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POPIS OZNAKA I KRATICA
ABVD - doksorubicin, bleomicin, vinblastine, dakarbazin

AIC — Akaikieov informacijski kriterij

AL — akutna leukemija

AVD — doksorubicin, vinblastine, dakarbazin

BACOPP - bleomicin, doksorubicin, ciklofosfamid, vinkristin, prokarbazin, prednizolon
Bcl-6 — protein 6 B stani¢nog limfoma

BCNU - visoke doze ciklofosfamida, karmustin

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

BEAM - karmustin, etopozid, citarabin, melfalan

BOB.1 —engl. B-lymphocyte-specific co-activator 1

BrECADD — BV, etopozid, ciklofosfamid, doksorubicin, dakarbazin, deksametazon
BR — brentuksimab, rituksimab

BV — brentuximab ventodin

BV+DTIC — brentuximab vedotin, dakarbazin

BV-AVD - brentuximab vedotin, doksorubicin, vinblastine, dakarbazin

CAR-T — kimeri¢ni antigenski receptor na T stanicama

CBYV - ciklofosfamid, karmustin, etopozid

CD30+LPD — CD30+ limfoproliferativni poremecaji (engl. CD30-positive
lymphoproliferative disorders)

CD45 — zajednicki leukocitni antigen

CDK - ciklin-ovisna kinaza (engl. engl. cyclin-dependent kinase)

CDKNI1A — engl. cyclin dependent kinase inhibitor 14

CHOP - ciklofosfamid, doksorubicin, vinkristin, prednizolon

CMT - kombinirana modalitetna terapija (engl. Combined modality treatment)

COPP/ABVD - ciklofosfamid, prokarbazin, vinkristin, prednizon/ABVD
CT — kompjuterizirana tomografija (engl. computed tomography)
CTCL — kozni T-stani¢ni limfom (engl. cutaneous T-cell lymphoma)

DHAP — cisplatina, citarabin, deksametazon)

DLBCL — difuzni B velikostani¢ni limfom

DLI - infuzije darivateljevih limfocita (engl. donor lymphocyte infusion)
EBV — Epstein-Barrov virus

ECOG — engl. Eastern Cooperative Oncology Group



EMA — engl. European Medicines Agency

EORTC — engl. European Organisation for the Research and Treatment of Cancer
FasL — Fas ligand

FDG - fluorodeoksiglukoza

FFP — period do progresije progresije boesti ( engl. freedom from progression)

FN — febrilna neutropenija

G-CD - gemcitabine, karboplatina, deksametazon

G-CSF — ¢imbenik stimulacije kolonije granulocita (engl. Granulocyte colony-stimulating
factors)

GEMOX — gemcitabine, oksaliplatina

GEO — engl. Gene Expression Omnibus

GHSG — engl. German Hodgkin’s Study Group

GVD - gemcitabine, vinorelbin, liposomalni doksorubicin

GVHD - kroni¢ne bolesti presatka protiv primatelja (engl. Graft-versus-host disease)

HDCT/ASCT — engl.high- dose chemotherapy followed by autologous stem cell
transplantation
HIV — virus humane imunodeficijencije

HLA — ljudski antigen leukocita

HL — Hodgkinov limfom

HRS — Hodgkin/Reed-Sternbergove stanice
ICE — karboplatina, etopizid, ifosfamid
IFRT — engl. Involved-Field Radiotherapy
IGEV — ifosfamid, gemcitabine, vinorelbin, prednizolon
IM — infektivna mononukleoza

INF — 2 o - interferon 2 o

IPS — engl. International Prognostic Score
IQR — interkvartilni raspon

IRS — imunoreaktivni skor

ISRT — engl. Involved-site radiation therapy

KBC — Klini¢ki bolnicki centar
kHL — klasi¢ni Hodgkinov limfom

KR — kompletna remisija
KTx — konvencionalna kemoterapija

LDHL — limfocitna deplecija Hodgkinovog limfoma



LMP1 — latentni membranski protein

LP stanice — limfocitno — predominatne stanice

LRHL - limfocitima bogat Hodgkinov limfom

LYRIC — engl. Lymphoma Response to Immunomodulatory Therapy Criteria

Lyp — limfomatoidna papuloza

MAPK/ERK - engl. mitogen-activated protein kinase / extracellular signal-regulated kinase
MC — mijeSana celularnost

