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POPIS OZNAKA I KRATICA

HL — Hodgkinov limfom

KHL — klasi¢ni Hodgkinov limfom

NLPHL — nodularna limfocitna predominacija Hodgkinova limfoma

NS — nodularna skleroza

MC — mijesana celularnost

LR — limfocitima bogat podtip (eng.lymphocyte- rich)

LD — limfocitna deplecija

LH stanica — limfocit histiocit stanica

HRS — Hodgkin/Reed-Sternbergova stanica

HLA — ljudski antigen leukocita (eng. human leucocyte antigen)

CD — eng. Cluster of Differentiation

Bcl-6 — protein 6 B stani¢nog limfoma (eng. B cell lymphoma protein 6)
EMA — epitelni membranski antigen (eng. epithelial membrane antigen)
ECOG = engl. Eastern Cooperative Oncology Group

Oct-2 — eng. Octamer transcription factor 2

BOBI1 —eng. B-lymphocyte-specific co-activator 1

HIV — virus humane imunodeficijencije (eng. human immunodeficiency virus)
EBYV — Epstein-Barr virus

PAXS —eng. Paired box protein 5

NFkB — jezgrin faktor kapa B (eng. nuclear factor kappa B)

AP1 — aktiviraju¢i protein 1 (eng. activator protein 1)

Notch 1 - eng. Notch homolog 1, translocation-associated

STATSA, STATSB - eng. Signal Transducer and Activator of Transcription 5A and 5B



c-FLIP eng. cellular FLICE-inhibitory protein

XIAP — X vezani inhibitor apoptoze (eng. X-linked inhibitor of apoptosis)

OREF - otvorei okviri ¢itanja (eng. open reading frames)

IM — infektivna mononukleoza

EBNA - Epstein-Barr virus jezgrin antigen (eng. Epstein-Barr Nuclear Antigen)
LMP — latentni membranski protein (eng. Latent Membrane Protein)

EBER —eng. Epstein—Barr virus-encoded small RNA

CT — kompjuterizirana tomografija (eng. computerized tomography)

PET/CT — pozitronska emisijska tomografija/ kompjuterizirana tomografija (eng. positron

emission tomography/ computerized tomography)
ABVD - doxorubicin, bleomycin, vinblastin i dacarbazine

BEACOQOP - bleomycin, etoposide, doxorubicin, cyclphosphamide, vincristine, prednisone

procarbasine

Treg — regulacijski T limfociti (eng. regulatory T cells)

tTreg — timusne Treg (eng. thymus derived Treg)

pTreg — periferne Treg (eng. peripheraly derived Treg)

Tef — efektorski T limfociti

MHC - glavni kompleks tkivne kompatibilnosti (eng. major histocompatibility complex)
IL2 — interleukin 2

IL10 — interleukin 10

IL35 — interleukin 35

TGFp — transformirajuci ¢imbenik rasta beta (eng. transforming growth factor beta)
CD2S5 - o lanac receptora za interleukin 2 (eng. interleukin 2 o. receptor chain)
FOXP3 - eng. forkhead box P3

IPEX - Imuni poremecaji, Poliendikrinopatija, Enteropatija, X -vezani sindrom



CNS — konzervirane nekodiraju¢e DNA sekvence (eng.conserved non-coding sequences)

LAP/GARP - eng. latency-associated peptide/ leucine-rich repeat molecule of unknown

function)

GITR - receptor za glukokortikoidima inducirani ¢imbenik tumorske nekroze (eng.

glucocorticoid induced tumor necrosis factor receptor-related protein)

CTLA-4 - antigen-4 udruZen s citotoksi¢nim limfocitima (eng. cytotoxic T cell associated

antigen-4)

PD-L1 —eng. Programed Death Ligand 1

PD-1 —eng. Programed cell Death protein 1

VEGFR - eng. vascular endothelial growth factor

CCR —receptor za kemokine (eng. chemokine receptor)

TARC/CCLI17 - eng. thymus and activation-regulated chemokine/chemokine ligand 17
MDC/CCL22 - macrophage-derived chemokine/chemokine ligand 22

Galectin-1 - eng. glycan-binding protein 1

MIP3a - macrophage-inflamatory protein 3o



1. UVOD
1.1. Epidemiologija Hodgkinovog limfoma

Hodgkinov limfom (HL) je tumor B limfocita podrijetla germinativnog centra,
karakteriziran malim brojem zlo¢udnih stanica Hodgkin i Reed Sternberg (HRS) koje imaju
defektan B- stani¢ni program, a okruzuje ih obilni reaktivni mikrookoli§. Odavno su poznati
kriteriji za identificiranje HRS stanica i podtipova klasicnog HL (kHL) koji imaju razli¢itu
klini¢ku prezentaciju i prognozu (1). Nove znanstvene spoznaje ukazuju na klju¢nu ulogu

tumorskog mikrookoliSa u moduliranju bolesti (2-4).

Na HL otpada 30% svih limfoma i 15% svih zlo¢udnih tumora u mladih odraslih ljudi (1,
5). U razvijenim europskim zemljama i Sjevernoj Americi je incidencija HL-a 2,6/100.000 1
veéa nego u zemljama u razvoju, a smrtnost manja, vjerojatno zbog ranije dijagnostike i
dostupne terapije (6). Prema GLOBOCAN projekcijama, predvida se da ¢e zbog
demografskih promjena broj slucajeva HL porasti 30% do 2040. godine u odnosu na 2020.
godinu (7). Najvece stope incidencije zabiljezene su u juznoj Europi. Medu mediteranskim
zemljama, Hrvatska je na tre¢em myjestu po incidencijii 15. mjestu po smrtnosti (5). U
odnosu na ranije godine, u Hrvatskoj incidencija HL-a u blagom porastu; podatci Hrvatskog
nacionalnog registra za rak za 2020. godinu biljeze 108 novooboljelih, 71 muskarca i 37 Zena,
s incidencijom 2,7/100 000, $to je viSe nego nego 2015., kad je bila 1,9/100 000, ili 2011. kad
je stopa incidencije bila 2,2/100 000 1 93 novooboljelih (8). U razvijenim zemljama pojavnost
HL pokazuje bimodalnu dobnu raspodjelu s prvim vr$kom u kasnim 20-im godinama i
drugim vrskom nakon 50-e godine, u Japanu nema prvog vrska, a u zemljama u razvoju veca
je incidencija HL u djecjoj dobi. Pojavnost je svugdje obrnuto proporcionalna
socioekonomskom statusu (6,9,10). Bolest je refrakterna u 5-10 % oboljelih, a recidivira u 10-

30 % oboljelih (11,12).
1.2. Klasifikacija Hodgkinovog limfoma

S obzirom na morfologiju, imunofenotip zlo¢udnih stanica, sastav mikrookolisa, klinicku
sliku i1 prognozu, HL se dijeli na nodularnu limfocitnu predominaciju (NLPHL) i klasi¢ni

Hodgkinov limfom (kHL) koji ¢ini 95 % HL (1,13).

NLPHL je klasificirana kao B-stani¢ni limfom tipa nodularne limfocitne predominacije jer
su pojedinacne zlo¢udne tzv. limfocit/histiocit (LH) stanice koje nalikuju HRS stanicama,

zadrZale izrazaj CD20, a okruzene su nodularnom proliferacijom malih reaktivnih limfocita.



LH stanice izrazavaju i druge B- stani¢ne biljege, primjerice CD79a, CD75, bcl-6, EMA,
OCT-21BOB 1 (Slika 1). Bolest je ¢es¢a u muskaraca, javlja se obi¢no kao lokalizirana

limfadenopatija i ima dobru prognozu uz relapse.

Slika 1. Nodularna limfocitna predominacija Hodgkinovog limfoma. a) Pojedinacne zlocudne
LH stanice okruzene su brojim ne-neoplasticnim limfocitima i makrofagima, a
imunohistokemijski izrazavaju EMA (b), OCT2-2 (c¢) i CD20 (d). (HE, 200x; IHK/HRP 200x i
400x) (izvor: Klinicki zavod za patologiju, sudsku medicinu i citologiju, Odjel za patologiju,
KBC Split)

S druge strane, kHL ima cetiri podtipa koji su razliciti po klinickoj i histoloskoj slici,
stupnju fibroze i udruzenosti s infekcijom Epstein-Barr virusom (EBV). Podtipovi su
nodularna skleroza (NS), mijeSana celularnost (MC), limfocitima-bogat podtip (LR) i
limfocitna deplecija (LD) (Slika 2). Na NS otpada 70% kHL, u razvijenim zemljama je
najcesc¢i podtip i to do 35-e godine Zivota, obi¢no se otkrije u lokaliziranom stadiju i
prognosticki je povoljniji od ostalih podtipova. Podtip MC ¢ini 20-25% kHL, ¢es¢i je u
zemljama u razvoju i u HIV-pozitivnih bolesnika i udruzen s EBV-om. LR je rijedak (5 %),

prezentira se u lokaliziranom stadiju i prognosticki je povoljan, dok je podtip LD vrlo rijedak
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(<1%), prezentira se u uznapredovalom stadiju, u starijih ljudi i prognosticki je nepovoljan

(1).

Slika 2. Histoloski podtipovi klasicnog Hodgkinovog limfoma: (a,b) nodularna skleroza, (c,d)
mijesana celularnost, (e, f) limfocitima-bogati tip i (g, h) limfocitna deplecija (HE,
100x/200x) (izvor: Klinicki zavod za patologiju, sudsku medicinu i citologiju, Odjel za

patologiju, KBC Split)



1.3. Morfologija i imunofenotip Hodgkinovog limfoma

Zloc¢udne stanice u kHL-u su mononuklearna Hodgkinova stanica i bi/multinuklearna Reed-
Sternbergova stanica i njene varijante, zajedno nazvane HRS stanice (slika 3). Multinuklearne
stanice nastaju dijeljenjem pa re-fuzijom mononuklearnih progenitora, odnosno nepotpunom
citokinezom (13). HRS stanice ¢ine svega 1-10% tumora, dok ostatak ¢ine upalne stanice
tumorskog mikrookolisa (13,14). Iako je HRS stanica podrijetla zrelih B limfocita
germinativnog centra, zbog aberantne aktivacije signalnih puteva 1 izrazaja proteina, gotovo je
posve izgubila B stani¢ni fenotip 1 pokazuje neobi¢nu kombinaciju fenotipskih biljega poput
CD30 (T limfocitni i makrofagni biljeg), CD15 (mijelomonocitni biljeg), PAXS (B stani¢ni
biljeg), IRF4/MUMI1 (plazma stani¢ni biljeg), TARC i fascin (dendriticki biljezi), MHC II
molekule, CD80, CD40, Notch 1 (T stani¢ni biljeg), PD-L1 i brojnih drugih biljega (1,13-19).

U 5% slucajeva HRS stanice izraZzavaju i neke biljege T limfocita, a u 1% moze se dokazati T

stani¢ni genotip (20-22).

Slika 3. Imunobiljezi zlocudnih stanica u klasicnom Hodgkinovom limfomu. (HRP x400) (a)
CD30i (b) CDI15 (izvor: Klinicki zavod za patologiju, sudsku medicinu i citologiju, Odjel za
patologiju, KBC Split)

U mikrookolisu HL-a nalazi se dinami¢na populacija stanica i njihovih citokina koja ima
interaktivni utjecaj na ,,ponasanje* tumora (23). Tumorski mikrookoli$ sacinjavaju
fibroblasti, B limfociti, pomo¢nicki i citotoksi¢ni T limfociti, makrofagi, plazma stanice,
eozinofili i neutrofili. Neke od tih stanice karakteristi¢no pridonose slici odredenog podtipa,
poput brojnih eozinofila u MC ili fibroblasta u NS koji uzrokuju vezivno pregradivanje

tumora (2, 13, 24, 25) (slika 4).



Slika 4. Mikrookolis klasicnog Hodgkinovog limfoma: (a) mijesani stanicni infiltrat sadrzava
b) malo CD20+ B stanica c) brojne CD3+ T stanice od kojih su d) vec¢ina pomocnicki CD4+
limfociti, i e) dosta CD68+ makrofaga; (f) proliferacijski biljeg Ki-67 izrazen je u HRS
stanicama i stanicama tumorskog mikrookolisa (HE 1000x; HRP 400x). (izvor: Klinicki zavod

za patologiju, sudsku medicinu i citologiju, Odjel za patologiju, KBC Split)

HRS stanice lu¢e kemokine, citokine i ¢imbenike rasta kojima privlace T stanice i
regulatorne stanice, mijeloidne i stromalne stanice (2,15, 22, 23). Pomo¢nicki T limfociti oko
HRS stanica stvaraju rozete (26). U manjem broju su prisutni citotoksi¢ni T limfociti, B

limfociti, NK stanice i makrofagi (2, 27). U mikrookoli§u HL su brojni regulacijski T



limfociti koji moduliraju imuni odgovor u tumoru. Stani¢no i citokinsko okruZenje doprinosi
proliferaciji HRS-a i inhibira u¢inkovitost domac¢inovog specifi¢cnog imunog odgovora na

tumor (2, 23, 28). Interakcija HRS i stanica tumorskog mikrookoli$a prikazana je na slici 5.

Eozinofilni granulocit Mastocit

Fibroblast

5

CD40
CDg0

Galectin 1
TAC
CCL5
CCL22

CD4 regulacijski T limfocit
(Treg)

- i - ".
CD8 limfocit

Neutrofilni granulocit

Slika 5. Interakcije izmedu HRS i reaktivnog mikrookolisa. Izrazajem brojnih molekula i
citokina HRS reguliraju sastav i aktivaciju razlicitih stanica u tumorskom mikrookolisu.

