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POPIS OZNAKA I KRATICA 
 

ABVD  doksorubicin, bleomicin, vinblastin, dakarbazin 

AP-1  aktivator proteina 1 

APC  antigen-prezentirajuće stanice (engl. Antigen Presenting Cells) 

ATKS   autologna transplantacija krvotvornih matičnih stanica 

AVD   doksorubicin, vinblastin, dakarbazin 

BCNU  visoke doze ciklofosfamida, karmustin 

BEAM  karmustin, etopozid, citarabin, melfalan 

BeEAM  bendamustin, etopozid, citarabin, melfalan 

BEACOPP  bleomicin, etopozid, doksorubicin, ciklofosfamid, vinkristin, prokarbazin, 

 prednizon 

BCR  B-stanični receptor (engl. B-cell receptor) 

BrECADD  brentuksimab vedotin, etopozid, ciklofosfamid, doksorubicin, dakarbazin i  

 deksametazon 

BV   brentuksimab vedotin 

CMT   kombinirana modalitetna terapija (engl. Combined Modality Treatment) 

COPP   ciklofosfamid, vinkristin, prokarbazin i prednizon 

CT   kompjutorizirana tomografija (engl. Computed Tomography) 

DHAP   cisplatina, citarabin, deksametazon 

EBER   EBV kodirana RNA (engl. EBV encoded RNA) 

EBNA   Epstein-Barr nuklearni antigen 

EBV   Epstein-Barr virus 

EFS   preživljenje bez događaja (engl. Event Free Survival) 

EORTC  Europska organizacija za istraživanje i liječenje raka 

ER   omjer dokaza (engl. evidence ratio) 

EMA   Europska agencija za lijekove (engl. European Medicines Agency) 

ESMO  Europsko društvo za medicinsku onkologiju 

FDA   Američka agencija za hranu i lijekove (engl. Food and Drug Administration) 

FDG   fluorodeoksiglukoza 

GC   germinativni centar (engl. Germinal Center) 

GEMOX  gemcitabine, oksaliplatina 

GDP   gemcitabine, karboplatina, deksametazon 



  

GHD   gemcitabine, vinorelbin, liposomalni doksorubicin 

GLV   graft versus lymphoma 

GHSG   Njemačka skupina za Hodgkinov limfom 

HIV   virus humane imunodeficijencije 

HL   Hodgkinov limfom 

HRS   Hodgkinove i Reed-Sternbergove stanice 

H-skor  polukvantitativni histološki indeks (engl. histological score) 

HDT   visokodozna kemoterapija 

IFN-γ   interferon-γ 

IFRT   radioterapija zahvaćenog polja 

IM   infektivna mononukleoza 

IHK   imunohistokemija 

IPS   međunarodni prognostički indeks (engl. International Prognostic Score) 

ISRT   radioterapija zahvaćenog mjesta (engl. Involved Site Radiotherapy) 

IQR   interkvartilni raspon 

JAK/STAT  Janus kinaza/signalni transduktor i aktivator transkripcije 

JAK2   Janus kinaza 2 

KR   kompletna remisija 

KBC   klinički bolnički centar 

KROHEM  Hrvatska kooperativna udruga za hematološke bolesti 

LD   limfocitna deplecija (engl. Lymphocyte-depleted) 

LMP   Latentni membranski protein 

LR   limfocitima bogat podtip (engl. Lymphocyte Rich) 

MC   miješana celularnost (engl. Mixed Cellularity) 

MHC I i II  molekule glavnog kompleksa tkivne podudarnosti klase I ili II 

MSCT   višeslojna kompjutorizirana tomografija (engl. Multi-Slice Computed 

 Tomography) 

N-AVD  nivolumab, doksorubicin, vinblastin, dakarbazin 

NCCN  Nacionalna mreža za rak (engl. National Comprehensive Cancer Network) 

NF-κB  nuklearni faktor kappa B 

NK stanice  prirodne stanice ubojice (engl. Natural Killer cells) 

NHL   ne-Hodgkinov limfom 

NS   nodularna skleroza (engl. Nodular Sclerosis) 

OEPA   vinkristin, etoposid, prednizon i doksorubicin 



  

ORR   stopa ukupnog odgovora (engl. Overall Response Rate) 

OS   ukupno preživljenje (engl. Overall Survival) 

PB   progresija bolesti 

PD-1 i 2  receptori za ligande programirane stanične smrti 

PD-L1   ligand programirane stanične smrti 1 (engl. Programmed Death-Ligand 1) 

PD-L2   ligand programirane stanične smrti 2 (engl. Programmed Death-Ligand 2) 

PET   pozitronska emisijska tomografija 

PI3K/AKT  Fosfatidilinozitol 3-kinaza/AKT 

PR   parcijalna remisija 

RH   Republika Hrvatska 

R/R   relapsno-refraktorna bolest 

SAD   Sjedinjene Američke Države 

SE   sedimentacija eritrocita 

TAM   uz tumor vezani makrofazi (engl. Tumor Associated Macrophages) 

TC   CD8+ citotoksični T limfociti 

TH   pomoćne T stanice (engl. T helper cells / lymphocytes, CD4+) 

TME   tumorski mikrookoliš (engl. Tumor Microenvironment) 

Treg   T-regulatorne stanice
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1.1. Epidemiologija klasičnog Hodgkinovog limfoma 
 

Klasični Hodgkinov limfom (kHL) je novotvorina građena od malobrojnih zloćudnih 

transformiranih B limfocita – Hodgkin Reed-Sternbergovih stanica (HRS) u obilnom 

reaktivnom mikrookolišu i po tome se, između ostalog, razlikuje od ostalih tzv. ne-

Hodgkinovih limfoma (NHL). Druga osobitost kHL-a  je bimodalna dobna raspodjela, s 

najvišom učestalošću u mlađoj odrasloj dobi i drugim vrhom u starijoj životnoj dobi. U Europi, 

Sjedinjenim Američkim Državama i drugim ekonomski razvijenim zemljama, na kHL otpada 

10 %, a na NHL 90% svih limfoma (1). U tim je zemljama godišnja incidencija 2-3/100 000 

stanovnika. U Hrvatskoj je, prema podatcima Registra za rak Hrvatskog zavoda za javno 

zdravstvo, u  2020. godine bilo 108 novih slučajeva HL-a i incidencija je 2,7/100 000 

stanovnika (2). Četiri su histološka podtipa kHL klasificirana s obzirom na varijante HRS i 

sastav njihova mikrookoliša: miješana celularnost (MC), nodularna skleroza (NS, limfocitima 

bogat podtip (LR, engl. lymphocyte rich) i limfocitna deplecija (LD, engl. lymphocyte 

depletion). Raspodjela podtipova kHL ovisi o životnoj dobi, spolu i socioekonomskom statusu. 

U razvijenim zemljama najčešće su zastupljeni NS i MC, u 70% odnosno 20-25% slučajeva, a 

u zemljama u razvoju najzastupljenija je MC (3). Epstein-Barr virus (EBV) može se dokaziti u 

značajnom broju MC i LD. Nalazi se također u HRS stanicama bolesnika s kHL-om koji su 

zaraženi virusom humane imunodeficijencije (HIV) (4,5). U razvijenim zemljama najveća 

učestalost kHL-a je između 15. i 35. godine života, a drugi, manji vrh incidencije je u starijih 

od 65 godina (6). U adolescenata su limfomi najčešća zloćudna bolest i na njih otpada 21% 

malignoma dijagnosticiranih u dobnoj skupini od 15 do 19 godina, a na kHL otpada dvije 

trećine tih slučajeva (7). U zemljama u razvoju prvi vrh incidencije u ranoj je dječjoj dobi i 

češće kod muškaraca, dok je incidencija u mladih odraslih niska, potom ponovo visoka u 

starijih osoba (5). Podtipovi kHL pokazuju različitu raspodjelu po dobi i spolu. Podtip NS se 

najčešće javlja između 15. i 35. godine života, a MC bimodalno s prvim vrhom u mlađih 

odraslih i drugim vrhom u starijih osoba (3). Za NS je incidencija slična kod muškaraca i žena, 

dok su ostali podtipovi učestaliji u muškaraca (8). 
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1.2. Patogeneza klasičnog Hodgkinovog limfoma 
 

1.2.1. Rizični čimbenici 

 

Kompleksna patogeneza kHL-a uključuje međudjelovanje virusnih, imunoloških, 

okolišnih i genetskih čimbenika, od kojih je najčvršća povezanost s EBV. Gotovo cijela 

svjetska populacija, 90–95 % ljudi se tijekom života, obično u ranom djetinjstvu, inficira preko 

sline iz svoje najbliže okoline tim ubikvitarnim gama – Herpes virusom koji je limfotropan  za 

B stanice (9), no samo mali broj naknadno razvije limfom. U male djece infekcija najčešće 

prođe asimptomatski, obilježena je serokonverzijom i kao latentna infekcija B limfocita traje 

cijeli život. U adolescenata primoinfekcija EBV uz serokonverziju izaziva burnu T staničnu 

imunološku reakciju i akutnu bolest infektivnu mononukleozu (IM), manifestiranu 

konstitucijskim simptomima, faringitisom, limfadenopatijom, hepatosplenomegalijom i 

pojavom atipičnih reaktivnih T limfocita u perifernoj krvi. Nakon preboljele IM četiri je puta 

veći relativni rizik od kHL, osobito EBV-pozitivnog kHL, ali je apsolutni rizik vrlo nizak (10). 

Zloćudne HRS potječu iz folikularnog centra B-limfocita koje nose “osakaćene” (engl.  

crippled) mutacije imunoglobulinskih gena i koje su predodređene za apoptozu. Ako su 

prethodno bile latentno inficirane s EBV-om, virus aktivacijom antiapoptotskih signalnih 

putova sprječava njihovu smrt i doprinosi razvoju kHL-a (11). Prevalencija EBV-a u 

podtipovima kHL nije jednaka te je najčešći u MC, a najrjeđi u NS (12,13). U zemljama u 

razvoju je značajno češći EBV-pozitivan kHL. Gotovo svi bolesnici zaraženi HIV-om koji 

obole od kHL imaju EBV-pozitivnu bolest (14,15). Imunosupresija je općenito važan rizični 

čimbenik za razvoj kHL-a, primjerice kod transplantiranih bolesnika ili tijekom dugotrajne 

imunosupresivne terapije, no taj je rizik manji nego za razvoj NHL (16,17). Epidemiološke 

studije upućuju na povećani rizik od kHL u bolesnika s  autoimunim bolestima kao što su 

nodozni poliarteritis,  dermatomiozitis, Sjögrenov sindrom i psorijaza, u kojih je HL dvostruko 

češći u odnosu na opću populaciju (18). Genetski i familijarni čimbenici su također važni - prvi 

srodnici bolesnika s kHL imaju tri do pet puta veći rizik od razvoja HL, a rizik je najveći među 

braćom i sestrama (19). 

 

 

 



 4 

 

1.2.2. Molekularne promjene  

 

Tumorski mikrookoliš (engl. tumor microenvironment, TME) se razlikuje među 

limfomima i tumorima općenito. Obilježja TME odražavaju koliko se tumorske stanice za svoj 

rast i preživljavanje oslanjaju na okolne, mahom imunološke stanice. Kod kHL taj je odnos 

osobito izražen. Na zloćudne HRS otpada samo oko 1 % tumorskog tkiva, a ostatak čini TME 

i u njemu obilje različitih reaktivnih imunoloških stanica (3). HRS uspijevaju preživjeti i 

proliferirati jer “uprežu” upalne stanice u svoju korist. Scott i Gascoyne su obrazac okupljanja 

upalnih stanica karakterističan za kHL nazvali „regrutiranjem“ kako bi naglasili neravnotežu u 

kojoj rijetke tumorske stanice dominiraju nad znatno brojnijim imunološkim okruženjem koje 

im je potpora umjesto prijetnje (20). Iako su HRS stanice uslijed disregulacije promijenile 

genski profil i izgubile većinu tipičnih B-staničnih obilježja i površinskih molekula, postoje 

jasni dokazi da potječu iz B limfocita germinativnog centra (GC) u kojima se vrši somatska 

preuredba imunoglobulinskih gena. Porijeklo HRS stanice iz GC/poslije-GC B-limfocita 

utvrđeno je na temelju klonalnih preuredbi varijabilnog dijela teškog lanca imunoglobulina 

IGHV (engl. Immunoglobulin Heavy Chain Variable region) u HRS stanicama (21,22). 

U HRS stanici sve stečene mutacije i/ili poremećeni izražaj gena uključenih u signalne puteve 

nuklearnog faktora kappa B (NF-κB), Janus kinaze/signalnih transduktora i aktivatora 

transkripcije (JAK/STAT), aktivatora proteina 1 (AP-1) i NOTCH signalnog puta pojačavaju 

njihovu aktivnost i doprinose izmijenjenom izražaju i lučenju citokina, kemokina i drugih 

čimbenika (23). HRS luče kemokine CCL5, CCL17, CCL20 i CCL22 koji kao ligandi privlače 

CD4+ T-limfocite (24). CCL5 privlači makrofage, mastocite i eozinofile, a IL-8 neutrofile. 

CCL17 i CCL22 privlače CCR4-pozitivne T-regulatorne stanice (Treg) koji imaju receptor 

CCR4 i suprimiraju imunološki odgovor. Osim toga, IL-10 kojeg luče HRS stanice i Treg 

stanice inhibira funkciju infiltriranih citotoksičnih T-stanica i prirodnih stanica ubojica (NK 

stanica) (25,26). 

U kHL-u postoje brojni mehanizmi za izbjegavanje imunološkog nadzora. Zna se da je 

stanični imunološki odgovor reguliran stimulacijskim i inhibitornim receptorima i ligandima 

na T limfocitima i antigen-prezentirajućim stanicama (APC). HRS stanica se ponaša  kao APC 

na osebujan i sebi koristan način, što konačno rezultira supresijom T staničnog odgovora. 

Najčešće HRS stanica gubi ili ima vrlo nizak izražaj proteina glavnog kompleksa tkivne 

podudarnosti (engl. main histocompatobility complex, MHC) razreda I ili II, čime sprječava 

prezentaciju vlastitih antigena T limfocitima (27,28). HRS stanica prekomjerno izražava 

ligande programirane stanične smrti (engl. programmed cell death) PD-L1 i PDL-2 jer ima 
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povećan broja kopija tih gena na kromosomu 9p24.1. Ligandi programirane stanične smrti vežu 

se za receptore programirane stanične smrti 1 (PD-1) na T-limfocitima, što djeluje kao 

inhibitorni signal koji blokira citotoksičnu reakciju i vodi „iscrpljenju“ T limfocita (29). 

 

 

1.3. Histološke karakteristike klasičnog Hodgkinovog limfoma 

 
Malobrojne zloćudne HRS stanice okružene su obilnim infiltratom T limfocita, B limfocita, 

eozinofila, plazma stanica, makrofaga i fibroblasta koji mogu stvarati tračke kolageniziranog 

ili retikularnog veziva (Slika 1).  

 

 
Slika 1. Klasični Hodgkinov limfom. Malobrojne HRS okružene su reaktivnim mikookolišem 

kojeg sačinjavaju upalne stanice i fibroblasti (HE 400x). Izvor: uzorak iz doktorskog 

istraživanja. 

 
HRS je podrijetla poslijegerminativne B stanice koja je uslijed mutacija izgubila imunofenotip 

B stanice i stekla nove raznorodne biljege (Slika 2).  
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Slika 2. Imunofenotip HRS stanice. Tipično su pozitivni aktivacijski biljeg CD30 (a) i biljeg 

mijelocitne loze CD15 (b), negativan B stanični biljeg CD20 (c), slabo pozitivni B stanični 

biljezi MUM-1 i Pax5 (d, e) i negativan biljeg CD3 (f), inače izražen na T stanicama koje poput 

vjenčića okružuju HRS stanicu (imunohistokemija HRP, povećanje 100x (a) i 400x (b-f). HRS 

stanica je označena strelicom. Izvor: uzorci iz doktorskog istraživanja. 

