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Znacaj galektina-1 kao prognostickog faktora u leCenju klasi¢nog
Hockinovog limfoma

Postojeci prognosticki skoring sistemi klasi¢nog Hockinovog limfoma
(cHL) ne obuhvataju markere koji adekvatno reflektuju interakciju
malignih Hodgkinovih Reed-Sternbergovih (HRS) ¢elija i tumorskog
okruzenja. Istrazivanje ima za cilj utvrdivanje povezanosti nivoa
serumskog galektina-1 (Gal-1) i solubilnog CD163 (sCD163) sa
klinickim statusom obolelih od cHL sa posebnim osvrtom na
prisustvo relapsa, progresije ili rezistencije na primenjenu terapiju.
Istrazivanje je obuhvatilo 79 ispitanika. Od ovog broja, 63 su bili
bolesnici sa cHL a kontrolnu grupu ¢inilo je 16 zdravih dobrovoljaca.
Studijska grupa sa 63 bolesnika sa cHL obuhvatala je podgrupe
novodijagnostikovanih bolesnika kod kojih nije zapoceto lecenje,
novodijagnostikovane bolesnike kod kojih je zapoceto lecenje,
bolesnike sa relapsom i progresijom bolesti kao i primarno
refraktorne bolesnike tokom 2014. i 2015. godine. Analiza nivoa
sCD163 i Gal-1 pokazala je da su vrednosti oba molekula bolesnika
sa cHL bile vise u bolesnika sa relapsom i podgrupi sa progresivnom
boles¢u u poredenju sa podgrupom novodijagnostikovanih bolesnika
kod kojih nije zapoceto lecenje ili bolesnika sa zapocetim lecenjem.
Odredivanje nivoa sCD163 i Gal-1 je jednostavna i pouzdana analiza
koja moze da doprinese identifikaciji bolesnika ca cHL i visokim
rizikom i zasluZuje ukljucivanje u tekuci prognosticki skoring sistem.
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The importance of galectin-1 as a prognostic factor in the treatment
of classical Hodgkin's lymphoma

In classical Hodgkin’s lymphoma (cHL) the existing prognostic
scoring systems do not include markers that adequately reflect the
interaction of malignant Hodgkin and Reed-Sternberg (HRS) cells
and tumor environment. The research objective is to determine the
relationship between serum Galectin-1 (Gal-1) and soluble CD163
(sCD163) and the clinical status of patients with cHL, with special
emphasis on the presence of relapse, progression, or resistance to the
therapy applied. The research included 79 patients. Of this number,
63 were patients with cHL, and the control group consisted of 16
healthy volunteers. The study group of 63 patients with cHL included
a subgroup of newly diagnosed patients without therapy, newly
diagnosed patients with therapy, patients with relapse and progression
of the disease, and primary refractory patients during 2014 and 2015.
Analysis of the levels of sCD163 and sGal-1 within a group of
patients suffering from cHL has shown that the values of both
molecules were higher in relapsed patients and the subgroup with
progressive disease comparing the subgroup of newly diagnosed
patients without therapy or patients with therapy onset. Determination
of Gal-1 and sCD163 levels is simple and reliable analysis that can
contribute to the identification of high-risk patients with cHL, and
deserves inclusion in current prognostic scoring systems.
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1. UuvOoD

1.1. Hockinov limfom

Hockinova bolest je limfoidni tumor koji ¢ini manje od 1% svih novootkrivenih
neoplazmi godis$nje u svetu [1]. Prvi opis bolesti dao je Tomas Hockin 1832. godine. Tokom
20. veka doslo se do saznanja da bolest poti¢e od limfoidnog tkiva, pa je preimenovana u
Hockinov limfom (HL) i kao takva prepoznata u klasifikaciji Svetske Zdravstvene Organizacije
(WHO) 2001 godine [1,2]. On ¢ini oko 10% svih malignih limfoma [2, 3].

Hockinov limfom je retka bolest, ¢ija je incidenca 2—3 novotkrivena na 100 000 sta-
novnika u Evropi i SAD. U industrijalizovanim zemljama pocetak Hockinovog limfoma poka-
zuje bimodalnu distribuciju sa prvim pikom u trecoj dekadi, a drugim pikom posle 50-te godine.
Cesée je zastupljen kod muskaraca nego kod Zena u svim subtipovima, izuzev nodularne skle-
roze, koja se ¢esce javlja kod mladih Zena [4]. Incidencu HL karakterise heterogenost u pogledu
godina, pola, rase, geografske regije, socijalnog statusa i histopatoloskog subtipa [5].

Hockinov limfom ¢ine dva razlicita entiteta: nodularni limfocitima-predominantni HL
(LPHL), koji ¢ini oko 5% 1 ¢es¢i, klasi¢ni Hockinov limfom (cHL) koji ¢ini oko 95% svih HL.
Pomenuti entiteti se razlikuju u pogledu histopatoloskog nalaza, imunofenotipa, klinickog toka
bolesti kao i molekularnih osobina. Naime, LPHL se histoloski moZe prezentovati sa dva
razli¢ita morfoloSka obrasca, kao nodularni i difuzni, a cHL karakteriSe postojanje 4 histoloSka
subtipa [6]. Pomenute entitete, cHL i LPHL, odlikuju razlike u pogledu imunofenotipa gde cHL
karakteriSe odsustvo B celijskih markera nasuprot njthovom prisustvu u LPHL, zatim u pogle-
du prisustva crippling mutacija gena teskih lanaca imunoglobulina Ig koje se javljaju tokom
razvoja B ¢elija u cHL, nasuprot i dalje prisutnim somatskim mutacijama u LPHL. Razlike po-
stoje i u signalnim putevima ukljuenim u malignu transformaciju, u vidu odsustva BCL6
ekspresije u cHL ali i prisustva Epstajn Bar virusa (EBV), u oko 80% slucajeva nodularne skle-
roze u HRS ¢elijama i retko u LH ¢elijama nodularno limfocitima predominantnog HL [7,8].

Nodularni limfocitima predominantni HL, karakteriSe manje agresivan tok bolesti u
poredenju sa cHL a leCenje je do nedavno sprovodenjeno primenom istih protokola kao za
cHL. Novije preporuke podrazumevaju primenu terapije bazirane na klinickom stadijumu bo-
lesti. Njihova primena omogucava postizanje kompletne remisije (CR) u vise od 95% bo-
lesnika [6].

Nelecen HL ima fatalnu prognozu, dok rana dijagnoza i leCenje Cine ovu bolest

izle¢ivom u vecini slucajeva. Primenom odgovarajuceg lecenja postize se da oko 80% bo-
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lesnika prezivi 5 godina ili duze. Bolesnici sa HL koji su dijagnostikovani u prvom klinickom
stadijumu (CS) bolesti imaju vise od 90% mogucnosti da zive duze od 10 godina. Oni koji su d-
ijagnostikovani u CS IV imaju 50% moguc¢nosti da zive 10 i viSe godina [9]. Do sredine
proslog veka, HL je bio neizleciva bolest za veéinu bolesnika. Primena radioterapije i ABVD
protokola sedamdesetih godina proslog veka, predstavljali su veliki napredak u lecenju. Novi
vek obelezila je primena poslednje generacije intenziviranih protokola poput Stanford V,
ChIVPP/ EVA, MEC kao i BEACOPP koji su uvedeni u lecenje odmaklih stadijuma HL tokom
devedesetih godina proslog veka. Opste prezivljavanje bolesnika lecenih u German Hodgkin
Study Group (GHSG) u trajalima HD7 za rani povoljni, HD8 za rani nepovoljni i HD9 za od-
makli stadijum HL, dokazalo je da ¢ak i bolesnici sa odmaklom fazom bolesti mogu biti izle-
¢eni u velikom procentu. Poznato je da bolesnici mogu biti izleCeni ¢ak i u slucaju pojave re-
lapsa primenom visokodozne hemioterapije i autologe transplatacije mati¢ne ¢elije hemato-
poeze (ASCT) [7].

Naime, uprkos uspehu standardne prve linije hemioterapije u leCenju bolesnika sa cHL
jedan procenat bolesnika 10-30%, posebno onih sa lo§im prognosti¢kim faktorima pri di-
jagnozi (prisustvo B simptoma, bulky bolest, odmakli stadijum bolesti ili ekstranodalna bolest)
relapsira nakon postizanja inicijalne remisije, a 5-10% je refraktorno na inicijalnu terapiju [10].

Za bolesnika sa relapsom nakon autologe transplatacije mati¢ne éelije hematopoeze
primenjuju se razni modaliteti leCenja, poc¢ev od pojedinac¢ne hemioterapije, kombinavanih he-
moterapijskih strategija le€enja, imunokonjugata brentuksimaba vedotina (BV), blokatora imu-
noloskih kontrolnih tacaka poput nivolumaba 1 pembrolizumaba, lenalidomida, evrolismusa, a
u pojedinih u prisutvu odgovarajuc¢ih donora i alogena transplatacija koStane srzi. Treba istaci
da je u eri primene imunoterapije u leCenju maligniteta, primena blokatora receptora programi-
rane Celijske smrti (PD-1) u bolesnika sa relapsom ili refraktornim cHL od posebnog znacaja.

Rezultati klinickih trajala su ohrabruju¢i u pogledu lecenja bolesnika sa cHL, a na-
predak u razumevanju biologije HL, omogucio je razmatranje i drugih mogucih terapijskih
modaliteta u le¢enju bolesnika sa cHL [11,12]. Postojeci prognosticki skorovi ne omogucava-
ju ranu identifikaciju grupe bolesnika koja ne¢e odgovoriti na lecenje, kao ni grupu bolesnika
koja ¢e relapsirati, pa je time otezano donoSenje odluke o primeni najoptimalnijeg leCenja.
Identifikacija biomarkera bolesnika sa cHL predstavlja strategiju lecenja koja treba da omo-
guéi primenu racionalne terapije bazirane na statifikaciji rizika bolesnika. Naime, u HL
neoplasti¢ne Reed Sternbergove ¢elije (RS) ¢ine manjinu i okruzene su heterogenom popula-

cijom neneoplastic¢nih ¢elija, uglavnom B 1 T ¢elija, kao 1 makrofazima, eozinofilima, bazo-
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filima i monocitima. Ekspresija razli¢itih citokina od strane RS c¢elija uti¢e na abnormalni
imuni odgovor ali 1 dodatni faktori sekretovani od strane reaktivnih ¢elija tumorskog mikro-
okruzenja takode potpomaZzu stvaranje imunosupresivne mikrookoline tumora koja dovodi do
izbegavanja imunoloSkog nadzora. Ove ¢injenice potenciraju potrebu razmatranja statusa
imunosupresije u cHL kroz sagledavanje biomarkera imunosupesije $to bi omogucéilo prace-
nje uspeha lecenja, ranu detekciju refraktornosti na lecenje kao i pojavu relapsa bolesti. Time
bi se omogudéila blagovremena korekcija lecenja i1 otklonili nedostaci dosadasnjih progno-
stickih skorova koji nisu omogucili adekvatnu statifikaciju bolesnika sa cHL a time ni pravi-

lan izbor terapijskog modaliteta lecenja [13].

1.2.  Prognosticki faktori Hockinovog limfoma

Najznacajnije determinante prognoze bolesnika sa cHL su klinicki stadijum bolesti i
prisustvo sistemskih simptoma. Primenom klini¢kih stadijuma bolesti, sistemskih simptoma i
faktora rizika najpoznatije grupe istrazivata (EORTC, GELA, GHSG, NCIC/ECOG)
sastavile su sledec¢e grupe rizika: Rani povoljni (Stadijum | -1l bez B simptoma), rani
nepovoljni (Stadijum I- Il sa najmanje jednim faktorom rizika) i odmakli stadijum bolesti koji
ukljucuje Stadijum III- IV sa bulky ili intrabdominalnom boles¢u.Faktori rizika koje
ukljucuju pomenute grupe eksperata su: prisustvo bulky bolesti (vise od 10cm u dijametru),

prosirenost na vise regiona, ekstranodalna bolesti, odmakli stadijum 1 ubrzana SE [10].

Tabela 1. Grupe rizika bolesnika sa HL sa¢injene od strane razli¢itih ekspertskih grupa

Gruparizika EORTC/ GELA GHSG NCIC/ECOG
Rani povoljni  Povoljni stadijum I-11 Povoljni stadijum I-11 Povoljni stadijum I-11
stadijum (Bez faktora rizika) (Bez faktora rizika) (Bez faktora rizika)
(supradijafragmalno)
Rani Stadijum I-11, Stadijum LA Nepovoljni Stadijum I-11
nepovoljni >1 faktora rizika > 1 faktora rizika > 1faktora rizika
stadijum (supradijafragmalno) Stadijum 11B sa C/D
bez A/B

Odmakli Stadijumi II-1V Stadijum 11B sa A/B; Stadijum I-11, Bulky ili
stadijum Stadijumi H1-1V intrabdominalna lokalizacija;

Stadijumi HI-1V
Faktori rizika A: Velika medijastinalna  A: Velika medijastinalna A: Godine > 40 godina

masa

B: Godine > 50 godina
C: Ubrzana SE

D: > 4 zahvacena regiona

masa

B: Ekstranodalna bolest
C:Ubrzana SE

D: > 3 zahvacena regiona

B: Ne LPHL ili NS
Histoloski

C: SE > 50 mm/hr

D: > zahvacenih nodusa
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1.2.1. Klinicki prognosticki faktori

Kao prediktori ishoda bolesti u HL se jo$ uvek koriste pomenuti standardni klini¢ki
parametri kao Sto su: bulky masa, godine starosti, broj nodalnih mesta i sedimentacija
eritrocita. U vreme dijagnoze veéina bolesnika sa HL se prezentuje supradijafragmalnom
limfadenomegalijom, zahvatanjem cervikalnih, supraklavikularnih, axilarnih kao i limfnih
nodusa prednjeg medijastinuma, dok su ingvinalni limfni nodusi mnogo manje zahvaceni.
Kod jedne tre¢ine bolesnika postoji prisustvo B simptoma koji ukljucuju prisustvo povisene
temperature, noénog znojenja i gubitka telesne tezine a mnogi bolesnici pri prezentaciji imaju
svrab. Bolest uglavnom zahvata susedne limfne noduse, ali su mogucéa zahvatanja ekstra-
nodalnih lokalizacija direktnom invazijom ili hematogenom diseminacijom. NajceSc¢e ekstra-
nodalne lokalizacije su slezina, pluca, jetra i koStana srz [14].

Opisane klinicke osobine cHL jesu i prognosticke, ukljuéene su u Internacionalni
prognostic¢ki skor (IPS-7) skor, ali se postavlja pitanje da li su one dovoljne da adekvatno
klasifikuju bolesnike sa cHL u grupe rizika. Svakako da kvantifikacija tumorske mase

omogucava daleko bolje praéenje terapijskog odgovora i pravilno lecenje bolesnika.

1.2.2. Klinicki prognosticki faktori u eri primene PET /CT

Prognosticki faktori HL koji direktno predstavljaju tumorsku masu i aktivnost su
klini¢ki stadijum, broj zahvacenih limfnih nodusa, bulky masa i B simptomi, a indirektni
pokazatelji tumorske mase i aktivnosti jesu bazirani na laboratorijskim parametrima (vredno-
sti serumskog hemoglobina i albumina). Prisustvo i aktivnost tumorske mase jesu progno-
sticki, ali je za leCenje bolesnika sa cHL vazZna kvantifikacija tumorske mase. Imajuéi u vidu
da maligne ¢elije ¢ine mali procenat u bolesnika sa CHL, postavlja se pitanje nacina kvanti-
fikacije tumorske mase.

Staziranje bolesti predstavlja najznaajniju detreminantu prognoze i izbora nacina
lecenja. Anatomska distribucija, odnosno prosirenost Hoc¢kinovog limfoma odreduje se modi-
fikovanom Cotswoldovom Ann Arbor klasifikacijom, morfoloski volumen tumora primenom
kompjuterizovane tomografije (CT), a aktivnost bolesti primenom fluoro-2-deoksi-D-glukoze
pozitronske emisione tomografije — kompjuterizovane tomografija FDG PET/ CT [10]. Istra-
zivanje Gobbi i saradnika pokazalo je mogucénost indirektne kvantifikacije tumorskog volu-
mena, za razliku od FDG PET /CT koja omogucava direktno odredivanje tumorske mase.
[15]. Smatra se da inicijalno primenom FDG PET/ CT treba odrediti metabolicki volumen

tumora (MVT) kao i ASUVmax koji omoguc¢avaju bolju predikciju primene PET /CT [16].
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Naime, primenom PET/ CT postize se restaziranje u 10% do 30% bolesnika sa limfo-
mom, a time i nedovoljno ili prekomerno lecenje. Istrazivanja su dokazala prediktivnu ulogu
PET /CT bolesnika sa HL, pa tako pozitivna prediktivna vrednost (PPV) postoji kod manje
od 65% bolesnika sa HL ali opet vise u odnosu na primenu CT. Za bolesnike sa niskim ili
intermedijarnim rizikom odmaklih stadijuma HL, PET/CT ima senzitivnost 81% a speci-
fiénost 97% 1 moze da identifikuje bolesnike koji nece odgovoriti na primenjenu terapiju.
Smatra se da 30—40% bolesnika sa PET pozitivnom rezidualnom masom nece progredirati ili
relapsirati i da je u tim slu¢ajevima neophodna biopsija pre primene salvage terapije. U slu-
¢aju bolesnika sa odmaklim stadijumom bolesti i standardnim ili visokim rizikom (IPS 0-2 ili
> 3) primena interim PET/CT omoguéava primenu agresivnijeg nacina le¢enja [10]. Poznato
je da se pozitronska emisijska tomografija koja koristi [18F]-fluoro-2-deoksi-D-glukozu
(FDG-PET) temelji na ¢injenici da vecina limfoma pojacano metabolizira glukozu. Ako se
FDG-PET primeni rano u toku standardne hemioterapije, (interim PET), pruza dobar uvid u
terapijski odgovor i konacan ishod lecenja. Danas se u interpretaciji nalaza interima PET/ CT
koriste kriterijumi Deauvilla koji ¢ine lestvicu sa DS skorom od 1 do 5, za nakupljanje FDG,
pri ¢emu se kao referentni organ uzima jetra. PET pozitivna lezija se definise kao ona lezija
koja nakuplja FDG viSe od pozadine, na lokaciji koja nije kompatibilna s normalnom

anatomijom i fiziologijom [17]. Tabela 2 prikazuje pomenuti skor [18].

Tabela 2. Deauville skor (DS) interpretacije FDG PET/ CT

Skor 1 Nema nakupljanja

Skor 2 Nakupljanje manjeg ili jednakog intenziteta kao u medijastinumu

Skor 3 Nakupljanje vecéeg intenziteta u medijastinumu ali manjeg ili jednakog nego u jetri
Skor 4 Nakupljanje umereno jac¢e nego nakupljanje u jetri

Skor 5 Nakupljanje na postoje¢im i/ ili novim lezijama bolesti je zna¢ajno jace nego u jetri

Skor X Novi regioni nakupljanja koji nisu povezani sa bolesc¢u

Mesta minimalnog rezidualnog nakupljanja (MRU) imaju nakupljanje manje ili
jedanko od jetre a nastaju kao posledica inflamatorne reakcije tkiva usled citolitickog efekta
terapije koja dovodi do nespecifi¢cnog nakupljanja FGD od strane inflamatornih ¢éelija koje
infiltriSu tumorsko tkivo. Definisanje MRU omogucilo je da se i nalaz PET/ CT prikaze
dinamskim skorom koji podrazumeva poredenje pocetnog PET/CT i nalaza interima u
pogledu redukcije broja i intenziteta rezdualnih lezija. Primenom ovog dinami¢kog PET/ CT

se smanje broj pozitivnih nalaza PET/ CT. Time je pokazano da i nalaz PET/ CT treba da
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bude kvantifikovan kako bi se izbegli lazno pozitivni nalazi, a samim tim omogucilo

adekvatno lecenje bolesnika sa cHL [19].

1.2.3. Metaboli¢ki skor bolesnika sa cHL

Aktuelna Lugano klasifikacija iz 2014.godine koristi pomenutu DS skalu sa 5 skor
poena u proceni odgovora bolesnika sa cHL, pa se tako odgovor bolesnika na lecenje moze
klasifikovati kao:

Kompletni metaboli¢ki odgovor podrazumeva DS skor 1 ili 2 primenom interima na
kraju leCenja. Poznato je da nakupljanje FDG opada tokom terapije u hemosenzitivnih
bolesnika a da prisustvo rezidualnog FDG viseg od normalnog nakupljanja u jetri Cesto
postoji na interimu u bolesnika koji nisu postigli kompletni metabolicki odgovor posle
lecenja. Nedavne studije pokazale su da vecéina bolesnika sa nakupljanjem FDG veéeg nego u
medijastinumu ali manjeg ili jednakog nego u jetri sa DS skorom 3 ima povoljan ishod
bolesti na kraju lecenja standardnom terapijom. Smatra se da skor 3 moze biti neadekvatno
protumacen pa ga treba interpretirati u skladu sa vremenom kada je uraden, tokom ili na kraju
le¢enja kao i u zavisnosti od klini¢kog statusa bolesti i primenjenog lecenja, kako bi se iz-
beglo neadekvatno, ¢esto nedovoljno lecenje ove grupe bolesnika sa cHL.

Parcijalni metabolicki odgovor karakteriSe prisustvo skora DS 4 ili 5 koji ukazuje
na residualnu bolest, ali je nakupljanje manje od pocetnog.

Stabilnu bolest ili progresiju karakteriSe da se pocetni skor 4 ili 5 ne menja tokom
lecenja ili je veci od pocetnog uz nove fokuse bolesti [20].

Tokom poslednje decenije dokazana je uloga PET/ CT u staZiranju bolesnika sa cHL,
prognozi ishoda bolesti i odgovora na lecenje. Takode je dobro poznat prognosticki znacaj
negativnog PET/ CT pre autologe transplatacije MCH. Za sada medutim ne postoje vodiéi u
pogledu upotrebe PET /CT u le€enju bolesnika sa relapsom i refraktornim cHL. Moskowitz i
saradnici su dokazali da je postojanje negativnog PET/ CT pre transplatacije rezultovalo ostva-
rivanjem EFS u vise od 80% bolesnika nasuprot 28,6% bolesnika koji su pre transplatacije
imali pozitivan PET/ CT. Time je istaknut znacaj postojanja hemosenzitivnosti bolesti na
salvage terapiju pre transplatacije [18]. Zna¢aj PET/ CT je od naroCite vaznosti u leCenju
odmaklih stadijuma bolesti.Hasenclever i saradnici su ukazali da klinicke karakteristike od-
maklog stadijuma bolesti mogu biti nepovoljni prognosticki faktori sve do momenta dok se
ovi bolesnici leCe sli¢nim terapijskim modalitetima kao i bolesnici sa ograni¢enim stadiju-

mom bolesti.Primenom drugih, intenzivnijih modaliteta leenja, ranije prisutne klinicke

Olivera B. Simonovi¢ | Zna€aj galektina-1 kao prognostickog faktora u le€enju klasi€nog Hockinovog limfoma | Doktorska disertacija 6



Uvod

karakteristike odmaklih stadijuma bolesti gube prognosticki znacaj u stratifikaciji rizika za
neuspeh terapije. U zaklju¢ku se moze reéi da se u eri novih terapijskih modaliteta, istraziva-
nja fokusiraju na prognosticke faktore koji direktno reprezentuju povezanosti tumorske mase
individue, kao $to je primena opisanog FDG PET/CT ali i drugih koji omogucavaju izbor

optimalnog modaliteta leCenja [21].

1.2.4. Internacionalni prognosticki skor IPS-7

Internacionalni prognosticki skor (IPS) odmaklih stadijuma HL, publikovan je 1998.
godine nakon analize 5141 bolesnika sa HL. Baziran je na klini¢kim i analitickim parame-
trima, a ¢ini ga 7 klini¢kih varijabli uklju¢ujuci nivo albumina manji od 4g/dL, nivo hemo-
globina manji od 10,5 g/dl, muski pol, godine starosti (stariji od 45 godina), CS IV, broj
leukocita najmanje 15000/mm3 i absolutni broj limfocita manji od 600 /mm3. Bioloski
faktori inkorporirani u ovaj skor su godine i pol bolesnika, oni uti¢u na ishod bolesti, a
inflamatorni proces uzrokovan oslobadanjem citokina reflektuje se nivoom albumina i
hemoglobina, kao i abnormalnostima u broju leukocita i limfocita [22].

Pomenuti IPS je klinic¢ki Siroko prihvacen, uprkos nedostacima koji se ogledaju u
tome da jo§ uvek ne moze identifikovati pri dijagnozi znacajni procenat bolesnika sa vrlo
loSom prognozom, a nije primenljiv ni za bolesnike sa ranim stadijumom bolesti [22, 23].

Primenom ve¢ pomenutog IPS-7 skora na osnovu broja faktora rizika bolesnici se
klasifikuju u 6 subgrupa sa razli¢itim petogodiSnjim periodom do progresije bolesti (FFP)
pocev od 42% do 84% kao i opStim prezivljavanjem (OS) od 56—89%.

Svakako, da je primena novih modaliteta leCenja uticala na bolji ishod bolesti, pa se
time namece pitanje daljeg prognostickog znac¢aja pomenutog IPS skora, ili kako to novi radovi
isticu IPS- 7 skora, imajuci u vidi da je ovaj skor kreiran 1998. godine i da se odnosio na
bolesnike le¢ene protokolima ABVD, MOPP ili hibridnim protokolima sa ili bez radioterapije.

Dosadasnje studije su pokazale da je samo cCetvrti klinicki stadijum (CSIV) ostao
prognosticki signifikantan u multivarijantnim analizama, u odnosu na ostale komponente
IPS-7 skora. Istrazivanje Sanchez-Espiriodion i saradnika dokazano je da se kombinacijom
molekularnog risk skora (MRS) bolesnika sa odmaklom boles¢u i CSIV mogu otkloniti
nedostaci u primeni ranije pomenutog IPS-7 skora i identifikovati grupa bolesnika sa loSom
prognozom bolesti kod koje bi trebalo primeniti leCenje agresivnom hemioterapijom [24].

Svakako da je primena MRS od izuztne vaznosti ali je i takode teSko primenljiva u

stratifikaciji rizika bolesnika sa cHL u svakodnevnoj praksi.
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1.2.5. Novi IPS-3 prognosticki skor

Primena novih terapijskih protokola kao i suportivne terapije u leCenju novodijagno-
stikovanih bolesnika kao i bolesnika u relapsu bolesti, doprinela je signifikanthnom poboljsa-
nju ishoda bolesti. Svakako, da je i primena PET/CT, takode doprinela boljem ishodu bolesti
jer je omogucila mnogo preciznije staziranje bolesti 1 odgovor na leCenje, pa je time takode
poljuljana validnost dosadasnjeg IPS-7 skora. lako se on i dalje primenjuje, njegov znacaj u
bolesnika lecenih novim modalitetima lecenja predstavlja izazov. Veé pomenuti IPS-7 skor je
ostao prognosticki, ali je njegov prognosti¢ki znacaj suzen. Naime, novije multivarijantne
analize pokazale su da samo dva faktora (godine starosti i stadijum bolesti) ostaju signi-
fikantni za FFP, a tri faktora (godine starosti, stadijum bolesti i vrednost hemoglobina) jesu
znacajni za OS, pa se time namece pitanje primene novog jednostavnijeg prognostickog
indeksa IPS-3. Diefenbach i saradnici su na osnovu svog istrazivanja sainili novi progno-
sticki skor koji se sastoji samo od tri faktora (godine starosti, stariji od 45 godina, stadijum
bolesti- CSIV i vrednost hemoglobina manji od 10,5 g/dl) koji omoguéava stratifikaciju bole-
snika u 4 posebne grupe rizika, grupu rizika sa 0, 1, 2 ili 3 faktora rizika.Utvrdeno da IPS-3
nadmasuje raniji IPS-7 u predikciji oba kako FFP tako i OS, a razlika postoji i u pogledu strati-
fikacije rizika ovih bolesnika pa se tako 18 % bolesnika svrstanih u grupu niskog rizika po IPS-
7 reklasifkuju u grupu intermedijarnog rizika na osnovu IPS-3 skora, a 13% bolesnika inter-
medijarnog rizika utvrdenog primenom IPS-7 skora reklasifikuje u grupu niskog rizika [25].

Potencijalno novi skor medutim ima ograni¢enja imajuc¢i u vidu da je kreiran na
osnovu istraZivanja bolesnika leCenih sa dva hemoterapijska protokola ABVD ili Stanford V
pa se postavlja pitanje njegove validnosti u pogledu stratifikacije rizika bolesnika lecenih
intenzivnijim protokolima poput eskaliranog BEACOPP ili BV. Drugo, ograni¢enje novog
IPS-3 skora jeste u pogledu broja bolesnika sa sva tri faktora rizika, jer je samo nekoliko
bolesnika imalo sva tri faktora rizika. Poslednje ogranicenje IPS-3 skora jeste u predikciji
FFP jer je za pojedine bolesnike IPS-7 skor imao bolju predikciju dok nije uocena razlika u

predikciji ova dva skora u pogledu OS [25].

1.2.6. Drugi prognosticki faktori

Napredak u razumevanju biologije HL ukazuje na druge prognosticke faktore kao $to
su: tumor infiltriSu¢i makrofazi, markeri apoptoze i solubilni markeri.
Tumor infiltriSu¢i makrofazi (TAM) i markeri apoptoze Steidl i saradnici su

utvrdili da je kod bolesnika sa cHL prisustvo genskog potpisa TAMa, udruzeno sa primarnim

Olivera B. Simonovi¢ | Zna€aj galektina-1 kao prognostickog faktora u le€enju klasi€nog Hockinovog limfoma | Doktorska disertacija 8



Uvod

neuspehom terapije.Daljim imunohistohemijskim analizama utvrdeno je da broj CD68+
makrofaga koreliSe sa smanjenim prezivljavanje bez progresije bolesti (PFS), povisenom
pojavom relapsa nakon ASCT, i kra¢im OS.Markeri apoptoze, povisena ekspresija bcl-2 i
bcl-2 familije proteina poput bcl-X1, BAX u RS ¢elijama omoguéavaju izbegavanje apotoze i
objasnjavaju rezistenciju na primenjeno le¢enje. Nekoliko studija je ukazalo na sli¢nu ulogu
p53 ekspresije utvrdene imunohistohemijom u nepovoljnom ishodu bolesti. Visoka ekspresija
bcl-X1 kao 1 visok apoptski indeks utvrden terminalnom dezoksinuklotidil transferaza
posredovana dezoksiuridintrifosfat biotinom (TUNEL) jesu nezavisno takode povezani sa

loSim ishodom bolesti [10].

Solubilni markeri

Najznacajniji su sledeéi solubilni markeri: nivo solubilne forme CD30 antigena,
(sCD30) utic¢e na los ishod bolesti sa losim FFS i OS. Drugi solubilni marker bolesnika sa
cHL je serumski interleukin-10 (IL-10), citokin IL-10, koji ima antiapoptsku ulogu, a njegov
povisen nivo u bolesnika sa cHL inhibiSe apoptozu HRS ¢elija. PoviSen nivo serumskog IL-
10 postoji kod oko 50% bolesnika sa HL i utice na loSe FFS kao i OS u bolesnika le¢enih
ABVD 1 BEACOPP protokolom. Treci solubilni marker je timusom i aktivacijom regulisan
hemokin (TARC), hemokin sekretovan od strane RS ¢celija, ¢iji poviSen nivo postoji kod
veéine bolesnika sa HL. Perzistentno poviSen nivo TARC nakon lecenja uti¢e na lose pre-
Zivljavanje 1 vaZan je za monitoring terapije [10].

Interakcija HRS celija 1 tumorskog okruzenja signifikantno utice na ishod bolesti.
Ekspresija CD68 kao i CD163 od strane tumor infiltriSu¢ih makrofaga korelise sa lo§im, PFS
1 OS. Prognosti¢ki znacaj ima i ekspresija EBV kao i odnos limfocita i monocita. Smatra se
da pri stratifikaciji rizika bolesnika sa HL zato treba istovremeno razmatrati bioloske osobine

tumora kao i klinicke prognosticke faktore [25].

1.2.7. Prognosticki faktori primarno refraktarnog i relapsirajué¢eg Hockinovog limfoma

Internacionalni prognosticki skor Hasenclevera i Diehla, nalazi primenu u stratifikaciji
rizika pri inicijalnoj prezentaciji odmaklih stadijuma HL, ali nije pokazan njegov znacaj u
predikciji prognoze refraktornih i relapsiraju¢ih bolesnika sa HL. Druge retrospektivne i
prospektivne studije su definisale prognosticke faktore relapsa i primarno refraktornog HL [26].
Brojne publikacije su pocev od 1990. godine ukazale na loSe prognosticke faktore

relapsa HL poput odmaklog stadijuma bolesti, kraeg vremena do pojave relapsa, prisustva B
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simptoma, ekstranodalnog prisustva bolesti. Godine su glavni prognosticki faktor prve linije
leCenja ali ne i kod relapsa jer veéina starijih bolesnika sa HL nije uklju¢ena u studije. Jones i
saradnici su na osnovu baze podataka GHSG sacinili prognosticki skor za pojavu relapsa
bolesti koji podrazumeva sledece nezavisne prognosticke faktore: vreme pojave relasa bolesti
<12 nasuprot >12 meseci, klinicki stadijum bolesti u vreme pojave relapsa bolesti CSIII /IV,
prisustvo anemije u vreme pojave relapse (kod muskaraca Hb <12 g/l a kod zena Hb <10,5 g/l).

Ve¢ pomenuta GHSG je takode prospektivnom studijom ukazala da su odgovor na
le¢enje protokolom DHAP, trajanje prve remisije i multipli relapsi nasuprot ranom i kasnom
relapsu prognosticki znacajni za uspeh druge linije leCenja. Odgovor na DHAP, trajanje remi-
sije i prisustvo anemije jesu znacajni za prezivljavanje [27].

Literaturni podaci ukazuju da grupa primarno refraktornih bolesnika ima najloSiju
prognozu u pogledu lecenja, prvenstveno u pogledu primene autologe transplatacije koStane
srZi, pa je rana identifikacija pacijenata znacajna za primenu agresivnijih protokola u lecenju.
Negativni klini¢ki prognostic¢ki faktori primarno refraktornog HL su povisena laktat dehi-
drogenaza (LDH) i zahvatanje medijastinuma [28].

Grupa autora je 2012.godine u okviru LYSA asocijacije (Lymphoma Stydy
Association) sacinila preporuke leenja bolesnika koji su kandidati za transplataciju koStane
srZi sa relapsom 1ili refraktornim HL [29].

Neuspeh lecenja odmaklih stadijuma bolesti nije podjednak, ve¢ kako to pojedini
autori poput Brusalima i saradnika u svom istrazivanju isti¢u, pojava relapsa postoji kod ma-
nje od 20% bolesnika sa IPS7 od 0 do 1, a povecanje IPS skora karakteriSe 1 viSi procenat
pojave relapsa, kod oko 40%.

U zakljucku se moze rec¢i da ne postoji jedinstven prognosticki sistem za relapsirajuce
HL, a kao najvazniji faktori pominju se kratko trajanje inicijalne remisije i odmakli klini¢ki
stadijum pri pojavi relapsa [26,30].

U bolesnika sa relapsom bolesti stratifikacija bolesnika na onovu faktora rizika nije
postala standard leCenja, pa se bolesnici sa relapsom HL lec¢e hemioterapijom sa autologom
transplatacijom mati¢ne Celije hematopoeze, nezavisno od klinickog stadijuma i prisustva
faktora rizika u vreme pojave relapsa bolesti [31].

Svakako da je napredak u razumevanju molekularne biologije HL omoguéio primenu
drugih terapijskih modaliteta u leCenju ali i primenu biomarkera u stratifikaciji rizika bolesnika.

Mnogo toga je ve¢ poznato u pogledu malignih HRS ¢elija, ali ono $to ovaj limfom

¢ini posebnim jeste interakcija sa tumorskim okruzenjem, odnosno mehanizmi tih interakcija.
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1.3. Maligne ¢elije Ho¢kinovog limfoma

Iako je bio prvi limfom prepoznat kao klinicki entitet, bio je jedan od najkomplikovanijih
u pogledu molekularne etiologije.Mikromanipulacije na pojedinacnim klonskim malignim HRS
¢elijama, pomo¢u PCR amplifikacije RNK i genomske DNK komogucile su molekularni prilaz
etiologiji 1 patogenezi HL. Primenom ovih tehnika razjasnjeno je ¢éelijsko poreklo Hockinove i
Rid Sternbergove éelije (HRS) éelije putem analize gena éelijskih receptora [32].

Kuppers i sar. su 1994. godine utvrdili da maligne, HRS ¢elije jesu klonske i da
nastaju od odgovarajuce B celije [33]. One ¢ine samo 0,1-1% zahvaéenog tkiva, pa je zato
analiza ovih ¢elija bila enigma dugi niz godina [4].

Rid Sternbergove éelije nisu morfoloki uniformne, imaju preénik 20 -60 um, obilnu,
blago eozinofilnu ili amlofilnu citoplazmu, najmanje dva jedra sa acidofilnimili amfofilnim
jedarcima, prekrivajuéi vise od 50% povrsine jedra. Monojedarne, Hockinove celije, osrednje
razvijene, svetlo eozinofilne citoplazme imaju jedno jedro sa karakteristicnim krupnim jedar-
cem [1].

