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POPIS OZNAKA | KRATICA

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

ALK - od kinaza anaplasti¢nog limfoma (engl. anaplastic lymphoma kinase)

BCL2 — od B-stani¢ni limfom 2 (engl. B-cell lymphoma 2), jedan od najvaznijih stani¢nih
antiapopotoickih proteina

BCR — B stani¢ni receptor (eng. B-cell receptor)

BL — Burkittov limfom

BNLI — Britansko nacionalno istrazivanje limfoma (engl. British National Lymphoma
Investigatiom)

CEOP — polikemoterapijski protokol koji sadrzi ciklofosfamid, etopozid, vinkristin i steroid
CHOP — polikemoterapijski protokol koji sadrzi ciklofosfamid, doksorubicin, vinkristin 1 steroid
CHOEP - polikemoterapijski protokol, CHOP + etopozid

CNOP — polikemoterapijski protokol koji sadrzi ciklofosfamid, mitoksantron, vinkristin i steroid
COO — stani¢no podrijetlo (engl. cell of origin)

CRD - domena za prepoznavanje ugljikohidrata (engl. carbohydrate recognizing domaine)
CT — kompjuterizirana tomografija

DA-EPOCH - polikemoterapijski protokol koji sadrzi iste lijekove kao CHOEDP, ali se svi
DLBCL — difuzni B-velikostani¢ni limfom (engl. diffuse large B-cell lymphoma)

DNK - deoksiribonukleinska kiselina

EBV — Epstein-Barrov virus

ECOG - Isto¢na kooperativna onkoloska grupa (engl. Eastern Cooperative Oncology Group
Performance Status )

EFS — dozivljenje bez dogadaja (engl. event-free survival)

FISH — fluorescentna in situ hibridizacija

FL — folikularni limfom

G — obinutuzumab

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

GEP - tehnologija genskog Cipa (engl. gene expression profiling)



HHV8 — humani herpes virus 8

HIV — virus humane imunodeficijencije

IKK — kompleks IkB kinaze

IPI — medunarodni prognosticki indeks (engl. international prognostic index)
KKS — kompletna krvna slika

LDH — laktat dehidrogenaza

MCL — limfom plastenih stanica (engl. mantle cell lymphoma)
MZL — limfom marginalne zone (engl. marginal zone lymphoma)
NHL — non-Hodgkin limfom

NF-kB — Nuklearni faktor kapa B, transkripcijski faktor

NK — prirodene ubojice (engl. natural killer), vrsta limfocita

NOS — bez dodatnih obiljezja (engl. not otherwise specified)

OS — ukupno dozivljenje (engl. overall survival)

PCR — lan¢ana reakcije polimerizacije

Pre-mRNA — predglasnicka RNK

PS — opce stanje (engl. performance status)

R — rituksimab

REAL Klasifikacija — Revidirana europsko-americka klasifikacija limfoma (engl. Revised
European and American Lymphoma Classification)

RNK - ribonukleinska kiselina

SLL — limfom malih limfocita

SZO — Svjetska zdravstvena organizacija

TNF — ¢imbenik nekroze tumora (engl. tumor necrosis factor)

VEGF — vaskularni endotelni ¢imbenik rasta (engl. vascular endothelial growth factor )



1. UvOD | SVRHA RADA

1.1. Difuzni B velikostani¢ni limfom (DLBCL)

Limfom je kao nozoloski entitet prvi put opisao 1832.g. britanski lije¢nik Thomas
Hodgkin, po kome i danas jedna vrsta limfoma (Hodgkinov limfom) nosi ime (1). Non-Hodgkin
limfomi (NHL) su heterogena skupina limfoproliferativnih bolesti koje nemaju obiljezja
Hodgkinovog limfoma, a nastaju klonalnom proliferacijom limfoidnih stanica. S obzirom na
razlike u patohistoloskim obiljezjima, klini¢kim znac¢ajkama, odgovoru na lijeCenje i prognozi
pojedinih vrsta limfoma bilo je potrebno, ali i vrlo zahtjevno, Klasificirati ih. Unato¢ razvoju
medicine, pojavi novih tehnologija i uvodenju novih dijagnostickih metoda, problem klasifikacije
limfoma nije ni do danas rijesen. | u najnovijim klasifikacijama postoje tzv. ,,provizorni entiteti
koje usprkos svim raspolozivim dijagnosti¢kim i klini¢kim podacima nije moguce jasno
definirati. Prva klasifikacija limfoma, koja je bila prvenstveno morfoloska, objavljena je 1941
godine, nakon ¢ega slijedi Rappaportova klasifikacija objavljena 1956.g (2,3). U njoj se prvi put
razlikuje difuzni i nodularni nacin rasta limfoma. 1966.9. Lukes i Butler objavili su novu
klasifikaciju u kojoj se po prvi put prepoznaju razli¢iti tipovi Hodgkinovog limfoma (4). Tijekom
60-tih godina otkriveno je da limfociti sudjeluju u imunolo$kom odgovoru i da postoje razlicite
vrste: T, B i NK stanice. Desetak godina kasnije otkriveni su limfocitni povrsinski
antigeni/receptori pomocu kojih su se mogle razlikovati vrste limfocita, ali i razlikovati normalni
od neoplasti¢nih (5). 1970-tih se nekoliko americkih i europskih grupa udruzilo s idejom izrade
nove Klasifikacije koja bi objedinila patoloske i klinicke podatke §to je rezultiralo Kielskom
klasifikacijom 1974. godine (6). Potom su slijedili Lukes-Collinsova, BNLI i Working
Formulation (Radna) klasifikacija, od kojih niti jedna nije bila opéeprihvaéena (7-9).
Naposlijetku je devedesetih godina proslog stolje¢a objavljena REAL Klasifikacija, koja je za
definiranje razlicitih entiteta koristila kombinaciju morfologije, imunofenotipizacije, genetskih
osobina, ali i klinicke prezentacija i tijeka bolesti (10). Klasifikacija Svjetske zdravstvene
organizacije (SZO), objavljena 2001.g, prihvatila je iste principe (11). Od tada se ova
klasifikacija koristi diljem svijeta, a zbog napretka medicine i pojave novih saznanja revidirana je

u dva navrata, zadnji put 2016.9. (12,13). Prema klasifikaciji SZO NHL spadaju u tumore zrelih



B-limfocita, odnosno zrelih T-limfocita i NK-stanica. Klini¢ki ih se moze podijeliti na
indolentne, agresivne i vrlo agresivne. Na B-limfome otpada >90% svih slucajeva NHL.

Simptomi i znakovi limfoma mogu biti uzrokovani tumorskom masom, potiskivanjem
normalne hematopoeze i imunopoeze ili lu¢enjem citokina, odnosno odgovorom organizma na
bolest (op¢i simptomi). Bolesnici se najcesce lije¢niku javjalju zbog poveéanja limfnih ¢vorova.
Kao prvi simptom mogu se javiti kasalj ili nedostatak zraka zbog povecanja medijastinalnih
limfnih ¢vorova, odnosno bolovi u trbuhu, gubitak apetita i smetnje praznjenja crijeva zbog
povecéanja ¢vorova u trbuhu. Ekstranodalni limfomi manifestiraju se simptomima od strane
organa koji je zahvacen, npr. koznim promjenama kod koznih limfoma, neuroloskim ispadima
kod limfoma mozga i sl.

Tumori limfocitne loze mogu suprimirati normalnu hematopoezu i uzrokovati najcesce
anemiju, a rjede granulocitopeniju ili trombocitopeniju. Povecana sklonost infekcijama i
autoimunim fenomenima (naj¢es¢e autoimuna hemoliticka anemija ili imunotrombocitopenija)
javljaju se zbog poremeéene regulacije imunoloskog sustava.

Od op¢ih simptoma koji nastaju kao posljedica otpustanja razlicitih citokina najéeséi su
umor, opca slabost i nemo¢. U tzv. B simptome spadaju povisena temperatura (>38 C bez
infekcije), noéno znojenje (toliko da se bolesnik mora presvuci), svrbez (uz ekskorijacije) i
gubitak na tezini (>10% u 6 mjeseci) (14,15).

Difuzni B- velikostani¢ni non-Hodgkin limfom (DLBCL) je najées¢i limfom i na njega
otpada preko 30% svih NHL-a. Dijagnoza se postavlja histoloskim pregledom bioptiranog
materijala i imunohistokemijskom analizom. Morfoloski, tumor karakterizira difuzna infiltracija
srednje velikim i velikim neoplasticnim B-limfocitima s obilnom citoplazmom i velikom jezgrom
koja je jednaka ili veéa od jezgore histiocita ili vise nego dvostruko veca od zrelog limfocita. Ove
stanice narusavaju i brisu strukturu zahvacenog limfnog ¢vora. Stanice na svojoj povrsini
izrazavaju pan-B biljege, uklju¢uju¢i CD19, CD20, CD22, CD 79a i CD 45. Oko 14% tumora je
CD30+ (16). Subklasifikacija DLBCL-a se, kao i klasifikacija limfoma, ¢esto mijenjala zbog
novih spoznaja o bioloskim i klinickim osobinama te patogenezi. Najnovija klasifikacija
prepoznaje nekoliko morfoloskih varijanti, precizno definiranih podtipova DLBCL-a i klinicko
patoloskih entiteta koji pripadaju porodici DLBCL-a.



Morfoloski prepoznajemo 3 tipa:

o Centroblasti¢na varijanta: predominatna populacija su srednje veliki do veliki limfociti s
ovalnom ili okruglom jezgrom.

e Immunoblasti¢na varijanta: >90% stanica su imunoblasti i velike stanice s velikom
jezgrom

e Anaplasti¢na varijanta: velike i vrlo velike stanice s pleomorfnom jezgrom

Na specificne podtipove DLBCL-a i ostale klini¢ko-patoloske entitete iz ove skupine
otpada manjina svih slu¢ajeva. Daleko najveci broj ubraja se u najvecu skupinu, DLBCL bez
dodatnih obiljezja (DLBCL-NOS) (Tablica 1).

Tablica 1.

DLBCL bez dodatnih obiljezja (NOS)
o Nalik B-limfocitima germinativnog centra (GCB)
o Nalik aktiviranim B-limfocitima (ABC)

Podtipovi B-velikostani¢nog limfoma
o Velikostani¢ni B limfom bogat T-limfocitima i histiocitima
o Primarni DLBCL sredi$njeg ziv€anog sustava
o Primarni kozni DLBCL, noZni tip
o EBV-pozitivni DLBCL
o DLBCL povezan s kroni¢énom upalom
o Primarni medijastinalni B-velikostani¢ni limfom
o Intravaskularni B-velikostani¢ni limfom
o ALK+ B-velikostani¢ni limfom
o Primarni efuzijski limfom
o Velikostani¢ni B-limfom s IRF4 translokacijom
o HHV8+ DLBCL, NOS

Bolest se moze javiti u bilo kojoj dobi, medijan pri dijagnozi je 66 godina. Nesto je ¢esci

u muskaraca nego u zena (6,7 vs 4,6 na 100.000 stanovnika). Ucestalost se povecava s dobi.



PetogodiSnje prezivljenje se smanjuje s dobi, do 55 godina iznosi oko 78-84% a nakon 65 godina
je znatno losije i iznosi oko 54-60%. Ucestalost DLBCL-a porasla je izmedu 1970. i 1995.9. i ne
moze se u potpunosti objasniti boljom dijagnostikom, novom klasifikacijom niti pojavom HIV
infekcije. Nakon toga se broj novih slucajeva stabilizirao (17,18). Incidencija DLBCL-a u
Republici Hrvatskoj iznosi oko 7,6 na 100 000 stanovnika, godi$nje se ukupno dijagnosticira oko
320 bolesnika (19).

DLBCL spada u grupu agresivnih limfoma, moze zahvatiti bilo koji organ, a najcesce
zahvaca limfne ¢vorove ili druge limfne organe (slezena, tonzile) te kostanu srz. Oko 40%

bolesnika ima B simptome.

1.1.1. Lijec¢enje DLBCL-a

Unato¢ tome §to se radi 0 agresivnom lifmomu, bolest je izljeciva. Kemoterapija po shemi
CHOP (ciklofosfamid, doksorubicin, vinkristin i prednizolon) standardni je oblik lijecenja
agresivnih limfoma pa tako i DLBCL-a od sedamdesetih godina proslog stoljeca (20,21). Ovom
terapijom moze se izlijeciti oko 40% bolesnika. Dodatak rituksimaba (R), monoklonskog anti-
CD20 protutijela, (R-CHOP) znacajno je poboljsao ishod lijecenja, no jos uvijek 30-40%
bolesnika ne postize dobar odgovor na terapiju ili im se javi relaps bolesti (22-24). Zbog toga su
iskusane brojne modifikacije ovog protokola, pove¢anjem doze ili dodatkom novih cistostatika.
Izgleda da je naju¢inkovitija kombinacija R-CHOP-a s etopozidom (R-CHOEP), no o tome nema
konsenzusa (25-27). Nove spoznaje o biologiji limfoma, disregulaciji i aktivaciji B-stani¢nog
receptora (BCR) i njegovog utjecaja na nuklerarni faktor kapa B (NF-kB) potaknule su ideju o
upotrebi bioloskih agensa, koji utjeu na ove signalne putove, U lije¢enju DLBCL-a. IskuSane su
kombinacije kemoimunoterapije s razli¢itim novim lijekovima kao §to su bortezomib, ibrutinib i
lenalidomid, no niti jedna nije pokazala uvjerljivu prednost nad R-CHOP-om (28-30). Imajuéi u
vidu ulogu BCL2 proteina (od engl. B-cell lymphoma 2, B-stani¢ni limfom 2 ) u inhibiranju
apoptoze pa tako i progresiji tumora, nedavno je provedena studija kombinacije R-CHOP-a s
inhibitorom BCL2, venetoklaksom. Prelimarni rezultati su obec¢avaju¢i, a randomizirana studija
je u tijeku (31).

Bolesnici kod kojih se javi relaps bolest, a pogodni su za lijecene transplantacijom lijece

se agresivnijim kemoterapijskim protokolima te autolognom transplantacijom mati¢nih



hematopoetskih stanica (32,33). Ovakvim lije¢enjem postize se izljecenje kod oko 40% bolesnika
u kasnom relapsu, dok su rezultati u onih s primarno rezistentnom bolesti i u ranom relapsu

(<6 mj. od zavrsetka prve linije lije¢enja) jos$ losiji S dugoro¢nim prezivljenjem od 20% ili manje

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

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

postupci i metode lijecenje (35).

1.2. Prognosti¢ki ¢imbenici kod DLBCL-a

1.2.1. Medunarodni prognosticki indeks

Nakon istrazivanja provedenog na velikom broju agresivnih limfoma, 1993.g. objavljen je
medunarodni prognosti¢ki indeks (IPI), po kojem su bolesnici svrstani u Cetiri rizi¢ne skupine
(Tablica 2 i 3) (36). Cimbenici od prognosti¢ke vaznosti ukljuéeni u IPI su: dob, vrijednost LDH
u serumu, opce stanje bolesnika, stadij te broj ekstranodalnih lokalizacija bolesti. Brojna
istrazivanja su pokusala identificirati imunohiostokemijske ili genetske biljege DLBCL-a koji bi
omogucili da se na pocetku lijeCenja predvidi koji ¢e bolesnici losije odgovoriti na terapiju. lako
su otkriveni mnogi bioloski markeri povezani s nastankom i progresijom tumora, za niti jedan
nema konsenzusa o prognosti¢kom znacenju niti prednosti pred IP1-jem. Zato je ovaj indeks i

dalje zlatni standard s kojim se usporeduju svi drugi prognosti¢ki parametri.

Tablica 2. Medunarodni prognosticki indeks

Parametar

Dob >60 godina 1 bod
Klinicki stadij Hili v 1 bod
LDH iznad gornje granice normale | 1 bod
PS (ECOG) >2 1 bod
Broj ekstranodalnih >2 1 bod
lokalizacija




Tablica 3. Stratifikacija bolesnika u prognosticke skupine

Broj bodova (vrijednost IPI)

0,1 2 3 4,5

Niski rizik Srednje niski rizik Srednje visoki rizik Visoki rizika

1.2.2. Podijela DLBCL-a prema stani¢nom podrijetlu

U nastojanju da se $to bolje razjasni biologija limfoma, koristene su razne tehnike za analizu
tumorskih stanica. Pocetkom ovog tisu¢ljeca razvijena je tehnologija genskog ¢ipa (engl. gene
expresion profiling, GEP), koja omogucava analizu izrazaja tisu¢e gena U Stanicama. Uoceno je
da se DLBCL na temelju toga moze podijeliti u dvije razli¢ite grupe koje upucuju na moguce
razli¢ito stani¢no podrijetlo (engl cell of origin, COO): GCB (engl. germinal center B-cell like)
grupu koja izrazava gene koji su izrazeni na normalnim B stanicama germinativnog centra te
ABC (engl. activated B-cell-like) grupu koja izrazava gene koji su izrazeni na aktiviranim B
stanicama periferne krvi. Pokazalo se da GCB grupa ima bolju prognozu od ABC podgrupe. 10-
15% slucajeva nije moguce klasificirati (37,38).