MF — engl. mycosis fungoides

MMR — omjer maksimalnog promjera medijastinalne mase 1 maksimalnog intratorakalnog
promjera (engl. mediastinal mass ratio)

MOPP — meklooretamin, vinkristin, prokarbazin, prednizon

MRI — engl. Magnetic resonance imaging

MTR — omjer maksimalnog promjera medijastinalne mase i intratorakalnog promjera na
razini T5/T6 (engl. mediastinal thoracic ratio)

N-AVD — nivolumab, doksorubicin, vinblastine, dakarbazin

NCCN - engl. National Comprehensive Cancer Network

NFkB — jezgrin faktor kapa B

NK-1 antagonisti — neurokininski antagonisti

NK- stanica — prirodne stanice ubojice (engl. Natural killer stanica)

NLPHL — nodularna limfocitna predominacija Hodgkinovog limfoma

NOTCHI1 - engl. Notch homolog 1

NS —nodularna skleroza

OCT2 — engl. Octamer transcription factor 2

OS — ukupno prezivljenje (engl. Overall survival)

PAXS —engl. Paired box protein 5

PB — progresija bolesti

PD-1 —engl. Programed cell Death protein 1

PD-L1 — engl. Programed Death Ligand 1

PET2 — PET nakon 2 ciklusa kemoterapije
PET/CT — pozitronska emisijska tomografija / kompjuterizirana tomografija

PFS — prezivljenje bez progresije (engl. Progression-free survival)
PLR — omjer trombocita/limfocita (engl. platelet/lymphocyte ration)

PP — postotak pozitivnih stanica



pPR — retinoblastonski protein

PR — parcijalna remisija

PVAG - prednizolon, vinblastine, doksorubicin, gemcitabine
RANK  —engl. Receptor Activator of Nuclear Factor-kappa B
RMA — engl. Reduced Major Axis

RS — Reed — Sternbergove stanice

R/R HL — relapsni/refraktorni HL

SATBI1 —engl. special AT-rich sequence-binding protein-1

SE — sedimentacija eritrocita

SEER — engl. Surveillance, Epidemiology, and End Results

SI — intenziteta bojenja
SOS/VOD - sinusoidalni opstruktivni sindrom / venookluzivna bolest (engl. Hepatic

sinusoidal obstruction syndrome/veno-occlusive diseas)
SS —engl. Sezary sindrom

SsGSEA — engl. “single-sample Gene Set Enrichment Analysis
STAT3, STATS, STAT6 — engl. Signal Transducer and Activator of Transcription 3,5,6

SZO — Svjetska zdravstvena organizacija

UZV — utrazvuk
VEPEMB - vinblastine, ciklofosfamid, prednizolon, prokarbazin, etopozid, mitoksantron,

bleomicin
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1.1. Epidemiologija Hodgkinovog limfoma

Hodgkinov limfom (HL; ranije poznat kao Hodgkinova bolest) prvi put je Thomas
Hodgkin opisao 1932. godine u svom povijesnom radu pod nazivom On Some Morbid
Appearances of the Absorbent Glands and Spleen. HL je klonalna limfoproliferativna bolest
koja je morfoloski karakterizirana postojanjem mjesavine velikih displasti¢nih malignih stanica
unutar reaktivnog mikrookoliSa (1,2). HL ¢&ini priblizno 10 % svih sluc¢ajeva limfoma u
Sjedinjem Ameri¢kim Drzavama (3,4). HL je 2020. godine cinio 0,4 % svih
novodijagnosticiranih slu¢ajeva raka i 0,2 % svih smrtnih slu¢ajeva povezanih s rakom (4-6).
Ukupno je bilo prijavljeno 83 087 novodijagnosticiranih slucajeva HL-a 2020. godine s
globalno dobno standardiziranom stopom incidencije 0,98 na 100 000 stanovnika. Medutim,
zamijeéena je varijacija u incidenciji s obzirom na geografsko podru¢je. Najveca stopa
incidencije je bila u Juznoj i Sjevernoj Europi, potom Australiji, Novom Zelandu i Zapadnoj
Europi dok je najmanja u Istocnoj Aziji i Africi. Niza stopa incidencija u slabije razvijenim
zemljama moze se objasnit nedostatatkom dijagnostickih resursa dok veca stopa incidencija u
razvijenim zemljama moze bit povezana s okoli¢nim ¢imbenicima i metabolickim bolestima
buduéi da je u predhodnim studijima dokazano da je bolji zivotni standard u ranom djetinjstvu
povezan s rizikom za pojavu HL-a. Suprotno incidenciji, veca stopa mortaliteta nadena je u
slabije razvijenim zemljama Zapadne Azije, Sjeverne i Zapadne Afrike (5). HL se najcesce
javlja u mlade odrasle populacije (od 15 - 35 godina) te kod starije populacije (iznad 55 godina).
Prosjecna dob dijagnoze je 39 godina (7,8). 5 - godiSnje prezivljenje bolesnika s HL-om je 87
% (8). Unatoc Cinjenici da je HL bolest dobre progoze, 10 - 20 % bolesnika ¢e dozivjet relaps,
a5 - 10 % bolesnika ¢e imat primarno refraktornu bolest (9). Prema podatcima Registra za rak
Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo 2020. godine u Hrvatskoj zabiljeZeno je 108 novih