Molekularne analize su dokazale prisustvo klonskog genskog rearanZmana imuno-
globulina Ig pojedinacnih HRS ¢celija, sto je bio dokaz klonalnosti HRS ¢elija, pa je Hockinova
bolest uvrstena u maligne limfome.

Iako su RS ¢elije dijagnosti¢ke, one mogu biti prisutne i kod infektivne mononu-
kleoze, B i T ¢elijskih limfoma, karcinoma, melanoma i sarkoma [34].

Danas je poznato da NF-kB signalni put omogucava prezivljavanje HRS ¢elija, a da je
izmicanje apoptozi druga bitna osobina ovih ¢elija za koju je odgovorno najmanje 6 receptora
TNF familije receptora CD30, CD40, CD95, TACI, BCMA i RANK, zatim kostimulatorni
receptori CD80 i CD86, kao i E selektinski ligand CD15 [35]. Cinjenica da su HRS éelije
rezistentne na CD95 posredovanu apoptozu, kao i da postoji neadekvatna Bax aktivacija,
istice znacaj deregulacije signalnih puteva apoptoze. Mnogobrojne studije ukazale su na
postojanje alteracija p53, Rb i p27 tumor supresor signalnog puta, prekomernu ekspresiju
ciklina G1/S i G2/M faze ¢elijskog ciklusa kao $to su E, D2, D3, A i B1, takode prekomernu
ekspresiju ciklin zavisnih kinaza CDK1,2 i 6 kao i prekomernu ekspresiju antiapoptskih pro-
teina poput c-FLIP, bcl-xI, c-IAP2, IAP i survina. Nedavne studije su takode dokazale da
IL13 ima vaznu ulogu u prezivljavanju HRS ¢elija, ali 1 da EBV virus utice na regulaciju
apoptoze u bolesnika sa cHL [36].

Slika 1 prikazuje HRS ¢eliju sa pomenutim receptorima i signalnim putem $to pred-

stavlja glavno obeleZje ovih ¢elija [34].
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Slika 1. Rid Sternbergova éelija u klasiénom Hockinovom limfomu

1.4. Patogeneza Hockinovog limfoma

Klasi¢ni Hockinov limfom, karakteriSe postojanje ve¢ opisanih HRS ¢elija, klonalnih
B ¢elija, bez B ¢Celijskog fenotipa, sposobnih da izmicu apoptozi.Smatra se da upravo ova
osobina HRS ¢elija predstavlja kljucni dogadaj u patogenezi cHL, a nekoliko mehanizama
ukljucujuci latentnu infekciju EBV virusom omogucava ovim ¢elijama preZivljavanje. Naime,
epidemioloske studije isticu virusnu etiologiju HL, a pojedine sugeriSu da EBV moze biti
transformiSuci agens u HL. Uloga drugih virusa u patogenezi HL je nepoznata. Pomenuti
EBV moze imati direktnu ili indirektnu ulogu u patogenezi HL, verovatno kao okida¢ pato-
genih mehanizama, ili moze reflektovati urodenu ili ste¢enu nishodnu imunoregulaciju koja
je uvod u oba, malignitet i reaktivaciju EBV [37]. Istrazivanja su ukazala da se u HL genom
virusa nalazi u monoklonalnoj formi, ukazujuéi da se infekcija tumorskih ¢elija dogodila pre
njihove klonske ekspanzije [38].

Vazno je ista¢i da Hoc¢kinove i Rid Strenbergove éelije u EBV pozitivnih bolesnika
pokazuju ekspresiju EBV latentnih gena LMP1, LMP2a, EBNA1. U zapadnim zemljama,

oko 50% svih slucajeva HL je EBV pozitivno, a najviSa pozitivnost postoji u subtipu meso-
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vite celularnosti (MC) oko 70%, dok subtip nodularne skleroze (NS) karakteriSe manja
pozitivnost 15-30% [4]. Pomenuta EBV pozitivnosti je od posebnog znacaja obzirom da uti-
¢e na aktivaciju signalnih puteva u cHL. Naime, aktivacija NF-kB signalnog puta razlicita je
u EBV pozitivnih i negativnih bolesnika sa HL. Zna se da konstitutivnu aktivaciju NF-kB u
EBYV pozitivnih podsti¢e LMP1, a kod EBV negativnih su to mutacije IkBa gena HRS ¢elija.

LMP-1 je integralni membranski protein od 62 kd, koji je funkcionalno je analogan
CD40 molekulu. Signalni put aktivacije preko CD40 receptora ima glavnu ulogu u interakciji
T i B ¢elija i prezivljavanju GC ¢elija [4]. On ima najvi$i potencijal transformacije i moze in-
dukovati fenotop HRS ¢elija sa konstitutivnom aktivnoséu NF-kB [39].

Smatra se da LMP2, koji je takode eksprimiran u HRS ¢elijama uti¢e na signal
transdukecije tako Sto vr$i blokadu signala koji su pokrenuti vezivanjem B ¢elijskog receptora
BCR kompleksa, a da se B ¢elije ekspresijom LMP2 proteina stite od apoptoze [40].

Osim uloge EBV virusa, patogeneza cHL na molekularnom nivou se objasnjava
aktivacijom ve¢ pomenutog transkripcionog faktora NF-kB, aktivatora proteina 1 (AP-1),
¢lana STAT signalnog puta i deregulisanim NOTCHL1 signalnim putem. Simultana, konstitu-
tivna aktivacija svih signalnih puteva jedinstvena je u HL. Deregulacija pomenutih signalnih
puteva postoji kod vecine, ili gotovo svih HRS ¢elija bolesnika sa HL, isti€u¢i njihovu
centralnu ulogu na prezivljavanje, rast i regulaciju ekspresije HRS specifi¢nih gena. Transkrip-
cioni faktori (NF-kB) i AP-1 sinergisti¢ki reguliSu antiapoptotske gene i proliferaciju, kao i
veliki broj citokina i hemokina koje stvaraju HRS ¢elije. Smatra se da su AP-1 i NOTCH1
signalni putevi odgovorni za gubitak B ¢elijskog fenotipa, koji karakteriSe HRS celije [41].

Konstitutivna aktivacija NF-kB signalnog puta je oblelezje HRS ¢elija i podstice
prezivljavanje ¢elija. Familija NF-kB sadrzi 5 ¢lanova p50, p52, p65 (RelA), c- Rel i RelB u
formi homodimera ili heterodimera. U mirovanju je NF-kB inaktiviran, u citoplazmi vezan za
inhibitorni kappa B (IkB), posebno 1kB alfa [42]. Kao odgovor na stimulus, IkB kinaze se
aktiviraju, nastupa fosforilizacija IkB proteina kada se NF-kB oslobada u jedro i tu zapocinje
transkripciju njegovih ciljnih gena, ¢cime se omogucava da transkripcioni NF-kB podstice infla-
matorni odgovor [43,44]. Aktivacija NF-kB se postize multpnim mehanizmima: mutacijama NF-
kB i JAK/ STAT signalnog puta, signala putem receptora superfamilije tumor nekrosis faktora
(TNFRSF), tirozin kinaza i receptora citokina [45]. Pominje se nekoliko mogucih mehanizama
aktivacije NF-kB u HL. Hockinove i Rid Sternbergove celije (HRS) éelije konstititutivno
esprimiraju povrsinski receptor CD40, na ¢iju aktivaciju utice latentni membranski protein LMP

1i putem TNF vezujuceg receptora (TRAF) aktivise NF-kB [46]. Ligand CD40 se eksprimira na
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T Celijama koje okruzuju RS celije. Zna se da CD40 aktivira oba signalna puta NF-kB i
JNK/SAPK. NF-kB transkripcioni faktori reguliSu apoptozu, produkciju citokina, c¢elijsku
proliferaciju, transformaciju i razvoj tumora [47].

AP- 1 familija transkripcionih faktora je ukljucena u kontrolu proliferacije, apoptoze i
maligne transformacije. Njegova uloga u onkogenezi je nejasna. Konstitutivna aktivacija AP-
1 sa jakom c-Jun i JunB ekspresijom postoji u svim ¢elijama sa cHL. Ista aktivacija postoji i
kod anaplasticnog krupno ¢elijskog limfoma (ALCL), ali je odsutna u drugim tipovima
limfoma. C-Jun je regulisan autoregulatornim procesom, a JunB je pod kontrolom NF- kp
signalnog puta. Aktivisani AP-1 podrzava proliferaciju Hockinovih éelija, a suprimira apoptozu
Celija ALCL. Smatra se da AP- 1 zajedno sa NF- kB stimuli$e ekspresiju regulatora ¢elijskog
ciklusa, ciklina D2, protoonkogena c-met, receptora CCR7, koji su jako eksprimirani u HRS
¢elijama. Uloga Jun/AP-1 u programiranoj ¢elijskoj smrti je kompleksna i zavisno od vrste i tipa
¢elija, moze biti pro ili anti apoptotskih funkcija [48]. AP -1 ¢ine homo ili heterodimeri
sastavljeni od Jun (c-Jun, JunB, JunD), Fos (c-Fos, FosB, Fra-1, Fra-2) i ATF familije proteina.
Transkripcija c-Jun i drugih ¢lanova AP-1 familije je brza, stimulisana mnogim ekstra
celularnim signalima, koji pokrecu aktivaciju JNK, ERK 1/2 ili p38 MAP kinazni signalni put.

Notch 1 pripada familiji transmembranskih receptora koja kontrolise proliferaciju
¢elija 1 diferencijaciju u odgovoru na ekstracelularne ligande koji su eksprimirani na
susednim ¢elijama okruZzenja. Dokazano je da je Notchl protein jako eksprimiran na tumor-
skim ¢elijama cHL i ALCL kao i da je ligand Notchl, Jagged leksprimiran na malignim HRS
¢elijama kao 1 na ALCL ¢elijama i susednim ¢elijama tumorskog okruZenja. Iako su Notch 1 1
njegov ligand eksprimirani na istoj ¢eliji pokazano je da se Notch aktiviSe puten vezivanja na
njegov ligand susedne celije. Dokazano je da je Notchl jako eksprimiran na HRS celijama
kao 1 na tumorskim ¢elijama porekla T ¢elija, ALCL. Aktivacijom Notchl signala tumorskih
¢elija putem njihovog liganda Jagged 1 reguliSe se rast i prezivljavanje tumorskih celija.
Istrazivanje Jundt i saradnika je pokazalo da Notchl signali aktivisani ligandom Jagged1 ubr-
zavaju rast 1 inhibiSu apoptozu ¢elija cHL kao 1 ALCL [49].

Ranije pomenute mitogenom aktivirane protein kinaze (MAPK) obuhvataju tri grupe
molekula: ERK (vancelijskim signalom regulisane kinaze), JNK (c -Jun N terminalne kinaze) i
p38I ukljucene su u patogenezu cHL [50]. Naime, signalna kaskada Ras /Raf /MEK/ ERK
prenosi proliferativni signal od celijskog receptora do transkripcionih faktora koji regulisu
ekspresiju gena. Aktivacijom CD30, CD40 i receptora aktivatora nuklearnog kappa beta (RANK)
putem odgovarajucih liganada u HL, moze se povecati fosforilizacija ERK iznad bazalnog nivoa i

uticati na prezivljavanje celija [51,52]. Pored toga ERK signalni put kontroliSe ekspresiju
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receptora programirane ¢elijske smrti (PD-1) ali i B7- HI membranskog proteina, ¢lana familije
B7, koja inhibise funkciju T limfocita kroz (PD- 1). Eksprimiran je takode u ALCL i HL [53].

U zakljucku se moze reéi da je uloga signalnih puteva u patogenezi cHL kompleksna
U pogledu prezivljavanja i proliferacije zahvaljuju¢éi MEK/ERK, JAK/STAT i NF-kB
signalnom putu, ali i gena ukljuéenih u transkripciju, transdukciju signala prezivljavanja i
rasta poput STATL, TLR7, CD40 i IL- 6, kao i antiapoptskih gena BCL2 i BCL2L1. Svi oni
doprinose nekontrolisanoj proliferaciji ¢elija i antiapoptskom odgovoru u cHL [54].

Ranije opisani signalni put AP1, odnosno interakcija c- JUN sa Gal-1 omogucava
diferenciranje cHL i ALCL u odnosu na MLBCL, NLPHL i DBCL, dok interakcija c-REL i
TRAF1 u okviru NFKB signalnog puta razdvaja cHL i MLBCL od ostalih limfoma kako je

prikazno na slici 2 [55].

NFkB signalni Nuklearr'ii c-REL Nuklearni C-REL
i TRAF1 TRAF1

® O

AP1 signalni ‘. : . 3
ut < ' : N
’ cJUN cJUN  cJUN  c-JUN
Gall Gall Gall Galt
Dijagnoza

MLBCL cHL ALCL NLPHL DLBCL
Slika 2. Signalni putevi ukljuceni u patogenezu cHL i interakciju sa Gal-1

1.5. Genetske osobine Ho¢kinovog limfoma

Genomska nestabilnost karakterise Hockinove i Rid Strenbergove ¢elije. Moze se podeliti
u cetiri kategorije: DNK mutacije, numeric¢ke aberacije, strukturalne aberacije, delecije i/ ili
povecan broj kopija regiona hromozoma [4].

Opisane promene genoma uti¢u na razvoj, klinicku sliku, kao 1 odgovor na terapiju
bolesnika sa HL. Dokazano je da na razvoj HL uticu translokacije gena BCL2, BCL6, c- MYC,
delecija 9934 kao i povecan broj kopija gena p53.
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Klju¢ni dogadaj u patogenezi HL predstavlja moguénost HRS ¢elija da izbegnu
apoptozu, pa su zato proucavane genetske aberacije koje utiCu na aktivaciju ili inhibiciju
apoptoze. Tako je utvrdeno da u gotovo svim c¢elijskim linijama HL postoje mutacije TP53,
FAS, kaspaze 8, kaspaze 10, FAS posredovanog domena smrti (FADD), BCL2 agonista ¢e-
lijske smrti (BAD) ili translokacije BCL2 [56].

Tokom poslednje decenije u¢injeni su vazni pomaci u razumevanju biologije HL kao |
razvoj novih molekularnih tehnologija za identifikaciju novih prognostickih faktora koji mogu
biti korisni za stratifikaciju bolesnika u grupe rizika kao i predikciji odgovora na terapiju.
Ranije pomenuti Sances 1 saradnici su u svom istraZivanju sacinili model od 11 najboljih
prognostickih gena koji su ukljuceni u 4 signalna puta (¢elijski ciklus, apoptozu, aktivaciju ma-
krofaga i interferon regulatorni faktor 4). Ovim modelom identifikovali su grupu niskog i viso-
kog rizika sa razli¢itim petogodi$njim prezivljavanjem 74% nasuprot 44,1%. Ovaj model moze
biti kombinovan sa ¢etvrtim klini¢kim stadijumom (CSIV) u kona¢ni model predikcije koji
identifikuje grupu bolesnika sa losim ishodom bolesti i petogodi$njim prezivljavanjem od
25,5% [24,57].

Druga grupa autora, Montalban i saradnici je definisala Cetiri molekularna markera
koji uti¢u na ishod bolesti, a multivarijantna analiza je pokazala da p53, Bcl-XI i terminalna
dezoksinuklotidil transferaza posredovana dezoksiuridintrifosfat biotinom (TUNEL) imaju
nezavistan znacaj. Kombinacijim ovih faktora definisane su dve grupe bolesnika, prva bez
jjednog ili sa jednim molekularnim prognostickim faktorom i druga grupa sa dva do tri
molekularna prognosticka faktora. Uoceno je da unutar grupe niskog rizika IPS skora postoje
dve grupe bolesnika sa razli¢itim ishodom bolesti. Akumulacija mokekularnih dogadaja uti-
cala je na loSu prognozu bolesti. Nazalost, unutar grupe visokog rizika IPS skora nije uocena
takva podela [24,58].

Uprkos mnogobrojnim istraZzivanjima nije utvrden jedinstven genomski defekt
malignih HRS ¢elija, ve¢ postojanje brojnih defekata na molekularnom nivou, ¢ime je pokazano
da je genetska baza HL mnogo kompleksnija nego Sto se oCekivalo, a samim tim 1 leCenje
ovih bolesnika. Dosada$nji prognosti¢ki skorovi koriste klinicke prognosticke faktore koji
opisuju tumorsku masu ali ne i patogenezu bolesti, pa imaju ogranic¢enu vrednost u razume-
vanju limfomageneze kao i progresije bolesti. Naime, klini¢ke i patoloske osobine HL
reflektuju abnormalni imuni odgovor, pa se samim tim namece potreba ukljucivanja statusa
imunosupresije u prognosticke skorove. Identifikacija genskih lokusa koji su u osnovi imu-
noloskih mehanizama odgovora na lecenje i toksi¢nosti moze doprineti individualizaciji le-

¢enja i omoguciti primenu novih terapijskih modaliteta.
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1.6. Nemaligne ¢elije Hoc¢kinovog limfoma

Hockinov limfom je tip limfoproliferativnog oboljenja koje se razlikuje od drugih
nehockin limfoma klini¢kim 1 patoloskim karakteristikama. Glavna osobina cHL jeste da samo
1% celija tumorske mase Cine neoplasticne Celije, a njihovo inflamatorno okruzenje ¢ine
uglavnom mali limfociti, neutrofili, eosinofili, plazma ¢elije, mast ¢elije i neki drugi tipovi Ce-
lija. Ovo biolosko okruzenje jeste rezultat autokrine i parakrine interakcije izmedu neopla-
sticnih i reaktivnih ¢elija putem cito i hemokina. To vodi formiranju povoljnog okruzenja
neoplasti¢nih ¢elija u kome one proliferiSu i izbegavaju apoptozu [59].

Brojna istrazivanja ukazala su na ulogu tumorskog okruzenja u molekularnoj patogenezi
cHL i rasvetlila kompleksnu interakciju malignih HRS i nemalignih reaktivnih ¢elija okruzenja.

Tako se danas Celije imunoloSkog sistema koje infiltriSu tumor smatraju njegovim
integralnim delom. Paradoksalna je pro i antitumorska uloga imunog sistema kojom se
objasnjava mogucnost tumora da izbegne imunoloski nadzor. Odavno se zna za postojanje
antitumorskih CTL i NK ¢elija, ali je prisustvo protumorskih ¢elija (makrofaga, mastocita,
neutrofila, T 1 B limfocita) ustanovljeno krajem proSlog veka i bazirano na udruZzenosti
tumora i hroni¢ne inflamacije.Poznato je da hroni¢na inflamacija pokrece celularne dogadaje
koji promovisu malignu transformaciju ¢elija i karciogenezu. Dokazano je da inflamatorni
medijatori poput TNF-a, IL- 6, TGF-f i IL-10 ucestvuju u inicijaciji i progresiji kancera [60].
Smatra se da inflamatorne ¢elije kao i citokini tumorskog okruzenja viSe doprinose rastu
tumora, progresiji kao 1 imunosupresiji nego Sto pokrecu adekvatan antitumorski imuni
odgovor [61].

Neutrofili imaju centralnu ulogu u tumorskom antiiflamatornom odgovoru. Prou¢avan
je prognosticki znacaj apsolutnog broja neutrofila, a rezultati pokazuju da neutrofili periferne
krvi pruzaju znaCajne informacije pri pracenju progrersije tumora, predvidanju mogucih
komplikacija i oceni terapijskog odgovora [62]. Apsolutuni broj neutrofila predstavlja marker
infekcije i inflamacije. Poznato je da inflamatorni proces, ima ulogu u razvoju i progresiji
kancera i reflektuje se brojem leukocita. U hematoloskim malignitetima broj leukocita je
prognosticki faktor ishoda bolesti ukljucujuéi internacionalni prognosticki sistem [62]. Tako
na primer u IPS-7 za bolesnike sa odmaklim stadijumom HL lo$ ishod bolesti prezentuje broj
leukocita visi ili jednak od 15.000/mm®.

Pored ve¢ pomenutog IPS-7 skora, poviSen broj leukocita ukljucuje i MIPI progno-
sticki skor mantle ¢elijskih limfoma, koji potvrduje da visok broj leukocita predstavlja nega-

tivni prognosticki faktor prezivljavanja [62].
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Pored ve¢ istaknutog prognostickog znacaja broja leukocita u hematoloSkim maligni-
tetima, broj leukocita predstavlja takode prognosticki faktor u solidnim tumorima. Koh i sa-
radnici su u svom istrazivanju pokazali prognosti¢ki znacaj odnosa apsolutnog broja neutro-
fila i limfocita u bolesnika sa cHL. Univarijantna analiza je pokazala da visok odnos
ANC/ALC >4,3 koreliSe sa loSim opStim prezivljavanjem. Analiza odmaklih stadijuma
pokazala je da odnos ANC/ALC jeste znacajan za opSte prezivljavanje, a multivarijantana
analiza da odnos ANC/ALC jeste nezavistan prognosticki faktor opsteg prezivljavanja. Po-
menuti odnos ANC/ALC omogucava dalju stratifikaciju rizika bolesnika koji su klasifikovani
u grupu niskog rizika na osnovu IPS-7 skora manjeg od 4 [63].

Postoje¢i prognosticki skorovi ne uklju¢uju eosinofile koji imaju vaznu ulogu u
patobiologiji HL, za sada nedovoljno poznatim mehanizmom, koji ukljucuje IL-5 i GM-CSF.
Incidenca eosinofilije u HL je oko 15%, a opisana je pojava obe, periferne i tkivne eozino-
filije [64].

Pinto 1 saradnici ukazuju da eosinofili deluju kao vazni elementi u patobiologiji HL
pruzanjem ¢elijskih liganada TNF superfamilije receptora CD40, CD30, CD95/Fas, sposobnim
da prenesu signale proliferacije i antiapoptoze na povrSinu HRS ¢elija[65].

Istrazivanje Von Wasilewskog 1 saradnika pokazalo je postojanje znacajne tkivne
eozinofilije kod oko 38% bolesnika, ali u razli¢itom procentu kod pojedinih histoloskih sub-
tipova, tako da prisustvo tkivne eozinofilije nije utvrdeno u podtipu NLPH, a prisutno je u 14% u
podtipu limfocitima bogatog cHL, u 40% podtipu nodularne skleroze gradusa 1, u 55% podtipu
NS gradusa 2, u 43% mesovite celularnosti i 54% limfocitne deplecije. Multivarijantne analize su
pokazale da je tkivna eozinofilija najjaci prognosticki faktor perioda bez bolesti i opsteg pre-
zivljavanja. Ovaj efekat je znacajan kod NS1 bolesnika, ali kod MC nije pokazan efekat tkivne
eozinofilije na prezivljavanje.

Eosinofili sekretuju CD30 ligand koji je sposoban da veze CD30 pozitivhe HRS
¢elije. Aktivacija TRAF2, prac¢ena je aktivacijom NF-kappaB koja se deSava vezivanjem
CD30L /CD30 i moze objasniti neoplasticnu proliferaciju kao i apoptozu HRS celija [66].

Posebno se istice histoloski subtip nodularne skleroze koji karakterisu fibrozna vlakna
koja nisu prisutna u ostalim subtipovima HL. Bazi¢ni faktor rasta fibroblasta (bFGF) jeste
jedan od mo¢nih stimulatora fibroblasta koji je uklju€en u proces proliferacije. Dokazano je
da HRS c¢elije kao i stromalne ¢elije i histiociti okruzenja tumora eksprimiraju pomenuti
bFGF u NS subtipu HL, koji doprinosi razvoju fibroze [67].

Ekspresija faktora rasta fibroblasta (FGF1 i FGF2) kao i njihovih receptora postoji u

mnogim neoplazmama, uklju¢ujuc¢i hematoloske malignitete. Ovi faktori mogu izazvati rast
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tumora direktno ili indirektno putem promovisanja rasta krvnih sudova. Pomenuti FGF za
razliku od VEGF mogu biti esprimirani kao odgovor na parakrini stimulus [68].

Eotaxin je CC hemokin koji privlaci eosinofile i T helper 2 (Th2) ¢elije u alergijsku
inflamaciju. Jundt i saradnici isticu u svom istrazivanju da je eotaxin jako eksprimiran na
fibroblastima tkiva HL, dok HRS ¢elije ne eksprimiraju ovaj hemokin u kulturi tkiva. Dokazano
je da HRS ¢elije stvaranjem tumor nekrosis faktora alpha (TNF-o) omogucavaju ekspresiju
eotaxina od strane fibroblasta, a time i1 privladenje eosinofila kao i T limfocita [69]. Vazno je
ista¢i ulogu mast ¢elija, obzirom da bolesnici sa cHL i velikim brojem mast ¢elija u tkivu tumora
imaju loSu prognozu. Mast ¢elije produkuju funkcionalno aktivni CD30 ligand a lo$a prognoza
jeste rezultat stimulacije HRS ¢elija putem CD30 liganda. Mast ¢elije pod uticajem stimulacije
CD30 oslobadaju citokine i hemokine poput IL-8 koji ima angiogene osobine [70].

Apsolutni broj limfocita je analiziran u hematoloskim malignitetima kao i solidnim
tumorima kao marker antitumorskog imuniteta bolesnika. Prognosti¢ki znacaj je evaliuran tokom
razliitih faza leenja hemoterapije i radioterapije, kao i posle autologe transplatacije mati¢ne
¢elije hematopoeze (ASCT). Dokazano je da ALC predstavlja nezavistan prognosticki faktor
prezivljavanja nezavisno od tipa karcinoma 1 ukljucen je u nekoliko vaze¢ih prognosti¢kih
skorova poput IPS-7 za odmakle stadijume HL [62].

Apsolutni broj limfocita pri dijagnozi se moze razmatrati kao biomarker imunog
statusa maligniteta. Nekoliko studija je potvrdilo znaaj ALC u predikciji prezivljavanja
bolesnika sa limfomom. Jedna od prvih studija koja je izu€avala prognostic¢ki zna¢aj ALC u
vreme dijagnoze bolesti bila je kod bolesnika sa folikularnim limfomom, a odnosila se na
ALC visi od 1x10°/L.

Potom je izucCavan apsulutni broj limfocita periferne krvi kao odraz imunog statusa
novodjagnostikovanih bolesnika sa multiplim mijelom kao i mijelodisplastiénim sindromom.

Utvdeno je da ALC> 1,4x10%L utide na bolje opste prezivljavanjje bolesnika sa MM,
a sli¢ni rezultati su bili i za ALC >1,2x10%L bolesnika sa mijelodisplasti¢nim sindromom.

Dokazano je da povisen broj leukocita pri dijagnozi HL koreliSe sa smanjenim opStim
prezivljavanjem bolesnika sa cHL kao i kod DBCL bolesnika koji se leCe hemioterapijom.

Nedavne studije ukazale su na prognosticki znacaj apsolutnog broja limfocita
periferne krvi na prezivljavanje bolesnika sa metastatskim karcinomima koji su primali
hemioterapiju nakon prve linije leCenja. Konstatovano je da broj limfocita nizi od 700/ul jeste
nezavisni prediktor smanjenog preziljavanja bolesnika sa metastazama koji se leCe hemiote-

rapijom [62].
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Dokazano je da prisustvo monocita promoviSe progresiju tumora i podrzava antitu-
morski imunitet. Stavi$e, poviSen broj monocita periferne krvi predstavlja prediktivni faktor
loseg prezivljavanja bolesnika sa malignitetima. Njegov znacaj izucavan je i kod bolesnika sa
hematoloskim malignitetima pa je tako utvrdeno da kod bolesnika sa DBCL, AMC >630 pu/L
u vreme dijagnoze jeste povezan sa loSim PFS kao i OS. Dokazano je i da odnos AMC/ALC
jeste prognosticki i da moze da identifikuje bolesnike niskog, intermedijarnog i visokog rizika.
Pomenuti odnos AMC/ALC pruza dodatne informacije kada se poredi sa IPS-7 skorom.

U Dbolesnika sa cHL odnos limfocita i monocita periferne krvi u vreme dijagnoze
bolesti jeste jak prediktor OS, PFS i vremena progresije bolesti. Studija je pokazala da AMC
> 900 w/L u vreme dijagnoze jeste indikator loSeg prezivljavanja i ishoda bolesti [62].

Makrofazi povezani sa tumorom (TAM) imaju glavnu ulogu u povezivanju infla-
macije i kancera, zahvaljujuci brojnim funkcijama koje bitno uti¢u na progresiju bolesti. Oni
¢ine 50% tumorske mase i svakako da reprezentuju nove targete bioloske terapije tumora.
Nastaju iz monocita periferne krvi koji se diferentuju u razli¢ite tipove makrofaga, M1 tip i
M2 tip makrofaga. Danas je opste prihvaceno da TAM imaju M2 fenotip i pokazuju uglav-
nom protumorske funkcije promovisué¢i prezivljavanje tumorskih ¢elija, proliferaciju kao 1
diseminaciju. Visok nivo TAM ¢esto, ali ne uvek, korelise sa loSom prognozom. Nedavne
studije su ukazale na povezanost njihovog prisustva i pojavu metastaza. Ovaj patoloski nalaz
potvrden je na nivou gena, pri ¢emu molekularni potpis povezan sa loSom prognozom postoji
kod limfoma, karcinoma dojke i ukljucuje gene karakteristi¢ne za makrofage [71].

Infiltracija makrofazima zapocinje rano pre invazivnog stadijuma bolesti i progre-
sivno se povecava.

Dokazano da molekuli neoplasti¢nih i1 stromalnih ¢elija privlate monocite periferne
krvi, a hemokin CCL2, ranije opisan kao hemotaksi¢ni faktor nastao iz tumora ima glavnu u
ovom procesu. Produkcija CCL2 postoji i od strane TAM ukazujuéi na ulogu u pojacanju ovog
procesa privlacenja monocita. Drugi hemokini koji su ukljuceni u proces privljacenja monocita
periferne krvi su CCL5, CCL7, CXCL8 i CXCL12 kao i citokini poput VEGF,PDGF, faktor
rasta makrofaga (M-CSF) [68]. Monociti mogu biti privuceni fibronektinom, fibrinogenom kao
i drugim faktorima. Nakon §to monociti, a zatim makrofazi nasele tkivo tumora bivaju okruzeni
signalima koji su u stanju da oblikuju nove celije koje su potrebne tumoru. Faktori rasta i
hemokini privlace cirkuliSu¢e monocite periferne krvi u tkivo tumora, gde se pod uticajem M-
CGF privuceni monociti diferentuju u makrofage.Faktori nastali iz tumora omogucavaju polari-

zaciju makrofaga u TAM 1 podrzavaju dalju angiogenezu, rast tumora i pojavu metastaza.
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Pomenuti TAM uzrokuju lokalnu imunusupresiju privlac¢enjem Treg ili direktno supresijom T
¢elijskog imunog odgovora.

Makrofazi predstavljaju esencijalnu komponentu urodenog imuniteta i imaju centralnu
ulogu u inflamaciji i odbrani bolesnika.

U tkivu makrofazi sazrevaju i aktivi$u se kao odgovor na kombinaciju stimulusa da bi
stekli specijalizovane funkcionalne fenotipove. Postoji dihotomija aktivacije makrofaga, kla-
si¢na nasuprot alternativnoj,odnosno M1 i M2 aktivaciji [72]. Slika 3 opisuje nastajanje TAM

u tkivu tumora kao i njegovu ulogu u daljem razvoju istog [73].
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Slika 3. Nastajanje TAM u okruzenju tumora

Kao odgovor na razlidite signale makrofazi prolaze kroz M1 aktivaciju stimulisanu
Toll slicnim receptorima, (TLR) ligandima i interferon gamma (IFN-y) ili alternativnoj M2
aktivaciji stimulisanoj 1L-4/1L-13, a ovaj status odrazava Th1- Th2 polarizaciju T ¢elija.

M1 fenotip karakteriSe ekspresija visokog nivoa proinflamatornih citokina, visoka
produkcija reaktivnog nitrogena i kiseoni¢nih medijatora, promocija Thl odgovora, jaka
mikrobioloska i antitumorska aktivnost. Suprotno njima, M2 makrofazi, jesu ukljuceni u
odbranu od parazita i promociju remodelovanja tkiva i progresije tumora, dakle posedovanjem
imunoregulatornih funkcija. Karakterisu se efikasnom fagocitnom aktivnoscu visokom ekspre-
sijom scavering molekula kao i receptora manoze i galaktoze produkcijom ornitina i poliamina
putem arginaze i fenotipom IL-12, IL-10, IL-1 decoyR, IL-1 RA [74]. Klasi¢ni IRF/STAT
signalni put aktivira putem IFN i TLR signala koji promenu funkcije makrofaga u M1 fenotip
putem STATL ili putem IL-4 ili IL-13 u M2 fenotip putem STATS.
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M1 makrofazi ushodno regulisu IRF5 koji je esencijalan za indukciju citokina IL-12,
IL-23, TNF ukljucenih u pokretanje Th1l i1 Th17 imunog odgovora. Receptori tipa I 1 II za IL-4
aktivisu STATG6 koji povratno aktivira transkripciju gena tipi¢nih za M2 polarizaciju. Dokazano
je da IL-10 aktivira STAT3 posredovanu ekspersiju gena povezanih sa M2 fenotipom [74].

M1 makrofazi, klasi¢no aktivisane ¢elije, nastaju u prisustvu IFN-y i stimulusa od
strane infektivnih agenasa kao $to je lipopolisaharid (LPS) i karakterise ih stvaranje I1L-12 i
IL-23 1 posledi¢ne aktivacije T ¢elijskog imunog odgovora T1 tipa, citotoksi¢ne aktivnosti
fagocitovanih mikroorganizama i neoplasti¢nih ¢elija, ekspresije visokog nivoa ROL i dobre
sposobnosti antigen pezentujucih celija (APC). Uopsteno, M1 makrofazi deluju kao vojnici u
odbrani domacina od virusnih i mikrobnih infekcija, borbi protiv tumora, stvaranju velikog
broja inflamatornih citokina i aktiviranja imunog odgovora.

Na drugoj strani M2 ¢elije, se diferenciraju stimulacijom monocita od strane IL-4 i IL-
13 imunim kompleksom TLR ligandom ili sa IL-10 i glikokortikosteroidima. Karakterise ih
stvaranje CCL17 i CCL22 kao i sekrecija visoka ekspresija manoze, scavering i galaktosa ti-
pa receptora, loSa sposobnost antigen prezentujuce Celije i1 zarastanja rana. M2 ¢elije promo-
viSu CiS¢enje debrisa, angiogenezu, remodelovanje 1 oporavak oSte¢enog tkiva.

Treba ista¢i da M2 ¢elije kontroliSu inflamatorni odgovor nishodnom regulacijom M1
posredovanih fukcija [71].

Ve¢ je re¢eno da TAM predstavljaju M2 polarizovane makrofage, a ova polarizacija
jeste rezultat odsustva M1 signala kao §to je IFN- y ili bakterijske komponente u tumoru [68].
Suprotno makrofazima prognosti¢ki znac¢aj visokog broja tumor infiltriSu¢ih limfocita (TIL)
je obi¢no povezan sa boljom prognozom melanoma, kolorektalnog i ovarijalnog karcinoma
ali to nije slucaj kod karcinoma zeluca gde visok broj TIL ne koreliSe sa loSom prognozom, a
u slucaju skvamoznog karcinoma glave i vrata je jo$ uvek diskutabilan znacaj.

Unutar tumorske mase postoji druga mijeloidna celijska populacija koju karakterise
imunosupresivna aktivnost. Prepoznate su u ranijim studijama, ali su tek nedavno definisane
kao supresorske ¢elije mijeloidnog porekla (MDSC) koje imaju sposobnost da suprimiraju
blastogenezu T ¢elija u tkivu tumora [71].

Infiltracija tumor infiltriSu¢im makrofazima (TAM) je generalno povezana sa loSom
prognozom kao $to je dokazano u HL, gliomu, holangiokarcinomu kao i karcinomu dojke.
Ipak, unutar istog tumora mogu da postoje razli¢iti funkcionalni statusi TAM-a. Limfociti su

ti koji rukovode funkcijom TAM-a, ali su putevi razli¢iti u pojedinim organima [74].
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Makrofazi su ukljuéeni u patogenzu cHL i imaju negativan uticaj na ishod bolesti.
Studija Barrosa i saradnika je pokazala zna¢aj M1 1 M2 polarizovanih makrofaga na sastav T
¢elija, primenom dvostrukih markera, kombinovanjem CD68 i CD163 sa pSTATI ili CMAF.
Naime u slu¢aju EBV+ cHL dominira M1 polarizovano mikrookruzenje, sli¢no Thl posredo-
vanoj inflamatornoj bolesti, a u slu¢aju EBV- cHL postoji dominantno M2 polarizovano mi-
krookruzenje sli¢no Th2 posredovanoj inflamatornoj bolesti. U zakljuc¢ku se moze reé¢i da po-
larizacija makrofaga u cHL korelise sa dominatnim T ¢elijskim odgovorom i na nju moze uti-
cati EBV status neoplasti¢nih ¢elija [75].

Nastajanje i prezivljavanje kancerskih ¢elija predstavlja multifaktorijalni proces koji
ukljucuje i promene unutar mehanizama odbrane.

Virchow je prvi opisao prisustvo leukocitne infiltracije u solidnim tumorima, ali je tek
nedavno razjaSnjena razlicita regulatorna uloga ¢elija imunog sistema tokom razvoja tumora.
Nesumnjivo je da leukociti, uklju¢ujuéi T limfocite kao i natural killer ¢elije, imaju klju¢nu
ulogu u odbrani od tumora. Pored ve¢ pomenutih T limfocita, antitumorsku aktivnost ima i
nekoliko podskupova mijeloidnih ¢elija ukljucujuci mast ¢elije, monocite granulocite, neutro-
file i makrofage [76].