Izvor: uradak autora



1.4. Etiopatogeneza Hodgkinovog limfoma

Etiopatogeneza kHL je multifaktorijalna. Kombinacija genetskih ¢imbenika,
socioekonomskog statusa i vanjskih ¢imbenika, ponajprije virusnih infekcija povezana je s
povecanom incidencijom HL (12). Procjenjuje se da se oko 4.5% slucajeva kHL javlja
obiteljski (29). Kumulativni rizik za KHL kod prvih srodnika oboljelih je tri do devet puta veci
nego u normalnoj populaciji, a u blizanca istog spola viSestruko ve¢i, prema nekim autorima
cak do 100 puta (5,9,10,12,30-32). Infekcija Epstein-Barr virusom (EBV) ima posebno
mjesto u etiopatogenezi kHL budu¢i da se EBV moze naci u 45% slucajeva u odraslih, a u
djece u zemljama s niskim socioekonomskim statusom u 90-100% sluc¢ajeva (13,33-35). U
mladih ljudi s EBV-pozitivnim kHL-om latentna virusna infekcija povezana sa zlo¢udnom
pretvorbom B stanica 1 nastankom limfoma trajala je pet do dvadeset godina nakon akutne
infekcije (9,36). U zemljama s niskim socioekonomskim statusom EBV-pozitivni kHL se
javlja u djetinjstvu, a u razvijenim zemljama pokazuje bimodalnu dobnu distribuciju s
pojavom u adolescenciji i kod starijih ljudi zbog poremecaja imunosti u starosti (9,33,37).
EBV-pozitivni kHL je povezan s alelom HLA-A*01 koji ne moZe prezentirati virusne
antigene i izazvati imuni odgovor (32). EBV-negativni HL je ¢es¢i u srednjoj dobi 1 obi¢no

NS podtipa (1).

Patogeneza kHL-a obuhvaca genomsku alteraciju HRS stanice, njenu interakciju s tumorskim
mikrookoliSem i latentno djelovanje EBV-a (1). Genomske alteracije uklju¢uju kromosomske
abnormalnosti te abnormalno aktivirane transkripcijske ¢imbenike i signalne puteve. Medu
kromosomskim abnormalnostima prisutne su aneuploidija, hipertetraploidija, delecije,
disfunkcija telomera i povecani broj kopija gena, posebno gena lociranih na kromosomu
9p24.1 koji kodiraju PDL-1 i PDL-2 (eng. programed death receptor ligand 1i2) (11, 12,
38). Inaktiviraju¢e mutacije zahvacaju gene ukljucene u komplekse MHC 11 MHC 11 (1).
Prezivljenje 1 proliferaciju HRS stanica sinergisticki osiguravaju abnormalno aktivirani
transkripcijski ¢imbenici, signalni putevi i antiapoptotski mehanizmi, od kojih su
transkripcijski ¢imbenik NFkB (eng. nuclear factor kappa B), signalni put JAK/STAT, geni
TP53, ATM (eng. ataxia-telangiectasia mutated) i ATR (eng. Rad3-related kinase) te
transkripcijski ¢imbenik FOXP3 najbolje istraZeni (11). U fizioloskim uvjetima transkripcijski
¢imbenik NFkB regulira stani¢nu proliferaciju i apoptozu, a kontrolira ga inhibitor IkBa (eng.
inhibitor of kappa B). Somatski mutirane HRS stanice izrazavaju NFkB. Trajno aktivirani

signalni put JAK/STAT povezan je s izbjegavanjem imunog odgovora. Transkripcijski



¢imbenici STATS5A i STATSB (eng. Signal Transducer and Activator of Transcription 5A i
5B) odgovorni su za tipi¢ni fenotip HRS stanica - izrazaj aktivacijskog biljega CD30 i gubitak
B stani¢nog fenotipa. Drugi signalni putovi vazni u patogenezi kHL-a su AP-1(eng. activator
protein 1), NOTCH-1 (eng. Notch homolog 1, translocation-associated) 1 PI3K/AKT(eng.
phosphoinositide 3-kinase/ serine/threonine kinase). AP1 je transkripcijski ¢imbenik koji
regulira stani¢nu proliferaciju, diferencijaciju i apoptozu. U HRS stanici je AP1 trajno aktivan
zbog aktiviranog NFkB i signaliziranja preko CD30. NOTCH- 1 je T stanicni transkripcijski
¢imbenik i negativni regulator razvoja B stanica, a stimulira ga ligand Jagged1 iz stani¢nog
mikrookoli$a. Signalni putovi PI3K/AKT su ukljuceni u proliferaciju 1 inhibiciju apoptoze. U
HRS stanici moze biti mutiran Fas (CD95), ¢lan obitelji TNF receptora koji inducira

apopotozu (13,14,19).
1.5. Epstein-Barr virus

Epstein-Barr virus (Humani Herpes virus 4, HHV4) je limfotropni virus, ¢lan obitelji gama
Herpesvirusa, koljena Limfokriptovirusa, kojim je ubikvitarno zarazena humana populacija
(39). Genom EBV-a je dvolancana linearna DNA duljine 172 kb omotana nukleokapsidom
oko koje je tegumen i ovojnica s lipidima i glikoproteinima, vaznima za interakciju sa

stanicama domacina (40) (Slika 6).

Protein omotaca

Omotac

Virusni genom
Virusni tegumen

Nukleokapsida

Slika 6. Struktura EBV viriona. Izvor: uradak autora



Virusni genom sadrzi preko 100 otvorenih okvira za Citanje (eng. open reading frames, ORF)

s kojih zapoc€inje prepisivanje njegovih liti¢kih i/ili latentnih gena (39) (Slika 7).

LMP2B EBERI

Cp ili Wp
Dvostruka DNA

EBNA-LP
EBNA2
EBNA3A
EBNA3B
EBNA3C
EBNAL

Slika 7. EBV genom: lokacija i transkripcija EBV latentnih gena. Sest nuklearnih antigena
(EBNA 1,2,3A,3B,3C i EBNA-LP) prepisuju se od Cp ili Wp promotora, dok se latentni
membranski proteini (LMPI1, LMP2A i LMP2B) prepisuju sa svake strane terminalne
ponavljajuce regije, TPR (narancasto) koja nastaje formiranjem cirkularne dvostruke DNA.
OriP (plavo) oznacava mjesto plazmidne replikacije. Transkripcija EBER 1i 2 je

karakteristika latentne EBV infekcije. Izvor: uradak autora

EBYV se prenosi slinom, a primoinfekcija obi¢no nastupi u prve dvije godine Zivota i
serokonverzija prode bez simptoma (41). Primoinfekcija u adolescenciji i odrasloj dobi u
polovine zarazenih dovodi do akutne samoograni¢ene bolesti, infektivne mononukleoze (IM)
(37,40, 41). EBV inficira B limfocite pomoc¢u svog glikoproteina gp350 koji reagira s CD21
na B limfocitima, pokrovnom epitelu orofarinksa i rijede na T limfocitima i NK stanicama
(20, 34, 42, 43). U zarazenim stanicama EBV uspostavlja liticku i latentnu infekciju. Primarna
orofaringealna infekcija rezultira produktivnom infekcijom u kojoj se u slinu otpustaju

infektivni virusi u visokom titru (43). U imunom odgovoru specifi¢nih citotoksi¢nih T



limfocita, zarazeni B limfociti budu brzo uklonjeni. Tijekom liticke infekcije, EBV takoder
inficira naivne B limfocite u tonzilarnom tkivu orofarinksa i u njima uspostavlja latentnu
infekciju. Virusna DNA se zaokruzi u episom u kojem se prepisuje ograniceni set latentnih
proteina: Sest jezgrinih antigena (EBNA -eng. Epstein Barr Nuclear Antigen), tri membranska
antigena (LMP — eng. Latent Membrane Protein) i dvije male nekodiraju¢e RNA (EBER —
eng. Epstein—Barr virus-encoded small RNA). Na taj nacin Epstein-Barr virus ostaje trajno
prisutan u zarazenoj naivnoj B stanici, a imuni sustav ga ne moze prepoznati. U odredenim
slu¢ajevima virusni latentni proteini doprinose zlocudnoj transformaciji stanica (31). EBNA1
se nalazi u svim zarazenim stanicama, povezuje virusnu sa staniénom DNA i odgovorna je za
odrzavanje, replikaciju i prijenos EBV u stanice kéeri. U interakciji s virusnim promotorima
utjece na transkripciju virusnih jezgrinih i membranskih latentnih proteina. EBNA1 ima
brojne Gly-Ala ponavljajuce sekvence zbog kojih se ne moze razgraditi i prezentirati
citotoksi¢nim limfocitima u sklopu kompleksa MHC I pa je imunoloski sustav za nju ,,slijep*
.EBNAZ2 i EBNA LP (eng. Epstein-Barr virus nuclear antigen leader protein) imaju
transformacijska svojstva jer aktiviraju virusne i stani¢ne promotore. EBNA LP kao
koaktivator pojacava transaktivirajuca svojstva EBNA2. Transkripcijski regulatori EBNA 3A,
EBNA3B i EBNA3C mogu transformirati B stanice.

Od svih proteina EBV-a najizrazeniji je LMP-1, transmembranski protein odgovoran za EBV-
om posredovanu zlo¢udnu transformaciju B limfocita. LMP-1 inhibira apoptozu jer potice
izrazaj BCL2 i A20 i trajno aktivira NFkB, ¢ime osigurava preZivljenje i proliferaciju
zarazenih stanica. LMP -1 povecava izrazaj PD-L1 i PD-L2 preko signalnih putova AP-1 i
JAK-STAT, neovisno o amplifikaciji gena na kromosomskoj regiji 9p24.1. LMP-2 djeluje
poput laznog, trajno aktiviranog B- stani¢nog receptora koji zarazenoj B stanici Salje

stimulacijske signale.

EBER1 i EBER?2 su izraZeni u svim tipovima latencije. Ne sudjeluju u transformaciji B
limfocita, ali mogu stimulirati lu¢enje interleukina 10 (IL-10) i suprimirati odgovor
citotoksi¢nih T limfocita. EBERS su brojne u jezgri zaraZenih stanica pa se koriste kao cilj u
in situ hibrizaciji za dokaz EBV-a (9, 19, 20, 34, 39). Latentni proteini izrazeni su u

razli¢itim kombinacijama u tri tipa EBV latencije i prikazani su u Tablici 1 (20,37).
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Tablica 1. Tipovi Epstein-Barr virusne latentne infekcije

Tip latencije IzrazZaj latentnih EBV gena

EBERs EBNAI1 LMP-1 LMP-2A EBNA2 EBNA3iEBNALP

I + + - - - -
II + + + + - -
I + + + + + +

Preuzeto i modificirano iz: Kuppers, R. B cells under influence: transformation of B cells by

Epstein-Barr virus. Nat Rev Immunol 2003: 801-812.(32)

Tip III EBV latencije (,,program rasta“) oznacava izrazaj svih latentnih gena i prisutan je u
novoinficiranim naivnim B limfocitima u orofarinksu, a manjim dijelom u memorijskim
limfocitima. Naivni B limfociti inficirani EBV-om ulaze u germinativni centar, proliferiraju 1
povecavaju rezervoar inficiranih limfocita. U germinativnom centru B limfociti izrazavaju tip
I EBV latencije, a izlaskom iz germinativnog centra i diferenciranjem u memorijske B

limfocite, izrazavaju tip I EBV latencije i postaju rezervoar EBV-a (20, 37).

U imunokompetentnih zdravih seropozitivnih osoba nalazi se u perifernoj krvi malo EBV-om
zarazenih B limfocita, 1-50 na 10° B limfocita (44). Povremena reaktivacija latentno
inficiranih memorijskih B limfocita 1 transformacija u plazma stanice dovodi do prelaska iz
tipa I EBV latencije u liticku fazu. Posljedica je otpusStanje virusa u slinu kod asimptomatskih
osoba i obnavljanje rezervoara virusa (34). Interakcija virusa i domacina u primoinfekciji i

latentnoj infekciji s reaktivacijom prikazana je na Slici 8.
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Slika 8. Prikaz interakcije EBV-a (oznacen crveno), epitelnih stanica i B limfocita tijekom

primarne (a) i latentne infekcije (b). Izvor: uradak autora

U vecini slucajeva infekcija EBV-om izaziva dozivotnu asimptomatsku infekciju. U

odredenim uvjetima EBV moze doprinijeti nastanku zlo¢udnih tumora (34).



1.6. Epstein-Barr virus u Hodgkinovom limfomu i drugim zlo¢udnim tumorima
1.6.1 Hodgkinov limfom

U EBV-pozitivnom kHL su u HRS stanicama izrazeni EBERs, EBNA1, LMP-1 i LMP-2A
(tip I EBV latencije) (slika 9). Latentni membranski proteini djeluju kao onkoproteini jer
nadomjestaju glavne signale za prezivljenje B stanica germinativnog centra tako Sto LMP-1
imitira aktivni CD40, a LMP-2 signal B- stani¢nog receptora (39). EBV je utvrden u
razli¢itom postotku KHL-a, povezano sa socio-ekonomskim statusom, podtipom i
imunokompetencijom. U razvijenim zemljama se EBV nalazi u 30-40% slucajeva, a u Indiji,

Latinskoj Americi i Africi u preko 90% slu¢ajeva. U HIV-pozitivnih bolesnika s kKHL-om,

EBYV je gotovo uvijek pozitivan (10,13).