sucajeva HL-a s incidencijom 2,7 na 100 000 stanovnika (10).

1.2. Rizi¢ni ¢imbenici za razvoj Hodgkinovog limfoma

Do sada nije jasno definirana etiologija HL-a, ali postoji niz rizi¢nih ¢imbenika koji su
povezani s razvojem ove maligne bolesti (8). Tako je za razvoj HL-a opisana obiteljska
predispozicija, budu¢i da je primje¢eno povecanje stope rizika tri do pet puta kod bliskih
srodnika bolesnika s HL-om (11). Epstein-Barrov virus (EBV) je takoder definiran kao rizi¢ni
¢imbenik za HL budu¢i da njegova pojavnost u Hodgkin/Reed-Sternbergovim stanicama (HRS)
varira ovisno o histoloSkom podtipu HL-a, geografskim, etni¢kim i rasnim ¢imbenicima.
Pojavnost EBV-a u klasicnom HL-u (kHL) u razvijenim zemljama je u 30 - 50 % slucajeva

bolesti 1 to ¢eS¢e u histoloSkom podtipu mijeSane celularnosti (MC), dok je u ekonomski
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nerazvijenim zemljama prisutnost EBV-a gotovo 100 % (12—14). Povezanost HL-a i infektivne
mononukleoze (IM) pokazana je u skandinavskoj studiji u kojoj je zaklju¢eno da se HL obi¢no
javlja 2,9 godina nakon preboljele IM-e (14,15), ali ipak samo mali postotak oboljelih zaista
razvije limfom. Tako je procijenjeni apsolutni rizik od razvoja HL-a nakon preboljele IM-e
otprilike 1 na 1000, $to znaci da osim samog EBV-a u razvoju ovog limfoma imaju vaznu ulogu
1 drugi bioloski i epidemioloski ¢imbenici (16).

Povecan rizik za razvoj HL-a je pokazan i u bolesnika s imunodeficijencijom kao $to su
bolesnici sa steCenim imunodeficijencijskim sindrom kao i u bolesnika s kroni¢nom
imunodeficijencijom uslijed transplantacije solidnih organa, transplantacije mati¢nih
hematopoetskih stanica i imunosupresivne terapije (8,17,18). Bolesnici pozitivni na virus
humane imunodeficijencije (HIV) imaju 17 puta ve¢i rizik za razvoj HL-a (19). Takoder je
nadena povezanost okoliSnih ¢imbenika puSenja i debljine s pove¢anom rizikom za razvoj HL-

a (20,21).

1.3. Klasifikacija Hodgkinovog limfoma

Svjetska zdrastvena organizacija (SZO) dijeli HL na dvije osnovne kategorije koje
prepoznaje kao zasebne bolesti na temelju morfoloskih i imunohistokemijskih obiljezja, iako
su obje obiljeZzene oskudnim brojem neoplasti¢nih stanica s bogatim reaktivnim mikrookoliSem
sastavljenih od uglavnom ne-malignih stanica, prvenstveno T stanica. Dijeli se na kHL i
nodularnu limfocitnu predominaciju HL-a (NLPHL) (2,22). kHL ¢ini oko 90 % svih slucajeva
HL-a (23,24). lako se prema SZO zadrZao termin nodularna limfocitna predominacija
Hodgkinovog limfoma (8), Medunarodna konsenzusna klasifikacija s obzirom na bioloske i
klini¢ke razlike naspram kHL-a, zamijenila je s terminom nodularni limfocitno- predominatni
B-stanicni limfom (25). Maligne stanice u HL-u ¢ine svega 1 - 5 % tumorske mase (26).