 

Ovisno o sastavu mikrookoliša, razlikuju se četiri podtipa kHL-a (Slika 3). Nodularna skleroza 

je karakterizirana vezivnim pregrađivanjem tumora i prisutnošću lakunarnih stanica koje su 

varijanta HRS stanice s retrahiranom citoplazmom. Miješanu celularnost karakteriziraju 

klasične HRS stanice okružene upalnim infiltratom u kojem je obilje eozinofila. Limfocitima 
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bogati podtip karakterizira uglavnom limfocitni mikrookoliš, a limfocitnu depleciju bizarne 

HRS, manjak limfocita u mikrookolišu i retikularno vezivo među stanicama.  

 
 

 

 

 

 
Slika 3. Podtipovi klasičnog Hodgkinova limfoma: nodularna skleroza (a), miješana 

celularnost (b), limfocitima bogat (c) i limfocitna deplecija (d) (HE 400x).  HRS stanica 

označena je strelicom. Izvor: uzorci iz doktorskog istraživanja. 

 

 

1.4.  Klinička slika klasičnog Hodgkinovog limfoma 

 
Kod kHL-a klinička se slika najčešće razvija sporo, iako dinamika bolesti može biti vrlo 

individualna. Mnogi bolesnici tjednima ili mjesecima prije postavljanja dijagnoze primjećuju 

neobične, tzv. “B” simptome, poput pojačanog umora, profuznog noćnog znojenja, 

nenamjernog gubitka tjelesne mase (većeg od 10 % tijekom šest mjeseci), povišene tjelesne 
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temperature (>38°C) i/ili svrbeža kože (30). Svrbež, najčešće generaliziran, ne smatra se B-

simptomom, a javlja u 10-15% bolesnika s kHL-om (31). B simptomi su prisutni u 40% 

bolesnika s kHL-om (30), a većina ipak nema B-simptome nego se prezentira asimptomatskom 

perifernom limfadenopatijom, ili se na radiološkoj snimci prsnog koša slučajno otkrije masa u 

medijastinumu (32). Povećani, uočljivi i palpabilni limfni čvorovi na vratu obično su prvi znak 

bolesti. Nađu se u 60% bolesnika s kHL-om, tipično kao bezbolni, konzistencijom tvrdi tumori. 

Otprilike je jednaka učestalost zahvaćanja medijastinalnih limfnih čvorova (33), no tada se 

bolest obično otkrije kad medijastinalna masa izazove nelagodu, kašalj ili pritisak u prsima. 

Proširenje medijastinuma limfomskom masom može biti asimptomatsko, a rjeđe izazva izljev 

ili izuzetno rijetko sindrom gornje šuplje vene. U ranom stadiju bolesti, opsežno proširenje 

limfnih čvorova u medijastinumu je prognostički nepovoljan znak. U manje od 10 % bolesnika 

javlja se izuzetan i specifičan simptom - bol neposredno nakon konzumacije alkohola obično 

na mjestu zahvaćenih limfnih čvorova ili kostiju (34). Početni laboratorijski nalazi u kHL-u su 

često poremećeni, a u prognostički nepovoljne spadaju anemija, leukocitoza, limfopenija i 

hipoalbuminemija (35). Ubrzana sedimentacija eritrocita (SE) je česta u uznapredovalom 

stadiju bolesti, dok u ranim stadijima (I i II stadij) predstavlja nepovoljni prognostički 

čimbenik. Ubrzana SE povezana je s pojavnošću B-simptoma. Anemija u kHL-u je najčešće 

tipa kronične bolesti, no može biti i zbog infiltracije koštane srži limfomskim stanicama, uslije 

hipersplenizama ili vrlo rijetko zbog autoimune hemolize (36). Manji broj bolesnika, 5-18% 

već kod postavljanja dijagnoze ima zahvaćenu koštanu srž (37,38), što je ipak češće povezano 

s uznapredovalim stadijem bolesti (37). Pravovremeno prepoznavanje simptoma je ključno za 

što raniju dijagnozu i uspješno liječenje. 

 

 

1.5. Dijagnostika i klasifikacija klasičnog Hodgkinovog limfoma 
 

Kod uzimanja anamneze treba obratiti pozornost na prisustvo, trajenje i proširenost 

limfadenopatije, kašlja/ostalih respiratornih simptoma i B-simptoma. Evaluiraju se sva 

palpaciji dostupna limfatična tkiva uključujući veličinu, broj i regije uvećanih limfnih čvorova 

i prisutnost hepato- i/ili splenomegalije. U laboratoriju treba analizirati kompletnu krvnu sliku 

s diferencijalnom krvnom slikom, sedimentaciju eritrocita, serumsku biokemiju uključujući 

elektrolite, pokazatelje jetrene i bubrežne funkcije i albumine. Rutinski se radi serološko 

testiranje na viruse hepatitisa B i C i HIV. Dijagnoza se postavlja na temelju patohistološke 
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analize u cijelosti ekstirpiranog perifernog limfnog čvora, optimalno iz područja vrata ili 

pazuha s obzirom da su preponski limfni čvorovi često izmijenjeni prijašnjim upalnim 

reakcijama. Kad su periferni limfni čvorovi nedostupni, slikovna dijagnostika - ultrazvuk, 

višeslojna kompjutorizirana tomografija (engl. Multi-Slice Computed Tomography, MSCT) 

sama/u kombinaciji s pozitronskom emisijskom tomografijom (PET) - koristi za identifikaciju 

limfomom zahvaćenog čvora, kao i za slikovno navođenje iglene biopsije (30). Danas je za 

određivanje proširenosti/stadija bolesti i procjenu odgovora na terapiju kod bolesnika s kHL-

om standard PET/CT pretraga u kojoj se koristi fluorodeoksiglukoza (FDG) obilježena 

radioaktivnim fluorom, u kombinaciji s višeslojnom (pri dijagnozi) ili niskodoznom (najčešće 

nakon dva ciklusa terapije) kompjutoriziranom tomografijom, tzv. CT-om (engl. Computed 

Tomography). Radiofarmak FDG se injicira intravenski i kao analog glukoze pojačano 

nakuplja u svim metabolički aktivnim tkivima pa tako i tumoru. PET/CT je važan za procjenu 

zahvaćenosti koštane srži zbog karakterističnog fokalnog nakupljanja glukoze u zloćudnim 

stanicama. Preporuka je da se biopsija koštane srži ne radi ako se inicijalno koristi PET/CT za 

procjenu proširenosti bolesti (30,39). Tumor se tipično širi limfom u susjedne regije pa 

hematogena diseminacija i preskakanje limfnih regija nisu tipični i uglavnom se vide u osoba 

s kompromitiranim imunitetom (40). Stoga se za utvrđivanje stadija bolesti danas koristi Ann 

Arbor klasifikacija modificirana u Cotswaldu (Tablica 1), a za planiranje liječenja uzimaju se 

u obzir i klinički rizični čimbenici (30,41). 

 

Tablica 1. Ann Arbor klasifikacija Hodgkinova limfoma s Cotswoldskom modifikacijom 

Stadij  

I – Zahvaćeni limfni čvorovi jedne regije ili limfoidne strukture (slezena, timus, Waldeyerov 

prsten)  

II – Zahvaćeno dvije ili više regija limfnih čvorova ili limfoidnih struktura s jedne strane ošita 

III – Zahvaćeno više regija limfnih čvorova ili limfoidnih struktura s obje strane ošita 

IV – Difuzno ili diseminirano zahvaćanje jednog/više ekstralimfatičkih organa sa/bez 

zahvaćanja limfnih čvorova 

 

Modificirane karakteristike 



 10 

 

A – bez B simptoma 

B – Prisutni konstitucijski simptomi (temperatura > 38 C, noćno znojenje, gubitak tjelesne 

mase više od 10 % zadnjih 6 mjeseci) 

X – “Bulky” (masivna) bolest – (medijastinalna masa zauzima ≥ 1/3 promjera prsnog koša na 

CT-u, ili bilo koja nodalna masa promjera > 10 cm) 

E – Zahvaćanje ekstralimfatičnog organa izravnim širenjem iz zahvaćenog limfnog čvora  

Izvor: Townsend W, Linch D. Hodgkin’s lymphoma in adults. Lancet. 2012; 380:836–47. Cheson BD, Fisher RI, 

Barrington SF i sur. Recommendations for initial evaluation, staging, and response assessment of Hodgkin and non-Hodgkin 

lymphoma: the Lugano classification. J Clin Oncol 2014; 32:3059.  

Dvije su osnovne kategorije HL-a koje Svjetska zdrastvena organizacija (SZO) prepoznaje 

kao zasebne bolesti na temelju morfoloških i imunohistokemijskih obilježja. Uz do sad 

spominjani klasični HL koji je predmet istraživanja u ovoj disertaciji, druga kategorija HL-a je 

nodularna limfocitna predominacija (NLPHL) (42). Klasični HL čini oko 90 % svih slučajeva 

HL-a (3,43). Iako se prema SZO zadržao termin nodularna limfocitna predominacija 

Hodgkinovog limfoma (42), Međunarodna konsenzusna klasifikacija s obzirom na biološke i 

kliničke razlike naspram kHL-a, zamijenila ga je terminom nodularni limfocitno- predominatni 

B-stanični limfom (44). 

 

1.6. Procjena prognostičkog rizika i stratifikacija liječenja klasičnog 

Hodgkinovog limfoma  

Iako se stadiji bolesti definiraju gore navedenom Ann Arbor klasifikacijom, dodatna 

stratifikacija, osobito kod ranih stadija, omogućuje precizniju procjenu rizika i 

individualizaciju liječenja. U tom kontekstu, kHL se dijeli na rani (stadiji I i II) i uznapredovali 

oblik (stadiji III i IV), a rani se stadiji ovisno o postojanju nepovoljnih kriterija stratificijaju 

kao rani povoljni i rani nepovoljni stadij. Dva su najčešće korištena modela za procjenu 

nepovoljne prognoze u ranom stadiju model Europske organizacije za istraživanje i liječenje 

raka (EORTC) (30) i Njemačke skupine za Hodgkinov limfom (GHSG) (45). Dosadašnja 

istraživanja nisu dokazala superiornost ni jednog od tih modela u smislu prediktivne vrijednosti 

(46). 

Prema EORTC kriterijima, pacijenti se svrstavaju u nepovoljnu skupinu ako je prisutan 

barem jedan od sljedećih čimbenika: dob iznad 50 godina, veliki medijastinalni tumor (širina 
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veća od jedne trećine torakalnog promjera na razini torakalnih kralješaka Th5–Th6), ubrzana 

SE (≥50 mm/h u odsustvu B- simptoma, odnosno ≥30 mm/h uz B- simptome), ili pak postojanje 

četiri ili više zahvaćenih regija limfnih čvorova (30). GHSG koristi slične kriterije, ali 

isključuje dob pacijenta kao prognostički kriterij, nepovoljnim se smatraju već ≥3 zahvaćene 

regije (umjesto 4), te dodatno uključuje ekstranodalna zahvaćenost kao nepovoljan čimbenik 

(45). Ono što se provlači kao osnovna zamisao postojanja tih modela jest da se rani stadij 

bolesti ne smatra automatski "povoljnim" i da se takva stratifikacija, za razliku od klasične 

klasifikacije po Ann Arboru, koristi za krojenje terapijskih odluka.  

S druge strane, pacijenti sa stadijem III i IV ulaze u kategoriju uznapredovale bolesti. U toj je 

populaciji procjena rizika vrši se po međunarodnom prognostičkom indeksu (engl. 

International Prognostic Score, IPS), tzv. Hasencleverovu indeksu (35), koji uključuje niz 

kliničkih i laboratorijskih parametara s prognostičkim značajem: 

• albumin <40 g/L 

• hemoglobin <105 g/L 

• muški spol 

• dob > 45 godina 

• IV stadij bolesti 

• broj leukocita ≥15,000/mcL 

• apsolutni broj limfocita <600/mcL i/ili udio limfocita od ukupnog broja leukocita <8% 

 

1.7. Liječenje klasičnog Hodgkinovog limfoma 

Liječenje kHL-a ovisi većinom o kliničkom stadiju, postojanju nepovoljnih prognostičkih 

čimbenika, dobi i komorbiditetima bolesnika. Liječenje se desetljećima temeljilo na 

standardnoj kemoterapijskoj shemi ABVD (engl. Adriamycin, Bleomycin, Vinblastine, 

Dacarbazine) koja sadrži četiri navedena kemoterapeutika (47). Bolesnici u ranijim stadijima 

bolesti mogu se liječiti kombiniranom modalitetnom terapijom (engl. Combined Modality 

Treatment, CMT) koja sadržava kraći broj ciklusa kemoterapije nakon koje slijedi radioterapija 

zahvaćenog polja (engl. Involved-Field Radiotherapy, IFRT), a mogu biti liječeni i samo 

kemoterapijom. Posljednjih nekoliko godina se za liječenje uznapredovalih stadija bolesti sve 

češće koristi intenzivniji kemoterapijski protokol – BEACOPP (engl. Bleomycin, Etoposide, 
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Adriamycin, Cyclophosphamide, Oncovin, Procarbazine, Prednisone), uz moguću 

deeskalaciju na manje intezivan protokol (obično ABVD) ili manji ukupni broj ciklusa ukoliko 

bi prvi kontrolni (tzv. interim) PET, koji se obično radi nakon dva ciklusa sistemskog liječenja 

(PET 2), ukazivao na povoljan odgovor (48). PET±CT je tako osim u dijagnostičke svrhe na 

početku bolesti, postao okosnica za krojenje i individualiziranje liječenja (49). Kod bolesnika 

s uznapredovalim stadijem bolesti radioterapija se obično ne primijenjuje nakon kemoterapije, 

odnosno primijenjuje se samo u određenim slučajevima, primjerice ako je postignuta samo 

djelomična remisija po EOT PET/CT-u (engl. End Of Treatment PET/CT) nakon završenog 

planiranog liječenja ili kod inicijalno bulky tumorske mase (50). Tek u novije vrijeme, u terapiji 

se počinje koristiti imunoterapija. Od imunoterapijskih lijekova koji se koriste u liječenju kHL-

a, trenutno su u kliničkoj upotrebi dvije skupine: monoklonsko protutijelo usmjereno na CD30, 

konjugirano s antineoplastičnim lijekom – brentuksimab vedotin (BV) i PD-1 blokatori, koji 

su uvedeni nešto kasnije. BV koji je početno bio predviđen u višim terapijskim linijama, sada 

se u određenim indikacijama već koristi u prvoj liniji liječenja zajedno s kemoterapijom 

slabijeg ili jačeg intenziteta (51,52). Iako su PD-1 blokatori u istraživanjima pokazali 

impresivne rezultate uz kemoterapiju u prvoj liniji liječenja kHL-a (53), čak ostvarili i bolje 

ishode nego kombinacija iste kemoterapije i BV-a (54), njihova je formalna primjena zasad 

regulirana restriktivno. Naime, Američka agencija za hranu i lijekove (U.S. Food and Drug 

Administration, FDA) (55) te Europska agencija za lijekove (European Medicines Agency, 

EMA) (56,57) odobrile su njihovu uporabu tek u kasnijim linijama liječenja kHL-a, najčešće 

kod relapsne ili refraktorne bolesti nakon višestrukih prethodnih terapija. 