Hannahan i Weiber su 2000. godine definisali 6 fundamentalnih obelezja karcinoma
koji ukljuCuju da rast tumora postoji u prisustvu sopstvenih signala, neosetljivost na signale
koji inhibiSu rast tumora, sposobnost da izbegnu apoptozu, ogranic¢en potencijal rasta, spo-
sobnost da uti¢u na angiogenezu kao i sposobnost da nasele okolna tkiva i metastaziraju u
druge organe. Ova obelezja defini$u karcinom na osnovu molekularnih, biohemijskih i celu-
larnih osobina tumorskih ¢elija. Nedavno je prihvaceno da sedmo obelezje karcinoma jeste
posledica nesposobnosti imunog sistema da eliminise tumor [77].

Kljuénu ulogu u odbrani od tumora imaju T ¢elije, T limfociti koje predstavljaju deo
specificne, steCene imunosti. Poznato je da T limfociti sazrevaju u timusu i da dugo opstaju u
krvnoj cirkulaciji.

Danas se zna da postoje slede¢e podvrste T limfocita: citotoksi¢ni T limfociti (CD8+
T ¢elije), pomocnicki T limfociti (CD4+ T limfociti) i regulatorni T limfociti (Treg).

Citotoksicni T limfociti, Tc ili CTL mogu da uniSte Celije zaraZene virusom, tumorske
¢elije 1 ucestvuju u odbacivanju transplantanata. One predstavljaju CD8+ limfocite koji
prepoznaju antigen ako je vezan uz molekul MCH klase | koji je prisutan na svim nuklearnim

¢elijama. Aktivaciju CD8+ T limfocita stimuliSe prepoznavanje peptida u sklopu MHC
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molekula I klase i zahteva kostimulaciju 1 /ili pomo¢ CD4+ T ¢elija. Nakon aktivacije T
limfociti po¢inju da proliferisu Sto dovodi do ekspanzije antigen specifi¢nih klonova.

Nasuprot solidnim tumorima gde je infiltracija T limfocitima minorna, oni ¢ine vecinu
tumorskog infiltrata u HL. Poznato je da ve¢inu T limfocita tumorskog tkiva cHL ¢ine CD4+
T limfociti, dok CD8 +T limfociti eksprimiraju granzyme B i perforin i ¢ine oko 25%
infiltrata. Nejasno je medutim da 1i prisustvo ovih celija reflektuje citotoksi¢ni odgovor
usmeren direkno na HRS ¢elije tumora. Pomenute HRS ¢elije prezentuju antigene peptide uz
molekul MHC klase I, i mogu biti lizirane od strane CTL, S$to se posebno odnosi na peptide
nastale posredovanjem EBV ili drugim tumorskim antigenom. Smatra se da CD8+ T ¢elije u
tkivu HL predstavljaju poliklonsku populaciju sa ograni¢enom klonskom ekspanzijom ali su
dokazi o antigenoj selekciji nedovoljni. Ovi rezultati ukazuju da i CD8+ T ¢elije kao i CD4+
mogu biti privu¢ene u tkivo tumora na antigen nespicifi¢an nacin, obzirom da HRS ¢elije
seketuju TARC koji privla¢i CD4+ kao i CD8+ T limfocite u tkivo tumora.

Dokazano da kod oko 40% slucajeva HL, HRS ¢elije jesu EBV pozitivne, a ta pozitiv-
nost je povezana sa visSim procentom CDS8+ limfocita, $to rezultuje nizim CD4/CD8 odno-
som. Naime, kod EBV negativnih HL, CD8+ T ¢elije ¢ine oko 21% reaktivnih limfocita, a
kod EBV pozitivnih je procenat visi 1 iznosi 34%. Nedavno je medutim dokazano da visi proce-
nat aktivisanih CD8+ c¢elija infiltrata limfnih nodusa HL uti¢e na loSu prognozu bolesti [78].

Pomo¢nicki T limfocti, Th su CD4+ limfociti koji se aktiviraju nakon prezentacije
antigena uz pomo¢ MCH klase II molekula koje su izrazene na povrsini APC kao §to su den-
driti¢ne celije, monociti periferne krvi, tkivni makrofazi i B limfociti.

Nasuprot ulozi CD8+ CTL limfocita, funkcioni znac¢aj CD4+ T limfocita u progresiji
tumora izgleda paradoksalan. Tako na primer, retrospektivne analize ukazuju da kod karcino-
ma kolona i pluca ekstenzivna infiltracija tkiva tumora CD4+ T c¢elijama koreliSe sa po-
voljnim ishodom bolesti, a u slu¢aju karcinoma dojke i bubrega koreliSe sa smanjenim opstim
prezivljavanjem. Ova istrazivanja ukazuju da je imuni odgovor organ zavistan i baziran na
neoplasticnom okruZenju, sa pro ili anti tumorimunim odgovorom. Moguce objaSnjenje na-
lazi se u heterogenosti CD4+ T podskupa ¢elija koje se akumulira u tkivima [76].

Najvazniji membranski protein koji ima ulogu u efektorskoj funkciji T ¢elija je C40
ligand (CD40L). On se vezuje za svoj receptor CD40, koji se nalazi na makrofazima, B lim-
focitima, i dendritskim ¢elijama, koje se nakon toga aktiviraju.

Podskup CD4+ T limfocita, privucen od strane HRS ¢elija ima klju¢nu ulogu u okru-

zenju cHL i moze da stvara veliki broj hemokina CCL5, CCL17 i CCL22. Zavisnost HRS
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¢elija od CD4+ T ¢elija okruzenja, potvrduje nekoliko istrazivanja. Ove ¢elije uvek okruzuju
HRS ¢elije cak i1 kada se HL diseminuje u druge organe kao Sto je koStana srz. Fenomen ro-
zete podrazumeva da su HRS c¢elije blisko povezane sa okolnim CD4+ ¢elijama koje ¢ine Th
1 Treg celije. Kontakt HRS ¢elija sa T ¢elijama posredovan je uglavnom, sa nekoliko parova
adhezionih molekula naro¢ito CD54CD11a i CD58CD2. Uticaj HRS ¢elija na osobine T ¢ée-
lija ukljucuje postojanje nekoliko povrSinskih ligand receptora i solubilnih faktora, poput
CD40 (TNFRSF5) koji je ¢lan TNFRSF i visoko je eksprimiran na HRS ¢elijama. Pokretanje
CD40 rezultuje aktivacijom NF-kB signalnog puta i poboljsava formiranje kolonija HRS ¢e-
lija. Aberantna aktivnost NF-kB signalnog puta predstavlja obelezje HL i olakSana je mutaci-
jama NF-kB inhibitora. Rozete T ¢elija eksprimiraju CD40L, obelezje Th2 i Treg ¢elija i tako
podrzavaju signale prezivljavanja HRS ¢elija [79].

CD4+ T c¢elije predstavljaju visoko heterogenu populaciju ¢elija koja se razvija duz
razlicitih funkcionalnih linija, koje zavise od citokina polarizacije tokom aktivacije antigenima.
Naime, nastanak Th1 i Th2 ¢elija nije slu¢ajan proces, vec¢ je regulisan signalima koje naivne
CD4 +T c¢elije dobijaju kada prepoznaju antigene mikroorganizama. Kada naivne T Celije
prepoznaju antigene mikroorganizama prezentovane na APC one bivaju izloZene dejstvu
IL-12 koji pospesuje diferencijaciju T ¢elija u Thl pravcu. Ukoliko same T ¢elije proizvode
IL-4, on indukuje diferencijaciju ovih ¢elija u Th2 pravcu.

Pomoc¢nicke CD4 +T ¢elije mogu, da se diferenciraju u podgrupe efektorskih celija
¢ija se funkcija razlikuje zahvalju¢i produkciji razli€itih citokina.

Nakon aktivacije CD4+T celije, Thl fenotipa sekretuju IFN-y, TNF-a, IL-2 i IL-12.
Putem stvaranja ovih citokina Thl ¢elije reguli$u imuni nadzor ushodnom regulacijom antigena
I prezentacijom MCH molekula I i Il Kklase, od strane profesionalnih APC koje mogu da
regulisu trajanje i veli¢inu CD8+ CTL odgovora. Kao najvazniji citokin istice se IFN-y, koji
predstavlja snazan aktivator makrofaga pa se time omogucava da Thl ¢elije stimuli$u unoSenje
i ubijanje patogena od strane fagocita Sto predstavlja klju¢nu komponentu ¢elijske imunosti.

Mozemo re¢i da Thl ¢elije nakon jake antigen specificne aktivacije mogu direktno da
ubiju Celije tumora oslobadanjem visokog nivoa IFN-y, TNF-a i citolitiénih granula. Tako,
Th1l odgovor moze direktno ili indirektno da regulise antitumorski odgovor Kkoji sprecava
razvoj tumora.

Suprotno tome Th2 CD4+ T ¢elije eksprimiraju visok nivo 1L-4,5,6,10 i 13 koji zajedno
menjaju steCeni imuni odgovor indukovanjem anergije T Celija, inhibicijom T Celijski posre-

dovane citotoksi¢nosti kao i podsticanje humoralnog imunog odgovora direktno putem B ¢elija.
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Od nedavno CD4+ T limfociti ukljucuju i Th17 subset, koji nastaje u prisustvu IL-6 i
faktora transformacije rasta (TGF-B) i ostvaruje svoju ulogu putem sekrecije IL-17, 21 i 22.
Uloga ovih ¢elija je dobro prou¢ena u hroni¢nim inflamatornim kao i u autoimunim bolesti-
ma. Istrazivanja su pokazala da u okruzenju karcinoma postoji prisustvo tumor infiltriSu¢ih
Th17 ¢elija i njihovih citokina, ali je pokazano da njihova uloga moze biti dvostruka i pro i
anti tumorska [76].

Naivni CD4 +T limfociti se po prepoznavanju antigena u odsustvu IL-6 pod uticajem
TGF B diferentuju u Cetvrtu subpopulaciju T efektornih ¢elija (Teff) koja ima regulatornu
funkciju u imunskom odgovoru sa karakteristicnim fenotipom koji ukljucuje ekspresiju CD4 i
CD25 molekulana povrsini Celije 1 transkripcioni faktor Foxp3.

Celije prirodne ubice, (natural killer cells NK éelije) ¢ine 10-15% populacije limfo-
cita periferne krvi.One predstavljaju subpopulaciju limfocita poreklom iz kosStane srzi koja se
razlikuje od T 1 B limfocita. KarakteriSe ih funkcionalna sposobnost lize ciljnih ¢elija bez
prethodne senzibilizacije i restrikcije od MHC. Pomenuta populacija NK ¢elija je heterogena
i ¢ine je tri podgrupe medusobno razlicitih ¢éelija u pogledu fenotipa, funkcionih karakteri-
stika 1 vrste povrSinskih receptora. Fenotip NK ¢elija karakteriSe ekspresija CD56 1 CD16
antigena, a odsustvo CD3 antigena [80].

Nedavna klinicka 1 eksprimentalna istrazivanja ukazala su da su NK ¢elije ukljucene u
prepoznavanje i eliminaciju tumorskih ¢elija. One predstavljaju urodeni imunitet u borbi protiv
karcinoma. HL karakterise prisustvo CD30 tumorskih ¢elija i masivna infiltracija imunih
efektorskih celija limfnih nodusa. Reiners i saradnici su pokazali da periferne NK ¢elije bo-
lesnika sa HL. ne mogu da eliminiSu HL ¢elije, kao 1 da oStecena funkcija NK celija koreliSe sa
poviSenim nivoom solubilnih liganada za NK c¢elijske receptore NKp30 1 NKG2D, faktora koji
umanjuju funkciju NK ¢elija. Pomenuti autori su pokazali da je oste¢enje funkcije NK celija
reverzibilno kao i da moze biti antagonizovano kombinovanom target terapijom CDI16 i
CD30 molekula [81].

Urodeno ubilacke T ¢elije, NKT (natural killer T cells) jesu posebna vrsta T limfocita
koji imaju neka obelezja urodene i steCene imunosti.One poseduju T celijski receptor, TCR
limitiranog raspona, prepoznaju lipide i glikolipide prezentovane molekulom CD1d, a ne putem
MHC, a mogu biti CD4+ ili CD8+. Aktivacija NKT ¢elija dovodi do stvaranja velikog broja
Thl kao i Th2 citokina koji aktiviraju druge komponente imunog sistema pa su tako NKT celije

ukljucene u oba, urodeni i steCeni imuni odgovor.
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Pomenuti CD1 molekuli, jesu neklasi¢ni molekuli slicni MHC molekulima, koji pred-
stavljaju lipidne antigene T c¢elija i pokreéu specifi¢ni imuni odgovor. Postoji 5 izoformi CD1
molekula (CD1a, CD1b, CD1c,CD1d i CDle), ali su samo CDl1c i CD1d eksprimirani na B ¢e-
lijama. Posebno se istice imunoregulatorna uloga CD1 T ¢elija u patogenezi mnogih maligniteta
ali je njihova uloga u HL jo$ uvek nedovoljno poznata [82].

vd T Limfociti ¢ine 2% T limfocita koji poseduju T éelijski receptor (TCR) na svojoj
povrsini. Pomenuti T Celijski receptor se sastoji bilo iz gama-delta (yd) ili alfa-beta () hete-
rodimera koji se eksprimira sa CD3 kompleksom proteina na povrsini ¢elije. Veéina zrelih T
¢elija eksprimira af TCR ali kod 5% normalnih T ¢elija postoji ekspresija yd TCR, koje ima-
ju citotoksi¢ne osobine i mogu odgovoriti na stimuluse stvaranjem hemokina i proliferacijom,
a vecina ovih celija ne poseduje CD4 i CD8 povrSinski marker, a samo su pojedini CD8+.
Nepoznata je funkcija yo T ¢elija [83].

Regulatorne T limfocite (Treg), ranije nazivane supresorski T limfociti, karakterise
ekspresija CD4, CD25 i Foxp3. Mogu da nastanu u timusu ili u perifernim limfnim organima
ali su nedovoljno poznati uslovi koji dovode do njihovog razvoja. Ove ¢elije konstitutivno
ispoljavaju slede¢e molekule: CD25 (o lanac receptora za I1L-2), CTLA- 4(cytotoxic T lympho-
cyte antigen -4) i GITR (glucocorticoid induced TNFR family related gene), koji su ispoljeni
i na aktiviranim efektorskim CD4+ T limfocitima, ali ih u odnosu na njih karakterise i pri-
sustvo Foxp3 transkripcionog faktora. Molekul Foxp3 funkcionise kao supresor gena za IL-2,
IL-4 i IFN-y, pa predstavlja vazan faktor nastanka i razvoja supresorske aktivnosti Treg
limfocita.

Pomenuti Treg limfociti ¢ine oko 5% cirkulisu¢ih CD4+ T limfocita periferne krvi i
imaju antinflamatornu ulogu zaustavljaju¢i imuni odgovor nakon eliminacije patogena, pa su
neophodni za odrzavanje imunoloske tolerancije. Postoji podela na dve subpopulacije ¢elija na
osnovu razliCite specificnosti 1 mehanizma delovanja, pa tako prvu predstavljaju urodeni Treg
limfociti (natural, nTreg) koji svoje regulatorne funkcije stiCu u timusu i ne menjaju ih na
periferiji, a drugu ¢ine adaptivni (inducibilni) 1Treg limfociti, koji nastaju diferencijacijom zrelih
konvecionalnih T limfocita pod specificnim uslovima izlaganja antigenima 1/ili kostimulacijom.
Pored ove dve populacije Treg limfocita postoje urodeni i inducibilni CD8+ Treg limfociti kod
bolesnika sa karcinomima. Studije su pokazale da nekoliko molekula ucestvuje u indukovanju
razvoja Treg na periferiji a oni ukljucuju glikosteroide, estrogene, TGF-§, kao i I1L-2, kao i stimu-
latorne molekule poput CD80/ CD86 i CD70. Zajedno sa urodenim Treg limfocitima periferno

nastali Treg limfociti imaju vaznu ulogu u supresiji imunog odgovora posebno antitumorskog.
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Dokazano je da Treg limfociti suprimiraju razlicite tipove imunog odgovora ukljucu-
juéi autoimuni, antimikrobni i antitumorski imuni odgovor inhibicijom T, B 1 NK c¢elijja.
Incijalno su Treg limfociti identifikovani kao subset CD4+ T ¢elija koji suprimira proliferaciju i
produkciju citokina od strane konvencionalnih CD4+ CD25— T ¢elija. Naredne studije su poka-
zale da su Treg Celije takode sposobne da suprimiraju proliferaciju, produkciju citokina i se-
kreciju granula od strane CD8+ T ¢elija. Pored ve¢ opisane supresije T ¢elija, Treg ¢elije mogu
takode suprimirati proliferaciju i produkciju imunoglobulina od strane CD19+ B ¢elija. Najpre,
Treg ¢elije mogu indirektno da inhibiSu B ¢elijski imunogloblinski odgovor suprimiraju¢i CD57
+GC-Th ¢elije. Drugi nacin inhibicije je direkni, supresija B celijskog imunoglobulinskog
odgovora, bez suprimiranja Th ¢elija. Pored supresije imunih Celija ste¢enog imunog odgovora
Treg celije imaju uticaj i na urodeni imuni odgovor. Pokazano je da Treg celije inhibisu ci-
totoksicne CD3—-CD56+ NK ¢elije kao i upravljanje diferencijacijom monocita u alternativno
aktivisane makrofage, subseta ¢elija sa imunim regulatornim osobinama koje doprinose promo-
ciji tumora [84].

Prva otkri¢a o postojanju CD4+CD25+ T ¢elija u tkivu tumora, datiraju od 2001. go-
dine kada su ove ¢elije dokazane kod bolesnika sa ranim stadijumom nemikrocelularnog kar-
cinoma pluca ili kasnijim stadijumima karcinoma ovarijuma, a kasnije studije su pokazale
prisustvo ovih ¢elija u tkivu tumora kao i u perifernoj krvi. Povisen nivo Treg Celija korelise
sa stadijumom bolesti, histoloskim subtipom ili opstim prezivljavanjem bolesnika sa karcino-
mima. Postoji neslaganje u pogledu povisenog broja Treg Celija i predikcije loSeg ili po-
voljnog ishoda bolesti za sve bolesnike sa karcinomima. Tako na primer, za razliku od bole-
snika sa solidnim tumorima gde poviSen broj Treg ¢elija uti¢e na lo§ ishod bolesti, broj Treg
¢elija korelise sa povoljnim ishodom bolesti bolesnika sa hematoloskim malignitetima. Na-
ime, u hematoloskim malignitetima maligne T ili B ¢elije ili mijeloidne ¢elije je su targeti
Treg ¢elija. Obzirom na to da su maligne Celije imune Celije, Treg ¢elije mogu da interaguju
razli¢ito sa ovim ¢elijama u odnosu na intreakciju sa malignim ¢elijama solidnih tumora. Po-
kazano je da Treg celije direktno suprimiraju B ¢elijski zavisnu produkciju imunogloulina
bez suprimiranja Th ¢elija i mogu da indikuju apoptozu aktivisanih B ¢elija putem povecane
regulacije perforina i granzima.

Zato, Treg celije u hematoloskim malignitetima mogu direktno da suprimiraju ma-
ligne ¢elije i to moze objasniti zasto povecan procenat Treg celija unutar tkiva tumora pre-

diktuje bolje opste prezivljavanje bolesnika sa hematoloskim malignitetima [84].
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PoviSen broj Treg celija postoji kod mnogih tumora ukljucujué¢i karcinom dojke,
melanom, kao i hepatocelularni karcinom. Veéina Celija strome tumora poput T i B limfocita,
dendritskih ¢elija i makrofaga predstavlja targete Treg Celija. Zato je funkcija Treg ¢éelija pre
svega protumorska. Poznato je da Treg inhibiSu ekspresiju kostimulatornih molekula uklju-
cujuci CD80, CD83, i CD86 na povrsini dendriticnih ¢elija i tako inaktivisu T celije. JoS
jedna od funkcija Treg Celija je da suprimiraju aktivnost Th17 ¢elija koja je povezana sa lo-
Som prognozom nekoliko karcinoma. Produkcija IL-10 od strane Treg ¢elija ograni¢ava broj
Th17 ¢elija kako u slezini tako i u tumoru i tako ograni¢ava Th17 inflamaciju.U zakljuc¢ku se
moze re¢i da Treg ¢éelije posle infiltracije u tumorsko mikrookruzenje znacajno blokiraju akti-
vaciju efektornih T ¢elija i direktno suprimiraju antitumorski imunitet kod vecine produkci-
jom CTL-4 i IL-10. Antitumorska uloga Treg ¢elija ogleda se i u teSkom oStecenju kapaciteta
CD8+ T ¢elija putem inhibicije proliferacije i infiltracije CD8+ celija u tumorsko okruzenje.
Pojedini autori su pokazali da Treg ¢elije lokalno indukuju disfunkcionalni status infiltrisu¢ih
CTL uticuéi na balans kostimulatornih i koinhibitornih signala unutar tumorskog okruzenja.
Treg ¢elije direktno suprimiraju B ¢elijsku proliferaciju, produkciju imunoglobulina a pove-
¢avaju 1 smrtnost ¢elija [85].

Imunosupresija je prepoznata i u cHL ali je nedovoljno poznata pozadina izostanka
efektivnog imunog odgovora protiv tumora.Utvrdeno je da mikrookruzenje HL i prefirena krv
sadrze povecan broj regulatornih CD4+ T limfocita kojim bi se mogao objasniti status anergije u
HL. Istrazivanje Penna i saradnika je poredilo procenat regulatornin CD4+CD25+FoxP3+ i
efektornih CD4+IL 17+ T limfocita pri dijagnozi cHL kao i nakon leéenja i pokazalo da na-
kon lecenja postoji smanjenje procenta CD4+ T ¢elija sa regulatornim fenotipom zajedno sa
smanjenjem IL-6, IL-10 i Sil-2a.. Poznavanje imunosupresije u cHL i imunog oporavka posle
le¢enja moze biti klju¢no za razvoj novih terapijskih strategija koje treba da uti¢u na regula-

tornu aktivnost [86].

1.7. Imunosupresija u Hockinovom limfomu

Izbegavanje imunoloskog nadzora tumora, moze se objasniti nedovoljnim prisustvom
kostimulatornih molekula i stvaranjem koinhibitornih molekula od strane tumora, zatim pri-
sustvom poremecene prezentacije antigena, kao i anergijom efektornih celija u prisustvu

TGF-B i IL-10, koje stvaraju tumorske ¢elije.
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U cHL se imunosupresija moze takode objasniti dodatnim mehanizmima:Da bi T
limfociti ostvarili svoju efektorsku funkciju moraju najpre biti aktivisani. Poznato je da su za
potpunu aktivaciju T limfocita neophodna dva signala, prvi koji se ostvaruje posredstvom
TCR kompleksa/receptora, a drugi signal posredstvom kostimulacionih molekula.

Prototip ¢lanova familije kostimulatornih molekula predstavlja CD28 koji se vezuje za
B71 (CD80) i B72 (CD86) koji su eksprimirani na APC. Drugi &lanovi pomenute familije
kostimulatornih molekula su citotoksi¢ni T limfocitni antigen 4 (CTLA-4), inducibilni T
¢elijski kostimulator (ICOS), receptor programirane smrti (PD-1) i BTLA (B i T limfocitni
atenuatori). Treba ista¢i da su interakcije CD28 i B7 kostimulatorne, za razliku od vezivanja
CTLA-4 i B7 koje imaju inhibitorni efekat. Svakako, da su interakcije PD-1, imunoinhibi-
tornog receptora koji se eksprimira na aktivisanim T, B i mijeloidnim ¢elijama od posebne
vaznosti u regulaciji imunog odgovora imajuci u vidu to da PD-1 moze da interaguje sa dva
razli¢ita liganda PDL-1 i PDL-2, ¢lanovima B7 familije gena, Sto za posledicu moze imati ko-
stimulaciju ili nishodnu regulaciju imunog odgovora zavisno od celularnog okruzenja. Vezi-
vanje PD-1 sa PD-L1 vodi inhibiciji TCR posredovane limfocitne proliferacije i sekreciji
citokina, a PD-1 signali mogu inhibisati CD28 posredovanu stimulaciju [87]. Drugu grupu
kostimulacionih molekula ¢ine CD40L na T limfocitima i CD40 na APC. Interakcija CD40L/
CD40 ne aktivise direktno T limfocite ve¢ stimulie APC da ispolje vise B7 molekula i sekre-
tuje citokine.

Vazno je ista¢i ulogu dendriti¢nih ¢elija (eng. Dendritic Cells, DCs), najvaznijih i moénih
antigen prezentujucih Celija koje prepoznaju, preuzimaju, obraduju i prezentuju tumorske
antigene aktivisanim T ¢elijama specifi¢nim imunim odgovorom [88]. Svakako da je za izbega-
vanje imunoloskog nadzora vazna aktivacija DCs koja dovodi do razligite ekspresije gena,
jakih kostimulatornih signala poput CD80/ CD86/ CD40 i oslobadanja efektornih citokina koji
stimuli$u T éelijsku aktivaciju. Smanjen broj funkcionalnih DC kao i poveéan broj nefunkci-
onalnih DC vodi progresiji tumora [89]. Akumulacijom nefunkcionalnih DC promovisu se
negativni kostimulatorni signali koji indukuju T c¢elijsku toleranciju 1 anergiju [90]. Imuno-
supresivni faktori koji doprinose osteéenju DC su VEGF, IL10, PG2, TGFB, kao i hipoksija, ek-
stracelularni adenozin i akumulacija laktata u tumoru koji ¢ine DCs ¢elije nefunkcionalnim [91].

Aktiviciju T limfocita &ini niz dogadaja koji zapo¢inje kada TCR prepozna peptid
prezentovan u okviru MHC molekula. Nakon aktivacije Th limfocita sekretuje se IL-2 koji
sluzi kao signal Tc limfocitima. UnisStavanje tumorskih éelija ostvaruje se putem perforinskog

mehanizma koji dovodi do nekroze/apoptoze ili putem prepoznavanja membranskog proteina
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Fas na koji se veze Fas ligand NK ¢elija i posledi¢ni proapoptoti¢ni signal. Dendriti¢ne celije
preraduju antigene i nastaju zrele DC koje stvaraju I1L-12, a potom se naseljavaju u dreniraju-
¢e limfne ¢vorove gde stimulisu CD4 +Th1 limfocite koji stvaraju IFN-y. Druga vrsta tumor-
skih antigena podsti¢e stvarenje nezrelih DC koje lu¢e IL-6 i TNF §to omoguéava prolifera-
ciju drugog tipa limfocita CD4+ Th2. Pomenute CD4+ Th2 ¢elije stvaraju proinflamatorne
citokine IL-4 i IL -13 i nisu efektivne u odbacivanju tumora.

Antitumorski imuni odgovor je dakle ¢elijski posredovan, predvodi ga Thl verovatno
time $to suprimira Th2 posredovan imuni odgovor. U cHL to medutim nije slucaj, TH ¢elije
su Th2 i regulatorne T Celije (Treg), koje su hipofunkcionalne i hipoproliferativne, ¢ime se 1
objasnjava neadekvatan imuni odgovor [92].

Izbgavanje imunog nadzora HRS ¢elija od strane CTL c¢elija omoguceno je i nishod-
nom regulacijom molekula MHC 1 i II klase, ¢ime je onemoguceno prepoznavanje malignih
¢elija od strane CTL 1 Th. Naime, maligne HRS ¢elije imaju poviSenu regulaciju neklasi¢nog
MHC I molekula HLA-G, koji predstavlja ligand za inhibitorne receptore antitumorskih celija.
Tako, povrsinska ekspresija FasL (CD95L) kao i PD-L1(CD274) i PD-L2(CD273) moze
takode direktno da uti¢e na zastitu HRS ¢elija od tumor specificnih CTL 1 NK ¢elija. Pre-
komerna ekspresija FasL postoji kod HRS ¢elija subtipa nodularne skleroze i meSovite celu-
larnosti cHL 1 moZe indukovati apoptozu aktivisanih CD95 pozitivnih Thl 1 CD8+ T ¢elija.
Ekspresija PD-L1 i PD-L2 od strane HRS ¢elija inhibise T ¢elijsku aktivnost i moze da iza-
zove T celijsku iscrpljenost.

Nishodna regulacija antigen prezentujucih Celija predstavlja inace jedan od najce$cih
nadina kojim tumorske ¢elije izbegavaju T éelijski imuni odgovor. Cesta mutacija B2 mikro-
globulina i MHC | o lanaca smanjuje ekspresiju MHC | kompleksa i selektivan gubitak HLA
alela [93,94]. Mutacija proteina povezanog sa transportom (TAP) tokom antigene prezenta-
cije i komponente kompleksa imunih proteozoma LMP2 i LMP7 takode indukuju izbega-
vanje imunog nadzora u malignitetu [93,95]. U stadijumu metastaza tumor infiltriu¢i limfo-

citi (TIL) pokazaju smanjene nivoe CD3( lanaca kao i p56 ““Ki p59™™™

tirozin kinaze koji
imaju krucijalnu ulogu u TCR signalima koja vodi aktivaciji T éelija [96,97]. Nedavne studije
su pokazale da narusavanje proksimalnih TCR signala inhibise CTL liti¢ku funkciju i sma-
njuje efektorni imuni odgovor u odmaklim stadijumima karcinoma[98].

Fenotip i funkcija efektornih T ¢elija su bitno promenjeni u okruZzenju tumora, pa tako
¢elije urodenog (makrofazi i NK ¢elije) kao ni ¢elije steGenog imuniteta (CTL i efektorne T

¢elije) ne mogu da prepoznaju i indukuju specificni odgovor protiv tumora.
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Postojanje anergije T ¢elija objasnjava se nemoguc¢nos¢u T ¢elija da stvaraju IL-2 nakon
restimulacije i omogucavanjem prekida celijskog ciklusa u antigen nezavisnom tumorskom
okruzenju [99]. U statusu anergije, naivne T ¢elije primaju malo kostimulatornih i dosta inhi-
bitirnih signala, koji izazivaju nishodnu regulaciju TCR posredovanih signala putem smanjenja
nivoa proteina i disregulacijom fosforilizacije [100,101]. Iscrpljenost T ¢elija karakteriSe pro-
gresivni gubitak proliferacije 1 sekrecije efektornih citokina koji dovode do apoptoze T celija
[102]. Dokazano je da B7H1/ PD1 signali karakteriSu isrpljenost CD8+ T ¢elija u mnogim mode-
lima humanih tumora, a da je PD1 marker isrpljenosti T ¢elija [102].

U slucaju cHL efektorne T ¢elije pokazuju osobine hroni¢nog iscrpljenja u susretu
sa antigenom, koji karakteriSe poviSena regulacija negativnih regulatornih receptora poput
PD-1, (CD279) u bolesnika sa cHL. Ekspresija PD1 na T c¢elijama vodi konstitutivnoj
regulaciji njegovih liganada PDL1 i PDL2 na RS ¢elijama. Konaéno, prisustvo PD-1 T ¢elija
kako u okruzenju tumora tako i u perifernoj krvi predstavlja negativan prognosti¢ki marker
bolesnika sa cHL. Amplifikacija lokusa 9p34 rezultuje u konstitivnoj ekspresiji PD-L1 kao i
PD-L2 u vise od 85% bolesnika sa cHL. EBV pozitivni cHL imaju vecu ekspresiju PDL-1
ukazujuci na ulogu EBV virusa u ekspresiji PDL-1 [103].

Pomenute T ¢elije, osim anergije 1 iscpljenosti pokazuju osobine starenja, koje karakteriSe
skracenje telomera, niska ekspresija CD28 i akumulacija proteina koji kontrolisu ¢elijski ciklus
poput pl6, p21, ili p53 koji inhibisu proliferaciju ¢elija [104,105].Ove Celije imaju neadekvatne
osobine Celija ubica 1 izazivaju inhibitorne regulatorne funkcije u tumorskom okruzenju
[106,107]. Treba ista¢i da same CD8 +T celije kao i naivne CD4+ T ¢elije mogu poprimiti oso-
bine mati¢nih ¢elija 1 mogu se diferentovati u razlicite subsetove efektornih T ¢elija u zavisnosti
od okruzenja tumora [108].

Postojanje anergije, iscrpljenosti i osobine starenja T Celija utiCu na izbegavanje imu-
noloskog nadzora.

Moze se re¢i da za razliku od solidnih tumora u cHL, ne postoji blokada PD1 ¢ime bi
se ostvario antitumorski imuni odgovor posredovan CD8 + T ¢elijama i da u veéini sluc¢ajeva
cHL postoji nishodna regulacija molekula MHC I kompleksa, ¢ime se onemogucava prepo-
znavanje HRS c¢elija od strane CD8+ T celija kako je prikazano na slici 4A, dok slika 4B
prikazuje nishodnu regulaciju molekula MHC II kompleksa HRS ¢elija koja ogranicava
CD4+ T ¢elijski imuni odgovor, blokadom imunoloskih kontrolnih tacaka, ali se isti moze
ostvariti vezivanjem za MHC 1l molekule APC okruZenja tumora. Ssmatra se da CD4+ T ¢e-

lije jesu glavni posrednici anti PD1 posredovanog imunog odgovora u cHL[103].
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Slika 4. Model antitumorskog imunog odgovora u okviru imunoloskih kontrolnih tacaka

Posebno se isti¢e uloga makrofaga u neadekvatnom antitumorskom imunom odgovoru
bolesnika cHL. Poznato je da su makrofazi terminalno diferentovane mijelodne celije blisko
povezane sa dendriticnim Celijama [109]. Tkivni makrofazi pokazuju veliki funkcionalni i
fenotipski plasticitet u odgovoru na promene stimulusa mikrookruZenja ukljucujuéi malignitet
[110]. Makrofazi koji su prisutni unutar neoplasti¢nog tkiva (TAM) uglavnom pripadaju M2
makrofazima. U prisustvu TAM, M1 makrofazi ne mogu da stvaraju IL-12, pa NK ¢elije, Thl
¢elije kao i CTL ne mogu da posreduju u imunom odgovoru protiv tumora [111]. Sekrecijom
IL-10 od strane M2 omogucava se nastajanje Th2 celija koje dalje indukuju nastajanje TAM
[112].TAM oslobada CCL22 koji omogucava privlacanje Treg u tkivo tumora, a TAM takode
sekretuje PGE2,TGFp i eksprimira PDL1 koji izaziva imunosupresiju i apoptozu T Celija [113]
Celije tumora takode podrzavaju nastajanje M2 makrofaga poveéanjem nivoa IL-10, CCL22,
CCL5 i drugim [88,114].

Imajuéi u vidu da M2 makrofazi reprezentuju urodeni imunitet, njihov prognosticki
znacaj u bolesnika sa cHL zavisi od regulatornih i citotoksi¢nih T ¢elija, pa se zato i razlikuju
cutt off vrednosti procenta makrofaga koji utice na EFS i OS [115].

Slika 5 prikazuje nacine imunosupresivne funkcije TAMa. Pomenuti TAM svoju
imunosupresivnu ulogu ostvaruje putem Treg celija, kao 1 citokina IL10 1 TGFB. Pomenuti
citokini onemoguéavaju maturaciju DC.

Metabolicka aktivnost TAM uti¢e na gladovanje T ¢elija putem aktivnosti arginaze,

i/ili putem stvaranja imunosupresivnog IDO1/ 2 signalnog puta. Prostaglandini, COX- 1 kao i
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COX-2.koje stvaraju TAM imaju imunosupresivnu ulogu narocito na T ¢elije. Vazno je istaci
da TAM eksprimiraju PDL1 kao i PDL2 koji pokrecu inhibitorni PD1 imuni odgovor T
¢elija, a B7- H4 1 V domen Ig supresora T celijske aktivacije (VISTA) imaju sli¢ne funkcije
kao i pomenuti PDL [116].

Imunosupresija

Inhibicija DC
maturacije

Téelija IL-10
; TGFB Amino
IL-10 kiselinsko
GFB metabolicko

gladovanje

Indukcija
Treg éelija

T, gelija

Arginaza

IDO1/2

PD-L1/2 13 COX-1/2 |i
B7-H4 € Prostaglandini
Inhibitori imunoloskih
kontrolnih tacaka
Supresija

-

T éelija T éelija

Slika 5. Mehanizmi kojim TAM ostvaruje imunosupresiju

NK ¢elije predstavljaju subset limfoidnih ¢elija urodenog imuniteta koje mogu da
deluju direktnim citotoksi¢nim efektom, antitelima zavisnom citotoksi¢nosti i sekrecijom
citokina IFN-y, TNF-a i GM-CSF [117]. Smatra se da poviSena ekspresija tumorskih liganada
NKG2D kao i NKp30 u serumu bolesnika sa HL utice na fenotip i funkciju NK celija i
doprinosi izbegavanju imunoloskog nadzora [118]. Dokazano je da citoksi¢ni receptori NKp46
NKp44 i NK30 kao i NKG2D imaju ulogu u lizi razli¢itih tumora pri ¢emu je neophodno
njihovo sinergisticko dejstvo [117]. Istrazivanja su pokazala da u HL nema poviSene ekspresije
citotoksi¢nih receptora NK celija, kao ni CD16, niti aktivacionih markera CD69 ali da postoji
niza ekspresija NKG2D u poredenju sa zdravim osobama. Smatra se da u pojedinim

malignitetima kao i u leukemijama postoji vi$a sekrecija NKG2D u serumu a manja ekspresija pa
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to utiCe na prepoznavanje i1 izostanak liziranja tumorskih ¢elija od strane NK celija [119].
Oslobadanje imunosupresivnih faktora tumorskog okruzenja TGF(, a IDO PGE2 smanjuje
NK ¢elijsku aktivaciju 1 doprinosi NK ¢elijskoj toleranciji.