kHL obuhvaca 4 histoloSka podtipa: nodularnu sklerozu (NS), mijeSanu celularnost
(MC), HL bogat limfocitima (LRHL) te HL s limfocitnom deplecijom (LDHL). Bolest je
karakterizirana prisutno$¢u mononuklearnih Hodgkinovih stanica i velikih, multinuklearnih
Reed — Sternbergovih (RS) stanica, koje se zajednicki nazivaju HRS, a nalaze se pomijeSane s
upalnim mikrookoliSem koji ukljucuje male limfocite, histiocite, plazma stanice i eozinofile
(8,27).

HRS stanice u kHL-u izrazavaju CD30 u 100 % sluc¢ajeva, dok je CD15 izraZen u vecini
(75 - 85 %) stanica, a njegov nedostatak moZze biti povezan s loSijom prognozom (2). Izrazaj B
stani¢nih antigena uglavnom je odsutan ili pokazuje vrlo slab izrazaj (CD19, CD20, CD79)
(2,28,29). HRS ne izrazavaju CD45 (zajednicki leukocitni antigen). PAXS (B specifi¢ni



stanicni transkripcijski ¢imbenik, engl. Paired box protein 5) je uglavnom izrazen, ali slabije u
HRS nego u reaktivnim B stanicama, a moze posluziti u razlikovanju kHL-a od ostalih T
stani¢nih limfoma (2,30). T stani¢ni antigeni (CD3, CD7) uglavnom nisu izrazeni, dok HRS
izrazavaju PD - L1 (engl. Programed Death Ligand 1) u 73 - 96 % slucajeva i on ima klju¢nu
ulogu u izbjegavanju imunoloSkog odgovora u tumorigenezi, a njegov izrazaj varira ovisno o
histoloskom podtipu HL-a (2,31). U 20 % slucajeva je izrazen BCL6 (protein 6 B stani¢nog
limfoma) (2).

NS ¢ini 70 % svih slu€ajeva kHL-a 1 ima bolju prognozu nego ostali podtipovi (8) te je
¢eSca u razvijenim zemljama (24). Najvise pogada mladu populaciju bolesnika izmedu 15 - 35
godina (24), a incidencija je jednaka u oba spola za razliku od ostalih podtipova kHL-a koji su
¢es¢i kod muskaraca (32). EBV je pozitivan u 10 - 25 % bolesnika s NS-om (33). Bolesnici s
NS-om se najceS¢e prezentiraju medijastinalnom masom, a u polovice se javlja “bulky”
tumorska masa (24). NS je karakterizirana kolagenim tra¢cima koje okruzuju najmanje jedan

¢vor 1 prisutnoscu tzv. “lakularnog” tipa RS stanica koje se nalaze unutar reaktivnog infiltrata
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Slika 1. Histoloski podtip klasi¢nog Hodgkinovog limfoma: nodularna skleroza (NS). (A) NS
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obiljeZena kolagenim tracima koje okruzuju najmanje jedan ¢vor (HE x 40). (B) Hodgkin /
Reed-Sternbergove stanice (HRS) u NS imaju obilnu bistru citoplazmu i nazivaju se lakunarnim
stanicama (HE x 400). (C) Stopa EBV-pozitivnosti kod NS je najniza medu klasi¢nim HL.
Prikazani slucaj je EBV-negativan (x400). (Preuzeto u izvornom obliku iz Satou A, Takahara
T, Nakamura S. An update on the pathology and molecular features of Hodgkin lymphoma.
Cancers (Basel). 2022;14:2647. Licenca CC BY 4.0).

MC se javlja u 20 - 25 % slucajeva kHL-a 1 to €eSc¢e u starijih 1 imunokompromitiranih
bolesnika, a u 75 % slucajeva je pozitivan EBV (24). MC je karakterizirana prisutnoscu
klasi¢nih RS stanica koje se nalaze u sklopu mijesSovitog upalnog infiltrata bez prisutne fibroze

(12) ( Slika 2 A - D).