Slika 9. Epstein-Barr virus u HRS stanicama klasicnog Hodgkinovog limfoma (a) LMP EBV
(DABx400), (b) EBERs (ISH, 400x) (izvor: Klinicki zavod za patologiju, sudsku medicinu i
citologiju, Odjel za patologiju, KBC Split)

EBV-pozitivni KHL je ¢esé¢i u djece mlade od 10 godina, starijih od 45 godina i u podtipu MC
Osobe s preboljelom IM imaju 3-4 puta veci rizik nastanka HL, a medijan je Cetiri godine

nakon IM (5,9).

1.6.2 S EBV-om povezani ne-Hodgkinovi limfomi i limfoproliferativni poremecaji

Burkittov limfom (BL) je zreli agresivni B- stani¢ni limfom koji se obi¢no javlja
ekstranodalno. Srednje velike monomorfne limfoidne stanice sa sitnim jezgricama i

bazofilnom citoplazmom imaju fenotip B stanica germinativnog centra (pozitivne na CD20,
13



CD10 i negativne na BCL-2). Translokacija IG::MYC zbog t(8:14) jukstaponira MYC u IGH
lokus i dovodi do konstitucionalnog izrazaja MYC i posljedi¢no velikog proliferacijskog
indeksa. Danas se BL dijeli na EBV-povezani i EBV-nepovezani podtip. Tri tradicionalna
podtipa su endemski u subsaharskoj Africi i Papua Novoj Gvineji u kojem je EBV prisutan u
>90 % slucajeva, sporadi¢ni u kojem je u EBV prisutan u 30-50% slucajevais
imunodeficijencijom-povezani podtip u kojem je EBV prisutan u 25-40 % slucajeva (1). U
BL je izrazena samo EBNALI (tip I EBV latencije) koja sprjeCava apoptozu zarazenih stanica

i ima ranu ulogu u limfomagenezi (39).

EBV-pozitivni difuzni velikostani¢ni limfom B-stanica je opisan u bolesnika bez
prethodnog limfoma ili podlezece imunodeficijencije. U bolesnika do 45 godina Zivota
uglavnom zahvaca limfne ¢vorove, dok je kod starijih ¢eS¢a ekstranodalna lokalizacija.
Ucestaliji je u slabije razvijenim zemljama nego na Zapadu. Prognosticki nepovoljni
pokazatelji su tip III EBV latencije i hemofagocitna limfohistiocitoza u trenutku dijagnoze ili

tijekom terapije (37, 39).

Limfomatoidna granulomatoza je angiocentri¢ni, angiodestruktivni B-stani¢ni
limfoproliferativni poremecaj koji zahvaca plu¢a, mozak, kozu ili druga ekstranodalna mjesta
1 povezan je s tipom III EBV latencije. Bolesnici nemaju povijest limfoma ni
imunodeficijencije. Histoloski, tumor je graden od razbacanih EBV-pozitivnih polimorfnih B
stanica pomijeSanih s brojnim reaktivnim T stanicama, a karakteristi¢ne su
angiocentricne/angiodestruktivne lezije s koagulacijskom geografskom nekrozom (slika 10b)

(45).

Difuzni limfom velikih B stanica povezan s kroni¢énom upalom je EBV-pozitivni
tumor koji nastaje tijekom dugotrajne kroni¢ne upale u ograni¢enoj prirodnoj ili stecenoj
tjelesnoj Supljini (piotoraks, kronicni osteomijelitis). Kroni¢na upala stvaranjem IL-10
inducira lokalnu imunodeficijenciju koja pogoduje preZivljenju EBV-transformiranih B-
stanica s tipom III EBV latencije. U 70% slucajeva nalazi se mutacija TP53. Brojni
regulacijski limfociti pridonose ,,bijegu‘ limfomskih stanica od imunosnog prepoznavanja (1,

39).

EBV-pozitivni mukokutani ulkus je dobro ograniceni bolni vrijed koZe ili sluznice koji
se javlja nakon lokalne traume, obi¢no u starijih bolesnika. Histoloski je graden od EBV-

pozitivnih atipi¢nih velikih B-stanica i/ili stanica nalik HRS stanicama u okruzenju histiocita,
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eozinofila i plazma stanica. Obic¢no je udruZen sa nekim oblikom primarne ili sekundarne

imunodeficijencije. Regredira spontano ili nakon moguceg oporavka imuniteta (46).

EBV-pozitivni nodalni T- i NK-stani¢ni limfom je agresivni limfom citotoksic¢nih
limfocita ili NK stanica koji se manifestira kao nodalni tumor u odraslih. Ce$éi je u Isto¢noj
Aziji. Radi se o tipu II latencije bez izrazaja EBNA2. PD-L1 je pojacano izrazen i povezan s

IFN-y, a broj kopija PD-L1 nije povecan (37).

Ekstranodalni NK/T-stani¢ni limfom povezan s EBV-om najces¢e zahvaca nosnu
Supljinu u obliku destruktivne, brzo rastu¢e mase (stari naziv ,,smrtonosni granulom srediSnje
linije*). Histoloski je graden od atipicnih citotoksi¢nih T limfocita sa zarezanom jezgrom i
svijetlom citoplazmom. Nalaze se Zarista fibrinoidne nekroze i angiodestruktivni rast. Radi se
o tipu II latencije s nedostatkom EBNAZ2 i izrazajem skraéenog LMP-1. Izbjegavanje
imunoloskog sustava posljedica je izrazaja PD-L1 zbog poticaja EBV-om ili STAT-3.
Prediktori terapijskog odgovora na inhibitore imunoloskih kontrolnih toc¢aka su izrazaj PD-L1
na tumorskim stanicama i makrofagima, prisutnost FOXP3 regulacijskih limfocita i somatsko

preslagivanje PD-L1 (47).

Preosjetljivost na ubod komarca (eng: HMB — hypersensitivity to mosquito bite) je
karakterizirana jakom koznom reakcijom po tipu preosjetljivosti na mjestu uboda komarca uz
pojavu sistemskih reakcija. Iako je klinicki sli€na alergijskim reakcijama, HMB spada u EBV-
udruzene kroni¢ne aktivne limfoproliferativne bolesti koje mogu progredirati do
hemofagocitne limfohistiocitoze i agresivnih limfoma. Dijagnostic¢ki trijas ukljucuje poviSene
vrijednosti IgE, limfocitozu (NK) u perifernoj krvi 1 prisutnost EBV DNA u perifernoj krvi
(48).

Hydroa vacciniforme limfoproliferativna bolest (eng. hydroa vacciniforme-
lymphoprolipherative disorder) je kroni¢na bolest iz skupine fotodermatoza koja se klinicki
manifestira papulovezikularnim promjenama na suncu izloZenoj kozi koje cijele oZiljkom.
Rijetka je na Zapadu, a ¢eS¢a u Aziji 1 Juznoj Americi. To je bolest mladih ljudi, sklona
relapsima i pracena sistemskim manifestacijama. U kozi se perivaskularno i periadneksalno

nalazi infiltrat atipi¢nih T limfocita koji su EBER pozitivni.

Sistemska kroni¢na aktivna EBV bolest je karakterizirana sustavnom proliferacijom
poliklonskih, oligoklonskih ili (€esto) monoklonskih EBV-pozitivnih T stanica ili NK stanica,

sa simptomima koji traju viSe od tri mjeseca. Bolest prati vru€ica, limfadenopatija,
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hepatosplenomegalija, anemija, trombocitopenija, proljev, uveitis, intersticijska pneumonija,
zahvacenost CNS-a, miokarditis i aneurizma koronarne arterije. Moguce je hemofagocitna
limfohistiocitoza i multiorgansko zatajenje. EBV genom nosi ¢esto intragenske delecije koje

su mozda odgovorne za razvoj bolesti (49).

Sistemski EBV-pozitivni T-stani¢ni limfom u djetinjstvu je klonalna proliferacija
EBV-om zarazenih citotoksi¢nih T-stanica kod imunokompetentne djece i mladih odraslih
osoba nakon primarne EBV infekcije. Cesto je povezan s hemofagocitnom
limfohistiocitozom, sistemskim simptomima, zahvac¢enos¢u vise organa i1 brzim fatalnim
tijekom. Radi se o defektnom imunom odgovoru na EBV. U zahva¢enim limfnim ¢vorovima
su parakortikalna podrucja prosirena infiltracijom atipi¢nih limfoidnih stanica i histiocitozom

sinusa uz eritrofagocitozu (1).

1.1.6.3 S EBV-om povezani ostali tumori

Nazofaringealni karcinom je ¢est u jugoisto¢noj Aziji, a rijedak i sporadic¢an na Zapadu.
Etiopatogenetski ¢imbenici ukljucuju genetsku predispoziciju, okoliSne uvjete kao Sto je
prehrana usoljenom ribom 1 infekciju EBV-om po tipu II EBV latentne infekcije. Manifestira
se obicno kao lokalno uznapredovala bolest. Tumorsko tkivo je gradeno od nediferenciranih
epitelnih stanica ulozenih u obilnu limfoidnu stromu (Slika 10 a). U zlo¢udnim stanicama je

pozitivan EBER 1 LMP-1, a u serumu bolesnika moZe se otkriti EBNA (1, 34).

Limfoepitelni karcinom pluca je rijedak tumor, graden od nakupina nediferenciranih
epitelnih stanica okruZenih obilnom limfoidnom stromom. U tumorskim stanicma je pozitivan

EBER dokaz prisutnosti EBV-a (slika 10 c).

S EBV-povezani miSi¢ni tumor (EBV-MT) nastaje u imunosuprimiranih bolesnika,
najcesce zbog transplantacije solidnog organa ili kod zaraZzenih HIV-om. EBV-MT je
multifokalni visceralni tumor, graden od vretenastih stanica i1 primitivnih okrugastih stanica
okruzenih oskudnom stromom u kojoj ima T limfocita. Tumorske stanice su EBER pozitivne

(50, 51).
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Slika 10. Tumori povezani s EBV: nazogaringealni karcinom (la) s p63+ nediferenciranim
epitelnim stanicama (Ib); limfoidna granulomatoza (lla) s CD20+ B limfocitima (11b) i
karcinom pluca nalik na limfoepiteliom pluca (Illa) s p40+ nediferenciranim epitelnim
stanicama (I1Ib). In situ hibridizacijom s EBER dokazano je prisustvo EBV (Ic, Ilc, Illc)
(HEx200, IHKx200, ISHx200, arhiva Odjela za patologiju KBC Split).

1.7. Klinicka slika klasi¢énog Hodgkinovog limfoma

Najcesce se KHL manifestira kao bezbolno povecanje jednog ili viSe limfnih ¢vorova,
obi¢no na vratu ili supraklavikularno. Oko 20% bolesnika ima lokaliziranu bolest. U polovine
oboljelih prisutno je povecanje medijastinanih limfnih ¢vorova, dok su abdominalna
limfadenopatija, hepatosplenomegalija i infiltracija koStane srZi rijetke, uglavnom prisutne u
starijih bolesnika i u uznapredovalom stadiju bolesti. Sistemski tzv. ,,B simptomi‘ prisutni su
u tre¢ine oboljelih, ve¢inom u bolesnika s uznapredovalim stadijem, a ukljucuju vruéicu
>38°C tri dana zaredom, no¢no znojenje, gubitak >10% tjelesne mase i svrbez. Od
paraneoplasti¢kih sindroma spominju se neuropatija, ihtioza, autoimuna hemoliza i
cerebelarna degeneracija. Rijedak i karakteristi¢an simptom je alkoholom izazvana bol u
zahvac¢enom limfnom ¢voru (52). Dijagnosticka obrada bolesnika s HL ukljucuje: anamnezu,
fizikalni pregled, laboratorijske pretrage u kojima se moze naci anemija, leukocitoza s
neutrofilijom 1 limfocitopenijom, poviSeni C-reaktivni protein i ubrzana sedimentacija
eritrocita. Za odredivanje stadija bolesti neophodna je kompjutorizirana tomografija (CT)
toraksa i gornjeg abdomena, CT s pozitronskom emisijskom tomografijom (PET/CT) i
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biopsija koStane srzi. Na temelju tih nalaza odreduje se stadij i terapija te procjenjuje

prognoza bolesti (1, 12). Za odredivanje klini¢kog stadija HL-a i danas sluzi Cotswoldska
modifikacija Ann Arbor klasifikacije limfoma (Tablica 2) (52).

Tablica 2. Cotswoldska modifikacija Ann Arbor klasifikacije Hodgkinova limfoma

Stadij  Definicija

I Zahvaceni limfni ¢vorovi jedne regije (I) ili jedan ekstralimfaticki organ (IE).

II Zahvaceno vise regija limfnih ¢vorova s jedne strane oSita (I) primarno ili per
continuitatem ili zahvacen ekstralimfaticki organ i limfni ¢vorovi s jedne strane
osita (IIE). Broj zahvacenih anatomskih regija naznaciti brojem.

I Zahvaceno viSe regija limfnih ¢vorova s obje strane oSita (III), sa zahva¢anjem
slezene (IIIS) ili lokaliziranim zahvacanjem ekstralimfaticnog organa (IIIE) ili
oboje (IIISE)

v Difuzno zahvacanje ekstralimfati¢kih organa sa ili bez zahvacéanja limfnih
¢vorova. Lokalizirano zahvacanje jetre ili koStane srzi smatra se stadijem IV.

