,40 | 1593 | 2345 |40,33
>60 godina 13 570 | 39,20 | 18,00 | 28,00 | 33,15
Foxp3* (%) / | >45 do <60 godina 10 0,09 0,65 | 0,21 0,24 0,28
CD3" (%) >60 godina 13 0,15 0,56 | 0,20 0,24 0,47
Mann-Whitney U Z P
Foxp3* (%) 60,500 -0,279 0,780
CD3" (%) 64,000 -0,062 0,951
Foxp3™ (%) / CD3" (%) 59,500 -0,342 0,732
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Tablica 43. Povezanost postotka Foxp3* limfocita, postotka CD3" limfocita i omjera postotka

Foxp3* i postotka CD3* limfocita u punktatima limfnih ¢vorova obzirom na klini¢ki stadij

bolesnika s DLBCL

Klinicki stadij N | Min | Max [ I\(/I:sgltj';en —
| 1 530 | 530
i I 3 670 | 1890 | 6,70 | 710 | 18,90
Foxp3™ (%) 1 2 550 | 560 | 413 | 555 | 4.26
IV 17 | 080 | 2410 | 400 | 580 |1015
| 1 | 21.80 | 21.80
. I 3 29,90 | 61,40 | o990 | 3920 |61.40
o300 i 2| 21,90 | 2440 | 1543 | 2315 | 1836
v 17 570 | 50,00 | 1955 | 2700 |3315
| 1 024 | 024
I 3 017 | 031
Foxp3* (%) / CD3* (%) | | ) 023 | 025 gg 8,33 83&%
\Y 17 | 009 | 065 | goo | o024 | 047
Kruskal-Wallis H df P
Foxp3® (%) 1,747 3 0,627
+ (0 ’ )
CD3" (%) . 4,643 3 0,200
Klinicki stadij N | Min | Max l\(/:lzgut;;en —
Coro” (o 11 4 530 | 1890 | 565 | 690 | 1595
oxp3” (%) HI+IV 19 | 080 | 2410 | 430 | 560 | 840
- 111 4 | 21.80 | 6140 | 2383 | 3455 |55.85
CD3" (%) HI+IV 19 | 570 | 5000 | 16,00 | 24.40 | 3080
. ; =11 4 017 | 031 | 019 | 024 | 029
Foxp3™ (%) / CD3" (%) | |j4+1v 19 | 009 | 065 | 021 | 024 | 046
Mann-Whitney U Z P
Foxp3™ (%) 29.000 0731 | 0,465
CD3" (%) 19,000 1541 | 0123
Foxp3* (%) / CD3" (%) 35.000 0244 | 0807
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Tablica 44. Povezanost postotka Foxp3* limfocita, postotka CD3" limfocita i omjera postotka

Foxp3* i postotka CD3* limfocita u punktatima limfnih ¢vorova obzirom na veli¢inu tumora

kod bolesnika s DLBCL

T >10 N Mi M Centile
m =10 cm " & 725, T Medijan | 75.

Foxp3* (%) <10 cm 21 1,00 | 24,10 | 5,10 6,70 10,15
>10 cm 2 0,80 1,50 | 0,60 1,15 1,16

CD3" (%) <10 cm 21 570 | 61,40 | 20,90 | 28,00 | 36,30
>10 cm 2 6,60 9,10 | 4,95 7,85 6,86

Foxp3* (%) / CD3" (%) | <10 cm 21 0,15 0,65 | 0,22 0,24 0,39
>10 cm 2 0,09 0,23 | 0,07 0,16 0,21

Mann-Whitney U Z P

Foxp3* (%) 1,000 -2,184 0,029

CD3" (%) 3,000 -1,964 0,049

Foxp3* (%) / CD3" (%) 7,000 -1,531 0,126

Tablica 45. Povezanost postotka Foxp3™ limfocita, postotka CD3" limfocita i omjera postotka

Foxp3® i postotka CD3" limfocita u punktatima limfnih &vorova obzirom na broj
ekstranodalnih sijela kod bolesnika s DLBCL

. N . Centile

Broj ekstranodalnih sijela N Min Max 25. | Medijan | 75.
0 530 | 18,90 | 5,35 5,55 15,58

Foxp3* (%) 1 8 4,30 | 24,10 | 4,68 7,00 8,13
>1 11 0,80 | 17,10 | 1,50 5,50 11,90
0 4 21,80 | 61,40 | 21,83 | 23,15 |52,15

CD3* (%) 1 8 16,00 | 50,00 | 21,75 | 28,65 | 38,68
>1 11 570 | 37,60 | 7,90 22,50 | 30,80
0 4 0,23 0,31 | 0,23 0,25 0,30

Foxp3* (%) / CD3* (%) 1 8 0,15 0,65 0,16 0,22 0,42
>1 11 0,09 0,56 | 0,23 0,24 0,47
Kruskal-Wallis H df P

Foxp3* (%) 0,842 2 0,656

CD3* (%) 1,625 2 0,444

Foxp3* (%) / CD3" (%) 1,072 2 0,585
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Tablica 46. Povezanost postotka Foxp3™* limfocita, postotka CD3" limfocita i omjera postotka

Foxp3* i postotka CD3" limfocita u punktatima limfnih ¢vorova obzirom na prisutnost B
simptoma kod bolesnika s DLBCL

. . . i

B simptomi N Min Max o5 I\Sl:sgitjlai 75

o3 00 Ne 13 | 150 | 2410 | 510 | 580 | 7585

oxp3” (%) Da 10 | 080 | 1890 | 303 | 640 | 1650
. Ne 13 | 6,60 | 5000 | 2090 | 27.00 |37.35

CD3" (%) Da 10 | 570 | 6140 | 880 | 2590 |31.98
- - Ne 13 | 015 | 065 | 022 | 024 | 029

Foxp3™ (%) /CD3™ (%) | p, 10 | 009 | 056 | 017 | 028 | 049

Mann-Whitney U Z P

Foxp3" (%) 62,500 0155 | 0877

CD3* (%) 56,000 0558 | 0577

Foxp3* (%) / CD3" (%) 56,500 0528 | 0597

Tablica 47. Povezanost postotka Foxp3™ limfocita, postotka CD3" limfocita i omjera postotka

Foxp3* i postotka CD3" limfocita u punktatima limfnih ¢vorova obzirom na aktivnost LDH u
serumu kod bolesnika s DLBCL

) . Centile
LDH <i>241 U/L N Min Max 25 [ Medijan | 75.
o (o <241 [UIL] 11 | 430 | 2410 | 490 | 670 |17.10
oxp3” (%) >241 [U/L] 12 | 080 | 1630 | 2,05 | 570 | 7,30
o <241 [UIL] 11 | 18,20 | 61,40 | 21,80 | 30,80 | 37,60
CD3" (%) >241 [U/L] 12 | 570 | 50,00 | 820 | 2315 |2943
Foxp3* (%) / <241 [UIL] 11 | 015 | 065 | 022 | 024 | 032
CD3* (%) >241 [U/L] 12 0,09 | 054 | 0,19 0,24 0,42
Mann-Whitney U Z P
Foxp3* (%) 47,500 1,139 | 0,255
CD3* (%) 35,000 1,908 | 0,056
Foxp3* (%) / CD3* (%) 56,500 0,586 | 0,558
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Tablica 48. Povezanost postotka Foxp3™* limfocita, postotka CD3" limfocita i omjera postotka

Foxp3* i postotka CD3" limfocita u punktatima limfnih ¢vorova obzirom na koncentraciju
hemoglobina kod bolesnika s DLBCL