NKT ¢elije poseduju karakteristike obe vrste ¢elija, NK kao i T ¢elija i smanjuju proli-
feraciju tumorskih ¢elija [120]. Pomenute NKT éelije eksprimiraju ap TCR varijante receptora
I NK1.1 receptor [121].

Tumorsko okruzenje doprinosi takode imunosupresiji u cHL na viSe na¢ina. Naime,
uloga negativnih kostimulatornih signala u izbegavanju imunoloSkog nadzora ogleda se u
tome da aktivisane T Celije eksprimiraju CTLA-4 Kkoji se suprotstavlja CD28 i indukuje ne-
gativne inhibitorne signale da onemoguc¢i aktivaciju T Celija[122]. Treba istaci da oba stimu-
latorna molekula, CD28 i CTLA-4, mogu da interaguju sa istim ligandima CD80 i CD86, ali
da CTLA-4 ima veci afinitet za oba liganda pa se suprotstavlja vezivanju CD28 za CD80 i
CD86 [123,124]. Vezivanjem CTLA-4 inhibise se protein fosfataza SHP2 i kinaza PP2A koji
su neophodni za aktivaciju T ¢éelija u okruzenju tumora [123,124,125,126]. Pomenuti stimu-
lator CTLA-4 takode odvaja CD80 i CD86 od CD28 i uklanja ih sa povrsine antigen pre-
zentujucih Celija [127].

Od nedavno se istice i uloga regulatornih T limfocita ne samo u kontroli autoimuniteta
ve€ 1 u supresiji razvoja reaktivnih limfocita povezanih sa tumorskim antigenima.

Regulatorne T ¢elije mogu inhibisati produkciju IL-2 koji regulise visoku ekspresiju
IL-2Ra. (CD25), sto omogucéava odlaganje ili blokiranje aktivacije CD8+ ¢elija i NK ¢elija
protiv tumorskih antigena. Imunosupresivni efekat regulatornih T ¢elija je potencijalno vazan
zbog velikog efekta na celularnu citotoksi¢nost reprezentovanu CTL i NK celijama. Regulatorne
T celije mogu ograniciti inflamatorni podsticaj drugih ¢elija imunog sistema ukljucuju¢i T
efektorne celije, stvaranjem IL-10 i TGF-B, a ovaj koristan efekat moze prevazi¢i oSteCenje
efektivnog T celijski posredovanog imunog odgovora kao i uticaj na ishod bolesti. U sluc¢aju
postojanja tumorskog okruZenja sastavljenog od mast ¢elija i makrofaga, funkcija regulatornih T
limfocita moze biti neadekvatna da balansira pro i antinflmatorne stimuluse a Treg mogu ¢ak
pojacati inflamaciju otpustanjem TGF-p i TH17 [128,129,130].

Treg Celije mogu inhibisati citotoksi¢ne celije sekrecijom IL-10, ekspresijom T Ce-
lijskog inhibitornog receptora citotoksi¢nog T limfocitnog proteina 4 (CTLA-4), koji je inace po-
viSeno eksprimiran na aktivisanim Th ¢elijama okruzenja HL, Sto dalje suprimira anti HRS ci-

totoksicne celije.
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Transkripcioni faktor FoxP3, je neophodan i dovoljan da indukuje Treg imunosu-
presivne funkcije. Aktivacija Treg vodi povecanoj produkciji imunosupresivnih medijatora kao
Sto su IL-10,TGF-B i IL-35, indukuje apoptozu aktivisanih efektornih CD4+ Th celija i CD8+
CTL, bilo oslobadanjem granzima A i B ili promenom metabolickog statusa usled smanjenja
IL- 2 i treci nacin kojim Treg uti¢e na antitumorski odgovor jeste sposobnost Treg da inhibise
maturaciju DC ¢elija putem inteakcije CTLA-4 sa CD80/CD86 na DC. Treg ¢elije jako ekspri-
miraju CTLA-4, kao posledicu izostajanja pozitivnog kostimulisa od strane B7/CD28 koji vodi
smanjenoj aktivnosti tumor specificnih efektorskih ¢elija[131].

Treg ¢elije omogucavaju toleranciju tumorskog okruzenja time $to inhibisu aktivaciju
dendriti¢nih ¢elija, indukuju M2 tip makrofaga i indukuju apoptozu T ¢elija koje pokrecu
izbegavanje imunog nadzora. Obe vrste Treg limfocita natural Treg i iTreg doprinose toleran-
ciji tumorskog okruZenja i imunosupresivnim aktivnostima u tumorskom okruzenju [132].
Transkripcioni faktor FOXP3 moze da deluje kao transkripcioni aktivator i represor. Naime,
pomenuti FOXP3 u asocijaciji sa NFATc2 aktivira CTLA-4,CD25 kao i GITR koji promovi-
Su supresivne aktivnosti, dok iste asocijacije nishodno regulisu ekspresiju IL-2 a time promo-
viSu smrt efektornih T ¢elija [133,134]. Nedavne studije su pokazale da FOXP3+ deluje kao
kotranskripcioni faktor sa STAT3 koji poviseno regulise IL-10 transkripciju u tumor induko-
vanim Treg ¢elijama [135,136].

Mali procenat infiltracije FOXP3 ¢elijama zajedno sa visokim procentom infiltracije
TIA -1 Celijama u cHL moze reprezentovati bioloske markere, prediktore nepovoljnog ishoda
bolesti. Kod bolesnika sa relapsom bolesti postoji visa infiltracija TIA-1 ¢elijama i manji procenat
FOXP3 ¢elija reaktivnog mikrookruZenja u odnosu na novodijagnostikovane bolesnike [137].

Manje je poznata uloga nemalignih B ¢elija u patogenezi i odgovoru na terapiju bolesnika
sa cHL, u poredenju sa T ¢elijama. Smatra se da produkcija IL-10 od strane B ¢elija moze da
suprimira antitumorski T ¢elijski imuni odgovor [103,138].

Dokazano je da rozete, fenomen koji oznacava CD4+ T ¢elije koje okruzuju HRS Celije,
¢ine Th 1 Treg Celije, eksprimiraju drugi kostimulatorni molekul CD40L koji predstavlja osobinu
Th2 i Treg ¢elija 1 time omogucava signale odrzavanja HRS ¢elija. Inace, maligne HRS celije
visoko eksprimiraju CD40 (TNFRSF5) koji je ¢lan TNFRSF i omogucava aktivaciju NF- kB
signalnog puta, a time podrzava formiranje kolonija HRS ¢elija [79]..

Maligne, HRS ¢elije mogu da indukuju direktno povlacenje nekoliko tipova imunih
¢elija iz periferne cirkulacije i takode sluze kao okida¢ lokalne ekspanzije ¢elija. Medijatori

sintetisani od strane HRS ¢elija sa aktivnoSc¢u cito i hemokina su IL-5 IL-8, IL-9, CCL-5,
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CCL-28 i omogucavaju povlaCanje granulocita, mast ¢elija i makrofaga, dok IL-7 CCL-5 CCL-
17, CCL-20 i CCL-22 jesu efektori limfocita. Reaktivne ¢elije, naro¢ito makrofazi i mast Celije
uticu i same na infiltrat imunih ¢elija sintetisanjem CCL-3, CCL-4 i CCL-8 hemokina.

Receptori hemokina CXCR3, CXCR4 I CCR7 jesu adhezioni molekuli ukljucujuci
CD62 ligand koji je utvrden na vecini T ¢elija, dok su odgovarajuci ligandi eksprimirani na
malignim celijama 1 vaskularnom endotelijumu [123]. Obzirom da HRS ¢elije sekretuju
CCLS, CCL17, CCL20, kao i CCL22 one mogu privu¢i CCR4 pozitivne Treg ¢elije u tkivo
limfoma, kao i IL-13 koji promovise diferencijaciju naivnih T ¢elija u Th2 i Treg fenotip.
Sekrecija IL-7 od strane HRS ¢elija podrzava prezivljavanje i proliferaciju Treg Celija.

Kod bolesnika sa cHL postoji zastita HRS ¢elija, a bitna osobina HRS ¢elija je da
mogu da moduli$u njihovo celularno okruzenje promenom Thl tipa odgovora u Th2 odgovor
koji obi¢no promovise tumorsku aktivnost [139]. Maligne, HRS ¢elije izmi¢u CTL i NK ¢eli-
jama, a to se moze objasniti sekrecijom imunosupresivnih faktora od strane samih HRS ¢éeli-
ja. Naime, pomenute maligne ¢elije sekretuju imunosupresivne faktore TGF-f3, makrofag mi-
gratornog inhibitornog faktora (MIF) kao i galektin-1 (LGLASL).

Kao najznacajniji imunosupresivni faktori pominju se TGF-f3 citokin, koji inhibise
aktivaciju T ¢elija, indukuje diferencijaciju, proliferaciju kao i maturaciju dendriti¢nih ¢elija i
makrofaga. Pomenuti TGF- sekretuju ¢elije tumora, kao i razli¢ite imune Celije poput Treg,
TAM, kao 1 NKT ¢elija [140]. Njegova uloga je i to prvenstveno CTL, da spreci transkripciju
perforina, granzima i IFN-y koji su ukljuc¢eni u imuni odgovor tumora, ali da takode promovise
proliferaciju makrofaga i fibroblasta koji sekretuju pojedine angiogene i antiapoptske faktore
poput VEGF i ciklooksigenaze-2 [141]. Celije tumora sekretuju takode i brojne imunomodulator-
ne faktore pored ve¢ pomenutog TGF-f3, poput IL-10, PGE2 i drugih koji uti¢u na okruzenje i
blokiraju efektorni imuni odgovor putem razliCitih mehanizama. Ovi imunosupresivni faktori
uticu na ekspresiju antiapoptskih molekula poput BCLxL, cFLIP, MCL1 [142,143].

Tumorske c¢elije indukuju receptore smrti poput FasL, koji interaguje sa njegovim
receptorom Fas na T ¢elijama i pokrece kaskadu intracelularnih signala koji dovode do apoptoze
T celija. [144,145].

Imunosupresivna uloga Gal- 1 se posebno istic¢e u bolesnika sa cHL imajucéi u vidu da
predstavlja jedan od potencijalnih biomarkera.

Sve pomenute interakcije HRS ¢elija i okruzenja prikazane su na Slici 6 [146].
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Slika 6. Interakcije HRS ¢elija i okruzenja Hockinovog limfoma

1.8. Galektin-1

1.8.1. Definicija

Galektini su animalni lektini, definisani zajednickim aminokiselinskim redosledom i
afinitetom za [ galaktozidne oligosaharide. Oni su evolutivno visoko oCuvana i homologa fa-
milija koja postoji u sisara, kao i u nizih organizama kao §to su nematode, sunderi i mikroorga-
nizmi. Clanovi su sastavljeni od jednog ili dva domena, od otprilike 130 aminokiselina koji pre-
poznaje P galaktozidnu strukturu ugljenih hidrata (CRDs) [147].

Svi su klasifikovani, na osnovu strukture i broja CRD u tri grupe galektina: prototip,
himericki i tandem.

Prototip galektina sadrzi jednu CRD i moze formirati homodimere, galektin -3 je je-
dinstven, himericki galektin, ima jedan CRD sa produzenim N terminusom, a tandem galekti-
ni sadrze dva neidenticna CRD povezana kratkim peptidom.

Galektini, su numerisani prema svom otkri¢u [148]. Do sada je identifikovano 19 pri-
padnika ove familije lektina kod sisara, od ¢ega je 13 eksprimirano kod ¢oveka [149].

Definicija, struktura, specifi¢nost saharida i biohemijske osobine ovog velike familije

animalnih proteina su dobro poznati.
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Galektini su prisutni unutar i i van ¢elije, pa je njihova funkcija intra i ekstracelularna.
Iako galektini imaju osobine proteina citosola, oni se sekretuju neklasi¢nim, (ne ER- Golgi
putem) [150]. Ekstracelularno, galektini mogu da vezu glikokonjugat povrsine celije, koji sadrzi
odgovaraju¢i oligosaharidni galaktozid. S obzirom na to da se galektini vezuju bivalentno ili
multivalentno za ugljenohidratne ligande, oni unakrsno vezuju glikokonjugate ¢elijske povrSine,
pa kao 1 drugi receptor ligand sistemi, pokre¢u kaskadu transmembranskih signala. Na ovaj na¢in
galektini mogu da moduliraju procese koji ukljucuju apoptozu, sekreciju citokina i imunoloske
interakcije [151]. Intracelularno, galektini jesu ukljuceni u proces koji je esencijalan za bazi¢ne
funkcije ¢éelija kao §to je obrada primarnih transkripata pre mMRNK regulacija rasta celije i
progresija ¢elijskog ciklusa [152,153,154].

Galektin-1, (Gal-1) je prvi identifikovan ¢lan galektinske familije. On ostvaruje bio-
loske funkcije kao monomer (mgal-1, 14,5 kDa) ili kao nekovalentni homodimer (dgal-1,
29kDa) [155,156,157]. Struktura galektina-1 prikazana je slici 7.

Jo§ nakon otkric¢a, ustanovljeno je da galektini zahtevaju redukujuce uslove mikrookru-
zenja da bi ostvarili svoju funkciju. Shvatanje da oksidacija proteina, jeste deo inaktivisuceg pro-
cesa odgovornog za izostanak aktivnosti galektina, jeste negirano nedavnim studijama, koje su
pokazale da oksidisani Gal-1 moze ostvariti svoju funkciju nezavisnu od galektina, ukljucujuci
povecanje regeneracije perifernih nerava. Jedna od glavnih karakteristika homodimera dGal-1
jeste da pri nizim koncentracijama (Kd -7p) moze spontano da disocira u monomerne forme
koje mogu da vezu ugljene hidrate, ali sa manje afiniteta [156,157,158]. Vazna osobina Gal-1
je da moZe da postoji u oksidisanoj formi, ali pri tome gubi aktivnost lektina [159]. Veziva-
njem Gal-1 za glikane povecava se dimerizacija i Smanjuje senzitivnost na oksidativnu inakti-
vaciju. Galektini se vezuju za N-acetyllactosamin (GalB1, 3GIcNAc ili GalBl1, 4 GIcNACc),
¢est oligosaharid u mnogim N ili O vezuju¢im glikanima, a Gal -1 prvenstveno prepoznaje
GalB1, 4GIcNAc (LacNAc) sekvencu pomenutih glikana [160]. Galektin-1 je najces¢i ekspri-
mirani lektin familije. Eksprimira se na tkivu skeleta, ovarijuma, miokarda i masnom tkivu, kao i
u hepatocitima, miofibroblastima, leukocitima, stromalnim ¢elijama prostate. Koeksprimira se sa
galektinom-3 u limfoidnim celijama uklju¢uju¢i T i B ¢celije, natural killer celijama i
monocitima/makrofazima [143]. Obzirom da se galektini obi¢no nalaze u ekstracelularnom
okruzenju, vec¢ina studija se fokusira na sposobnost galektina da se veze za povrSinske
glikoproteine koji su eksprimarani na normalnim ili tumorskim ¢elijama. Postoje takode galektini
koji imaju nekarbohidratne vezujuce partnere, uglavnom su to oni galektini koji su pronadeni u

citoplazmi ili nukleusu [148]. Moze se zakljuciti da intracelularni galektini jesu uglavnom neza-
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visni od CRDr, dok su njihove ekstracelularne funkcije zavisne od osobina lektina. Ovde takode,
postoje izuzeci, neki glikolizirani intracelularni proteini vezuju galektine ukljucujuci citokeratine
I transkripcioni faktor CBP70, za koje je dokazano da vezuju galektin-3 [161]. Sekrecija galektina
od strane tumorskih celija ima znacajan lokalni imunosupresivni efekat putem eliminacije
infiltrisu¢ih efektornih T limfocita. Klonalne maligne HRS ¢elije, sekretuju solubilne medijatore
koji stvaraju abnormalni imuni odgovor. Sekrecija Gal-1 preko AP1 signalnog puta u HL sma-
njuje odrzivost Thl ¢elija i favorizuje aktivaciju Th2 éelije koje sekretuju imunosupresivne
citokine kao $to je IL-13. Novo okruzenje tumora favorizuje aktivaciju lokalnih imunosupresiv-
nih CD4+CD25+FOXP3 + Treg limfocita [162]. Sekrecija 1L-13 je Cesta osobina cHL, a
pomenuti IL-13 aktivise RS ¢elije putem STAT6 a mozda i IL-13 aktivira sekreciju galektina-1 i
tako stvara autokrino imunosupresivno okruzenje [163]. Galektin -1 ima sposobnost da redukuje
broj Thl ¢elija i da poveca sekreciju Th2 specifi¢nih citokina u T Celijski posredovanim autoimu-
nim bolestima. U nekoliko vrsta Celija signali preko IL-13 receptora jesu povezani sa AP1 za-
visnom indukcijom gena. Ovaj mehanizam moze objasniti zasto Se visoke vrednosti galektina-1

sekretovanog u tumorsko okruzenje koreliSu sa lo§im prezivljavanjem u cHL.

Tri strukturna tipa galectina

Proto Chimera Tandem ponavljanja

Dva identi¢na galektin Ne lektinski Galektin Dva odvojena galektin
domena prepoznavanja domen ugljenih hidrata CRD  ugljenih hidrata CRD
ugljenih hidrata CRD
Galektin-1,2,5,7,10 Galektin-3 Galektin-4,6,8,9
Ukr3tena veza homologih Ukrstena veza Ukrstena veza dva posebna
ugljenohidratnih liganada ugljenohidratnih i ugljeno hidratna liganada

neugljenohidrantnih liganada

Slika 7. Struktura i klasifikacija galektina.[164]

1.8.2. Funkcije galektina-1

Opisane su brojne bioloske funkcije Gal-1: Celijska adhezija, proliferacija, apoptoza,
imunomodulatorni efekti, prekid ¢elijskog ciklusa, pre B ¢elijski signali, RNK transkripcija i
predstavljanje H Ras membranskog mesta [160]. Bioloske funkcije Gal-1 su da moze da pro-
movise ili inibise Celijski rast u razlic¢itim tipovima ¢elija. Dokazano je da postoji bimodalna,
dozna zavisnost aktivnosti Gal-1, pa visoke koncentracije (1 uM) rekimbinantnog Gal-1inhi-

bisu proliferaciju ¢elija nezavisno od aktivnosti CRD, dok male doze (1nM) jesu mitogene i
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osetljive na inhibiciju laktozom. Paradoksalno, pozitivan i negativan efekat Gal-1 ¢éelijski rast
jeste visoko zavistan od tipa Celije i statusa aktivacije, a na njega moze uticati distribucija
monomernih nasuprot dimerne, ili intracelularna nasuprot ekstracelularnim formama. Tako
na primer Gal-1 inhibise rast ¢elija neuroblastoma i stromalnih ¢éelija koStane srzi, a ima mi-
togen efekat na razli¢ite tipove normalnih i patoloskih mi§jih 1 humanih ¢elija, kao Sto su va-
skularne Celije sisara. Dokazano je da visoke koncentracije Gal-1 deluju kao klasi¢an pro-
apoptski faktor za nezrele hematopoetske ¢elije [157].

Znacaj glikolizacije u regulaciji urodenog i ste€enog imunog odgovora ogleda se u
mogucnosti prepoznavanja patogena, modulaciji urodenog imunog odgovora, kontroli home-
ostaze imunoloskih ¢elija i inflamacije. Slican znacaj ima i glikanom posredovano pothranji-
vanje informacija u pogledu pojave autoimunih bolesti i karcinoma. Slika 8 prikazuje ulogu
Gal-1 u homeostazi limfocita.

X 2 Y& d¢

Gall Gal2 Gal3 Gal9

Glikoreceptori x

CD45, CD43, CD7,
CD29, TIM-3
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Slika 8. Uloga galektina- 1 u homeostazi limfocita. [158]
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1.8.3. Uloga Gal-1 u apoptozi

Apoptoza, programirana c¢elijska smrt ima centralnu ulogu u imunoregulaciji. Zahva-
ljujuci njoj se tokom tokom procesa T Celijske maturacije u timusu otklanjaju potencijalno auto-
agresivne ¢elije, koje mogu da podstaknu mnoge autoimune bolesti, ukoliko se nadu na periferiji.
Prisustvo Gal-1 na timusnim epitelnim ¢éelijama, dovodi do apoptoze nezrelih timocita. Ovi
rezultati ukazuju na funkcionalnu ulogu Gal-1 u pozitivnoj i/ili negativnoj selekciji u timusu.
Dosadasnja istrazivanja su istakla da Gal-1 moze selektivno da promovise negativnu selekciju u
timusu kao i suprotno, pozitivnu selekciju promovisuci smanjenje i povecanje TCR signala.
Aktivisane zrele T ¢elije podlezu apoptozi i preveniraju prekomerni imuni odgovor. Razlicite
studije su pokazale da egzogeni Gal-1 indukuje apoptozu zrelih i aktivisanih, ali ne i preostalih
T celija, putem prepoznavanja glikolizirane CD45R0 iso forme PTPRC, prikazane na memo-
rijskim T ¢elijama. Iako ima ulogu u apoptozi, dokumentovano je da Gal-1 ima antiinflama-
torne efekte putem mehanizama koji su nezavisni od apoptoze [165]. Regulacija apoptoze pu-
tem galektina, jeste jedna od najproucavanijih funkcija galektina. Nekoliko studija je pokazalo
da galektini bilo pozitivno ili negativno reguliSu apoptozu u razli¢itim ¢elijama kancera, kao na
primer povecavaju apoptozu u LnCap malignim ¢elijama prostate, Col0201 malignim ¢elijama
kolona, ali nasuprot tome redukuju apoptozu u gliomima, karcinomu cerviksa i plu¢a. Meha-
nizam regulacije apoptoze putem galektina nije u potpunosti razjasnjen, ali se moze razma-
trati homologija sapro i antiapoptotskim ¢lanovima familije bcl 2 [166]. Signal transdukcije
koji vodi apoptozi posredovanoj Gal-1, ukljucuje indukciju specifi¢nih transkripcionih faktora
AP-1, modulaciji stvaranja bcl2 proteina, aktivaciji kaspaza, modulaciji ceramida, i oslobadanje
citohroma-c. Nedavna studija je pokazala da apoptoza uzrokovana Gal-1 u T ¢elijama nije za-
visna od aktivacije kaspaze 3 ili oslobadanja citohroma-c. Smatra se da Gal-1 moze pokrenuti
razlicite signalne puteve ili apoptozu u razli¢itim tipovima ¢éelija. Pokazano je da galektin-1 moze
da se veze za povrsinske glikoproteinske receptore ukljucuju¢i CD45, CD43 i CD7 na povrsini ti-

mocita, aktivisanih T limfocita i T éelijske linije [154].

1.8.4. Imunomodulatorna funkcija Gal-1

Galektin deluje i putem modifikacije sekrecije citokina. On inhibira IL-2, IFN-y i
TNF-a, ali indukuje stvaranje I1L-10. Prvi korak u inflamaciji je mobilizacija hematopoetske
progenitorske ¢elije u kostanoj srzi. Smatra se da Gal-1 stimuliS§e HPC ekspanziju 1 akumulaciju u
kostanoj srzi, a dramati¢no inhibise migraciju HPG ¢celije u periferiju i smanjuje perifernu

neutrofiliju i monocitozu. Galektin-1 modulira ¢elije imunog sistema na vise nacina. Galektin-1
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koga proizvode epitelne Celije timusa izaziva apoptozu humanih timocita. U perifernoj krvi Gal-1
izaziva apoptozu aktivisanih T ¢elija saradujuci sa T Celijskim receptorom (TCR), ali podrzava
prezivljavanje naivnih T celija. Galektin-1 takode utiCe na polarizaciju Thl u Th2 reakciju
pokretanjem apoptoze Thl ¢elija zatim promovise povrsinsku ekspresiju fosfatidilserina (PS) bez
pratece apoptoze humanih T celijskih linija. Galektin-1 je eksprimiran u stromalnim celijama
koStane srzi, a sekrecija Gal-1 predvodi integraciju interakcija sa pre BCR ¢elijama i deluje kao
signal prezivljavanja za pre B celije tokom razvoja.Intracelularni Gal-1 moze sa B ¢elijskim
specificnim Oct-1 koaktivatorom, OCA-B negativno regulisati BCR signalni put. Uloga Gal-1 u
diferencijaciji plazma celija je nerazjaSnjena. Galektin-1 doprinosi regulaciji ektopicne ekspresije,
transkripcionog supresora, Blimp-1 u zrelim B ¢elijama. Smatra se da Gal-1 promovise stvaranje
Ig posredovanjem ekstracelularnih receptora i da zavisi od vezivanja 3 galaktozida pre terminalne
diferencijacije B ¢elija [167].

Slika 9A prikazuje nacin na koji HRS ostvaruju svoju imunomodulatornu funkciju, najpre
pomenute HRS i stromalne ¢elije sekretuju citokine, hemokine ali i druge solubilne imunomodu-
latorne faktore poput IL-10, CCL17/TARC, galektin-1 i indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) koji
povlace Th2 i regulatorne CD4+ T Celije i time favorizuju diferencijaciju tumor infiltriSucih lim-
focita u Th2 kao i regulatorne Celije putem specificnih linijskih transkripcionih faktora Gata3
(Th2) and FoxP3 (Treg). Slika 9B prikazuje kako HRS ¢elije nishodnom regulacijom molekula
MHCT kao i molekula MHC II klase izmi¢u prepoznavanju od strane CD8+ i CD4+ ¢elija, a pre-
zentacijom pojedinih liganada aktiviSu negativne regulatorne receptore T ¢elija poput PD1. Nasu-
prot tome, HRS ¢elije sprovode signale CD40 L prisutnog na T ¢elijama okruzenja cHL i aktivi-
raju CD40 HRS celija putem NFkB signalnog puta koji omogucava proliferaciju HRS celija
[103].
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Slika 9. Uloga okruzenja cHL u supresiji antitumorskog T ¢elijskog imunog odgovora
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1.8.5. Uticaj Gal-1 na preZivljavanje ¢elija tumora

Utrvrdena je pozitivna korelacija ekspresije galektina-1 i galektina -3 na malignu transfor-
maciju ¢elija. Nepoznat je tacan mehanizam koji je ukljucen u transformaciju, ali on potencijalno
podrazumeva interakciju membranskog, grani¢nog H- Ras i K- Ras. Indukcija transformacije nije
samo posledica aktivacije Ras signalnog puta, ona je pre sekundarni efekat Celijske transformaci-
je. Ras transformisane Celije imaju transformisani fenotip, eksprimiraju Gal-1 i Gal-3. Smatra se
da galektini 1 i 3 uti¢u na procese obrade primitivne RNK tokom maligne transformacije [166].

Pojava metastaza malignih ¢elija inicirana je disregulacijom celijske adhezije, migra-
cije i sposobnosti invazije.Tako na primer Gal-1 poveéava adheziju malignih ¢elija kolorek-
talnog karcinoma i prostate, ali smanjuje migraciju malignih ¢elija kolorektalnog karcinoma
[125]. Nedavno je dokazano da Gal-1 ima krucijalnu ulogu u promovisanju angiogeneze u
anti VEGF- A refraktarnim tumorima.Galektin-1 reaguje sa N-glikanima na Ig domenu 3, 4 i
7 VEGFR?2, izazivaju¢i fosforilizaciju VEGFR2 1 nishodnu aktivaciju signalnog puta endotelnih
¢elija. Pomenuti anti-VEGF-A refraktorni tumori unapreduju sekreciju Gal-1, zajedno sa njego-
vim povecanim vezivanjem za neovaskulrane endotelne ¢elije usled izemenjenih glikoliziranih
obrazacaVEGFR2, koja dovodi do angiogeneze i progresije tumora [168]. U imunom sistemu
Gal-1 je eksprimiran u timusu, slezini, limfnim odusima, kostanoj srzi, jetri i imunoprivilegova-
nim mestima [160]. Obrasci ekspresije su znacajno razli¢iti medu razli¢itim ¢lanovima familije
galektina. Zato ne iznenaduje da posebni obrasci ekspresije jesu ustanovljeni za galektine u razli-
¢itim populacijama limfoidnih linija. Galektin-1 je eksprimiran na makrofazima, u nekim NK
¢elijama, na primer uterusnim celijama decidue, ali ne i na perifernim NK c¢elijama [148].
Galektin-1 sekretuju aktivisane CD4+ i CD8+efektorne celije, posebno posle antigene stimula-
cije. Pomenuti profili ekspresije podrzava ulogu ¢lanova familije galektina u funkciji limfoidnih
¢elija, a samim tim 1 limfoidnih maligniteta. Ekspresija galektin familije jeste kontrolisana barem
delom DNA metilacijom. Zato ne iznenaduje de novo ekspresija galektina u tumorskim celijama i
njegovom odsustvu u normalnim ¢elijama. Nije neubicajeno da galektini imaju dihotomnu
ulogu u kontroli apoptoze, dvostruka uloga je mozda posledica distribucije, nuklearne nasuprot
citoplazmatske, $to zavisi od tipa Celije ili statusa aktivacije [148]. Galektin-1 indukuje ekspresiju
FcyRI kao i MCH 1l ekspresiju monocita/makrofaga, ¢ime poveéava njihovu sposobnost u pre-
zentaciji antigena i posredovanju fagocitne funkcije. U nekim B celijama galektin-1 modulira
diferencijaciju i povecava produkciju antitela [167]. Vezivanje Gal-1 za integrine, posreduje u
interakciji sa pre B celijskim receptorom u stvaranju signala prezivljavanja [169]. Sposobnost

galektina da se vezu za mnogobrojne povrSinske receptore i da izmene signale jeste Cest
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mehanizam kojim galektini moduli$u imuni odgovor [148]. Sve opisane funkcije Gal-1 prikazuje
Slika 10 [170].
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Slika 10. Galektin-1 kao potencijalni target maligniteta

1.9. Lecenje bolesnika sa Hoc¢kinovim limfomom

Poznato je da bolesnici sa HL danas mogu biti izleCeni u velikom procentu primenom
hemioterapije, radioterapije ili kombinovanim modalitetom le¢enja.

Postoje¢i modaliteti leCenja praceni su sporednim efektima 1 kasnom toksi¢nosc¢u po-
put infertiliteta, kardiovaskularnih o$teéenja i pojavom sekundarnih maligniteta. Stavise, od-
reden procenat bolesnika karakteriSe refraktarnost na leenje i nemogucnost le¢enja postoje-
¢im modalitetima leCenja ukljucujuéi visokodoznu hemioterapiju 1 transplataciju mati¢ne Ce-
lije hematopoeze [171].

Uvodenje kombinovane hemioterapije u lecenje bolesnika sa HL kasnih sedamdesetih
godina, kao i razvoj mnogo agresivnijih hemioterapijskih protokola le¢enja za odmakle stadiju-

me bolesti tokom osamdesetih i devedesetih godina, omoguéilo je visok stepen izleCenja HL.
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Naime, 80% bolesnika svih anatomskih lokalizacija 1 histoloskih subtipova moze biti izlecCeno
savremenim terapijskim protokolima [172].

Primena prognostic¢kih skorova omoguéava odredivanje grupe rizika a samim tim i na-
¢in leCenja.

Sadasnja strategija leCenja bolesnika sa HL u prvoj liniji leCenja ima za cilj da uti¢e na
bolji ishod bolesti ali i komplikacije koje su uzrokovane primenjenom terapijom, poput kar-
diopulmonarne toksi¢nosti, sekundarnih maligniteta i infertiliteta. Trajali, koji su u toku za
bolesnike u ranom stadijumu bolesti proucavaju manje doze radijacije i manja polja radijaci-
je, kao 1 mogucu redukciju doze i broja ciklusa hemioterapije. Za odmakle stadijume bolesti
dosadasnja istrazivanja kao i trajali koji su toku preporucuju primenu novih kombinacija le-
kova sa ve¢om dozom i intenzitetom [173].

Terapijski pristup relapsa HL podrazumeva primenu salvage radioterapije, salvage he-
mioterapije 1 visokodozne hemioterapije pracene autologom transplatacijom maticne Celije
hematopoeze. Klinicki trajali ukazuju na uspe$nu primenu radioimunokonjugata i monoklonskih
antitela u leCenju bolesnika sa relapsom bolesti [173].

Poznato je da rani stadijumi HL imaju odli¢nu prognozu, ali se postavlja pitanje opti-
malnog lecenja baziranog na faktorima rizika i PET nalazu.

Postoje¢i klinicki faktori rizika bazirani na parametrima IPS-7 skora ne omogucavaju
identifikaciju bolesnika koji mogu da se leCe manje intenzivnom terapijom. Primena PET moze
pomodi u identifikaciji bolesnika niskog i visokog rizika, rano tokom lecenja hemioterapijom.
Cilj lecenja ranih stadijuma jeste u redukciji prve linije leenja koja omogucava odrzavanje
kontrole tumorske mase. Svakako da se taj cilj moze posti¢i modifikacijom radioterapije
baziranoj na nalazu PET ali i redukciji ABVD protokola u pogledu broja ciklusa ali i sastava
ABVD protokola.

Ranija istrazivanja konkretno HD7 trajal, GHSG su pokazala da u lecenju ranih stadijuma
HL bez faktora treba primeniti 2 ciklusa ABVD sa radioterapijom prosirenog polja EFRT 30
Gy+10 Gy IFRT na zahvacéena podruc¢ja. Narednim HD10 istrazivanjem iste grupe pokazano je
da su 2 ciklusa ABVD sa IFRT dovoljna u leCenju ovih stadijuma. Nedavna HD13 studija je
procenila da leCenje bolesnika sa dva ciklusa ABVD protokola i sa izostavljanjem pojedinih
lekova ovog protokola AVD, ABV, ili AV i 30 Gy IFRT jeste podjednako efikasno [174,175].

Lecenje ranih stadijuma sa nepovoljnim faktorima rizika takode podrazumeva primenu
kombinovanog modaliteta lecCenja [176]. Predmet istrazivanja mnogih studija predstavlja opti-
malni broj hemioterapijskih ciklusa, optimalni protokol lec¢enja ali i doza i veli¢ina polja ra-

dijacije bolesnika CSI /IT A. Utvrdeno je da doza radijacije 30 Gy jeste superiornija u odnosu
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na 20 Gy u pogledu prezivljavanja bez pogorsanja (FFS) kada se primeni u kombinaciji sa
ABVD protokolom a sli¢ni rezultati uoceni su kod primena istih doza sa eskaliranim BEACOPP
protokolom. Poredenjem 4 ciklusa ABVD protokola i inteziviranijeg eskaliranog BEACOPP (2
ciklusa eBEACOOP i 2ABVD) u leCenju ovog stadijuma bolesnika utrdena je superiornost
BEACOPP u pogledu FFS ali ne i u pogledu opsteg prezivljavanja [ 14].

Strategija lecenja bolesnika sa HL jeste u primeni agresivnijeg modaliteta leCenja za
bolesnike sa odmaklom boleséu [21].

Pri planiranju lecenja treba proceniti potrebu za intenzivnim leCenjem i mogucom
toksicnos$¢u izabrane terapije.

Pojedine studije ukazuju da ne treba sve bolesnike sa HL u odmaklom stadijumu leciti
agresivnijim eskaliranim BEACOPP protokolom u odnosu na ABVD protokol imaju¢i u vidu
toksicnost protokola kao i faktore rizika bolesnika. Svakako, da primena pojedinih hemiotera-
pijskih protokola moze takode kao i kod ranih stadijuma bolesti biti modifikovana nalazom PET,
koji moze uticati na intenzifikaciju lecenja ili deeskalaciju terapije.

Intenzifikacija terapije odmaklih stadijuma sa loSim prognosti¢kim osobinama podrazu-
meva primenu novih lekova poput brentuksimab vedotina, rituksimaba i lenalidomida u kombi-
naciji sa hemioterapijskim protokolima u prvoj liniji leCenja. Tako je BV inicijalno kombinovan
sa ABVD protokolom a potom sa AVD, bez bleomicina koji je iskljucen zbog pulmonarne
toksicnosti pri istovremenoj primeni sa BV. Drugi istrazivaci su poput GHSG kombinovali BV sa
BEACOPP protokolom i njegovim varijantama i pokazali efikasnost ove kombinacije. Dva traja-
la su primenila rituksimab u kombinaciji sa ABVD protokolom u cilju eliminacije B ¢elija koje
podrZavaju opstanak i rast malignih ¢elija 1 pokazala postizanje kompletnog odgovora narocito u
bolesnika sa visokim IPS-7 skorom.

Primena Lenalidomida u kombinaciji sa hemioterapojom je takode efikasna u lecenju
novodijagnostikovanih bolesnika sa odmaklim stadijumom HL. IstraZiva¢i GHSG su primenili
Lenalidomid u kombinaciji sa AVD protokolom i radioterapijom u leCenju starijih bolesnika [14].

Odmakli stadijumi HL ukljucuju sve bolesnike sa Ann Arbor stadijumom III i IV.
Mnoge studijske grupe u odmakli stadijum uklju¢uju CSII sa drugim faktorima rizika poput
velike medijastinalne mase i/ili ekstranodalne bolesti [177].