Sufiksi

A Bez B simptoma

B Prisutan najmanje jedan B simptom

X ,»Bulky disease* - tumorske mase (palpabilne ili nepalpabilne) > 10 cm u
promjeru. Medijastinalne mase se definiraju kao glomazne (engl. ,,bulky*) ako je
na rendgenskim snimkama maksimalna Sirina tumorske mase > 1/3 promjera
prsnog koSa u razini T5-T6 kraljeZaka.

E Zahvacanje ekstralimfati¢nog organa izravnim Sirenjem iz zahvaéenog limfnog

¢vora. Zahvaceni organ se oznacava slovom.

Preuzeto 1 modificirano iz: Gobbi, P. G. et al. Hodgkin lymphoma. Crit Rev Oncol Hematol

2013: 216-237 (48).
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Medunarodni prognosticki indeks (IPI) je zbroj bodova koji oznacavaju nepovoljne
¢imbenike, a svaki ¢cimbenik pridonosi jednim bodom. To su dob > 60 godina, klini¢ki stadij
I ili IV, LDH >240 U/L i ECOG ljestvica > 2, broj zahvacéenih ekstranodalnih sijela >1. Po

IPI zbroju 0-1-2 boda oznacavaju niski rizik, 3 srednji, a 4-5 visoki rizik.

Lokalizirana bolest dijeli se na povoljnu i nepovoljnu, ovisno o prisutnosti rizicnih ¢imbenika
kao Sto su dob, kombinacija ubrzane sedimentacije eritrocita i B simptoma, velika
medijastinalna masa, zahvacenost limfnih ¢vorova i ekstranodalno Sirenje. U uznapredovalom
stadiju bolesti (stadij III i IV po Ann Arboru) prema IPS-u (engl. Internatioal Prognostic
Factor) i Hasancleverovom indeksu istaknuto je sedam neovisnih ¢imbenika koji smanjuju
petogodisnje prezivljenje. U razvijenim zemljama 75% novooboljelih prezentira se u
lokaliziranom stadiju, a u zemljama u razvoju preko polovine novooboljelih ima

uznapredovalu bolest (10, 12, 53).

1.8. Terapija i prognoza Hodgkinovog limfoma

Terapijski protokoli za lijeCenje HL-a ovise o stadiju bolesti i prisutnosti nepovoljnih
prognostic¢kih ¢imbenika. Lijecenje lokaliziranog HL-a ukljuc¢uje kombinaciju kemoterapije 1
radioterapije zahvacenog podrucja. Kemoterapijski protokol izbora za lokalizirani HL su Cetiri
ciklusa ABVD (doxorubicin, bleomycin, vinblastin i dacarbazine) u kombinaciji sa 30 Gy
zraCenja i moze se primjeniti u svih bolesnika, bez obzira na prognosti¢ke ¢imbenike. Pojedini
terapijski protokoli predlazu modificirane, slabije terapijske doze za lokalizirani, prognosticki
povoljni kHL: dva ciklusa ABVD u kombinaciji s 20 Gy zracCenja radi smanjenja
posterapijskih komplikacija kao Sto su iradijacijski pneumonitis ili nastanak multiplih solidnih
tumora (52). Lijecenje uznapredovalog kHL-a ukljucuje kemoterapiju po ABVD protokolu ili
Sest do osam ciklusa po BEACOP protokolu (bleomycin, etoposide, doxorubicin,
cyclphosphamide, vincristine, prednisone i procarbasine). Brentuximab (brentuximab
vedotin), konjugat protutijela na CD30 i kemoterapeutika, daje dobre rezultate. U
refraktornim slucajevima i kod relapsa primjenjuje se autologna/alogeni¢na transplatacija
hematopoetskih mati¢nih stanica ili inhibitori kontrolne tocke pembrolizumab i nivolumab

Zahvaljujuci terapiji, danas je stopa izljeCenja kHL-a 70-80% (54).
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1.9. Regulacijski T limfociti

Regulacijski T limfociti (Treg) su razvojno i funkcionalno posebna subpopulacija T limfocita
odgovorna za odrzavanje imunotolerancije i homeostaze (55). Od 70-ih godina se zna da
timus proizvodi stanice vazne za prevenciju autoimunih bolesti, ali su Treg stanice poblize
karakterizirane tek prije 20-ak godina kao imunosupresivne i anergi¢ne stanice (56,57).
Ovisno o mjestu nastanka, dijele se na timusne Treg limfocite (tTreg) koji nastaju u timusu i
reguliraju toleranciju na vlastite antigene preveniraju¢i autoimune bolesti i periferne Treg
stanice (pTreg) koje nastaju na periferiji i reguliraju imunoloski odgovor na alergijske,
infektivne i tumorske antigene (56). U pocetku se mislilo da samo CD4 limfociti mogu biti
Treg stanice, dok se danas zna da i CD8 limfociti, NK stanice i B limfociti mogu imati
regulacijsko djelovanje (58-61). U zdravom organizmu broj Treg stanica varira: u krvi
pupkovine su najbrojnije, $to ukazuje na njithovu vaznost u feto-maternalnoj toleranciji. U
prve tri godine zivota broj Treg limfocita postupno opada i kona¢no bude stabiliziran u
mladih 1 odraslih ljudi na 5-10% svih timocita, 10% perifernih CD4 limfocita i <1% CD8
limfocita (59, 62-64). Starenje utjece na broj 1 funkciju Treg limfocita; proizvodnja tTreg
postupno opada zbog involucije timusa i fizioloskog imunoloskog starenja, a funkcija
timusnih Treg limfocita slabi. Navedene promjene objasnjavaju vecu ucestalost infekcija i
zlo¢udnih tumora u starijih ljudi (63, 65-67). Stvaranje Treg limfocita je sloZen proces bez
obzira nastaju li u timusu ili na periferiji, a ovisi o jacini prepoznavanja antigena,
kostimulaciji od strane drugih stanica, citokinima i epigenetskim DNA modifikacijama (68,
69). U timusu tTreg nastaju zbog umjerenog/visoko afinitetnog prepoznavanja vlastitog
antigena u sklopu kompleksa MHC II u citokinskom miljeu IL-2 1 djelovanjem
kostimulatorne molekule CD28. S druge strane, u perifernim limfatickim organima pTreg
nastaju iz naivnih T limfocita u uvjetima subotimalne prezentacije ili niske koncentracije
antigena, subotimalne aktivacije dendritickih stanica i u citokinskom miljeu IL-2, IL-10 1
TGFp. Epigenetske modifikacije kao §to su DNA metilacija, histonska acetilacija i odredene
miRNA omogucéavaju remodeliranje kromatina i dostupnost stani¢nih gena djelovanju
transkripcijskih ¢imbenika, ¢ime se konac¢no limfati¢na stanica usmjerava u Treg limfocit. Za
nastanak regulacijskih stanica je potrebna interakcija brojnih stanica, medudjelovanje vise
gena 1 specifi¢na kostimulacija (61,64,69). CD25, a lanac receptora za interleukin 2 je bio
prvi identificirani fenotipski biljeg kojeg jako izrazavaju Treg stanice (57). Kad su aktivirani,
naivni, memorijski i efektorski T limfociti (Tef) takoder izrazavaju CD25, no slabije od Treg

limfocita 1 pri tom ne stjecu regulacijska svojstva. Neki autori navode da je u populaciji CD25
20



pozitivnih stanica samo 2-5% Treg stanica (57,69). Transkripcijski ¢imbenik FOXP3 (eng.
forkhead box P3), je glavni regulator razvoja i funkcije Treg limfocita, posebice tTreg.
FOXP3 je prvi put istrazen 2001. godine u mi§jem soju Scruffy. FOXP3 gen u ljudi nalazi se
na kratkom kraku X kromosoma (Xp) i njegova mutacija u osoba muskog spola dovodi do
letalnog IPEX sindroma (Imuni poremecaji, Poliendikrinopatija, Enteropatija, X -vezani
sindrom) (62,64,70,71). 1zrazaj FOXP3 je razli¢it u tTreg i pTreg limfocitima. Transkripciju
FOXP3 kontroliraju Cetiri konzervirane nekodiraju¢e DNA sekvence, a uz to je potrebna
epigenetska modifikacija kromatina, prisutnost citokina i kostimulatornih molekula (69).
Razvoj tTreg u timusu je sloZen proces. Visoko afinitetno prepoznavanje antigena uz
kostimulaciju CD28/CD80 potice jaki izrazaj CD25. Nastale tTreg stanice koriste IL-2 iz
timusnog mikrookoli$a, a interakcija izmedu CD25 i IL-2 aktivira signalne puteve i Jak-Stat
kinazu da ,,pozitivno* regulira promotorsku regiju FOXP3. Promotor preuzima
transkripcijsku ,,masineriju“ i usmjerava stanicu prema regulacijskom, a ne efektorskom
fenotipu (64, 69). S druge strane, na periferiji iz naivnih T limfocita nastaju pTreg koje se
razlikuju od tTreg po mehanizmu nastanka, djelovanju i supresijskoj stabilnosti. Izrazaj
FOXP3 u naivnim T limfocitima je induciran antigenskom stimulacijom uz prisustvo citokina
IL-2 1 TGFB 1 uz odgovarajucu epigenetsku modifikaciju DNA, kao §to su metilacija i
histonska acetilacija. Izrazaj FOXP3 u pTreg je stoga nestabilan i promijenjiv pa je moguce
stani¢no reprogramiranje s posljedi¢nim gubitkom regulacijskog i stjecanjem efektorskog
svojstva, §to upucuje na ,,plasticnost pTreg“. Populacija pTreg sadrzi i FOXP3 negativne
stanice s regulacijskim djelovanjem, poput CD4 T stanica koje proizvode IL-10 (Trl
regulacijske stanice), CD4 T stanica koje proizvode TGFp (Th3 regulacijske stanice), CD4 T
stanica koje proizvode IL-35 i dijela CD8 T stanica. Prema tome, populacija pTreg je izrazito
heterogena i sadrzava FOXP3 pozitivne i FOXP3 negativne stanice (64,69). Osim toga, manji
dio aktiviranih T limfocita moze prolazno izraZzavati FOXP3 bez stjecanja regulacijske
funkcije (57,70). Iako je uloga FOXP3 u razvoju regulatorne funkcije stanica nezamjenjiva i
potvrdena time Sto transdukcija FOXP3 u naivne limfocite dovodi do razvoja stanica s
regulacijskih djelovanjem i sprecavanja autoimunih i upalnih bolesti, FOXP3 ipak nije u
potpunosti specifi¢an biljeg, posebno za razlikovanje tTreg i pTreg (61,64). Helios je
transkripcijski ¢imbenik izraZen uglavnom u tTreg stanicama. Helios izrazava preko 95%
tTreg i oko 70% Treg u krvi i perifernim limfatiénim organima. Helios inhibira proizvodnju
IL-2 u Treg stanicama putem epigenetskog utiSavanja gena za IL-2. Medutim, Helios nije u

potpunosti specifi¢an biljeg tTreg jer ga stanica tijekom svog Zivota moze ,,izgubiti* (61)
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LAP/GARP kompleks je sastavljen od citokina Lap (eng. latency-associated peptide) i
povrsinske molekule Garp (ili LRRC32, eng. leucine-rich repeat molecule of unknown
function) ¢ija je funkcija olakSavanje izrazaja TGFp u Treg limfocitima. Kompleks je
uklju€en u izrazaj FOXP3 u Treg limfocitima s posljedi¢nim supresivnim djelovanjem, ali
nije potpuno specifi¢an u razlikovanju tTreg i pTreg (61,72). Neuropilin-1 (CD304) je
povrsinski biljeg Treg koji pojacava interakciju izmedu Treg i dendriti¢kih stanica u procesu
prepoznavanja antigena i mobiliziranje Treg stanica u tumorski mikrookolis. Vec¢ina studija
izrazaja Neuropilina-1 je na mi$jim modelima, dok je u humanim Treg limfocitima njegov
izrazaj nedovoljno definiran. Ostali fenotipski biljezi Treg su receptor za glukokortikoidima
inducirani ¢imbenik tumorske nekroze (GITR od eng. glucocorticoid induced tumor necrosis
factor receptor-related protein), antigen-4 udruzen s citotoksi¢nim limfocitima (CTLA-4 od
eng.cytotoxic T cell associated antigen-4), CD28, CCRS, PD-1, CCR7, CCR4, CCR6,
CXCR4, CXCRS5, CD103 i CD62L. Ni jedan od navedenih biljega nije potpuno specifican za

Treg stanice, niti za razlikovanje tTreg od pTreg stanica (61).

Mehanizmi djelovanja Treg ukljucuju supresiju naivnih T stanica 1 njihovo diferenciranje u
elektorske T stanice, supresiju aktivnosti diferenciranih pomoc¢nickih i citotoksi¢nih limfocita,

NK stanica, B limfocita, makrofaga, osteoklasta i dendritickih stanica (slika 11).