GEP se ne koristi u rutinskoj klini¢koj praksi zbog visoke cijene i ¢injenice da se analiza
mora provoditi na svjezim uzorcima tkiva. U rutinskoj klini¢koj praksi za podjelu na GCB i ABC
grupu obi¢no se koristi imunohistokemijska analiza. Najc¢esc¢e koriSteni algoritam za
prepoznavanje ove dvije grupe je onaj kojeg su objavili Hans i suradnici (39). Podjela je
provedena na osnovu biljega CD10, BCL6 i MUM1. DLBCL porijekla germinativnog centra
(GCB) su CD10+ ili BCL6+, MUM 1-, a oni koji nisu porijekla germinativnog centra, tj.
porijekla su aktiviranih B stanica (ABC) CD10-, MUM 1+ ili BCL 6 +, MUM 1-. Vise
istrazivackih skupina provelo je klinic¢ka ispitivanja od kojih su neka potvrdila prognosticki
znacaj ove podijele (40-42) dok su druga pokazala da podjela na GCB i ABC bazirana na
imunohistokemijskoj analizi nije prognosticki znacajna (43-46). Testirani su i drugi

imunohistokemijski modeli kao $to je algoritam po Choiju koji uz CD10, BCL6 i MUML koristi



jos i FOXP1 i GCET1 (47). Isprva se ¢inilo da ovaj algoritam bolje korelira s rezultatima
genskog Cipa i ishodima od algoritma po Hansovoj, no kasnije studije to nisu potvrdile (48).
Usprkos opre¢nim rezultatima podjela DLBCL prema imunohistokemijski odredenom
stani¢énom podrijetlu postala je sastavni dio najnovije klasifikacije SZO. Najéesce se koritisti
algoritam koji su predlozili Hans i suradnici, ali se mogu koristiti i drugi, npr. gore spomenuti

algoritam po Choiju.

1.2.3 Biljezi apoptoze

Apoptoza je fizioloski oblik stani¢ne smrti koji su razvili viSestani¢ni organizmi kao
mehanizam eliminacije nepoZzeljnih stanica. Programiranom smréu smatramo kontrolirani proces
biokemijskih i morfoloskih promjena u stanici koji zavrSava smrcu stanice. Ovaj proces je
reguliran proapoptotskim i antiapoptotskim faktorima. Velik broj proteina sudjeluje u regulaciji
apoptoze: enzimi proteaze zvani kaspaze, clanovi BCL2 obitelji proteina, NF-xB itd (49). U
novije vrijeme otkriveno je da i galektini utje¢u na apoptozu.

Dva su osnovna puta apoptoze, unutarnji (mitohondrijski) i vanjski ili put apoptoze
posredovan receptorima. Intrinzi¢ni ili mitohondrijski put naj¢es¢i je mehanizam apoptoze u
kraljeznjaka. Aktivaciju ovog puta mogu uzrokovati toksicne tvari, virusne infekcije, ostecenja
molekule DNK, izlaganje zracenju ili gubitak razli¢itih faktora rasta. Prvi korak mitohondrijskog
puta apoptoze reguliran je proteinima obitelji BCL2. Ekstrizi¢ni put apoptoze ili put receptora
smrti zapoc¢inje na membranskim receptorima koji ukljucuju one za Fas i ¢imbenik nekroze
tumora (engl. tumor necrosis factor, TNF). Vezivanje liganada na ove receptore dovodi do
aktivacije adapterskih proteina, kao $to su proteini vezani uz Fas, koji imaju tzv. domenu smrti
(engl. death domain) sto rezultira aktivacijom kaspaze 8 i smréu stanice. Oba ova puta na kraju
zavrSavaju aktivacijom kaspaza koje cijepaju stani¢ne proteine i dovode do ostecenja citoskeleta i
proteina jezgre Sto sve dovodi do kontroliranog raspada stanice (50,51). Opisan je joS jedan na¢in
apopotoze za kojeg su odgovorni citotoksi¢ni T limfociti i stanice prirodene ubojice (engl. natural
killer cells, NK). One dovode do smrti stanice preko perforin-granzimskog puta koji u konacnici
takoder dovodi do aktivacije kaspaza (52). Poremecaji apoptoze karakteristi¢ni su za tumore pa

tako i za DLBCL. Mitohondrijalni put apoptoze ¢esto je inhibiran u B-stani¢nih limfoma.
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Slika 1. Pojednostavljeni prikaz puteva apoptoze

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

TNF —faktor tumorske nekroze,DICS —signalni kompleks koji inducira smrt, BID —BH3 agonist smrti,
interakcijska domena, tBID —Xkrnji agonist smrti, interakcijska domena, PUMA —P53 regulirani
modulator apoptoze, |APs —proteini inhibitori apoptoze drugi mitohondrijski aktivator kaspaza/izravni
inhibitor proteina vezanja apoptoze s niskom izolektri¢cnom tockom, HtrA2/Omi — serinska proteaza
Htr2/Omi

Obitelj BCL2 proteina ¢ini vise od 20 razli¢itih ¢lanova koji se na osnovu svoje strukture
i funkcije svrstavaju u 3 glavne podgrupe: proteini koji stimuliraju prezivljavanje, pro-apoptoticki
efektorski proteini s vise domena i pro-apoptoticki proteini sa samo jednom domenom
homolognom BCL2. Poremecaj ravnoteze izmedu ovih proteina dovodi do naruSavanja

apoptotickih procesa $to moze rezultirati boljim prezivljavanjem tumorskih stanica. Proteini koji
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stimuliraju prezivljavanje su: BCL2, MCL1 (od ,,leukemija mijeloi¢nih stanica-1%, engl.
,myeloid cell leukemia -1), BCL-XL/BCL2L1 (od ,,B-stani¢ni ekstra veliki l[imfom*, od engl.
»extra large*), BCL-W/BCL2L2, BCL-B/BCL2L10 (od ,,protein 10 nalik BCL2%, eng. ,like*) i
A1/BCL2AL ili BFL1. Anti-apoptoticki BCL2 proteini razgraduju/sekvestriraju pro-apoptoticke
BCLZ2 proteine. Primarna uloga inhibitornog proteina BCL2 je sprecavanje oslobadanja
citokroma-C i inhibicija aktivacije kaspaze-9, dakle unutarnjeg puta apoptoze, mada djeluje i na
druge apoptotske kaskade (53). BCL2 je prvi put otkriven kod folikularnog limfoma (FL) zbog
povezanosti s translokacijom t(14,18), a tek je kasnije otkriveno da se aberantna ekspresija javlja
i u drugim malignim bolestima, uklju¢ujuci leukemije i limfome (54). Poja¢an izrazaj BCL2 u B-
NHL posljedica je genetskih abnormalnosti. Ucestalost i jacina ekspresije razlikuju se kod
pojedinih tipova limfoma. Tako je kod DLBCL BCL2 pozitivan u 49-67% sluc¢ajeva, kod FL u
>90%, kod limfoma marginalne zone (MZL) u 80%, dok su svi limfomi plastenih stanica (MCL)
BCL2 pozitivni (55). Genetske promjene BCL2 gena, ukljucujuc¢i kromosomske translokacije,
amplifikacije i dr, su Ceste u DLBCL. Neka istrazivanja ukazuju da se ucestalost tih promjena kao
i stupanj BCL2 pozitivnosti razlikuju ovisno o stani¢nom podrijetlu DLBCL-a. Tako je npr.
translokacija t(14;18) (q32;921) nadena u viSe od 30% GCB DLBCL i povezana je s pojaanom
ekspresijom BCL2 i losijom prognozom. Ova promjena nije pronadena kod ABC DLBCL kod
kojih je puno ¢es¢e nadena amplifikacija 18q21 lokusa uz pojac¢anu ekspresiju BCL2 (56).

Objavljeni podaci o utjecaju BCL2 na apoptozu i prezivljenje bolesnika s hematoloskim
malignim bolestima nisu jednozna¢ni. Neke studije u bolesnika s DLBCL su nasle da je pojacan
izazaj BCL2 povezan s losijim ishodom lije¢enja (57,58). Druga istrazivanja to nisu nasla,
pogotovo u bolesnika lijecenih rituksimabom (59-61). S druge strane, studija u kojoj su se tumori
dijelili na BCL2+ i BCL2- ne samo na temelju postotka pozitivnih stanica, ve¢ i intenziteta
bojenja, nasla je da je ovako odreden BCL2 pozitivitet povezan s nepovoljnim ishodom lijeenja
(62). Obzirom na opre¢ne podatke jo§ uvijek je ovo pitanje interesantno, kako klini¢arima, tako i
hematopatolozima.

Budu¢i da BCL2 protein ima vaznu ulogu u patogenezi limfoma, progresiji bolesti i
rezistenciji na terapiju, zadnjih se desetlje¢a pokusava pronaci lijek koji bi utjecao na ovaj
protein, a time i na ishod bolesti. Prvi inhibitor BCL2 bio je oblimersen, a prvi rezultati objavljeni
su 2002. g. i nisu ispunili o¢ekivanja (63). Tek desetak godina kasnije otkriven je selektivni

inhibitor BCL2 venetoklaks koji se pokazao uc¢inkovit u lije¢enju razlicitih limfocitnih, ali i



mijeloi¢nih tumora (64). U¢inkovitost venetoklaksa u DLBCL jos uvijek nije dokazana, ali su

studije u tijeku.

Nuklearni faktor kapa B (NF-kB) zajednicki je naziv za obitelj transkripcijskih
¢imbenika koja sadrzi pet gena (NF-xB1, NF-«xB 2, RelA, c-Rel i RelB). Ukljuéeni su u razlicite
bioloske procese kao §to su prezivljenje i proliferacija stanica, ali i upala. NF-xB povezan je s
brojnim aspektima onkogeneze. Dokazana je njegova uloga u inhibiciji apoptoze, poticanju
proliferacije i migracije stanica te regulaciji stani¢nog ciklusa. Nalazi se u citoplazmi stanice, no
nakon aktivacije prelazi u jezgru gdje se veze na odredene gene i potice transkripciju. Inaktivni
transkripcijski faktori zadrzavaju se u citoplazmi, bilo zato Sto su vezani na klasi¢ne inhibitorne
kB proteine IkBa, kB, i IkBe ili zbog interakcije s inaktivnim prekursorima p105 i p100.
Aktivaciju NF-«B reguliraju kanonicki i nekanonicki put. U kanoni¢kom putu nakon stimulacije
odredenim faktorina dolazi do aktivacije kompleksa IkB kinaze (IKK) koji se sastoji od
katalitickih podjedinica IKKa 1 IKKp te regulatorne podjedinice IKKy $to dovodi do fosforilacije
i degradacije IkB proteina (65-67). Nakon toga dolazi do ulaska NF-kB transkripcijskih faktora u
jezgru, posebice heterodimera p50 i RelA ili c-Rel, koji se onda vezu na DNK i utje¢u na
transkripciju gena. U zdravim limfocitima aktivacija ovog puta je samo prolazna, brzo se prekida
povratnom inhibicijom koja uklju¢uje negativne regulatore kao s§to su IkBa, IkBe (68). Kod
nekanonicnog puta glavnu ulogu igra NF-kB inducirajuca kinaza koja dovodi do aktivacije IKKa
i inducira proteolizu. 1z prekorsorskog p100 proteina generira se p52 koji onda formira
transkripcijski aktivne heterodimere (p50/105, p52/100, p65/RelA, p65/RelB i p65/c-Rel). U
novije vrijeme sve se vise istrazuje i uloga NF-xB u poticanju angiogeneze. U¢inak na
angiogenezu ostvaruje tako $to aktivira gene odgovorene za angiogenezu kao $to su matriks
metaloproteinaza, vaskularni ¢imbenik rasta (VEGF), urokinaza (aktivator plaziminogena) i
interleukin— 8. Aktivacija NF-kB uocena je u brojnim solidnim i hematoloskim tumorima,
ukljucujuéi leukemije i limfome, a ako nastane tijekom kemoterapije ili radioterapije Cesto je
povezana sa steCenom rezistencijom na lijeCenje (69-71).

2008.g. objavljen je rad Spanjolske grupe u kojem se imunohistokemijskim metodama
odredivala aktivnost NF-kB u DLBCL-u, na temelju ekspresije P-p65, P-1xB i nuklearne
ekspresije p65 i p52 u tumorskim stanicama (70). Njihovi rezultati su pokazali da je u DLBCL-u

pretezno akitivan nekanonicki put te da je ekspresija P-p65 povezana s dobrom prognozom.
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Nasuporot tome, 2017.g. kineski znanstvenici,Wang i sur. objavili su rad u kojem su pokazali da
ekspresija NF-kB odredena imunohistokemijskim izrazajem p65 kolerira s losijim ishodom u
bolesnika s non-GCB DLBCL (72). S obzirom na kompleksnost samog puta te razli¢ite biljege
koji se koriste kao metode za mjerenje aktivnosti NF-«xB, rezultati mogu biti razli¢iti i teski za
tumaciti. NF-kB kao regulator apoptoze, a izgleda i angiogeneze, igra vaznu ulogu u patogenezi
DLBCL-a i predstavlja zanimljivo podrucje za daljnja istrazivanja. Definiranje pravih biljega
kojima bi se odredivala aktivnost, jasno odredivanje pojac¢ane aktivnosti i u konacnici pronalazak
pravog inhibitora ovog puta mogli bi imati utjecaja na razjasnjavanje njegove bioloske uloge i

poboljsanje ishoda lije¢enja bolesnika s DLBCL-om.

1.2.4 Galektini

Galektini su porodica animalnih lektina karakteristicna po moguénosti prepoznavanja
beta-galaktoze pomocu koje se vezuju na stanice i ekstracelularni matriks (73,74). Svi galektini
sadrze domenu koja prepoznaje ugljikohidrate (CRD) gradenu od oko 130 aminokiselina koja je
odgovorna za njihovo vezivanje. Do danas je poznato 15 razlicitih galektina koji su prema broju 1
organizaciji CRD svrstani u 3 grupe: prototipna grupa, grupa s ponavljanjem tandema i kimeri¢na
grupa. Prototipna grupa ima jednu CRD, a u nju spadaju galektini 1, 2, 5, 7, 10, 11, 13, 14 i 15.
Galektini 4, 6, 8, 91 12 pripadaju u grupu s ponavljanjem tandema, a gradeni su od jednog
polipeptidnog lanca koji gradi dvije odvojene, ali homologne CRD. Galektin-3 je strukturalno
razli¢it i spada u tre¢u, Kimeri¢nu, grupu galektina. Galektini su nadeni u stanicama, u citoplazmi
I jezgri, na povrsini stanice i U ekstracelularnom matriksu. Prisustvo galektina izvan stanica
posljedica je sekrecije, najvjerojatnije neklasicnim putem. Ovi proteini imaju biolosku funkciju
unutar i izvan stanice. Intracelularno galektini putuju izmedu citoplazme i jezgre i uklju¢eni su u
osnovne stani¢ne funkcije kao Sto su transkripcija predglasnicke RNK (pre-mRNA), regulacija
stani¢nog rasta, apoptoza i regulacija stani¢nog cikusa. Izvanstani¢ni galektini mogu se vezati na
stanice koje na svojoj povrsini izrazavaju oligosaharide koji sadrze galaktozu, na glikoproteine
izvanstani¢nog matriksa, kao $to su laminin, fibronektin, hensin i elastin, kao i na neke
transmembranske proteine koji sadrze galaktozu. Kako se mogu vezati bivalentno ili
multivalentno, povezuju neke od ovih proteina i poticu kaskadu transmembranskih signalnih

puteva. Smatra se da na taj nacin galektini reguliraju proces mitoze, apoptoze i stani¢nog ciklusa.
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Bivalentno vezivanje omogucuje medusobno povezivanje stanica te povezivanje stanica i
vanstani¢nog matriksa.

Galektini takoder djeluju i na angiogenezu tumora, najvjerojatnije poti¢uci migraciju
endotelnih stanica te modulirajuci endocitozu pojedinih receptora vaznih za progresiju tumora
(npr. beta-1 integrina ili epidermalnog faktora rasta). To¢an mehanizam djelovanja galektina jo$
uvijek nije posve jasan. Buduéi su prisutni u brojnim stanicama i tkivima, pripisuju im se razlicite
funkcije §to je potaknulo brojna istrazivanja u biologiji, medicini i farmakologiji. Postoje dokazi
da su galektin-1 i galektin-3 odgovorni za transformaciju tumorskih stanica. Dokazano je da,
inhibiranjem izrazaja galektina-1 na stanicama glioma i galektina-3 na stanicama karcinoma
dojke i Stitnjace, tumorske stanice gube karakteristi¢ni transformirani fenotip. Nasuprot tome,
dodatkom komplementarne DNK galektina-3 u normalne folikularne stanice dolazi do razvoja
karcinoma (75).