Glimelius i saradnici su svojim istrazivanjem ukazali da je jedino bulky bolest bila signi-
fikantni negativni prognosticki faktor za bolesnike sa HL u CSIIB mladih od 60 godina, a faktori
poput IPS, broja zahvacéenih regiona limfnih Zlezdi, ekstranodalne lokalizacije i broja leukocita

viseg od 15 000 imaju negativan uticaj na prognozu bolesti ali ne statisticki znacajno [178].
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Primena prognostickih skorova treba da onemoguci prekomerno le¢enje bolesnika sa
HL, a istrazivanja ukazuju da se to moze posti¢i odredivanjem tumorske mase. Optimalni vid
leCenja podrazumeva primenu prognostickih faktora koji direktno reprezentuju povezanost
individualne tumorske mase i potrebnog broja ciklusa terapije u lecenju.

Posebno se isti¢e uloga metabolickog volumena tumora (MTV) utvrdenog PET/ CT
om u planiranju le¢enja bolesnika sa ranim stadijumima HL [179].

Rani stadijumi bolesti se klasifikuju u grupu povoljnog i nepovoljnog ishoda bolesti na
osnovu starosti, prisustva B simptoma, broja zahvacenih limfnih nodusa kao i njihove maksi-
malne veli¢ine. Bolesnici odmaklih stadijuma bolesti se klasifikuju primenom pomenutog IPS-
7 skora, koji ukljucuje 7 klini¢kih parametara. Nedostaci klinickih prognostickih faktora u stra-
tifikaciji rizika bolesnika i odluke o le¢enju nametnuli su potrebu evaluacije primene moleku-
larnih i imunoloskih biomarkera. Oni uklju¢uju primenu cirkuliSsu¢e mikro RNA, infiltriSu¢ih
imunih ¢elija poput makrofaga, prisustva Epstajn Bar virusa, cirkuli$ucih cito i hemokina kao i
povrsinskog proteina poput CD30, stvorenih od strane malignih ¢elija kao 1 imunih Celija do-
macina. Sacinjen je panel sa 23 gena koji moze da identifikuje bolesnike ve¢ pri dijagnozi koji
imaju rizik neuspeha terapije i smrti obzirom na biologiju tumora i supresiju antitumorskog
imunog odgovora [180].

Svakako, da hemosenzitivnost i radiosenzitivnost predstavljaju faktore koji uticu na
ishod lecenja bolesnika sa HL. Neoplastiéne HRS c¢elije stvaraju hemokine TARC/CCLY7 i
MDC koji indukuju ekspresiju antiapoptskih proteina HRS ¢elija ali 1 privlacenje celija koje
eksprimiraju CCR4. Primenom hemioterapije uti¢e se na stvaranje hemokina od strane HRS
¢elija, koju prati korelacija sa serumskim nivoom TARCa, a metabolicka aktivnost netumorskih
¢elija tumorskog okruZenja se odreduje primenom FDG/ PET. Istrazivanje Cuccara i saradnika je
pokazalo da iako TARC jeste biomarker procene ranog terapijskog odgovora on ne moze da
zameni primenu PET/CT kao prediktora ishoda bolesti HL.

Pracanje broja CD68 1 prisustva B simptoma pri dijagnozi moze pomoc¢i u identifikaciji
grupe bolesnika niskog rizika uprkos pozitivnom nalazu interim PET /CT [18, 181].

Vazeée ESMO preporuke iz 2014. godine nalazu primenu kombinovanog modaliteta
leenja bolesnika sa HL 1 ogranicenom bolescu, koje se sastoji od hemioterapije pracene radiote-
rapijom, a rezultati ukazuju da je kombinovani modalitet le¢enja superioran u odnosu na radiote-
rapiju kao jedini vid leCenja. Standard leGenja predstavlja primena dva do tri ciklusa ABVD pro-
tokola pracenog IFRT. Primena interim PET moZe uticati na nacin leCenja bolesnika ove grupe.

Za leCenje bolesnika intermedijarnog stadijuma se prema ovim preporukama preporucuje

primena kombinovanog modaliteta lecenja koji kao zlatni standard podrazumeva 4 ciklusa

Olivera B. Simonovi¢ | Znaéaj galektina-1 kao prognostickog faktora u le€enju klasi€nog Hockinovog limfoma | Doktorska disertacija 48



Uvod

ABVD pracenog sa 30 Gy IFRT. Kod bolesnika mladih od 60 godina ovaj standard podrazumeva
2 ciklusa e BEACOPP i potom 2 ciklusa ABVD protokola. Novija istrazivanja primenjuju redu-
kovana polja radioterapije u odnosu na raniju IFRT.

Odmakli stadijum bolesti se prema ovim preporukama le¢i samo hemioterapijom, a
radioterapija se razmatra kod bolesnika sa rezidulanom masom nakon hemioterapije. Preporuke
nalazu primenu 6 do 8 ciklusa ABVD pracenih lokalnom RT rezidulane mase ve¢e od 1,5 cm
kod bolesnika mladih od 60 godina ili sa 6 ciklusa e BEACOPP pracenih lokalnim RT ili PET po-
zitivnim rezidulanim limfomom ve¢im od 2,5 cm. Protokol ABVD predstavlja standard lecenja
starijih bolesnika. Studije ukazuju da rani interim PET moze ukazati na grupu bolesnika koja ne-
¢e posti¢i odgovor a prima ABVD protokol. Za sada se ne moze vrsiti stratifikacija lecenja na
osnovu nalaza interim PET.

Bolesnike sa refraktornom bolesti, kao i one sa relapsom treba leciti visokodoznom he-
mioterapijom pracenom ASCT. Kod bolesnika visokog rizika se moZe primeniti tandem ASCT.
Salvage protokoli u lecenju ovih bolesnika podrazumevaju primenu DHAP, IGEV, ICE koji se
primenjuju u cilju redukcije tumorske mase i mobilizacije stem celije pre visokodozne
hemioterapije i ASCT. Primena BV je terapijski izbor za bolesnike sa relapsom posle ASCT.

Alogena transplatacija mati¢ne Celije hematopeze predstavlja modalitet leCenja mladih
bolesnika hemosenzitivnih, u dobrom opstem stanju koji su relapsirali nakon visokodozne he-
mioterapije i ASCT. Kod bolesnika sa multiplim relapsima treba razmotriti primenu palija-
tivnog leCenja jednim lekom kao §to je gemcitabin ili bendamustini/ili regionalnim RT.
Pomenuti BV je takode indikovan za bolesnike sa relapsom nakon prethodne dve terapijske

linije lecenja a koji nisu kandidati za visokodoznu hemioterapiju i ASCT [182].
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2. OSNOVNE HIPOTEZE

Osnovna hipoteza u naSem istrazivanju je da galektin-1 (Gal-1) i serumski CD163
(sCD163) mogu biti prognosticki biomarkeri tumorske mase novodijagnostikovanih bolesnika sa
klasicnim Hockinovim limfomom, relapsa i progresije bolesti, kao i rezistencije na primenjeno

lecenje.
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3.  CILJISTRAZIVANJA

1. Cilj istrazivanja je da se kod novodijagnostikovanih bolesnika sa cHL kao i kod
bolesnika sa relapsom, progresijom i refraktarnos¢u bolesti, ispita prognosticki
znacaj biomarkera Gal-1 i sCD163 u odnosu na klinicke 1 histopatoloske progno-

sticke faktore.

2. Utvrditi znacaj nivoa Gal-1 1 sCD163 u serumu u odnosu na klini¢ki stadijum cHL

novodijagnostikovanih bolesnika, relapsa, progresije i refraktarnosti na lecenje

3. Utvrditi znacaj istovremene primene Gal-1 i SCD163 kao biomarkera cHL u pre-

dikciji pojave relapsa i refraktarnosti na lecenje

Ocekivani rezultati

PoviSene vrednosti Gal-1 koreliSu sa tumorskom masom, pojavom relapsa 1 rezistentnim

cHL.Vrednosti serum CD163 koreliSu sa prisustvom B simptoma 1 Ann Arbor stadijumom.
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4. MATERIJAL | METODOLOGIJA RADA

Studija je multicentri¢na i prospektivna, obuhvatila je bolesnike koji su le¢eni u Klini-
ci za hematologiju i klinicku imunologiju Klini¢kog centra u Nisu, Klinici za onkologiju u
Nisu i Klinici za hematologiju Klinickog centra Srbije.

Istrazivanje je obuhvatilo 79 ispitanika. Od ovog broja, 63 su bili bolesnici sa cHL a
kontrolnu grupu ¢inilo je 16 zdravih dobrovoljaca. U studijskoj grupi bolesnika sa cHL, bilo
je 29 (46,03%) bolesnika zenskog i 34 (53,97%) bolesnika muskog pola, prosecne starosti
34,89+13,79.

Studijska grupa sa 63 bolesnika sa cHL obuhvatala je podgrupe novodijagnostiko-
vanih bolesnika kod kojih nije zapoceto leCenje, novodijagnostikovane bolesnike kod kojih je
zapoceto lecenje, bolesnike sa relapsom i progresijom bolesti kao i primarno refraktorne bo-
lesnike tokom 2014. 1 2015. godine.Tokom istrazivanja dva bolesnika su egzitirala.

Kontrolnu grupu ¢inilo je 16 dobrovoljaca, prosecne starosti 39,75+12,81 godina.

Studija je izvedena u skladu sa pravilima deklaracije iz Helsinkija. Dizajn studije i
njeno izvodenje je odobren resenjima lokalnih eti¢kih komiteta ustanove u kojoj su izvodene.

Dijagnoza i odredivanje klini¢kih stadijuma obolelih sa cHL postavljeni su u skladu
sa ESMO preporukama. Kod bolesnika su sagledavane vrednosti parametara koji su obuhva-
¢eni skoring sistemom Hasenclevera sa sledstvenim parametrima loSe prognoze:vrednosti se-
rumskih albumina nize od 40 g/L, Hgb <105g/L, prisustvo muskog pola, starost >45 godina,
IV stadijum bolesti prema kriterijumima iz Ann Arbora, vrednost leukocita >15x10%/L i ma-
nje od 8% limfocita ili u apsolutnim vrednostima < 0.6x10%/L. U skladu sa brojem negativnih
skoring poena, bolesnici se klasifikuju u grupe od 0-5 pri ¢emu se IPS 5 smatra kada bo-
lesnik ima 5 i viSe tih negativnih poena.

Bolesnici su u prvoj terapijskoj liniji leceni polihemioterapijom po protokolu ABVD
ili e BEACOPP uz primenu radioterapije u cilju konsolidacije ili u slu¢aju relapsa/refraktarne
(R/R) bolesti salvage hemioterapijom po protokolu DHAP uz visokodoznu hemioterapiju sa
autolognom transplantacijom mati¢nih ¢elija hematopoeze.

Koncentracija cirkuliSsu¢eg Galektin-1 merena je komercijalnim imunoadsorpcionim
enzimskim testovima (sandwich enzyme linked immunosorbent assay- ELISA) u plazmi ispi-
tanika, koji se zasniva na kompetitivnom vezivanju poliklonalnih antitela specifi¢nih za
Galektin-1, prema uputstvu proizvodaca (Quantikine ELISA, R&D Systems, Minneapolis,

USA). Koncentracija je odredivana pomocu standardne krive i izrazena u ng/ml. Referentne
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vrednosti Gal-1 u serumu su 0.313-20 ng/ml. Prema uputstvu proizvodaca, ne postoji
znacajna ukrStena reaktivnost ili interferencija sa drugim proteinima.

Koncentracija cirkuliSu¢eg CD163 merena je komercijalnim imunoadsorpcionim
enzimskim testovima (sandwich enzyme linked immunosorbent assay- ELISA) u plazmi ispita-
nika, koji se zasniva na kompetitivnom vezivanju poliklonalnih antitela specifi¢nih za CD163,
prema uputstvu proizvodaca (Quantikine ELISA, R&D Systems, Minneapolis, USA). Koncen-
tracija je odredivana pomocu standardne krive i izrazena u ng/ml. Referentne vrednosti sCD163
u serumu su 1.60-100 ng/ml.Prema uputstvu proizvodaca, ne postoji znacajna ukrStena re-

aktivnost ili interferencija sa drugim proteinima.

Statisticke metode za obradu i analizu dobijenih podataka

Statisiticka analiza podataka radena je u programskom paketu SPSS 15.0. Dobijeni re-
zultati su prikazani tabelarno 1 graficki.

Kontinualne varijable su predstavljene osnovnim statistickim parametrima — aritme-

tickom sredinom (X), standardnom devijacijom (SD) i medijanom (Me) kao merom cen-
tralne tendencije. Kvalitativna obelezja ispitivanih promenljivih data su ucestalos¢u (n) i procen-
tualnom zastupljenoscu (%).

Normalnost distribucije kontinualnih varijabli, u zavisnosti od veli¢ine uzorka, ispitivana
je Kolmogorov-Smirnov ili Shapiro-Wilk-ovim testom. Obzirom da distribucija vecine varijabili
nije bila normalna njihove vrednosti su predstavljene medijanom (Me) i interkvantalnim vredno-
stima (25.—75. percentil). Za ocenu znacajnosti razlike (p) kontinualnih varijabli izmedu dve ne-
zavisne grupe ispitanika kori$¢eni su Studentov t-test nezavisnih uzoraka, kod normalne distri-
bucije podataka, ili Mann-Whitnijev U test, kod distribucije koja odstupa od normalne. Kao prag
statisticke znacajnosti definisana je standardna vrednost — p<0,05.

U zavisnosti od distribucije podataka za testiranje znacajnosti razlike u okviru grupa za
ponovljena merenja je koriS¢en Studentov t-test uparenih uzoraka u slu¢aju normalne distribucije
podataka, odnosno Wilcoxonov test ranga kod varijabli ¢ija distribucija odstupa od normalne.

Za testiranje znacajnosti razlike izmedu viSe nezavisnih grupa koriS¢ena je ANOVA,
za normalnu distribuciju podataka, ili Kruskal-Wallisov test pri odstupanju distribucije od
normalne.

Za testiranje statisticke znacajnosti razlika apsolutnih frekvencija izmedu uzoraka ko-
riscen je y? test, ili Fisher-ov test egzaktne verovatnoce, ukoliko je apsolutna frekvencija obe-

leZja manja od 5.
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Za ispitivanje povezanosti kontinualnih promenljivih kori$¢en je Pearsonov koefici-
jent linearne korelacije za normalnu distribuciju varijabli ili Spearmanov koeficijent korelaci-
je rangova za varijable ¢ija distribucija odstupa od normalne.

Za procenu klasifikacionih karakteristika izabranih varijabli, odnosno utvrdivanje nji-

hove senzitivnosti i specifi¢nosti sprovedena je ROC analiza.
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5. REZULTATI

5.1. Pol, starost i patohistoloski nalaz bolesnika i kontrolne grupe

Istrazivanje je obuhvatilo uzorak od 79 ispitanika. Od ovog broja 63 su bili bolesnici
sa klasi¢nim Hockinovim limfomom (cHL), a kontrolnu grupu ¢inilo je 16 zdravih ispitanika.

Starosna dob i pol bolesnika sa cHL predstavljaju prognosticke faktore Internaci-
onalnog prognosti¢kog skora (IPS-7), pa su oni prvi analizirani u istrazivanju. Noviji, pro-
gnosticki skor IPS-3 ne ukljucuje pol kao prognosticki faktor.

U studijskoj grupi bolesnika sa cHL bilo je 29 (46,03%) bolesnika zenskog i 34
(53,97%) bolesnika muskog pola, prosecne starosti 34,89 + 13,79 sa medijanom kao merom
centralne tendencije od 33,00 godine.

Kontrolnu grupu c¢inilo je 16 zdravih ispitanika, prosec¢ne starosti 39,75 + 12,81
(37,00) godina, pri ¢emu je 12 (75,00%) ispitanika bilo Zenskog, a 4 (25,00) muskog pola.

Tabela 3 prikazuje polnu strukturu i starost ispitanika studijske i kontrolne grupe.

Tabela 3. Polna struktura i starost ispitanika studijske i kontrolne grupe

Zenski pol Muski pol Ukupno
Ispitanici n % n % n % Godine
Studijska grupa 29 46,03% 34 5397% 63 100,00% 34,89+13,79  (33,00)
Kontrolna grupa 12 75,00% 4 2500% 16 100,00% 39,75+12,81  (37,00)

Zastupljenost polova data je frekvencijama (n) i % uces¢em, a starost je data kao X + SD (Me)

Patohistoloska dijagnoza (phd) bolesnika sa cHL ne predstavlja prognosticki faktor
Internacionalnog prognosti¢og skora (IPS-7). Istrazivanjem je utvrdeno prisustvo pojedinih
patohistoloskih subtipova cHL, imaju¢i u vidu da sastav tumorskog okruZenja moze uticati na
prognozu bolesnika, koji su prikazani u Tabeli 4.

Statisti¢ki znacajno najvise bolesnika ima patohistolosku dijagnozu nodularne skleroze

(NS), te je njihov broj statisti¢ki znacajno veci u odnosu na sve ostale phd ponaosob.
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Tabela 4. Zastupljenost patohistoloskih dijagnoza bolesnika sa klasi¢nim Hoc¢kinovim limfomom

. Bolesnici
Patohistoloska dijagnoza
n %
Nodularna skleroza (NS) 49 77,78%
Mesovita celularnost (MC) 7 11,11%
Limfocitna deplecija (LD) 2 317%
Neklasifikovan Hoc¢kinov limfom (cHL) 5  7,94%

Ukupno

63 100,00%

U Tabeli 5 prikazana je polna struktura bolesnika i njihova patohistoloska dijagnoza. Nije

utvrdena statisticki znacajna razlika u zastupljenosti polova u okviru patohistoloskih dijagnoza.

Tabela 5. Polna struktura bolesnika u odnosu na patohistolosku dijagnozu Hockinovog limfoma

Zenski pol Muski pol
Patohistoloska dijagnoza n % n %
Nodularna skleroza (NS) 23 46,94% 26 53,06%
Mesovita celularnost (MC) 3 42,86% 4 57,14%
Limfocitna deplecija (LD) 1 50,00% 1 50,00%
Neklasifikovan Hockinov limfom (cHL) 2 40,00% 3 60,00%

Pored ve¢ utvrdene starosti 1 pola bolesnika sa cHL, istrazivanjem je utvrdena sta-
rosna dob 1 pol u odnosu na patohistolosku dijagnozu.
Starosna dob je razli¢ita kod pojedinih patohistoloskih subtipova cHL i prikazana je u

Tabeli 6.

Tabela 6. Starost bolesnika u odnosu na patohistolosku dijagnozu

klasicnog Hockinovog limfoma

Patohistoloski subtip cHL Godine

Nodularna skleroza (NS) 32,92+12,32 (32,00)
Mesovita celularnost (MC) 43,86 + 13,51 *(43,00)
Limfocitna deplecija (LD) 45,50 + 37,48  (45,50)
Neklasifikovan Hockinov limfom (cHL) 37,40 £ 15,77  (40,00)

Vrednosti su date kao X £ SD (Me);
a—Vvs NS, * — p<0,05 (Mann-Whitney U test)
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Najstariji bolesnici imali su phd limfocitne deplecije (LD), a nesto mladi bolesnici bili su
sa phd dijagnozom mesovite celularnosti (MC). Kruskal-Wallis testom nije utvrdena statisticki

znacajna povezanost starosti i phd dijagnoze, ali je statisticki znacajno veca starost bolesnika sa

MC u odnosu na bolesnike sa NS (p<0,05).

5.2. Klini¢ki stadijumi bolesnika sa klasi¢cnim Hoc¢kinovim limfomom

Klini¢ki stadijum bolesti odreden Ann Arbor klasifikacijom predstavlja prognosticki

faktor pomenutog IPS-7 skora.
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Grafikon 1. Zastupljenost klinickih stadijuma kod bolesnika sa cHL

Grafikon 1 prikazuje strukturu bolesnika u odnosu na Klini¢ki stadijum bolesti. Najveéi
broj bolesnika pripada klinickom stadijumu IIB, njih 17 (26,98%), ali je prisutna gotovo podjed-
naka zastupljenost bolesnika 1A klinickog stadijuma, njih 16 (25,40%). Konstatovano je nesto
manje bolesnika IIIB klinickog stadijuma, njih 13 (20,63%), zatim IVB sa 9 (14,29%), a za-

stupljenost bolesnika sa ostalim klini¢kim stadijumima bila je znatno manja.

5.3. Zastupljenost klinickih statusa bolesnika u odnosu na pol i starost

Klinicki status bolesnika sa cHL (novodijagnostikovani bolesnici kod kojih nije zapoceto
lecenje, novodijagnostikovani bolesnici sa zapocetim leCenjem, remisije, relapsa, progresije
osnovne bolesti kao i refraktarnosti na leCenje) jeste uzrokovan interakcijom malignih, HRS ¢elija
1 ¢elija tumorskog okruzenja. IstraZzivanjem je utvrdena sledeca zastupljenost klinickih statusa

bolesnika sa cHL.
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Tabela 7. Zastupljenost klini¢kih statusa bolesnika sa klasi¢nim Hockinovim limfomom

Bolesnici sa cHL

Klinicki status n %

NovoDg bez Th 13 20,63%
NovoDg sa Th 12 19,05%
Remisija 18 28,57%
Relaps 4 6,35%
Progresija 5 7,94%
Refraktarnost 11 17,46%
Ukupno 63  100,00%

NovoDg bez Th — novodijagnostikovani bolesnici sa cHL kod kojih nije zapoceto leCenje,

NovoDg sa Th — novodijagnostikovani bolesnici kod kojih je zapoceto lecenje

Klini¢ki status bolesnika sa dijagnozom cHL prikazan je u Tabeli 7. Najve¢i broj
bolesnika bio je u statusu remisije bolesti, njih 18 (28, 57%), a najmanji u statusu relapsa, njih 4
(6,35%). Konstatovano je 13 (20,63%) novodijagnostikovanih bolesnika kod kojih nije prime-
njeno lecenje i 12 (19,05%) novodijagnostikovanih bolesnika kod kojih je zapoceto leCenje.

U istrazivanju je posebno razmatran pol bolesnika u odnosu na klinicki status bolesni-
ka sa cHL i Pearsonov y? testom je utvrdeno da nema statisti¢ki znacajnih razlika u zastupljen-

osti polova u okviru Klinickog statusa. Rezultati su prikazani u Tabeli 8.

Tabela 8. Zastupljenost klinic¢kih statusa kod bolesnika sa cHL

Zenski pol Muski pol

Klinic¢ki status n % n %

NovoDg bez Th 7 53,85% 6 46,15%
NovoDg sa Th 6 50,00% 6 50,00%
Remisija 7 38,89% 11 61,11%
Relaps 4 100,00% 0 0,00%
Progresija 1 20,00% 4 80,00%
Refraktarnost 4 36,36% 7 63,64%
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Godine, predstavljaju glavni prognosticki faktor prve linije leCenja ali ne i pojave relapsa

bolesti, pa je istrazivanjem utvrden uticaj starosne dobi na klinicki status bolesnika sa cHL.

Tabela 9. Starost bolesnika u odnosu na klini¢ki status

Klinicki status Starost
NovoDg bez Th 35,31+ 14,64 (32,00)
NovoDgsaTh 36,42+ 12,99 (32,00)

Remisija 34,61+ 16,81 (31,00)
Relaps 33,75+ 6,55 (36,50)
Progresija 39,00+ 16,90 (40,00)

Refraktarnost 31,73+ 10,27 (32,00)
Vrednosti su date kao X £ SD (Me)

NovoDg bez Th — novodijagnostikovani bolesnici sa cHL kod kojih nije zapocCeto leCenje,

NovoDg sa Th — novodijagnostikovani bolesnici kod kojih je zapoceto le¢enje

Starosna struktura bolesnika sa ¢cHL 1 klinicki status bolesnika prikazani su u Tabeli 9.
Najstariji bolesnici bili su u remisiji (39,00£16,90 (40,00)), a najmladi u statusu refraktarnosti
njih (31,73£10,27 (32,00)), ali ni Kruskal-Wallis testom, kao ni poredenjem starosti ispitanika
razlic¢itog klinickog statusa ponaosob, nije utvrdena statisticki znacajna povezanost starosti i

klinickog statusa, kao ni statisticki znac¢ajna razlika.

5.4. Vrednosti serumskog CD163 (sCD163) i galektina-1 (Gal-1)

bolesnika i kontrolne grupe

Uporedivanje nivoa sCD163 i Gal-1 izmedu kontrolne grupe zdravih ispitanika i gru-
pe obolelih sa cHL pokazalo je da su srednje vrednosti SCD163 bile statisticki znacajno vise
u grupi obolelih u odnosu na kontrolnu grupu (92,63 + 47,74 ng/ml vs 67,76 £ 11,91ng/ml,
p<0,05)). Nivo Gal-1 obolelih bio je statisti¢ki znacajno visi u poredenju sa kontrolnom gru-
pom (30,28 + 5,2 ng/ml vs 27,28 + 1,33 ng/m |, p < 0,001). Tabela 10 prikazuje vrednosti se-
rumskog CD163 i Gal-1 kod bolesnika sa cHL i kontrolne grupe.
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Tabela 10. Vrednosti serumskog CD163 i Gal-1 u kontrolnoj grupi i studijskoj grupi
sCD163 (ng/ml) Gal-1 (ng/ml)
Studijska grupa 92,63+ 47,74  (77,30) 30,28+ 520  (28,90)
Kontrolna grupa 67,76 £+ 11,91 (66,80) 27,28+ 1,33 (27,15)
Vrednosti su date kao X £ SD (Me)
"~ p<0,05, " — p<0,001 (Mann-Whitney U test)

Vrednosti SCD163 i Gal-1 bile su statisticki znac¢ajno vise u grupi obolelih od cHL u
odnosu na kontrolnu grupu, sCD163 razlika je imala statisti¢ki zna¢aj (p<0.05) kao i Gal -1

na nivou statististicke znacajnosti od (p<0.001) (Grafikon 2).
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Grafikon 2. Vrednosti serumskog CD163 i Gal-1kod bolesnika sa cHL i kontrolne grupe

5.5. Vrednosti serumskog CD163 i Gal-1 u odnosu na pol i starost

kontrolne grupe

Ekspresija Gal-1 i sCD163 se razlikuje kod polova ali ne podjednako kod svih ma-
ligniteta. NasSe istrazivanje pokazalo je da su poviSene vrednosti serumskog Gal-1 i CD163
prisutne kod starijih od 45 godina u odnosu na mlade od 45 godina, ali da su razli¢ito za-
stupljene kod polova (Tabela 11).

Vrednost serumskog CD163 u kontrolnoj grupi je visa kod ispitanika muskog pola i

starijih od 45 godina, ali ne i statisticki znacajno u odnosu na suprotni pol i mladu grupu ispi-

tanika ove grupe.
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Tabela 11. Vrednosti serumskog CD163 i Gal-1 u kontrolnoj grupi
u odnosu na pol i starost ispitanika

Vrednosti sCD163(ng/ml) Vrednosti Gal-1(ng/ml)
Pol
Zenski 67,28 + 12,94 (66,10) 27,53+ 1,26 (27,25)
Muski 69,20+ 9,56 (70,55) 26,53+ 1,44 (26,55)
Starost

<45god. 64,21+ 11,86 (61,40) 26,73+ 0,95 (26,75)
>45 god. 73,68+ 10,25 (70,25) 28,18+ 145 ~(27,80)
Vrednosti su date kao X £ SD (Me)
* — p<0,05 (Mann-Whitney U test)

Vrednost serumskog Gal-1 u kontrolnoj grupi je visai kod ispitanika zenskog pola.
Gal-1 je statisti¢ki znacajno vece vrednost kod ispitanika kontrolne grupe starijih od 45 u
odnosu na mlade od 45 godina (p<0,05) (Grafikon 3).
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Grafikon 3. Vrednost sCD163 i Gal-1 u kontrolnoj grupi kod ispitanika do i preko 45 godina

Grafikon 3 prikazuje vrednosti serumskog CD163 i Gal-1 kontrolne grupe mladih i
starijih od 45 godina.
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Istrazivanjem je utvrdeno postojanje korelacije vrednosti Gal-1 i SCD163 sa staro$¢u

ispitanika kontrolne grupe. Grafikon 4 prikazuje vrednosti SCD163 i Gal-1 i starosti ispitani-
ka kontrolne grupe.
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Grafikon 4. Korelacija starosti sa SCD163 i Gal-1 kod ispitanika kontrolne grupe

Vrednost Pearsonovog koeficijenta korelacije starosti sa SCD163 (r = 0,52) i Gal-1 (r =
0,59) u kontrolnoj grupi ukazuju na jake statisticki znacajne (p<0,05) pozitivne korelacije
starosti sa navedena dva parametra kod ispitanika kontrolne grupe.

5.6. Vrednosti odnosa sCD163 i Gal-1 bolesnika sa cHL i kontrolne grupe

Imajuéi u vidu interakciju malignih HRS ¢elija, koje su predstavljene galektinom-1 i

tumorskog okruzenja koje je predstavljeno serumskim CD163 proucavan je odnos sD163 i
Gal-1.

Tabela 12. Vrednosti sCD163/Gal-1 u kontrolnoj grupi i studijskoj grupi
sCD163/ Gal-1

Ispitanici ng/ ml
Studijska grupa 3,05+ 1,40 (2,58)
Kontrolna grupa 2,48+ 0,41 (2,40)

Vrednosti su date kao X + SD (Me)

Tabela 12 prikazuje vrednosti odnosa sCD163 i Gal-1 ispitanika kontrolne grupe i bo-
lesnika sa cHL.

Olivera B. Simonovi¢ | Zna€aj galektina-1 kao prognostickog faktora u le€enju klasi€nog Hockinovog limfoma | Doktorska disertacija 62



Rezultati

Odnos sCD163/Gal-1 je vise vrednosti u grupi bolesnika sa cHL u odnosu na kontrolnu

grupu, ali ne statisticki znacajno (Grafikon 5).
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Grafikon 5. Vrednost odnosa sCD163/Gal-1 kod bolesnika sa cHL i kontrolne grupe

5.7.  Vrednost odnosa sCD163 i Gal-1 u odnosu na pol i starost

kontrolne grupe

Nase istrazivanje pokazalo je da su poviSene vrednosti serumskog Gal -1 i CD163 prisutne
kod starijih od 45 godina u odnosu na mlade od 45 godina, ali da su razli¢ito zastupljene kod
polova pa je bilo potrebno utvrditi vrednosti odnosa SCD163 i Gal -1 u odnosu na pol i sta-

rosnu dob kontrolne grupe.

Tabela 13. Vrednosti odnosa sCD163/Gal-1 u kontrolnoj grupi

u odnosu na pol i starost ispitanika

Odnos sCD163/Gal-1

Kontrolna grupa ispitanika ng/ mi
Pol
Zenski 2,44+0,46 (2,27)
Muski 2,60+£0,24 (2,60)
Starost
<45 god. 240+£041 (2,29)
>45 god. 2,62+£040 (2,54)

Vrednosti su date kao X £ SD (Me)
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Tabela 13 prikazuje vrednosti odnosa sCD163 i Gal-1 kontrolne grupe. Odnos
sCD163/Gal-1 je ve¢i kod muskaraca i starijih od 45 godina kontrolne grupe i vise ali ne i
statistiCki znacajno.

Prethodni rezultati pokazali su da pojedinacne vrednosti sCD163 i Gal-1 Korelisu sa
staro$¢u ispitanika kontrolne grupe, a istraZivanjem je utvrdena i korelacija odnosa sCD163/

Gal-1.

3,5-

sCD163/Gal-1

2,0+ o

r=0,39
n.s.

20 30 40 50 60 70
Starost (god)

Grafikon 6. Korelacija starosti sa odnosom sCD163/Gal-1 kod ispitanika kontrolne grupe

Grafikon 6 prikazuje vrednosti odnosa serumskog CD163 i Gal-1 u odnosu na starost
kontrolne grupe.
Pearsonov koeficijent linearne korelacije starosti sa CD163/Gal-1 (r = 0,39) u kontrol-

noj grupi ukazuju na pozitivnu korelaciju srednjeg intenziteta, ali koja nije statisticki znacajna.

5.8. Procena klasifikacionih karakteristika sCD163 i Gal-1

Primena sCD163 i Gal-1 kao biomarkera cHL zavisi od njihove specifi¢nosti i senzi-
tivnosti da klasifikuje bolesnike sa cHL u odnosu na zdrave ispitanike. U istraZivanju je ko-
ris¢ena ROC analiza za procenu klasifikacionih karakteristika SCD163 i Gal -1.

Pokazalo se da grani¢ne vrednosti od 78,45 ng/ml sCD163 mogu klasifikovati bole-
snike od zdravih dobrovoljaca sa senzitivno$séu od 49,2% i specifi¢nos¢u od 87,5%. Ista
analiza je pokazala da je vrednost Gal-1 od 28,45 ng/ml seruma imala senzitivnost 63,5% a
specifi¢nost 93,8%.

Grafikon 7 prikazuje Klasifikacione karakteristike sCD163. lzgled krive ukazuje na
relativno dobre karakteristike SCD163 u klasifikaciji ispitanika na studijsku i kontrolnu grupu.

Naime, specificnost po¢inje znacajnije da opada kada senzitivnost prede 49,2%. PovrSina ispod
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krive (area under the curve — AUC) iznosi 0.686 sa standardnom greskom procene od 0.063, tako
da je statistiCka znacajnost p<0,05, a 95% interval poverenja (0,56 do 0,80) ukazuje na solidnu

pouzdanost u zakljucivanju.
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Grafikon 7. ROC kriva za procenu klasifikacionih karakteristika sCD163
Klasifikacione karakteristike sSCD163 prikazane su u Tabeli 14.

Tabela 14. Koordinate ROC krive za procenu karakteristika sSCD163

Vrednost
sCD163 Senzitivnost Specifi¢nost Senzitivnost +specificnost
ng/mi
75,150 0,540 0,750 1,290
76,000 0,524 0,750 1,274
76,550 0,508 0,750 1,258
77,100 0,508 0,813 1,320
77,400 0,492 0,813 1,305
78,450 0,492 0,875 1,367
79,500 0,476 0,875 1,351
80,050 0,460 0,875 1,335
80,650 0,444 0,875 1,319
82,600 0,429 0,875 1,304
86,300 0,413 0,875 1,288
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Sumiranjem vrednosti senzitivnosti i specifi¢nosti za oba parametra dobijenih ROC
analizom izraCunato je da grani¢ne vrednosti od 78,45 ng/ml sCD163 mogu klasifikovati
bolesnike od zdravih ispitanika.

Primenom ROC analize utvrdeno je da Gal-1 ima bolje klasifikacione karakteristike u
odnosu na sCD163 (Grafikon 8).
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Grafikon 8. ROC kriva za procenu klasifikacionih karakteristika Gal-1

Grafikon 8 prikazuje Kklasifikacione karakteristike za Gal-1. lzgled krive ukazuje na
dobre karakteristike Gal-1 u klasifikaciji ispitanika na studijsku i kontrolnu grupu. Naime,
specifi¢nost pocinje znacajnije da opada kada senzitivnost prede 63,5%. Povrsina ispod krive
(area under the curve — AUC) iznosi 0,807 sa standardnom greSkom procene od 0,058, tako
da je statisticka znacajnost p<0,001, a 95% interval poverenja (0,69 do 0,92) ukazuje na
veliku pouzdanost u zaklju¢ivanju.

Klasifikacione karakteristike Gal-1 prikazane su u Tabeli 15.

Sumiranjem vrednosti senzitivnosti i1 specifi¢nosti za oba parametra dobijenih ROC
analizom izraCunato je da vrednost Gal-1 visa od 28,45 ng/ml preciznije klasifikuje cHL
bolesnike u odnosu na zdravu populaciju.
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Tabela 15. Koordinate ROC krive za procenu karakteristika Gal-1

Vrednost

Gal-1 Senzitivnost Specifi¢nost

ng/ml

Senzitivnost +specifi¢nost

27,850
27,950
28,050
28,150
28,300
28,450
28,600
28,750
28,850
29,000
29,150

0,746
0,714
0,683
0,667
0,651
0,635
0,619
0,556
0,524
0,476
0,444

0,750
0,750
0,750
0,813
0,875
0,938
0,938
0,938
0,938
0,938
0,938

1,496
1,464
1,433
1,479
1,526
1,572
1,557
1,493
1,461
1,414
1,382

5.9. Procena klasifikacionih kakteristika odnosa sCD163/ Gal-1

Rezultati

Obzirom da su utvrdene pojedina¢ne klasifikacione karakteristike Gal-1 i SCD163 bilo

je vazno odrediti 1 potencijalnu ulogu odnosa ovih markera u prognozi bolesnika sa cHL.
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Grafikon 9. ROC kriva za procenu klasifikacionih karakteristika sCD163/Gal-1
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Grafikon 9 prikazuje klasifikacione karakterstike odnosa sCD163/ Gal-1. Izgled krive
ukazuje na nepouzdane karakteristike sSCD163/Gal-1 u klasifikaciji ispitanika na studijsku i
kontrolnu grupu. Specifi¢nost pocinje znacajnije da opada kada senzitivnost prede ve¢ 41,3%.
Povrsina ispod krive (area under the curve — AUC) iznosi 0.600 sa standardnom greskom
procene od 0.066, bez statisticke znacajnosti, a 95% interval poverenja (0.47 do 0.73) ukazuje
na slabu pouzdanost u zakljucivanju.

ROC analiza definiSe senzitivnost i specifi¢nost za svaku vrednost odnosa sCD163/Gal-1.
Kada se kao presek (cut off) izabere vrednost skale od 2,924 zbir senzitivnosti i specificnosti je
najveci, odnosno senzitivnost metode tada iznosi 41,3%, a specifi¢nost je 87,5%.