22



Inhibicija

)

IL10, TGFp .E
e
2
&
BZI[01)

CTLA-4
LAG-3
‘_

5, IL2

25
CAMP
e

Modulacija sazrijevanja i funkcije Dendritickih stanica
CD

Metabolicka Disrupcija

Slika 11. Mehanizmi supresivnog djelovanja Treg na periferiji ukljucuju lucenje citokina koji
inhibiraju T stanice, citolizu T stanica pomocu granzima i perforina, uskracivanje
stimulatornih citokina T stanicama i modulaciju funkcije dendriticnih stanica. Izvor: uradak

autora

Treg stanice luce imunosupresivne citokine IL-10, IL-35 i TGF f i induciraju apoptozu
efektorskih stanica kompetitivnom inhibicijom IL-2. Kontaktnim mehanizmom pomocu
granzima B i perforina ubijaju efektorske stanice, indukcijom ,,negativnih” signala povisuju
cAMP u stanicama ¢ime se inhibira sinteza IL.-2 i stani¢na proliferacija, induciraju sintezu
toksi¢nih metabolita u dendritickim stanicama poput 2,3 indoleamin dioksigenaze koji Stete
efektorskim stanicama, smanjuju izrazaj CD80/86 na antigen-prezentiraju¢im stanicama i tako

onemogucuju aktivaciju efektorskih T stanica (64,68,69,73-77).
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1.10. Regulacijski T limfociti u solidnim tumorima i Hodgkinovom limfomu

U imunom mikrookoliSu razli¢itih tumora nalaze se Treg stanice na koje prosjecno otpada 20-
50% svih intratumorskih CD4 limfocita (78,79). Te stanice suprimiraju antitumorski odgovor
posredovan Tef stanicama i pospjesuju angiogenzu lu¢enjem VEGF (eng. vascular
endothelial growth factor (75,79). Intratumorske Treg su ve¢inom timusnog podrijetla i
izrazavaju FOXP3, Helios i Neuropilin-1, ali ima i perifernih Treg koje su dijelom FOXP3
negativne (74,75,80). Tumorski imuni mikrookoli$ se obogacuje Treg stanicama na vise
nacina. Treg stanice se zadrzavaju u tumoru pomocu citokina 1 ,,homing* molekula jer
izrazavaju kemokinske receptore i adhezijske molekule ¢iji su ligandi na tumorskim i
stromalnim stanicama. Od kemokinskih receptora najvazniji su CCR4, CCR5, CXCR3 i
CCRI10. Treg stanice stimulirane s CCR4 lu¢e VEGF i poticu angiogenezu u tumoru. U
tumorskom mikrookoli$u IL-10 i TGFp dovode do lokalne pretvorbe naivnih T limfocita u
Treg stanice. U tumorima je poveéan broj Treg stanica koje izrazavaju proliferacijski biljeg
Ki-67 (75,79). Treg stanice su otpornije od Tef stanica u nepovoljnom tumorskom
mikrookoli$u punom kisikovih radikala (75). Iako dominiraju tTef stanice, moguca je de novo
konverzija naivnih T limfocita u pTreg stanice, Sto povecava ukupnu intratumorsku Treg
populaciju (80). Povecéani broj Treg u tumorima je povezan s loSijom prognozom u raku
dojke, Zeluca, jajnika, pluca, jetre i gusterace. Nasuprot tome, u zlo¢udnim tumorima glave i
vrata 1 nekim limfomima je povecani broj intratumorskih Treg stanica povezan s boljom
prognozom (74,75,79). Neko¢ su se razli€iti u€inci pripisivali funkcionalnoj heterogenosti
Treg stanica i mogucnosti da ¢ak tumorske stanice mogu biti Treg, odnosno da Treg stanice
mogu djelovati na tumorske stanice umjesto na Tef stanice (75,81). Danas se zna da PD1/PD-
L1 osovina ima ulogu u imunomoduliranju tumorske stanice i izbjegavanju prepoznavanja u

imunom mikrookolisu (19,82).

Hodgkinov limfom, neobi¢an od pocetka, i ovdje se razlikuje od ne-Hodgkinovih limfoma i
solidnih tumora. Tumorski imuni mikrookoli§ kHL-a je bogat Treg stanicama, na koje otpada

do 50% svih intratumorskih CD4 limfocita (83) (Slika 12).
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Slika 12. Mikrookolis Hodgkinovog limfoma je bogat FOXP3 reguacijskim limfocitima.
(smede nuklearno bojenje FOXP3, crveno citoplazmatsko bojenje CDS8, 200x, HRP/AP) (iz
rada)

HRS stanica izrazava ligande poput TARC/CCL17 (eng. thymus and activation-regulated
chemokine/chemokine ligand 17) 1 MDC/CCL22 (eng. macrophage-derived
chemokine/chemokine ligand 22), Galectin-1 (eng. glycan-binding protein 1)1 MIP3a (eng.
macrophage-inflamatory protein 3o) kojima selektivno privlaci Treg stanice u tumorski
mikrookolis (84-86). U EBV- pozitivnom HL-u latentni proteini poput EBNAT1 poticu izrazaj
liganda za Treg na HRS stanici poput CCL20. EBV utjece na izraZaj gena u HRS stanici
kojima se selektivno privlace Trl Treg stanice koje su FOXP3 negativne. Stoga je populacija
Treg stanica u HL heterogena jer sadrzava FOXP3 pozitivne i FOXP3 negativne Treg
limfocite (87,88). Analize utjecaja Treg stanica na prognozu HL pokazale su da je veci broj

intratumorskih Treg prognosti¢ki povoljan (3,21,89-91).
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2. CILJEVI 1 HIPOTEZA

2.1. Ciljevi istrazivanja

Primjenom in situ hibridizacije EBER ustanoviti EBV status klasicnog Hodgkinova limfoma,
a metodom dvostrukog imunohistokemijskog bojenja analizirati broj T stanica s fenotipom
FOXP3, FOXP3/CD4, FOX3/CD8, CD4 i CDS te istraziti postoji li

e razlika u broju pojedinih analiziranih fenotipova u tumorskom mikrookoliSu s obzirom

na EBV status kHL-a

e razlika u broju pojedinih analiziranih fenotipova u tumorskom mikrookoliSu s obzirom

na podtip kHL

e razlika u broju pojedinih analiziranih fenotipova u tumorskom mikrookoliSu s

obzirom na zivotnu dob ispitanika

e razlika u broju pojedinih analiziranih fenotipova s obzirom na stadij bolesti 1 B

simptome

e povezanost pojedinih analiziranih fenotipova s intervalom bez progresije i opéim

prezivljenjem.

2.2. Hipoteza

EBYV status ima utjecaj na imuni sastav tumorskog mikrookoliSa u klasiénom Hodgkinovom
limfomu. Brojnost regulacijskih limfocita se razlikuje u podtipovima kHL s obzirom na EBV

status 1 zivotnu dob i povezana je s mjerama ishoda.
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3. MATERIJALI I METODE
3.1. Ispitanici

U studiju su ukljuc¢ena 182 ispitanika s kHL, koji je dijagnosticiran na Klinickom zavodu za
patologiju, sudsku medicinu i citologiju KBC Split (u daljnjem tekstu Zavod) od 1. sijecnja
1997. do 31. prosinca 2018. godine. Iz arhive i pismohrane Zavoda prikupljeni su parafinski
blokovi tumorskog tkiva, odnosno podatci o spolu, Zivotnoj dobi i podtipu HL a podaci o
klinickom tijeku bolesti prikupljeni su iz pismohrane Klinike za interne bolesti i Klinike za
djecje bolesti. Podaci o smrti dobiveni su iz mrtvozorstva KBC Split i registra umrlih osoba u
Mati¢nom uredu Splitsko-dalmatinske zupanije. 1z istudije su iskljuceni pacijenti bez
parafinskog bloka tumorskog tkiva ili bez/ s nepotpunim klinickim podatcim. Ispitanici su
praceni od datuma patohistoloske dijagnoze do datuma posljednje klini¢ke kontrole ili datuma
smrti, zaklju¢no do 5. lipnja 2023. godine kad je odreden status prezivljenja kao ziv ili mrtav.
Medijan pracenja ispitanika bio je 132 mjeseca. (min-max 1-285 mj). Vrijeme do relapsa
bolesti (engl. progression free survival, PFS) i opCe prezivljenje (engl. overal survival, OS)
izraunati su u mjesecima. Ulazni parametri bili su dob, spol i podtip kHL, a izlazni parametri
PFS i1 OS kao mjere ishoda i srednja vrijednost CD4, CD8, FOXp3, FOXp3/CD4, odnosno

FOXP3/CD8 pozitivnih stanica u tumorskom imunom mikrookolisu.

3.2. Metode
3.2.1. HistoloSka analiza

Histoloski preparati tumorskog tkiva KHL obojeni hemalaun eozinom su mikroskopski
pregledani te je odreden podtip kHL prema Klasifikaciji hematoloskih neoplazmi Svjetske

zdravstvene organizacije iz 2017. godine (Slike 8-11).
3.2.2. Imunohistokemijska analiza

Rezovi debljine 3 pum izrezani su iz parafinskih blokova tumorskog tkiva i postavljeni na
silanizirane predmetnice. Dvostruko imunohistokemijsko bojanje provedeno je automatski na
uredaju Ventana Ultra Benchmark (Ventana Roche, Tucson, AZ, SAD). Misje monoklonsko
protutijelo FOXP3 (klon 236A/E7, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA) razrijedeno
u omjeru 1:50 inkubirano je preko no¢i u kombinaciji s anti-CD4 ze¢jim monoklonskim
protutijelom (klon SP35, Ventana Roche, Tucson, AZ, SAD) odnosno anti-CD8 ze¢jim

monoklonskim protutijelom (klon SP57, Ventana Roche, Tucson, AZ, SAD). Za detekciju su
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koristeni Ultraview DAB detection kit i UltraView Universal Alkaline Phosphatase Red
Detection Kit (oba Ventana Roche, Tucson, AZ, SAD).

Slika 13. Analiza razlicitih fenotipova T stanica u vidnom polju povecanja 1000x. a)ib)

citoplazmatsko bojenje CDS8 i nuklearno bojenje FOXP3, c) citoplazmatsko bojenje CD4 i
nuklearno bojenje FOXP3.

Pozitivna reakcija bila je smede bojenje jezgre za FOXP3 i crveno
membransko/citoplazmatsko bojenje za CD4 odnosno CD8 (Slika 13). Preparati su analizirani
na mikroskopu Olympus BX46 (Olympus, Tokyo, Japan) u 10 nasumi¢no odabranih
nepreklapajuéih vidnih polja velikog povecanja (1000x) (Sirina polja 0,1 mm), $to je jednako
povrini tumora od 1 mm?. Analizirana su samo polja s prisutno§éu HRS stanica u tumorskom
mikrookoliSu, dok su periferni dijelovi limfnog ¢vora zanemareni. Istovremeno su analizirani
razliciti fenotipovi stanica mikrookolisa gledanjem u vidno polje mikroskopa i brojanjem
pomocu diferencijalnog brojaca krvnih stanica (Diffcount I1I, Modulus Data Systems, inc.,
New York, NY, SAD). Tako je za svakog ispitanika dobiven ukupni zbroj svakog

analiziranog fenotipa u 1 mm?. Preparati su i fotografirani digitalnim fotoaparatom Olympus
28



DP26 (Olympus, Tokyo, Japan) u deset nasumi¢no odabranih polja bez preklapanja pri

povecanju od 1000x za dokumentaciju.

EBER in situ hibridizacija uradena je automatski na stroju Ventana Ultra Benchmark
uporabom EBER oligoprobe (INFORM EBER Probe, Ventana Roche, Tucson, AZ, SAD) i
sustava za detekciju (ISH iView Blue Detection Kit, Ventana Roche, Tucson, AZ, SAD ).
Pozitivna reakcija bila je crno-plavo nuklearno bojenje HRS stanica, uz EBV-pozitivan
nazofaringealni karcinom kao pozitivnu kontrolu, dok je negativna kontrola bio preparat u
kojem je u procesu bojenja izostavljena EBER proba. Pozitivni nuklearni EBER signal u
jednoj ili vise HRS stanica smatran je dokazom prisutnosti EBV-a i tumor odreden kao EBV-

pozitivni kHL.

3.2.3. Statisticki postupci

Za statisticku analizu primijenjen je softver Statistical Package for the Social Sciences (SPSS)
(verzija 19 za Windows; SPSS Inc., Chicago, IL, SAD). Kvalitativne varijable opisane su kao
apsolutni brojevi i postoci. Za opis distribucije kvantitativnih varijabli koristeni su medijani,
donji 1 gornji kvartil te min—max vrijednosti. Za normalno distribuirane kontinuirane varijable
primijenjen je t-test, a za nenormalno distribuirane kontinuirane varijable koriSten je
neparametarski Mann—Whitney U test i Kruskal-Walls s pairwise post hoc. Za usporedbu
kategoriziranih varijabli koristen je % test. Korelacija je procijenjena Pearsonovim
koeficijentom korelacije. Za analizu PFS-a i OS-a kori$teni su Kaplan-Meierova krivulja i
log-rank test, kao i Coxova univarijatna i multivarijatna regresijska analiza i ROC analiza.

Razina znacajnosti razlike bila je p<0,05.
Eticko odobrenje

Ova studija zadovoljila je eti¢ke standarde Institucionalnog i nacionalnog istraZivackog
odbora i Helsinsku deklaraciju iz 1964. i njezine naknadne izmjene ili usporedive eticke
standarde. Zavodsko vije¢e KBC-a Split odobrilo je studiju (500-03/19-01/77; datum
odobrenja: 30. rujna 2019.).
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4. REZULTATI

4.1. Klinicko-patoloske karakteristike ispitanika

Studija je provedena na 182 ispitanika s kHL, 86 (47%) Zena i 96 (53%) muskaraca, u

dobi od 5 do 87 godina, prosje¢ne dobi 39 + 19.16 godina, medijan 35, raspon 5-87 godina.

Klini¢ko-patoloske kvalitativne varijable su prikazane na tablici 3.