.. . Centile
Hemoglobin <i> 120 g/L N Min Max 25 | Medijan | 75.
Foxn3* (9% <120 g/L 9 0,80 17,10 | 2,35 6,70 12,20

oxp3” (%) >120 g/L 14 | 150 | 2410 | 520 | 570 | 9,28
. <120 g/L 9 5,70 39,20 | 8,50 20,00 33,15
CD3" (%) 120
>120 g/L 14 6,60 | 61,40 [ 21,88 | 27,50 | 37,23
Foxp3* (%) / <120 g/L 9 0,09 0,56 | 0,18 0,23 0,51
CD3" (%) >120 g/L 14 0,15 0,65 0,23 0,24 0,30
Mann-Whitney U Z P
Foxp3* (%) 54,000 -0,567 0,570
CD3* (%) 47,000 -1,008 0,313
Foxp3* (%) / CD3" (%) 63,000 0,000 1,000

Tablica 49. Povezanost postotka Foxp3* limfocita, postotka CD3" limfocita i omjera postotka

Foxp3* i postotka CD3* limfocita u punktatima limfnih ¢vorova obzirom na IPI kod bolesnika

s DLBCL
) Centile
Pl N M) Maxs 50— Vedijan | 75,
Foxp3* (%) Niski rizik (0-2) 10 4,30 24,10 | 4,75 5,50 10,05
P 0 Visoki rizik (3-5) 13 0,80 17,10 | 2,60 7,30 10,15
CD3* (%) Niski rizik (0-2) 10 18,20 | 61,40 | 21,35 23,45 31,70
0 Visoki rizik (3-5) 13 5,70 50,00 | 8,50 28,00 36,55
Foxp3* (%) Niski rizik (0-2) 10 0,15 0,65 0,23 0,24 0,28
/ CD3* (%) Visoki rizik (3-5) 13 0,09 0,56 0,18 0,23 0,47
Mann-Whitney Z P
U
Foxp3* (%) 60,000 -0,310 0,756
CD3* (%) 63,000 -0,124 0,901
Foxp3™ (%) / CD3" (%) 61,500 -0,218 0,828

72




5.7. Povezanost udjela Foxp3* limfocita u punktatima limfnih ¢vorova s prognosti¢kim

¢imbenicima bolesnika s FL

Tablice 50 do 58 prikazuju razlike postotka Foxp3™ limfocita, postotka CD3" limfocita i omjera

postotka Foxp3™ i postotka CD3" limfocita u punktatima limfnih ¢vorova obzirom na spol

bolesnika, dob bolesnika, Ann Arbor klini¢ki stadij, veli¢inu najveéeg tumora, broj

ekstranodalnih sijela, prisutnost B simptoma, aktivnost LDH u serumu, koncentraciju

hemoglobina i FLIPI kod bolesnika s FL. Nije bilo statisticki znacajnih razlika.

Tablica 50. Povezanost postotka Foxp3™ limfocita, postotka CD3" limfocita i omjera postotka

Foxp3* i postotka CD3" limfocita u punktatima limfnih ¢vorova obzirom na spol bolesnika s

FL
. Centile

S0 N Min Max e edijan | 75.

Foxp3* (%) Muski 9 3,20 | 13,30 | 4,80 6,30 | 10,60
Zenski 9 0,60 | 24,70 | 2,60 | 13,00 | 17,00

CD3* (%) Muski 9 8,40 | 40,60 |19,25| 25,60 | 36,70
Zenski 9 7,10 | 38,60 14,30 | 31,80 | 36,00

Foxp3* (%) / CD3* (%) | Muski 9 0,10 | 0,61 | 0,21 0,27 0,37
Zenski 9 0,08 | 0,67 | 0,20 0,36 0,50

Mann-Whitney U P

Foxp3* (%) 29,000 -1,015 0,310

CD3" (%) 36,500 -0,353 0,724

Foxp3* (%) / CD3* (%) 29,500 -0,972 0,331
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Tablica 51. Povezanost postotka Foxp3* limfocita, postotka CD3" limfocita i omjera postotka

Foxp3* i postotka CD3* limfocita u punktatima limfnih ¢vorova obzirom na dob bolesnika s

FL
Dob N Min Max Centile
25. | Medijan | 75.
<45 godina 2 | 580 | 1300 | 435 | 940 | 9,75
Foxp3* (%) >45do<60godina | 6 | 1,20 | 19,30 | 473 | 695 |13,08
>60 godina 10 | 060 | 2470 | 365 | 840 |14,18
<45 godina 2 | 2560 | 31,80 | 19.20 | 2870 | 23,85
CD3* (%) >45do<60godina | 6 | 16,00 | 3500 | 16,68 | 24,00 | 35,00
>60 godina 10 | 710 | 4060 | 11,55 | 3470 |37,55
) <45 godina 2 | 023 | 041 | 017 | 032 | 031
2‘3(3?9(0/(0;@ / >45do<60godina | 6 | 0,08 | 055 | 0,22 | 031 | 040
>60 godina 10 | 008 | 067 | 0,16 | 034 | 048
Kruskal-Wallis H df P
Foxp3* (%) 0,009 2 0,095
CD3* (%) 0,599 2 0,741
Foxp3* (%) / CD3* (%) 0,190 2 0,009
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Tablica 52. Povezanost postotka Foxp3™ limfocita, postotka CD3" limfocita i omjera postotka

Foxp3* i postotka CD3* limfocita u punktatima limfnih ¢vorova obzirom na klini¢ki stadij

bolesnika s FL

Klinitki stadij N | Min | Max ﬁzgltj';en -
| 1 | 590 | 590 | 590 | 590 | 590
s (00 I 2 | 760 | 1930 | 760 | 1345 |19,30
OXp3” (%) i 1 | 400 | 400 | 400 | 400 | 400
Y, 14 | 060 | 2470 | 380 | 840 |13.30
i 1 | 1690 | 1690 | 16,90 | 16.90 |16.90
. I 2 | 2450 | 3500 | 2450 | 29.75 |35.00
CD3" (%) i 1 | 1260 | 12,60 | 12,60 | 12,60 | 12,60
Y, 14 | 710 | 4060 | 21.60| 32550 |37.00
| 1 | 035 | 035 | 035 | 035 | 035
. . I 2 | 031 | 055 | 031 | 043 | 055
Foxp3™ (%) / CD3™ (%) | 1 | 032 | 032 | 032! 032 |o032
Y, 14 | 008 | 067 | 018 | 029 | 041
Kruskal-Wallis H df P
Foxp3™ (%) 2.055 3 0,561
CD3" (%) 2.461 3 0,482
Foxp3* (%) / CD3" (%) 0,761 3 0,859
Klinitki stadij N | Min | Max |~ I\(/:Isgltj';‘; —
Coros” (0 11 3 | 590 | 1930 | 590 | 7.60 |19.30
oxp3” (%) HI+IV 15 | 060 | 2470 | 3.80 | 6.60 |1330
- I+11 3 | 16.90 | 3500 | 1690 | 2450 |35.00
CD3" (%) HI+1V 15 | 710 | 4060 | 16.00| 3180 |37.00
. . =11 3 | 031 | 055 | 031 | 035 | 055
Foxp3™ (%) / CD3" (%) | |14y 15 | 008 | 067 | 018 | 031 | 041
Mann-Whitney U Z P
Foxp3" (%) 17.000 0652 | 0515
CD3* (%) 19,500 0356 | 0,722
Foxp3* (%) / CD3" (%) 15.500 0830 | 0,406
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Tablica 53. Povezanost postotka Foxp3* limfocita, postotka CD3" limfocita i omjera postotka

Foxp3* i postotka CD3* limfocita u punktatima limfnih ¢vorova obzirom na veli¢inu tumora

kod bolesnika s FL

Tm >10 cm N | Min | Max — ﬁsg.t,';'fn -
Foxo3" (%) <10 cm 17 | 060 | 2470 | 390 | 890 |13.65
p3” (% >10 em 1 | 660 | 660 | 660 | 660 | 660
S <10 om 17 | 710 | 40.60 | 1645 | 28.15 | 36,00
(%) >10 em 1 | 3620 | 3620 | 36.20| 3620 |36.20
- - <10 cm 17 1 008 | 067 | 026 | 034 | 043
Foxp3™ (%) / CD3™ (%) | 510 cm 1 | 018 | 018 | 018 | 018 | 018
Mann-Whitney U Z P
Foxpa® (%) 7.000 0204 | 0838
CD3"* (%) 4,000 0817 | 0414
Foxp3* (%) / CD3* (%) 3.000 1022 | 0307