Tabela 16 prikazuje koordinate ROC krive za procenu karakteristika SCD163/Gal-1.

Tabela 16. Koordinate ROC krive za procenu karakteristika odnosa sCD163/Gal-1

sCD163/Gal-1 Senzitivnost Specifi¢nost Senzitivnost +specifi¢énost

2,651 0,460 0,750 1,210
2,707 0,444 0,750 1,194
2,755 0,444 0,813 1,257
2,802 0,429 0,813 1,241
2,846 0,413 0,813 1,225
2,924 0,413 0,875 1,288
3,022 0,397 0,875 1,272
3,047 0,381 0,875 1,256
3,077 0,365 0,875 1,240
3,126 0,349 0,875 1,224
3,161 0,333 0,875 1,208
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5.10. Vrednosti sCD163 i Gal-1 u odnosu na laboratorijske parametre

Pojedini, indirektni biomarkeri bioloske aktivnosti predstavljaju sastavni deo IPS-7 skora,
(broj limfocita,vrednost albumina, broj leukocita i drugi). Oni imaju prognosticku vrednost na

pocetku leCenja u stratifikaciji rizika.

Tabela 17. Spearmanovi koeficijenti korelacije SCD163 i Gal-1
sa laboratorijskim parametrima kod bolesnika sa cHL

SE CRP ALB LDH LY LUCI HGB
sCD163 0,13 0,03 001 017 -0,11 -0,17 "-0,28
Gal-1 0,09 70,37 "-0,28 022 -008 0119 -0,13

"~ p<0,05, - p<0,01

Tabela 17 prikazuje vrednosti SCD163 i Gal-1 u odnosu na SE, CRP, ALB, LDH, LY,
LUCI i HGB. Kod bolesnika sa cHL, su na osnovu vrednosti Spermanovog koeficijenta
utvrdene statisticki znacajne korelacije: negativne malog intenziteta izmedu sCD163 1 HGB,

kao i Gal-1 sa ALB (p<0,05) i pozitivna, srednjeg intenziteta izmedu Gal-1 i CRP (p<0,01).

5.11. Vrednosti sSCD163 i Gal-1 u odnosu na patohistolosku dijagnozu

Histoloski subtip cHL uti¢e na sastav tumorskog okruzenja, pa su istrazivanjem utvr-

dene sledece vrednosti pomenutih markera kod pojedinih patohistoloSkih subtipova cHL.

Tabela 18. Vrednost sCD163 kod bolesnika sa cHL u odnosu na patohistolosku dijagnozu

Patohistoloska dijagnoza Vrednost sSCD163 ng /ml

Nodularna skleroza (NS) 88,71+ 44,52 (75,80)
Mesovita celularnost (MC) 127,50 + 75,51 (103,60)
Limfocitna deplecija (LD) 90,75+ 3,61 (90,75)
Hockinov limfom (cHL) 83,00 £ 23,54 (70,40)

Vrednosti su date kao X + SD (Me)

Tabela 19 prikazuje vrednosti serumskog Gal-1 u odnosu na patohistolosku dijagnozu.
Vrednosti Gal-1 kod bolesnika sa cHL sa patohistoloskom dijagnozom MC statisti¢ki je znacaj-

no visa nego kod bolesnika sa neutvrdenom patohistoloskom dijagnozom sa cHL (p<0,05).
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Tabela 19. Vrednost serumskog Gal-1 kod bolesnika u odnosu na patohistolosku dijagnozu

Patohistoloska dijagnoza

Vrednost Gal-1 ng /ml

Nodularna skleroza (NS)

Mesovita celularnost (MC)

Limfocitna deplecija (LD)

Hockinov limfom (cHL)

30,03+ 4,23 (28,90)
33,99 + 10,63 9" (30,60)
2955+ 219 (29,55)
2782+ 111 (27,90)

Vrednosti su date kao X £ SD (Me)
d—vs cHL, " — p<0,05 (Mann/Whitney test)

5.12. Vrednost sCD163 i Gal-1 u odnosu na Klinicki stadijum bolesti

Imajuéi u vidu da klinicki stadijum bolesti odreden Ann Arbor klasifikacijom, predstavlja

prognosticki faktor IPS-7 skora, bilo je vazno odrediti vrednosti Gal-1 i SCD163 u odnosu na

klinicki stadijum bolesti.

Tabela 20 prikazuje vrednosti serumskog CD163 i Gal-1 u odnosu na klinicki stadi-

jum bolesti. Najvise vrednosti odnosa SCD163, kao i Gal-1 imaju bolesnici IIIA klinickog

stadijuma. Kruskal-Wallis testom je utvrdena statisti¢ki znacajna povezanost klinickog stadi-

juma i vrednosti SCD163 (p<0,05), ali ne i sa vrednos¢u Gal-1. Poredenjem vrednosti para-

metara izmedu klinickih stadijuma ponaosob utvrdeno je da je sCD163 statisticki znac¢ajno

visih vrednosti u IITA i ITIIB nego u IIB klinickom stadijumu, a vrednost Gal-1 u IllA stadiju-

mu statisticki znacajno viSa nego u IIB stadijumu (p<0,05).

Tabela 20. Vrednosti serumskog CD163 i Gal-1 kod bolesnika sa cHL

u odnosu na klinic¢ki stadijum

Klini¢ki status  n (%) sCD163(ng/ml) Gal-1(ng/ml)

1A 2 (3,17%) 62,15+ 17,47 (62,15) 28,05+ 1,91 (28,05)
A 16 (25,40%) 80,56+ 17,97 (82,60) 30,91+ 7,44 (28,70)
1B 17 (26,98%) 79,98 + 41,22 (67,80) 28,20 +1,60 (28,70)
A 4 (6,35%) 144,33+ 84,94 ©(114,45) 35,63 +9,61 °(31,15)
B 13 (20,63%) 114,13+ 64,70 © (98,90) 29,85 +2,54 (28,90)
IVA 2 (3,17%) 60,20+ 8,20  (60,20)30,40+0,14 (30,40)
IVB 9 (14,29%) 97,97+ 37,17 (90,00) 31,79 £5,24  (29,50)

Vrednosti su date kao X £ SD (Me)
"~ p<0,05, ¢ — vs IIb (Mann-Whitney U test)
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Primenom klini¢kih skorova poput Internacionalnog prognostickog skora (IPS-7) ne
moze da se identifikuje grupa bolesnika visokog rizika koja ne¢e odgovoriti na terapiju, pa su
u istrazivanju odredene su vrednosti SCD163 i Gal-1 u odnosu na klini¢ki stadijum bolesti,

kako bi se potencijalno koristili u stratifikaciji rizika bolesnika sa cHL.

Grafikon 10 prikazuje vrednosti serumskog CD163 i Gal-1 kod bolesnika sa cHL.
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Grafikon 10. Vrednosti SCD163 i Gal-1 u odnosu na klinicki stadijum bolesnika sa cHL

5.13. Prisustvo B simptoma kod bolesnika

sa klasi¢nim Hockinovim limfomom

Prisustvo opStih simptoma bolesti (poviSena telesna temperatura, no¢no znojenje ili
gubitak telesne tezine preko 10% u periodu od 6 meseci) takode ne predstavlja sastavni deo
pomenutog IPS-7 skora, a smatra se prognosti¢kim faktorom relapsa bolesti.

Prisustvo B simptoma kod bolesnika sa cHL prikazano je u Tabeli 21. Od ukupnog
broja bolesnika, njih 39 (61,90%) imalo je B simptome. Bolesnici sa B simptomima imaju
nesto vise vrednosti sSCD163, a nesto nize vrednosti Gal-1 nego bolesnici bez simptoma, ali

ne 1 statisticki znacajno razlicite.

Tabela 21. Vrednosti sSCD163 i Gal-1 kod bolesnika sa cHL u odnosu na prisustvo B simptoma
Bolesnici sa cHL n sCD163(ng/ml) Gal-1(ng/ml)
Sa B simptomima 39 (61,90%) 95,51 + 50,56 (75,80) 29,58+ 3,31 (28,90)
Bez simptoma 24 (38,10%) 87,96 + 43,40 (80,20) 31,42+ 7,25 (29,25)
Vrednosti su date kao X £ SD (Me)
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5.14. Drugi klinic¢ki stadijum bolesti sa zahvatanjem medijastinuma

I vrednosti serumskog CD163 i Gal-1

Bolesnici drugog B klinickog stadijuma (CSIIB) Hockinovog limfoma ne ¢ine uniformnu
grupu bolesnika. Prezentacija ovog stadijuma bolesti moze biti razli¢ita, a posebno se istie
istovremeno prisustvo zahvatanja medijastinuma (M) koje uti¢e na dalji tok bolesti i leCenja.

Tabela 22 prikazuje vrednosti sSCD163 i Gal-1 kod bolesnika drugog klinickog sta-
dijuma i zahvatanja medijastinuma. Od ukupnog broja bolesnika njih 15 (23,80%) imalo je

klinicki stadijum IIB i zahvatanje medijastinuma (M).

Tabela 22. Vrednosti SCD163 i Gal-1 kod bolesnika sa klinickim stadijumom I1b

i zahvatanjem medijastinuma

Bolesnici sa cHL CSII B
n=15 (23,81%)
sCD163(ng/ml) Gal-1(ng/ml)
79,83 + 43,87 (67,00) 28,15 + 1,68 (28,70)
Vrednosti su date kao X £ SD (Me)

Histoloski podtip cHL, nodularna skleroza, je naj¢eS¢e udruZen sa zahvatanjem medi-
jastinuma i prisustvom Bulky bolesti, pa je bilo vazno odrediti vrednosti sCD163 i Gal-1 kod
ove grupe bolesnika.

Tabela 23 prikazuje vrednosti SCD163 i Gal-1 kod bolesnika u drugom B klini¢kom
stadujumu nodularne skleroze sa zahvatanjem medijastinuma. Od ukupnog broja bolesnika,
njih 12 (19,05%), imalo je patohistoloski nalaz nodularne skleroze 1 klinicki status 1IB 1 M

(medijastinum).

Tabela 23. Vrednosti sSCD163 i Gal-1 kod bolesnika sa cHL subtipa nodularne skleroze

u CSII B i sa zahvatanjem medijastinuma

Bolesnici sa cHL
n=12 (19,05%)
sCD163(ng/ml) Gal-1(ng/ml)
80,18 + 48,80 (66,75) 28,17 + 1,86 (28,75)
Vrednosti su date kao X £ SD (Me)
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Svakako da je od posebnog znacaja bilo utvrdivanje vrednosti sCD163 i Gal-1 kod
bolesnika sa cHL 1 zahvatanjem abdomena, koje takode moze biti od znacaja za prognozu

bolesti, kao i medijastinum.

Tabela 24. Vrednosti sSCD163 i Gal-1

kod bolesnika sa cHL i abdominalnom limfadenomegalijom

sCD163(ng/ml) Gal-1(ng/ml)

Studijska grupa sa zahva¢enim

153,30 £ 100,09 (99,20) 35,53+ 12,54 (28,90)
abdomenom (n=3; 4,76%)

Vrednosti su date kao X £ SD (Me)

U tabeli 24 prikazane su vrednosti sSCD163 i Gal-1 bolesnika sa cHL i zahvatanjem
abdominalnih limfnih Zlezdi. Bila su tri bolesnika (4,76%) sa abdominalnom limfadenomega-
lijom, a rezultati pomenutih parametara ukazuju na vise vrednosti sSCD163 kod bolesnika sa za-
hvatanjem abdomena u odnosu na prethodne vrednosti SCD163 kod bolesnika sa zahvatanjem

medijastinuma.

5.15. Vrednosti sCD163 i Gal-1 pre i posle primene

prve terapijske linije u le¢enju

Primena leCenja bolesnika sa cHL uti¢e na status imunosupresije, koji prezentuju
sCD163 i Gal-1.

Tabela 25 prikazuje vrednosti Gal-1 i SCD163 kod 6 bolesnika pre i posle primenjene
prve linije terapije. Kod 6 bolesnika kod kojih su sCD163 i Gal-1 mereni pre i posle primene
lecenja dobijene su vrednosti prikazane u tabeli 24. Konstatovan je porast sCD163 koji je

statisticki znacajan (p<0,01), kao i pad Gal-1 koji nije statisticki znacajan.

Tabela 25. Vrednosti SCD163 i Gal-1 kod bolesnika sa cHL

kod kojih su odredivani pre i posle prve terapijske linije

Bolesnici sa cHL

(n=6; 9,52%) sCD163(ng/ml) Gal-1(ng/ml)
Pre 65,92 + 10,45 (63,15) 28,67+ 0,83 (28,75)
Posle 91,53+ 7,89 7(89,00) 27,88+ 2,52 (27,50)

Vrednosti su date kao X + SD (Me); ~ — p<0,01, pre vs posle (Studentov t-test zavisnih uzoraka)
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5.16. Primena radioterapije i vrednosti sCD163 i Gal-1

Istrazivanjem su ispitivane vrednosti SCD163 i Gal-1 bolesnika kod kojih je prime-
njena radioterapija u lecenju kako bi se pomenuti markeri potencijalno koristili u pra¢enju

bolesnika sa ovim vidom lecenja.

Tabela 26. Vrednosti SCD163 i Gal-1 kod bolesnika sa cHL u odnosu na primenu radioterapije

Bolesnici sa cHL n (%) sCD163(ng/ml) Gal-1(ng/ml)
Sa radioTh 17 (26,98%) 95,67 + 38,90 (91,90) 30,75+ 7,61 (28,50)
Bez radioTh 46 (73,02%) 91,52+ 50,96 (71,05) 30,10+ 4,07 (29,00)

Vrednosti su date kao X £ SD (Me)

Tabela 26 prikazuje vrednosti serumskog Gal-1 i CD163 kod bolesnika sa cHL kod
kojih je primenjena radioterapija. Vrednosti SCD163 kao i Gal-1, vise su kod bolesnika kod

kojih je primenjena radioterapija nego kod onih kod kojih nije, ali ne i statisti¢ki znacajno.

5.17. Vrednosti sSCD163 i Gal-1 u zavisnosti od primenjenog leCenja

Nase istrazivanje je utvrdivalo mogucnost primene markera tumorskog okruzenja
sCD163 i Gal-1, markera malignih HRS ¢elija u stratifikaciji bolesnika sa progresijom bolesti i
refraktarnosti na primenjeno lecenje, imaju¢i u vidu da primenjeno lecenje kako je ranije
utvrdeno, uti¢e na vrednost pomenutih parametara. U tu svrhu su najpre odredene vrednosti po-
menutih parametara u zavisnosti od primene jedne ili viSe terapijskih linija u le€enju bolesnika
sa cHL.

Tabela 27 prikazuje vrednosti SCD163 i Gal-1 kod bolesnika sa cHL gde je primenje-
na jedna ili viSe od dve terapijske linije. Jedna terapijska linija primenjena je kod 40
(63,49%) bolesnika sa cHL. Vrednosti SCD163 i Gal-1 su visih vrednosti kod bolesnika kod
kojih je primenjeno dve ili vise terapijskih linija, ali ne i statisticki zna¢ajno u odnosu na bo-

lesnike sa jednom terapijskom linijom.
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Tabela 27. Vrednosti sSCD163 i Gal-1 kod bolesnika sa cHL

u odnosu na broj primenjenih terapijskih linija

Nacin lecenja n (%) sCD163 (ng/ml) Gal-1 (ng/ml)
Prva linija leenja 40  90,13+52,92 (70,60) 29,24 +3,72 (28,30)
(ABVD ili eBEACOPP kao prva linija) (63,49%)

Dve i vie terapijskih linija le¢enja 23 96,99+37,78  (91,90) 32,08+6,81 (29,50)
(DHAP, ESHAP, ICE, BRENTUXIMAB) (36,51%)

Salvage Th, HDT i ASCT 15 107,65+39,91 ~(100,7) 33,73+7,83 " (31,80)

Salvage Th 48 87,94+4937 (70,60) 29,20+ 3,52 (28,75)

Vrednosti su date kao X £ SD (Me)
"~ — p<0,01, vs salvage Th
HDT - visoko dozna hemioterapija; ASCT — autologa transplantacija mati¢ne ¢elije hematopoeze

Posle inicijalne primene ABVD protokola u leenju, relaps je konstatovan kod ¢etvoro
(10,00%), progresija u toku lecenja kod pet (12,50%) a primarna refraktarna bolest kod
sedam bolesnika (17,50%). Primarna refraktarnost na eBEACOPP je zabelezena samo u dva
(5,00% ) bolesnika.

Protokol DHAP je primenjen kao terapija druge linije kod 13 bolesnika pri ¢emu je
najcesce nastavljan posle ABVD-a kod cetiri bolesnika sa relapsom i dvoje sa progresijom u
toku ABVD-a. Protokol ESHAP je u drugoj liniji leGenja primio jedan bolesnik. Najveci broj
transplatiranih bolesnika bio je iz grupe primarno refraktornih bolesnika njih 9, troje bole-

snika bilo je u relapsu bolesti, a samo jedan bolesnik sa progresijom bolesti.

5.18. Vrednosti sCD163 i Gal-1 kod bolesnika koji su transplatirani

Internacionalni prognosticki skor Hasenclevera i Diehla, nalazi primenu u stratifikaciji
rizika pri inicijalnoj prezentaciji odmaklih stadijuma HL, ali nije pokazan njegov znacaj u
predikciji prognoze refraktornih i relapsirajucih bolesnika sa HL. Zato je vazno odrediti nove
biomarkere koji bi omogucili stratifikaciju bolesnika u grupu koja nece odgovoriti na kon-

vencionalno lec¢enje 1 kod kojih treba primeniti ASCT u lecCenju.
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Tabela 28 prikazuje vrednosti SCD163 i Gal-1 kod bolesnika sa cHL. Od ukupnog
broja bolesnika njih 15 (23,81%) je transplatirano. Vrednosti SCD163 kao i Gal-1 vise su kod
bolesnika kod kojih je primenjena transplantacija nego kod onih kod kojih nije, na nivou sta-

tisticke znacajnosti od p<0,05.

Tabela 28. Vrednosti SCD163 i Gal-1 kod bolesnika sa cHL u odnosu na primenu transplantacije
Bolesnici sa cHL n sCD163(ng/ml) Gal-1(ng/ml)
Sa transplantacijom 15 (23,81%) 107,65+ 39,91 ~ (100,70) 33,73+ 7,83 " (31,80)
Bez transplantacije 48 (76,19%) 87,94+ 49,37  (70,60) 29,20 + 3,52 (28,75)
Vrednosti su date kao X £ SD (Me)

™ — p<0,01, vs bez transplantacije (Mann-Whitney U test)

5.19. Vrednosti sSCD163 i Gal-1u odnosu na klini¢ki status bolesnika

Imajuéi u vidu da inflamatorni odgovor ima kljuénu ulogu u raznim stadijumima
razvoja i progresiji tumora i da je povezan sa sistemskom inflamacijom, nase istrazivanje je
dalje bilo usmereno na vrednosti sSCD163 i Gal-1, kao markera imunosupresije u bolesnika sa
cHL u odnosu na klini¢ki status bolesnika. Cilj je bio utvrditi potencijalnu povezanost kli-
nickog statusa bolesti sa vrednos¢u SCD163, markera antiinflamatornih M2 makrofaga, okru-
zenja tumora i Gal-1, markera HRS ¢elija.

Analiza nivoa sCD163 i Gal-1 unutar grupe obolelih od cHL je pokazala da su vrednosti
oba molekula bile viSe kod bolesnika u relapsu 1 podgrupi sa progresijom bolesti, u odnosu na

podgrupe bolesnika koji su novodijagnostikovani ili kod kojih je zapoceto leenje (Tabela 29).

Tabela 29. Vrednosti sSCD163 i Gal-1 kod bolesnika sa cHL u odnosu na klinicki status

Klinicki status sCD163(ng/ml) Gal-1(ng/ml)

NovoDg bez Th 98,03+ 6425 70,20 28,95+ 153  (28,80)
NovoDg sa Th 7460+ 42,58 6580 2825+ 165 (28,60)
Remisija 83,62 + 14,87 780,10 30,62+ 7,10  (28,80)
Relaps 124,50 + 68,19 ° 98,50 29,73+ 1,80  (29,70)
Progresija 125,24 + 86,43 110,60 34,34+ 9,04 °° (30,50)
Refraktarnost 94,27 + 30,13 98,90 31,85+ 4,91 ° (30,50)

Vrednosti su date kao X £ SD (Me)
b — vs NovoDg sa Th, “ — p<0,05, ™ — p<0,01 (Mann-Whitney U test, Studentov t test nezavisnih uzoraka)
NovoDg bez Th — novodijagnostikovani bolesnici sa cHL kod kojih nije zapoceto lecenje
NovoDg sa Th — novodijagnostikovani bolesnici kod kojih je zapoceto lecenje
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Prose¢ne vrednosti sCD163 (124,5 + 68,19 ng/ml) su bile znac¢ajno vise u podgrupi
bolesnika sa relapsom cHL (p<0,05) u odnosu na podgrupu bolesnika sa novodijagnostikova-
nim cHL 1 zapocetim lecenjem, Vrednost sCD163 je takode bila visa u podgrupi bolesnika
koji su u remisiji (83,62 + 14,87 ng/ml; p<0,01) u odnosu na podgrupu novodijagnostikova-

nih bolesnika i zapocetim leCenjem (Grafikon 11).
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Grafikon 11. Vrednosti sSCD163 i Gal-1 u odnosu na klini¢ki status bolesnika sa cHL

NovoDg bez Th — novodijagnostikovani bolesnici sa cHL kod kojih nije zapoceto leCenje

NovoDg sa Th — novodijagnostikovani bolesnici kod kojih je zapoceto lecenje

Poredenjem vrednosti Gal-1 ponaosob u klinickim statusima, najviSe vrednosti Gal-1
imali su bolesnici sa progresijom (34,34 £+ 9,04 ng/ml), a potom oni sa refraktarno$¢u na prime-
njeno lecenje (31,85 + 4,91 ng/ml), dok su najnize vrednosti imali novodijagnostikovani bole-
snici sa zapoCetim leCenjem (28,25 + 1,65 ng/ml). Vrednosti Gal-1 u serumu subile statisticki
znacajno vise kod bolesnika sa progresijom i sa refraktarno$¢u na lecenje u odnosu na novodi-
jagnostikovane sa zapocetim lecenjem (p<0,05) (Grafikon 11).

lako su u fazi progresije bolesti vrednosti SCD163 i Gal-1, znacajno vise u odnosu na
podgrupe novodijagnostikovanih bolesnika kod kojih je zapoceto le¢enje, Kruskal-Wallis test

nije pokazao meduzavisnost njihovih nivoa sa klinickim statusom cHL.
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5.20. Vrednost odnosa sCD163 i Gal-1u odnosu na klini¢ki status bolesnika

Kruskal-Wallis test nije pokazao povezanost klinickog statusa cHL sa odnosom
sCD163 / Gal-1. Medutim, pojedina¢nim uporedivanjem odnosa sCD163 i Gal-1 u periodu
leCenja (2,62 + 1,37) u odnosu na fazu relapsa (4,23 = 2,41) i remisije (2,80 = 0,62) nadene su
statisticki znacajne razlike (p<0,05).

Tabela 30 prikazuje vrednost odnosa sCD163 i Gal-1 u odnosu na klini¢ki status

bolesnika sacHL.

Tabela 30. Vrednosti odnosa SCD163/Gal-1kod bolesnika sa cHL u odnosu na klini¢ki status

Klini¢ki status bolesnika sa cHL sCD163/ Gal-1

NovoDg bez Th 3,34+£2,01 (2,39)
NovoDg sa Th 2,62 +1,37 (2,32)
Remisija 2,80+062 °(2,63)
Relaps 423+241 " (3,31)
Progresija 3,44 £1,56 (3,25)
Refraktarnost 2,97 £0,89 (3,04)

Vrednosti su date kao X £ SD (Me)
b — vs NovoDg sa Th, " — p<0,05
NovoDg bez Th — novodijagnostikovani bolesnici sa cHL kod kojih nije zapoceto leCenje

NovoDg sa Th — novodijagnostikovani bolesnici kod kojih je zapoceto leCenje

Istrazivanjem je registrovana najvisa vrednost odnosa SCD163/ Gal-1 u relapsu
bolesti a najniza kod bolesnika sa cHL kod kojih je zapoceto lecenje.

Grafikon 12 prikazuje odnos sCD163/Gal-1 u odnosu na Klinicki status bolesnika sa cHL.
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Grafikon 12. Vrednosti sSCD163/Gal-1 u odnosu na klini¢ki status bolesnika sa cHL
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5.21. Vrednost serumskog CD163 i Gal-1 u zavisnosti od IPS skora

Imajuci u vidu da se bolesnici klasifikuju u grupe rizika u odnosu na Internacionalni
prognosticki skor (IPS), bilo je vazno razmotriti primenu Gal-1 i SCD163 u stratifikaciji ri-
zika bolesnika sa cHL.

Tabela 31 prikazuje vrednosti SCD163 i Gal-1 u odnosu na vrednost IPS-7 skora.

Vrednosti Gal-1 i sCD163 zavisno od IPS-7 skora kod bolesnika sa cHL, koji su
novodijagnostikovani, novodijagnostikovanih i zapocetim leCenjem, relapsom, progresijom
bolesti kao i refraktarno$cu na lecenje, najvise su za vrednost IPS = 3. Vrednosti SCD163 za
IPS=3 statisticki je znacajno vec¢i od IPS=0, 1 i 4 (p<0,05), ali i od IPS =2 (p<0,01). Vrednosti
Gal-1 za IPS=3 statisti¢ki je znac¢ajno visi u odnosu na IPS=0 (p<0,01).

Tabela 31. Vrednosti SCD163 i Gal-1 kod bolesnika sa cHL 1 klini¢kim statusima

u odnosu na vrednost IPS skora

IPSskor n (%) sCD163(ng/ml) Gal-1 (ng/ml)

0 8 (17,78%) 67,25 28,05
25,90 (57,53 - 83,43) 2,18 (26,82-29,00)

1 5 (11,11%) 75,80 28,80
37,10 (62,70-99,80) 4,75 (26,75-31,50)

2 17 (37,78%) 66,50 28,70
51,00 (61,90-112,90) 2,45 (27,95-30,40)

3 7 (15,56%) 158,70 24 30,50
163,70 (105,10-268,80) 2,70 (29,40-32,10)

4 7 (15,56%) 77,30 29,50
65,70 (45,50-111,20) 6,00 (27,30-33,30)

5 1 (2,22%) 61,50 28,90

Vrednosti su date kao Me, IQR (25. —75. percentil)
% su racunati u odnosu na broj pacijenata sa IPS-7 skorom
IPS — InternationalniPrognostickiSkor
"~ p<0,05, "— p<0,001,a-Vvs IPS=0,b—vs IPS=1, c — vs IPS=2, d — IPS=4

(Mann-Whitney test, Studentov t test nezavisnih uzoraka)
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Tabela 32 prikazuje vrednosti SCD168 i Gal-1 bolesnika sa cHL, izuzev onih u remisiji,
sa IPS-7 skorom do 3 i viSim od 3. Vrednosti ispitivanih parametara nisu se statisticki znacajno
razlikovale izmedu bolesnika koji su imali IPS 3 i manje od onih koji su imali vrednosti 4 i 5,

iako je evidentno da je vrednost sCD163 uocljivo visa kod ispitanika sa IPS do 3.

Tabela 32. VVrednosti sSCD163 i Gal-1 kod holesnika sa cHL u odnosu na vrednost IPS-7 skora

IPS-7 n sCD163(ng/ml) Gal-1(ng/ml)
0-3 37 98,17 £56,48 (75,80) 30,08 £4,39 (28,80)
4-5 8 87,30 £53,28 (69,60) 30,40 £4,20 (29,35)

Vrednosti su date kao X £ SD (Me)

Ako IPS-7 posmatramo kao kontinualnu, a ne kao kategorijsku varijablu (kao u pre-
thodne sve tabele) na osnovu Spermanovog koeficijenta korelacije utvrdeno je da vrednosti
sCD163 i Gal-1 pozitivno korelisu sa IPS, ali statisticki znacajno, proseénim intenzitetom

korelisu samo IPS-7 i Gal-1 (p = 0,35, p<0,05).
Tabela 33 prikazuje Spermanov koeficijent korelacije IPS-7 skora sa sSCD163 i Gal -1.

Tabela 33. Spermanovi koeficijenti korelacije IPS-7 skora sa SCD163 i Gal-1

kod bolesnika sa cHL 1 klinickim statusima

sCD163 (ng/ml) Gal-1 (ng/ml)
IPS-7 0,20 0,35
" — p<0,05

Tabela 34. Vrednosti SCD163 i Gal-1 kod bolesnika sa cHL i klini¢kim statusom
u odnosu na vrednost IPS-3 skora

IPS-3 skor n N sCD163(ng/ml) Gal-1(ng/ml)

0 21 67,00 38,10 (57,30-95,40) 28,70 2,35 (27,50-29,85)
1 15 100,70 49,20 (66,00-115,20) 30,30 3,90 (27,90-31,80)
2 9 77,30 89,60 (63,35-152,95) 29,50 *'6,70 (29,05-35,75)

Vrednosti su date kao Me, IQR (25.—75. percentil)
* — p<0,05 (Mann-Whitney test)
a-vsIPS=0
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Vrednosti Gal-1 i sSCD163 zavisno od IPS-3 skora su najnize u za vrednost IPS = 0.
Vrednost Gal-1 raste sa porastom vrednosti IPS-3, dok je vrednost CD 163 ipak veca pri
vrednosti IPS-3 skora 1 u odnosu na IPS-3 skor vrednost 2. Vrednost Gal-1 statisticki je zna-
Cajno visa pri vrednosti IPS-3 skora 2 u odnosu na vrednost IPS-3 = 0 (p<0,05).

Tabela 35. Spermanovi koeficijenti korelacije IPS-3 sa sCD163 i Gal-1

kod bolesnika studijske grupe i klinickim statusom

sCD163 (ng/ml) Gal-1 (ng/ml)
IPS-3 0,26 0,32
" — p<0,05

Primenom Spermanovog koeficijenta korelacije utvrdeno je da su korelacije IPS-3 sa
navedenim parametrima pozitivne, ali je statisticki znacajna korelacija umerenog intenziteta samo

sa Gal-1 (p<0,05).
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6. DISKUSIJA

Postoje brojni prognosticki faktori koji su vazni u stratifikaciji rizika i odluci o leCenju
bolesnika sa cHL. Uprosc¢eno, oni se mogu se podeliti u dve velike grupe: faktore koji su po-
vezani sa boles¢u i one koji poti¢u od bolesnika. Imajuéi u vidu nove terapijske modalitete i
moguénost povoljnog ishoda bolesti, vaznost pojedinih prognosti¢kih faktora se menja i1 na-
mece potrebu primene novih biomarkera. Tako se pored ve¢ poznate prognosticke uloge
PET/CT, istice i prognosticki znacaj tkivnih i cirkuliSu¢ih biomarkera, broja makrofaga po-
vezanih sa tumorom (TAM), nivoa citokina i hemokina, kao i cirkuliSu¢ih nukleinskih kiselina
(DNK i mikro RNK) [183].

Uprkos brojnim istrazivanjima do sada nije ustanovljen cirkuliSu¢i biomarker cHL.
Vaznost biomarkera krvi, ogleda se u tome da pomazu u interpretaciji nalaza PET/ CT, ali se
mogu takode ukljuciti u razmatranje terapijskog odgovora i detekciji ranog relapsa bolesti.
Smatra se da idealni biomarker treba da bude specifican, senzitivan, jednostavan za brzu dija-
gnostiku i interpretaciju,visokoponovljiv i komparabilan sa drugim laboratorijama.

Tkivni markeri koji se rutinski koriste, nisu adekvatni za pracenje terapijskog odgovo-
ra i detekciju ranog relapsa bolesti. Nasuprot tome biomarkeri krvi, imaju potencijal da
prenesu informaciju o terapijskom odgovoru i ranoj detekciji relapsa bolesti. Poznato je da
indirektni biomarkeri bioloske aktivnosti kao $to su sedimentacija eritrocita, broj limfocita,
vrednost hemoglobina i albumina imaju prognosti¢ku vrednost na pocetku leCenja. Ipak,
posle ukljucenja terapije gubitak specifi¢nosti prekriva njihov klinicki znacaj [184].

U osnovi ovog istrazivanja bio je znacaj Gal-1 i SCD163 za identifikaciju bolesnika sa
cHL u odnosu na reaktivna stanja, kao 1 njihov znacaj za procenu faze bolesti u kojoj se obo-
leli nalaze. Postoje nedvosmisleni dokazi o povezanosti i Gal-1 i SCD163 sa procesima imu-
noloske supresije u cHL.

Makrofazi tipa M2, se najéesce sre¢u u odmaklim fazama tumora S§to je asocirano sa
progresijom maligne bolesti i koreliSe sa primarnim i sekundarnim neuspehom terapije
[185,186].

Zastupljenost M2 makrofaga koreliSe sa nivoima sCD163, zbog ¢ega se ovaj protein
smatra njihovim pouzdanim markerom u serumu [184]. Antiinflamatorna funkcija M2 ma-
krofaga se ogleda u sekreciji imunosupresivnih citokina, transformiSuéeg faktor rasta beta
(TGF-B1) i IL-10, koji dalje indukuju Th2 diferencijaciju favorizujuéi razvoj Treg limfocita i

promovisuéi razvoj tumora putem inhibicije antitumorskog imunog odgovora [187].
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Imunosupresivna funkcija Gal-1 se ogleda u inhibiciji sekrecije IL-2, IFN-y i TNFa,
uz indukciju stvaranja imunosupresivnog IL-10. Galektin -1 deluje selektivno na Th17 ¢elije,
uti¢e na polarizaciju Thl odgovora u smeru Th2 reakcije, pokretanjem apoptoze Thl ¢elija
[188]. Zbog toga se Gal-1 smatra pokazateljem imunosupresije uzrokovanoj dejstvom
malignih HRS i parametrom odsustva Th1 antitumorskog imunog odgovora [188]).

Klinicka istrazivanja su pokazala da je poviSena eskpresija Gal-1 udruzena sa kra¢im
periodom do progresije u bolesnika sa cHL [189].

Senzitivnost i specificnost sCD163 i Gal-1 da klasifikuje obolele od cHL u odnosu na
zdrave ispitanike, naSeg istrazivanja proveravana je ROC analizom.

ROC kriva pokazala je relativno dobre karakteristike SCD163 u pogledu senzitivnosti
1 specifi¢nosti, Sto omogucava solidnu pouzdanost u zakljuc¢ivanju. Kada se kao presek (cut
off) izabere vrednost sCD163 od 78,45ng/ ml, senzitivhost metode iznosi 49,2% a speci-
ficnost 87,5%. Nase istrazivanje je pokazalo nize cut off vrednosti sCD163 kod bolesnika sa
cHL u odnosu na istrazivanje Jones i saradnika koje je pokazalo viSe vrednosti, cut off
sCD163 500 ng/ ml sa 86% senzitivnosti i 81% specifi¢nosti pre lecenja ali novodijagno-
stikovanih bolesnika sa cHL [184].

Ista metoda koriS¢ena je i za vrednosti serumskog Gal-1, a ROC kriva je pokazala
sledece klasifikacione karakteristike Gal-1. Kada se kao cut off izabere vrednost od 28,45
ng/ml senzitivnost metode tada iznosi 63,5% a specificnost 93,8%. NaSim istraZivanjem je
utvrdena niza cut off vrednost Gal -1 u serumu, u odnosu na rad Ouyang i saradnika koji je
utvrdio cut off vrednost od 49,9 ng/ml koja moZe odvojiti bolesnike sa cHL od zdravih ispi-
tanika sa 76.5% senzitivnosti i 100% specifi¢nosti, ali su pomenutim istrazivanjem bili
obuhvaceni samo novodijagnostikovani bolesnici za razliku od naseg koje je obuhvatilo sve,
ukljucujuéi bolesnike u relapsu, progresiji i refraktarnosti na lecenje [190].

Nasuprot tome, ROC kriva je pokazala slabu pouzdanost odnosa sCD163 /Gal-1 u
zaklju€ivanju, obzirom da specifi¢nost znacajnije opada kada senzitivnost prede 41,3%. Kada
se kao cut off izabere vrednost 2,94 ng/ml senzitivnost metode je 41,3% a specifi¢nost
87,5%. Dosadasnja istrazivanja Se nisu bavila odnosom ovih parametara kod bolesnika sa
CcHL, pa se zato nasi rezulati ne mogu uporediti sa drugim.

Galektin- 1 je u nasem istrazivanju bio u kontrolnoj grupi visih vrednosti kod Zena i
statisticki znacajno visih vrednosti kod starijih od 45 godina za razliku od vrednosti SCD163
koja je bila visa vrednosti kod ispitanika muskog pola i takode kod starijih od 45 godina.

Rezultat naseg istrazivanja se razlikuje od literaturnih koji govore o visoj ekspresiji Gal-1
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kod muskaraca, ali to nije slucaj kod svih maligniteta. Vrednosti sCD163 1 Gal-1 naseg
istrazivanja koreli$u sa staro$¢u na $ta ukazuju i literaturni podaci [190,191].