 

1.7.1. Liječenje ranog povoljnog stadija 

 
Rani povoljni stadij kHL-a, kako je prethodno navedeno, odnosi se stadij I ili II s ograničenim 

brojem zahvaćenih limfnih čvorova, bez ekstranodalnog zahvaćanja i bez velike medijastinalne 

mase. Danas se u većini centara bolesnici s ranim povoljnim stadijem po (GHSG kriterijima) 

liječe kratkotrajnom kemoterapijom 2 ciklusa ABVD-a i IFRT-om od 20 Gy. To se temelji na 

rezultatima kliničkog ispitivanja HD10, koje je pokazalo da nema značajne razlike u 

preživljenju bez progresije (PFS) ni ukupnom preživljenju (OS) u usporedbi s intenzivnijim 

režimima liječenja (2 prema 4 ciklusa ABVD i 20 prema 30 Gy IFRT) (45). S druge strane, u 

nekim smjernicama poput smjernica Nacionalne mreže za rak (engl. National Comprehensive 
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Cancer Network, NCCN), sve više se primjenjuje PET-vođena terapija. Liječenje započinje s 

dva ciklusa kemoterapije po ABVD protokolu, a strategija daljnjeg liječenja ovisi o tzv. interim 

odgovoru na terapiju verificiranom PET-om (PET2) (48–50,58). Interim odgovor definira se 

pomoću ljestvice Deauville (Deauville 1–5), koja se temelji na intenzitetu nakupljanja FDG-a 

u odnosu na medijastinum i jetru, pri čemu vrijednosti Deauville 1–3 označavaju potpuni 

odgovor. Prema toj je strategiji nakon verifikacije kompletne remisije na PET2 opcija je 

nastaviti liječenje samo kemoterapijom ili CMT-om, odnosno zračenjem. S obzirom na to da 

zračenje može uzrokovati kasne komplikacije, poput oštećenja plućne i srčane funkcije, 

hipotireoze te povećanog rizika od sekundarnih tumora, dugo se istraživala mogućnost 

izostavljanja radioterapije. Poznato je da CMT liječenje, iako ne pokazuje prednost u OS-u, 

ipak rezultira s manjim brojem ranih progresija bolesti u bolesnika s ranim stadijem kHL-a 

(59). Stoga je kod mlađih bolesnika, s očekivanim velikim poljem zračenja, naročito uz 

ozračivanje tkiva dojke kod žena ili kod subkarinalne lokalizacije limfonoda bolesnika s 

kardiovaskularnim komorbiditetom, razumno odlučiti se za nastavak liječenja samo 

kemoterapijom. Obično se primjenjuju dva dodatna ciklusa ABVD (četiri ukupno) na temelju 

studija H10F i CALGB 50604 (60,61). U slučaju nepotpunog PET-2 odgovora, po smjernicama 

Europskog društva za medicinsku onkologiju (ESMO) i NCCN-a nastavlja se liječenje ABVD-

om + ISRT (npr. kod fokalno pozitivne bolesti) ili BEACOPPesc + ISRT, uz nerijetko potrebu 

za dodatnom evaluacijom koja uključuje ponovnu biopsiju i, ovisno o rezultatu, nastavak 

liječenja po protokolu za primarno refraktornu bolest (50,60,62). 

 

1.7.2. Liječenje ranog nepovoljnog stadija  

 

Strategija liječenja ranog nepovoljnog stadija (stadij I i II) s prognostički nepovoljnim 

čimbenicima po GHSG-u ili EORTC-u također nije univerzalna i više je pristupa liječenju, 

naročito nakon pojave imunološki usmjerenih lijekova kao uspješnog modaliteta liječenja. 

Kemoterapija je, s obzirom na nedostupnost novijih lijekova, još okosnica liječenja u ovom 

stadiju, a liječenje PET-vođeno nakon početna dva ciklusa ABVD-a (50,60). U slučaju 

potpunog odgovora, opcije liječenja ponovno bi bile CMT ili nastavak samo kemoterapije. 

CMT pristup uključivao bi još dva ciklusa ABVD-a i radioterapiju (inicijalno) zahvaćenog 

mjesta (ISRT) jačine 30 Gy, prema rezultatima H10U studije (60). Ukoliko se, ovisno o 

karakteristikama pacijenta i anatomskoj lokalizaciji bolesti, odluči pristupiti samo kemoterapiji 

nakon postizanja potpunog odgovora davanjem 2 ciklusa ABVD-a, po RATHL i H10U 
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studijama, primijenila bi se dodatna 4 ciklusa AVD-a (doksorubicin, vinblastin, dakarbazin - 

bez bleomicina radi izbjegavanja plućne toksičnosti) (60,63). U slučaju nepostizanja kompletne 

remisije (KR), odnosno Deauville 4-5 odgovora na PET2, savjetuje se intenzivirati terapiju 

primjerice escBEACOPP-om ili novije BrECADD-om (engl. Brentuximab vedotin, Etoposid, 

Cyclophosphamide, Adriamycin, Dacarbazine i Dexamethasone) protokolom, koji kombinira 

monoklonsko protutijelo s kemoterapeutikom (50,52,62). Imunokemoterapija se može 

aplicirati i početno uz odlične rezultate, po protokolima nivolumab-AVD ili BV-AVD uz ISRT 

nakon 4 ciklusa. Agresivniji protokol, BrECADD se kao imunokemoterapija također može 

primijeniti u ovom kontekstu kad pacijent ima određene nepovoljne čimbenike - izražene B 

simptome, veliku medijastinalnu masu i/ili ekstranodalnu bolest (50,52,53,64). Ipak, u većini 

zemalja u ovom stadiju, a u mnogim zemljama ni u prvoj liniji navedena terapija nije nije 

dostupna, osim u kliničkim studijama. 

 

1.7.3. Liječenje uznapredovalog stadija 

 

Liječenje uznapredovalog stadija kHL-a (stadij III i IV) dugi niz godina temeljilo se na primjeni 

kemoterapije, odnedavno uz dodatak imunoterapije i BV-a (51,52). Terapija zračenjem koristi 

se samo u određenim situacijama, primjerice kod bolesnika s velikom tumorskom masom ili 

kod djelomičnog odgovora na početno liječenje (65,66). Najčešći protokol koji se u svijetu 

koristi je ABVD jer su istraživanja pokazala da intenzivniji režimi ne donose prednost u OS-u 

(66,67). Ipak, kod bolesnika s visokim IPS-om rezultati liječenja ABVD-om su lošiji u pogledu 

PFS-a. Zbog toga su razvijeni snažniji protokoli, poput escBEACOPP-a, koji omogućuju veću 

stopu izlječenja (oko 80%) i bolji PFS, ali povećavaju rizik od nuspojava, poput sekundarnih 

maligniteta, neutropenije i neplodnosti (68). Zato je glavni izazov u liječenju uznapredovalog 

kHL-a pronaći ravnotežu između dugotrajne remisije i smanjenja rizika od kasnih nuspojava. 

U srednjoj Europi češće se koristi escBEACOPP odnosno BrECADD kao standardna terapija, 

a u Italiji, Velikoj Britaniji i SAD-u ABVD odnosno AVD protokoli uz dodatak imunoterapije, 

primjerice BV-AVD ili eventualno nivolumab-AVD, gdje je to moguće i dostupno. Uvođenje 

PET2 i u ovom je stadiju omogućilo krojenje liječenja ovisno o terapijskom odgovoru. Studija 

RATHL pokazala je da bolesnici s negativnim PET2 nalazom nakon dva ciklusa ABVD-a mogu 

sigurno nastaviti terapiju bez bleomicina, čime se smanjuje rizik od plućne toksičnosti bez 

smanjenja učinkovitosti (63). Kod bolesnika s pozitivnim PET2 nalazom, prelazak na 

escBEACOPP pokazao se sigurnim i učinkovitim, bez većeg rizika od sekundarnih maligniteta 
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(63). Slično tome, studija AHL2011 pokazala je da bolesnici koji imaju negativan PET2 nalaz 

nakon escBEACOPP-a mogu prijeći na AVD režim bez gubitka učinkovitosti, uz manju 

toksičnost terapije (48). Kako je već spomenuto, noviji terapijski protokoli za uznapredovali 

kHL uključuju primjenu BV-a i inhibitora PD-1. Rezultati studije ECHELON-1 pokazali su da 

BV-AVD predstavlja učinkovitu terapijsku opciju s duljim PFS-om i OS-om u odnosu na 

standardni ABVD protokol. Najveći je doprinos upravo u uznapredovalom stadiju (51,69). 

BrECADD je također noviji imunokemoterapijski protokol. Zadržava osnovnu strukturu 

eBEACOPP protokola, uz izostanak bleomicina i prokarbazina, a uvođenje BV-a kao 

učinkovite imunoterapije i dakarbazina. Studija GHSG HD21 pokazala je da BrECADD ima 

povoljniji sigurnosni profil i bolju učinkovitost u usporedbi s eBEACOPP-om, s trogodišnjim 

PFS-om od 98 % kod PET2-negativnih i 92 % kod PET2-pozitivnih bolesnika (52). Na temelju 

tih rezultata EMA je odobrila primjenu BV-a u prvoj liniji liječenja bolesnika s uznapredovalim 

stadijem Hodgkinova limfoma u kontekstu oba spomenuta protokola (BV-AVD i BrECADD) 

(70). Napredak u liječenju uznapredovalog stadija bolesti ne proizlazi samo iz uključivanja 

konjugiranog anti-CD30 protutijela u standardne kemoterapijske protokole, već i iz primjene 

PD-1 inhibitora, čiji je cilj dodatno poboljšati ishode liječenja. Čak su i direktno uspoređeni 

šest ciklusa N-AVD (nivolumab + AVD) s BV-AVD protokolom. Rezultati su pokazali viši (za 

sada dvogodišnji) PFS (92 % prema 83 %), veću učestalost težih hematoloških nuspojava i 

poremećaj funkcije štitnjače (54). Problem je dostupnost PD-1 inhibitora u prvoj liniji liječenja. 

FDA (55) i EMA (56,57) odobrile su njihovu uporabu u kHL-u tek kod relapsne ili refraktorne 

bolesti nakon višestrukih prethodnih terapija. 

 

 

 

1.7.4. Liječenje relapsnog ili refraktornog kHL-a 

 

Većina bolesnika postiže potpunu remisiju i ima povoljnu prognozu, ali 10% do 30% liječenih 

standardnom terapijom doživljava relaps ili refraktornu (R/R) bolest i imaju loš ishod (71). 

Bolesnici s progresijom bolesti obično se liječe tzv. kemoterapijom spasa (engl. salvage 

chemotherapy). U slučaju postizanja remisije nakon dva ciklusa salvage kemoterapije, kod 

transplantabilnih bolesnika provodi se liječenje visokodoznom kemoterapijom koju slijedi 

autologna transplantacija krvotvornih matičnih stanica HDT/ATKS (engl. high-dose 

chemotherapy followed by autologous stem cell transplantation) (50,62,72). Od HDT 
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protokola najčešće se koriste BEAM (karmustin, etopozid, citarabin, melfalan), BCNU (visoke 

doze ciklofosfamida, karmustin) (68) i kod nas u RH protokol BeEAM (bendamustin, etopozid, 

citarabin, melfalan) (73). Prikupljanje matičnih hematopoetskih stanica nakon mobilizacije u 

perifernu krv, najbolje je provesti nakon prvog ciklusa salvage terapije (74). Kod 

visokorizičnih bolesnika nakon ATKS slijedi konsolidacijska terapija s BV-om do ukupno 16 

ciklusa (75). 

Što se tiče inicijalne, salvage terapije, kod nas i u svijetu najčešće se koriste protokoli DHAP 

(cisplatina, citarabin, deksametazon) i ICE (karboplatina, etopizid, ifosfamid) (72,76,77). 

Učinkoviti su još i GVD (gemcitabine, vinorelbin, liposomalni doksorubicin), GDP 

(gemcitabine, karboplatina, deksametazon) i GEMOX (gemcitabine, oksaliplatina) protokol 

(50,77,78). Odgovor na salvage terapiju smatra se ključnim prognostičkim čimbenikom (5 - 

godišnji PFS u PET negativnih je 75 % prema 31 % u PET pozitivnih) (68). Brojne studije koje 

su uključivale nove lijekove u salvage terapiju, provodile su se s ciljem povećanja stope KR-a 

jer se tako poveća broj bolesnika koji mogu pristupiti HDT/ATKS. Kombinacije poput BV-

ICE, BV-DHAP protokola, bendamustina i BV-a, BV-a s nivolumabom, pembrolizumaba s 

GVD-om te nivolumaba ili pembrolizumaba s ICE-om pokazale su visoke stope KR-a i 

uspješno dovele većinu bolesnika do transplantacije, u nekim slučajevima bez potrebe za 

kemoterapijom (79–85). Međutim, nisu svi bolesnici kandidati za ATKS, a nešto manje od 

polovine ih relapsira usprkos njenom provođenju (86,87). Kod nekih se bolesnika s obzirom 

na refraktornost na terapiju provodi alogena transplantacija, često haploidentičnim donorom s 

obzirom na izraženiji GVL (engl. Graft versus Lymphoma) učinak (88). Toksičnost autologne, 

a naročito alogene transplantacije značajna je, a relapsi nažalost česti nakon transplantacije. 

Kako bi se spriječila ili odgodila progresija nakon ATKS, provedena je randomizirana studija 

faze 3 s BV-om, tzv. AETHERA studija, kojom se ispitivao učinak BV-a kao konsolidacijske 

terapije u bolesnika s visokim rizikom relapsa nakon HDT/ATKS. Visokorizičnim bolesnicima 

smatrali su oni s primarno refraktornom bolesti, KR kraćom od 1 godine ili uznapredovalim 

stadijem u trenutku relapsa. Bolesnici su randomizirani na one koji su nakon ATKS primali do 

16 ciklusa BV-a ili placebo. Medijan PFS-a bio je značajno dulji u skupini liječenoj BV-om. 

Na temelju ovih rezultata, BV je odobren kao konsolidacijska terapija za visokorizične 

bolesnike nakon ASCT (75). Bolesnici s progresijom bolesti nakon autologne transplantacije 

krvotvornih matičnih stanica tradicionalno su imali vrlo nepovoljnu prognozu, no njihovi su se 

ishodi posljednjih godina znatno poboljšali, ponajprije zahvaljujući uvođenju imunoterapije 

(89). U kliničkom ispitivanju faze 2 s BV-om, provedenom u bolesnika koji nisu odgovorili na 

ATKS, terapijski je odgovor postignut u 3/4 bolesnika, a potpuna remisija u približno trećine 
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njih (90). Visoke stope odgovora zabilježene su i pri primjeni PD-1 inhibitora (91–94). U 

novijem randomiziranom ispitivanju uspoređena je učinkovitost PD-1 inhibitora 

pembrolizumaba s BV-om u liječenju R/R kHL-a. Bolesnici liječeni pembrolizumabom imali 

su značajno dulji PFS u odnosu na BV, što potvrđuje PD-1 inhibitore kao poželjniju terapijsku 

opciju za bolesnike s relapsom nakon ATKS-a ili za one koji nisu kandidati za autolognu 

transplantaciju (95). 