Tablica 54. Povezanost postotka Foxp3* limfocita, postotka CD3" limfocita i omjera postotka

Foxp3® i postotka CD3" limfocita u punktatima limfnih &vorova obzirom na broj

ekstranodalnih sijela kod bolesnika s FL

. s . Centile

Broj ekstranodalnih sijela N Min | Max 25. | Medijan | 75.
0 4 | 400 | 1930 | 495 | 6,75 | 13,45

Foxp3* (%) 1 8 | 320 | 2470 | 505 | 840 |1365
>1 6 | 060 | 1470 | 1,20 | 840 |13,00
0 4 | 12,60 | 35,00 | 14,75| 20,70 | 29,75

CD3* (%) 1 8 | 840 | 4060 |22555| 36,60 |37,90
>1 6 | 7,0 | 3500 | 16,00 | 28,70 |33,20

. . 0 4 | 031 | 055 | 032 | 034 | 045

FOxp3” (36) 1 CD3 1 8 | 010 | 067 |022| 032 | 050

(%) >1 6 | 008 | 044 | 008 | 027 | 041
Kruskal-Wallis H df P

Foxp3* (%) 0,453 2 0,797

CD3* (%) 2,906 2 0,234

Foxp3* (%) / CD3* (%) 1,340 2 0,512
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Tablica 55. Povezanost postotka Foxp3™* limfocita, postotka CD3" limfocita i omjera postotka

Foxp3* i postotka CD3" limfocita u punktatima limfnih ¢vorova obzirom na prisutnost B

simptoma kod bolesnika s FL

B simptomi N Min | Max o5 |\c/|:§3itjlglfn 75
Foxo3* (16 Ne 15 | 1.20 | 2470 | 580 | 7.60 |13.30
p3” (% Da 3 | 060 | 1470 | 060 | 320 |14.70
. Ne 15 | 12.60 | 40.60 | 21.60 | 3180 | 37,00
CD3™ (%) Da 3 | 710 | 3320 | 710 | 840 |3320
) ) Ne 15 | 008 | 067 | 023 | 03L | 041
Foxp3™ (%) / CD3" (%) | b, 3 | 008 | 044 | 008 | 038 | 044
Mann-Whitney U P
Foxpa® (%) 14,000 1007 | 0314
CD3* (%) 8,000 1719 | 0086
Foxp3* (%) / CD3" (%) 21,500 0119 | 0906

Tablica 56. Povezanost postotka Foxp3* limfocita, postotka CD3" limfocita i omjera postotka

Foxp3* i postotka CD3* limfocita u punktatima limfnih ¢vorova obzirom na aktivnost LDH u

serumu kod bolesnika s FL

LDH <i> 241 U/L N | Min | Max I\C/I:ESII':; =
oo (0 <241[UL] | 11 | 0,60 | 19,30 | 380 | 590 | 10,20
p3” (%) >241 [UL] 7 | 120 | 2470 | 7,60 | 13,00 |14,70
ba" (o <241[UIL] | 11 | 7,10 | 40,60 | 12,60 | 2350 | 36,20
(%) 241 [U/L] 7 | 16,00 | 38,60 | 2450 | 3320 |37,00
. . <241[U/L] | 11 | 008 | 061 | 018 | 027 | 038
Foxp3™ (%) 1 CD3" (%) | ~o41 [UL] 7 | 008 | 067 | 031 | 036 | 044
Mann-Whitney U Z P
Foxp3* (%) 19,000 71,766 | 0,077
CD3* (%) 27,500 0,997 | 0,319
Foxp3* (%) / CD3* (%) 27,500 0,997 | 0,319
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Tablica 57. Povezanost postotka Foxp3™* limfocita, postotka CD3" limfocita i omjera postotka

Foxp3* i postotka CD3" limfocita u punktatima limfnih ¢vorova obzirom na koncentraciju

hemoglobina kod bolesnika s FL

Hemoglobin <i> 120 g/L N | Min | Max ﬁzgltj';en -
" (%) <120 g/L 2 | 13,00 | 14,70 | 13,00 | 1385 |14,70
P {70 >120 g/L 16 | 060 | 2470|390 | 645 |12,15
o3 (o0 <120 g/L 2 | 31,80 | 33,20 | 31,80 | 32,50 |33,20
(%) >120 g/L 16 | 7,10 | 40,60 | 16,45 | 2505 | 36,60
<120 g/L 2 | 041 | 044 | 041 | 043 | 044
+ (0 + (0 ) ' ) ’ ’
Foxp3™ (%) /CD3™ (%) | 5150 gL 16 | 008 | 067 | 021 | 031 | 037
Mann-Whitney U Z P
Foxp3* (%) 6,000 1,405 | 0,160
CD3* (%) 14,000 0281 | 0,779
Foxp3* (%) / CD3* (%) 6,000 1,406 | 0,160

Tablica 58. Povezanost postotka Foxp3* limfocita, postotka CD3" limfocita i omjera postotka

Foxp3* i postotka CD3" limfocita u punktatima limfnih ¢vorova obzirom na FLIPI

. Centile

FLIPI N Min Max 25. | Medijan | 75.
Nizak rizik 580 | 19,30 | 5,85 6,30 13,45

Foxp3* (%) Sredniji rizik 3 3,20 | 13,30 | 3,20 11,00 | 13,30
Visoki rizik 10 0,60 | 24,70 | 3,15 8,40 14,18
Nizak rizik 5 16,90 | 35,00 | 20,20 | 24,50 | 30,30

CD3* (%) Sredniji rizik 3 8,40 | 35,00 | 8,40 21,60 | 35,00
Visoki rizik 10 7,10 | 40,60 | 15,15 | 34,70 | 37,55
Nizak rizik 5 0,23 0,55 | 0,25 0,31 0,45

Foxp3* (%) / CD3" (%) Sredniji rizik 3 0,31 0,61 | 0,31 0,38 0,61
Visoki rizik 10 0,08 0,67 | 0,10 0,29 0,42

Kruskal-Wallis H df P

Foxp3* (%) 0,008 2 0,996

CD3* (%) 1,691 2 0,429

Foxp3™ (%) / CD3" (%) 1,524 2 0,467
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6. RASPRAVA

Povecan broj Treg limfocita u tumorskom tkivu uocen je u vecini oblika solidnih tumora ljudi
(95). Woo i sur. (96) su prvi opisali povecan broj Treg limfocita u tumorskom upalnom
infiltratu bolesnika s karcinomom pluc¢a i jajnika. Osim u tumorskom tkivu, poveéan broj
regulacijskih limfocita naden je i u perifernoj krvi bolesnika s razli¢itim oblicima karcinoma,
kao $to su karcinom dojke i guSterace (99) te jetre (100). Kao i u solidnim tumorima, poja¢ano
nakupljanje Treg limfocita dokazano je i u razli¢itim hematoloSkim zlocudnim bolestima,
ukljucujuéi limfome. Povecan broj Treg limfocita uoCen je u tumorskom tkivu bolesnika
oboljelih od NHL i HL u usporedbi s reaktivnim limfnim ¢vorovima (97,98,106-108), kao i u

perifernoj krvi tih bolesnika u usporedbi s perifernom krvi zdravih dobrovoljaca (97,98,109).