Tablica 3. Vrijednost pracenih kvalitativnih varijabli u ispitanika s klasi¢cnim Hodgkinovim

limfomom.
VARIJABLA N (%)
Spol zenski 86 (47)
muski 96 (53)
Podtip nodularna 124 (68,1)
skleroza
mijeSana 44 (24,2)
celularnost
limfocitima-bogat 84,4
limfocitna 6 (3,3)
deplecija
EBV pozitivni 51(28)
negativni 130 (72)
Stadij I 21(13.8)
I 70 46,1)
I 37243)
IV 24 (15,8)
B simptomi ne 72 (46,7)
da  82(53,2)
Relaps ne 96 (52,7)
da 28(154)
nepoznat 58 (31,9)
ziv 116 (63,7)
Status mrtav 36 (19,8)
nepoznat 30 (16,6)
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pozitivan kHL. Tijekom razdoblja pracenja, 28 (15,4%) ispitanika je imalo relaps, a 36
(19,8%) ih je umrlo.
U tablici 4. prikazane su vrijednosti fenotipova analiziranih stanica u mikrookoliSu kHL na 10

vidnih polja velikog povecanja (1000x).

Tablica 4. Fenotipovi T stanica u mikrookolisu klasi¢nog Hodgkinovog limfoma

VARIJABLA  Srednja Medijan(Q1-Q3)min-max

vrijednost
(SD)
FOXP3 468+428 327(Q1-Q3) 153-707 min-max
17-2368
CD8 5554434 435(Q1-Q3) 266-707 min-max
33-2899

FOXP3/CD8 23.9+51 8(Q1-Q3) 2-24 min-max 0-431
CD4 2037+1141 1898(Q1-Q3) 995-2962 min-
max 4-5318
FOXP3/CD4 404+402 263(Q1-Q3) 110-599 min-max
16-2355

4.2. Klinicko patoloski pokazatelji prema EBV statusu klasi¢nog Hodgkinovog limfoma

Ispitanici s EBV-pozitivnim kHL-om bili su 20,5 (95% CI 12,5-35) godina stariji od
ispitanika s EBV-negativnim kHL-om (Z =4.8; p < 0,001) (Tablica 5). Distribucija prema
podtipovima takoder je bila razli¢ita u odnosu na EBV status kHL-a (y* = 42; p < 0,001). U
skupini s EBV-pozitivnim kHL-om nije bilo ispitanika s podtipom LR. Medu ispitanicima s
NS bilo je dva puta vise EBV negativnih slu¢ajeva u odnosu na EBV pozitivnhu NS.
Distribucija ispitanika prema stadiju bolesti razlikovala se u odnosu na EBV status kHL-a na
razini znacajnosti od 91% (x> = 6,5; p = 0,089). Kako je stadij I bolesti analiziran u odnosu na
ostale (II, IIT 1 IV), potvrdena je statisticki znacajna povezanost stadija I s EBV-pozitivnim
statusom (x> = 4,5; p = 0,033). Distribucija ispitanika prema preZivljenju (Ziv/mrtav) bila je

razli¢ita u odnosu na EBV status (y*> = 6,5; p = 0,038). Udio umrlih u EBV-pozitivnom kHL-u
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bio je dvostruko vec¢i nego u EBV-negativnhom kHL-u. Medijan FOXP3 stanica bio je 268

(95% CI 38-471), visi u EBV-pozitivnom kHL-u nego u EBV-negativnom kHL-u (Z = 1,95; p
=0,049). Medijan CD8 T stanica bio je 257 (95% CI 69-372), vi$i u EBV-pozitivnom kHL-u
nego u EBV-negativnom kHL-u (Z = 3,33; p = 0,001). EBV status kHL-a nije bio povezan s

FOXP3/CD8 T stanicama (Z = 1,30; p = 0,193), CD4 T stanicama (Z = 0,158; p = 0,875) ili

FOXP3CD4+ stanicama (Z = 1,64; p = 0,100).

Tablica 5. Broj (%) ispitanika prema kvalitativnim varijablama i medijan (Q1-Q3; min—max)

kvantitativnih varijabli prema EBV statusu klasi¢nog Hodgkinovog limfoma.

VARIJABLA EBV-pozitivan EBV-negativan p

(N=51) (N=131)

spol Zenski 22 (43) 64(49) 0,631

muski 29 (57) 67(51)

dob godine 54.5 (37-68;6-87) 31(21-46;5-86) <0,001
NS 20 (39,3) 104 (80)

podtip MC 27 (52,9) 16 (12,3) <0,001
LR+LD 4 (7,8) 10 (10,7)

B simptomi ne 21 (55) 50 (43) 0,282

da 17 (44) 65 (57)

I 9(24,3) 12 (10,4)

Stadij 1I 13 (35,1) 57 (49,6) 0,089
I 11(29,7) 26 (22,6)
10Y 4 (10,8) 20 (17,4)

Status Ziv 26 (51) 89 (68.5) 0.038
mrtav 16 (31,4) 20 (15,4)
nepoznat 9 (17,6) 21 (16,2)

FOXP3 *** 560(183-902;22- 292(150-536;17-2368) 0,049

1413)
CD8 #** 620(386-893;33- 363(246-603;55-1509) 0,001

2899)
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FOXP3/CD8 *** 12(2,7-37;0-280) 7(2-20;0-431) 0,193

CD4 **x 2009(968-2919;587-  1802(995-3053;4- 0,875
4221) 5318)
FOXP3/CD4 *** 348.5(115-772;16-  223(109-480;16-2355) 0,1
1347)

* x2 test, ** Mann—Whitneyev U test.

Legenda: EBV Epstein—Barr virus; ***(Q1 donji kvartil; Q3, gornji kvartil; min-max) NS,
nodularna skleroza; MC, mijeSana celularnost; LR, bogat limfocitima; LD, limfocitna

deplecija.

4.3. Klini¢ko-patoloski pokazatelji prema EBV statusu najcesS¢ih podtipova klasi¢nog

Hodgkinovog limfoma

Usporedbom NS i MC kao naj¢es¢ih podtipova kKHL nadeno je da se broj CD8+ T limfocita
razlikuje ovisno o EBV statusu (x> = 19,1; p < 0,001) (Tablica 6).

Tablica 6. Vrijednosti (medijan i raspon) analiziranih fenotipova T stanica u mikrookolisu NS

1 MC u odnosu na EBV status

FENOTIP EBV- pozitivni KHL EBV-negativni kKHL
NS MC NS MC p*
CD8 70 500 336 558 0,001
(160-2899) (33-2600) (55-1509) (142-1433)
CD4 1893 1994 1727 1402 0,908
(587-4221)  (859-4100) (4-5318) (779-49406)
FOXP3 329 573 316 163 0,035
(22-412) (39-1324) (19-368) (17-982)
FOXP3/CDS8 13 10 7 13 0,607
(0-218) (0-117) (0-431) (0-57)
FOXP3/CD4 270 558 273 143 0,041

(16-1347) (35-1144) (18-2355) (16-878)
* Kruskal-Wallisov test. Legenda: EBV Epstein-Barr virus NS nodularna skleroza MC

mijeSana celularnost.
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U EBV-negativnoj NS bilo je manje CD8 T limfocita nego u EBV-pozitivnoj NS (p < 0,01),
EBV-negativnoj MC (p = 0,035) i EBV-pozitivnoj MC (p = 0,026). Takoder, broj FOXP3
stanica razlikovao se u NS i MC s obzirom na EBV status (> = 8,6; p = 0,035). U EBV-
negativnoj MC bilo je zna¢ajno manje FOXP3 stanica nego u EBV-pozitivnoj MC (p =
0,004), EBV-negativnoj NS (p = 0,034) ili EBV-pozitivnoj NS (p = 0,039). Broj FOXP3/CD4
T stanica je bio znacajno razli¢it u NS i MC s obzirom na EBV status (x* = 8,2; p = 0,041); u
EBV-negativnoj MC broj FOXP3/CD4 T stanica je bio manji nego u EBV-pozitivnoj MC (p
=0,004), EBV-negativnoj NS (p = 0,034) i EBV-pozitivnoj NS (p = 0,073). S obzirom na
EBV status, izmedu NS i MC nije bilo znadajne razlike u broju CD4 T limfocita (y*> = 0,551; p
=0,908) i FOXP3/CDS8 T limfocita (y*> = 1,8; p = 0,607). U EBV-pozitivnom kHL bio je
znacajno veci broj FOXP3 stanica, CD8 i FOXP3/CD4 stanica u odnosu na EBV-negativni
kKHL.

4.4. Klinicko patoloski pokazatelji u odnosu na relaps klasicnog Hodgkinovog limfoma

28 ispitanika imalo je relaps bolesti (Tablica 7). Nadena je znacajna povezanost relapsa
bolesti s B simptomima (> = 5,8; p = 0,016) i statusom prezivljenja (x*> = 17,7; p < 0,001).
Rizik od smrti bio je 3,4 puta ve¢i (95% CI 1,3-8,8; p = 0,011) u skupini ispitanika sa B
simptomima u odnosu na ispitanike bez B simptoma i 10,3 puta ve¢i (95% CI: 3,2-32; p <
0,001). ) u ispitanika sa relapsom nego u ispitanika bez relapsa. Nije nadena povezanost
relapsa sa spolom (3> = 0,038; p = 0,846), podtipom (x> = 1,76; p = 0,416), EBV statusom (>
=0,001; p = 0,978) i stadijem (> = 5,6; p = 0,134). Analizirani fenotipovi T stanica nisu bili
povezani s relapsom: FOXP3 (Z =1,1; p = 0,268), CD8 (Z = 0,266; p = 0790), FOXP3/CD8
(Z=0,329; p=0,742), CD4 (Z = 1,68; p = 0,94) i FOXP3/CD4 (Z = 0,628; p = 0,530).

34



Tablica 7. Broj (%) ispitanika s klasiénim Hodgkinovim limfomom prema kvalitativnim 1

kvantitativnim varijablama (medijan (Q1-Q3; min—max) u odnosu na relaps.

RELAPS

VARIJABLA ne (N=96) da (N=28) p OR (95% CI);

prEx

Spol 0,846*

Zenski 46 (48) 14 (50)
muski 50 (52) 14 (50)
Dob 32(22-50;10-83) 33(20-49;13-86) 0,894
Podtip 0,416*
NS 67(69,8) 23(82,1)
MC 25(26) 4(14,3)
LR+LD 4(4,2) 1(3,6)
EBYV status 0,978*
pozitivan 24(25) 7(25)
negativan 71(75) 21(75)
Stadij 0,134*
I 15(16) 0
II 44(46,8) 15(53,6)
I 18(19,1)1 8(28,6)
IV 7(18,1) 5(17,9)

B simptomi 0,016* 3,4(95%ClI 1,3-

8,8; p=0,011)
ne 50(53,2) 7(25)
da 44(46,8) 21(75)

Status <0,01* 10,3(95%
CI:3,2-32);
p<0,001

Ziv  84(87.5) 15(53.,6)
mrtav  6(6,2) 11(39,3)
nepoznat 6 2
FOXP3 299(124-627; 17- 263(82-379; 40- 0,268**
1960) 1560)
CD8 362(246-542; 33- 342(245-531; 167-  0,790**

2899)

1509)




FOXP3/CD8 12(5-27; 0-431) 10(14-23; 1-92) 0,742%*

CD4 1385(946-2381;4-  1006(871-1399; 0,94
4946) 377-3691)

FOXP3/CD4 202(84-494; 16- 188(72-331; 19- 0,530%*
1514) 1564)

* 42 test, ¥ Mann—Whitney U test, *** logisticka regresija. Legenda: NS, nodularna skleroza;
MC, mijeSana celularnost; LR, bogat limfocitima; LD, smanjen broj limfocita; Q1, donji

kvartil; Q3, gornji kvartil; CI, interval pouzdanosti.

Multipla Coxova regresijska analiza, u koju su uklju¢eni FOXP3 i CD4, potvrdila je
povezanost izmedu broja CD4 T stanica u tumorskom mikrokolisu i pojave relapsa (Tablica

8).

Tablica 8. Rezultati multiple regresijske analize

VARIJABLA HR (95% CI); p*
CD4 4,8(1,7-13); 0,002
FOXP3 1,5(0,7-3,5); 0,312

* multipla regresijska analiza Legenda: HR, omjer rizika; CI, interval pouzdanosti.

4.5. Klinicko patoloski pokazatelji i B simptomi u klasicnom Hodgkinovom limfomu.

Povezanost analiziranih varijabli s B simptomima prikazana je u tablici 9. B simptomi su
povezani s podtipom (%> = 6,6; p = 0,037), stadijem (* = 22; p < 0,037), statusom preZivljenja
(x> =4,1; p=0,043) i brojem CD4 stanica (Z = 2,4: p = 0,017). Nije nadena povezanost s dobi
(Z =0,046; p = 0,963), EBV statusom (x> = 1,15; p = 0,282), brojem FOXP3 (Z = 0,322; p =
0,747), CD8 (Z = 1,84; p = 0,066), FOXP3/CDS8 (Z = 0,116; p = 0,246), odnosno
FOXP3/CD4 stanica (Z = 0,020; p = 0,984). Udio umrlih bolesnika bio je 2,3 puta veci u
skupini ispitanika s B simptomima nego u skupini bez B simptoma. Udio bolesnika s I
stadijem bolesti bio je 7 puta ve¢i u skupini bez B simptoma nego u skupini s B simptomima.
U skupini bez B simptoma bilo je 2,2 puta viSe ispitanika s MC nego u skupini s B
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simptomima. Udio ispitanika sa stadijem III bio je 2,3 puta veci u skupini s B simptomima

nego u skupini bez B simptoma. Udio ispitanika sa stadijem IV bio je 2,1 puta veci u skupini s

B simptomima nego u skupini bez B simptoma. Medijan CD4 stanica bio je 553 visi u skupini

bez B simptoma nego u skupini s B simptomima.