Galektin-3 je protein veli¢ine 29-35 kDa, prvi put otkriven 1980-tih kao povrsinski
stani¢ni antigen izraZzen na misjim peritonealnim makrofagima (76). Kasnije je naden na misjim
fibroblastima, leukemijskim stanicama Stakora, a potom i na ljudskim stanicama pluéa (77).
Analiza aminokiselina i sekvencioniranje gena ovog proteina pokazala je sli¢nost medu
proteinima izoliranim iz razli¢itih vrsta, a prema nomenklaturi koja je donesena 1994. godine
svrstan je u porodicu galektina. Galektin-3 ima specifi¢ni kimeri¢ni tip strukture koja se sastoji
od 3 razlicite strukturne domene: NH2-terminalne domene od 12 aminokiselina koja sadrzi
mjesto za fosforilaciju serina i regulira njegovu celularnu ulogu; ponavljajuc¢e domene sli¢ne
kolagenu koja je bogata glicinom, tirozinom i prolinom i sluzi kao supstrat za metaloproteinazu te
COOH terminalne domene od oko 130 aminokiseina. To je multifunkcionalni protein koji se
prvenstveno nalazi u citoplazmi, a u jezgru prelazi neklasi¢nim putem sekrecije iz citoplazme.
Nalazi se i u zdravim i tumorskim stanicama, a sudjeluje u brojnim bioloskim funkcijama
ukljucujuéi adheziju, proliferaciju, diferencijaciju, angiogenezu, progresiju i metastaziranje. U
citoplazmi su nadeni razli¢iti proteini koji imaju sposobnost vezanja galektina-3. Jedan od prvih
za koje je to dokazano bio je BCL2 ¢ija je uloga u apoptozi ranije objasnjena. Kasnije su nadene i
druge molekule vazne za apoptozu s kojima se galektin-3 vezuje (CD95, nukling, Alix/AIP1).
Aktivnost galektina-3 u jezgri povezuje se s njegovom interakcijom s pre-mRNA ¢ime moze
utjecati na transkripciju gena. Galektin-3 se moze naci i u ekstracelularnom prostoru. Nema

jasnog objasnjena kako tamo dospijeva, najvjerojatnijom se ¢ini teorija o aktivnoj sekreciji iz
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stanica. Cini se da ovdje ima ulogu u medusobnoj adheziji i aktivaciji stanica, a djeluje i
kemotaksijski. Na taj nacin utjee na odrzavanje homeostaze izmedu stanica i imunoloske
reakcije, ali i na organogenezu, angiogenezu te tumorsku invaziju i metastaziranje. Provedena
istrazivanja ukazuju da na u¢inak galektina utjece nalazi li se u jezgri, citoplazmi,
perinuklearnom ili ekstracelularnom prostoru. Uloga galektina-3 u rastu stanica najviSe ovisi 0
tipu stanica, u nekima uzrokuje rast i proliferaciju, dok je u drugima obratno. Tako je, na primjer,
pokazano da stanice ljudskog T limfoma u koje je unesen galektin-3 rastu brze i bolje od
kontrole, za razliku od stanica raka prostate (78,79). Vezuje se na aktivirani K-Ras koji je
najvazniji protein onkogenog Ras sustava u ljudi. Na taj na¢in pojac¢ava njegov utjecaj na
fosfatidil-inozitol kinazu-3 i Raf-1 i na treci, za sada jos uvijek nepoznati efektorski put, koji
ukljucuje ekstracelularne kinaze (80).

Galektin-3 moze imati proapoptoticki, ali i antiapoptoti¢ki uc¢inak (81). Na primjer, stanice
DLBCL u ¢iju je citoplazmu unesen galektin-3 su otpornije na apoptozu uzrokovanu anti-Fas-om
(82). Smatra se da je u djelovanje na apoptozu ukljuc¢eno nekoliko regulatornih puteva. Na
membrani stanica postoje receptori na koji se veze ekstraceularni galektin-3. Jedan od glavnih je
transmembranska tirozin-fosfataza CD45. Jedna americka istrazivacka grupa je 2012. g. pokazala
da ekstracelularni galektin-3, vezuju¢i se na CD45, dovodi do promjena u funkciji tog receptora i
time uzrokuje rezistenciju na apoptozu (83). S druge strane, kao odgovor na razli¢ite faktore koji
stimuliraju apopotozu, dolazi do premjestanja galektina-3 iz citosola i jezgre na membranu
mitohondrija koji se nalaze u perinuklearnom prostoru. Time se mitohondriji stite od oStecenja i
na taj na¢in se smanjuje oslobadanje citokroma-c i aktivacija kaspaza (84). Nasuprot tome,
proapoptoticka aktivnost ekstracelularnog galektina-3 pokazana je na stanicama humane T
stani¢ne leukemije. Glikoproteini CD7 1 CD29 koji se nalaze na povrSini stanice Su receptori na
koje se veze galektin-3. Ovaj kompleks aktivira mitohondrijski put apoptoze koji ukljucuje
citokrom-c i aktivaciju kaspaza (85).

Galektin-3 potice i angiogenezu. Pomo¢u CRD domene vezuje se na endotelne stanice,
aktivira signalne puteve koji dovode do migracije endotelnih stanica i pokretanja kaskade
angiogeneze. Markowska i suradnici pokazali su da je djelovanje galektina-3 povezano s VEGF i
bazi¢nim ¢imbenikom rasta fibroblasta (86).

Galektin-3 nalazi se u memorijskim B stanicama i nekim limfomima, ukljuc¢uju¢i DLBCL i

primarni efuzijski limfom, kao i u stanicama multiplog mijeloma, dok gotovo da i nije prisutan u
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normalnim B stanicama germinalnog centra i plazma stanicama. Nema ga u MZL ni FL, ali je
prisutan u agresivnim limfomima. Hoyer i sur napravili su imunohistokemijsku analizu ekspresije
galektina-3 na 89 uzoraka razlic¢itih B-NHL. Pozitivni su bili 21 od 32 analizirana DLBCL-a
(64%), a niti jedan FL, BL, MZL i limfom malih limfocita (SLL) (82). Preliminarni rezultati
ukazuju da DLBCL pozitivni na galektin-3 imaju losiju prognozu od negativnih (87).

Obzirom na mogucu ulogu galektina-3 u regulaciji apoptoze i angiogeneze, ovaj bi protein
mogao imati znacajan utjecaj na razvoj i progresiju DLBCL-a, kao i na ishod lije¢enja. Zato su
potrebna daljnja istrazivanja kako bi se razjasnilo njegovo klinicko znacenje.

Pojednostavljeni prikaz intracelularne i ekstracelularne uloge galektina-3 prikazan je na
slikama 21 3 (77).
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Pilagodeno prema Dumic¢ J. i sur. (ref. 77)

Crvene strelice pokazuju pozitivan ucinka, plave crte pokazuju negativan ucinak. Akt —serine/treonine
kinaza Akt, Ask-1— kinaza koja regulira apoptotice signale 1, CBP —protein koji veZe ugljikohidrate 70,
Chrp—cistein i histidin bogati protein, CREB—cAMP-odzivni element-vezajuci protein, ERK—kinaza
koja reagira na izvanstani¢ni signal, Gal-3—galektin-3, GTP—qguanozin trifosfat, INK—c-Jun NH2-
terminalna kinaza, MEK—mitogen-aktiviraju¢i protein/ERK kinaze, P—fosfat, PI3K—fosfatidil inozitol
kinaza 3, Raf-1—serine/treonin kinaza Raf-1, Tcf-4—T stani¢ni faktor 4, TF—transkripcijski faktor,

TTF-1—tiroid-specifi¢ni transkripcijski faktor.

Gal-3
ﬁ lzvanstanicni FalT BtTonektin
T e prostor

Gal-3

Lamin1,5 10 AT

Kolagen
Gal-3 ND ne glikanska ———1
intereakcija Mac-2BP @
Regulacija adhezije stanice

[ |

Angiogeneza
IgE @
(4 <« iR D DD
B4 a

Rodjedinica pantogiobin

cirkulacija

vy

Fibronektin

Gal-3 CRD glikanska intereakcija

¥

a1p2 | ‘ |
integrin L :
] | \ o
i it
— ’ | S S
- & \_/ l CD4%¢ o ~ L ocEA
cpesb []] - ] C.4.4A
CD66a FeeR l—Y—J CD7 (CD29 mucin Lamp 1/2 NCA - 160
. — l—Y—, NG2 CD98 CD66a
Unakrsno povezivanje ?
Aktivacija neutrofila N £
Unakrsno povezivanje @
Formiranje resetke v riliev Ca
Aktivacija mastocita T . pril .
Formiranje resetke Citokrom C | Neuronske adhezijske molekule
N i MAG, N-CAM, L1
Regulacija poluZivota Regulacija TCR ? Kaspaza3 ¥
receptora signala/aktivacija '
. T stanica —_— >
Citosol Apoptoza

Slika 3 Pojednostavljen prikaz ekstracelularnog djelovanja galektina-3

15



Prilagodeno prema Dumi¢ J. i sur (ref. 77)

Crvena strelica predstvalja pozitivan u¢inak. AGE —zavrs$ni produkt napredne glikacije, C4.4A —
usidreni glikoprotein C4.4A, CEA —karcinoembriogeni antigen, CRD —domena koja prepoznaje
ugljikohidrate, EGFR —receptor za epidermalni faktor rasta, FCeR—Fce receptor, Gal-3—galektin-3, IgE
—imunoglobulin E, L1 —neuralna adhezijska molekula L1, Lamp1/2 —s lizozom povezani membranksi
protein %, LPS —lipopolisaharid, Mac-2BP — Mac-2 vezni protein, MAG —s mijelinom povezani
glikoprotein, N-CAM—adhezijaks molekula Ziv¢ane stanice, NCA-160 —nespeifi¢ni unakrsno
reagirajuci antigen 160, ND —N-terminalna domena, NG2 —transmembranski hondroitin sulfate

proteoglikan NG2, TBR —receptor za transformirajudi faktor rasta beta, TCR — T stani¢ni receptor.

1.2.5 Biljezi angiogeneze

Angiogeneza je rast novih krvnih zila potaknut proangiogenim faktorima koji poticu rast i
medusobno povezivanje endotelnih stanica i stabilizaciju endotelne bazalne membrane.
Provedena su brojna ispitivanja bioloskog znacenja i regulacije angiogeneze U tumorima, procesa
bez kojeg tumor ne moze rasti niti metastazirati, a u kojem sudjeluju normalne stanice (88-91).
Stvaranje novih krvnih zila je kompleksan proces koji nastaje pod djelovanjem proangiogenih
signala za koji je potrebno koordinirano sudjelovanje endotelnih i perivaskularnih stanica. Smatra
se da su za progresiju i rast tumora potrebna barem dva mehanizma angiogeneze: lokalna
neovaskularizacija iz mikrookoli$a i mobiliziranje cirkuliraju¢ih angiogenih stanica, tzv.
endotelnih progenitorskih stanica (EPC) (92). Ovi procesi se odvijaju pod utjecajem vakularnog
endotelnog ¢imbenika rasta (VEGF) i njegovih receptora.

Vaskularni endotelni ¢éimbenik rasta (VEGF, od engl. vascular endothelial growth
factor) je prototip angiogenih proteina. Stvaraju ga razli¢ite tumorske stanice kao i stromalne
stanice tumora. Ima klju¢nu ulogu u poticanju nastanka endotela krvnih zila, nakon ¢ega slijedi
angiogeneza, odnosno neovaskularizacija. U obitelj VEGF-a spadaju VEGF-A, VEGF-B, VEGF-
C, VEGF-D i placentarni ¢imbenik rasta (PIGF) koji u interreakciji sa svojim receptorima
VEGFR1, VEGFR2 i VEGRF3 reguliraju razlicite aspekte angiogeneze i limfangiogeneze (93).
VEGF-A vezuje se na VEGFR1 i VEGFR2. VEGFR2 prenosi mitogeni signal VEGF-A
aktiviraju¢i Raf-Mek-Erk i fosfatidilinozitol-3 kinazni put (94,95). VEGFR1 regulira VEGF

signal na endotelnim stanicama. Nalazi se i na hematopetskim stanicama i ima ulogu u
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kemotoksiji monocita, hematopoezi i mobiliziranju EPC (96). VEGF-C i VEGF-D u interakciji s
VEGFR3 klju¢ni su limfangiogenezu. VEGFR3 je neophodan i za razvoj krvnih Zila tijekom
rasta, ali i za tumorsku angiogenezu.

Razina VEGF je povisena u raznim tumorima kod ljudi, uklju¢uju¢i hematoloske
(multipli mijelom, limfomi, leukemije), rak dojke, mokra¢nog mjehura, bubrega, gusterace i
jajnika. Izrazaj VEGF i VEGFR dokazan je na razli¢itim tipovima agresivnih limfoma:
perifernom T-stani¢nim limfomima (PTCL), DLBCL, MCL te primarnim efuzijskim limfomima.
Za razliku od toga, indolentni FL rijetko izrazavaju VEGF (97,98).

Studija, u kojoj je imunohistokemijskom metodom odredivana ekspresija VEGF u
stanicama DLBCL, pokazala je da njegova pojacana ekspresija korelira s razinom VEGFR1 i
VEGFR2. Ista je grupa istrazivaca u drugoj studiji pokazala da pojacana ekspresija VEGF i
VEGFR1 korelira s boljim dozivljenjem bez dogadaja (EFS) i ukupnim dozivljenjem (OS) u
bolesnika lije¢enih terapijom koja sadrzi antracikline (99,100). Za razliku od toga, nekoliko
godina kasnije pokazano je da pojacana ekspresija VEGFR2 korelira s losijim ishodom bolesnika
s DLBCL-om, dok izrazaj VEGF-a nije utjecao na prognozu (101).

Antiangiogeni agens bevazicumab u kombinaciji s kemoterapijom pobolj$ava prezivljenje
bolesnika s karcinomom kolona (102), ali ne i DLBCL (103).
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1.3. Svrha rada

Difuzni B-velikostani¢ni limfom maligna je limfoproliferativa bolest iz skupine
non-Hodgkinovih limfoma, a predstavlja 30% svih novodijagnosticiranihn NHL-a $to ga cini
najces¢im agresivnim limfom. Manifestira se u vecini slu¢ajeva povecanim limfnim ¢vorovima,
mada tumor moze inifiltrirati i zahvatiti bilo koji organ i tkivo. (16) Najcesce se javlja u dobi od
66 godina, ucestalost se povecava s dobi a nesto je ¢es¢i u muskaraca nego u zena (17,18). Prema
najnovijoj klasifikaciji WHO DLBCL se na osnovu razli¢itog stani¢nog podrijetla dijeli u GCB
grupu koja izrazava gene prisutne na B stanicama germinativnog centra i na ABC grupu koja
izrazava gene prisutne na aktiviranim B stanicama periferne krvi. Po nekim dosadasnjim radovima
¢ini se da GCB grupa ima bolju prognozu od ABC grupe (37,38). Bolest je izlje¢iva u odredenom
broju bolesnika, a lije¢enje imunokemoterapijom po shemi R-CHOP znacajno je popravilo ishode
iako jo$ uvijek oko 40% bolesnika ne odgovori na terapiju ili ude u relaps bolesti (22-24).
Istrazivanja pojednih hematolosih grupa uspjela su pokazati da dodatak etopozida pogotovo kod
visokorizi¢nih bolesnika rezultira boljim ishodom (25-27). Medutim i dalje rezultati koji se postizu
standardnom terapijom nisu zadovoljavaju¢i. U namjeri da se poboljSa ishod provode se brojna
ispitivanja fokusirana na biologiju ovog tipa limfoma. Medu bioloskim faktorima koji se ispituju
dosta se znacenja pridaje BCR receptoru i njegovom utjecaju naNF-kB signalni put, kao i BCL2
proteinu i VEGF-u. BCR receptor i Nf-kB kao signalni put koji ima ulogu u apoptozi Cinili su se
zanimljivim ciljem za terapiju malim ciljanim molekulama. Za sada se nazalost niti jedan od tih
lijekova nije pokazao posebno uc¢inkovitim (lenalidomid, ibrutinib, bortezomib). BCL2 protein ima
znacajnu ulogu u progresiji tumora, te je inhibicija ovog proteina venetoklaksom za sada pokazala
obecavajuce rezultate (28-31). VEGF je prototip angiogenih proteina, a njegov izrazaj dokazan na
razli¢itim tipovima agresivnih limfoma medu kojima je i DLBCL. Medutim dodatak
antiangiogenih lijekova npr. bevacizumaba nije rezultirao boljim ishodima (97,98,103).
Dosadasnjim istrazivanjima ocito jo$ uvijek nije nadeno rjesenje koje bi znacajnije promijenilo
ishode te se stoga i dalje znaCajna sredstva ulazu u istrazivanje unutarstani¢nih procesa kod
DLBCL-a.