U naSem istrazivanju analizirali smo udio imunocitokemijski Foxp3 pozitivnih limfocita u
punktatima limfnih ¢vorova bolesnika oboljelih od limfoma u odnosu na kontrolnu skupinu
ispitanika s reaktivnom limfocitnom hiperplazijom. Bolesnici kod kojih je postavljena
dijagnoza limfoma podijeljeni su na one s klasi¢nim HL, B-NHL i T-NHL, a bolesnici s B-
NHL nadalje u dvije skupine, bolesnici s indolentnim i agresivnim B-NHL. Pri odredivanju
postotka imunocitokemijski Foxp3* limfocita broj pozitivnih stanica izrazavali smo na sve
limfati¢ne stanice prisutne u razmazu, ukljucujuéi i tumorske limfati¢ne stanice u ¢vorovima
zauzetim limfomom. Zbog vrlo razli¢itog udjela tumorskih stanica kao i limfocita T u razli¢itim
tipovima limfoma, s mogu¢im utjecajem na rezultate istrazivanja, za svakog ispitanika odredili
smo i postotak CD3* limfocita te omjer postotka Foxp3* i CD3" limfocita (broj Foxp3*
limfocita / limfociti T). U dosada$njim istrazivanjima u kojima je metodom protocne
citometrije odredivan udio Treg limfocita, postotak Treg limfocita izrazavan je kao broj Treg
limfocita u odnosu na sve limfocite (108,110) ili kao broj Treg limfocita u odnosu na CD4*
limfocite T (97,98,106). U dosadas$njim istrazivanjima u kojima je odredivan broj
imunohistokemijski Foxp3* limfocita, izrazavan je ili postotak Foxp3* limfocita u odnosu na

sve stanice ili apsolutni broj Foxp3* limfocita (105,111-113).

U skupini bolesnika s klasi¢nim HL naden je najveci postotak Foxp3™ limfocita, sa statistic¢ki
znacajnom razlikom u odnosu na bolesnike s agresivnim (P<0,001) i indolentnim (P=0,003)
B-NHL, dok razlika u odnosu na bolesnike s T-NHL i reaktivnom hiperplazijom nije dosegnula
razinu statisticke znacajnosti. Kada smo udio Foxp3™ limfocita izrazili kao omjer postotka

Foxp3* limfocita i postotka CD3" limfocita, vrijednosti su bile grani¢no statisti¢ki zna¢ajno

79



veée u skupini bolesnika s klasi¢nim HL u odnosu na bolesnike s T-NHL (P=0,087) i
reaktivnom hiperplazijom (P=0,061), ali se izgubila statisti¢ka zna¢ajnost razlike u odnosu na
bolesnike s agresivnim i indolentnim B-NHL. Bosler i sur. (108) su u svom radu takoder opisali
znacajno veci broj Treg limfocita u limfnim ¢vorovima bolesnika s klasi¢nim HL u odnosu na
bolesnike s B-NHL. Medutim, za razliku od naseg istrazivanja, u opisanom radu je i broj Treg
limfocita u klasicnom HL bio znacajno vec¢i u odnosu na benigne, reaktivno promijenjene
limfne C¢vorove te autori isticu mogucnost koriStenja razlike u broju Treg limfocita u
diferencijalnoj dijagnostici klasi¢nog HL prema NHL i reaktivno promijenjenim limfnim
¢vorovima. Sli¢ne rezultate dobili su i Hudnall i sur. (110) koji su usporedivali sastav upalnog
infiltrata HL i reaktivne limfocitne hiperplazije. Upalni infiltrat HL bio je znacajno bogatiji
Treg limfocitima. U opisanim radovima, za razliku od naseg istrazivanja, za analizu je
koriStena metoda proto¢ne citometrije, Sto bi mogao biti jedan od moguéih uzroka razlike u
dobivenim rezultatima. U opisanim istrazivanjima broj Treg limfocita izraZen je kao postotak
CD4*CD25" limfocita u odnosu na sve limfocite, a dobivene vrijednosti su bile znacajno nize
nego u naSem radu, pogotovo u uzorcima limfnih ¢vorova s reaktivnom hiperplazijom. U
skupini bolesnika s klasi¢nim HL, medijan postotka Foxp3" limfocita u naSem istrazivanju bio
je 13,5 %, a medijan postotka CD4"CD25" Treg limfocita 7,5 % u istrazivanju Boslera i sur.,
odnosno 9 % u istraZzivanju Hudnalla i sur. Za reaktivne limfne ¢vorove navedene vrijednosti

su iznosile; 10,5 % (nase istrazivanje), 3,3 % (Bosler i sur.) te 2 % (Hudnall i sur.).

Suprotno oéekivanjima, postotak Foxp3* limfocita u skupini bolesnika s B-NHL bio je nizi
nego u skupini ispitanika s reaktivnom hiperplazijom. Razlika izmedu agresivnog B-NHL i
reaktivne hiperplazije dosegnula je razinu statistiCke znacajnosti (P=0,001), dok je razlika
izmedu indolentnog B-NHL 1 reaktivne hiperplazije bila grani¢no statisticki znacajna

(P=0,053).

Yang i sur. (106) su metodom proto¢ne citometrije analizirali postotak Treg limfocita u
limfnim ¢vorovima bolesnika s B-NHL. Kao kontrolu su koristili perifernu krv zdravih
dobrovoljaca, upalno promijenjene tonzile te benigne limfne ¢vorove. Znacajno veci postotak
Treg limfocita naden je u limfnim ¢vorovima bolesnika s B-NHL (17 % svih CD4" limfocita
T) u odnosu na perifernu krv zdravih dobrovoljaca (8 % svih CD4" limfocita T), tonzile (11 %
svih CD4" limfocita T) te benigne limfne ¢vorove (6 % svih CD4" limfocita T). Znacajno veéi
broj Treg limfocita u limfnim ¢vorovima zauzetim B-NHL (38,2 % svih CD4" limfocita T) u
odnosu na benigne, reaktivno promijenjene limfne ¢vorove (11,6 % svih CD4" limfocita T),

nasli su i Mittal i sur. (97). Autori su takoder koristili metodu proto¢ne citometrije, a osim
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tumorskog tkiva analizirali su i perifernu krv bolesnika te zdravih dobrovoljaca. Postotak Treg
limfocita bio je znacajno veci u perifernoj krvi bolesnika (20,4 % svih CD4" limfocita T) nego
u perifernoj krvi zdravih dobrovoljaca (3,2 % svih CD4" limfocita T). Pojaéano nakupljanje
Treg limfocita kod bolesnika s B-NHL dokazali su u svom istrazivanju i Han i sur. (98). Nasli
su znacajno veci udio Treg limfocita u perifernoj krvi i kostanoj srzi bolesnika s NHL u odnosu
na perifernu krv zdravih dobrovoljaca. Postotak Treg limfocita bio je znacajno vec¢i u limfnim
¢vorovima zauzetim B-NHL (26,8 % svih CD4" limfocita T) nego u benignim limfnim
¢vorovima (7,9 % svih CD4" limfocita T). Takoder, u istog bolesnika postotak Treg limfocita
u limfomom zauzetom limfnom ¢voru bio je znacajno veci nego u perifernoj krvi i kostanoj

srZi, Sto ukazuje na preferencijalno nakupljanje Treg limfocita u tumorskom tkivu.

Kada smo udio Foxp3* limfocita izrazili kao omjer postotka Foxp3™* limfocita i postotka CD3*
limfocita, nadena je statisti¢ki znacajno veca vrijednost u skupini bolesnika s indolentnim B-
NHL (P=0,005) te grani¢no znacajno veca vrijednost u skupini bolesnika s agresivnim B-NHL
u odnosu na reaktivnu limfocitnu hiperplaziju (P=0,058). Ti rezultati su u skladu s rezultatima
Mittala i sur. (97) koji su takoder nasli znacajno veci udio Treg limfocita, izrazen kao postotak
svih CD3" limfocita, u limfnim &vorovima zauzetim B-NHL u odnosu na benigne limfne

¢vorove.