 

1.8. Problematika recidivirajuće i refraktorne bolesti u kHL-u 
 

R/R kHL usprkos novijim mogućnostima liječenja i dalje predstavlja jedan od većih terapijskih 

izazova u hematologiji. Unatoč visokoj učinkovitosti prve linije kemoterapije, između 10 % i 

30 % bolesnika s kHL-om doživi relaps bolesti nakon početnog liječenja (71). Ishodi tih 

bolesnika i dalje su nepovoljni. Najizazovniju skupinu čine bolesnici s primarno refraktornom 

bolesti. Kod njih se usprkos daljnjem kemoterapijskom liječenju bilježe niske stope odgovora 

i izrazito ograničeno dugotrajno preživljenje bez bolesti koje je u toj skupini imalo tek oko 5 – 

10 % bolesnika (96,97). Kako je ranije već navedeno, dodatak imunoterapije itekako je 

doprinio produljenju preživljenja. Međutim, unatoč impresivnim stopama odgovora na 

imunoterapiju, osobito na inhibitore PD-1, kod većine se bolesnika koji ove lijekove primaju u 

kasnijim linijama liječenja progresija bolesti ipak javlja unutar godinu do dvije. U studiji 

KEYNOTE-204, primjerice, pembrolizumab je kod R/R bolesnika (bolesnici koji su u relapsu 

nakon ili nisu postigli kriterije za liječenje ATKS) pokazao stopu ukupnog odgovora (ORR) od 

65,6 %, uz medijan PFS-a od 13,2 mjeseca, u usporedbi s ORR od 54,2 % i PFS-om od 8,3 

mjeseca kod bolesnika liječenih BV-om (95). Iako su rezultati liječenja s obje vrste navedenih 

imunoloških lijekova, a naročito PD-1 inhibitora značajno bolji od dotadašnjih terapija, jasno 

je da je učinak vremenski ograničen. Također, mogućnosti daljnjeg liječenja kod ovakve 

skupine bolesnika veoma su ograničene nakon ponovne progresije, koja je nažalost vrlo 

izgledna. Problematika liječenja R/R kHL-a kod ovih, često mladih ljudi, jasna je. Mogući 

razlozi uključuju, između ostalog, složenost TME-a i međudjelovanje mehanizama imunološke 

evazije i terapijskih intervencija. Pitanje je postoji li mogućnost dodatnog povećanja udjela 

preživjelih, naročito u uznapredovalim stadijima, primjerice učinkovitijom prvolinijskom 

terapijom i smanjenjem pojavnosti relapsa i refraktornosti ovog jedinstvenog limfoma, 

histološki pretežno sačinjenog od imunološki aktivnog mikrookoliša, a s gotovo uniformnom 

genskom promjenom u tumorskoj stanici koja dovodi do pojačanog izražaja PD liganada. 
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Primjena PD-1 inhibitora, konkretno nivolumaba s kemoterapijom po protokolu N-AVD 

ispitivana je i u prvoj liniji, kod ranog nepovoljnog stadija, s gotovo 100 %-tnim PFS-om nakon 

41 mjeseca praćenja (53). Isti prvolinijski protokol kod uznapredovalog stadija nakon nešto 

više od dvije godine praćenja rezultirao je izvrsnim PFS-om od 92 % (54). Rano uključivanje 

imunoterapije stoga ne znači samo pokušaj produljenja remisije, nego i pomak prema još 

većem udjelu izliječenih bolesnika. 

 

1.9. Izbjegavanje imunološkog odgovora u klasičnom Hodgkinovom limfomu 
 

1.9.1. PD-1/PD-L1 osovina i uloga PD-L1 u promicanju regulacijskog mikrookoliša 

 

PD-L1 je imunomodulatorni glikoprotein koji može biti izražen na antigen-prezentirajućim 

stanicama kao što su makrofagi, ali i na tumorskim stanicama. U različitim tipovima 

karcinoma, T-limfociti u TME-u luče interferon-γ (IFN- γ) koji stimuliranjem JAK-STAT i 

drugih signalnih puteva u tumorskim stanicama inducira PD-L1 (98). Osjetljivost kHL-a na 

PD-1 inhibiciju proizlazi pak iz njegove jedinstvene biologije. Za razliku od ostalih solidnih 

tumora kod kojih je pojačani izražaj PD-liganda uglavnom imunološki induciran, kod kHL-a 

je kostitucionalan. Naime, HRS stanice vrlo često imaju promijenjeni broj kopija gena u 

području 9p24.1 odnosno gena koji kodiraju PD-L1 i PD-L2. Promjene obuhvaćaju spektar od 

niske polisomije do relativnog porasta broja kopija i amplifikacije, što dovodi do pojačanog 

izražaja PD-liganada na HRS stanicama, a jačina ekspresije ovisi o broju kopija (29,99). 

Roemer i suradnici u pronašlida je ova genska promjena povezana s kraćim PFS-om (99). 

Izmicanje HRS stanice imunološkom napadu specifičnih T limfocita objašnjava se vezanjam 

njenog PD-L1 na PD-1 inhibitorni receptor T limfocita, čime se ovaj inaktivira sve do evazije 

– iscrpljenja CD8+ citotoksičnih T limfocita. Takvo utišavanje specifične imunološke reakcije 

nalazi se u dugotrajnim upalama i nekim solidnim tumorima (100,101). Zato se obnova 

citotoksičnog imunološkog odgovora smatra ključnom za učinkovitost PD-1 inhibitora u 

solidnim tumorima (102). S druge strane, izgleda da u kHL-u iscrpljivanje citotoksičnih 

limfocita preko PD-L1-PD1 osovine nije glavni način kojim HRS stanica osigurava svoj 

opstanak. Reinke i suradnici analizirali su biopsije kHL prije i nekoliko dana nakon početka 

terapije PD-1 inhibitorom u prvoj liniji liječenja. Za nekoliko dana od primjene lijeka, HRS 

stanice gotovo su nestale i došlo je do značajne redukcije PD-L1+ makrofaga i Treg stanica, a 

da istovremeno nije bilo očekivane ekspanzije citotoksičnih limfocita (103). Citotoksični 
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limfociti zahtijevaju prezentaciju neoantigena na zloćudnoj stanici uz razred 1 MHC koji je na 

HRS stanicama reduciran ili odsutan (27,104). Reducirani izražaj molekula razreda 1  MCH 

povezuje se s kraćim PFS-om pacijenata s kHL-om neovisno o 9p24.1 statusu (104). U 

CheckMate 205 studiji kohorte pacijenata s kHL liječenih nivolumabom analizirani su uzorci 

tumorskog tkiva prije liječenja. Više od 90 % bolesnika koji su odgovorili na terapiju nisu u toj 

biopsiji izražavali razred 1 MHC na HRS stanicama, što indirektno upućuje  da učinkovitost 

PD-1 inhibicije ne ovisi o citotoksičnosti posredovanoj TC-om ni u R/R kHL-u (105), kao što  

sugeriraju opažanja Reinke i sur.  Analize biopsija uzetih par dana nakon početka liječenje  

nivolumabom u prvoj liniji (103). Jedna novija studija pokazala je da je ekspanzija 

pojedinačnih, vjerojatno novopridošlih klonova pomoćničkih CD4+ T stanica povezana s 

odgovorom na PD-1 inhibitore (106). CD4+ limfociti prepoznaju antigene koje tumorska 

stanica prezentira putem molekula razreda 2 MHC-a i o toj prezentaciji također može ovisiti 

antitumorski učinak. Za razliku od većine solidnih tumora, HRS stanice često pokazuju izražaj 

molekula drugog razreda MHC-a, vjerojatno zbog svog podrijetla iz GC B limfocita. Ipak, u 

nekih bolesnika s kHL-om mogu biti prisutne genske promjene koje dovode do smanjenog ili 

negativnog njihova izražaja na HRS stanicama (28). Taylor i suradnici su uporabom različitih 

metoda – obične i multiplex imunohistokemije, protočne i imaging masene citometrije, otkrili 

povezanost između izražaja PD-L1 i molekula razreda 2 MHC-a, regrutiranja pomoćničkih  T 

staničnih klonova  i njihove diferencijacije u Treg stanice. Autori nisu uspjeli povezati obrazac 

“iscrpljenja” citotoksičnih T limfocita s izražajem PD-L1 jer su bili prostorno udaljeni od HRS 

stanica. Navedeni dokazi upućuju da dominantni učinak izražaja PD-L1 u kHL-u vjerojatno 

jest angažman pomoćničkih T limfocita s  promicanjem regulatornog mikrookoliša koji štiti 

tumorsku stanicu (107). U kohorti bolesnika s R/R kHL-om liječenih nivolumabom, 92% 

bolesnika s KR imali su izražaj molekula razreda 2 MHC na HRS stanicama, a u bolesnika 

s potpunim imunološkim oporavkom kod kojih je prošlo >12 mjeseci od ATKS, izražaj 

molekula razreda 2 MCH bio je povezan s duljim PFS-om (105). Ova studija ima još jedan, 

za praksu važan rezultat - bolesnici s višim brojem kopija u području 9p24.1 i izraženijim 

PD-L1 na HRS stanicama imali su dulji PFS. To bi značilo da učinak liječenja PD-1 

inhibitorima ovisi o izražaju PD-L1 i moguće o izražaju molekula razreda 2 MCH, što 

naglašava važnost kvantifikacije i preciznog određivanja izražaja PD-L1 u HRS 

stanicama. Kako je već spomenuto, PD-L1 nije izražen samo u HRS stanicama već i u 

stanicama tumorskog mikrookoliša, uglavnom makrofagima. Ova je činjenica osobito značajna 

jer njihov povećan broj predviđa lošiji klinički odgovor na kombiniranu kemoterapiju u 

bolesnika s uznapredovalim stadijem bolesti (108). Carey i suradnici su uporabom multiplex 
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imunofluorescencije i digitalne analize slike istražili topologiju mikrookolišne niše oko HRS 

stanice i pronašli da su PD-L1+ makrofagi u blizini PD-L1pozitivnih HRS stanica, kao i CD4+ 

limfociti, od kojih dio izražava PD-1. Autori indirektno sugeriraju da su cilj PD-1 blokade u 

kHL-u upravo CD4+ T limfociti (109). 

 

 

1.9.2. Epstein-Barr virus i kHL 

 

EBV infekcija rezultira uspostavom doživotne virusne latencije u memorijskim B stanicama, 

koje su stabilni rezervoar za povremenu virusnu replikaciju u orofarinsu i biološki okvir u 

kojem, ujtecajem genetskih i mikrookolišnih čimbenika može nastati zloćudna transformacija. 

EBV ima važnu ulogu u patogenezi kHL-a. U HRS stanicama je dokazan monoklonalni EBV 

genom, što ukazuje da je stanica preteča bila inficirana prije zloćudne transformacije. Ako B-

limfocit stekne mutaciju imunoglobulinskog gena, fiziološki se treba eliminirati apoptozom; 

međutim, ako je stanica prethodno bila latentno inficirana EBV-om, virus aktivacijom 

antiapoptotskih signalnih putova može spriječiti apoptozu i time doprinijeti razvoju klasičnog 

Hodgkinova limfoma (11). Onkogeni potencijal EBV-a u HRS stanicama prvenstveno se 

temelji na latencijskom programu tipa II, koji uključuje izražaj Epstein-Barr nuklearnog 

antigena 1 (EBNA1) i latentnih membranskih proteina LMP1 i LMP2A. LMP1 je onkoprotein 

koji oponaša signal CD40 receptora i aktivira signalne puteve NF-κB, JAK/STAT, 

fosfatidilinozitol 3-kinaza/AKT (PI3K/AKT) i AP-1, čime potiče proliferaciju i sprječava 

apoptozu HRS stanica. S druge strane, LMP2A imitira konstitutivnu signalizaciju B-staničnog 

receptora (BCR), čime održava preživljavanje i homeostazu B-staničnog fenotipa u HRS 

stanicama (110–112). Green i suradnici pokazali su 2010. godine da amplifikacija 

kromosomske regije 9p24.1 dovodi do povećanog izražaja PD-L1, pri čemu amplificirana 

regija obuhvaća lokus za Janus kinazu 2 (JAK2). Povećana razina i aktivnost JAK2 dodatno 

potiču transkripciju PD-liganada u bolesnika s kHL-om. Međutim, HRS stanice bez 

amplifikacije 9p24.1 također mogu izražavati PD-L1 jer postoje drugi putovi indukcije (29). U 

radu iz 2012. godine pokazano je da infekcija EBV-om predstavlja taj alternativni mehanizam. 

Analizirajući protočnim citometrom, autori su dokazali da EBV putem LMP1 može pojačati 

izražaj PD-L1 u EBV transformiranoj liniji limfoblastoidnih stanica. LMP1 aktivira JAK/STAT 

signalizacijski put i povećava aktivnost promotora PD-L1, a istodobno potiče o AP-1-ovisnu 

aktivaciju odgovarajućeg enhancera. Rezultat je pojačana transkripcija PD-L1 čak i u 
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odsutnosti amplifikacije 9p24.1. Tako se pojačani izražaj PD-L1 nalazi se primjerice u EBV-

pozitivnoj posttransplantacijskoj limfoproliferaciji (113). EBV-pozitivni kHL ima 

imunofenotipski karakterističan tumorski mikrookoliš s velikim brojem CD4⁺ pomoćnih 

limfocita i T regulacijskih limfocita koji sačinjavaju tolerantnu i imunosupresivnu nišu. Assis 

i sur. pokazali su da povećani broj CD4⁺CD25⁺FOXP3⁺ Treg stanica korelira s EBV-pozitivnim 

statusom kHL-a, ali ne utječe na preživljenje (114). Alvaro i sur. uočili su povezanost obilne 

infiltracije citotoksičnih T limfocita i malog broja FOXP3⁺ regulatornih stanica s nepovoljnim 

ishodom kHL-a (115). Više vrijednosti CD4 T limfocita i FOXP3 stanica bile su značajno 

povezane s duljim PFS-om i u nedavno objavljenoj studiji iz naše institucije (116). 

Može se zaključiti da EBV u kHL-u djeluje na više razina - izravnom aktivacijom signalnih 

putova u HRS stanici, povećanjem izražaja imunoinhibitora PD-L1/PD-L2, remodulacijom 

prezentacije neoantigena preko MHC razreda 1 i 2 (104) i stvaranjem mikrookoliša bogatog 

regulatornim limfocitima koji potiču imunotoleranciju.



  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. CILJEVI ISTRAŽIVANJA I HIPOTEZA 
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2.1. Ciljevi istraživanja 
 

1. Utvrditi izražaj PD-L1 u HRS stanicama i makrofagima u tumorskom mikrookolišu kHL-

a 

2. Utvrditi EBV status kHL-a 

3. Utvrditi povezanost PD-L1 izražaja u HRS s podtipom, kliničkim stadijem, 

ekstranodalnom proširenošću bolesti, masivnom bolesti, B simptomima i EBV statusom 

4. Utvrditi povezanost izražaja PD-L1 na HRS s mjerama ishoda (ukupnim preživljenjem i 

preživljenjem bez progresije bolesti) 

5. Utvrditi povezanost izražaja PD-L1 na makrofagima s mjerama ishoda 

 

 

 

2.2. Hipoteza 
 

U prvoj biopsiji kHL-a, integrirana procjena izražaja PD-L1 na HRS stanicama, broja i 

udjela PD-L1+ makrofaga i utvrđivanje EBV statusa, prognostički je i prediktivno bitna jer su 

visoki izražaj PD-L1 u HRS, kao i na makrofagima te pozitivan EBV status povezani s 

nepovoljnim kliničkim ishodom, ali otvaraju mogućnost uspješnog liječenja PD-1 inhibitorima 

u prvoj liniji.



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. METODE I MATERIJALI ISTRAŽIVANJA 
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3.1. Ustroj istraživanja 
 

Istraživanje je po razini i namjeni primijenjeno, po načinu dobivanja podataka primarno, a po 

specifičnom ustroju retrospektivno, unicentrično i kohortno. S obzirom na intervenciju 

istraživanje je opservacijsko. Istraživanje je provedeno na Kliničkom zavodu za patologiju, 

sudsku medicinu i citologiju, Zavodu za hematologiju Klinike za unutarnje bolesti i Zavodu za 

hematologiju Klinike za dječje bolesti Kliničkog bolničkog centra Split. Podatci o datumu smrti 

prikupljeni su iz bolničkog mrtvozorstva i Matice umrlih Splitsko-dalmatinske županije. 

Istraživanje je provedeno u skladu s načelima Helsinške deklaracije (117) te uz suglasnost i 

odobrenje od strane Etičkog povjerenstva KBC-a Split (KLASA: 500-03/19-01/67, URBROJ: 

2181-147-01/06/M.S.-19-2, od 30. rujna 2019.). 

 

3.2. Ispitanici 

Studija se temelji na analizi tumorskog tkiva iz ekstirpiranih i/ili bioptiranih limfnih čvorova 

ispitanika kojima je dijagnosticiran kHL u razdoblju od 1. siječnja 2008. do 31. prosinca 2018. 

godine. U tom je razdoblju u Kliničkom zavodu za patologiju, sudsku medicinu i citologiju 

KBC Split dijagnosticirano 112 bolesnika s kHL-om. Četrnaest ih je isključeno iz studije zbog 

nepotpunog kliničkog praćenja ili nedovoljne količine tumorskog tkiva u parafinskom bloku. 