Imajuéi u vidu interakciju malignih HRS ¢elija, koje su predstavljene Gal-1 i tumor-
skog okruzenja koje je predstavljeno sCD163 proucavan je odnos sCD163 i Gal-1. Uoceno
je, da je odnos sCD163/ Gal-1 visih vrednosti u bolesnika sa cHL nego u kontrolnoj grupi.
Ovaj odnos je takode bio visi kod muskaraca i kod starijih od 45 godina u kontrolnoj grupi a
kod bolesnika sa cHL, konstatovana je pozitivna korelacija srednjeg intenziteta koja nije sta-
tisticki znac¢ajna.Na zalost nasi rezultati se ne mogu uporediti sa drugim istrazivanjima jer od-
nos ovih markera nije proucavan, ali jeste istovremeni znacaj primene dva biomarkera
sCD163 i TARC-a kod bolesnika sa cHL pre lecenja, pa je tako dokazano da je istovremena
primena dva biomarkera informativnija u odnosu na primenu jednog a konkretno je u istrazi-
vanju Jonesa i saradnika dokazano da sCD163 bolje reflektuje tumorsku masu tokom lece-
nja,obzirom da korelise sa B simptomimima, Klinickim stadijumom i limfopenijom, a da

TARC jeste informativniji na kraju terapije [184].

6.1. Prognosticki faktori bolesnika sa cHL

Nasim istrazivanjem obuhvacéeno je 63 bolesnika sa cHL, od toga 29 (46,03%) bole-
snika zenskog pola i 34 (53,97%) muskog pola. Literaturni podaci ukazuju da je pojava cHL
¢eS¢a u muskaraca, kao 1 u nasem istrazivanju [3].

Uticaj pola, odnosno 108iji ishod bolesti kod muskog pola, nije karakteristika samo
bolesnika sa cHL ve¢ i onih sa dijagnozom folikularnog limfoma kao i difuznog B krupno-
¢elijskog limfoma [183].

Prosec¢na starost bolesnika bila je 33 godina, o ¢emu govore 1 literaturni podaci,da se
prvi pik bolesti javlja u tre¢oj dekadi [4]. Godine predstavljaju najznacajniji faktor opsSteg
prezivljavanja (OS) kao i nezavisni faktor perioda bez ponovne pojave bolesti (DFS). Njihov
uticaj na prognozu bolesti ogleda se na dva nacina, uticajem na bioloske osobine HL a na

drugoj strani, kod starijih bolesnika je ¢eS¢a zastupljenost komorbiditeta i manja tolerancija

hemioterapijskih protokola le¢enja koji se primenjuju kod mladih bolesnika [183].

6.2. Prognosticki faktori tumora

Klini¢ke osobine HL svakako jesu vazni prognosticki faktori, ali ¢esto nedovoljne u

stratifikaciji bolesnika, pa ih treba razmatrati zajedno sa drugim potencijalnim prognostickim
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faktorima. Kao prognosti¢ki najznacajnije pominju se sledece klinicke osobine cHL: pri-
sustvo inicijalne bezbolne limfadenomegalije, koja je obi¢no cervikalna ili supraklavikularna,
kao 1 medijastinalne mase koja postoji kod vise od 50% bolesnika, koja moze biti asimpto-
matska ili se ispoljava otezanim disanjem, kasljem ili obstrukcijom vene kave.

Nerazjasnjena temperatura visa od 38°C, no¢no znojenje i1 gubitak telesne tezine vise
od 10% za 6 meseci se opisuju kao B simptomi 1 imaju takode prognostic¢ki znacaj. Oni po-
stoje kod 10-25% bolesnika sa ograni¢enom boles¢u i kod 70% bolesnika sa odmaklom bo-
les¢u. Postojanje B simptoma predstavlja faktor rizika, posebno drugog klinickog stadijuma
bolesti, pa u GHSG skoru menja status ogranicene bolesti.

Zahvatanje koStane srzi se posebno istice, imajuci u vidu ¢estu nepodudarnost nalaza
biopsije ilija¢ne kosti i nalaza PET/CT kao i negativan prognosticki znacaj [192]. Ono postoji
kod 5-8% bolesnika sa cHL ali je u ranim stadijumima bolesti, zahvatanje prisutno umanje
od 1%. U odmaklim stadijumima bolesti zahvatanje koStane srzi ne menja nacin leéenja, ali
uti¢e na restaging procedure koje se primenjuju na kraju lecenja [193].

U HL kao i u NHL, rana primena PET/CT jeste prognosti¢ka i ima potencijal da odre-
di optimalni vid leenja [194].

ProSirenost bolesti 1 tumorska masa predstavljaju, najznacajnije karakterstike bolesti
koje se koriste u stratifikaciji bolesnika [183]. U ograniCenoj bolesti bulky bolest, detektova-
na radioloski ili CT-om predstavlja negativan prediktor ishoda bolesti i jedan od faktora
rizika EORTC/GELA, kao 1 GSHG skora, za razliku od proSirene bolesti, gde prisustvo bulky
bolesti ne predstavlja faktor rizika IPS skora.

Najces¢i klinicki stadijum naSeg istrazivanja bio je IIB prisutan kod 17 (26, 98%)
bolesnika uz gotovo podjednaku zastupljenost IIA klinickog stadijuma bolesti kod 16
(25,40%) bolesnika, a najmanja je bio zastupljen stadijum IVB kod 9 (14,29%) bolesnika.

Diseminovani stadijumi III /IV bolesti predstavljaju negativan prognosticki faktor ma-
lignih limfoma. Primenom Ann Arbor Klasifikacije opisuje se anatomska distribucija i dise-
minacija tumorskih ¢elija, koje su prognostic¢ki znacajne za DFS i0S, $to su pokazale i mno-
ge studije.

Ekstranodalno prisustvo bolesti u HL takode uti¢e na los ishod bolesti. U ograni¢enoj
bolesti ekstranodalno zahvatanje predstavlja faktor rizika GSHG skor sistema, a u prosirenoj
bolesti diseminovano prisustvo bolesti predstavlja IV kini¢ki stadijum bolesti i nezavisni
faktor rizika IPS skora [183].
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Pojedine primarne lokalizacije HL su prognosticki zna¢ajne poput, koStane srzi, ple-
ure i slezine. Tako na primer zahvatanje koStane srzi ima 10§ prognosticki znac¢aj kod bolesni-
ka sa odmaklom boles¢u HL lecenih kombinovanom terapijom. Pleura je u bolesnika sa HL
zahvacena retko, kako primarno tako i kod relapsa bolesti i ima neznatan prognosticki znacaj.
Zahvatanje slezine i druge ekstranodalne lokalizacije jesu sastavni deo Ann Arbor klasifika-
cije ali je takode uticaj na prognozu bolesti neznatan [195].

Bolesnici drugog B klinickog stadijuma (CSIIB) HL ne ¢ine uniformnu grupu bo-
lesnika, pa su oni posebno proucavani u istrazivanju. Prezentacija ovog stadijuma varira po-
¢ev od malih lezija, pojedinacnih B simptoma i normalnih laboratorijskih parametara do ve-
like tumorske mase, ekstranodalne bolesti, ekstenzivnih B simptoma i multipnih laborato-
rijskih abnormalnosti. Pomenuti stadijum, ne karakteriSe samo razli¢ita prezentacija vec i
prognoza ishoda bolesti.

Amini i saradnici su pokazali da bolesnici u drugom klini¢kom stadijumu, CSIIB ima-
ju najlosiju prognozu, izuzev stadijuma IVB [196]. Takode je uoc¢eno da i bolesnici u relapsu
HL u CSIIB, sa bulky masom imaju najlosiji ishod bolesti [197].

Bulky bolest nije prognosticki faktor Internacionalnog prognostickog indeksa (IPS)
skora, koji se primenjuje za odmakle stadijume bolesti.

Poznato je da je bulky bolest faktor rizika za bolesnike ranog stadijuma HL, posebno
za one koje se leCe samo radioterapijom. Manji znacaj bulky tumorske mase u odmaklom sta-
dijumu bolesti jeste povezan sa drugim prognostickim faktorima ili je kompenzovan agre-
sivnijim leCenjem, primenom radio nakon hemioterapije.

U istrazivanju je bilo 12 (19,04%) bolesnika sa patohistoloskom dijagnozom nodu-
larne skleroze, u drugom B klini¢kom stadijumu i sa zahvatanjem medijastinuma. Ova grupa
bolesnika je posebno razmatrana, imajuci u vidu da je kod bolesnika sa nodularnom sklero-
zom bulky bolest najces¢e prisutna. Studija Glimeliusa i saradnika izucavala je bolesnike sa
dijagnozom HL mlade od 60 godina u drugom IIB klini¢kom stadijumu i pokazala da jedino
bulky bolest ima negativan prognosticki znacaj, a da ostali poput IPS, broja zahvacenih lim-
fnih nodusa, ekstranodalne proSirenosti i broja leukocita >15x10%/L takode negativno uticu ali
ne znacajno [198].

Za bolesnike sa ogranicenom boleS¢u prognosticki faktori imaju malu vaznost, a izle-
cenje se postize u 95%, za razliku od odmaklih stadijuma HL koji su definisani kao CSIII ili
CSIV, stadijum CS I ili CSII sa B simptomima ili bulky boles¢u > 10cm prognosti¢ki indeksi

mogu pomo¢i u klasifikaciji bolesnika u grupe malog i visokog rizika i izboru terapije [199].
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Vrednosti SCD163 i Gal-1 naSeg istrazivanja bile su najviSe kod bolesnika treceg
klini¢kog stadijuma (CS IIIA). Utvrdena je statisti¢ki znacajna povezanost klinickog stadiju-
ma i vrednosti SCD163 ali ne i za vrednost Gal-1. Nas rezultat je delom u suprotnosti sa ra-
dom Ouyanga i saradnika koji su dokazali povezanost nivoa Gal-1 i Ann Arbor stadijuma,
kao i povecanje vrednosti nivoa Gal-1 sa viSim klinickim stadijumom bolesti ali novodijagno-
stikovanih bolesnika kod kojih nije zapoceto le¢enje, dok su nasim istrazivanjem bili uklju-
¢eni svi bolesnici sa cHL [200].

Smolewski i saradnici su u svojoj studiji istakli prognosticki znac¢aj abdominalne
limfadenomegalije u HL a Rueffer i saradnici su konstatovali da inicijalne klini¢ke karakteri-
stike jesu prediktori okultnog abdominalnog zahvatanja u ranim stadijumima HL [201, 202,
203]. Prognosticki faktori pozitivnog laparatomijskog nalaza jesu zahvatanje levih cervi-
kalnih nodusa, odsustvo zahvatanja medijastinuma, Karnofski indeks i histopatoloski nalaz
mesovite celularnosti 1 limfocitne deplecije [202]. U naSem istrazivanju bila su tri bolesnika
sa abdominalnom limfadenomegalijom kod kojih su konstatovane vise vrednosti sCD163
(99,20 ng /ml) u odnosu na bolesnike sa zahvatanjem medijastinuma u CSIIB(67,00 ng /ml)

ali se vrednosti Gal- 1 nisu znacajno razlikovale.

6.3. Prognosticki faktori interakcije tumora i bolesnika

Prisustvo B simptoma konstatovano je kod 39 (61,90%) bolesnika. Ovi bolesnici imali
su nesto vise vrednosti sSCD163 a nesto nize vrednosti Gal-1 nego bolesnici bez simptoma.

Ranija istraZzivanja dokazala su da vrednosti sSCD163 jesu povezane sa prisustvom B
simptoma, klini¢ckim stadijumom bolesti i niskim brojem limfocita [197]. Ve¢ pomenuti
Ouyang i saradnici utvrdili su da je nivo Gal-1 povezan sa prisustvom B simptoma novodi-
jagnostikovanih bolesnika sa cHL [200]. Prethodno je opisan klini¢ki znacaj prisustva B
simptoma koji su uklju¢eni u Ann Arbor klasifikaciju i koji korelisu sa drugim parametrima
koji su prognosticki, kao §to su klinicki stadijum bolesti, sedimentacija eritrocita, vrednost
serum albumina kao i hemoglobina [198]. Pojedini prognosticki faktori, kao vrednost albumina,
hemoglobina, prisustvo leukocitoze i limfocitopenije, opisuju efekte citokina koji su sekreto-
vani od strane malignih i nemalignih reaktivnih Celija. Inflamatorna reakcija bolesnika sa HL
moze biti predstavljena i drugim faktorima poput serum feritina, ceruloplazmina, serumskog
bakra, nivoa 2 mikroglobulina i timidin kinaze [198].

Anemija je prisutna kod oko 40% bolesnika pri dijagnozi HL. Ima karakteristike ane-

mije inflamacije, a presek vrednosti hemoglobina koja je prognosticka i nalazi se u IPS-7
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skoru je 10.5 g/dl i nezavisna je od pola bolesnika. Dokazano je da povisen nivo IL- 6 kore-
liSe sa nivom hemoglobina, a takode 1 sa nivom hepcidina, reaktanta akutne faze i glavnog
regulatora metabolizma gvozda. Zato se smatra da je anemija spona sa inflamatornom
aktivnoS¢u tumorskog okruzenja HL i time se moze objasniti njen prognosticki znacaj [131].
U istrazivanju je zapaZena negativna korelacija malog intenziteta izmedu sCD163 i vrednosti
hemoglobina ¢ime se potvrduje prethodno navedeno da je anemija prognosticki znacajna u
bolesnika sa cHL.Hohaus i saradnici u svom radu isti¢u znac¢aj SCD163 receptora hemoglo-
bin- haptoglobin kompleksa uz ve¢ istaknut znacaj markera makrofaga koji su ukljuceni u
metabolizam gvozda. Naime, M2 makrofazi utiu na oslobadanje gvozda i promovisu rast
tumora, za razliku od M1 makrofaga koji podsti¢u sekvestraciju gvozda [204].

U pomenutom skoru su takode i leukocitoza, broj leukocita veéi ili manji od
15000/microL, limfocitopenija <600/ microL, a od nedavno se pominje i broj monocita. Stu-
dije su ukazale da broj monocita ve¢i od 900/ microL, uti¢e na opste prezivljavanje i periode
bez progresije bolesti. Uticaj broja monocita na prognozu bolesnika sa HL je evidentan kada
je odnos limfocita i monocita manji od 1,1 [182].

Brzina sedimentacije eritrocita (SE) je jedan od najstarijih prognostickih faktora HL.
Jo§ uvek se koristi za definisanje ranih stadijuma HL u povoljni i nepovoljni rizik. Kao pro-
gnosticka vrednost EORTC 1 GSHG skora koristi se vrednost SE od 30 mm/h za bolesnike sa
B simptomima i 50 mm/h za bolesnike bez B simptoma. U istrazivanju nije utvrdena korela-
cija vrednosti SE sa vrednos¢u sCD163 i Gal-1 ali jeste pozitivna i to srednjeg intenziteta iz-
medu Gal-1 1 CRP (p<0,01). Nasi rezulati takode nisu pokazali korelaciju sCD163 i CRP za
razliku od istrazivanja Moller i saradnika [205].

Niske vrednosti serum albumina su ¢esto povezane sa loSom prognozom u mnogim
hematoloskim malignitetima ukljucuju¢i HL. Pomenuti IPS-7 skor ukljucuje vrednost serum
albumina od 40 g/L kao prognosti¢ku. Istrazivanjem je pokazana negativna korelacija, malog
intenziteta Gal-1 sa vrednoscu serum albumina (p<0,05), sto govori u prilog negativnog
prognostickog uticaja na ishod bolesti u cHL.

Limfociti se smatraju najodgovornijim za produkciju beta 2 mikroglobulina (f2M), a
inflamatorni citokini stimuliSu stvaranje f2M, koji predstavlja prognosti¢ki marker mnogih
limfoma ukljucujuc¢i HL. PoviSene vrednosti postoje kod oko 5-30% bolesnika pri dijagnozi
zavisno od stadijuma bolesti i prisutne su pri pojavu relapsa.

Makrofazi povezani sa tumorom (TAM) i neplasticne Celije, stvaraju razliite faktore

ukljucujuéi 1L-10, TGFB, TNFa, PGE2, IL-1, koji promoviSu progresiju tumora, indukuju
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regulatorne T celije, supresiju citotoksi¢nih T kao 1 NK ¢elija, uticu na sazrevanje dendri-
ticnih ¢elija, kao 1 polarizaciju makrofaga. U perifernoj krvi bolesnika sa HL postoji poviSen
nivo velikog broja citokina, produkovanih kako od strane HRS ¢elija tako i od tumorskog okru-
zenja. Prognosticki znacaj citokina izuc¢avan je tokom 20 i vise godina, a najviSe proucavani
citokini su 1L-10, IL-6, TNF o i njihovi solubilni receptori, a od nedavno i hemokin TARC. Po-
red ve¢ pomenutih treba istaci i znacaj cirkuliSu¢eg CD30 antigena (sCD30), kao tumor mar-
kera neoplasti¢nih ¢elija.

U naSem istraZivanju nije utvrdeno da postoji korelacija vrednosti sCD163 i Gal- 1 sa
brojem limfocita periferne krvi, a ranija istrazivanja ukazala su na postojanje inverzne korelacije,
to jest da sCD163 koreliSe sa niskim brojem limfocita [122]. U istraZivanju prethodno citiranog
autora je takode konstatovano da kod bolesnika sa cHL ne postoji korelacija sSCD163 sa pro-
centom cirkuliSu¢ih monocita, ve¢ da postoji ve¢i procenat cirkulisué¢ih CD163+CD14+ monoci-
ta, Sto ukazuje da nisu svi poreklom iz tumora. Isti autor konstatuje da smanjen broj cirkuliSucih
monocita u cHL poboljsava proliferaciju CD4+ i CD8+ T limfocita, isti¢u¢i znacaj imunosupre-
sije T ¢elija, uzrokovanoj monocitima u bolesnika sa cHL.

Pojedini autori poput Marri 1 saradnika ukazali su na prognosti¢ki znacaj pojedinih
citokina u le¢enju cHL, pa tako vrednost serumskog IL-6 i receptora IL-2 pre le¢enja moze da
ukaze na grupu bolesnika sa cHL koja pripada visokom riziku pojave relapsa bolesti [205].

Nedavne studije su pokazale da ranije pomenuti TARC reflektuje terapijski odgovor
kako u ranom tako i u odmaklom stadijumu cHL i relapsu bolesti, da koreliSe sa stadijumom
bolesti, metabolickim volumenom tumora, prezentovanim PET /CT kao i prisustvom B

simptoma [206].

6.4. Prognosticki znacaj osobina HRS ¢elija

Broj tumorskih ¢elija kao i rasirenost bolesti, moze se odrediti razli¢itim merljivim
parametrima, pa tako bulky medijastinalna bolest opisuje broj tumorskih ¢elija u medijasti-
numu, a povisen nivo serumske LDH moze da reflektuje ukupan broj tumorskih ¢elija HL
kao i tumorsku masu NHL, pa ima prognosticki znac¢aj. Tokom poslednje decenije, studije su
ukazale da solubilni CD30 korelise sa stadijumom bolesti i tumorskom masom, a moze kore-
lisati i sa brojem HRS ¢elija i na taj nacin biti prediktor ishoda bolesti [198].

Pojedine studije ukazale su na negativan prognosti¢ki zna¢aj BCL 2 ekspresije HRS
¢elija, ali kontraverze 1 dalje postoje. Slicno se moze rec¢i za ekpresiju p53 i ishod bolesti HL

[183].

Olivera B. Simonovi¢ | Zna€aj galektina-1 kao prognostickog faktora u le€enju klasi€nog Hockinovog limfoma | Doktorska disertacija 89



Diskusija

Ve¢ pomenuta, visoka aktivnost serumske laktat dehidrogenaze, ne reflektuje samo
ukupan broj tumorskih ¢elija ve¢ korelise 1 sa loSim odgovorom na prvu terapijsku liniju
lecenja ali ne utiCe na prezivljavanje. Imunohistohemijski prognosticki faktori poput veé
pomenutih, visoke ekspresije proliferativnog nuklearnog antigena Ki67, p53 i BCL2 takode
korelisu sa lo§im odgovorom na leCenje, ali imaju uticaj i na krace prezivljavanje [201].

Vaznost neoplasti¢nih ¢elija istaknuta je i1 u klasifikaciji nodularne skleroze. Naime,
British National Lymphoma Investigation (BNLI) grupa je gradirala podtip nodularne
skleroze u gradus | i Il, u zavisnosti od celularnosti nodula, kvantiteta skleroze, odnosa i
atipije neoplasticnih ¢elija, pa tako gradus II postoji u slu€aju prisustva jedne od tri osobine i
ima losiju prognozu [206].

Pomenuti prognosticki faktori takode, nisu omogucili bolju stratifikaciju bolesnika u
grupe rizika, pa se nametnula potreba primene drugih prognostickih faktora, koji poticu od
neoplasti¢nih HRS ¢elija. U naSem istraZivanju je to bio Gal-1, koji predstavlja jedan od naj-
vaznijih lektina i pripada proteinima ali i glikoptoteinima, koji prepoznaju i vezuju specifi¢ne
ugljenohidratne epitope bez njihove modifikacije [160]. Veéina animalnih lektina moze se
klasifikovati u 4 razli¢ite familije: C tip lektina, ukljucujuci selektine, P tip lektina, pentraxini
i galektine, prvobitno nazivane S- tip ili S- Lac lektini [207].

Animalni lektini imaju razli¢itu tkivnu distribuciju i mogu biti lokalizivani unutar
¢elije, na povrsini kao i u vancelijskom prostoru. Dokazano je prisustvo Gal -1 u mnogim
tkivima i organima sisara: placenti, plu¢ima, mozgu, srcu, slezini, limfnim nodusima, prostati
i drugim. Poznato je da se Gal-1 eksprimira na razli¢itim tipovima celija, poput fibroblasta,
epitelnim Celijama timusa, endotelnim ¢elijama, makrofazima, T i B ¢elijama, stromalnim
¢elijama kosStane srzi kao i drugim [160].

Ekspresija Gal-1 se menja u brojnim fizioloskm i patoloskim stanjima, kao $to su
infekcija, malignitet kao i pojava metastaza.

Ono §to Gal-1 ¢ini jednim od najvaznijih lektina, jeste ¢injenica da ucestvuje U razvo-
ju tumora. Prvi put je opisan 1980. godine, a viSe proucavan devedesetih godina. Njegovo
prvo uceSc¢e u genezi tumora povezano je sa ¢elijskom adhezijom. Kasnije je dokazano da in-
dukuje apoptozu aktivisanih T celija, kao i da se tumorske ¢elije ekspresijom Gal-1 stite od
imunog odgovora, a poslednje otkri¢e bilo je da Gal-lucestvuje u angiogenezi kao angiogeni
faktor [208].

Galektin- 1 je multifunkcionalni protein koji ucestvuje u lektin glikan i protein protein

interakcijama a moze biti lokalizivan u jedru, citoplazmi, kao i na povrsini ¢éelije i /ili u van-
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¢elijskom matriksu. Vancelijske reakcije Gal-1 povezane su sa lektinskim vezivanjem dime-
ra, dok su za unutra$nje interakcije karakteristicne ne-lektinske interakcije [160].

Galektin-1 ucestvuje u T-celijskim reakcijama (apoptozi i ¢elijskom ciklusu), imuno-
regulaciji i izbegavanju imunog nadzora u karcinomima, kao i u ne- T ¢elijski posredovanim
reakcijama (Celijskoj adheziji, B ¢elijskom razvoju, mRNK, angiogenezi, nervno muskularnoj
diferencijaciji/homeostazi) [149]. Galektin-1 je u istrazivanjima bio eksprimiran u slede¢im
linjjama HL L540, L1236, HDLM2, L428, 26 cHL, za razliku od nodularno limfocitno pre-
dominnatnog kod koga nije utvrdena ekspresija Gal-1.

Visoka ekspresija Gal-1 bila je povezana sa muskim polom, staro§¢u, smanjenim
brojem CD8+ T limfocita u infiltrisanom tkivu tumora i abnormalnim LMP-1 i 2 specifi¢nim
CD8+ T c¢elijskim odgovorom [208].

Galektin-1 je selektivno eksprimiran u vise od 90% primarnog cHL, dok difuzno
krupnocelijski B limfom, primarno medijastinalni krupnocelijski B limfom i nodularno limfo-
citno predominantni Hockinov limfoma ne eksprimiraju galektin-1. Pored ve¢ pomenutog

cHL, Gal-1 se eksprimirau ALCL [208].

6.5. Prognostic¢ki znacaj tumorskog okruZenja

Nedavne studije ukazale su da postoje¢i histopatoloski entiteti cHL, jesu bioloski
razliiti u pogledu genomskih alteracija, ekspresije gena, miljea citokina, kao 1 klinickih oso-
bina. Epidemiologija, klini¢ka prezentacija i prognoza ovih histopatoloskih subtipova je razli-
Cita.

Brojne studije ukazale su na postojanje i vaznost klinickih prognostickih faktora, a
studija Smolewskog 1 saradnika ukazala je 1 na negativnu ulogu morfoloskih prognostickih
faktora kao $to je histoloski tip meSovite celularnosti/limfocitne deplecije [201].

Za razliku od literaturnih podataka koji govore o ¢e$¢oj zastupljenosti nodularne skle-
roze kod mladih Zena, naSe istrazivanje je pokazalo da nema statisti¢ki znacajnih razlika u za-
stupljenosti polova u okviru patohistoloskih dijagnoza bolesnika sa cHL [4].

Klasi¢ni Hockinov limfom inace ¢ine 4 histoloska subtipa. Naj¢es¢i je podtip nodular-
ne skleroze koji ¢ini 80- 90% svih slucajeva, potompodtip meSovite celularnosti koja ¢ini 10 -
15% svih slu¢ajeva, limfocitima bogat klasi¢ni Hockinov limfom 2—-5% i najmanje zastupljen
podtip limfocitne deplecije koji je ekstremno redak [209]. Najzastupljenija patohistoloska

dijagnoza bolesnika sa cHL naSeg istrazivanja bila je nodularna skleroza prisutna kod 49 (77,

Olivera B. Simonovi¢ | Zna€aj galektina-1 kao prognostickog faktora u le€enju klasi€nog Hockinovog limfoma | Doktorska disertacija 91



Diskusija

78%) bolesnika, o ¢emu govore 1 literaturni podaci, ali u ve¢em procentu za razliku od naseg
istrazivanja [202].

Frekvenca pojave podtipa meSovite celularnosti raste sa godinama, dok podtip
nodularne skleroze postize plato u grupi > 30 godina [4].

Podtip nodularne skleroze se posebno opisuje obzirom da ga karakteriSu osobine razli-
¢ite u odnosu na ostale subtipove cHL. Najpre, bolest se javlja u mladih odraslih osoba, ces¢e
kod Zena, retko opisuje udruzenost sa EBV infekcijom, karakteriSu ga drugi faktori rizika
poput visokog socioekonomskog statusa, odsustvo HIV infekcije, kao i posebne klini¢ke oso-
bine, u 80% je udruzen sa zahvatanjem medijastinuma, a u 50% je to bulky bolest. Zahvata-
nje ekstralimfati¢nih organa ili koStane srZi je retko. Prisustvo B simptoma se opisuje kod
oko 40% svih bolesnika. U vreme dijagnoze vise od 50% bolesnika ima drugi klini¢ki stadi-
jum bolesti [206].

Istrazivanjem je dokazana statisticki znacajno veca starost bolesnika sa patohistoloskom
dijagnozom mesSovite celularnosti u odnosu na bolesnike sa dijagnozom nodularne skleroze, o
¢emu govore i literaturni podaci kako je ranije navedeno.

Novije studije istiCu vaznost sastava tumorskog okruzenja bolesnika sa cHL kako za
prognozu bolesti tako i za leCenje, imajuci u vidu da kod bolesnika koji ne odgovore na le-
¢enje postoji prekomerna ekspresija gena TAM, monocita, ¢elija angiogeneze, adipocita kao i
HRS ¢elija, a smanjena ekspresija gena B ¢elija germinativnog centra.

Poznato je da veliki broj T celija sa citotoksi¢nim fenotipom 1 mali broj FOXP3 Treg
¢elija tumorskog okruzenja bolesnika sa cHL utice na lo$ ishod bolesti. Nedavne studije ukazale
su da broj tumor infiltriSu¢ih makrofaga (TAM), utvrdenih tkivnim biomarkerom CD68 jeste
prognosticki znacajan, kao i da se njegovim odredivanjem moze identifikovati grupa bolesnika
visokog rizika za pojavu relapsa i progresije bolesti, ali i bolesnici ranog stadijuma koji imaju
odli¢nu prognozu a koji su trenutno prekomerno leceni postoje¢im protokolima [178]. Razlike u
tumacenju uticaja TAM na prezivljavanje bolesnika sa cHL proizilaze iz ¢injenice da TAM
mogu imati intermedijarni fenotip sa proinflamatornim/antitumorskim funkcijama kao i anti-
inflamatorni/ protumorski, ¢ime se objasnjavaju pomenuta tumacenja.

Visok nivo TAM-a je Cesto prisutan, a nedavne studije su ukazale na vezu izmedu
njihovog povisenog prisustva i pojave metastaza [210]. Infiltracija makrofazima inace pocinje
rano tokom preinvazivne faze bolesti i raste progresivno [211]. U progresiji HL makrofazi
predstavljaju sve samo ne nevine posmatrace, jer ekspresija CD68 (markera M1 i M2 tipa ma-

krofaga), jeste najbolji prediktivni biomarker za stratifikaciju rizika i prezivljavanje ovog tipa
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malignog limfoma [212]. Visok broj CD68 pozitivnih Celija koreliSe sa primarnim i sekundarnim
neuspehom terapije.

Osim uticaja na neuspeh terapije, dokazana je i negativna uloga pomenutih CD68
makrofaga kao 1 mast ¢elija u bolesnika sa HL na prezivljavanje kao i sposobnost oba tipa
¢elija da indukuju i odrzavaju navedeno proinflamatorno okruzenje [128,129].

Za razliku od CD68 antitela, koje predstavlja marker oba tipa makrofaga, M1 i M2,
solubilni protein (sCD163), jeste marker samo antiinflamatornih M2 makrofaga, koji stvaraju
citokine kao §to su transformiSuéi faktor rasta beta (TGF- 1) i IL-10, koji indukuju Th2
diferencijaciju favorizujuéi razvoj Treg i promoviSudéi razvoj tumora putem inhibicije anti-
tumorskog imunog odgovora [186].

Pored ve¢ pomenute uloge markera M2 makrofaga, poznato je da je SCD163 veoma
koristan biomarker aktivacije makrofaga u razli¢itim inflamatornim bolestima, kao §to su
sindrom aktivacije makrofaga,sepsa i bolest jetre. Pojedini radovi opisuju da koncentracija
sCD163 moze biti poviSena 1 u drugim bolestima koje vode aktivaciji monocita i makrofaga
poput hemofagocitnog sindroma, Gaucherove bolesti, kao i koronarne bolesti. Stavige,
sCD163 predstavlja opSti marker rizika komorbiditeta 1 mortaliteta u nekoliko hroni¢nih
inflamatornih bolesti. Nedavno je dokazano da je sCD163 snazno povezan sa kasnijim
razvojem dijabetesa tipa 2, zahvaljujudi infiltraciji adipoznog tkiva i jetre makrofazima [205].

Solubilni CD163 koreliSe sa tradicionalnim markerima inflamacije poput Visoko
senzitivnog C reaktivnog proteina (hsCRP). On predstavlja biomarker inflamacije i novi di-
jagnosticki parametar rane pojave sepse [205,213].

U istraZivanju je proucavana uloga sCD163 i Gal-1 kao potencijalnih biomarkera
klasi¢énog Hockinovog limfoma.

Svakako da se mnoge interakcije tumora 1 bolesnika, kao 1 odgovor na leCenje mogu
objasniti genetskim osobinama cHL. Dobar ishod bolesti postoji u slucaju prekomerne
ekspresije gena ukljucenih u indukciju apoptoze i signale ¢elija ukljucujuci citokine, dok los
ishod bolesti jeste posledica povecane regulacije gena ukljucenih u aktivaciju fibroblasta, an-
giogenezu, remodelovanje ekstracelularnog matriksa, ¢elijsku proliferaciju i nishodnu regu-
laciju tumor supresor gena.

Genetska istrazivanja su identifikovala lokus na hromozomu 6 HLA regiona kao
znacajnog faktora rizika za pojavu HL, ali su i drugi HLA regioni i geni citokina ukljuceni u
rizik nastanka HL, poput IL-13. Svakako da je vec¢ina analiziranih gena bila uklju¢ena u me-

tabolizam citotoksi¢nih lekova, kao i imunomodulaciju [183].
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6.6. Prognosticki skorovi u le¢enju bolesnika sa cHL

Opisani klinicki i laboratorijski parametri inkorporirani su u razlicite skoring sisteme.
Bolesnici sa ogranicenom boles¢u jesu podeljeni u grupu povoljnog i nepovoljnog rizika na
osnovu prisustva faktora rizika oba skor sistema EORTC i GSHG.

Bolesnici odmaklog stadijuma bolesti su klasifikovani u dve grupe rizika na osnovu
Hasencleverovog skora, pa tako razlikujemo grupu rizika sa IPS 0-2 nasuprot grupi sa
IPS 3-5[183].

lako primena IPS-7 skora ima i dalje prognosti¢ki znacaj, stratifikacija rizika ovim
skorom je mnogo uza u odnosu na raniju primenu ovog skora. Naime, ishod bolesti u bo-
lesnika sa visokim IPS-7 skorom je znatno poboljsan, pa je petogodis$nje prezivljavanje za bo-
lesnike sa 5 ili vise faktora poboljsano od 42% na 62% ali je procenat bolesnika sa niskim
IPS skorom IPS do 3; 81%, a sa visokim rizikom IPS> 4; svega 19% bolesnika identi¢an kao
i u ranijim opisima. Nemoguénost IPS-7 prognostickog indeksa da identifikuje grupu bole-
snika sa lo$im terapijskim ishodom i primenu agresivnijeg lecenja ogranicava njegov klinic¢ki
znacaj [198].

Imajuci u vidu interakciju malignih, HRS ¢elija i tumorskog okruZenja u naSem istra-
zivanju observirani su drugi solubilni markeri koji isti¢u znacaj imunosupresije u cHL, kao
Sto su pomenuti SCD163 i Gal- 1 [4].

Vrednosti SCD163 i Gal-1 naSeg istrazivanja bile su najviSe za bolesnike sa cHL i
IPS-7 skorom 3. IstraZivanje je takode pokazalo da vrednosti sCD163 i Gal-1 koreliSu sa IPS-
7 skorom a statisti¢ki znacajno vrednosti Gal-1 sa IPS-7. Najvise vrednosti sCD163 i Gal-1 u
bolesnika sa IPS skorom 3 namecu pitanje, prognostickog zna¢aja pomenutog skora, imajuci
u vidu da bolesnici sa ovim skorom pripadaju grupi visokog rizika i da bi shodno tome kod
ove grupe bolesnika bila razumna primena agresivnijeg oblika lecenja [199].

Primenom novijeg IPS-3 skora potvrdeno je da vrednosti sCD163 i Gal-1 korelisu sa
IPS, ali statistisicki znacajno takode samo Gal-1. Novijim IPS-3 skorom je konstatovano posto-
Janje tri grupe rizika u nasem istrazivanju, IPS= 0 do IPS= 2, a nije bilo bolesnika sa IPS= 3.

Primenom postojec¢ih prognostickih skorova u stratifikacija rizika bolesnika sa cHL,
primenjeni su odgovarajuci vidovi le¢enja ogranicene i odmakle faze bolesti. Svakako da se
namece pitanje koje su vrednosti parametara naSeg istrazivanja pratile pojedine modalitete le-
cenja.

U istrazivanju je radioterapija primenjena kod 17 (26,9 %) bolesnika a vrednosti se-

rumskog CD163 i Gal-1 bile su vise u odnosu na one kod kojih ona nije primenjena u lecenju
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cHL. PoviSene vrednosti SCD163 i Gal-1 mogu se objasniti agresivno$¢u tumora u ovih bole-
snika kako i navode Kuo i saradnici [214].

Radioterapija je primenjena kod jednog bolesnika u CSI, a u mnogo ve¢em broju bo-
lesnika u CSII, kod 12 (19,04%) bolesnika sa cHL, uz primenu hemioterapije (ABVD ili2
eBEACOPP i 2 ABVD).

Ovi rezultati mogu se objasniti time da je Gal-1visoko eksprimiran u tumorima koji su
radiorezistentni ukljucujuéi karcinom prostate, gliom i melanom koji zahtevaju velike doze
radijacije da bi postigli efekat. Nasuprot tome Gal-1 nije detektovan u nodularnom limfocitno
predominatnom Hockinovom limfomu, koji pripada radiosenzitivnim tumorima sa boljom
prognozom. Preklinicke i klinicke studije ukazuju da ekspresija Gal-1 u mnogim celijama
kancera moze biti povecana hipoksijom koja vodi radiorezistenciji i agresivnosti tumora. Zna
se da Gal-1 uti¢e na vaskulaturu tumora, popravku oste¢enja DNK i antitumorsku aktivnost,
koji su ukljuceni u radijacijom indukovanu ¢elijsku smrt i rast tumora [214].

Jedna terapijska linija primenjena u lecenju 40 (63,49%) bolesnika a dve i vise kod
kod 23 (36,5%) bolesnika sa cHL. Vrednosti SCD163 i Gal-1 bile su vise u bolesnika gde je
primenjeno dve i vise terapijskih linija u le¢enju. Protokol DHAP je primenjen kao terapija
druge linije kod 13 bolesnika pri ¢emu je najcesée nastavljan posle ABVD-a u Cetiri bolesni-
ka sa relapsom i dvoje sa progresijom u toku ABVD-a. Protokol ESHAP je u drugoj liniji le-
¢enja primio jedan bolesnik. Dostupni literaturni podaci ne ukazuju na rezultate drugih istra-
zivaca za vrednosti SCD163 i Gal-1 za bolesnike sa cHL i primenu viSe terapijskih linija u
lecenju.