U nasem istrazivanju nije bilo statisticki znacajne razlike u udjelu Foxp3 pozitivnih limfocita
izmedu skupina bolesnika s indolentnim i agresivnim B-NHL, §to je u skladu s rezultatima
Hana i sur. (98) te Mittala i sur. (97). Osim izmedu indolentnih i agresivnih B-NHL, Mittal i
sur. (97) nisu nasli razliku niti izmedu pojedinih subtipova limfoma. Medutim, Tzankov i sur.
(105) u opseznom istrazivanju, kojim je obuhvaceno 1019 bolesnika s limfomom (739 NHL i
280 klasi¢nih HL), opisuju razliku u broju Treg Foxp3™ limfocita ovisno o subtipu limfoma.
Najveci broj Treg Foxp3™ limfocita uoéen je u FL, visoke vrijednosti nadene su takoder u
AITL, nodularnoj sklerozi klasi¢cnog HL, PMBCL i PTCL, dok su nize vrijednosti Treg Foxp3™
limfocita uo¢ene u MZL, MCL te limfocitima bogatom klasicnom HL. U nasem istrazivanju
analizirali smo razliku u udjelu Foxp3* limfocita u punktatima limfnih ¢vorova u skupinama
ispitanika s reaktivnom hiperplazijom, klasi¢nim HL te naj¢es¢im tipovima B-NHL (DLBCL,
FL i MCL). U skupini bolesnika s klasi¢nim HL naden je najveci postotak Foxp3* limfocita,
sa statisti¢ki znacajnom razlikom u odnosu na bolesnike s DLBCL (P=0,001), FL (P=0,014) i
MCL (P<0,001). Postotak Foxp3™ limfocita bio je statisti¢ki znacajno veéi u skupini bolesnika
s DLBCL u odnosu na bolesnike s MCL (P=0,042) te u skupini bolesnika s FL u odnosu na

bolesnike s MCL (P=0,032). Kada smo udio Foxp3* limfocita izrazili kao omjer postotka
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Foxp3* limfocita i postotka CD3" limfocita, bolesnici s FL imali su znacajno vece vrijednosti
u odnosu na ispitanike s reaktivnom hiperplazijom, dok za ostale skupine nisu nadene statistic¢ki

znacajne razlike.

Oleinika i sur. (92) isti¢u da bi poznavanje mehanizama koji dovode do poja¢anog nakupljanja
Treg stanica u tumorskom tkivu moglo doprinijeti razvoju uspjesnijih terapijskih protokola.
Autori opisuju tri razli¢ita modela, koja se medusobno ne iskljucuju, te pridonose pojacanom
intratumorskom Treg nakupljanju: pojacana migracija Treg stanica, proliferacija Treg stanica

unutar tumorskog tkiva te konverzija konvencionalnih Foxp3 negativnih stanica u Treg stanice.

Prvi model (pojac¢ana migracija Treg stanica) se temelji na interakciji razli¢itih kemokina i
njihovih receptora. Za Treg stanice je specificna ekspresija kemokinskih receptora CCR4 1
CCRS ¢iji su ligandi kemokini CCL22, CCL17 i CCLI1 (114). Ishida i sur. (115) su u svom
istrazivanju pokazali kako je migracija CCR4 pozitivnih Treg stanica u HL potaknuta
kemokinima CCL17 i CCL22 koje lu¢e Hodgkinove stanice. Sli¢ne rezultate pokazala su
istrazivanja i na drugim hematolos$kim malignim bolestima. Yang i sur. (106) su istrazivali
izrazaj kemokinskih receptora CCR4 1 CCR8 na intratumorskim Treg stanicama bolesnika s B-
NHL te izrazaj kemokina CCL17 i CCL22 na limfomskim B stanicama. Vecina Treg stanica
pokazivala je povrsinski CCR4 izrazaj, ali ne i izrazaj CCR8, a tumorski limfociti B izrazavali
su visoke razine CCL22, ali ne 1 CCL17. Opisani rezultati sugeriraju da bi izrazaj CCL22 na
tumorskim limfocitima B mogao biti odgovoran za privlacenje i pojacano nakupljanje CCR4
pozitivnih Treg stanica u tumorskom tkivu B-NHL. Tumorske stanice bolesnika s CLL takoder
lu¢e CCL22 $to potice migraciju CCR4 pozitivnih limfocita T, a primjena anti-CCL22 antitijela
ko¢i tu migraciju (116).

Drugi model ukljucuje proliferaciju Treg stanica unutar tumorskog tkiva i limfnih ¢vorova koji
dreniraju tumore. U mi§jem modelu autoimunog dijabetesa se pokazalo da su za odrzavanje
homeostaze 1 preZivljavanje Treg stanica unutar otocica guSteraCe potrebne niske razine I1L-2
(117). Pretpostavlja se da su niske razine IL-2 neophodne za odrzavanje homeostaze i
proliferaciju Treg stanica i u tumorskom tkivu (93). Quezada i sur. (118) su u svom radu
pokazali da je tumorsko tkivo mi§jeg modela melanoma infiltrirano Treg stanicama kao 1 CD4
pozitivnim efektorskim stanicama te se smatra da bi IL-2 kojeg luce efektorske stanice mogao
biti odgovoran za proliferaciju Treg stanica. U skladu s tim je 1 visok izrazaj proliferacijskog

biljega Ki-67 u Treg stanicama koje infiltriraju tumor.
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Tre¢i model ukljucuje konverziju konvencionalnih Foxp3 negativnih limfocita T u iTreg
stanice koje zajedno s nTreg stanicama pridonose nakupljanju regulacijskih stanica u
tumorskom tkivu (119). Poznato je da TGF-B moze potaknuti indukciju Treg stanica (120) te
se smatra da TGF-8 kojeg luce tumorske stanice pridonosi konverziji konvencionalnih
CD4*CD25 stanica u Treg stanice u tumorskom tkivu (121). Smatra se da bi na slian nac¢in
mogao djelovati i imunosupresivni enzim IDO. Curti i sur. (122) su pokazali da tumorske
stanice kod akutne mijeloicne leukemije pokazuju IDO ekspresiju i IDO-ovisnim
mehanizmima poti¢u konverziju CD4"CD25" stanica u Treg stanice. Sharma i sur. (123) su u
istrazivanju na miSevima pokazali da Treg stanice izolirane iz limfnih ¢vorova koji dreniraju
tumore pokazuju potentniju supresivnu aktivnost koja se dijelom gubi kada tumor raste u
domacinu s nedostatkom IDO enzima. Autori pretpostavljaju da IDO pozitivne plazmocitoidne
DC poticu aktivaciju Treg stanica i tako podrzavaju supresivni mikrookoli§ u limfnim
¢vorovima koji dreniraju tumore. Medutim, prema nekim istrazivanjima konverzija
konvencionalnih limfocita T u Treg stanice ne pridonosi zna¢ajno porastu broja Treg stanica u
tumorskom tkivu. Tome u prilog govori istrazivanje Elkorda i sur. (124) koji su pokazali da je
u perifernoj krvi bolesnika s karcinomom bubrega znacajno veéi broj prirodenih Treg stanica
u odnosu na inducirane Treg stanice. Hindley i sur. (125) su analizirali repertoar TCR
konvencionalnih 1 Treg stanica u tumorskom mikrookoliSu te ustanovili da se znacajno
razlikuje, Sto sugerira da lokalna konverzija ne pridonosi znacajno porastu ukupnog broja Treg

stanica u tumorskom tkivu.

Treg limfociti imaju znacajnu ulogu u regulaciji protu-tumorskog imunoloskog odgovora i
vazan su sastavni element upalnog infiltrata u tumorskom tkivu. Smatra se da bi Treg limfociti
mogli predstavljati mehanizam putem kojeg tumori izbjegavaju protu-tumorski imunoloski
odgovor (126). Tome u prilog govore istrazivanja na miSevima kod kojih deplecija Treg stanica
dovodi do odbacivanja tumora (127,128) te klini¢ka istrazivanja koja pokazuju povezanost
veceg broja Treg limfocita u razliCitim solidnim tumorima s negativnim prognostickim
¢imbenicima i lo§ijom prognozom (95,101,129,130). Medutim, istrazivanja vezana uz neke
vrste karcinoma te neke oblike limfoma pokazuju drugaciji prognosticki predznak (101). Tako
se veci broj Treg limfocita u tumorskom upalnom infiltratu povezuje s povoljnijom prognozom
kod bolesnika s karcinomom debelog crijeva (102,103) te kod bolesnika s plocastim

karcinomom u podrucju glave i vrata (104).