Zadnjih desetak godina spominje se jedna nova skupina proteina, galektini, koji pripadaju porodici
animalnih laktina. Ovi proteini utjecu na regulaciju rasta, stanicnog ciklusa i apoptoze. Medu njima

se posebno istice galektin-3, jedini iz ove porodice proteina koji ima kimeri¢nu strukturu. Galektin-
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3 graden je od 3 strukturne domene, NH2 terminalna domena koja sadrzi mjesto za fosforizaciju
serina, ponavljaju¢u domenu sli¢nu kolagenu, te COOH terminalnu domenu za prepoznavanje
ugljikohidrata. Pojedina istrazivanja ukazuju da galektin-3 utjece na progresiju tumora blokirajuéi
apoptozu i poti¢u¢i angiogenezu (81,82,83,84,85). Promotorska regija gena za galektin-3 sadrzi
dva vezna mjesta za NF-«B, a isto tako galektin-3 ima BH1 domenu koju sadrzi i BCL2 koja je
vazna za antiapoptoticki uc¢inak ali se ¢ini da galektin 3 i BCL2 ovaj u¢inak postizu preko drugih
unutarstani¢nih struktura (146, 142). Aniogeni ucinak najvjerojatnije se postize interakcijom
galektina-3 s N-glikanskim kompleksom na av3 integrinu i aktivacijom integrin signalnog puta
koji utjee na angiogenu aktivnost VEGF (91). U preko 50% DLBCL-a pojacana je izraZenost
galektina-3. Rezultati jednog rada pokazali su da bolesnici s DLBCL-om koji imaju pojacani
izrazaj galektina-3 imaju lo$iju prognozu (87).

Stoga smo odlucili u nasoj skupini bolesnika s DLBCLom koja je lije¢ena uniformnom terapijom
(R-CHORP ili R-CHOP-like) odrediti izrazaj galektina-3, NF-kB, BCL2 i VEGF-a. Svrha je ovog
rada utvrditi dali izraZzenost galektina-3 kolerira s klinickim zna¢ajkama bolesnika (dob, spol, LDH,
stadij bolesti, opce stanje bolesnika) i bolesti (prvenstveno stani¢no podrijetlo tumora) i utjece li
na njihov prognosticki znacaj. Svraha rada je i odrediti izrazaj drugih potencijalno znacajnih
bioloskih faktora kao $to su: VEGF, NF-kB 1 BCL2, te ustanoviti postoji li medusobna korelacija

u izraZaju ovih bioloskih faktora i galektina-3.
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2. HIPOTEZA

Pojacani izrazaj galektina-3, VEGF-a, NFk-B i BCL2 korelira s lo$ijim prognostickim i

klinickim znacajkama i slabijim odgovorom na terapiju u difuznom B-velikostani¢cnom limfomu.
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3.

CILJEVI RADA

3.1. Opéi ciljevi

1. Utvrditi u¢estalost izrazaja galektina-3 u DLBCL-u

2. Ustanoviti postoji li povezanost izmedu izrazaja galektina-3, pojedinih aktivacijskih,

apoptotickih i angiogenetskih biljega te ishoda lijecenja.

3.2. Specificni ciljevi

1. utvrditi postoji li korelacija izmedu:

izrazaja galektina-3 i BCL2, VEGF i NF-xB

izrazaja galektina-3 i stani¢nog porijedtla DLBCL-a odredenog
imunohistokemijski algoritmom po Hansovoj

izrazaja NF-xB i VEGF

izrazaja galektina-3 i klinickih znacajki bolesti, odnosno ishoda lijecenja

izrazaja VEGF i klinickih znacajki bolesti, odnosno ishoda lije¢enja

2. procijeniti je li klinicki svrsishodno odredivati izrazaj galektina-3 i VEGF-a u bolesnika
DLBCL-om.
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4. ISPITANICI | METODE

4.1. Ispitanici

U ovo istrazivanje uklju¢eni su bolesnici s novodijagnosticiranim, histoloski
verificiranim, nodalnim ili ekstranodalnim DLBCL, lije¢eni od 2003. do 2008. godine u KBC
Zagreb ili KBC Rijeka, a koji ispunjavaju sljedec¢e uklju¢ne kriterije:

1. Klini¢ki stadij prosirenosti II-1V ili | nepovoljne prognoze kao i IE.

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

3. Lijeceni su imunokemoterapijom po shemi R-CHOP ili sli¢no.

4. Dostupni su svi potrebni klinicki podaci.

5. Dostupni su dovoljno veliki histoloski uzorci tumora.

U istrazivanje nisu ukljuceni bolesnici:
1. S transformiranim indolentnim limfomom
2. HIV pozitivni
3. Sinicijalno zahva¢enim centralnim nervnim sustavom

U studiju je uklju¢eno ukupno 123 bolesnika.

4.2. Obrada ispitanika

Obrada bolesnika ukljucivala je uzimanje detaljnih anamnestic¢kih podataka (ukljucujuci
procjenu PS po ECOG-u i postojanje B simptoma) te fizikalni pregled bolesnika s posebnim
osvrtom na palpaciju perifernih limfnih ¢vorova (vrat, supraklavikularna regija, aksile, prepone i
eventualno ostale palpaciji dostupne regije zahvacene limfomom), mjerenje njihove veli¢ine i
palpaciju jetre i slezene.

Laboratorijska obrada ukljucivala je:

e Kompletnu krvnu sliku (KKS)
e Opce biokemijske parametre ukljucujuci razinu laktat dehidrogenaze ( LDH),
neophodnu za izracunavanje 1Pl
Prosirenost bolesti odredivana je kompjuteriziranom tomografijom (CT) baze vrata, prsnog kosa,

trbuha i male zdjelice uz primjenu intravenskog kontrasta. Radi procjene zahvacenosti kostane
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srzi kod svih je bolesnika prije pocetka lije¢enja ucinjena biopsija kosti (104). Na temelju
rezultata ovih pretraga odreden je stadij bolesti prema Ann Arbor klasifikaciji i veli¢ina tumorske
mase (105).

4.3. Lijeenje, procjena odgovora i praéenje

U bolesnika je, u skladu sa standardnom klinickom praksom, ovisno o dobi, IPI i
komorbiditetima planirano lije¢enje s 4-8 ciklusa imunokemoterapije (R-CHOP ili sl). Sest
bolesnika je zbog slabije sréane funkcije lijeCeno imunokemoterapijom po R-CNOP ili R-CEOP
protokolu (doksorubicin je zamjenjen mitoksantronom ili etopozidom). Sest bolesnika lijeeno je
R-CHOEP ili R-DA-EPOCH protokolima u kojima je standardnoj terapiji dodan etopozid.

Procjena odgovora na lijeCenje provodena je u skladu s preporukama. Interim evaluacija
je radena CT-om nakon tre¢eg ciklusa terapije. U slucaju postizanja najmanje parcijalne remisije,
nastavljano je s planiranim lijeCenjem. Reevaluacija CT-om radena je i nakon zavrSetka planirane
imunokemoterapije kada je, u bolesnika koji su imali zahvac¢enu kostanu srz pri dijagnozi,
ponavljana i biopsija kosti (104). Kod bolesnika koji su na pocetku bolesti imali veliku tumorsku
masu i onih s ostatnim tumorom nakon imunokemoterapije, provedeno je zracenje, a potom
ponovno evaluacija bolesti. Bolesnici koji nisu postigli kompletnu remisiju ili je doslo do
progresije tijekom lijecenja (refraktorna bolest) kao i oni kod kojih se DLBCL ponovno pojavio
nakon sto je postignuta remisija (relaps bolesti), dobili su drugu liniju terapije. To je u bolesnika
<60 godina ukljucivalo intenzivnu kemoterapiju s transplantacijom autolognih mati¢nih
krvotvornih stanica u slu¢aju povoljnog odgovora, a u starijih bolesnika primjenu standardne
kemoterapije.

Po zavrSetku prve linije lijecenja, bolesnici su praceni klinicki, prve tri godine otprilike
svaka 3-4 mjeseca, Cetvrte i pete godine otprilike svakih 6 mjeseci, a potom jednom godisnje.

Radioloske pretrage su ponavljane samo u slucaju klini¢ke sumnje na relaps limfoma.

4.4. PatohistoloSke metode

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

KBC Rijeka iskusni hematopatolozi uobi¢ajenim metodama koje su ukljucivale
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imunohistokemijska bojenja. Svi su uzorci fiksirani u 10% puferiranom formalinu, dehidrirani u
uzlaznom nizu koncentracija alkohola zaklju¢no s ksilolom te prozeti parafinom. Potom su
uklopljeni u parafin, rezani na rezove debljine 4 mikrometara i obojeni standardnim bojenjem
hemalaun-eozinom (HE). Za potrebe rutinske klinicke obrade, su nakon pregleda uzoraka bojanih
HE uc¢injena dodatna imunohistokemijska bojenja. Za potrebe uklju¢ivanja u ovo istrazivanje,
dva hematopatologa su jos§ jednom pregledala preparate i provjerila patohistolosku dijagnozu.
Niti jedan bolesnik nije iskljucen iz studije zbog pogresne inicijalne dijagnoze. Uzorci su potom
na Klini¢kom zavodu za patologiju i citologiju KBC Zagreb dodatno obojani

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

4.4.1. Imunohistokemijska bojanja

Svi uzorci su ve¢ prethodno bili obojani standardnim imunohistokemijskim metodama za
odredivanje izrazaja biljega CD20, CD3, BCL6, CD10 i MUMI. Koristena su komercijalno
dostupna monoklonska misja protutijela na CD20 (klon L.26, razrjedenje 1:200, Dako, Glostrup,
Danska), CD3 (klon PC3/188A, razrjedenje 1:200, Dako, Glostrup, Danska), BCL-6 (klon PG-
B6p, razrjedenje 1:10, Dako, Glostrup, Danska), CD10 (klon 56C6, razrjedenje 1:30, Dako, ,
Glostrup, Danska), MUM1 (klon MUM 1p, razrjedenje 1:25, Dako, Glostrup, Danska). Tkivne
rezove smo deparafinirali i demaskirali antigen u PT-linku pri temperaturi +97°C kroz 20 minuta
u puferu s visokim pH (pH 9.0). Za vizualizaciju izrazaja biljega, nakon reakcije primarnog
protutijela i antigena koriSten je EnVision FLEX K8000 kit (Dako), kroz 30 minuta na sobnoj
temperaturi, a Citav je proces izveden u automatu DAKO Autostainer. Opisani kit sadrzi
peroksidazu hrena kao sekundarno protutijelo (HRP, engl. Horse radish peroxidase) i vodikov
peroksid za blokiranje tkivne peroksidaze. Kao kontrastno bojanje na uzorcima bojanim
imunohistokemijskom metodom koristili smo hemalaun.

Nakon imunohistokemijskog bojanja analizirani su svi uzorci, a izrazaj protutijela
procijenjen je na 1000 stanica na velikom poveéanju mikroskopa (x400) u ¢itavom uzorku.
Lokalizacija signala moze biti u jezgri, membrani ili citoplazmi. Proteinska ekspresija BCL6 i
MUM1 nalazi se u jezgri, dok je proteinska ekspresija CD20 i CD10 na membrani. Za
imunohistokemijska bojanja na CD20, BCL6, CD10, MUML pozitivnim rezultatom smatra se

nalaz specifi¢nog izrazaja u vise od 30% tumorskih stanica. Prema rezultatima
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imunohistokemijskog bojanja bolesnici su svrstani u dvije skupine: GC i ABC (39). DLBCL
podrijetla stanica germinativnog centra (GC) ima jedan od dva sljedeca fenotipa: CD10+, BCL6+
ili CD10-, BCL6+, MUML1-, dok DLBCL podrijetla negerminativnog centra ili sli¢an aktiviranim
B stanicama (ABC) ima fenotip: CD10-, BCL6+ ili BCL6, MUM1+, odnosno CD10-, BCL6-,
MUM1-.

non-GC

Slika 4 . Imunohistokemijsko odredivanje podskupina DLBCL-a.

GC - obiljezje germinativnog centra, non-GC — nema obiljezja germinativnog centra.

Za detekciju BCL2 koristili smo primarno ,,spremno za uporabu‘ monoklonsko misje
protutijelo (klon 124, LOT 33260, Dako, Glostrup, Danska). Tkivne rezove smo deparafinirali i
demaskirali antigen u PT-linku pri temperaturi +97°C kroz 20 minuta u puferu s visokim pH (pH
9.0). Primarno protutijelo inkubirali smo 30 minuta na sobnoj temperaturi. Za vizualizaciju
1zraZaja biljega, nakon reakcije primarnog protutijela i antigena korisSten je EnVision FLEX
K8000 kit (Dako), kroz 30 minuta na sobnoj temperaturi. Postupak vizualizacije je dovrSen u
instrumentu Dako Autostainer. Pozitivnim rezultatom imunohistokemijskog bojanja smatrana je
obojanost citoplazme u vise od 50% tumorskih stanica kako je preporucéeno u literaturi (106).

Za detekciju galektina-3 koristili smo primarno ze¢je monoklonsko protutijelo (klon
EP2775Y, razrjedenje 1:100, Abcam, Cambridge, Velika Britanija). Tkivne rezove smo
deparafinirali i demaskirali antigen u PT-linku pri temperaturi +97°C kroz 20 minuta u puferu s
visokim pH (pH 9.0). Inkubacija primarnog protutijela traje 1 sat na sobnoj temperaturi. Za
vizualizaciju izrazaj biljega, nakon reakcije primarnog protutijela i antigena koristen je EnVision
FLEX K8000 kit (Dako), kroz 30 minuta na sobnoj temperaturi. Postupak vizualizacije je

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

pozitivna kontrola unutar uzorka koristeni su makrofagi.

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

Slika 6. Tek pokoja stanica pokazuje pozitivnost na galektin 3
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Za detekciju NF-kB koristili smo primarna mi§ja monoklonska protutijela usmjerena
protiv p65 (klon F-6, razrjedenje 1:50, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, Kalifornija, SAD).
Za detekciju VEGF smo takoder koristili primarna misja monoklonska protutijela (klon C-1,
razrjedenje 1:100, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, Kalifornija, SAD). Nakon
deparafinizacije rezova uzorci su stavljeni u inkubaciju preko no¢i na temperaturu +4°C. Za
demaskiranje primarnih protutijela koriStena je vrucina (mikrovalna peé¢nica) od +95°C kroz 10
minuta u tris-EDTA puferu s visokim pH (pH 9.0). Pozitivnim rezultatima kod NF-«xB anti-p65
smatrana je obojanost jezgre u vise od 30% tumorskih stanica (108, 109). Pozitivnim rezultatom

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

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

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

Za sva imunohistokemijska bojanja napravljena su pozitivna kao i negativna kontrolna
bojenja. Uzorke su neovisno analizirala dva patologa i pristupnica. Neslaganja oko procjene

pozitivnog rezultata imunohistokemijskog bojanja rijeSena su dogovorom.
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4.5. Klinicki ishodi

Od klinickih ishoda smo kod bolesnika promatrali odgovor na lije¢enje, dozivljenje bez
znakova bolesti (engl. ,,event-free survival®, EFS) i doZivljenje (engl. ,,overall survival®, OS).
Procjena odgovora provedena je prema kriterijima medunarodne radne grupe (111). EFS smo
rac¢unali od prvog dana primjene prvog ciklusa terapije do neuspjeha lijecenja (nezadovoljavajué
odgovor na lijeCenje, progresija bolesti, zapocinjanje nekog drugog neplaniranog anti-
limfomskog lijecenja, relaps bolesti, smrt od bilo kojeg uzroka) ili do zadnje kontrole. OS smo
rac¢unali od prvog dana primjene prvog ciklusa terapije do smrti od bilo krojeg uzroka ili do

zadnje kontrole.

4.6. StatistiCcke metode

Dobivene razlike u frekvencijama izmedu ispitivanih skupina testirane su Fisherovim
egzaktnim testom. Za procjenu EFS i OS koristen je Kaplan-Meierov postupak, a za njihovu
usporedbu log-rank analiza (112). Za usporedbu obiljezja bolesnika koristili smo y? test i
neparametrijske statisticke postupke (Mann-Whitneyev U test). Multivarijatna analiza u¢injena je
Coxovim regresijskim testom. Za procjenu prediktivne vrijednosti pojedinih parametara koristena
je Coxova regresijska analiza. Razina statisticke znacajnosti zakljucivanja bila je p< 0,05.

Statisti¢ka analiza u¢injena je slobodno dostupnim statisti¢kim programima (113 i 114).
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5. REZULTATI
5.1. Znacajke bolesnika i ishodi lije¢enja

U ispitivanje je uklju¢eno ukupno 123 bolesnika, 63 muskarca i 60 Zena, S medijanom
dobi od 65 g i rasponom od 22-84 g. Znacajke bolesnika i bolesti detaljnije su prikazane u tablici
4.