Slika 2. Histoloski podtip klasi¢nog Hodgkinovog limfoma: mijeSana celularnost (MC) (A) MC
nema zadebljalu kapsulu limfnog ¢vora ni Siroke tracke fibroze (HE x 40). (B) Hodgkin-
Reedstenbergove stanice (HRS) u MC-i imaju klasican izgled (HE % 400). (C) Stanice u
pozadini mogu sadrZavati obilne epiteloidne histiocite, a mogu se uociti 1 epiteloidni granulomi
(HE x 100) (D) MC je visoko povezan s EBV-om (%400). (Preuzeto u izvornom obliku iz Satou
A, Takahara T, Nakamura S. An update on the pathology and molecular features of Hodgkin
lymphoma. Cancers (Basel). 2022;14:2647. Licenca CC BY 4.0).

LRHL ¢ini 5 % kHL-a, ¢eS¢e u mladih bolesnika, prezentirajuci se ¢esto s ranim
stadijem bolesti, a u 30 - 50 % slucajeva je pozitivan EBV Ovaj tip karakteriziran je RS
stanicama 1 nodularnim stani¢nim infiltratom u kojem dominiraju mali limfociti, dok su

neutrofili i eozinofili malobrojni (24,34) (Slika 3 A, B).



Slika 3. Histoloski podtip klasi¢nog Hodgkinovog limfoma: limfocitima bogat Hodgkinov
limfom (LRCHL) (A) LRCHL obi¢no pokazuje nodularni stani¢ni infiltrat koji moze sadrzavati
germinalne centre (HE x 40). (B) LRHL obiljezavaju HRS stanica i mali limfociti, bez
polimorfne stani¢ne kompozicije (HE X 400). (Preuzeto i prilagodeno iz Satou A, Takahara T,
Nakamura S. An update on the pathology and molecular features of Hodgkin lymphoma.
Cancers (Basel). 2022;14:2647. Licenca CC BY 4.0).

LDHL ¢ini manje od 2 % kHL-a, a ¢eSce se javlja kod imukompromitiranih bolesnika
s HIV-om (24,35). Vecina bolesnika s LDHL-om ¢e se prezentirati u uznapredovalom stadiju 1
s B simptomima (24,36), a u 75 % ¢e biti pozitivan EBV 1 imat ¢e loSiju prognozu za razliku

od ostalih podtipova. Najcesce se vide RS uz prisutnu fibrozu i upalne stanice (37) (Slika 4 A

Slika 4. Histoloski podtip klasi¢nog Hodgkinovog imfoma: Hodgkinov limfom s limfocitnom

deplecijom (LDHL). (A) LDHL-ovi imaju relativno obilan broj neoplasti¢nih stanica i smanjen
broj pozadinskih stanica (HE x 40). (B) LDCHL s difuznom fibrozom (HE x 400). (C) LDCHL
s obiljem neoplasti¢nih stanica koje pokazuju pleomorfan izgled (HE x 400). (Preuzeto u
izvornom obliku iz Satou A, Takahara T, Nakamura S. An update on the pathology and
molecular features of Hodgkin lymphoma. Cancers (Basel). 2022;14:2647. Licenca CC BY
4.0).



Za razliku od kHL-a, u NLPHL-u se nalaze maligne limfocitno-predominatne (LP)
stanice koji izgledom podsjecaju na kokice (engl. popcorn) (Slika 5 A, B) koje imunofenotipski
izrazavaju B stani¢ne antigene (CD20, CD79a, PAXS, OCT2, BOB.1), ali ne izrazavaju CD30
ili CD15. LP stanice su tipicno pozitivne na BCL6, a izrazaj PD-L1 znacajno varira kroz
razli¢ite studije (2). NLPHL se javlja u 4. 1 5. desetljecu zivota i ¢eS¢e u muskaraca. lako se
najcesce prezentira u ranom stadiju bolesti bez B simptoma, ipak ¢e 20 - 30 % bolesnika

dozivjeti recidiv bolesti (2,24).

AR

Slika 5. Nodularna limfocitna predominacija Hodgkinovog limfoma (NLPHL). (A) Veéina
slu¢ajeva NLPHL-a pokazuje nodularni stani¢ni infiltrat (HE x 40).