U naSem smo istrazivanju za bolesnike s limfomom ispitivali povezanost udjela Foxp3*

limfocita s prognostickim ¢imbenicima, ukljuc¢ujuci spol i dob bolesnika, Ann Arbor klinicki
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stadij, veli¢inu najveéeg tumora, broj zahvaéenih ekstranodalnih sijela, prisutnost B simptoma,
aktivnost LDH u serumu te koncentraciju hemoglobina u krvi. Za bolesnike s agresivnim B-
NHL takoder smo ispitivali i povezanost udjela Foxp3™* limfocita s IPI, a za bolesnike s FL s
FLIPL.

Kada smo analizirali sve bolesnike s limfomom, nasli smo statisticki znacajno veci postotak
Foxp3* limfocita u skupinama bolesnika s izrazenim povoljnim prognosti¢kim ¢imbenicima,
kao S$to su rani klinicki stadij, veli¢ina najveéeg tumora <I0 cm te nezahvacenost
ekstranodalnih sijela. Za ostale prognosticke ¢imbenike nije bilo statisticki znacajne razlike.
Kada smo udio Foxp3* limfocita izrazili kao omjer postotka Foxp3* limfocita i postotka CD3*
limfocita, statistiCki znacajno veéi broj je naden u skupini bolesnika s veli¢inom najveceg

tumora <10 cm, a za ostale prognosticke ¢imbenike nije bilo statisti¢ki znacajne razlike.

U skupini bolesnika s klasi¢nim HL nismo nasli statisti¢ki znac¢ajnu razliku u broju Foxp3™

limfocita niti za jedan ispitivani prognosticki ¢cimbenik.

U skupini bolesnika s NHL nasli smo povezanost ve¢eg postotka Foxp3* limfocita s povoljnim
prognostickim ¢imbenicima, kao $to su rani klinicki stadij te veli¢ina najveé¢eg tumora <10 cm.
Postotak Foxp3* limfocita bio je grani¢no statisticki znacajno veéi kod bolesnika sa
zahvacenim manjim brojem ekstranodalnih sijela. Za ostale prognosticke ¢imbenike nije bilo
statisti¢ki znacajne razlike. Kada smo udio Foxp3* limfocita izrazili kao omjer postotka Foxp3*
limfocita i postotka CD3* limfocita, statisti¢ki zna¢ajno veci broj je naden u skupini bolesnika
s veli¢inom najveceg tumora <10 cm, a za ostale prognosticke ¢imbenike nije bilo statistic¢ki
znalajne razlike. U skupini bolesnika s DLBCL nasli smo povezanost veéeg postotka Foxp3*
limfocita s veli¢inom najveceg tumora <10 cm, dok u skupini bolesnika s FL nije nadena
statisti¢ki znacajna povezanost udjela Foxp3™ limfocita niti s jednim ispitivanim prognostickim

¢imbenikom.

Dosadasnja istrazivanja o prognostickom znacenju broja Treg limfocita kod bolesnika oboljelih
od limfoma pokazuju heterogene rezultate. lako se u vecini istraZzivanja veci broj Treg stanica

povezuje s boljom prognozom, postoje 1 istrazivanja sa suprotnim rezultatima.

Tzankov i sur. (105) su u opseznom istrazivanju, kojim je obuhvadeno 926 bolesnika s
limfomom, na$li povezanost veéeg broja imunohistokemijski Foxp3*™ Treg limfocita u
tumorskom tkivu s povoljnom prognozom u bolesnika s klasi¢cnim HL, FL i DLBCL-GCB.
Prema istrazivanju Lee i sur. (111) veéi broj Foxp3* Treg limfocita takoder ukazuje na bolju

prognozu kod bolesnika s DLBCL, a Coutinho i sur. (131) ve¢i broj Foxp3™ limfocita povezuju
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s boljom prognozom i manjim rizikom od ponovne pojave bolesti nakon provedene
kemoimunoterapije. Povezanost veceg broja Foxp3™ Treg limfocita u tumorskom infiltratu s
boljim preZivljenjem bolesnika uoéena je i kod FL, kao i znacajno smanjenje broja Foxp3™
Treg limfocita u tumorskom infiltratu pri transformaciji FL u DLBCL (132). Rezultati naseg
istrazivanja (povezanost veceg udjela Foxp3® limfocita s povoljnim prognostickim
¢imbenicima kada smo analizirali sve bolesnike s limfomom te skupinu bolesnika s NHL) u

skladu su s rezultatima navedenih istrazivanja.

Medutim, u skupini bolesnika s klasi¢énim HL u naSem istraZivanju nije nadena povezanost niti
jednog prognosti¢kog ¢imbenika s udjelom Foxp3* Treg limfocita, dok veéina objavljenih
radova pokazuje povezanost veéeg broja Foxp3™ Treg limfocita s boljom prognozom. Opisana
razlika u dobivenim rezultatima moZzda se moze povezati s malim brojem bolesnika s klasi¢nim
HL koji su ukljuceni u naSe istraZivanje. Osim toga, u vecini radova, za razliku od naSeg
istrazivanja, za analizu broja Foxp3™ limfocita je koristeno imunohistokemijsko bojenje na
histolo§kim rezovima tumora. Opseznim istrazivanjima, Kelley i sur. (126) 98 bolesnika,
Alvaro i sur. (112) 257 bolesnika te Tzankov i sur. (105) 280 bolesnika s klasi¢nim HL, nadena
je povezanost veceg broja Foxp3™ Treg limfocita u tumorskom infiltratu s povoljnim klini¢kim
ishodom. Uoceno je da manji broj Foxp3* limfocita u uzorcima tumorskog tkiva bolesnika s
klasicnim HL otpornim na terapiju i kod ponovne pojave bolesti korelira s losijim
prezivljenjem (113). Smanjenje broja Foxp3™ limfocita zamijeéeno je i u uzorcima HL pri
ponovnoj pojavi bolesti u odnosu na uzorke uzete pri postavljanju dijagnoze kod istih bolesnika
(112).

Kelley i sur. (126) opisuju tri mogu¢a mehanizma kojima bi se mogla objasniti povezanost
veceg broja Foxp3™ Treg stanica s povoljnijom prognozom u bolesnika s HL. Kao prvi
mehanizam navode da bi broj Treg limfocita mogao zapravo predstavljati zamjenski biljeg za
neki imunoloski odgovor povezan s boljom prognozom. Zatim, moguce je da Treg limfociti
slabe upalnu reakciju u tumorskom mikrookolisu, koji je sastavni dio HL, te na taj nacin
suprimiraju lucenje citokina i drugih ¢imbenika znacajnih za proliferaciju i1 prezivljenje
tumorskih HRS stanica. Kao tre¢i mehanizam navode moguénost da Treg stanice mogu

direktno suprimirati tumorske stanice ili uzrokovati njihovu smrt.

Pokazalo se da Treg limfociti mogu izravno suprimirati limfocite B (133) ili uzrokovati njihovu
smrt (58), ¢ime bi se dijelom mogao objasniti njihov pozitivan u¢inak na prognozu kod

bolesnika s B-NHL i HL. Lim i sur. (133) su u svom istrazivanju pokazali da Foxp3* Treg
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limfociti mogu izravno, bez prethodne supresije pomocnickih limfocita T, djelovati na
limfocite B, tako Sto koce stvaranje imunoglobulina te proces promjene klase protutijela. Zhao
i sur. (58) su pokazali da aktivirani CD4*CD25" Treg limfociti mogu izravno uzrokovati smrt
limfocita B, odnosno dovode do apoptoze aktiviranih limfocita B koja je posredovana

granzimom i perforinom.