Nakon zavrSenog lijeCenja, na terapiju je odgovorilo 108 bolesnika (87,8%), od toga su 93
(75,6%) postigla kompletnu remisiju (KR), a 15 (12,1%) parcijalnu remisiju bolesti (PR).
Cetrnaest bolesnika (11,3%) koji su odgovorili na terapiju je tijekom praéenja uslo u relaps

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

Znacajke bolesnika

Broj bolesnika (%)

Demografske osobine

Dob (medijan / raspon) g. 64,5 (22-84)
>65 g. 61 (49,5)
Spol
Muskarci 63 (51,2)
Zene 60 (48,8)
Znacajke bolesti
Stadij bolesti
Stadij | 17 (13,8)
Stadij 11 54 (43,9)
Stadij 1 20 (16,2)
Stadij IV 32 (26)
Opce stanje bolesnika
ECOG 0-1 85 (69,1)
ECOG 22 38 (30,8)
Povisen LDH* 76 (61.7)
Medunarodni prognosticki indeks™*
IP10-1 42 (34,1)
P12 38 (30.8)
IP13 29 (23,5)
IP14-5 13 (13,8)

*za 7 bolesnika nema podatak o LDH

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

Odgovor na lije¢enje Broj bolesnika (%)
Kompletna remija (KR) 93 (75,6)
Parcijalna remisija (PR) 15 (12.1)
Stabilna bolest (SB) 3(2,4)
Progresivna bolest (PB) 12 (9,7)
Relaps nakon postignutog odgovora 14 (11,3)

Medijan prac¢enja zivuéih bolesnika bio je 68 mjeseci. Ukupno dvogodis$nje dozivljenje
bez dogadja (EFS) bilo je 69,4% a petogodisnje 66,6%. Ukupno dvogodisnje dozivljenje (OS)
iznosilo je 70,9%, a petogodisnje 67,2% (Slika 11).
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Slika 11. EFS i OS svih bolesnika

Dvogodisnji EFS bio je statisticki znacajno bolji za bolesnike mlade od 65 godina, 84,5%,
u usporedbi s 57,8% za one starije od 65 godina. Petogodisnji EFS iznosio je 82,6% kod mladih u
usporedbi s 54,3% kod starijih bolesnika (p<0,001). OS je bio takoder statisticki znacajno bolji
kod mladih nego kod starijih bolesnika, 84,5% naprema 60,7 % nakon dvije godine i 82,4%
naprema 55,5% nakon pet godina( p<0,001) (Slika 12).
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Slika 12. EFS i OS ovisno o dobi

Analizom dozivljenja prema spolu nismo nasli razlike izmedu zena i muskaraca.
Dvogodisnji i petogodisnji OS kod zena iznosio je 74,7% i 72,7%, a kod muskaraca 67,3% i
62,2% (p=0,269). Nije bilo statisti¢ki znacajne razlike ni u EFS, dvogodis$nji EFS kod Zena bio je
74,7% u usporedbi s 64,3% kod muskaraca, a petogodisnji 72,7% naprema 61,1% (p=0,271)
(Slika 13).
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Slika 13. EFS i OS prema spolu

Prema Medunarodnom prognosti¢kom indeksu (IPT), svrstali smo bolesnike u 4

prognosticke grupe: niskog rizika — IP1-0-1, srednje niskog rizika — IPI-2, srednje visokog rizika
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— IPI-3 i visokog rizika — IP1-4-5. Ova podjela je imala statisti¢ki izrazito znacajan utjecaj na EFS
kao i OS (p<0,001 za oba promatrana ishoda) (slika 14 i tablica 6).

Tablica 6. EFS i OS prema IPI

EFSna?2g. EFSna5g. OSna2g. OSna5g.
IP10-1 92,7% 87,4% 92,6% 87%
IPI 2 78,9% 78,9% 78,7% 78%
IPI 3 47,5% 43,5% 51,1% 46,8%
IPI 4-5 17,9% 17,9% 26,3% 17,5%
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Slika 14. EFS i OS ovisno o IPI

U nasoj populaciji razlika u EFS i OS izmedu bolesnika niskog rizika i onih srednje
niskog rizika nije bila statisti¢ki znacajna (p=0,06), iako postoji trend boljeg ishoda za grupu

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

p=0,13.
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Obzirom na ne tako veliki broj bolesnika nase smo bolesnike za daljnje analize vezane uz

IP1 svrstali u dvije grupe, one s povoljnim (nizim) IPI (0-2 ) i one s nepovoljnim (visim) IPI (3-

).
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5.2. Povezanost ishoda lije¢enja i stani¢nog podrijetla DLBCL-a odredenog

imunohistokemijski algoritmom po Hansovoj

Od ukupno 123 bolesnika 32 (26%) su imala limfom GC porijekla, 73 (59,3%) ABC
podrijetla, dok kod 18 (14,6%) nije bilo moguce odrediti podtip. Nije nadeno statisti¢ki znacajne
razlike u dozivljenju bolesnika ovisno o0 stani¢cnom podrijetlu tumora. Dvogodisnji EFS bio je
kod GC grupe 70,1%, kod ABC grupe 68,7%, a kod onih kod kojih nije bilo moguce odrediti
COO0 66,6%. Petogodisnji EFS iznosio je u te 3 skupine 66,7%, 68,7% i 61,1% (p=0,83).
Dvogodisnji OS bio je kod GC grupe 68,7%, kod ABC grupe 72,7%, a u grupi kod kojih je COO
bio neodrediv 66,6%. Petogodisnji OS bio je u te tri skupina 68,7%, 67,6% i 61,1% (p= 0, 75)
(Slika 15).
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Slika 15. EFS i OS ovisno o stani¢nom podrijetlu

Analizirali smo i povezanost stani¢nog podrijetla s dobi bolesnika te smo nasli da je ABC
fenotip znacajno ¢esc¢i kod starijih bolesnika. U bolesnika s ABC fenotipom 30 (41,1%) bilo je
mlade, a 43 (58,9%) starije od 65 godina, dok ih je u bolesnika s GC fenotipom bilo 22 (68,7%),
odnosno 10 (31,3%) (p= 0,01).
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5.3. Povezanost izrazaja BCL2 s drugim parametrima i ishodima lije¢enja

Imunohistokemijsko bojenje na BCL2 ucinjeno je kod svih bolesnika, no kod dva iz
tehnickih razloga nije bilo moguce sa sigurno$¢u ocitati nalaz. 48 (39%) ih je bilo BCL2
negativno, a 73 (59,3%) pozitivno. Ove dvije grupe se nisu statisti¢ki znacajno razlikovale po
dobi, spolu, LDH, IP1, ECOG PS ni stadiju bolesti niti u izrazaju drugih imunohistokemijskih
biljega koje smo odredivali. Odgovor na terapiju bio je losiji kod BCL2 pozitivnih bolesnika,
manje ih je postiglo KR (p=0,05) (tablica 7).
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Tablica 7. Znacajke bolesnika i bolesti u odnosu na izrazaj BCL2

Znacajke BCL2 +, n=73 (59,3%) | BCL2 -, n=48 (39%) p
Dob
<65 37 (51%) 24 (50%) 1
>65 36 (49%) 24 (50%)
Spol
Muskarci 41 (56%) 20 (42%) 0,13
Zene 32 (44%) 28 (58%)
PS
ECOG 0-1 49 (67%) 34 (71%) 0,69
ECOG 22 24 (33%) 14 (29%)
Stadij bolesti
St. I-11 38 (52%) 32 (67%) 0,11
St. HI-1V 35 (48%) 16 (33%)
IPI
IP1 0-2 46 (63%) 32 (67%) 0,84
IP1>3 26 (27%) 16 (33%)
LDH
uredan 23 (32%) 16 (33%) 0,68
povisen 48 (66%) 27 (56%)
COO
GCB 18 (25%) 13 (27%) 1
ABC 43 (59%) 29 (60%)
neodredivo 12 (16%) 6 (13%)
Galektin-3
Galektin-3+ 38 (52%) 30 (63%) 0,26
Galektin-3- 34 (47%) 17 (35%)
VEGF
VEGF+ 53 (73%) 34 (71%) 0,83
VEGF- 20 (27%) 14 (29%)
NF-xB
NF-kB+ 37 (51%) 21 (44%) 0,46
NF-kB- 36 (49%) 27 (56%)
Odgovor na
terapiju
KR 50 (68%) 41 (85%) 0,05
>KR 23 (32%) 7 (15%)

Analiza doZivljenja pokazala je statisticki znacajnu razliku u EFS izmedu BCL2- i

BCL2+ bolesnika (p<0,001) (83% u BCL2- naprema 60% u BCL2+na 2 godine i 83% naprema
55% na 5 godina). Poboljsanje EFS odrazilo se i na OS bolesnika (p=0,001). Dvogodisnji OS je
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kod BCL2- iznosio 85% u odnosu na 61% kod BCL2+, a petogodis$nji 85% u odnosu na 54%
(Slika 16).
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Slika 16. EFS i OS ovisno o izrazaju BCL2

Analizirali smo ishode ovisno izrazaju BCL2 i stani¢nom porijeklu tumora. Razlika u
ishodima BCL2+ i BCL2- bolesnika s GCB fenotipom nije bila statisicki zna¢ajna (p=0,29 za
EFS i p=0,23 za OS) (Slika 17).
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Slika 17. EFS i OS ovisno o BCL2 bolesnika s GCB podtipom DLBCL

Za razliku od toga, BCL2- bolesnici s ABC podtipom DLBCL su imali statisticki
znacajno bolji EFS i OS od BCL2+ (p=0,001) (Slika 18).
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Slika 18. EFS i OS ovisno 0 BCL2 i ABC fenotipu

5.4. Povezanost izraZaja galektina-3 s drugim parametrima i ishodima lijeenja

Kod svih 123 bolesnika u¢injeno je imunohistokemijsko bojenje na galektin-3, no kod tri
ih nije bilo moguce adekvatno interpretirati. Od ukupno broja DLBCL, 51 (41,4%) je bio
galektin-3 negativan, a 69 (56,1%) pozitivno. Nije bilo statisticki znacajne razlike u izrazaju
galektina-3 u odnosu na dob, spol, LDH, ECOG PS i stadij bolesti. Za razliku od toga, izrazaj
galektina-3 povezan je s IPI i zna¢ajno je veci u bolesnika s visim IPI (p=0,0002). Usporedbom
izrazaja drugih imunohistokemijskih parametara i galektina-3, nadeno je da je izrazaj galektina-3
¢es¢i u tumora ABC fenotipa (p=0,029), kao i u onih koji pojacano izrazavaju NF-xB (p=0,016).
lako su galektin-3+ bolesnici imali statisticki znacajno visi IPI, $to bi inace kolerira s odgovorom

na terapiju, nismo nasli razlike u postizanju odgovora ovisno o izrazaju galektina-3 (Tablica 8).
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Tablica 8. Znacajke bolesnika i bolesti u odnosu na izrazaj galektina-3

Znacajke Galektin-3 +, Galektin-3 -, p
n= 69 (56,1%) n= 51 (41.4%)

Dob
<65 g. 30 (43%) 30 (59%) 0,32
>65g. 39 (57%) 21 (41%)

Spol
Muskarci 38 (55%) 23 (45%) 0,35
Zene 31 (45%) 28 (55%)

PS
ECOG 0-1 43 (62%) 40 (78%) 0,07
ECOG =2 26 (38%) 11 (22%)

Stadij bolesti
St. I-11 40 (58%) 29 (57%) 1
St. -1V 29 (42%) 22 (43%)

IPI
IP10-2 35 (51%) 43 (84%) 0,0002
IPI >3 33 (48%) 8 (16%)

LDH
uredan 23 (33%) 16 (33%) 1
povisen 45 (66%) 27 (56%)

COO
GCB 12 (25%) 19 (37%) 0,029
ABC 45 (59%) 26 (51%)
neodredivo 12 (25%) 6 (12%)

VEGF
VEGF+ 53 (77%) 34 (67%) 0,30
VEGF- 16 (23%) 17 (33%)

NF-xB
NF-kB + 40 (58%) 18 (35%) 0,016
NF-kB- 29 (42%) 33 (65%)

Odgovor na terapiju
KR 49 (71%) 42 (82%) 0,20
<KR 20 (29%) 9 (18%)

Izmedu galektin-3 + i galektin-3 - bolesnika nije bilo statisticki znacajne razlike u EFS.
Dvogodisnji EFS je kod galektin-3 - bolesnika bio 78%, a kod galektin-3 + bolesnika 62%, a
petogodisnji 74% u odnosu na 61% (p=0,16). Takoder nije nadeno razlike niti u ukupnom
dozivljenju bolesnika, dvogodisnji OS galektin-3 - naprema galektin-3 + bio je 78% naprema
65%, a petogodisnji 74% naprema 62% (p=0,19) (Slika 19).



EFS 0OS

1+ 1
[ [
Eog ’\"F—‘—\—-\—___ 508 7%—\—\____
'E ' Tl E ! e
e | T rd L R P
E 0,6 i e = ] E 0,6 = B == =
@ @
2 o]
=04 =04
< <
i) i)
20,2 20,2
x x
0 0

T T T T T T T T T T T 1 T T T T T T T T T T T 1
0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72 0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72
Time Time

galektin-3 +, galektin-3 -
Slika 19. EFS i OS ovisno o izrazaju galektina3

Analazirali smo i ishod lije¢enja bolesnika ovisno o istovremenom izrazaju BCL2 i
galektina-3 te se pokazalo da oni koji su BCL2 + i galektin-3 + imaju znac¢ajno losiji ishod od
BCL2 + i galektin-3 - s dvogodisnjim EFS 44% naprema 73% (p=0,002) i dvogodisnjim OS 50%
naprema 74% (p=0,006). BCL2 - bolesnici imaju isti ishod neovisno o tome dali su galektin-3

pozitivni ili negativni.

EFS 0S

T
T
o
I
i
|
L]
i
i
Y
|
L
L4
[
L

A
07
|
:
]
:
i

o
™
o
™

o
[N]

Kaplan-Meier estimate
o
o
-
|
|
Kaplan-Meier estimate
o o
o o
|

0

0

L e L e e e I m L e L e e e I m
0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72 0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72
Time Time

BCL2 — galektin-3 -, BCL2 — galektin-3 +; BCL2 + galektin-3 -, BCL2+ galektin-3 +
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Usporedbom prezivljenja bolesnika koji su galektin-3 + i VEGF + s drugim grupama
bolesnika (galektin-3 + VEGF -, galektin-3 — VEGF + i galektin-3 — VEGF -) dvostruko pozitivni

bolesnici imali su najlosije ishode s dvogodisnjim EFS 53,5% u odnosu na dvostruku negativne
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bolesnike koji su imali dvogodi$nji EFS 92% (p=0,07), a dvogodisnji OS 92,4% naprema 54,7%

(p=0,09), iako ova razlika nije dosegla statisticku znacajnost (slika 21).
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Slika 21. EFS i OS ovisno o izrazaju galektina-3 i VEGF

5.5. Povezanost izrazaja NF-kB s drugim parametrima i ishodima lijecenja

Kod svih smo bolesnika uéinili imunohistokemijsko bojenje na NF-xB. 65 bolesnika
(52,8%) bilo je NF-xB negativno. a 58 (47,2%) ih je bilo NF-xB pozitivno. Analizirali smo

postoji li povezanost izrazaja ovog imunohistokemijskog parametara i znacajki bolesnika i

bolesti. Nismo nasli povezanosti s dobi, spolom, IPIl, LDH i ECOG PS. Pokazalo se da je izrazaj

NF-«xB povezan sa stadijem bolesti. Znac¢ajno vise bolesnika koji su bili NF-kB pozitivni imali su

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

imunohistokemijskih prametara osim ve¢ gore navedene povezanosti s izrazajem galektina-3.