U studiji je 98 ispitanika koji su ispunjavali kriterije uključivanja: potvrđen patohistološki nalaz 

kHL-a prema SZO dijagnostičkim kriterijima (42), dostatnu količina tumorskog tkiva u 

parafinskom bloku i potpuno kliničko praćenje. Prema podtipu kHL bila su 73 slučaja NS, 21 

MC, 3 LR I 1 LD. Od 98 ispitanika, 47 (47,9 %) je ženskog i 51(52,1 %) muškog spola. Ostali 

podaci obuhvaćali su dob ispitanika, datum dijagnoze, klinički stadij bolesti (I – IV) po 

Cotswolds-modificiranoj Ann Arbor klasifikaciji, početne laboratorijske nalaze, rezultate 

slikovne dijagnostike, prisutnost ekstranodalne bolesti, prognostičke zbrojeve EORTC i GHSG 

(za rani stadij bolesti I/II), vrstu liječenja, tijek i ishod terapije, datum eventualnog relapsa, 

datum zadnjeg praćenja, status preživljenja (živ/preminuo) te PFS i OS u mjesecima. 

Informacije su prikupljene iz arhiviranih i aktualnih povijesti bolesti iz dnevne bolnice i s 

odjela te iz računalno dokumentiranih bolesničkih podataka Zavoda za hematologiju Klinike 

za unutarnje bolesti i Klinike za dječje bolesti KBC Split. Patohistološki nalazi i parafinski 

blokovi tumorskog tkiva prikupljeni su iz arhive Zavoda za patologiju, sudsku medicinu i 

citologiju KBC Split. Klinički stadij pri postavljanju dijagnoze procjenjivao se slikovnom 
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dijagnostikom, najčešće PET-CT-om ili MSCT-om pluća, abdomena i zdjelice. U određenim 

slučajevima, ako za određivanje proširenosti bolesti nije korišten PET-CT, radila se biopsija 

koštane srži za procjenu infiltriranosti limfomom. “Bulky” tumorska masa je abdominalna ili 

medijastinalna masa veličine ≥ 10 cm ili veća od jedne trećine unutarnjeg poprečnog promjera 

prsnog koša. Ispitanici su liječeni prema smjernicama KROHEM-a (Hrvatska kooperativna 

udruga za hematološke bolesti) i NCCN-a. Primarni terapijski režim bio je ABVD, uz 

radioterapiju po indikaciji, a najčešće s ISRT kod ispitanika s lokaliziranom bolešću (stadij I i 

II), bulky tumorom, sporom regresijom tumora ili lokaliziranom preostalom masom nakon 

liječenja kemoterapijom. Od siječnja 2017. do prosinca 2018. pet ispitanika s uznapredovalom 

bolešću liječeno je prema režimu escBEACOPP. Šest ispitanika dječje dobi liječeno je OEPA 

protokolom (vinkristin, etoposid, prednizon i doksorubicin), nakon čega je četvero primijenjen 

i COPP protokol (ciklofosfamid, vinkristin, prokarbazin i prednizon). Dva ispitanika starija od 

65 godina primila su četiri ciklusa COPP-a. Ispitanici s R/R kHL-om (n = 22) uglavnom su 

liječeni salvage kemoterapijom, uključujući DHAP ili ICE, a u slučaju postizanja remisije 

liječeni su dodatno visokodoznom kemoterapijom i autolognom transplantacijom matičnih 

stanica. Liječenje je stoga bilo u velikoj mjeri uniformno. Nitko od ispitanika nije liječen 

imunoterapijom. Nakon završene terapije slijedila je procjena odgovora, najčešće PET-CT-om, 

a dok PET-CT nije bio široko dostupan, MSCT-om. Odgovor na terapiju procijenjen je prema 

Lugano kriterijima (30). Kompletna remisija (KR) definirana je kao odsutnost bilo kakvih 

kliničkih ili radioloških znakova bolesti. Parcijalna remisija (PR) definirana je kao smanjenje 

mjerljivih lezija za najmanje 50 %, uz izostanak povećanja drugih limfnih čvorova, jetre ili 

slezene. Progresija bolesti (PB) definirana je kao povećanje postojećih lezija ili pojava novih. 

Kliničko praćenje provodilo se prema smjernicama, svaka 3 mjeseca prve dvije godine, potom 

svako 6 mjeseci sljedeće 3 godine i nakon toga jednom godišnje, prvo putem dnevne bolnice 

Zavoda za hematologiju, potom na poliklinici. Tijekom svakog posjeta uzimala se detaljna 

anamneza uz fizikalni pregled, s ciljem isključenja relapsa i komplikacija povezanih s 

terapijom. Kliničko praćenje zaključeno je 20. listopada 2023., a medijan trajanja praćenja 

iznosio je 97 mjeseci (raspon: 0,3–202 mjeseca). 
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3.3. Metode 

U Zavodu za sudsku medicinu, citologiju i patologiju KBC-a Split iz parafinskih blokova 

limfnih čvorova napravljeni su rezovi tkiva debljine 3 mikrometra za in situ hibridizaciju (ISH) 

i dvostruko imunohistokemijsko bojenje. 

3.3.1. In situ hibridizacija 

Prisutnost EBV-a u tumorskim stanicama analizirano je EBER (engl. EBV encoded RNA) in 

situ hibridizacijom, korištenjem EBER oligoprobe (INFORM EBER Probe, Ventana Roche 

Diagnostics) i ISH iView Blue Detection Kita (Ventana Roche Diagnostics) na stroju Ventana 

Ultra Benchmark (Ventana Medical Systems, Tucson, AZ, USA).  Pozitivna reakcija bila je 

modro bojenje jezgre u barem jednoj HRS stanici (Slika 4). Pozitivna vanjska kontrola bio je 

EBV pozitivni nazofaringealni karcinom. 

 

 
 

 

Slika 4. Klisični Hodgkinov limfom s pozitivnim EBV statusom. Modro obojenje malobrojnih 

HRS vizualizira prisutnost malih nekodirajućih RNA Epstein-Barr virusa u jezgri zloćudnih 

stanica (EBER in situ hibridizacija, 400x). Izvor: uzorak iz doktorskog istraživanja. 
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3.3.2. Dvostruko imunohistokemijsko bojenje 

 

Za dvostruko imunohistokemijsko bojenje na istom uređaju uporabljena su primarna protutijela 

PD-L1 (263 Assay, Ventana Rosche, Švicarska) i CD163 (klon MRQ26, Cell Marque, 

Darmstadt, Njemačka) i sekundarna protutijela DAB/IHC i Fast Red/IHC (Ventana Roche, 

Švicarska). Pozitivna reakcija bila je crveno membransko/citoplazmatsko obojenje za CD163 

i smeđe membransko obojenje za PD-L1 (Slika 5).  

 

 

Slika 5. Tumorski mikrookoliš u klasičnom Hodgkinovom limfomu.  (a) PD-L1-pozitivne 

HRS stanice (*) s nekoliko PD-L1+ makrofaga u blizini (crna strelica); (b) PD-L1-negativne 

HRS stanice i pretežno PD-L1+ makrofagi; (c) PD-L1-pozitivne HRS stanice okružene 

brojnim PD-L1+ makrofagima; (d) PD-L1-negativne HRS stanice i PD-L1-negativni 

makrofagi; (e) varijabilna PD-L1 pozitivnost u HRS stanicama; (f) Proširenje PD-L1 od PD-

L1+ makrofaga do HRS stanice ukazuju na trogocitozu, brzi međustanični prijenos 

membranskih fragmenata između stanica; (imunobojeno za PD-L1 (smeđa) i makrofagni 

marker CD 163 (crvena),  povećanje 1000×). Izvor: uzorci iz doktorskog istraživanja. 

 

3.4. Mikroskopska analiza 
 

Preparati su analizirani pomoću svjetlosnog mikroskopa Olympus 41 BX (Olympus, Tokio, 

Japan). Svaki preparat pregledan je pri povećanju od 200× i 400× kako bi se procijenilo 
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tumorsko tkivo, uklonila područja tehničkih artefakata i identificiralo nekoliko 

reprezentativnih regija za analizu. Odabrana su područja potom analizirana pri povećanju od 

1000× u imerzijskoj uljnoj otopini. Snimljene su mikrofotografije 10 nepreklapajućih polja 

digitalnom kamerom Olympus DP26 (Olympus, Tokyo, Japan) i analizirane pomoću softvera 

za obradu slike CellSens Standard 1.9 (Olympus, Japan). Jednostruko i dvostruko pozitivne 

stanice prebrojene su na mikrofotografijama. Evaluaciju su neovisno provela dva iskusna 

patologa te sama pristupnica.  

 

3.4.1. Analiza PD-L1 u HRS stanicama 

 

Kvantifikacija PD-L1 na HRS stanicama provedena je po metodi Roemera i sur. (99).  

Analizirane su sve uočene HRS stanice, a intenzitet izražaja PD-L1 odnosno smeđeg 

membranskog bojenja na svakoj od njih ocjenjen je prema skali: 0 = bez bojenja, 1 = slabo 

bojenje, 2 = umjereno bojenje, 3 = jako bojenje. Određen je broj HRS stanica s pozitivnim 

bojenjem (1 do 3+) i izračunat postotak pozitivnih stanica. Na kraju, intenzitet bojenja 

pomnožen je s postotkom stanica prema formuli: [1 × (% stanica 1+) + 2 × (% stanica 2+) + 3 

× (% stanica 3+)] i dobiven H‑skor u rasponu od 0 do 300. 

 

3.4.2. Analiza PD-L1 u makrofagima 

 

CD163+ makrofagi (crveno membransko/citoplazmatsko bojenje za CD163) analizirani su u 

10 vidnih polja i izračunat je prosječan broj makrofaga po polju (ukupan broj makrofaga). 

Makrofagi su klasificirani kao PD-L1+ ako su izražavali PD-L1 bilo kojim intenzitetom. 

Također su analizirani u 10 vidnih polja te je izračunat prosječni apsolutni broj PD-L1+ 

makrofaga po polju. Zatim je izračunat omjer PD-L1+ makrofaga u odnosu na ukupan broj 

makrofaga i izražen kao postotak (udio PD-L1+ makrofaga).
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3.5. Dijagram tijeka istraživanja 
 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Bolesnici s kHL-om dijagnosticirani u 

Kliničkom zavodu za patologiju, sudsku 

medicinu i citologiju KBC Split  od 1. 

siječnja 2008. do 31. prosinca 2018. 

godine (N = 112) 

U 101 ispitanika tumorsko tkivo 

imunohistokemijski obojeno na PD-L1 i 

CD163 te metodom in situ hibridizacije s 

EBER. 

11 slučajeva isključeno 

zbog nedovoljne količine 

tumorskog tkiva u 

parafinskom bloku. 

98 ispitanika iz Zavoda za hematologiju 

Klinike za unutarnje bolesti i Klinike za 

dječje bolesti praćeni su do 20.10.2023. 

godine, a izvor podataka bila je dnevna 

bolnica i poliklinika 

3 ispitanika isključena zbog 

nedostatka podatka o ishodu (N 

= 1) i prekida liječenja (N = 2). 
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3.6. Statistička analiza 
 

Veličina potrebnog uzorka bila je izračunata korištenjem mrežnog alata dostupnog na adresi: 

http://www.stat.ubc.ca/~rollin/stats/ssize/. Statistička analiza provedena je pomoću softvera 

GraphPad Prism, verzija 11.0 (GraphPad Software, Boston, MA, SAD). Kontinuirane varijable 

prikazane su kao medijan i interkvartilni raspon (IQR), a kategoričke varijable kao apsolutni i 

relativni udjeli (postoci). Razlike u kontinuiranim varijablama između skupina analizirane su 

testom ANOVA ili t-testom, ovisno o distribuciji podataka. Korelacije su procjenjene 

Kendallovim tau koeficijentom. Preživljenje je procjenjeno Kaplan-Meierovom metodom. 

Dodatno, vrijeme do događaja modelirano je parametrijski, uporabom eksponencijalnog 

modela rasapa s platoom. Za višestruku analizu preživljenja korišten je diskretni vremenski 

model (logistička regresija), pri čemu je zavisna varijabla bila rizik za događaj. Usporedba 

modela temeljila se na omjeru dokaza (engl. evidence ratio, ER) dobivenom iz AIC-a, F-testu 

te standardnim dijagnostičkim kriterijima (R², reziduali, parcijalni dijagrami reziduala itd.). 

Nesigurnost procjene parametara bila je izražena kao standardna pogreška, tj. 68%-tni interval 

pouzdanosti ili, gdje je primjerenije, 85%-tni interval pouzdanosti. P-vrijednosti interpretirane 

su u skladu s preporukama Američkog statističkog udruženja (ASA).

http://www.stat.ubc.ca/%7Erollin/stats/ssize/


 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. REZULTATI 
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4.1. Kliničko-patološke karakteristike ispitanika 
 

U retrospektivnu studiju uključeno je 98 ispitanika s kHL-om koji su bili dijagnosticirani i 

liječeni u KBC Split tijekom 10 godina. Dob ispitanika je 11 do 83 godine, medijan 32,5, IQR 

od 21,8–50. Među ispitanicima je 51 (52,1 %) muškaraca i 47 (47,9 %) žena. Kod tri četvrtine 

ispitanika dijagnosticiran je podtip NS, kod većine preostalih MC, dok su LR i LD bili rijetko 

zastupljeni. Trećina bolesnika imala je zahvaćeno barem jedno ekstranodalno žarište. U gotovo 

polovine ispitanika dijagnoza je bila postavljena u uznapredovalom stadiju (III ili IV). Nešto 

više od polovine ispitanika imali su rani stadij (I i II, ali dominantno drugi) prije početka 

liječenja, od čega većina uz prognostički nepovoljne čimbenike. Polovina ispitanika 

prezentirali su se B simptomima, a čak četvrtina imala je opsežnu, bulky bolest u trenutku  

postavljanja dijagnoze (Tablica 2). Približno 87 % ispitanika liječeno je ABVD protokolom, 8 

% COPP protokolom (samo ili u kombinaciji s OEPA protokolom), a 5 % escBEACOPP 

protokolom. Dvadeset i dva (22,4%) ispitanika doživjela su relaps (N = 10) ili imali refraktornu 

bolest (N = 12). Medijan praćenja bio je 97 mjeseci, raspon 0,3 – 202 mjeseca, a do kraja 

praćenja preminulo je 14 ispitanika. Od ispitanika s R/R bolesti, njih 9/22 (41%) je umrlo zbog 

progresije bolesti, a pet zbog drugih uzroka. EBV-pozitivni kHL potvrđen je EBER in situ 

hibridizacijom kod 22 (22,5%) ispitanika.
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Tablica 2. Demografski, kliničko-patološki i laboratorijski pokazatelji u 98 ispitanika s 

klasičnim Hodgkinovim limfomom. 