Za razliku od navedenih radova, neka istrazivanja su pokazala povezanost veceg broja Treg
limfocita u perifernoj krvi i tumorskim sijelima kod bolesnika s NHL s loSijom prognozom
(97,105,109). Beyer i sur. (109) su nasli razliku u postotku Treg limfocita u perifernoj krvi
bolesnika s CLL ovisno o stadiju bolesti, a najvece vrijednosti su bile kod bolesnika s
pro$irenom bolesti (Binet C). Prema Tzankowvu i sur. (105) veéi broj Foxp3™ Treg limfocita u
tumorskom tkivu povezuje se s lo§ijom prognozom kod bolesnika s DLBCL-non-GCB. Mittal
i sur. (97) su nasli znaCajno veéi broj Treg limfocita u perifernoj krvi bolesnika s

uznapredovalim NHL (kasni klini¢ki stadij, vece vrijednosti LDH).

Foxp3* limfociti T predstavljaju heterogenu populaciju stanica koja se fenotipski i
funkcionalno moze podijeliti u tri subpopulacije: efektorske Treg stanice koje pokazuju jaku
supresivnu aktivnost, naivne Treg stanice koje se mogu diferencirati u efektorske Treg stanice
te non-Treg stanice koje ne pokazuju supresivnu aktivnost (56,67). Smatra se da bi upravo
razliGita zastupljenost pojedinih subtipova Foxp3® Treg stanica mogla biti odgovorna za

suprotno prognosti¢ko zna¢enje Treg stanica u razli¢itim tumorima (134,135).

Prema udjelu efektorskih Treg i non-Treg limfocita u tumorskom infiltratu bolesnika s
karcinomom kolona, Saito i sur. (135) razlikuju dva tipa karcinoma kolona; tip A i tip B. Kod
karcinoma tipa A dominiraju efektorski Treg limfociti uz mali udio non-Treg limfocita, a visok
Foxp3 izrazaj povezuje se s loSijom prognozom. Medutim, kod karcinoma tipa B dominiraju

non-Treg limfociti, a visok Foxp3 izrazaj povezuje se s boljom prognozom.

Nakayama i sur. (134) isti¢u vaznost odredivanja broja visokosupresivnih efektorskih Treg
stanica pri procjeni prognostickog znacaja. Autori su kod bolesnika s DLBCL analizirali broj
svih Foxp3* Treg stanica te broj efektorskih Treg stanica. Za odvajanje efektorskih Treg stanica
koristili su dvostruko Foxp3/CTLA-4 bojenje. CTLA-4 je negativni imunomodulator Kkoji
pokazuje izrazaj na aktiviranim limfocitima T pa tako i na efektorskim Treg stanicama, dok su
non-Treg stanice CTLA-4 negativne. Bolesnici s velikim brojem Foxp3* stanica imali su
znacajno bolje preZivljenje nego bolesnici s manjim brojem Foxp3™ stanica, $to je u skladu s

brojnim drugim istrazivanjima (105,111,131). Suprotno tome, visoka razina dvostruko
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Foxp3/CTLA-4 pozitivnih stanica bila je povezana s loSijom prognozom. Autori istiu da bi
rezultati ovog istrazivanja mogli utjecati na pristup u primjeni imunoterapije kod bolesnika s
DLBCL. Primjena imunoterapije usmjerene na efektorske Treg stanice testira se na raznim
solidnim tumorima kao §to je melanom i karcinom pluéa. U bolesnika s melanomom, primjena
ipilimumaba (anti-CTLA-4 antitijelo) je pracena smanjenjem broja Treg stanica u tumorskom
tkivu te korelira s klini¢kim odgovorom (136-138). Kako se povecan broj Foxp3™ Treg stanica
povezuje s boljom prognozom kod bolesnika s DLBCL, smatralo se da primjena imunoterapije
kod njih ne bi imala ucinka. Medutim, prema Nakayami i sur. (134) povecan broj
Foxp3/CTLA-4 dvostruko pozitivnih efektorskih Treg stanica povezuje se s loSijom
prognozom, $to upucuje na mogucénost povoljnog ucinka imunokemoterapije kod bolesnika s

DLBCL.

Rezultati naseg istrazivanja dopunjuju dosadaSnja saznanja o utjecaju mikrookoliSa na razvoj i
progresiju bolesti. Dosada$nja istrazivanja broja Foxp3* Treg limfocita kod bolesnika oboljelih
od limfoma radena su pretezno metodama proto¢ne citometrije te imunohistokemijskim i
molekularnim metodama. Prema nasem saznanju, ovo je prvi rad kojim se odreduje broj
imunocitokemijski Foxp3® limfocita na razmazima citolo$kih punktata limfnih &vorova.
CitoloSka punkcija limfnog ¢vora pouzdana je, vremenski i financijski pristupa¢na metoda, a
citoloski razmazi uzoraka dobivenih punkcijom omogucuju istovremenu analizu morfoloskih i
imunocitokemijskih obiljezja stanica, $to citolosku punkciju ¢ini prikladnom i vrlo korisnom
metodom za usavrSavanje dijagnosticko-prognosti¢kih postupaka te terapijskih mogucénosti

kod bolesnika oboljelih od limfoma.
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7. ZAKLJUCCI

e Najveéi postotak Foxp3™ limfocita naden je u skupini bolesnika s klasi¢énim HL, sa
statistiCki znaCajnom razlikom u odnosu na bolesnike s agresivnim i indolentnim B-
NHL, dok razlika u odnosu na bolesnike s T-NHL te ispitanike s reaktivnom
hiperplazijom ne doseZe razinu statistiCke znacajnosti.

e U skupini bolesnika s B-NHL naden je nizi postotak Foxp3™* limfocita u odnosu na
ispitanike s reaktivnom hiperplazijom. Razlika izmedu agresivnog B-NHL i reaktivne
hiperplazije doseZe razinu statisti¢ke znacajnosti, dok je razlika izmedu indolentnog B-
NHL i reaktivne hiperplazije grani¢no statisticki znacajna.

e Najvedi udio Foxp3* limfocita, izrazen kao omjer postotka Foxp3* limfocita i postotka
CD3" limfocita, naden je u skupinama bolesnika s klasi¢nim HL i indolentnim B-NHL.

e Udio Foxp3* limfocita, izraZzen kao omjer postotka Foxp3* limfocita i postotka CD3"
limfocita, grani¢no je statisticki znacajno veci u skupini bolesnika s klasi¢nim HL u
odnosu na bolesnike s T-NHL te ispitanike s reaktivnom hiperplazijom, ali nije nadena
statistiCki znacajna razlika u odnosu na bolesnike s agresivnim i indolentnim B-NHL.

e Udio Foxp3* limfocita, izrazen kao omjer postotka Foxp3* limfocita i postotka CD3*
limfocita, znacajno je statisticki ve¢i u skupini bolesnika s indolentnim B-NHL te
grani¢no znacajno veéi u skupini bolesnika s agresivnim B-NHL u odnosu na reaktivnu
limfocitnu hiperplaziju.

e U skupini bolesnika s klasi¢énim HL naden je najve¢i postotak Foxp3* limfocita, sa
statisticki znacajnom razlikom u odnosu na bolesnike s DLBCL, FL i MCL. Postotak
Foxp3" limfocita bio je statisti¢ki znacajno veéi u skupini bolesnika s DLBCL u odnosu
na bolesnike s MCL te u skupini bolesnika s FL u odnosu na bolesnike s MCL.

e Veéi postotak Foxp3™ limfocita povezan je s povoljnim prognostickim ¢imbenicima,
kao Sto su rani klinicki stadij, veli¢ina najveceg tumora <10 cm te nezahvacenost
ekstranodalnih sijela, u skupini koja obuhvaca sve bolesnike s limfomom.

e Vedi udio Foxp3™ limfocita, izrazen kao omjer postotka Foxp3™ limfocita i postotka
CD3" limfocita, povezan je s veli¢inom najveceg tumora <10 cm u skupini koja

obuhvaca sve bolesnike s limfomom.
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Vedi postotak Foxp3* limfocita povezan je s povoljnim prognosti¢kim ¢imbenicima,
kao $to su rani klinicki stadij 1 veli¢ina najvec¢eg tumora <10 cm, u skupini bolesnika s
NHL.