Tablica 9. Broj (%) bolesnika s klasicnim Hodgkinovim limfomom prema kvalitativnim i

kvantitativnim varijablama (medijan (Q1-Q3; min—max) u odnosu na B simptome.

VARIJABLA B simptomi
ne (N=72) da (N=82) p
Spol 0,258%*
Zenski 40(56) 37(45)
muski 32(44) 45(55)
Dob (godine)  35(24-51;5-78) 35(22-50;13-  0,963%**
86)
Podtip 0,037%*
NS 45(62,5) 65(79,3)
MC 23(31,9) 12(14,6)
EBV 0,282%*
pozitivan 21(30) 17(21)
negativan 50(70) 65(79)
Stadij <0,001*
1 18(254) 3(3,7)
2 36(25,7) 35(42,7)
3 10(14,1) 27(32,9)
4 7099 17(20,7)
Status 0,043*
Ziv 57(88) 49(72)
mrtav 8(12) 19(28)
FOXP3 310(138-795; 17- 327(137-548; 0,747%*
*#%E - 1960) 22-1560)
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CDS8 459(277-687;55- 346(243- 0,066**
wEkE - 2899) 593;33-1722)
FOXP3/CD8  12,5(3-28;0-431) 8(2-22;0- 0,246**

SEE 126)

CD4 1899(1099- 1346(867- 0,017%*
wEkE - 3048;581-5318) 2510;4-4241)
FOXP3/CD4  209(101-599;16- 274(108- 0,984

SR

1514)

528;16-1564)

*y2 test, ** Mann Whitney U test,

Legenda: cHL, klasi¢ni Hodgkinov limfom; NS, nodularna skleroza; MC, mijeSana

celularnost; *** (medijan, donji kvartil, gornji kvartil; minimum - maksimim).

4.6. Klinicko patoloski pokazatelji prema vremenu bez progresije bolesti u klasi¢cnom

Hodgkinovom limfomu

Medijan prac¢enja ispitanika bio je 132 (min-max 1-285 mj). Tijekom razdoblja praéenja, 155
ispitanika nije imalo relaps, a 28 ispitanika je dozivjelo relaps, s medijanom PFS-a od 8 (min—

max, 1-63) mjeseci. Analizirane su varijable prema PFS-u svih ispitanika (Tablica 10).

Tablica 10. PreZivljenje bez progresije bolesti ispitanika s klasi¢cnim Hodgkinovim limfomom

u odnosu na analizirane varijable.

PFS (mjesec)
Medijan (SE; P HR(95% CI); p
95%CI)
Spol 0,998
zenski  237(11;1;215-
260)
muski  232(12(;209-
255)
Dob 0,734
<35 godina 236(11;213-258)

VARIJABLA

38



>35 godina

230(11;208-252)

Podtip

0,182

NS

223(10;202-243)

MC

244(13;218-269)

Epstein-Barr virus-

0,994

pozitivni

227(15;197-257)

negativni

236(9;217-256)

Stadij

0,875

I*

/

IT

217(14;190-245)

I

198(20;158-238)

IV

175(17;141-209)

FOXP3

0,039 2,3(1-5); 0,046

<327

219(13;193-246)

>327f

247(9;229-246)

CDs8

0,214

<435

217(12;194-240)

>435

248(11;227-269)

FOXP3/CDS8

0,750

235(12;211-258)

>8

228(11;27-250)

CD4

<0,001 5,5(2-
14,7);0,001

<1898

163(12;140-187)

>1898"

267(7;253-272)

FOXP3/CD4

0,104

<263

223(13;196-249)

>263

244(10;224-264)

* LR, Log rank test. Legenda: PFS vrijeme do progresije bolesti HR, omjer rizika; CI,

interval pouzdanosti; T referentni nivo, ** ni jedan relaps
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Nadena je znacajna povezanost izmedu broja CD4 i FOXP3 stanica i prezivljenja bez
progresije bolesti. Omyjer rizika bio je 5,5 puta manji u ispitanika s brojem CD4 < 1899 nego u
ispitanika s CD4 >1899 (LR 14,1; p = 0,001). Takoder, omjer rizika za progresiju bolesti je
bio 2,3 puta nizi u ispitanika s FOXP3 < 327 nego u ispitanika s FOXP3 >327 (LR 4.3; p =
0,046). Nije utvrdena povezanost PFS-a sa spolom (LR 0; p=0,998), dobi (LR 1,8; p=0,182),
podtipom (LR 1,8; p=0,182) i stadijem (LR 0.267;p=0.875), kao i medijanom CD8 (LR 1,5;
p=0,214), FOXP3/CD8 (LR 0,101; p=0,750) i FOXP3/CD4 (LR 2,6; p=0,104).

Na Slici 13. prikazana je povezanost fenotipova CD4 i FOXP3 s PFS. U ispitanika s <1899
CD4 stanica u 1 mm? je PES iznosio 163,5 mjeseci (140,4—186,7), a u ispitanika s >1899
CD4 stanica 267,4 mjeseci (252,6-282,3) (logaritamski rang 14 079; p > 0,001).
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Slika 14. Kaplan-Meierova krivulja prezivljenja bez progresije bolesti u najcesc¢ih podtipova
klasicnog Hodgkinovog limfoma prema vrijednostima nizim i vi§im od medijana CD4 (a) i

FOXP3 (b).
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Za odredivanje praga vrijednosti CD4 i FOXP3 u ispitanika sa i bez relapsa koristena je ROC
analiza (Slika 15).
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Slika 15. Grani¢ne vrijednosti od 1338 za CD4 (a) 1 295,5 za FOXP3 (b) razlikuju ispitanike

sa i bez relapsa klasi¢nog Hodgkinovog limfoma.

Granicna vrijednost CD4 za odredivanje ispitanika sa 1 bez relapsa bila je 1338, s osjetljivoS¢u
od 71,4% 1 specifi¢nosc¢u od 66% (podrucje: 0,705; SE: 0,049; 95% CI 0,608-0,802; p =
0,001). Grani¢na vrijednost FOXP3 za odredivanje ispitanika sa i bez relapsa bila je 295,5 s
osjetljivoséu od 60,7% 1 specificnos¢u od 56% (podrucje: 0,616; SE 0,054; 95% CI 0,509—
0,722; p=0,051).

OS je bio 158 (5,6); 147-169 mjeseci. Umrlo je 36 ispitanika. PFS u skupini Zivih ispitanika
bio je 95 mjeseci duzi nego u skupini umrlih (LR 10,2; p = 0,006). Zivi ispitanici bez B
simptoma imali su 64 mjeseca dulje PFS od ispitanika bez B simptoma (LR 6,8; p = 0,009).

Povezanost relapsa s OS-om prikazana je u tablici 11.
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Tablica 11. Povezanost relapsa s ukupnim prezivljenjem ispitanika s klasi¢cnim Hodgkinovim

limfomom
RELAPS PREZIVLJENJE (mjeseci)
N Srednja 95% CI LR; p UMRLI
vrijednost (SE)
26,6; <0,001

ne 90 241(6,4) 22,8-253 6

da 25 119 (16) 87-151 10
nepoznato 40 198 (16,5) 165-230 18

* LR, Log rang; SE, standardna pogreska; CI, interval pouzdanosti.

Ispitanici sa relapsom imali su kra¢i OS (LR 26,6; p > 0,001).

4.7. Korelacija podtipova klasi¢énog Hodgkinovog limfoma s Zivotnom dobi i brojem T

stanica razlicitog fenotipa u mikrookoliSu

U 102 ispitanika istraZzena je povezanost dobnih skupina s brojem analiziranih
fenotpova T limfocita po kvartilima (Tablica 12). Utvrdeno je da su ispitanici mladi od 26,5
godina imali u tumorskom imunom mikrookoliSu veci broj CD4 stanica nego ispitanici u dobi
od 26,5-36 godina (¥2=21,890, p=0,009). Razlika po dobi nije utvrdena za FOXP3 (> =9,650;
p=0,380), CDS (y*> =t11,148; p=0,266) i FOXP3/CDS8 ( ¥* =1,117; p=0,773).

Tablica 12. Povezanost analiziranih T stani¢nih fenotipova u mikrookolisu KHL sa Zivotnom

dobi

T stanice N DOB (godine) p*

<26,5 26,5-36 36,1-54 >54
N=25(%) N=27(%) N=26(%) N=24(%)
<227,775  T7(28) 3(11) 10 (39) 521
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227,75- 8 (32) 6 (22) 727) 5(21)

FOXP3 536,5 5(20) 8 (30) 6 (23) 7(29) 0,380
536,55-  5(20) 1037)  3(11) 7(29)
902
>902,1
<293 8 (32) 10(37)  4(15) 3(12)
293,1- 6 (24) 7 (26) 831 5(21)

CD8 656,5 3(12) 5(18,5) 8 (31) 10 (42) 0,266
656,5-  8(32) 5(18,5) 6(23) 6 (25)
1056,5
>1056,5
0 1 (4) 27(100) 1 (4) 1(4)
0,0001-4 24 (96) 25 (96) 23(96)

FOX/CD8 4001- 0,773
30,75
>30,75

CD4 <2363 6 (24) 7(26) 4 (15) 8 (33)
2363,1- 9 (36) 13 (48) 831 5(21)
2920,5  10(40)  4(15) 6 (23) 7(29) 0,009
2920,5- 3(11) 831 47
3464
>3464,1

FOX/CD4 <188,75 6(24) 4(15) 9 (35) 6 (25)
188,75-  9(36) 5(18) 8 (31) 4 (17)
4145 5(20) 8 (30) 6 (23) 7(29) 0,407
414.5- 5(20) 10 (37) 3(11) 7(29)
811,75
>811,75

2 test
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5. RASPRAVA

HL je relativno Cest, specifi¢an i prognosticki obi¢no povoljan zlo¢udni tumor. Od
Hodgkinova opisa ,,upalne granulomatoze* pred skoro dva stolje¢a pa do danas, nisu rijeSene
sve enigme vezane uz HL (1,13). Podrijetlo HRS utvrdeno je 90-ih godina proslog stoljeca
izolacijom i genetskom analizom pojedinacnih HRS stanica, kad je dokazano da se radi o
zlo¢udno transformiranim B limfocitima iz germinativnog centra (16). Stanice mikrookolisa
osiguravaju HRS stanicama signale za prezivljenje (2,27). Medu njima su brojne Treg stanice

koje su dijelom odgovorne za protutumorsku anergiju kao specificnost HL-a (83).

U naSem uzorku od 182 ispitanika, 51 (28%) ispitanik imao je EBV- pozitivni cHL dokazan
in situ hibridizacijom EBER. Znacajno ¢e$¢e su EBV- pozitivni HL imali stariji ispitanici
(p<0,001) i ispitanici s podtipom MC (p<0,001), §to je u skladu s dosadasnjim studijama
(1,5). EBV- pozitivni KHL je bio znacajno ¢es¢i u skupini umrlih ispitanika (p=0,038), a
postoji grani¢na povezanost sa stadijem bolesti na razini znacajnosti p=0,089. Medijan
FOXP3 stanica od 268 (95% CI 38-471) je veci kod EBV- pozitivnih kKHL nego kod EBV-
negativnih KHL (p=0,051). Medijan CD8 je ve¢i u skupini EBV- pozitivnih KHL nego u
EBV- negativnih KHL (p=0,001). Nije dokazana statisticki znacajna povezanost EBV statusa
s CD4 ni FOXP3/CD4. Distribucija FOXP3/CDS limfocita medu ispitanicima je bila

varijabilna i nije pronadena statisticki znacajna povezanst.

U istrazivanju smo kao biljeg Treg stanica koristili FOXP3 jer su prema literaturi
intratumorske Treg uglavnom timusnog podrijetla i izraZzavaju FOXP3, Helios i Neuropilin, a
rjede su prisutne pTreg stanice koje, uostalom, mogu biti FOXP3 negativne (74,75). Medutim,
ne smije se zanemariti doprinos pTreg u tumorima pa tako i u kHL. Morales sa suradnicima je
dokazao da su u mikrookolisSu EBV- pozitivnog kHL brojnije pTreg i to Trl podvrsta FOXP3
negativnih Treg koje proizvode IL10 zbog djelovanja proteina EBV na transkripciju gena
(88). FOXP3 pozitivne Treg u kHL-u su ,,vrh ledene sante* u populaciji regulacijskih stanica.
Stoga bi vrijedilo susljedno analizirati sve podvrste Treg stanica u mikrookoliSu kHL 1 njihov
doprinos imunosupresiji jer se radi o stani¢nim populacijama s razli¢itim biljezima i

mehanizmom djelovanja, a kHL ne slijedi dinamiku veéine tumora.