Parametar Vrijednost 
Ukupan broj ispitanika 98 
Dob (godine) medijan (IQR) 32.5 (21.8 to 50) 
Spol (N, %)  

ženski 47, 47.9% 
muški 51, 52.1% 

Podtip (N, %)  
Miješana celularnost 21, 21.4% 
Nodularna skleroza 73, 74.5% 

Ostali 4, 4.1% 
Klinički stadij (N, %) 

I 
II 

III 
IV 

Stadij prema stratifikaciji liječenja 

  
9, 9.2%  
45, 45.9%  
20, 20.4%  
24, 24.5% 
 

 

rani, povoljni 23, 23.5% 
rani, nepovoljni 29, 29.6% 

uznapredovali 45, 46% 
  
+ ekstranodalna lokalizacija (N, %) 30, 30.6% 
+ B simptomi (N, %) 53, 54.1% 
+ bulky bolest (N, %) 26, 26.5% 
H-skor izražaja PD-L1 u HRS stanicama (medijan, IQR) 80 (36.5 to 142.8) 
Ukupan broj makrofaga po polju* (medijan, IQR) 6.8 (5.3 to 8.9) 
Apsolutni broj PD-L1+ makrofaga po polju* (medijan, IQR) 5.4 (3.6 to 7.1) 
Udio PD-L1+ makrofaga po polju* kao % (medijan, IQR) 85.9 (65.4 to 91.9) 
Krvna slika  
Hemoglobin (mmol/L, medijan, IQR) 125 (111 to 134) 
Leukociti (×109/L, medijan, IQR) 9.3 (7.2 to 12.5) 
% limfocita (medijan, IQR) 15 (10.6 to 21) 
% neutrofila (medijan, IQR) 72.9 (65 to 78.9) 
% monocita (medijan, IQR) 6.8 (5 to 9.2) 
EBV-pozitivan kHL (N, %) 22 (22.5%) 

N – broj ispitanika; IQR – interkvartilni raspon; H-skor – polukvantitivni index kHL klasični 

Hodgkinov limfom, * vidno polje na povećanju 1000x pod imerzijom 
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4.2. Povezanost izražaja PD-L1 u HRS stanicama i makrofagima s kliničko-

patološkim varijablama u kHL-u 
 

U 95/98 slučajeva kHL-a, neke su HRS stanice izražavale PD-L1 barem minimalnim 

intenzitetom. Zbog toga smo, radi veće preciznosti za svakog ispitanika izračunali H-skor 

izražaja PD-L1 u HRS stanicama i na temelju toga ukupni medijan vrijednosti H-skora 

(Tablica 3). 

 

Tablica 3. Izražaj PD-L1 u HRS stanicama i u makrofagima u tumorskom mikrookolišu kHL-

a (N=98) 

Varijabla  Medijan, IQR 

H-skor izražaja PD-L1 u HRS stanicama 80 (36.5 - 142.8)  

Ukupan broj makrofaga u polju*   6.8 (5. - 8.9)  

Apsolutni broj PD-L1+ makrofaga u polju*   5.4 (3.6- 7.1)  

Udio PD-L1+ makrofaga (%) u polju* 85.9 (65.4 - 91.9)  

IQR – interkvartilni raspon   *vidno polje na povećanju 1000x pod imerzijom 

 

Medijan H-skora izražaja PD-L1 u HRS stanicama je 80 (IQR 36,5–142,8). Srednja vrijednost 

ukupnog broja makrofaga po polju povećanja 1000× je 6,8, od kojih je PD-L1+ makrofaga 5,4 

i njihov udio  u ukupnom broju 86%). 

 

Kliničko-patološke varijable analizirane su s obzirom na medijan H-skora PD-L1 u HRS 

stanicama i samo je EBV- status kHL-a pokazao značajnu razliku (Tablica 4).  

 

Tablica 4. Medijan H-skora PD-L1 u HRS stanicama prema analiziranim kliničko-patološkim 

varijablama. 

Varijabla H-skor, medijan H-skor, IQR p 

Histološki podtip     0.10 

Nodularna skleroza (N=73)  83 40 -50 

Miješana celularnost (N=21)  75 31-121 

Limfocitima bogat (N=3)  20 3-80 

Limfocitna deplecija (N=1)  216 216-216 

Stadij bolesti 
  

0.28 
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Rani povoljni (N=23)  81 25-145 

Rani nepovoljni (N=29)  67 35-118 

Uznapredovali (N=45)  85 40-190 

Ekstranodalna bolest 
  

0.35 

ne (N=66)  84 40-154 

da (N=30)  77 33-142 

Bulky bolest 
  

0.69 

ne (N=72)  82 28-133 

da (N=26) 80 38-145 

B simptomi 
 

  0.42 

ne  75 36-143.5 

da  85 37.5-143.5 

EBV status kHL 
  

0.005 

negativan (N=75)  70 34-104 

pozitivan (N=22)  136 82.5-182.3 
ANOVA test, Legenda: N – broj ispitanika; IQR – interkvartilni raspon. 

 

Ispitanici s EBV-pozitivnim kHL-om imali su približno dvostruko veću vrijednost H-skora PD-

L1 HRS stanica od ispitanika s EBV-negativnim kHL-om (p = 0,005). Izražaj PD-L1 na HRS 

stanicama nije bio povezan s brojem makrofaga (p = 0,2329), PD-L1+ makrofaga (p = 0,3808) 

i udjelom PD-L1+ makrofaga (p = 0,7212). Pearsonov test nije pokazao povezanost vrijednosti 

H-skora s dobi (p = 0,16) i razinom hemoglobina (p = 0,78) (nije prikazano). 

 

Nadalje, istražena je povezanost izražaja PD-L1 u makrofagima s kliničko-patološkim 

varijablama (Tablica 5). 

 

Tablica 5. Izražaj PD-L1 u makrofagima i povezanost s kliničko-patološkim varijablama 

Varijabla  Makrofagi  
PD-L1+ 

Makrofagi  

Udio PD-L1+ 

makrofaga 

 

Podtip 
 N IQR N  IQR  % IQR 

Nodularna skleroza   6.3   4.65-7.73 4.9   3.21-6.65 85.3   63.3-91.2 

Miješana celularnost  9.6   7.62-10.65 8.0  6.4-10.31 89.8   83.9-93.9 
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Limfocitima bogat 5.2   4.3-6.7 4.2   1.4-4.6 68.7  32.6-80.8 

Limfocitna deplecija 8.7   8.7-8.7 4.6   4.6-4.6 52.9  52.9-52.9 

p 0.0002 <0.0001 0.02 

Ekstranodalna bolest             

ne  6.65 4.92 - 7.92 5.0   3.21-6.8 85.1   63.1-90.2 

da 7.48 5.3 - 9.8 6.3   4.0-8.42 88.7   76.7-94.9 

p 0.18 0.05 0.06 

Masivna bolest (bulky)           

ne  7.35 5.3 - 9.2 5.75 4.0-8.0 87.1 74.4-92.0 

da  6.2 4.1 - 7.78 3.9 2.87-6.4 82.3 56.2-91.7 

p 0.07 0.04 0.04 

EBV status kHL            

negativan  6.3   4.6 - 7.8 4.8   3.3-6.8 84   64.1-90.9 

pozitivan  8.3   6.9 - 9.8 6.8   5.6-8.9 90.7  82.2- 94.6 

p 0.008 0.005 0.11 

Podatci su prikazani kao medijan s interkvartilnim rasponom. za usporedbe su korišteni 

ANOVA ili t-test.  Legenda:  IQR interkvartilni raspon  

 

Najveći broj makrofaga nađen je u MC, u kojem je udio PD-L1+ makrofaga bio 89,8 % (p = 

0,02). U NS broj je makrofaga za trećinu niži, s udjelom PD-L1+ makrofaga od 85,3 % (p = 

0,0002). Značajno veći broj makrofaga (p = 0,008) i PD-L1+ makrofaga (p = 0,005) bio je u 

EBV-pozitivnom kHL nego u EBV-negativnom kHL-u, dok udio PD-L1+ makrofaga nije bio 

značajno različit (p = 0,11) (Tablica 5). Udio PD-L1+ makrofaga nije bio povezan s dobi (p = 

0,22), razinom hemoglobina (p = 0,21), stadijem (p = 0,11) i B simptomima (p = 0,17). 

Veći broj PD-L1+ makrofaga granično je povezan s ekstranodalnom bolesti (p = 0.05), a manji 

apsolutni broj i udio PD-L1 + makrofaga s bulky tumorom (oba p = 0.04) (Slika 6). 
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Slika 6. Izražaj PD-L1 na makrofagima u tumorskom mikrookolišu i PET-CT nalaz kod dva 

ispitanika s kHL-om. U prvog je ispitanika manji apsolutni broj i udio PD-L1+ makrofaga 

povezan s bulky tumorom u medijastinumu (a), a kod drugog ispitanika je veliki broj i udio 

PD-L1+ makrofaga povezan s s ekstranodalnom bolešću koja je zahvatila slezenu, jetru i donji 

režanj lijevog pluća (b) (1000×, PD-L1 Izvor: uzorci i slikovni podatci iz doktorskog 

istraživanja.
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4.3. Kliničko-patološke karakteristike ispitanika prema bimodalnoj dobnoj 

raspodjeli kHL-a  
 

Kliničko-patološke karakteristike ispitanika, uključujući izražaj PD-L1 u HRS stanicama i 

makrofagima, stratificirane su u dvije dobne skupine (15–35 godina i > 55 godina) s obzirom 

na bimodalnu dobnu raspodjelu kHL-a (Tablica 6). Ukupno je 63 od 98 ispitanika svrstano u 

navedene dobne skupine, pri čemu je oko tri četvrtine pripadalo mlađoj dobnoj skupini. 

 

Tablica 6. Kliničko-patološke karakteristike ispitanika i izražaj PD-L1 u HRS stanicama i 

makrofagima u mlađoj (15-35 godina) i starijoj (>55 godina) dobnoj skupini ispitanika s kHL-

om. 

Varijabla Dobna skupina (N=63)  
p 15-35  

(47, 74.6%) 
>55 

(16, 25.4%) 
Podtip Nodularna skleroza 43 (91.5) 8 (50)  

0.001* Miješana celularnost 3 (6.4) 7 (43.8) 
Ostali 1 (2.1) 1 (6.2) 

Stadij rani povoljni 9 (19.1) 4 (25)  
0.767* rani nepovoljni 16 (34) 4 (25) 

uznapredovali  22 (46.8) 8 (50) 
Bulky bolest ne 27 (57.4) 15 (93.8) 0.008* 

da  20 (42.6) 1 (6.2) 
B simptomi ne 19 (40.4) 7 (43.8) 0.816* 

da  28 (59.6) 9 (56.2) 
Ekstranodalna bolest ne 40 (85.1) 15 (93.8) 0.370* 

da 7 (14.9) 1 (6.2) 
EBV- status kHL negativan 44 (93.6) 9 (56.3) <0.001* 

pozitivan 3 (6.4) 7 (43.7) 
Relapsna bolest ne 35 (74.5) 10 (66.7) 0.555* 

da 12 (25.5) 5 (33.3) 
Ishod živ 40 (87) 9 (56.3) 0.009* 

mrtav 6 (13) 7 (43.7) 
Izražaj PD-L1 u HRS stanicama (medijan, 
IQR) 

80 (35-120) 81.5 (54-
137.25) 

0.497# 

Ukupan broj makrofaga u polju' (medijan, 
IQR) 

6.2 (4.4-7.77) 7.6 (5.76-9.68) 0.066# 

Apsolutni broj PD-L1+ makrofaga u polju' 
(medijan, IQR) 

4.1 (3.1-6.6) 6.65 (4.85-8.6) 0.008# 

Udio PD-L+makrofaga u polju' (medijan, 
IQR) 

0.81 (0.6-0.93) 0.88 (0.85-
0.91) 

0.06# 
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* ꭓ2 test; # Mann-Whitney U test Legenda: IQR interkvartilni raspon; ' vidno polje na 

povećanju 1000x pod imerzijom 

 

 

Usporedba kliničko-patoloških karakteristika po dobnim skupinama pokazala je nekoliko 

statistički značajnih razlika. Mlađi ispitanici značajno češće su imali NS podtip nego stariji 

ispitanici (ꭓ² = 13,677, p = 0,001), u kojih prevladava MC, sa 43,8 %. Bulky bolest je češća u 

mlađoj skupini nego starih, 42,6% prema 6,2% (ꭓ² = 7,079, p = 0,008). 

Ispitanici iz starije dobne skupine su u usporedbi s mlađima značajno češće imali EBV-

pozitivan kHL, 43,7% prema 6,4% (ꭓ² = 12.481, p < 0,001). Apsolutni broj PD-L1 + makrofaga 

u polju bio je statistički značajno veći u starijih nego u mlađih ispitanika, 6,65 prema 4,1 

(Mann-Whitney U test; p = 0.008). Iako postoji trend većeg ukupnog broja makrofaga i većeg 

udjela PD-L1+ makrofaga u starijih ispitanika, razlike nisu dosegnule statističku značajnost. 

Između dobnih skupina nije bilo statistički značajnih razlika u kliničkom stadiju, učestalosti B 

simptoma, prisutnosti ekstranodalne bolesti i učestalosti relapsa. 
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4.4. Povezanost izražaja PD-L1 u HRS stanicama s ishodom kHL-a 

 

Za analizu ishoda ispitanici su podijeljeni u dvije skupine prema medijanu PD-L1 H-skora kao 

granične vrijednosti (Slika 7). Medijan H-skora je 80, s IQR-om od 36 do 143. 

 

 
 

Slika 7. Klinički ishod ispitanika s kHL stratificiran prema niskim (<80) i visokim (>80) PD-

L1 H-vrijednostima u HRS stanicama. Kaplan-Meierove krivulje za (a) ukupno preživljenje 

(OS) i (b) preživljenje bez progresije bolesti (PFS) s eksponencijalnim modelom (isprekidana 

linija). R2 za sve krivulje je veći od 90%. Legenda: g. - godine. Izvor: vlastiti rezultati 

doktorskog istraživanja. 

 

Ispitanici s višim H-skorom imali su 4,55 puta veći rizik od smrtnog ishoda (68 % CI: 

4,24–5,03) u odnosu na ispitanike s nižim H-skorom (p < 0,0001; omjer dokaza > 100) (Slika 

7a). Što se tiče dugoročnog preživljenja, skupina ispitanika s višim H-skorom imala je plato 

preživljenja od 71,73 ± 4,67 % (nakon 12,5 ± 0,5 godina), dok je skupina s nižim H-skorom 

imala plato od 79,02 ± 0,77 % (nakon 8,3 ± 0,87 godina) (p < 0,0001; omjer dokaza > 100). 

Kod analize stopa relapsa, ispitanici s višim H-skorom imali su 1,38 puta veći rizik 

relapsa (68 % CI: 1,1–1,43) u usporedbi s ispitanicima s nižim H-skorom (Slika 7b), pri čemu 

je plato PFS-a iznosio 81,93 ± 0,2 % u skupini s niskim H-skorom i 68,94 ± 0,17 % u skupini 

s visokim H-skorom (p < 0,0001; omjer dokaza > 100).
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4.5. Povezanost izražaja PD-L1u makrofagima s ishodom kHL-a 
 

Istražena je povezanost izražaja PD-L1 na makrofagima s mjerama ishoda (OS i PFS). Prema 

srednjoj vrijednosti ukupnih makrofaga, apsolutnog broja PD-L1+ makrofaga i udjela PD-L1+ 

makrofaga u polju, formirane su po dvije skupine i uspoređene s obzirom na preživljenje (Slika 

8). 

 

 
 

Slika 8. Ukupno preživljavanje (OS) i preživljavanje bez progresije bolesti (PFS) ispitanika s 

kHL-om, stratificiranih prema ukupnom broju makrofaga (a, d), apsolutnom broju PD-L1+ 

makrofaga (b, e) i udjelu PD-L1+ makrofaga (c, f) u vidnom polju povećanja 1000x pod 

imerzijom. Legenda: MΦ - makrofagi, y - godina. Izvor: vlastiti rezultati doktorskog 

istraživanja. 

 

Skupina ispitanika s ukupnim brojem makrofaga u polju višim od medijana imali su 6 puta veći 

rizik za smrtni ishod (68 % CI: 3,96–26) u odnosu na ispitanike s nižim ukupnim brojem 

makrofaga (p < 0,0001; omjer dokaza > 100) (Slika 8a). U analizi dugoročnog preživljenja u 

skupini s niskim brojem makrofaga nije uočen plato preživljenja, dok su ispitanici s visokim 

brojem makrofaga imali plato preživljenja od 74 ± 1,8 % nakon 9,5 ± 0,8 godina. Stoga, ne 

mogu se donijeti zaključci o dugoročnom preživljenju u skupini s niskim brojem makrofaga. 
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U analizi PFS-a ispitanici s ukupnim brojem makrofaga u polju višim od medijana pokazali su 

gotovo jednaku stopu relapsa kao i ispitanici s nižim brojem makrofaga. Međutim, ispitanici s 

brojem makrofaga nižim od medijana imali su povoljniju dugoročnu prognozu, pri čemu je 

njihov plato PFS-a iznosio 82,96 ± 0,16 % nakon 1,15 ± 0,04 godine, dok je u skupini s visokim 

ukupnim brojem makrofaga plato PFS-a iznosio 68,68 ± 0,21 % nakon 1,17 ± 0,02 godine (p 

< 0,0001; omjer dokaza > 100) (Slika 8d). 