Vecéi udio Foxp3™ limfocita, izraZzen kao omjer postotka Foxp3™* limfocita i postotka
CD3" limfocita, povezan je s veli¢inom najveéeg tumora <10 cm u skupini bolesnika s
NHL.

Veci postotak Foxp3* limfocita povezan je s veli¢inom najveéeg tumora <10 cm u
skupini bolesnika s DLBCL.

U skupini bolesnika s FL nije nadena statisti¢ki zna¢ajna povezanost udjela Foxp3*
limfocita niti s jednim ispitivanim prognostickim ¢imbenikom.

U skupini bolesnika s klasiénim HL nije nadena statisticki znacajna povezanost udjela

Foxp3™ limfocita niti s jednim ispitivanim prognostickim ¢imbenikom.
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8. SAZETAK

Vazan sastavni dio tumorskog mikrookolisa bolesnika s Hodgkinovim (HL) i ne-Hodgkinovim
limfomima (NHL) ¢ine CD4"CD25" regulatorni limfociti T (Treg), karakterizirani ekspresijom
transkripcijskog ¢imbenika Foxp3. Pojacano nakupljanje Treg limfocita u tumorskom tkivu
uoceno je u brojnim solidnim tumorima i hematoloskim zlo¢udnim bolestima, ukljucujuci

limfome.

Cilj ovog rada je bio usporediti udio Foxp3 pozitivnih limfocita u punktatima limfnih ¢vorova
bolesnika oboljelih od klasicnog HL i NHL u odnosu na kontrolnu skupinu ispitanika s
benignom reaktivnom hiperplazijom. Kod bolesnika s klasicnim HL i NHL takoder smo
ispitivali povezanost udjela Foxp3™ limfocita s prognostickim ¢imbenicima znacajnim za
klini¢ki tijek limfoma (dob, spol, klini¢ki stadij, veli¢ina najveceg tumora, broj ekstranodalnih
sijela, prisutnost B simptoma, koncentracija hemoglobina te aktivnost laktat dehidrogenaze u
serumu). U istrazivanje je uklju¢eno ukupno 137 ispitanika, 34 ispitanika s reaktivnom
hiperplazijom limfaticnih stanica te 103 bolesnika s limfomom. U skupini bolesnika s
limfomom bio je 31 bolesnik s klasi¢nim HL, 66 bolesnika s B-NHL te 6 bolesnika s T-NHL.
Bolesnici s B-NHL podijeljeni su u dvije skupine: bolesnici s agresivnim (36 bolesnika) i
bolesnici s indolentnim B-NHL (30 bolesnika). Udio imunocitokemijski Foxp3 ™ limfocita je za
sve bolesnike izrazen na dva nalina: kao postotak Foxp3* limfocita (broj Foxp3* limfocita /
sve limfati¢ne stanice) te kao omjer postotka Foxp3" limfocita i postotka CD3" limfocita (broj

Foxp3™ limfocita / limfociti T).

U skupini bolesnika s klasi¢nim HL naden je najveci postotak Foxp3™ limfocita, sa statisti¢ki
znacajnom razlikom u odnosu na bolesnike s agresivnim i indolentnim B-NHL. Suprotno
oCekivanjima, postotak Foxp3™ limfocita u skupini bolesnika s B-NHL bio je niZi nego u
skupini ispitanika s reaktivnom hiperplazijom. Medutim, kada smo udio Foxp3" limfocita
izrazili kao omjer postotka Foxp3™ limfocita i postotka CD3™" limfocita, nadena je statisticki
znacajno veca vrijednost u skupini bolesnika s indolentnim B-NHL te grani¢no znacajno veca
vrijednost u skupini bolesnika s agresivnim B-NHL u odnosu na reaktivhu limfocitnu
hiperplaziju. U skupini koja je obuhvacala sve bolesnike s limfomom nadena je povezanost
veCeg postotka Foxp3™ limfocita s povoljnim prognostickim ¢imbenicima, kao $to su rani
klini¢ki stadij, veli€ina najveceg tumora <10 cm te nezahvacenost ekstranodalnih sijela. U

skupini bolesnika s NHL, ve¢i postotak Foxp3" limfocita takoder je povezan s povoljnim
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prognostickim ¢imbenicima, kao $to su rani klinicki stadij i veli¢ina najve¢eg tumora <10 cm.
Medutim, u skupini bolesnika s klasicnim HL nije nadena statisticki znacajna povezanost

udjela Foxp3™ limfocita niti s jednim ispitivanim prognosti¢kim ¢imbenikom.
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9. SUMMARY

Foxp3* lymphocytes in cytologic smears of lymph node aspirates and their association

with prognostic markers in patients with lymphomas

CD4°CD25" T regulatory (Treg) cells constitute important elements of the tumor
microenvironment of patients with Hodgkin (HL) and non-Hodgkin lymphoma (NHL), with
characteristic expression of the transcription factor Foxp3. Elevated numbers of Treg cells in
tumor tissues have been observed in various types of solid organ tumors and hematologic
malignancies, including lymphomas.

The aim of this study was to compare the proportion of Foxp3™ lymphocytes in fine needle
aspirates of lymph nodes in patients with HL and NHL with a control group with benign
reactive hyperplasia. In lymphoma (HL and NHL) patients we also analysed the correlation
between the proportion of Foxp3™ lymphocytes and prognostic factors affecting the clinical
course of the lymphoma (age, gender, clinical stage, size of the largest tumor, number of
extranodal involvement sites, presence of B symptoms, hemoglobin concentration, and serum
lactate dehydrogenase activity). The study involved a total of 137 participants, 34 with reactive
lymphoid cell hyperplasia and 103 with lymphoma. The lymphoma patients group consisted of
31 patients with classical HL, 66 with B-NHL and six with T-NHL. The B-NHL patients were
divided into two groups: patients with aggressive (n=36) and indolent B-NHL (n=30). The
proportion of Foxp3™ lymphocytes based on immunocytochemical staining was expressed for
all patients in two ways: as a percentage of the Foxp3" cells (number of Foxp3* cells / all
lymphatic cells) and as a ratio between the percentage of Foxp3* cells and CD3" cells (number
of Foxp3™ cells / T cells).

The highest percentage of Foxp3" cells was found in the group of patients with classical HL,
with a statistically significant difference in comparison to patients with aggressive and indolent
B-NHL. Contrary to expected results, the percentage of Foxp3™ cells found in the group of B-
NHL patients was lower than in the group of patients with reactive hyperplasia. However, when
the proportion of Foxp3" lymphocytes was expressed as a ratio between the Foxp3™ cell
percentage and CD3™ cell percentage, a statistically significant higher value was found in
patients with indolent B-HNL and a borderline significant higher value in patients with

aggressive B-HNL in comparison to reactive lymphocytic hyperplasia. In the lymphoma patient
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group, higher percentage of Foxp3* cells correlated with favorable prognostic factors, such as
early clinical stage, size of the largest tumor <10 cm, and no involvement of extranodal sites.
In the group of patients with NHL, increased percentage of Foxp3™ cells also correlated with
favorable prognostic factors, such as early clinical stage and size of the largest tumor <10 cm.
However, in patients with classical HL there was no statistically significant association between

the proportion of Foxp3™ lymphocytes and any of the prognostic factors investigated.

Biljana Jeli¢ Puskari¢, 2020.
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