Odgovor na terapiju nije se razlikovao izmedu NF-xB + i NF-«xB - bolesnika (Tablica 9).
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Tablica 9. Znacajke bolesnika i znacajke bolesti u odnosu na izrazaj NF-xB

Znacajke NF-«kB +, n= 58 (47,2%) NF-kB -, n=65 p
(52,8%)

Dob
<65 g. 29 (50%) 33 (51%) 1
>65g. 29 (50%) 32 (49%

Spol
Muskarci 31 (53%) 32 (49%) 0,71
Zene 27 (47%) 33 (51%)

PS
ECOG 0-1 38 (67%) 47 (72%) 0,44
ECOG =2 20 (33%) 18 (28%)

Stadij bolesti
St. I-11 27 (47%) 44 (68%) 0,027
St. HI-1V 31 (53%) 21 (32%)

IPI
IP1 0-2 37 (64%) 43 (66%) 0,7
IP1>3 21 (26%) 21 (32%)

LDH
uredan 19 (33%) 21 (32%) 0,84
povisen 38 (66%) 38 (58%)

COoO
GCB 12 (21%) 20 (31%) 0,2
ABC 38 (66%) 35 (54%)
neodredivo 8 (14%) 10 (15%)

VEGF
VEGF+ 42 (72%) 46 (71%) 0,1
VEGF- 16 (28%) 19 (29%)

Odgovor na terapiju
KR 45 (78%) 48 (74%) 0,67
<KR 13 (22%) 17 (26%)

EFS i OS nisu se razlikovali kod NF-«xB pozitivnih i NF-xB negativnih bolesnika.
Dvogodisnji i petogodisnji EFS kod NF-«B - iznosio je 71% i 69%, a kod NF-xB + 68% i 64%,
p=0,55. Dvogodisnji i petogodisnji OS NF-kB - bio je 72% i 70%, a kod NF-xB + 69% i 64%,
p=0,42 (Slika 22).
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Nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u promatranim ishodima (EFS i OS) ni kada smo
analizirali odvojeno GCB i ABC grupu DLBCL. lako su bolesnici ABC fenotipa imali losije
ishode ukoliko su bili NF-xB + od NF-«B -, ova razilika nije statisti¢kizna¢ajna. Dvogodisnji
EFS za NF-xB + bio je 79,7% a za NF-kB- 63,4% (p=0,15), dok je OS bio 79,5% vs 65,1% ,
p=0,14 (slika 23).
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Slika 23. EFS i OS ovisno o izrazaju NF-xB u ABC
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5.6. Povezanost izrazaja VEGF-a s drugim parametrima i ishodima lije¢enja

Imunohistokemijsko bojenje na VEGF ucinili smo kod svih 123 bolesnika, 35 (28,5%)
bilo je VEGF negativno, a 88 (71,5%) VEGF pozitivno. Nismo nasli povezanost izmedu izrazaja
VEGF-a i znac¢ajki bolesnika i bolesti: dob, spol, LDH, ECOG PS i stadija bolesti. Usporedbom s
drugim odredivanim biljezima pojacan izrazaj VEGF-a povezan je s ABC fenotipom, znacajno
vise VEGF + bolesnika imalo je ABC fenotip (p=0,0004). Nije bilo razlike u odgovoru na
terapiju izmedu VEGF + i VEGF - bolesnika (Tablica 9)

Tablica 10. Znacajke bolesnika i znacajke bolesti u odnosu na izrazaj VEGF

Znacajke VEGF +, n=88 (71,5%) VEGF -, n=35 p
(28,5%)

Dob
<65 g. 41 (47%) 21 (60%) 0,23
> 65 g. 47 (53%) 14 (40%)

Spol
Muskarci 47 (53%) 16 (46%) 0,40
Zene 41 (47%) 19 (54%)

PS
ECOG 0-1 56 (64%) 29 (83%) 0,05
ECOG =2 32 (36%) 6 (17%)

Stadij bolesti
St. I-11 50 (57%) 21 (60%) 0,84
St. -1V 38 (43%) 14 (40%)

IPI
IP10-2 53 (60%) 27 (77%) 0,09
IP1>3 34 (39%) 8 (23%)

LDH
uredan 26 (30%) 14 (40%) 0,39
povisen 56 (64%) 20 (57%)

COO
GCB 15 (17%) 17 (49%) 0,0004
ABC 60 (68%) 13 (37%)
neodredivo 13 (15%) 5 (14%)

Odgovor na terapiju
KR 63 (72%) 30 (86%) 0,11
<KR 25 (28%) 5 (14%)
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EFS i OS nisu se razlikovali kod VEGF pozitivnih u odnosu na VEGF negativne
bolesnike, iako mozda postoji trend boljeg ishoda VEGF negativnih bolesnika. EFS nakon dvije
godine bio je kod VEGF negativnih 83%, a kod VEGF pozitivnih 64%, a petogodisnji 80%
naprema 61% (p=0,07). OS iznosio je na dvije godine 83% za VEGF pozitivne, a 66% za VEGF
negativne, a na 5 godina 80% naprema 62%, p=0,09 (slika 24).
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Slika 24. EFS i OS ovisno o izrazaju VEGF

lako VEGF nije pokazao znacajnu prognosti¢ku vaznost, analizirali smo ishode ovisno o
izrazaju BCL2. Bolesnici koji su BCL2 + i VEGF + imaju znacajno losiji ishod s dvodisnjim EFS
53% i OS 53% u odnosu na bolesnike koji su BCL2 - i VEGF — ¢iji su EFS 92% i OS 92%
(p=0,004 i p=0,006). Ishod ovih bolesnika losiji je i od ishoda bolesnika koji su bili BCL2+ i
VEGF -, iako ova razlika nije znac¢ajna. BCL2 negativni bolesnici imaju isti ishod neovisno o

izrazaju VEGF-a (Slika 25).
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Slika 25. EFS i OS ovsno o izrazaju BCL2 i VEGF

Nismo nasli statisti¢ki znacajnje razlike u promatranim ishodima (EFS i OS) u ABC grupi
bolesnika ovisno 0 VEGF. VEGF + bolesnici imali su dvogodi$nji EFS 70%, a VEGF - 69%
(p=0,7), a OS 70% naprema 68% (p=0,63). Kod bolesnika GCB fenotipa nasli smo statisticki
znacajno losiji i EFS i OS kod VEGF + bolesnika. VEGF + bolesnici imali su dvogodis$nji EFS
40%, a VEGF - 94% (p=0,001), a OS 40% naprema 94% (p=0,001) (Slika 26).
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Slika 26. EFS i OS ovisno o VEGF u bolesnika GCB fenotipa
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5.7. Multivarijatna analiza

Uc¢inili smo multivarijatnu analizu potencijalnih prognosti¢nih ¢imbenika za EFS i OS.

Koristili smo Coxovu regresijsku analizu.
Napravili smo dvije analize, u prvoj smo analizirali samo imunohistokemijske parametre

kod kojih postiji barem trend razlike u promatranim ishodima: BCL2, galektin-3 i VEGF. BCL2
je izrazito statisticki znacajan (p<0,001 za OS i p=0,001 za EFS), dok je galektin-3 na granici

statisticke znacajnosti ( Tablica 11)

Tablica 11. Multivarijatna analiza imunohistokemijskih biljega

P oS EFS
BCL2 <0,001 0,001
Galektin-3 0,093 0,068
VGEF 0,198 0,161

U drugoj analazi smo uz navedene parametre dodali IP1. U ovom modelu BCL2 i IPI su
izrazito statisti¢ki znacajni prognostic¢ki ¢imbenici, dok galektin-3 za razliku od prethodne analize

nije uopce statisticki znacajan (Tablica 12).

Tablica 12. Multivarijatna analiza imunohistokemijskih biljega i IPI

p oS EFS
IPI <0,001 <0,001
BCL2 <0,001 0,001
Galektin-3 0,784 0,880
VGF 0,406 0,351
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6 RASPRAVA

6.1. Ishodi lije¢enja , znacajke bolesnika i bolesti te odabir bolesnika

U naSe ispitivanje ukljuéeno je ukupno 123 bolesnika s medijanom dobi od 64,5 godine
Sto je u skladu s medijanom dobi u drugim radovima iz opée populacije (115,116). Medijan
pracenja nasih bolesnika je 68 mjeseci, $to je duze nego u vecini studija, imajuéi u vidu da se
vecina relapsa javlja unutar prvih 24-30 mjeseci. Ishodi lije¢enja sli¢ni su ishodima drugih
publiciranih radova koji se bave slicnom problematikom (KR -75,7%, dvogodisnji EF 69,4% i
dvogodisnji OS 70,9%) (45,116). S obzirom da je dodatak rituksimaba zna¢ajno promijenio ishod
lije¢enja bolesnika s DLBCL u studiju nismo ukljucili bolesnike koji nisu lijeceni rituksimabom
(117). Ukljuceni su svi oni bolesnici kod kojih je planirano lijeCenje s najmanje 4 ciklusa R-
CHOP ili R-CHOP nalik kemoterapije, pa tako i bolesnici sa stadijem jedan kod kojih je
proveden ovakav vid lije¢enja. Ukupno je bilo 17 bolesnika stadija | od kojih samo 2 nisu imala
nepovoljnje prognosti¢ne ¢imbenike za koje je poznato da znac¢ajno pogorsavaju prognozu
bolesnika i zbog kojih ih je potrebno lijeciti kao i bolesnike s vi$im stadijem (velika tumorska
masa i povisen LDH).

Postoje brojni literaturni podaci koji govore o utjecaju dobi na prognozu bolesnika,
povezanosti s izrazajem nepovoljnih prognostickih faktora i losijim ishodom lije¢enja. U vecini,
pogotovo starijih studija, kao granica za podjelu na mlade i starije koristi se dob od 60 godina, a
ova je dobna granica i jedan od kriterija za IPI. Medutim, u novije vrijeme se ova granica pomice
na 65 godina i intezivnija kemoterapija kao i ATKS primjenjuju se kod bolesnika do 65 godina
pa i starijih. Njemacka grupa pokazala je naprimjer da se prezivljenje nakon 2002. znacajno
poveéalo kod bolesnika u dobi izmedu 60-64 godine i onih u dobi izmedu 65-69 (116). Svedska
studij, koja je analizirala prezivljenje bolesnika s non-Hodgkinovim limfomima u preko 7100
bolesnika, pokazala je da postoji znacajna razlika u prezivljenju bolesnika za svakih 10 godina
dobi (115). Mi smo u naSoj studiji analizirali ishode prema dobi podjelivsi bolesnike na mlade od
65 i 2 65 godina. Ovakom podjelom dobili smo statisticki znacaju razliku i u EFS i u OS
(dvogodisnji EFS za mlade 84,5%, a za one starije od 65 godina 57,8%, a OS 84,5% vs 60,7 %),

Sto upucuje da i granica od 65 godina moze biti odabrana za podjelu na mlade i starije bolesnike.
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Nakon $to je rituksimab postao standardni sastavni dio lijeCenja bolesnika s DLBCL,
javljaju se publikacije o ishodu lijecenja ovisno o spolu koji upuéuju na mogué povoljniji utjecaj
rituksimaba kod zena. LNHL98.5, prva randomizirana studija koja je usporedila R-CHOP vs
CHOP, provedena 1990-tih, pokazala je da su vecu korist od rituksimaba imale zene nego
muskarci. Do istog rezultata je dosla i skupna analiza francuske grupe na velikom broju bolesnika
koja je ukljucila i prethodnu studiju. U kombiniranoj analizi medijan PFS je kod zena bio 90,6
mjeseci, a kod muskaraca 55 mjeseci (p=0.02). Medijan OS nije dosegnut kod Zena dok je kod
muskaraca bio 90,6 mjeseci (p=0,06) (118). U nasoj seriji su zene imale bolje ishode od
muskaraca, no ova razlika nije dosegla statisti¢ku znacajnost ni za EFS niti OS (dvogodi$nji EFS
kod zena bio je 74,7% a kod muskaraca 64,3% a OS 74,7% naprema 67,3%, p=0,26). Prema
podacima Americkog registra DLBCL je nesto ¢e$¢i u muskaraca nego u zena (6,7 vs 4,6 na 100
000) (119). Tako je i u nasoj grupi bolesnika bilo nesto vise muskaraca nego zena.

Kao i vecina studija koja se bavi istrazivanjem ishoda DLBCL i mi smo analizirali utjecaj
IPI koji ukljucuje dob, stadij, LDH, broj zahvacenih ekstranodalnih lokalizacija te PS po ECOG-
u. Na osnovu IPI bolesnici se dijele u ¢etiri prognosticke grupe. U znac¢ajnom broju objavljenih
radova, pogotovo onih prije ere rituksimaba, postoji statisticki znac¢ajna razlika izmedu svake od
ove cetiri grupe bolesnika. U nasoj populaciji nema statisti¢ki znacajne razlike izmedu bolesnika
niskog rizika i onih srednje niskog rizika (dvogodisnji EFS 92,7% i 78,9%, p=0,06), iako postoji
trend boljeg dozivljenja. JoS je manja znacajnost razlike u ishodima bolesnika srednje visokog i
visokog rizika (dvogodisnji EFS 47% vs 17,9 %, p=0,13). Ovakav rezultat vise korelira s novijim
podacima Kanadske studije po kojem IPI u bolesnika lijecenih rituksimabom definira dvije
rizi¢ke skupine, one dobre i lose prognoze. Stoga je definiran novi, tzv. revidirani IPI (R-1PI), po
kome se bolesnici dijele na one niskog rizika koji nemaju niti jedan rizi¢an faktor, srednjeg rizika

koji imaju 1-2 rizi¢na faktora i visokorizi¢ne bolesnike s 3 ili viSe rizi¢nih faktora (120).

6.2. Podjela prema COO odredena imunohistokemijskim bojenjem po Hansovoj

Najnovija klasifikacija limfoma Svjetske Zdravstvene Organizacije iz 2016 g. uvrstila je
kao obavezan dio dijagnostike DLBCL podjelu prema stani¢nom porijeklu na osnovu

imunohistokemijskog bojenja. Najcesce se koristi algoritam kojeg je predlozila Hans i suradnici.
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Metoda je jednostavna i ukljucuje 3 biljega: CD10, BCL6 i MUML. O adekvatnosti ove metode
za predvidanje ishoda postoje razliciti podaci i stavovi kao $to je ve¢ navedeno u uvodu. U nasoj
grupi bolesnika promatrani ishodi EFS i OS nisu se razlikovali kod GCB i ABC grupe. U sli¢noj
studiji iz naSeg centra na drugim bolesnicima takoder nismo uspjeli dokazati razliku u ishodu
izmedu ove dvije grupe (45). Sli¢nu skupinu bolesnika iz svakodnevne klini¢ke prakse analizirala
je i Svicarske grupa koja je pokazala da postoji statisti¢ki znacajna razlika u ishodu (121).
Imajuéi u vidu da postoji vise studija koje govore da bolesnici s ABC fenotipom imaju losiji
ishod , a isto tako i onih koje pokazuje da nema razlike, moze se re¢i kako ova Siroko uvrijeZzena
metoda ima svojih ograni¢enja, a rezultati su nekonzistentni. Podijela bazirana na GEP puno je
pouzdanija (122,123). U svojoj studiji kolege iz Svicarske pokusale su objasniti zasto postoji ova
razlika. Prikupili su podatke iz 7 centara o na¢inu na koji se odredivao GCB i ABC fenotip te su
pokazali da se u razli¢itim ustanovama za imunohistokemijska bojenja, koja se rade po istom
algoritmu, koriste razli¢iti klonovi protutijela razli¢itih proizvodaca, postoje razlike u postupku
fiksiranja i bojenja, a ni definicija pozitivnosti nije bila uniformna (121). U ranije objavljenom
radu iz nase ustanove na drugim bolesnicima i ovoj disertaciji koristena su ista bojenja i isti
kriteriji pozitivnosti pa su i rezultati isti. Imali smo 18 bolesnika (14,6%) koje nije bilo moguée
svrstati ni u GCB ni u ABC grupu §to je u skladu s podacima drugih studija u kojima se ovaj
postotak kretao od 5-15% (121,124).

Analizom povezanosti COO i znacajki bolesnika u nasoj studiji nasli smo znac¢ajno vecu
ucestalog ABC fenotipa kod bolesnika u dobi > 65 godina. Postoje objavljeni podaci o
povezanosti ABC DLBCL sa starijom dobi, iako je starija dob razli¢ito definirana. Tako su npr.
u Francuskoj studiji starijima smatrani bolesnici stariji od 50, a u Njemackoj oni stariji od 75
godina (125,126). Njemacka grupa analizirala je skupno podatke iz 3 razli¢ite studije ukljucujuci
i RICOVER-60, koja je usporedivala CHOP14 i CHOP21 +/- rituksimab u starijih bolesnika s
DLBCLom. Za podjelu bolesnika u GCB i ABC grupu koristene su obje metode,
imunohistokemijska po Hans algoritmu i GEP i ishod je bio isti, neovisno o metodi koja je
koriStena. Neki autori smatraju da je veca ucestalost ABC u starijoj dobi posljedica promjena B-
stani¢ne populacije tijekom starenja pri cemu dolazi do smanjenja raznolikosti normalne B

stani¢ne populacije, $to povecava rizik od klonalne ekspanzije B stanica (127).
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6.3. BCL2

Od ukupnog broja bolesnika u nasoj studiji 59,3% bilo je BCL2 pozitivno $to je u skladu
s rezultatima drugih publikacija u kojima se pozitivnost kre¢e od 49-67%. To znaci da je nasa
grupa po tom pitanju reprezentativna. Analizom promatranih ishoda nasih bolesnika utvrdili smo
znacajnu razliku u EFS i OS ovisno o izrazaju BCL2. BCL2 pozitivni bolesnici imali su
statisticki znacajno loSije dozivljenje bez dogadaja i ukupno dozivljenje. Ti su bolesnici imali i
lo$iji odgovor na terapiju, manje bolesnika postiglo je KR, iako ta razlika nije dosegnula razinu
statistiCke znacajnosti. Postoje razliciti literaturni podaci o utjecaju imunohistokemijskog izrazaja
BCL2 na ishod lijecenja bolesnika s DLBCL, od kojih su neki pokazali jasnu korelaciju
(pogotovo noviji), dok su rezultati ranijih pubikacija raznolikiji (57-61).