Mikrookoli§ kHL je bogat Treg stanicama, §to moze dijelom objasniti neuspjeh imunoloske
eliminacije malobrojnih HRS u obilnom limfocitnom okruzenju (3,4,21,83,89). HRS izrazava
biljege CCL17, CCL22, Galectin 1 i MIP3a kojima selektivno privlaci Treg u mikrookolis§
(2,84,86). U EBV- pozitivnom kHL, EBNA1 dovodi do izrazaja CCL20 na HRS i povecane
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migracije FOXP3- pozitivnih Treg u mikrookoli§ (87). Mnogi autori nisu nasli povezanost
izmedu FOXP3 stanica i EBV statusa HL (3,21,83,87). U nasem prethodnom istrazivanju
utvrdili smo povezanost EBV satusa s brojem CD4/FOXP3 stanica u mikookolisu kHL, a u
ovom istrazivanju grani¢nu povezanost izmedu EBV statusa kHL i brojnosti FOXP3
pozitivnih stanica (92) . U studiji Assisa i sur. na 130 ispitanika s KHL analizirane su Treg
stanice u tumorskom mikrookoliSu i utvrdeno da pozitivni EBV status korelira s povecanim
brojem FOXP3 Treg stanica (CD4+CD25+FOXP3+), ¢iji broj nije povezan s klinickim
pokazateljima 1 prezivljenjem (4). Baumforth i suradnici su dokazali izravni utjecaj EBV na
brojost FOXP3 Treg stanica u kHL, ali za razliku od nas nisu nasli razliku u broju Treg
izmedu EBV- pozitivnih i EBV- negativnih slu¢ajeva, moguée zbog malog uzorka koji je
ukljucio 23 ispitanika i 3 stani¢ne linije (87). U naSem uzorku, u EBV- negativnom kHL nasli
smo manje neregulacijskih CD4 limfocita, iako razlika nije bila statisticki znacajna. To se,
prema radu Poppema i suradnika, moZze objasniti izostankom djelovanja EBNA1 na migraciju
Treg (FOXP3+CD4+) u mikrookoli§ kHL (27). Citotoksi¢ni CD8 limfociti su opéenito
slabije zastupljeni u mikrookoliSu kHL u odnosu na CD4 limfocite (12). Nasi rezultati
pokazali su da mikrookoli§ EBV- pozitivnog kHL sadrzi vise CD8 limfocita u odnosu na
EBV- negativni kHL, §to je posljedica antigenog stimulansa proteina EBV-a. Proteini rane
liticke EBV infekcije su najjaci stimulatori za citotoksi¢ni T stani¢ni odgovor. U latentnim
infekcijama 1 EBV- pozitivnim tumorima je slabiji specifi¢ni citotoksi¢ni odgovor na LMP1
(20% slucajeva) i LMP 2 (50% slucajeva) (43,93-95). U kHL je citotoksicni odgovor na HRS
nedovoljno ucinkovit zbog slijedec¢ih razloga. EBNA1 je slabo imunogena jer se samo njeni
djelovi mogu biti prezenirati u sklopu MHC II (34,95). HRS smanjuju izrazaj MHC I
molekule potrebne za prezentaciju virusnih antigena CD8 T limfocitima. Mikrookoli§ bogat
Th2 pomo¢nic¢kim limfocitima lu¢i citokine koji suprimiraju CD8 T stani¢ni odgovor. IL-10 i
TGFp koje luce HRS stanice i Treg limfociti djeluju supresivno na CD8 T stanice. HRS
stanica razvija mehanizme otpornosti na unistenje CD8 limfocitima koje je posredovano
granzimom i perforinom (93,97). Kyasu i suradnici analizirali su HIV- pozitivne
imunosuprimirane ispitanike s EBV-pozitivnim kHL. Ispitanici su imali manje FOXP3 Treg
pozitivnih stanica i viSe CD8 limfocita nego kontrola u kojoj su bili imunokompetentni HIV-
negativni ispitanici s KHL. Sli¢no naSim rezultatima, u kontroli su ispitanici s EBV-
pozitivnim HL imali ve¢i broj FOXP3 Treg stanica i CD8 stanica nego EBV- negativni kHL.
Autori smatraju da CD8 T odgovor ne predstavlja CD8 T limfocite specifi¢ne za LMP1 nego

anergi¢ne T stanice (98). Povecani broj CDS stanica u EBV- pozitivnom kHL moguce nije
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antiviralni odgovor, nego populacija regulacijskih stanica (FOXP3 negativnih?) koje ne

proizvode granzim ni perforin pa su neucinkovite (58).

U naSem istrazivanju pokazali smo da FOXP3 moze biti izrazen i u CDS8 limfocitima, ali je
distribucija tih stanica vrlo varijabilna i nije nadena statisticki znacajna povezanost s drugim
pra¢enim varijablama. Populacija CD8 regulacijskih limfocita je sigurno ,,podcjenjena“
uporabom FOXP3 kao jedinog biljega i potrebno je vise biljega za odredivanje njihova udjela
u mikrookoliSu kHL (69,99). U kHL-u CD8 Treg limfociti ne proizvode granzim i perforin
pa su funkcionalno anergi¢ni kao i CD4 Treg limfociti (58,59). U prethodnom istrazivanju
utvrdili smo da broj CD4 limfocita opada nakon 26. godine zivota, $to se moZze objasniti
normalnim procesom imunoloskog starenja, dok broj Treg ostaje nepromijenjen. Timusna
proizvodnja Tef 1 Treg smanjuje se tijekom starenja (65). UnatoC tome, broj Treg stanica se ne
mijenja tijekom Zivota, Sto se objasSnjava perifernom pretvorbom naivnih limfocita u Treg.
Medutim je njihova uc¢inkovitost upitna unato¢ konstantno odrzanom broju jer proizvode
manje imunosupresivnih citokina (63,67) . Time bi se mogla objasniti povec¢ana ucestalost
upalnih bolesti 1 tumora u starijih ljudi. S druge strane, Raynor 1 suradnici smatraju da se
tijekom starenja povecava broj Treg stanica i da zbog toga dolazi do autoimunih bolesti i
tumora (66). Nasi rezultati blizi su hipotezama Dejaca i Fesslera jer nismo pronasli razlike u
broju Treg stanica medu razli¢itim dobnim skupinama. Budu¢i da je nasa prethodna studija
pokazala da mladi bolesnici (<35 godina) s EBV pozitivnim kHL imaju dulji DFS, oc¢ekvali
smo da ¢emo u toj populaciji na¢i veci broj FOXP3 Treg u mikrookoliSu; medutim takva
korelacija nije nadena. Populacija Treg stanica u kHL je heterogena, sastavljena od FOXP3
pozitivnih i FOXP3 negativnih stanica, a pTreg su funkcionalno ,,plasti¢ne® ovisno o
mikrookoliSu. Moguce je da dodatni i za sad nepoznati mehanizmi, osiguravaju bolju

prognozu u mladih ispitanika s EBV- pozitivnim kHL.

Uz FOXP3 regulacijske limfocite, danas se zna da u uspjeSnom izbjegavanju imunoloskog
odgovora u kHL ulogu ima i PD-L1/PD-1 osovina. PD-L1 je prekomjerno izrazen na HRS
stanicama, zbog amplifikacije ili posredovano onkoproteinom LMP-1 u EBV- pozitivhom
kHL. Interacija PD-L1 izraZzenog na HRS s PD-1na limfocitima mikrookoli$a posljedi¢no
»iscrpljuje T limfocit i dovodi do poremecenog imunoloskog odgovora na tumorsku stanicu.
Ovim mehanizmom znac¢ajan broj tumora progredira. Zadnjih desetljeca je PD-L1/PD-1

osovina u fokusu klini¢kih studija u mnogim tumorima pa i kHL-u.
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HRS putem razli¢itih molekularnih mehanizama osigurava imunosupresivni okoliS 1 uspjesno
izbjegava antitumorski odgovor, a FOXP3 Treg prestavljaju samo dio kompleksne slagalice

tog specificnog tumora (19,82).

Na temelju ovog istrazivanja mozemo zakljuciti da EBV ima utjecaj na sastav
populacije T stanica u kHL-u, koju karakterizira vise CD8, FOXP3 i FOXP3/CD4 T stanica.
Vrijednosti iznad medijana FOXP3 1 CD4 povezane su s duzim prezivljenjem bez progresije
bolesti. Vrijednost praga od 1338 za CD4 i 295,5 za FOXP3 mogla bi se koristiti za

razgranicenje bolesnika s/bez relapsa.
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6. ZAKLJUCCI

28% ispitanika imalo je EBV pozitivan kHL, koji je statisticki povezan sa starijom dobi

(p<0,001), podtipom MC (p<0,001) i ¢es¢im smrtnim ishodom (p=0,038).

U podtipovima NS i MC s obzirom na EBV status postoji razlika u broju FOXP3 stanica
(p=0,035), CDS8 stanica (p=0,001) i FOXP3/CD4 stanica (p= 0,041).

Ispitanici mladi od 26,5 godina imali su zna¢ajno vise CD4 T limfocita u tumorskom

mikrookoli$u nego ispitanici u dobi od 26,5-36 godina (¥*=21,890, p=0,009).

Nije nadena povezanost analiziranih fenotipova T limfocita sa stadijem bolesti i B

simptomima.

Vrijednost veca od medijana FOXP3 1 CD4 limfocita povezana je s duZim vremenom bez

progresije bolesti (p=0,001, odnosno p=0,046).

Granic¢ne vrijednost od 1338 za CD4 1295,5 za FOXP3 razlikuju ispitanike sa i bez relapsa
kHL (p=0,001, odnosno p=0,051).

Opce prezivljenje povezano je s relapsom (p=0,001) i postojanjem B simptoma (p=0,009).
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7. SAZETAK
UVOD: U klasicnom Hodgkinovom limfomu (kHL) Hodgkin/Reed-Sternberg (HRS) stanice

su okruzene obilnim neucinkovitim tumorskim imunim mikrookolisem (TIM). U TIM-u ima
regulacijskih T limfocita (Treg) odgovornih za toleranciju, od kojih tTreg podrijetla timusa
izrazavaju biljeg FOXP3. HRS cesto sadrzavaju monoklonalni genom Epstein-Barr virusa
(EBV) ¢iji latentni proteini utjecu na sastav TIM-a. Analizirali smo broj i vrstu T limfocita
koji izraZavaju regulatorni biljeg FOXP3 s obzirom na EBV status kHL, podtip i mjere

ishoda.

MATERIJALI I METODE: U uzorku su 182 ispitanika s kHL dijagnosticiranim 1997.-2018. i
lijeenih u KBC Split. 1z parafinskih blokova tumorskog tkiva izrezani su preparati i obojeni
in situ hibridizacijom na EBER za dokaz EBV te dvostrukim imunohistokemijskim bojanjem
na FOXP3 i CD4 odnosno CD8 za mikroskopsku analizu T stani¢nih fenotipova u 1 mm?.

Odabrana statisticki znacajna razlika je p <0.05.

REZULTATTI: 124 (68,1%) ispitanika imali su nodularnu sklerozu (NS) i 44 (24.2%)
mijeSanu celularnost, dok su ostali podtipovi bili rijetki. EBV-pozitivan kHL je dokazan u
28% slucajeva, a povezan je sa starijom dobi (p<0,001), MC (p<0.001) i smrtnim ishodom
(p=0.038). U NS 1 MC s obzirom na EBV status postoji razlika u broju FOXP3 stanica
(p=0,035), CDS8 stanica (p=0,001) i FOXP3/CD4 stanica (p= 0,041). Ispitanici < 26,5 godina
imaju viSe CD4 T limfocita u TIM-u nego ispitanici u dobi od 26,5-36 godina (p=0,009).
Vrijednost veca od medijana FOXP3 1 CD4 limfocita povezana je s duZim vremenom bez

progresije bolesti (PFS) (p=0,001, odnosno p=0,046).

ZAKLJUCAK: EBV-status kKHL povezan je sa sastavom T stanica u TIM-u, medu kojima
broj T regulacijskih FOXP3+ stanica i CD4 T stanica utjece na PFS.
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8. SUMMARY

Regulatory T lymphocytes in classical Hodgkin lymphoma

INTRODUCTION: In classical Hodgkin lymphoma (cHL), Hodgkin/Reed-Sternberg (HRS)
cells are surrounded by an abundant, ineffective tumor immune microenvironment (TIM). In
the TIM there are regulatory T lymphocytes (Treg) responsible for tolerance, of which tTreg
originating from the thymus express FOXP3. HRS often contain the Epstein-Barr virus (EBV)
monoclonal genome, whose latent proteins affect the composition of TIM. We analyzed the
number and type of T lymphocytes expressing the regulatory marker FOXP3 with respect to

EBYV status, subtype, and outcome measures.

MATERIALS AND METHODS: The sample includes 182 patients with cHL diagnosed in
the period 1997-2018. and was treated at University Hospital Split. Slides were cut from
paraffin blocks of tumor tissue and stained by in situ hybridization for EBER for evidence of
EBYV and double immunohistochemical staining for FOXP3 and CD4 or CD8 for microscopic

analysis of T cell phenotypes in 1 mm?. The statistically significant difference was p<0.05.

RESULTS: Most patients, 124 (68.1%) had nodular sclerosis (NS) or mixed cellularity (MC),
4422 (24.2%). EBV-positive cHL was confirmed in 28% of cases and was associated with
older age (p<0.001), MC (p<0.001) and death (p=0.038). There is a difference in the number
of FOXP3 cells (p=0.035), CD8 cells (p=0.001) and FOXP3/CD4 cells (p=0.041) in NS and
MC with regard to EBV status. Patients younger than 26.5 years had more CD4 T
lymphocytes in TIM than patients aged 26.5-36 years (p=0.009). Higher-than-median values
of FOXP3 and CD4 lymphocytes were associated with longer progression-free time (PFS)
(p=0.001 and p=0.046, respectively).

CONCLUSION: EBV-positive status of cHL affects the composition of T cell phenotypes in
TIM, among which CD4 and FOXP3 counts are prognostically valuable.
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