Primenom dosadas$njih terapijskih protokola lecenja nismo u moguénosti da postigne-
mo izleCenje odredenog procenta bolesnika sa cHL, pa se namece i potreba primene novih te-
rapijskih modaliteta u leCenju ove grupe bolesnika sa cHL.

Transplatacija je kao modalitet leCenja, primenjena kod 15 (23,81%) bolesnika a kod
tih bolesnika su konstatovane vise vrednosti sSCD163 i Gal-1 na nivou statiticke znacajnosti u
odnosu na one koji nisu transplatirani.

Nazalost nema literaturnih podataka sa kojima bi uporedili nas rezulat ali je istraziva-
nje Petruskevicius i saradnika ukazalo da niske vrednosti Gal-1 jesu povezane sa poveéanim
rizikom hroni¢nog graft-versus-host- oboljenja (cGVHD) kod bolesnika sa hematoloskim
malignitetima le¢enih ne-mijeloablativnom transplatacijom mati¢ne c¢elije hematopoeze
[215]. Najvec¢i broj transplatiranih bolesnika bio je iz grupe primarno refraktornih bolesnika

njih 9, troje bolesnika bilo je u relapsu bolesti, a samo jedan bolesnik sa progresijom bolesti.
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Rezultati istrazivanja ukazuju na potrebu pracenja efekta terapije, ranu derekciju
refraktornosti na leCenje i1 pojavu relapsa kao i blagovremenu promenu modaliteta leCenja
bolesnika sa cHL.

Primarno refraktorna bolest definisana je progresijom bilo kada tokom hemioterapije
ili radio terapije, ili do tri meseca nakon zavrsetka leCenja i/ ili perzistiranjem PET pozitivne
residualne mase upotrebom kvantitativnhog Deauville skora (DS), pa tako ukoliko je skor
pozitivan DS 4 ili 5 posle 3—4 ciklusa terapije ABVD za supradijafragmalni HL i posle 4
ciklusa e BEACOPP ili ABVD za odmakli stadijum HL potvrduje se primarno refraktorni HL,
ukoliko koreliSe sa uvecanim limfnim nodusima na CT snimku. Kod bolesnika sa metabolicki
aktivhom masom neodredenog znac¢aja neophodna je biopsija da dokaZze refraktarnost.

U nasem istrazivanju bilo je 4 (5,06%) bolesnika u relapsu, kod 5 (6,33%) je konstato-
vana progresija bolesti a refraktarnost na le¢enje kod 11 (13,92%) bolesnika sa dijagnozom
cHL.

Procenat pojave relapsa je manji u odnosu na literaturne podatke koji govore o viSem
procentu pojave relapsa u 20 % do 30% bolesnika sa cHL [156]. Pojava relapsa konstatovana
je kod bolesnika Zenskog pola, za razliku od pojave progresije bolesti i refraktornosti na
le€enje koje su konstatovane kod bolesnika oba pola ali viSe kod bolesnika muSkog pola. Nije
uoCena statisticki znacajna razlika izmedu polova. Prosecna starost bolesnika u relapsu
bolesti bila je 36,50 godina.

Internacionalni prognosticki skor Hasenclevera 1 Diehla, pored ve¢ istaknute uloge u
stratifikaciji rizika pri inicijalnoj prezentaciji odmaklih stadijuma HL 1 nemogu¢nosti da iden-
tifikuje bolesnike koji ne¢e odgovoriti na terapiju, nema takode znacaj u predikciji prognoze
refraktornih i relapsirajucih bolesnika sa HL.

Druge retrospektivne i prospektivne studijesu definisale prognosti¢ke faktore relapsa i
primarno refraktornog HL. Grupa eksperata preporucila je klasifikovanje bolesnike sa re-
lapsom ili refraktornim HL u grupe rizika na osnovu tri prognosticka faktora. Tako razliku-
jemo grupu visokog rizika koja ukljucuje bolesnike sa primarno refraktornom boles¢u i bo-
lesnike sa relapsom sa dva faktora rizika (rani relaps i klini¢ki stadijum CSIII i CSIV), zatim
grupu intermedijarnog rizika gde su bolesnici sa relapsom i jednim faktorom rizika (rani re-
laps ili CSIII/ CSIV) i poslednju grupu ¢ine bolesnici standarnog rizika koja ukljucuje bole-

snike sa relapsom bez faktora rizika [216].
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Ranije pomenuta GHSG je svojim istrazivanjem utvrdila da su vreme pojave relapsa,
klini¢ki stadijum bolesti i anemija u vreme relapsa relavantni faktori koji se mogu koristitiu
prognosti¢kom skoru bolesnika sa HL i relapsom.

Mozemo reci da za sada ne postoji jedinstven prognosticki sistem za relapsiraju¢e HL
a kao najvazniji faktori pominju se kratko trajanje inicijalne remisije 1 odmakli klinicki
stadijum pri pojavi relapsa [26,30,217].

Istrazivanjem su utvrdene statisticki znacajno vise vrednosti Gal-1 kod bolesnika sa
progresijom bolesti i rezistencijom na lecenje u odnosu na bolesnike koji su novodijagnosti-
kovani 1 koji su zapoceli terapiju. Nas rezultat se moze objasniti radom Plattel i saradnika koji
su izucavali nivo Gal-1, TARC, serum CD30 i sCD163 novodijagnostikovanih bolesnika sa
cHL i utvrdili da je njihov nivo pre primene terapije znac¢ajno povisen u odnosu na kontrolnu
grupu. Pomenuti istrazivaci su takode dokazali da nivo Gal-1 i sCD30 znacajno opada, a nivo
SsCD163 znacajno raste nakon primene terapije [218].

Nizak nivo Gal-1 u grupi bolesnika sa zapocetom hemioterapijom naSeg istrazivanja,
je najverovatnije posledica smanjenja broja HRS ¢elija pod uticajem terapije.

Vrednosti sCD163su takode bile najvise kod bolesnika sa progresijom bolesti, a
najniZe takode kod bolesnika koji su novodijagnostikovani i kod kojih je zapoceto leCenje, a
kod bolesnika sa relapsom bolesti su utvrdene statisticki znacajno viSe vrednosti sSCD163 u
odnosu na bolesnike koji i su novodijagnostikovani i kod kojih je zapoceto lecenje.

Nasi rezultati nasuprot istrazivanju Jones i sararadnika, ukazuju da veci broj bolesnika
sa relapsom 1 refraktarnom bolesti ima poviSene vrednosti sCD163 [184].

Navedeni rezultati potkrepljuju znacaj imunosupresije na pogorSanje klini¢kog toka
bolesti u cHL, $to se uocava kroz visok nivo sCD163 kod bolesnika koji su leceni ve¢im
brojem hemioterapijskih linija i u podgrupi bolesnika koji su transplantirani.

Najnize vrednosti sCD163 medu ispitivanim slucajevima zabeleZene su u podgrupi
novodijagnostikovanih bolesnika kod kojih je zapocCeta hemioterapija. Mogucée objasnjenje
ovog nalaza leZi u ¢injenici da hemioterapija istovremeno sa eliminacijom malignih ¢elija,
modifikuje populacije infiltriSu¢ih ¢elija u HL smanju¢i broj Treg limfocita 1 monocita tipa
M2, ¢ime smanjuje i tumorsku imunosupresiju [186].

Odnos sCD163 /Gal-1 bio je najvisi u grupi bolesnika sa relapsom cHL a najnizi kod
bolesnika koji su novodijagnostikovani i kod kojih je zapoceto leCenje. Najvise vrednosti
pomenutog odnosa sSCD163 i Gal-1 imali su bolesnici sa patohistoloSkom dijagnozom meso-
vite celularnosti a najnize sa neutvrdenom patohistoloskom dijagnozom cHL.Obzirom da do-

stupni literaturni podaci ne ukazuju na znacaj odnosa sCD163/ Gal-1 kod bolesnika sa cHL u
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pogledu klinickog statusa bolesti, pa ga ne mozemo porediti sa nasim rezultatom, ali je
pomenuti odnos znac¢ajan za interpretaciju stanja imunosupresije kod bolesnika sa cHL.Ve¢ je
istaknuto da vrednosti sCD163 karakteriSu prisustvo M2 makrofaga, koji uti¢u na prisustvo
Treg limfocita i postojanje Th2 imunog odgovora. Istrazivanje Kelley i saradnika je ukazalo
na znac¢aj tumorskog mikrookruzenja predstavljenog odnosom FOXP3+ regulatornih T ¢elija
i Granzim B+ citotoksi¢nih T/NK ¢elija (odnos FOXP3/GrB) i osobina HRS ¢elija predstav-
ljenih bioloskim markerima (MAL i bcl-2). Bolesnici sa cHL sa malim brojem FOXP3 ali od-
nosom FOXP3/GrB visim od 1 imaju prognozu kao i bolesnici sa visokim brojem FOXP3
limfocita. Ovaj odnos oznacava efektivnu funkciju Treg ¢elija u odnosu na aktivisane CTL,
ali i tumorske ¢elije.

Opisano istrazivanje Kelley i saradnika ukazuje na lo§ FFS bolesnika sa cHL koji
imaju FOXP3/GrB odnos nizi od 1 i prisustvo MAL 1 bcl-2 markera, ¢ime je istaknut znacaj
tumorskog okruZenja u stratifikaciji bolesnika sa cHL u grupu niskog, intermedijarnog i viso-
kog rizika. Primenom viSe biomarkera, narocito biomarkera tumorskog okruzenja i malignih
¢elija omoguéavamo bolju stratifikaciju rizika bolesnika sa cHL i isticemo znacaj imunoSu-

presije kod ovih bolesnika [219].

6.7. Primena prognostickih biomarkera u le¢enju bolesnika sa cHL

Primena prognostickih skorova ima razli¢it znacaj u stratifikaciji rizika bolesnika
ranih i odmaklih stadijuma cHL.

Definicija ranog stadijuma HL varira u razli¢tim studijskim grupama kao i u
regionima sveta. Tako se na primer u Severnoj Americi definiSe kao stadijum I ili II bez
bulky bolesti 1 bez B simptoma. Nasuprot tome bolesnici sa bulky boles¢u se grupisu u bo-
lesnike sa odmaklom bolesc¢u. Definicija ranog stadijuma GHLSG ukljucuje bulky bolest u
stadijumu | ili Il bez B simptoma. Pomenuta grupa klasifikuje bolesnike ranog stadujuma u
grupu povoljnog rizika, stadijum I/II bolesti bez faktora rizika kao $to su bulky masa, ubrzana
sedimentacija eritrocita, ekstra nodalna bolest, viSe od dva zahvacena regiona ili grupu
nepovoljnog rizika stadijum I ili 11 sa bilo kojim od pomenutih faktora rizika. Bolesnici ranog
stadijuma iz grupe povoljnog rizika imaju odli¢nu prognozu.

Preporuke GHLSG za rani povoljni stadijum ukljucuju primenu dva ciklusa ABVD
protokola kao i primenu radioterapije 20Gy IF, a rezultati HD14 studije za bolesnike ranim
nepovoljnim stadijumom ukljuc¢uju primenu dva ciklusa eskaliranog BEACOPP sa dva ciklu-

sa ABVD uz radioterapiju sa 30 Gy IF, ¢ime se postize petogodiSnje prezivljavanje bez
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progresije bolesti (PFS)u 95,4% za razliku od 89,1% za one koji su leeni standardnom
terapijom sa4 ABVD protokola pra¢enom istom dozom radioterapije. Za razliku od pomenute
studije, preporuke Severne Amerike za bolesnike sa medijastinalnom masom I/11 stadijuma
podrazumevaju primenu $est do osam ciklusa ABVD sa 36 Gy IF terapije [203].

U naSem istrazivanju je bilo najmanje, svega 2 (3,17%) bolesnika u CSIA, sa pro-
se¢nim vrednostima sCD163 (62,15 £+ 17,47 ng /ml) i Gal -1 (28,05 = 1,91 ng/ ml) koje su bi-
le najnize u odnosu na vrednosti pomenutih parametara ostalih klinickih stadijuma. Kod
bolesnika drugog klinickog stadijuma konstatovane su vise vednosti u CS IIA (80,56
17,97 ng/ml) i Gal-1 (30,91 + 7,44 ng/ml), za oba parametra u odnosu na CSIIB (79,98
41,22 ng/ml) i Gal-1 (28,20 £ 1,60 ng/ml). Prisustvo visih vrednosti oba parametra za drugi
klini¢ki stadijum i odsustvo B simptoma naSeg istrazivanja se razlikuje od literaturnih podata-
ka koji govore o vis§im vrednostima parametara za prisustvo B simptoma, ali se literaturni po-
daci odnose na novodijagnostikovane bolesnike sa cHL [203,198].

Pored ve¢ navedenih preporuka, na odluku o le€enju bolesnika sa ograni¢enom bo-
les¢u uticu i sledeca tri faktora: moguénost potpune kontrole bolesti kod veéine bolesnika,
starosna dob bolesnika obzirom da je medijana starosti bolesnika u vecini trajala je 35 do 38
godina i trece, leCenje ove grupe bolesnika, posebno primena radioterapije nosi rizik pojave
sekundarnih maligniteta i kardiovaskularnih bolesti [220].

Rizik pojave nezeljenjih efekata radioterapije u ovoj grupi bolesnika, namece pitanje
da li je primena samo hemioterapije bolja terapijska opcija. Ovim pitanjem bavile su se
mnoge studije a jedna od njih je i RAPID koja je istraZivala znacaj primene 18F-FDG-PET u
lecenju bolesnika sa ogranicenom boleS¢u. Pomenuta studija, Nacionalnog onkoloskog
intituta Engleske (RAPID) pokazala je znacaj FDG-PET u klini¢kim stadijumu CSI i CSlI
bez bulky bolesti za dalje le€enje bolesnika. Studija HD10, GHSG, pokazala je, da je primena
dva ciklusa ABVD i 20 Gy involved field zracne terapije kod bolesnika sa ranim povoljnim
stadijumom, isto tako efikasna kao i ¢etiri ABVD i 30 Gy zra¢ne terapije, a da ima manje
toksi¢nih efekata. Za grupu ranog stadijuma nepovoljnog rizika rezultati HD14 trajala prepo-
ruCuju primenu intenziviranog protokola 2 + 2, dva ciklusa eskaliranog BEACOPP i dva ci-
klusa ABVD protokola, nasuprot ranijoj primeni cetiri ciklusa ABVD protokola. Druge dve
studije GHSG, HD16 i HD17 trajali su takode bile osmisljenje da redukuju lecenje, imajuci u
vidu neZeljene efekte primene radioterapije [165].

Svakako, da treba istaci 1 rezultat NCIC CTG /ECOG HD6 trajala koja se takode
bavila le¢enjem bolesnika CSI i CSII bez bulky bolesti samo hemioterapijom. Period bez po-

jave bolesti u periodu pracenja od 12 godina bio je losiji 86% nasuprot 94%, ali je opSte
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prezivljavanje u ovoj grupi leCenih samo hemioterapijom bilo bolje 92% nasuprot 81%. Za
razliku od prethodno pomenute studije, Hay i saradnici su pokazali da kod bolesnika sa CSI
ili CSII bez bulky bolesti kombinovana terapija bolje kontrolisSe bolest u odnosu na primenu
ABVD, posebno kod onih bolesnika koji nisu postigli kompletan odgovor posle dva ciklusa
ABVD protokola [165].

Sumirajuci rezultate trajala HD10, RAPID, GHSG HDI16 i HD17 mozemo bolje da
razumemo ulogu radioterapije u razli¢itih grupa bolesnika i potrebu da nalaz FDG — PET in-
korporiramo u plan le¢enja i odredimo optimalni broj ciklusa terapije. Rezultati HD10 i
RAPID trajala sugeri$u da primena PET tokom le¢enja omogucava da najmanje 75% bolesni-
ka mozZe biti svrstano U povoljnu grupu kod koje bi primena radioterapije bila korisna u naj-
vise 5% [221].

Imajuci u vidu sve navedene studije o primeni razli¢itog broja ciklusa, kao i potrebi
primene radioterapije u leCenju bolesnika, moZzemo da konstatujemo da su postojeci faktori
rizika izgubili specifi¢nost, §to moze dovesti do prekomernog le¢enja bolesnika [222].

Postoje¢e nedoumice u lecenju bolesnika ranih stadijuma sa cHL, kao i neuspeh lece-
nja koji postoji kod oko 10% bolesnika mogu se prevazi¢i uklju¢ivanjem statusa imunosupre-
sije, imajuci u vidu da su vrednosti Gal-1, markera HRS ¢elija naseg istraZivanja bile povi-
Sene u bolesnika kod kojih je primenjena radioterapija u leCenju, $to ukazuje na radiore-
zistenciju cHL.

Lecenje odmaklih stadijuma cHL, karakteriSe nemoguc¢nost klasifikacije veceg broja
bolesnika u grupu visokog rizika, imajuci u vidu da u odmaklom stadijumu vise od 10% bole-
snika ne postigne kompletnu remisiju (CR), a 20% do 30% bolesnika sa odgovorom relapsira
nakon leCenja. Primena prognostickog skora koji ukljucuje status imunosupresije odmaklih
stadijuma cHL, mogli bi definisati grupu bolesnika sa poviSenim vrednostima sCD163 i Gal-
1, koji bolje definiSu bolesnike za primenu agresivnijeg nacina lecenja, refraktarne bolesti i
rane detekcije relapsa.

Visokodozna hemioterapija (HDT) pra¢ena autologom transplatacijom koStane srzi
(ASCT) jeste definisana kao standard le¢enja u bolesnika sa relapsom u dve velike rando-
mizovane studije koje su pokazale uspeh u prezivljavanju u poredenju sa primenom standard-
ne hemioterapije. Nerandomizovane studije su takode pokazale da je HDT razumna opcija,
mozda najprihvatljivija za bolesnike sa primarno refraktornim HL.

Pojava primarno refraktorne bolesti kao i relapsa, namece potrebu razmatranja novih
terapijskih modaliteta u lecenju, posebno u odnosu na biomarkere imunosupresije koji se

ukljucuju u stratifikaciju rizika bolesnika sa cHL.
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Napredak u razumevanju patologije, biologije i imunologije HL uticao je na iden-
tifikaciju nekoliko terapijskih targeta koji su u predmet preklini¢kih kao i klini¢kih istrazi-
vanja.

Nedavne studije su se fokusirale na razvoj agenasa za target terapiju HL putem re-
ceptora molekula koji su visoko eksprimirani na povrSini HRS ¢elija, regulatornih intrace-
lularnih proteina za signalne puteve koji reguliSu prezivljavanje i proliferaciju HRS celija i
reaktivnih ¢elija, kao i citokina tumorskog okruZenja.

Najizuc¢avanija target terapija HL ukljucuje CD30 receptor, koji je ¢lan familije recep-
tora tumor nekrosis faktora (TNF) ukljucen u signalne puteve koji regulisu proliferaciju HRS
¢elija. Osim CD30, pominju se i drugi receptori ove familije koji uti¢u na prezivljavanje po-
put CD40, TACI, BCMA i RANK ali i receptori apoptoze Fas, TRAIL, PD1 i PD2. Pomenuti
tokina, aktivaciju signalnih puteva poput NF-kB, ERK/ MAPK kao i P13/ Akt /mTOR

Najpoznatiji predstavnik ove grupe lekova je Brentuximab vedotin (BV), koji je 2011.
godine odobren od strane FDA za pacijente sa R/R HL posle neuspele ASCT, zatim za one
koji nisu kandidati za ASCT ili kod onih gde nije postignut uspeh posle najmanje dve te-
rapijske linije. Drugi agensi koji se pominju jesu oni koji su usmereni na CD40, protein smrti
(TRAIL) i kostimulatorne molekule B7 familije kao $to je CD80 i druge poput CD25, IL-13.

Za razliku od CD30 1 CD20 receptora, CD40 receptor je Siroko eksprimiran, kako fi-
zioloski na hematopoetskom c¢elijama B ¢elijama, monocitima, dendriticnim ¢éelijama i nehe-
matopoetskim ¢elijama, epitelne 1 endotelalne Celije ali je ekspresija prisutna i na malignim
¢elijama B ¢elijskih limfoma, HRS ¢elijama HL i karcinoma dojke. Imajuéi u vidu da HRS
¢elije ne eksprimiraju CD40 ligand ve¢ da primaju signale CD40L od okruzujucih reaktivnh
¢elija ukjlucuju¢i B celije, T celije 1 eosinofile. Zato je target terapija CD40 mnogo kom-
pleksnija u odnosu na CD30 i CD20. Nekoliko studija ukazalo je na sinergijski efekat anti
CDA40 antitela i razli¢itih hemioterapijskih lekova.

Maligne, HRS c¢elije aberantno eksprimiraju razli€ite proteine prezivljavanja poput
NF—kB, Jak/STAT, Akt/mTOR, Notch-1 kao i ERK koji mogu prestavljati target u leenju
Hockinovog limfoma. Primenom selektivnih, malih molekula poput Jak2, mTOR i Bcl2 fami-
lije inhibitora ili opstih inhibitora koji moduliSu nekoliko molekula poput HDAC, protesome
i protein toplotnog stresa HSP 90 inhibitore.

Postojece strategije leCenja imaju za cilj da naruse okruzenje tumora putem selektiv-
nog dejstva na celularnu komponentu, T i NK ¢elije i da indukuju antitumorski odgovor. CD20 je

retko eksprimiran na HRS ¢elijama ali se u okruZenju nalaze B ¢elije. Smatra se da B celije
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okruzenja sprovode signal prezivljavanja na HRS c¢elije ukljucujuéi ligande CD30 i CD40 i
suprimiraju T ¢elijski imuni odgovor putem produkcije IL-10. lako CD20 target terapija sele-
ktivno smanjuje celularnu komponentu mikrookruzenja, imunomodulatori kao §to je lenalidomid
imaju za cilj da aktiviSu citotoksi¢ne T i NK ¢elije da direktno deluju na HRS ¢éelije.

CD52 je drugi target koji je jako eksprimiran na reaktivnim B ¢elijama okruzenja, T
¢elijama 1 monocitima ali ne na HRS ¢elijama. Alemtuzumab je humano monoklonsko an-
titelo usmereno na CD25 koje rezultuje u lizi ¢elija putem antitelima posredovane celijske
citotoksi¢nosti (ADCC).

PD-1 je jako eksprimiran na limfocitima tumorskog okruzenja, a HRS ¢elije ekspri-
miraju PD-L1 ukazuju¢i na interakciju PD-1/PDL-1 izmedu HRS ¢elija i limfocita u okru-
zenju §to doprinosi imunoj disfunkciji i1 toleranciji tumora u okruzenju. Antitela na PD-1 i
PD-L1 jesu u fazi istrazivanja u sklopu klini¢kih trajala.

Cilj imunoterapije je da pomoc¢u monoklonskih antitela blokira aktivnost inhibitornih
molekula antigena 4 povezanog sa aktivno$cu citotoksi¢nih T limfocita (CTLA-4) i receptora
programirane ¢elijske smrti-1 (PD1) koji su izrazeni na povrsini T ¢elija. Poznato je da je pri-
marna uloga CTLA-4 u sprecavanju aktivnosti T ¢elija i klonalnom umnozavanju T c¢elija, dakle
u ranoj indukciji imune tolerancije a primarna uloga PD1 je ograni¢avanje aktivacije efektorskih
T ¢€elija u perifernim tkivima dakle u kasnijem odrZavanju imune tolerancije.

Napredak u imunoterapiji karcinoma ogleda se u primeni blokade imunoloske kontrolne
tacke posebno CTLA-4 kao i receptora programirane Celijske smrti PD1 koja postaje para-
digma u lecenju solidnih tumora. Klini¢ki su ispitana dva monoklonska antitela ipilimumab i
tremelimumab. Anti CTLA-4 inhibitor je prvi pokazao napredak u pogledu opsteg prezivlja-
vanja bolesnika sa odmaklim stadijumom malignim melanomom. Nedavno je ukazano da
inhibitori PD1 takode uticu na opste prezivljavanje i period bez progesije bolesti bolesnika sa
metastaskim malignim melanomom kao i metastaskim skvamoznim i neskvamoznim nemi-
kroceluranim karcinomom pluca ali i karcinomom bubrega. Terapijski odgovor u primeni in-
hibitora je bolji za PD1 u odnosu na primenu CTLA-4 inhibitora.

Obzirom da inhibitori kontrolne tacke deluju na podsticanje efektivnog antitumorskog
imunog odgovora osobine postignutog odgovora na lecenje se razlikuju u odnosu na one koje
postoje u primeni hemioterapije kao i target terapije. Primena oba inhibitora anti CTLA-4 i
anti PD 1 i anti PDL1 ima sinergisti¢i efekat i ogleda se u ranom povecanju broja T limfocita,
oporavku narusenog imunog odgovora aktivisanih T limfocita i redukciji imunosupresije

uzrokovanoj Treg limfocitima. Do danas je odobrena primena tri imunoloska inhibitora u le-
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¢enju malignog melanoma a dva u leCenju karcinoma plu¢a. Pomenuti inhibitori su u fazi
istrazivanja za mnoge druge indikacije [12].

Vec je reCeno da cHL karakteriSe mali broj malignih HRS ¢elija i neefektivni infl-
amatorni i imuni ¢elijski infiltrat. Postojanje prekomerne ekspresije PD1 liganda u HL uka-
zuje na mogucénost primene PDI inhibitora u ovih bolesnika. Imajuéi u vidu da postoji ko-
amplifikacija PDL1 i PDL2 na hromozomu 9p24.1 smatra se da target inhibicije u le¢enju
jeste receptor a ne selektivni ligand. Iz tog razloga je HL bio ukljucen u studiju sa nivoluma-
bom ljudskim monoklonskim antitelom 1gG4 usmerenog na PD1 receptor bolesnika sa
relapsom ili refraktornom boles¢u. Studija je pokazala da nivolumabom posredovana blokada
PD1 jeste jako efikasan nacin leenja bolesnika sa genetski baziranom prekomernom ekspre-
sijom PD1 liganda i znac¢ajnim neefektivnim inflamatornim i imunim infiltratom. Istrazivanja
su pokazala da je primena nivolumaba ograni¢ena na bolesnike sa progresijom bolesti posle
autologe transplatacije kostane srzi i kod onih sa kratkim odgovorom posle lecenja relapsa
brentuksimab vedotinom [223].

Svakako da se postavlja pitanje da li su galektini i SCD163 moguci targeti terapije
cHL. Poznato je da galektini imaju vaznu ulogu u bioloskim procesima poput ¢elijske prolife-
racije, migracije i smrti. Galektin-1 ima i snazan proangiogeni efekat. On participira u rezi-
stenciji ¢elija na hemio 1 radioterapiju i ukljucen je u aktivaciju Ras onkogenog signalnog
puta. Svakako da treba ista¢i njegovu ulogu u izbegavanju imunog nadzora. Target terapija
Gal-1specificnim antitelima ili malim selektivnim molekulima ne samo da moze da narusi
izbegavanje imunog nadzora, migraciju kancerskih ¢elija kao i tumor neoangigenezu, ve¢ ta-
kode narusava odreden nivo senzitivnosti metastaskih tumora na hemio i radioterapiju. Oligo-
deoksinukleotidi (ODNs) mali interferiraju¢i RNKSs ili selektivni mali molekuli mogu da na-
ru$e protumorske intracelularne funkcije Gal-1, pa Zato Gal-1 predstavlja novi target u borbi
protiv mnogih karcinoma [224].

Makrofazi su prisutni u okruZenju svih tipova tumora i stvaraju razlicite faktore rasta,
citokine i hemokine koji promoviSu rast tumora, angiogenezu, invaziju i/ili metastaze, pa
takode predstavljaju potencijalne targete u leCenju cHL. PoviSen broj CD68 pozitivnih celija
signifikantno uti¢e na smanjeno PFS posle ABVD protokola nezavisno od drugih losih kli-
nickih i laboratorijskih parametara. To opravdava mnogobrojne studije za proucavanje multi
target tirosin inhibitora fosforilizacije stem cell factor receptora (KIT), kolono stimuliSuceg
faktora 1 receptora (CSF1R) i FMS sli¢ne tirosin kinaze 3 (FLT3) koji rezultuju u inhibiciji
proliferacije tumorskih ¢elija i nishodnoj modulaciji makrofaga, osteoklasta i mast ¢elija. Na

zalost, rezultati studija nisu ohrabrujuci uprkos uspesnoj inhibiciji CSF1R i KIT [225].
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Imajuéi u vidu, da se leGenjem uti¢e na vrednosti Gal-1 i SCD163, oni se mogu shva-
titi kao novi targeti u leCenju cHL.

Cinjenica da se na vrednosti Gal-1 i sCD163 moZe uticati leGenjem omoguéava njiho-
vu primenu u pravilnoj interpretaciji nalaza PET/CT pri proceni bolesti, a takode moze do-
prineti primeni radioterapije u ranim stadijumima HL, kao i u stratifikaciji rizika odmaklih
stadijuma bolesnika sa cHL, pojavi relapsa bolesti i refraktarnosti na lecenje.

Istovremena primena Gal-1 i sCD163 isti¢e znacaj, kako malignih HRS ¢elija tako i
tumorskog okruzenja u odgovoru bolesnika na primenjeno leenje i omogucava da i stanje
imunosupresije bude deo prognostic¢kih skorova cHL.

Istrazivanje je pokazalo da se primenom Gal-1 i sCD163 klini¢ke i patoloske osobine
cHL mogu tumaciti kao odraz imunoloskog odgovora bolesnika, pa se u skladu sa tim moze
planirati nacin leCenja. Postojanje statisticki znacajne korelacije IPS-3 skora sa Gal-1 potenci-
ra znac¢aj malobrojnih malignih HRS ¢elija, nasuprot okruzenju tumora. Nepostojanje jedin-
stvenog genskog defekta HRS ¢elija namece potrebu primene kombinovanih modaliteta lece-
nja obzirom na slozenost interakacija malignih HRS celija i tumorskog okruzenja.

lako je HL bio prvi u pogledu razumevanja klinickih karakteristika, on jo§ uvek pred-
stavlja neizlecivu bolest za jedan odreden procenat bolesnika. Uradeno istraZivanje je pokaza-
lo da noviji IPS-3 skor, koji sadrzi manje varijabili u odnosu na IPS-7 skor, statististi¢ki zna-
¢ajno koreliSe sa Gal-1 pa se namece potreba daljih istrazivanja kako bi 1 nac¢in lecenja ovih

bolesnika bio efikasniji.
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7. ZAKLJUCAK

» Istrazivanjem je utvrdena veca senzibilnost i specificnost metode za odredivanje
Gal-1 u odnosu na vrednost SCD163 u serumu obolelih od cHL. Primenom ROC
analize, utvrdene su vrednosti SCD163 i1 Gal-1 koje diskriminiSu obolele od cHL u
odnosu na zdrave ispitanike.\VVrednosti Gal-1 vise od 28,45 ng/ml i nivoi sCD163
visi od 78.45 ng/ml klasifikuju obolele od cHL u odnosu na reaktivna stanja. Odnos

sCD163 /Gal-1 nije pokazao pouzdanost u Klasifikaciji bolesnika sa cHL.

» Istrazivanjem je utvrdeno da postoji negativna korelacija vrednosti SCD163 i nivoa
hemoglobina, a takode i vrednosti Gal-1 i albumina, kao i pozitivna korelacija
vrednosti Gal-1 i CRP.

* NajviSe vrednosti odnosa sCD163/Gal-1 imali su bolesnici sa patohistoloskim

podtipom mesovite celularnosti cHL.

* NajviSe vrednosti sSCD163 1 Gal-1 utvrdene su kod bolesnika treceg klinickog
stadijuma (CS 11l A). Utvrdena je statisticki znacajna povezanost klini¢kog stadi-

juma i vrednosti SCD163 ali ne i za vrednost Gal-1.

»  Spermanovom koeficijentom korelacije utvrdeno je da sCD163 i Gal-1 pozitivno
koreliSu sa IPS-7, ali statisticki znacajno, prose¢nim intenzitetom koreliSu samo

IPS-7 1 Gal-1.

=  Primenom novijeg IPS-3 skora, nije utvrdeno prisustvo bolesnika sa sva tri fakto-
ra rizika, a Spermanovim koeficijentom utvrdena je pozitivna korelacija IPS -3 sa
Gal-1 i sCD163 ali statisticki znacajna korelacija umerenog intenziteta samo sa
Gal-1.

* NajviSe vrednosti Gal-1 1 sCD163 utvrdene su kod bolesnika sa progresijom
bolesti, a nalazi visokih vrednosti SCD163 i Gal-1 bili su odlika bolesnika sa re-
lapsiraju¢om 1/ili refraktarnom varijantom cHL koje su zahtevale dve ili vise tera-
pijskih linija i/ili transplantaciju mati¢ne celije hematopoeze, dok su serumske
koncentracije ovih proteina bile najniZe tokom hemioterapije u novodijagnostiko-

vanih bolesnika.
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Zakljucak

= |stovremena primena sCD163 i Gal-1 kao biomarkera tumorskog okruzenja i
malignih cCelija cHL omogucava ukljucivanje statusa imunosupresije, koji
reprezentuje klinicke i patohistoloske osobine bolesnika sa cHL ¢ime doprinosi

identifikaciji pojave relapsa, progresije i refraktarnosti na lecenje.
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H3JABA O AYTOPCTBY

UsjaBibyjeM /ia je JOKTOpCKa AMCepTaluja, M0/ HaCI0BOM

3HAUAJ TAJIEKTUHA-1 KAO ITPOTHOCTUYKOI' ®PAKTOPA
V JIEYED YV KITACUYHOI' XOUYKUMHOBOI" IMMPOMA

Koja je oabparbeHa Ha MeuIMHCKOM daKynTery YHUBEp3UTETa y Hunry:

e pe3gyiTar COIICTBEHOT HCTPAXKMBAYKOT pajaa,

e 1la OBy JucepTalujy, HM y LENMHM, HUTH y ICJOBHMA, HHUCaM npujaB/bUBac/na Ha
ApyruM $akynTeTHMa, HATH YHUBEP3UTETHMA,;

e Jla HHCaM IIOBpEAHO/Na ayTopcKa IpaBa, HUTH 370ynoTpeduo/na MHTENEKTYaIHy
CBOjUHY JpYTHX JIMIIA.

Jlo3BoJbaBaM Ja ce objaBe MOjH JIMYHM NOJALW, KOjH Cy Y BE3M ca ayTOpCTBOM M
no6ujareM akaeMCKOr 3Barba JOKTOpa Hayka, Kao IITO Cy UME W Ipe3uMe, FO/IMHa 1 MECTO
pohera 1 gaTyM oabpaHe pajia, U TO y Karajory Bubnroreke, JJUrUTaTHOM Pero3uTOPH)jyMy
Vuupepsurera y Huiy, kao u y nybnuxaipujama Y HUBEp3UTETa Y Humy.
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[MoTmuc ayropa AucepTanmje:
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W3JABA O ICTOBETHOCTH EJIEKTPOHCKOI' M IITAMIIAHOT' OBJIMKA
JOKTOPCKE TUCEPTAIUJE

HacoB iucepranyje:
3HAYAJ TAJIEKTUHA-1 KAO ITPOTHOCTUYKOI' ®AKTOPA

V JIEYEBY KJJACUYHOI' XOYKUHOBOTI IHM®OMA

MzjaBibyjeM 1a je eNeKTPOHCKM OOIMK Moje JOKTOpPCKE JucepTalyje, Kojy cam
npeaao/na 3a yHouene y JIMruTaaHn penosuTopujyM YHHBEpP3UTeTa y Hwny, ucroserad
IITAMIIAHOM OOJIHKY.

VY Humy, L9 /] Q)C/f/

[Tornuc ayTopa AucepTaLHje:

OLIVeRA— S/ CNOY/ ¢
(Onueepa b. Cumonosuh)




N3JABA O KOPHUIIRE Y

Osnawhyjem YHupepsutercky Oubamorexky ,Hukoma Tecma® pa y Jururannu
perosuToprjym VHuBep3uTeTa y Huuty yHece MOjy TOKTOPCKY AMCEPTALH]Y, IO/ HACIOBOM:

3HAYAJ TAJIEKTHHA-1 KAO ITPOTHOCTUYKOI' ®AKTOPA
V JEYERY KJIACUYHOT XOYKMHOBOI' INM®OMA

JlicepTalijy ca CBUM MPHIIO3UMa NPEJAo/Tia caM Y eJIEKTPOHCKOM OOJIMKY, TOr0/IHOM
3a TPajHO apXUBUPAKLE.

Mojy JOKTOPCKY JHMCEPTalyjy, yHeTy y JINTHTalHU PENO3UTOPHjyM YHUBEP3UTETA Y
Huwy, MOy KOPHCTHTH CBH KOjH MOWITYjy ofipesibe caapkaHe y ofabpaHoM THITY JMIEHLE
Kpearusne 3ajeuuue (Creative Commons), 3a Kojy caM ce OJTy4HO/a.

1. Ayropcteo (CC BY)

2. Aytopctso — HekomepumjanHo (CC BY-NC)

[3. AyropcrBo — Hekomepumjaito — 6e3 npepage (CC BY-NC-ND) ]

4. AyTOpCcTBO — HEKOMEPLMjaJIHO — [EJIUTHU [0J] UCTHM YCI0BUMA (CC BY-NC-SA)
5. Ayropcereo — 6e3 npepage (CC BY-ND)

6. AytopctBo — ety noj uctum yenosuma (CC BY-SA)
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