U vecini studija za odredivanje BCL2 pozitivnosti koriSteno je isto protutijelo (klon 124)
kao i u nasoj studiji. Za razliku od toga, razina pozitivnosti razli¢ito je definirana te se u nekim
studijama pozitivnom smatrala bilo koja pozitivnost odnosno >0-1%, a u drugima su pozitivnim
smatrani uzorci s >75% pozitivnih stanica (128-130). Ovime se mozda moze objasniti razlika u
rezultatima pojedinih studija. Mi smo pozitivnim smatrali one uzorke kod kojih je >50%
tumorskih stanica bilo pozitivno (106). Kako je zbog razvoja selektivnog BCL2 inhibitora izrazaj
ovog antiapoptotskog proteina postao interesantan, definiraju se nove, sve to¢nije, metode za
odredivanje izrazaja BCL. Tako je nastala i metoda koja uz postotak pozitivnih stanica za
sigurniju procjenu pozitivnosti Koristi jos i jacinu izrazja BCL2 na osnovu koje se pacijenti dijele
u Cetiri grupe: one koji ga ne izrazavaju, imaju slab izrazaj, srednje jaki i jaki izrazaj. Iako se ¢ini
da se na ovaj na¢in moze precizije prepoznati BCL2 pozitivne bolesnike (62,131), SZO i dalje
preporucuje definiciju BCL pozitivnosti na temelju nalaza >50% pozitivnih stanica koju smo mi
koristili u ovom radu.

Neke od ranijih studija pokazale su da je BCL2 znacajan prognosticki faktor samo kod
bolesnika s ABC fenotipom (57,132), iako postoji i studija s opre¢nim rezultatima (133). U naSoj
grupi bolesnika BCL2 je bio znacajan prognosticki faktor samo kod bolesnika s ABC fenotipom.
U grupi s GCB fenotipom ishod BCL2 pozitivnih bolesnika je bio brojc¢ano losiji, ali razlika nije
dosegla statisticku znacajnost. Mutacije BCL2 su ceste kod bolesnika s GCB fenotipom DLBCL i
povezane s bcl2 translokacijama te mogu uzrokovati pseudonegativne nalaze ukoliko se

pozitivnost odreduje imunohistokemijskim bojenje. Najc¢esce se ove mutacije deSavaju u
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podrucju petlje koju prepoznaje standardno BCL2 antitijelo, klon 124. Stoga se od strane nekih
autora preporuca da se kod bolesnika s GCB fenotipom bcl2 odreduje FISHem, $§to bi moglo biti
posebno vazno ukoliko bi se venetoklaks pokazao u¢inkovitim, jer ove mutacije ne utje¢u na
djelotvornost venetoklaksa (134,135). Pretklini¢ki podaci na stani¢nim linijama i misjim
modelima pokazali su zna¢ajno veci u¢inak ukoliko se R/G-CHOPu doda venetoklaks. U studiji
faze Ib koja je ukljucivala osim DLBCL i bolesnike s folikularnim limfom rezultati su bili
obecavajuci (136). Kasnija studija faze I ¢iji su rezultati usporedeni s GOYA studijom (R-
CHOP vs G-CHOP u DLBCL) pokazala je trend boljeg EFS kod bolesnika s visokorizi¢nim
DLBCL u cijeloj grupi lijeenih bolesnika, a posebice u onih koji eksprimiraju BCL2 (31).

U multivarijatnoj analizi imnohistokemijskih biljega u nasoj skupini je BCL2 ostao

nezavisni prognosticki faktor za ishod lijecenja.

6.4 Galektin-3

Galektin-3 je jedan od anti-apoptotickih proteina ¢ija je pojacana ekspresija nadena u
odredenih B-limfoproliferativnih bolesti kao $to su DLBCL, mutipli mijelom i primarni efuzijski
limfom. Pojacana ekspresija nadena je na stani¢nim linijama ovih tumora, ali i na uzorcima
uzetim od bolesnika. U naSoj studiji galektin-3 je bio pozitivan kod 69 (56,1%), negativan kod 51
(41,4%) bolesnika, a kod 3 nismo mogli odrediti izrazaj. To je vrlo sli¢no rezultatu studije koja se
bavila ulogom ovog proteina u inhibiciji apoptoze u kojoj je ucestalost ekspresije galektina-3 u
jezgri ili citoplazmi kod DLBCL bila 66% (82). U istoj studiji nije nadeno pojacane ekspresije
galektina-3 u ostalim B limfomima: FL, BL, MZL niti SLL. Da bi odredili ekspresiju galektina-3
u B stanicama tijekom njihovog normalnog sazrijevanja, analizirani su uzorci iz ljudskih tonzila.
Rezultati su pokazali da je izrazaj galektina-3 najslabiji u stanicama germinativnog centra, nesto
jac¢i u naivnim B stanicama, a najjaci u memorijskim B stanicama. Kod nasih bolesnika ekspresija
galektina-3 bila je zna¢ajno veca kod bolesnika ABC fenotipa (p=0,029). Ovaj rezultat je donekle
sukladan rezultatima gore navedene studije jer su i BL i FL, koji ne pokazuju pojacanu ekspresiju
galektina-3, limfomi porijekla germinativnog centra. To ukazuje da izrazaj galektina-3 korelira sa

stani¢nim podrijetlom tumora.
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Pojacana ekspresija galektina-3 u dugozivu¢im memorijskim stanicama u skladu je s
podacima da galektin-3 inhibira apoptozu. U studiji koja je ukazala na njegov antiapoptoticki
ucinak, nadeno je da on $titi Jurkat T stanice od anti-Fas inducirane apopotoze (137). Anti-Fas
protutijela uzrokuju znac¢ajno manje apoptoze i U B stanicama s poja¢anim izrazajem galektina-3
(82). Buduci da stanice germinativnog centra slabo izrazavaju galektin-3 postavlja se pitanje kako
dolazi do njegovog pojacanog izrazaja u GCB DLBCL. Jedno od mogucih objasnjenja je da do
pojacanja izrazaja dolazi tijekom ili nakon transformacije stanica, a drugo da se tumor razvija iz
onih rijetkih stanica koje izrazavaju galektin-3. Studije na drugim tumorima koji pojac¢ano
izrazavaju galektin-3, kao $to su npr. karcinom gusterace, debelog crijeva, astrocitom i
hepatocelularni karcinom, pokazale su da njegov izrazaj korelira s ve¢om agresivno$éu tumora,
metastatskim potencijalom i transformacijom u agresivniji oblik (138-141). U populaciji
bolesnika uklju¢enih u nase ispitivanje pokazalo se da je izrazaj galektina-3 znacajno veci kod
bolesnika s visim IPI (p=0,0002), sto moguce ukazuje da je i u DLBCL njegov izrazaj povezan s
agresivnoséu bolesti. Sto se tiGe odgovora na terapiju, bolesnici koji su bili galektin-3 negativni
imali su vise KR nego galektin-3 pozitivni (87,4% vs 71%) no ova razlika nije bila statisticki
znacajna.

Antiapototicki u¢inak i prognosticko znacenje pojac¢anog izrazaja BCL2 u DLBCL su
dobro poznati i potvrdeni i u naSem ispitivanju. Do sada nije bilo poznato da bolesnici koji su
istovremeno BCL2 + i galektin-3 + imaju losije ishode. U naSem istrazivanju je razlika u EFS i
OS u odnosu na bolesnike koji su negativni za oba biljega bila izrazito statisticki znacajna (p=
0,002 i 0,006). Dvostruko pozitivni bolesnici su imali losije ishode i od BCL2 + galektin-3 -
bolesnika, iako ova razlika nije bila znacajna. Ukoliko prihvatimo teoriju o primarno
antiapoptotickoj ulozi galektina-3, iz toga bi se moglo zakljuciti da u BCL2 + bolesnika pojac¢an
izrazaj galektina-3 djeluje sinergisticki. Taj ucinak bi se mogao objasniti rezultatima istrazivanja
provedenog jos 1997. godine na stani¢nim linija ljudskog karcinoma dojke (142). U tom
istrazivanju je pokazano da galektin-3, iako sadrzi NWGR domenu (domenu koja sadrzi aspartat-
triptofan-glicin-arginin slijed aminokiselina) i slicna je BH1 domeni BCL2 koja je bitna za
antiapoptoticku funkciju, djeluje na razli¢itim mjestima u stanici i zato moze imati sinergisticki
ucinak s BCL2. Alternativno objasnjenje je da galektin-3, koji se nalazi u citoplazmi, moze vezati
BCL2 i tako formirati heterodimere koji onda jace inhibira mitohondrijski put apoptoze

(oslobadanje citokroma C i aktivaciju apoptoze) od samog BCL2.
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Osim unutar stanica, galektin-3 se nalazi i u izvanstani¢nom prostoru gdje dospijeva
sekrecijom. Nakon toga se moze vezati za stanicu preko transmembranske tirozin fosfataze
CD45. Na stani¢nim linijama DLBCL pokazano je da nakon vezivanja za CD45 galektin-3
smanjuje aktivnost fosfataze $to nadalje uzrokuje smanjenje aktivnosti apoptotickih puteva.
Uklanjanje galektina-3 s CD45 receptora pomocu polivalentnog inhibitora glikana GCS-100,
ponovno dovodi do povecanja aktivnosti fosfataze i povecane osjetljivosti stanica na citostatike
(83). Sli¢an ucinak pokazan je i na stanicama multiplog mijeloma (143). Na temelju ovog otkri¢a
javila se ideja da se ovaj u¢inak GCS-100 iskoristi u lije¢enju B- limfoproliferativnih bolesti koje
izrazavaju galektin-3 koja nije nikad provedena u klinickoj praksi.

Promatrali smo i povezanost izrazaja galektina-3 s NF-xB. Nasli smo da znacajno vise
galektin-3 pozitivnih bolesnika izrazava NF-kB (p=0,016). To je u skladu s rezultatima
objavljenih radova koji su istrazivali odnos NF-«xB i galektina-3 i koji ukazuju da NF-xB dovodi
do pojacanog izrazaja galektina-3. Prvi dokazi poticu iz ispitivanja T-stani¢nog HTLV1
pozitivnog limfoma. Pokazano je da u T-stanicama ovog limfoma Tax protein, koji je snazan
aktivator transkripcije HTLV1, dovodi do pojacanog izrazaja galektina-3, ali indirektno, preko
interakcije s CREB obitelji proteina (engl. cyclic-AMP-responsive element binding protein
family) i NF-xB. Autori su na temelju toga postavili hipotezu da aktivacija NF-xB dovodi do
izrazaja galektina-3 (144). Studija provedena na stanicama glioblastoma potvrdila je ovo teoriju.
Povezanost NF-«B s izrazajem galektina-3 dokazan je pocevsi od dvije poznate ¢injenica. Prva je
da izlaganje stanica UV-C zra¢enju dovodi do degradacije I-xB proteina sto rezultira
translokacijom NF-xB u jezgru i aktivacijom transkripcijskih puteva (145). Druga je ¢injenica da
promotorska regija (regija odgovorna za regulaciju transkripcije) gena za galektin-3 sadrzi dva
vezna mjesta za NF-kB (146). Da bi utvrdili ima li pojacan izrazaj galektina-3 veze s NF-kB,
stanice su prije izlaganja UV-C zracenju tretirane inhibitorom proteasoma koji sprecava
degradaciju 1-xB. Nadeno je da u tretiranim stanicama nakon izlaganja zracenju dolazi do puno
manjeg porasta izrazaja galektina-3, nego u netretiranim stanicama (147).

Osim uloge u regulaciji apoptoze ¢ini se da galektin-3 ima ulogu i u angiogenezi i da je
ona povezana s VEGF. U nasoj studiji je nesto vise bolesnika koji su bili galektin-3 pozitivni bilo
i VEGF pozitivno (76,7%, naprema 66,8% u galektin-3 negativnih bolesnika), no ova razlika nije
znacajna (p=0,30). Studija koja je napravljena na stani¢nim linijama i na roznici miseva pokazala

je da galektin-3 + stanice i jedinke nakon izlaganja VEGF-u pokazuju zna¢ajno veéu angiogenu
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aktivnost mjerenu brojem novonastalih krvnih Zila, od onih koje su galektin-3 negativne. Ovaj se
ucinak najvjerojatnije postize interakcijom galektina-3 s N-glikanskim kompleksom na av3
integrinu i aktivacijom integrin signalnog puta koji utje¢e na angiogenu aktivnost VEGF. av33
integrin je jedan od glavnih receptora na endotelnim stanicama, slabo izrazen na normalnim
endotelnim stanicama, a izrazaj mu je pojacan na endotelnim stanica Zila u angiogenezi.
Blokiranjem ovog integrina izrazito se smanjuje anigiogeni ué¢inak VEGF. Smatra se da avp3
integrin utjeCe na angiogenezu potaknutu citokinima utjecuéi na interakciju stanica i stani¢nog
matriksa $to onda rezultira pojac¢anim izrazajem citokinskih receptora ukljucuju¢i VEGF,
migracijom endotelnih stanica i pojacavanjem angiogenih signala potaknutih VEGF-om (91).
Cini se da je avp3 integrin i direktno povezan s citokinskim receptorima koji poja¢avaju
proangiogeno djelovanje VEGF, ali taj mehanizam za sada nije razjasnjen.

Povezanost galektina-3 i angiogeneze pokazana je i u radu o novim prognosti¢nim
biljezima kod primarnog limfoma mozga. U toj studiji je pokazano da hiperplazija endotela
predstavlja neovisni lo§ prognosticki faktor. Galektin-3 je bio izrazen u svega 15% uzoraka i nije
korelirao s ishodom. Za razliku od toga, endotelna hiperplazija uz izrazaj galektina-3 na
endotelnim stanica pokazala se kao znac¢ajan lo$ prognostic¢i faktor (148).

U naSem istrazivanju usporedili smo ishode bolesnika ovisno o izrazaju galektina-3 i
VEGF. Iako nije dosegnuta statisti¢ka znacajnost postoji jasan trend losijih ishoda bolesnika koji
su dvostruko pozitivni u odnosu na dvostruko negativne dok nije bilo razlike izmedu galektin-3 +
VEGF —i galektin-3 — VEGF + bolesnika. Ovaj nalaz bi mogao bi biti u skladu s teorijom da
galektin-3 stimulira angiogenezu u DLBCL djelujuci na istom signalnom putu kao i VEGF.

Multivarijatnom analizom galektin-3 nije se pokazao kao nezavisni prognosticki faktor u
DLBCL, iako postoji trend losijeg ishoda galektin-3 pozitivnih bolesnika (p=0,06). To moguce
ukazuje da je za uc¢inak galektina-3 vazna povezanost s drugim antiapoptotickim i angiogenim

mehanizmima.
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6.5 NF-xB

Imunohistokemijskim bojenjem odredili smo izrazaj NF-kB u svih nasih bolesnika,
52,8% ih je bilo NF-xB -, a 48,2% NF-«B +. Izrazaj NF-«kB korelirao je sa stadijem bolesti i bio
je znacajno visi u stadiju I11-1V. S obzirom da je trajna aktivnost NF-xB puta nuzna za
prezivljenje malignih stanica, moguce je da pojacana aktivnost ovog puta dovedi do brze
progresije tumora. U studiji $panjolske grupe objavljene 2008.g. pojacan izrazaj NF-xB
odredivan je protutijelom na p56. Rezultati su pokazali da pojacan izrazaj NF-xB korelira s
povoljnom prognozom i da nema razlike u izraZaju ovisno o stani¢nom podrijetlu tumora (70). Za
razliku od toga, relativno nedavno publicirana studija Wanga i suradnika pokazala je da pojacan
izrazaj NF-«kB korelira s losijim ishodom, ali samo kod ABC grupe DLBCL. Multivarijatnom
analizom je nadeno da je pojacan izrazaj NF-kB nezavisan prognosticki faktor kod bolesnika
visokog IPI (72).

U na$oj grupi bolesnika nismo nasli da postoji povezanost izrazaja NF-kB i stani¢nog
porijekla tumora kao niti znacajne razlike u ishodima kod bolesnika s GCB i ABC fenotipom
ovisno o izrazaju NF-kB, iako su bolesnici ABC fenotipa imali broj¢ano nesto losije ishode
ukoliko su bili NF-xB +, dvogodisnji EFS bio je 79% u NF-xB +, a 63% u NF-«xB - (p=0,15).