Prema apsolutnom broju PD-L1+ makrofaga u polju, obje skupine ispitanika imale su 

gotovo identične stope smrtnog rizika (omjer: 1 ± 0,02, p < 0,0001; omjer dokaza > 100). 

Njihovi platoi preživljenja, međutim, razlikovali su se: ispitanici s većim apsolutnim brojem 

PD-L1+ makrofaga dosegnuli su plato preživljenja od 73,61 ± 1,7 % nakon 9,6 ± 0,4 godina, 

dok je plato preživljenja ispitanika s nižim brojem PD-L1+ makrofaga iznosio 81,8 ± 1,2 % 

nakon 11,42 ± 0,6 godina (p < 0,0001; omjer dokaza > 100) (Slika 8b). U stratifikaciji 

ispitanika prema apsolutnom broju PD-L1+ makrofaga u polju nalaze se gotovo identične stope 

PFS-a, ali se platoi PFS-a razlikuju i dosegli su 82,96 ± 0,1 % za ispitanike s manjim i 68,66 ± 

0,26 % za ispitanike s većim apsolutnim brojem PD-L1+ makrofaga, pri čemu su obje skupine 

dosegnule plateau nakon 1,15 ± 0,03 godine (p < 0,0001; omjer dokaza > 100) (Slika 8e). 

Stratifikacija ispitanika prema udjelu PD-L1+ makrofaga pruža točnije prognostičke 

informacije (p < 0,0001; omjer dokaza > 100). Naime, u analizi rizika od smti, ispitanici s višim 

udjelom PD-L1+ makrofaga imali su više od 100 puta veći rizik za smrtni ishod u usporedbi s 

ispitanicima s nižim udjelom PD-L1+ makrofaga. Ispitanici s višim udjelom PD-L1+ 

makrofaga imali su plato preživljenja od 67,36 ± 3,08 % nakon 10,34 ± 0,93 godina, a ispitanici 

s nižim udjelom PD-L1+ makrofaga nisu dosegnuli plato preživljenja, pri čemu je njihova 

posljednja zabilježena vjerojatnost preživljenja iznosila 88,92 % (Slika 8c). Ispitanici s višim 

udjelom PD-L1+ makrofaga imali su gotovo istu stopu relapsa kao i ispitanici s nižim udjelom, 

ali je kod njih dugoročau prognoza povoljnija jer je plato PFS-a iznosio 85,38 ± 0,15 % nakon 

1,07 ± 0,2 godine, za razliku od ispitanika s višim udjelom PD-L1+ makrofaga u kojih je 

iznosio 65,8 ± 0,26 % nakon 1,18 ± 0,05 godine (p < 0,0001; omjer dokaza > 100) (Slika 8f). 

 

4.6.  Modeliranje zajedničkog doprinosa kliničko-patoloških varijabli s H-skorom 

i izražajem PD-L1 u makrofagima na opće preživljenje i vrijeme bez progresije 

tumora 
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Prilikom modeliranja rizika smrti (OS) višestrukom regresijom pokazalo se da dodavanje PD-

L1 H-skora HRS stanica i udjela PD-L1+ makrofaga u tumorskom mikrookolišu kao binarnih 

varijabli ne donosi značajno poboljšanje modela temeljenog na poznatim prediktorima, tj. dobi, 

stadiju bolesti, histološkom podtipu, ekstranodalnoj bolesti, EBV statusu i vremenu od 

dijagnoze (ΔAIC ≈ 4, ER = 0,13, p = 0,631) (Tablica 7). Slično vrijedi za modeliranje rizika 

relapsa (PFS) (ΔAIC ≈ 2, ER = 0,37, p = 0,2409) (Tablica 8). Glavni razlog razlike između tih 

analiza i univarijatne analize iz prethodnih pododjeljaka leži u povezanosti H-skora i udjela 

PD-L1+ makrofaga s EBV statusom i vremenom od dijagnoze; stoga se čini da ove nove 

varijable temeljene na izražaju PD-L1 ne donose značajno dodatno poboljšanje dosadašnjim 

prognostičkim modelima, iako same po sebi ostaju relevantne za predviđanje OS i PFS. 

 

Tablica 7. Modeliranje rizika* smrtnog ishoda temeljeno na izražaju PD-L1 na makrofagima i 

HRS stanicama, uz klasične kliničko-patološke varijable. 

Varijabla β 85% CI β P vrijednost 
Presjek -3,36 -4,678 do -2,051 0,0004 
Dob (< ili > 45 godina)# 0,01 -0,5655 do 0,5851 0,9803 
Stadij bolesti 0,91 0,5122 do 1,301 0,0013 
Histološki podtip  0,19 -0,2604 do 0,6373 0,5433 
Ekstranodalna bolest# -1,58 -2,266 do -0,8897 0,0013 
EBV* 0,29 -0,3625 do 0,9499 0,5172 
PD-L1 u HRS stanicama (H-skor)# 0,0002 -0,5232 do 0,5237 0,9994 
% PD-L1+ makrofaga# 0,35 -0,1810 do 0,8843 0,3401 
Vrijeme OS (godine) -0,12 -0,1799 do -0,06426 0,003 
R² = 30,02%, AICc = 88,89    

Presjek -3,02 -4,122 do -1,917 0,0001 
Dob (< ili > 45 godina)# 0,08793 -0,4698 do 0,6457 0,8193 
Stadij bolesti 0,8701 0,4834 do 1,257 0,0016 
Histološki podtip  0,1294 -0,3057 do 0,5645 0,6668 
Ekstranodalna bolest# -1,52 -2,197 do -0,8428 0,0016 
EBV# 0,3653 -0,2411 do 0,9718 0,3839 
Vrijeme OS (godine) -0,1308 -0,1851 do -0,07649 0,0008 
R² = 29,19%, AICc = 84,96    

*Korišten je logit model, tj. logit(h) = β₀ + β₁∙x₁ + ⋯ + ε; # binarne varijable 

 

Tablica 8. Modeliranje rizika relapsa (PFS) temeljeno na izražaju PD-L1 u makrofagima i HRS 

stanicama, uz kliničko-patološke varijable*. 



 45 

 

Varijabla β 85% CI β P vrijednost 
Presjek -0,03167 -1,057 do 0,9934 0,9643 
Dob (< ili > 45 godina)# -0,2044 -0,6530 do 0,2442 0,5096 
Stadij bolesti 0,4847 0,1805 do 0,7890 0,0232 
Histološki podtip 0,3433 0,004227 do 0,6824 0,1451 
Extranodalna bolest# -0,401 -0,9224 do 0,1204 0,2669 
EBV# 0,09112 -0,4013 do 0,5836 0,7886 
PD-L1 u HRS stanicama (H-skor)# 0,4158 0,01113 do 0,8204 0,1393 
% PD-L1+ makrofagi# 0,2529 -0,1472 do 0,6531 0,3609 
Vrijeme PFS (godine) -0,9314 -1,071 do -0,7921 <0,0001 
Vrijeme PFS² (godine²) 0,04393 0,03470 do 0,05315 <0,0001 
R² = 72,99%, AICc = 39,36    

Presjek 0,4594 -0,4495 do 1,368 0,4646 
Dob (< ili > 45 godina)# -0,2228 -0,6606 do 0,2151 0,4617 
Klinička faza 0,446 0,1437 do 0,7482 0,0351 
Histološki podtip 0,2901 -0,04376 do 0,6240 0,2102 
Ekstranodalna bolest# -0,3455 -0,8641 do 0,1732 0,3358 
EBV# 0,3253 -0,1271 do 0,7777 0,2991 
Vrijeme PFS (godine) -0,9196 -1,057 do -0,7823 <0,0001 
Vrijeme PFS² (godine²) 0,04215 0,03312 do 0,05119 <0,0001 
R² = 71,96%, AICc = 37,49    

*Korišten je logit model, tj. logit(h) = β₀ + β₁∙x₁ + ⋯ + ε; # Binarne varijable
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U kohorti ispitanika s kHL-om utvrdili smo da je izražaj PD-L1 u HRS stanicama, 

kvantificiran kao visoki imunohistokemijski H-skor, prognostički nepovoljan i povezan s 

kraćim OS i PFS. Ispitanici s EBV-pozitivnim kHL-om imali su značajno veći H-skor PD-L1 

u HRS stanicama. Isto tako, veći broj makrofaga te veći broj i udio PD-L1+ makrofaga u 

mikrookolišu kHL-a su prognostički nepovoljni i povezani s kraćim PFS-om i OS-om. 

Dodatno, veći broj PD-L1+ makrofaga je značajno povezan s prisutnošću ekstranodalne 

bolesti, a manji broj i udio s bulky tumorom. Naši rezultati pokazuju da se kod većeg H-skora 

PD-L1 u HRS stanicama može očekivati nepovoljniji klinički ishod i daju prilog uporištu za 

ranije, šire i dostupnije uvođenje PD-1 inhibitora u prvoj liniji liječenja, što zasad nije dio 

rutinske kliničke prakse i ograničeno je dostupno (118,119). 

Rezultati drugih studija o prognostičkom značaju izražaja PD-L1 u kHL-u nisu 

jednoznačni, dijelom zato što su se autori fokusirali na PD-L1 u različitim staničnim 

populacijama, to jest HRS stanicama, svim leukocitima u tumorskom mikrookolišu, odnosno 

samo u makrofagima povezanim s tumorom. Osim toga, kriteriji za definiranje PD-L1-

pozitivnosti variraju i često se oslanjaju na postotak pozitivnih HRS stanica, bez 

standardizirane kvantifikacije intenziteta izražaja. Takva metodološka heterogenost otežava 

izravnu usporedbu rezultata i dijelom objašnjava neujednačene zaključke o prognostičkom 

značenju izražaja PD-L1 u kHL-u.  

U HRS stanicama je zbog konstitutivne amplifikacije lokusa 9p24.1 povećan izražaj 

PD-L1 (29). Roemer i suradnici su istraživali molekularnu i imunohistokemijsku 

karakterizaciju tog odnosa i utvrdili da je amplifikacija lokusa 9p24.1 povezana s povišenim 

izražajem PD-L1 i kraćim PFS-om (99). U drugom radu, autori navode važan rezultat da je 

veći broj kopija navedenog lokusa u kombinaciji s povišenim izražajem PD-L1 na HRS 

stanicama, bio povezan s duljim PFS-om bolesnika s R/R kHL-om liječenih PD-1 blokatorom 

(105).  

Hollander i suradnici su, osim izražaja PD-L1 i PD-L2 na HRS stanicama, 

imunohistokemijski analizirali izražaj PD-L1 i PD-1 na leukocitima i ispitali povezanost s 

ishodom. Pri tome su koristili različite cutoff vrijednosti za analizirane pokazatelje i izabrali 

one koji su pokazali statistički najsnažniju diskriminaciju među skupinama. Primjerice, za 

visoki ili niski udio PD-L1 na leukocitima je cutoff iznosio 5 %, a za PD-L1 na HRS stanicama 

čak 90 %. Rezultati su pokazali da je veći izražaj PD-L1 na leukocitima bio povezan s kraćim 

preživljenjem bez događaja (EFS) i kraćim OS. Za razliku od naših rezultata i indirektnih 

dokaza Roemera i suradnika, Hollander i suradnici nisu dokazali povezanost izražaja PD-

liganda na HRS stanicama s ishodom (120). Treba reći da u našem radu diskriminacijska 
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vrijednost nije bila određena udjelom PD-L1 pozitivnih HRS stanica jer je u 97 % analiziranih 

slučajeva nađena barem po koja takva, nego je pozitivnost definirana medijanom kvalitativno-

kvantitativno izračunatog H-skora.  

Paydas i suradnici smatrali su pozitivnim izražaj PD-L1 u kHL ako je bio vidljiv u više 

od 5 % HRS stanica, bez obzira na intenzitet imunohistokemijskog bojenja. Pokazali su da 

izolirani izražaj PD-1 ili PD-L1 nije povezan s ishodom, ali je njihova koekspresija na HRS 

stanicama ili u tumorskom mikrookolišu, povezana s nepovoljnijim PFS i OS (121). Više 

autora nisu utvrdili prognostički značaj izražaja PD-liganada na HRS stanicama, ali su dokazali 

da je jači izražaj PD-1 i/ili PD-liganda na stanicama tumorskog mikrookoliša povezan s 

nepovoljnim kliničkim ishodom (120,122,123). Tako su Koh i suradnici utvrdili negativnu 

povezanost izražaja PD-1 s OS (122). Kao što je rečeno, Hollander i suradnici su analizirali 

izražaj PD-L1 na svim leukocitima, bez posebne analize makrofaga, i utvrdili povezanost s 

lošijim EFS i OS (120). Karithala i suradnici su utvrdili nepovoljan prognostički značaj visokog 

udjela PD-L1+ makrofaga u tumorskom mikrookolišu (123). 

Kod lošijeg ishoda bolesnika s kHL liječenih standardnom kemoterapijom, važnu ulogu 

ima ne samo ukupni broj makrofaga povezanih s tumorom (124), nego i PD-L1+ makrofagi 

koji sudjeluju u modulaciji kliničkog tijeka bolesti, odnosno razvoju terapijske rezistencije 

(120,123). Kako izvještavaju Carey i suradnici u svojoj topološkoj analizi, u pravilu se PD-

L1+ makrofagi okupljaju u neposrednoj blizini PD-L1-pozitivnih HRS stanica, potaknuti 

djelovanjem proinflamatornih i imunosupresivnih citokina. Obje stanične populacije blisko 

kontaktiraju s T-limfocitima koji jako izražavaju PD-1 (109). U našem istraživanju zamijetili 

smo prostorno okupljanje PD-L1+ makrofaga u neposrednoj blizini HRS stanica i PD-L1+ 

membranske izdanke od makrofaga prema bliskoj HRS stanici, što upućuje na eventualnu 

trogocitozu. Trogocitoza je brzi međustanični prijenos malih membranskih fragmenata s 

pripadajućim proteinskim sadržajem, pri čemu se fragmenti odvajaju od donorske stanice te 

ugrađuju u membranu primateljske stanice ili bivaju internalizirani (125). Kawashima i 

suradnici su dokazali da makrofagi u neposrednoj blizini HRS stanica mogu steći izražaj PD-

liganada upravo putem trogocitoze (126). Zeng i suradnici opisuju da PD-1+ T-limfociti u 

blizini PD-L1-pozitivnih HRS stanica ili makrofaga mogu na isti način steći PD-L1, čime se 

dodatno pojačava lokalna imunosupresija (127). Iako točan mehanizam tog procesa nije u 

potpunosti razjašnjen, navedeni nalazi snažno upućuju na važnu ulogu međustanične razmjene 

membrana u oblikovanju lokalnog imunološkog mikrookoliša. 

U našem uzorku među histološkim podtipovima je najzastupljeniji NS, sa 75% što je u 

skadu s raspodjelom podtipova u drugim razvijenim zemaljama (3). Treba reći da je u 
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uzastopnim kohortama ispitanika s kHL iz našeg centra analiziranima od 1980-1990 i 1991-

2018 rastao udio NS, s 48 % na 68,1% i sad 75% uz stabilan broj EBV-pozitivnih kHL, što 

govori o poboljšanju socioekonomskog standarda naše populacije (116,128,129). 

Unatoč histološkim osobitostima podtipova NS i MC, nije bilo značajne razlike u 

izažaju PD-L1 na HRS stanicama i makrofagima. To je u skladu s drugim studijama koje nisu 

pronašle povezanost između izražaja PD-L1 i podtipa kHL.  

Bimodalna raspodjela kHL po dobi je karakteristična za razvijene zemlje. U našoj 

kohorti je najveća učestalost kHL-a bila između 15. i 35. godine života (6). Čak 54% ispitanika 

imali su u vrijeme dijagnoze B simptome, dok globalni epidemiološki podaci govore o 40 % 

(30). Udio ispitanika dijagnosticiranih u III i IV kliničkom stadiju bolesti od 45%, gotovo je 

identičan onome iz SAD-a (130). U usporedbi s literaturnim podacima iz Europe, Amerike i 

Azije, bio je viši postotak ispitanika s bulky medijastinalnim tumorom, 26,5 % prema 18–25% 

(131–133). Prema našem saznanju, prvi smo ukazali na povezanost broja PD-L1+ makrofaga 

u tumorskom mikrokolišu s bulky medijastinalnom bolesti, odnosno ekstranodalnim 

zahvaćanjem kHL-a. Veći broj PD-L1+ makrofaga bio je povezan s ekstranodalnim 

zahvaćanjem, a bulky tumori s manjim brojem i udjelom PD-L1+ makrofaga. Analizirajući 

razlike s obzirom na bimodalnu dobnu raspodjelu kHL-a, utvrdili smo da je kod mlađih 

ispitanika statistički značajno manji broj PD-L1+ makrofaga u tumorskom mikrookolišu, a 

bulky bolest značajno češća nego u starijoj skupini, 42,6 % prema 6,2 %. Za razliku od toga, 

medijan izražaja PD-L1 na HRS stanicama bio je gotovo identičan u obje dobne skupine. 

Negativna korelacija između PD-L1+ makrofaga i bulky tumorske mase čini se posebno 

poticajnom za daljnje istraživanje o djelovanju makrofaga u kHL. Stariji ispitanici imali su 

značajno češće EBV pozitivan status kHL, 43,7 % prema 6,4 %.  

Ukupno je 22,5 % ispitanika imalo EBV-pozitivan kHL, što je u skladu s podatcima iz drugih 

razvijenih zemalja (134). Od svih kliničko-patoloških varijabli u našem uzorku, samo je EBV 

status bio povezan s izražajem PD-L1 na HRS stanicama. EBV pozitivni status bio je povezan 

s višim PD-L1 na HRS te povećanim brojem makrofaga i PD-L1+ makrofaga. Na 

konstitucionalni izražaj PD-L1 u HRS utječe povećanje broja kopija u regiji 9p24.1 koja 

obuhvaća i lokus za JAK2, a njegova povećana aktivnost preko JAK/STAT signalnog puta 

potiče transkripciju PD-liganada. Međutim, EBV infekcija putem onkoproteina LMP1 aktivira 

JAK/STAT signalizaciju i AP-1 koji može potaknuti pojačanu transkripciju PD-L1 bez 

amplifikacije lokusa 9p24.1 (113). U upali i tumoru CD163+ makrofagi imaju povišen izražaj 

PD-L1, primjerice u tonzilama tijekom primarne EBV infekcije (135). U meta-analizi 
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limfoproliferativnih bolesti utvrđen je veći izražaj PD-L1 u tumorskim stanicama EBV-

pozitivnih slučajeva (136). Međutim, u kHL-u rezultati nisu tako jednoznačni. U istraživanju 

Roemera i suradnika, EBV-pozitivni kHL češće ima visoki H-skor PD-L1, ali je raspodjela 

genetskih promjena u regiji 9p24.1 slična kod EBV-pozitivnih i EBV-negativnih ispitanika 

(99). Navedeni rezultati su slični našima u kojima je pozitivan EBV status kHL bio povezan s 

višim izražajem PD-L1 na HRS stanicama, a potkrijepljuju i rezultate Greena i suradnika da 

EBV može inducirati prepisivanje PD-L1 i u diploidnoj regiji 9p24.1 (113). Međutim, ima 

studija koje nisu utvrdile povezanost izražaja PD-1 i PD-L1 s EBV statusom kHL, analiziranim 

EBER in situ hibridizacijom (121). Dvije studije kHL s velikim brojem EBV-pozitivnih 

slučajeva - argentinska pedijatrijska studija Jimeneza i suradnika i južnoafrička studija Antela 

i suradnika na populaciji s visokom incidencijom HIV-a nisu utvrdile povezanost EBV statusa 

kHL s izražajem PD-L1 (137,138). 

U kliničkoj praksi, unatoč visokoj učinkovitosti prve linije kemoterapije, određeni broj 

bolesnika s kHL razvije relaps ili je bolest refraktorna, a njena dugotrajna terapijska kontrola 

postaje vrlo ograničena (139). U hematologiji je stoga R/R kHL i dalje značajan terapijski 

izazov u kojem bi imunoterapija donijela produljenje preživljenja kad bi bila uključena 

pravovremeno, a ne kao kasnija linija liječenja progresije bolesti. Nameće se pitanje bi li 

prvolinijska imunoterapija smanjila broj relapsa i terapijsku rezistenciju kHL-a, tog 

jedinstvenog „imunološkog tumora“ i povećala udio preživjelih, većinom mladih bolesnika. 

Novija klinička ispitivanja pokazala su ohrabrujuće rezultate primjene inhibitora PD-1 i u prvoj 

liniji liječenja. Prema ispitivanjima NIVAHL i KEYNOTE-C11, inhibitori PD-1, samostalno 

ili u kombinaciji s kemoterapijom, dovode do vrlo visokih stopa KR i PFS-a (53,54,140). 

Dodatno, u ponovnim bioptičkim uzorcima bolesnika s R/R bolešću, veći je izražaj PD-L1 na 

HRS stanicama i makrofagima nego u inicijalnoj dijagnostičkoj biopsiji (141,142), možda zato 

što promjene u tumorskom mikrookolišu inducirane konvencionalnom kemoterapijom 

pridonose pojačanom izražaju PD-L1-a (141). U zanimljivom istraživanju Reinke i suradnici 

analizirali su kHL biopsije nekoliko dana nakon primjene PD-1 inhibitora u prvoj liniji i 

utvrdili potpuni nestanak HRS stanica uz istovremeno smanjenje broja Treg limfocita i PD-

L1+ makrofaga u tumorskom mikrookolišu (103). Ovi rezultati upućuju na to da TME kao 

dominantna potpora zloćudnim HRS stanicama može znatno oslabjeti s nestankom HRS 

stanica nakon prvolinijske terapije PD-1 inhibitorima. Autori razmatraju da je to izazvano 

povlačenjem čimbenika koji podržavaju preživljenje stanica, a ne zbog klasične aktivacije 

specifičnog imunološkog odgovora (103). Uključivanje PD-1 inhibitora u prvu liniju terapije 
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moglo bi povećati učinkovitost liječenja i smanjiti potrebu za konvencionalnom kemoterapijom 

i radioterapijom kod odabranih bolesnika.  

 

Ovo je prva studija u kojoj su istodobno analizirani broj i udio PD-L1+ makrofaga i H-

skor PD-L1 u HRS stanicama, pri čemu je histološka analiza, provedena na velikom povećanju 

uz imerziju i u više vidnih polja, omogućila veću preciznost i reprezentativnost mjerenja, bez 

smanjenja broja analiziranih stanica u usporedbi s drugim imunohistokemijskim studijama. 

Prema našim rezulatima, integrirana procjena izražaja PD-L1 na HRS stanicama i makrofagima 

u dijagnostičkim biopsijama kHL-a ima prognostičku i prediktivnu vrijednost i može 

pridonijeti racionalnom uključivanju blokatora PD-1 u prvu liniju liječenja kHL-a.



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. ZAKLJUČCI  
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1. Izražaj PD-L1 u HRS stanicama, s različitim udjelom tumorskih stanica i intenzitetom 

bojenja, bio je prisutan u većini analiziranih slučajeva. Medijan H-skora je 80 (IQT 

36.5 do 142.8). 

 

2.  EBV pozitivan status kHL-a utvrđen je u 22,5% ispitanika. 

 

 

3. Veći H-skor PD-L1 u HRS stanicama povezan je s EBV-pozitivnim kHL (p=0,005). 

Ispitanici s EBV-pozitivnim kHL imali su veći ukupni broj makrofaga i apsolutni broj 

broj PD-L1+ makrofaga u tumorskom mikrookolišu (p=0,008 odnosno p=0,005). 

 

4. Bulky bolest bila je povezana sa značajno nižim apsolutnim brojem i udjelom PD-L1+ 

makrofaga u tumorskom mikrookolišu (p=0,04 oba). 

 

 

5. Ispitanici s vrijednošću iznad medijana PD-L1 H-skora imali su smrtni ishod 4,55 puta 

češće i doživjeli relaps 1,38 puta češće od ispitanika s vrijednošću ispod medijana PD-

L1 H-skora (oba p < 0,0001). 

 

6. Ispitanici s visokim udjelom PD-L1+ makrofaga imali su 100 puta veću stopu od 

smrtnog ishoda nego ispitanici s niskim udjelom PD-L1+ makrofaga (p < 0,0001). 

 

 

7. Ispitanici iz dobne skupine od 15-35 godina imali su značajno manji apsolutni broj PD-

L1+ makrofaga u tumorskom mikrookolišu i češće prezentirali bulky bolest (oba 

p=0,008).  Ispitanici > 55 godina češće imaju podtip MC (p=0,001) i EBV- pozitivan 

kHL p < 0,001).



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7. SAŽETAK NA HRVATSKOM JEZIKU  
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Programirani ligand smrti 1 (PD-L1) na tumorskim stanicama, uključujući Hodgkinove i Reed-

Sternbergove (HRS) stanice u klasičnom Hodgkinovom limfomu (kHL), suprimira odgovor 

tumorskog imunog mikrookoliša. Analizirali smo izražaj PD-L1 u HRS stanicama i 

makrofagima i usporedili s kliničko-patološkim značajkama kHL i mjerama ishoda. Prisutnost 

Epstein-Barr virusa (EBV) u HRS stanicama analizirana je in situ hibridizacijom pomoću 

EBER probe, a izražaj PD-L1 u HRS i makrofagima dvostrukim imunohistokemijskim 

bojenjem na PD-L1 i makrofagnim biljegom CD163. U deset polja povećanja 1000x izračunat 

je H-skor izražaja PD-L1 u HRS stanicama, a izbrojan ukupan broj makrofaga, apsolutni broj 

i udio PD-L1+ makrofaga. Pozitivan EBV status kHL utvrđen je u 22,5% ispitanika. Medijan 

PD-L1 H-skora HRS stanica bio je 80 (IQT 36.5 do 142.8), a vrijednost iznad medijana 

povezana s pozitivnim EBV statusom kHL-a.  Ispitanici s EBV-pozitivnim kHL imali su veći 

ukupni broj makrofaga i apsolutni broj PD-L1+ makrofaga (p=0,008 i p=0,005). Masivna 

bolest bila je povezana s nižim apsolutnim brojem i udjelom PD-L1+ makrofaga (oba p = 0,04). 

Ispitanici s vrijednošću iznad medijana PD-L1 H-skora imali su smrtni ishod 4,55 puta češće i 

doživjeli recidiv 1,38 puta češće od ispitanika s vrijednošću ispod medijana PD-L1 H -skora 

(oba p < 0,0001). Ispitanici s visokim udjelom PD-L1+ makrofaga imali su 100 puta veću stopu 

od smrtnog ishoda nego ispitanici s niskim udjelom PD-L1+ makrofaga (p < 0,0001). Ispitanici 

iz dobne skupine od 15-35 godina imaju manji apsolutni broj PD-L1+ makrofaga u tumorskom 

mikrookolišu i češće bulky bolest (oba p=0,008). Ispitanici > 55 godina češće imaju podtip 

miješane celularnosti (MC) i EBV- pozitivan kHL (oba p < 0,001). Visoki izražaj PD-L1 u 

HRS stanicama i makrofagima povezni su s lošijim ishodima. Integrirana procjena izražaja PD-

L1 na HRS stanicama i makrofagima u dijagnostičkim biopsijama kHL-a ima prognostičku i 

prediktivnu vrijednost



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

8. LAIČKI SAŽETAK NA HRVATSKOM JEZIKU
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Programirani ligand smrti 1 (PD-L1) na tumorskim stanicama, uključujući zloćudne 

Hodgkinove i Reed-Sternbergove stanice (HRS) u klasičnom Hodgkinovom limfomu (kHL) 

blokira imunološki odgovor u tumorskom mikrookolišu vezanjem na PD-1 na citotoksičnim 

limfocitima. Analizirali smo izražaj PD-L1 u makrofagima i HRS stanicama u 98 ispitanika i 

usporedili s kliničko-patološkim značajkama, Epstein-Barr virus (EBV) statusom tumora i 

mjerama ishoda. 22,8 % ispitanika imalo je Epstein-Barr virus pozitivnu bolest. EBV pozitivni 

kHL značajno češće ima visoku vrijednost H-skora PD-L1 u HRS stanicama. Manji apsolutni 

broj i udio PD-L1+ makrofaga u tumorskom mikrookolišu značajno je povezan s tzv. 

masivnom bolešću. Ispitanici s visokim H-skorom PD-L1 u HRS stanicama, kao i ispitanici s 

visokom proporcijom PD-L1+ makrofaga imaju značajno veći rizik od relapse bolesti i smrti.



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

9. SAŽETAK NA ENGLESKOM JEZIKU 
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Title: THE SIGNIFICANCE OF PROGRAMMED CELL DEATH LIGAND 1 EXPRESSION 

IN CLASSICAL HODGKIN'S LYMPHOMA 

 

Summary 

Programmed death ligand 1 (PD-L1) on tumor cells, including Hodgkin and Reed-Sternberg 

(HRS) cells in classical Hodgkin's lymphoma (cHL), suppresses the immune response. We 

analyzed the expression of PD-L1 in HRS cells and tumor-associated macrophages in 98 cases 

of cHL and correlated it with clinicopathological variables and outcome. In situ hybridization 

for EBV-encoded RNA (EBER) and double immunohistochemistry using PD-L1 and CD163 

were performed. At a magnification of 1000x under immersion, 10 fields were analyzed 

microscopically and PD-L1 expression in HRS cells was calculated for each case as H-score. 

In the same fields, the total number of CD163+ macrophages was counted, as well as the 

absolute number and percentage of CD163+ PD-L1+ macrophages. 22.8% of cHL patients 

were EBV-positive. The median H-score was 80 (IQT 36.5-142.8), and values above the 

median were more common in EBV-positive cHL. Patients with EBV-positive cHL had higher 

total macrophage counts and absolute PD-L1+ macrophage counts (p=0.008 and p=0.005, 

respectively). Younger patients had lower absolute PD-L1+ macrophage counts and more 

bulky disease (both p=0.008, both). Patients with H-scores above the median PD-L1 H-scores 

died 4.55 times more often and relapsed 1.38 times more often than patients with low H-scores 

(both p<0.0001). Patients with high PD-L1+ macrophage counts died at a 100-fold higher rate 

than those with low counts (p<0.0001). High expression of PD-L1 in HRS cells and 

macrophages is associated with worse outcomes.



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

10.  LAY SUMMARY  
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Programmed death-ligand 1 (PD-L1) expressed on tumor cells, including malignant 

Hodgkin and Reed–Sternberg (HRS) cells in classical Hodgkin lymphoma, blocks the immune 

response in the tumor microenvironment by binding to PD-1 on cytotoxic lymphocytes. We 

analyzed PD-L1 expression in macrophages and HRS cells in 98 patients and correlated the 

findings with clinicopathological characteristics, Epstein–Barr virus (EBV) tumor status, and 

outcome measures. 22.8% of patients had EBV-positive disease. EBV-positive Hodgkin 

lymphoma significantly more frequently exhibited high PD-L1 H-scores in HRS cells. A lower 

absolute number and proportion of PD-L1–positive macrophages in the tumor 

microenvironment were significantly associated with so-called bulky disease. Patients with a 

high PD-L1 H-score in HRS cells, as well as patients with a high proportion of PD-L1–positive 

macrophages, had a significantly increased risk of disease relapse and death.
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