6.6 VEGF

Prema do sada poznatim podacima ¢ini se da VEGF 1 njegovi receptori ne utjecu samo na
angiogenezu, odnosno stvaranje krvnih 1 limfnih zila, ve¢ 1 da poti€u rast 1 migraciju tumorskih
stanica (99,100). S obzirom na to pretpostavili smo da bi izrazaj VEGF mogao korelirati s lo§ijim
ishodom kod bolesnika s DLBCL. U svih smo bolesnika u¢inili bojenje na VEGF, 28,4% ih je
bilo negativno, a 71,5% pozitivno. Izrazaj VEGF u ranije objavljenim studijama je jako varirao i
kretao se izmedu 40% i 75% (99,100,149). U nasih bolesnika izrazaj VEGF nije korelirao sa
znacajkama bolesnika niti bolesti, za razliku od sli¢ne studije u kojoj je bilo vise VEGF +
bolesnika u skupini bolesnika visokog rizika (149). U nasoj skupini je 81% bolesnika s visokim
IP1 bilo VEGF +, a 19% VEGF -, dok je kod bolesnika s niskim IP1 66% bolesnika bilo VEGF +,

a 24% VEGF - (p=0,09). Za razliku od toga u nasih bolesnika postoji povezanost izmedu izrazaja
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VEGEF i stani¢nog podrijetla tumora. U skupini bolesnika ABC fenotipa bilo je zna¢ajno vise
VEGF + bolesnika (p=0,004). ABC podtip ima izrazaj gena karakteristicnu za normalne B
stanice aktivirane preko B stani¢nog receptora. Kroni¢na aktivacija BCR signalnog puta klju¢na
je u patogenezi ABC tipa DLBCL (150,151) i direkno utje¢e na mikrookoli§ smanjujuéi izrazaj
CXCR4 i CD62L (152). Mikrookolis je glavni regulator angiogeneze potaknute VEGFom kojeg
luée tumorske stanice. Osim toga, tumorske stanice potic¢u imunoloske stanice u mikrookolisu na
toleranciju i podrzavanje svog prezivljenja. Studija na relapsnim DLBCL, u kojoj je izrazaj
VEGF odredivan PCRom, pokazala je da bolesnici s ABC tipom DLBCL (odredenim GEP
metodom) s pojacanim izrazajem VEGF imaju znacajno losiji EFS i OS. Nije bilo razlike u
ishodima GCB tipa DLBCL ovisno o0 izrazaju VEGF (153). Druga studija u kojoj je odredivan
solubilni, cirkuliraju¢i VEGF nasla je da su VEGF pozitivni bolesnici imali losiji ishod, a razlika
je bila izrazenija kod bolesnika s ABC nego GCB fenotipa (154).

Zbog svega navedenog analizirali smo i ishode VEGF+ i VEGF- bolesnika ovisno o
COO. U nasoj skupini nije bilo razlike u ishodima bolesnika s ABC fenotipom DLBCL ovisno o
izrazaju VEGF, dvogodisnji EFS za VEGF + bio je 70%, a za VEGF - 60%, a OS 73% naprema
68% (p=0,68 i p=0,76). Za razliku od toga, kod bolesnika s GCB fenotipom VEGF + bolesnici
imali su znacajno losiji ishod od VEGF-, dvogodisnji EFS bio je 40% naprema 94% (p=0,001), a
OS 40% naprema 94% (p=0,001). Razlika izmedu nas$ih rezultata i rezultata navedene dvije
studije mozda se moze objasniti koriStenjem razli¢itih metoda za odredivanje izrazaja VEGF.
Mi smo za oba biljega koristili imunohistokemijske metode. S druge strane, u multivarijatnoj
analizi VEGF se nije pokazao statisti¢ki znacajnim, tako da je moguce da su rezultati ranije
objavljenih istrazivanja posljedica neprepoznavanja drugih znacajnijih prognostickih biljega.

Osim uloge u angiogenezi, u novije vrijeme pokazalo se da je VEGF vazan i za
prezivljenje endotelnih i tumorskih stanica. Cini se da to postiZze time $to potide izrazaj BCL2
(155-157). Pokazano je i da BCL2 dovodi do pojacanog izrazaja VEGF u razli¢itih tipova tumora
(158-160) te na taj na¢in pomaze angiogenezu. Obzirom na ove podatke, koji ukazuju na mogucu
interakciju ova dva proteina, analizirali smo i shode nasih bolesnika ovisno o izrazaju oba
parametra. Nasi rezultati pokazuju statisticki znacajno losiji ishod u bolesnika koji su VEGF + i
BCL2 + u odnosu na bolesnike koji su VEGF — i BCL2 —, kako u dozivljenju bez znakova

bolesti, tako i u ukupnom dozivljenju. (p=0,004 za EFS i p=0,006 za OS). Nasi rezultati su u
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skladu s teorijom o potencijalnom sinergistiCkom uc¢inku ova dva proteina na prezivljenje

tumorskih stanica.

6.7 Imunohistokemijski biljezi kao prognostic¢ki faktori u DLBCL

U nasoj studiji imunohistokemijska podjela po algoritmu predlozenom od Hans i
suradnika nije se pokazala prognosticki zna¢ajnom. Nije bilo razlike u doZivljenju bolesnika
ovisno o stanicnom podrijetlu tumora. Kao $to smo ve¢ istaknuli, ¢ini se da postoji problem u
razli¢itim tehnikama koje se koriste u razli¢itim laboratorijima. Studija koja je usporedivala
rezultate oCitanja odredenih parametara u 8 razlicitih laboratorija pokazala je da postoje velike
varijacije, a najveca razlika nadena je kod BCL6 i Ki67 (161). Upravo je BCL6, pored MUM1
najvazniji parametar za razlikovanje GCB i ABC fenotipa. Za razliku od toga izrazaj BCL2
znacajno je utjecao na ishode lije¢enja nasih bolesnika. U multivarijatnoj analizi BCL2 ostaje uz
IP1 jedini nezavisni prognosticki faktor u predvidanju ishoda. lako je ranije bilo dosta
nekonzistentnih rezultata i glede znacenja izrazaja BCL2, ¢ini se da su napori u¢injeni kako bi se
bolje tumacili rezultati ovog bojanja postigli rezultat te se u zadnje vrijeme u vecini studija jasno
pokazuje njegov prognosticki znacaj.

Galektin-3 kao protein o kojem se tek odnedavna govori kao faktoru koji utjece na
razli€ite procese ukljucujudi rast stanica, njihovu diferencijaciju, adheziju, malignu
transformaciju i metastaziranje, ¢ini se utje¢u¢i na apoptozu i angiogenezu, bio je primarni
promatrani parametar u ovoj studiji. S obzirom na uloge ovog proteina opisane u literaturi, moglo
se pretpostaviti da pojacan izrazaj korelira s losijim ishodom. Mi nismo uspjeli dokazati
prognosticko znacenje izrazaja galektina-3 za ishod lije¢enja u nasoj skupini bolesnika, iako su
galektin-3 pozitivni bolesnici imali broj¢ano losije ishode. U multivarijatnoj analizi ipak postoji
trend za losiji EFS (p=0,06) galektin-3 + bolesnika. Pokazali smo da kod BCL2 - bolesnika
izrazaj galektina-3 ne utje¢e na prognozu, dok kod BCL2 + izrazaj galektina-3 korelira sa
znacajno losijim ishodom lijecenja Sto ukazuje da moguce postoji sinergisticki uc¢inak ova dva
proteina na regulaciju apopotoze kod DLBCL.

Pojacani izrazaj VEGF kao ni NF-kB nije korelirao s ishodom lije¢enja nasih bolesnika.

lako je u zadnjih dvadesetak godina naizgled jasno pokazana vaznost angiogeneze u progresiji
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limfoma, pitanje je je li odredivanje izrazaja VEGF u citoplazmi stanica pravi nac¢in za otkrivanje
pojacane angiogeneze. Cini se da je pouzdanije odredivanje solubilnog VEGF i gustoé¢e krvnih
zila. U buduc¢im istrazivanjima, osim izrazaja VEGF u citoplazmi, bilo bi dobro Kkoristiti i neku
od ovih metoda kako bi se dobili pouzdaniji rezultati. S druge strane, valja napomenuti da
primjena antiangiogenih lijekova, tj. dodatak antiVEGF protutijela bevacizumaba standardnoj
terapiji (R-CHOP), nije poboljsala ishod lije¢enja bolesnika s DLBCL (103). Na temelju toga se
mozda moze pretpostaviti da je angiogeneza regulirana i drugim procesima u tumorskim
stanicama kao i lu¢enjem drugih ¢imbenika, a ne samo VEGF.

Brojna istrazivanja pokazuju da je aktivnost NF-kB puta vazna za preZzivljenje tumorskih
stanica kod razli¢itih limfoproliferativnih bolesti. Prema literatunim podacima ova aktivnost jace
je izrazena kod ABC podtipa DLBCL. U nasoj studiji nismo uspjeli pokazati razliku ishoda
izmedu NF-kB + i NF-xB - ABC DLBCL. | tu se namece pitanje nacina odredivanja aktivnosti
NF-«kB puta. Cini se da imunohistokemijska analiza nije najbolja metoda te da se pouzdaniji
rezultati dobivaju odredivanjem izrazaja gena pomoc¢u mikrocipa. S klinicke strane su podaci iz
literature ponovno dvojbeni. Smatralo se da je lenalidomid uc¢inkovit u lijeCenju DLBCL,
pogotovo ABC tipa i da je njegov ucinak barem dijelom posljedica inhibicije angiogeneze preko
ihibicije NF-«B puta (162). S druge strane, nedavno objavljeno veliko klini¢ka ispitivanje nije
potvrdilo u¢inkovitost ovog lijeka u prvoj liniji lijeCenja ABC podtipa DLBCL odredenog GEP
tehnikom (30).

Rezultati ovog istrazivanja ukazuju da je od imunohistokemijski odredenih biljega, jedini
pouzdani prognosticki faktor BCL2. Ostaje nejasno bi li za druge odredivane parametre rezultati

bili drugadiji da smo koristili metode usmjerene na detekciju RNA, DNA ili GEP.
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ZAKLJUCAK

U nasSoj studiji pokazali smo da 56% bolesnika s DLBCL izrazava galektin-3 sto je u
skladu s literaturnim podacima. lzrazaj galektina-3 nije se pokazao statisti¢ki znac¢ajnim
prognosti¢kim ¢imbenikom za ishod lijeCenja nasih bolesnika, iako u multivarijatnoj
analizi postoji trend losijeg ishoda galektin-3 + bolesnika, p=0,06.

Izrazaj galektina-3 povezan je s visim IPI. Znacajno vise bolesnika ima IPI >3 u grupi
galektin-3 +, ali to nije bilo povezano s losijim odgovorom na terapiju.

Izrazaj galektina-3 nije bio povezan s izrazajem BCL2, no bolesnici koji su istovremeno i

galektin-3 i BCL2 pozitivni imaju znacajno losiji ishod od bolesnika koji su galektin-3 - i
BCL2 -. Ishod potonje skupine bolesnika izgleda je losiji i od onih koji su galektin-3 - i
BCL2 +, iako razlika nije statisticki znacajna.

Izrazaj galektina-3 nije bio povezan s izrazajem VEGF.

Izrazaj galektina-3 bio je povezan s izrazajem NF-«B. Bilo je znacajno vise NF-«kB +
bolesnika u skupini koja je izrazavala galektin-3. Nije bilo razlike u ishodu galektin-3 +
bolesnika ovisno o izrazaju NF-«B.

Izrazaj galektina-3 povezan je sa stani¢nim podrijetlom tumora. Znacajno vise galektin-3
pozitivnih tumora je ABC fenotipa. Nije bilo razlike u dozivljenju ovisno o izrazaju
galektina-3 u bolesnika GCB, kao ni u onih ABC fenotipa.

Izrazaj VEGF nije povezan sa znacajkama bolesnika. Izrazaj VEGF je povezan sa
stani¢nim porijeklom tumora. Bilo je znacajno vise VEGF + tumora ABC fenotipa. Nije
bilo razlike u EFS i OS bolesnika s ABC fenotipom ovisno o izrazaju VEGF, dok je ishod
GCB DLBCL bio znac¢ajno losiji kod VEGF + bolesnika.

Cini se da odredivanje izrazaja galektina-3, kao ni odredivanje izrazaja VEGF
imunohistokemijskim bojanjem nije klini¢ki znacajno. Na osnovu izrazaja galektina-3 i
VEGF ne moze se predvidjeti ishod lijeCenja odnosno prognozu bolesnika. Obzirom na
razvoj novih metoda lijeCenja koje su usmjerene na razlicite apoptoticke i angiogene
mehanizme preZivljenja tumora, za pretpostaviti je da ¢e se razvijati senzitivnije metode
za detekciju ovih proteina i njihovih receptora, odnosno puteva kojima utje¢u na

preZivljenje tumorskih stanica.
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8. SAZETAK

Uvod i svrha rada: Galektin-3 je jedini galektin kimeri¢ne strukture. Ukljucen je u vazne

stani¢ne procese: regulaciju proliferacije stanica, apoptozu i angiogenezu.Vise od 50% DLBCL-a
izrazava galektin-3. Preliminarni rezultati pokazuju da galektin-3 + DLBCL ima losiju prognozu.
Svrha je ovog rada usporediti bioloske i klini¢ke karakteristike galektin3+ i galektin-3- DLBCL-a

i ishode lijeGenja.

Materijali i metode: U novodijagnosticiranih bolesnika s DLBCL-om, lijecenih R-CHOP-om ili
slicnim protokolom analizirali smo klini¢ke karakteristike (dob, spol, IPI, odgovor na lije¢enje,
EFS i OS). Imunohistokemijski smo odredili izrazaj galektina-3, BCL2, VEGF i NF-«B |

stani¢no podrijetlo tumora.

Rezultati: Ukljuceno je ukupnol23 bolesnika uz medijan pracenja 68 mjeseci. Galektin-3 bio je
pozitivan kod 69 (56,1%). Bolesnici koji su imali visi IPI (p=0,002), ABC fenotip (p=0,029) i
pojacani izrazaj NF-kB (p=0,016) ¢esce su izrazavali galektin-3. Izrazaj galektina 3 nije znacajno
utjecao na OS i EFS. BCL2 + bolesnici imali su zna¢ajno losiji ishod ukoliko su istovremeno bili
galektin3+ (dvogodisnji EFS 44% vs 73% (p=0,002) i OS 50% vs 74% (p=0,006). Znacajno vise
VEGF + tumora imalo je ABC fenotip. Znacajno losiji ishod imali su VEGF+ DLBCL GCB ali
ne i ABC imunofenotipa (p=0,001).U multivarijatnoj analizi BCL2 je bio jedini znacajni faktor

za EFS i OS, dok izrazaj galektina-3 pokazuje trend za losiji ishod (p=0,068 za EFS i p=0,093 za
0S).

Zakljuéak: Nasi rezultati u skladu su s eksperimentalnim podacima koji pokazuju da NF-xB
stimulira izrazaj galektina-3 i da galektin-3 dodatno potencira antiapoptoticki u¢inak BCL2.
Galektin-3 je ¢esce izrazen kod uznapredovalog stadija DLBCL-a i kod ABC fenotipa, $to je u
skladu s njegovim potencijalnim proliferativnim i antiapoptotickim u¢inkom i njegovim

izrazajem na memorijskim stanicama.
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9. SUMMARY

Expresion and clinical importance of galektin-3, VEGF and NF-kB in diffuse large B-cell

lymphoma, Sandra Basi¢-Kinda, 2023

Introduction and aim: Galektin-3 is the only chimeric galectins. It is involved in crucial cellular
processes including cell proliferation, apoptosis and angiogenesis. More than 50% of DLBCL
express galectin-3. Preliminary results showed that galectin 3+ DLBCL have inferior prognosis.
The purpose of this study is to compare biological and clinical characteristics of galectin-3+ and
galectin-3- DLBCL and outcomes of treatment.

Material and methods: In newly diagnosed DLBCL patients treated with R-CHOP like
regimens we analyzed clinical characteristics (age, sex, IPI, response to treatment, EFS and OS).
Expression of gal-3, BCL2, VEGF and NF-«B and cell of origin were determined by

immunochemistry.

Results: 123 patients were included with a median follow up 68 months. Galectin-3 was positive
in 69 (56,1%). Patient with high IP1 (p=0,002), ABC phenotype (p=0,029) and NF-«xB +
(p=0,016) expressed galektin-3 more frequently. Expression of galektin-3 did not affect OS and
EFS. BCL2 + patients fared significantly worse if they coexpressed galektin-3 (2-y EFS 44% vs
73% (p=0,002) and OS 50% vs 74% (p=0,006)). Significantly higher number of VEGF + tumors
were of ABC origin. Outcomes of VEGF + GCB, but not ABC DLBCLs were significantly
inferior (p=0,001). In multivariant analysis BCL2 was only significant factor for EFS and OS,
while galectin-3 showed trend for worse outcomes (p=0,068 for EFS and p=0,093 for OS).

Conclusion: Our results are consistent with experimental data showing that NF-KB stimulates
galectin-3 expression and that galectin-3 potentiates antiapoptotic effect of BCL2. Galectin-3 is
more commonly expressed in advanced stage DBCL and also in ABC phenotype, which is in
accordance with his potential proliferative and antiapoptotic effect and its expression on memory

cells.
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