(B) NLPHL s obiljem malih reaktivnih B limfocita, epitelioidnih histiocita i medu njima
razasutih neoplasti¢nih stanica nazvanih limfocitima-predominantne (LP) stanice (HE x 400).
(Preuzeto i prilagodeno iz Satou A, Takahara T, Nakamura S. An update on the pathology and
molecular features of Hodgkin lymphoma. Cancers (Basel). 2022;14:2647. Licenca CC BY
4.0).

1.4. Patogeneza Hodgkinovog limfoma

Zlo¢udna preobrazba HRS-a odvija se u zametnom sredistu limfnih ¢vori¢a gradenih od
nakupina limfocita B. Tijekom transformacije, HRS gube fenotipske karakteristike limfocita B.
Patogeneza HL-a ukljucuje genetsku nestabilnost, konstitutivnu aktivaciju antiapoptoskih
signalnih puteva, interakciju HRS-a s tumorskim mikrookoliSem te mehanizme izbjegavanja
imunoloskog nadzora. KHL karakteriziraju kromosomske abnormalnosti tj. prisutne su razlicite
numericke i strukturne kromosomske aberacije u HRS-ama (24). Tri su signalna puta ukljucena

u proliferaciju i prezivljenje HRS-a: NF-«xB, JAK-STAT i MAPK/ERK (38). U HRS-ama



transkripcijski put NF-kB je konstitutivho aktiviran i ima srediSnju ulogu u rastu i
prezivljavanju tumorskih stanica. Vaznu ulogu u tome imaju komponente NF-xB kanonskog i
nekanonskog signalnog puta (REL, p52). Postoje dva mehanizma koji posreduju aktivaciju
signalnog puta NF-kB. Prvi mehanizam obuhvaca amplifikaciju gena NIK, REL 1 BCL3 koji
kodiraju pozitivne regulatore NF-xB signalnog puta. Drugi mehanizam su delecije i tockaste
mutacije u genima TNFAIP3, NFKBIE, NFKBIA, TRAF3 i CYLD koji kodiraju negativne
regulatore NF-kB (38). Pojacavanje ovog signalnog puta moze biti potaknuto visokom razinom
izrazaja CD30, CD40, CD95 i RANK te njihovim interakcijama s pripadaju¢im ligandima
kojim ¢e se aktivirat nizvodni signalni put. Drugi signalni put takoder bitan u proliferaciji 1
prezivljavanju HRS-a je JAK/STAT. Pokazano je da je genetski poremecen u 87 % slucajeva.
U 1/3 bolesnika pronadene su ponavljaju¢e mutacije gena STAT6 dok su mutacije u STAT3 i
STATS rjede prisutne. Doprinos konstitutivnoj aktivaciji JAK/STAT signalnog puta pridonose
mutacije u genima SOCS! i PTPN1, koji su inaCe negativni regulatori ovog signalnog puta (38).
Za prezivjenje i proliferaciju HRS-a vazan je i signalni put, NOTCH, koji inace regulira
normalni razvoj limfocita T. Interakcija HRS-a sa stanicama mikrookoliSa posredovana je
brojnim citokinima i ¢imbenicima rasta $to dovodi do poremecaja imunosnog odgovora.
Dominantni mehanizam koji pridonosi izbjegavanju imunoloSkog nadzora u kHL-u,
omogucavaju¢i HRS-ama bijeg od napada citotoksi¢nih T-stanica i NK-stanica, je PD - 1/PD -
L1 put. Patogeneza kHL-a je povezana s onkogenim djelovanjem EBV-a i izrazajem proteina
od kojih je najbitniji LMP1 (latentni membranski protein). LMP1 dovodi do konstitutivne
aktivacije NF-kB inhibirajuc¢i apoptozu te na taj nacin se omogucava prezivljenje 1 proliferaciju
tumorskih stanica (24,38). U 50 % slucajeva NLPHL ima konstitutivnu aktivaciju JAK/STAT
signalnog puta koja je uzrokovana mutacijama u genu SOCS!. Takoder, aktiviran je i NF-xB
put, ali mehanizam je drugaciji od kHL-a budu¢i da LP stanice nisu pozitivne na EBV te rijetko
nose mutacije u genima TNFAIP3 1 NFKBIA. Zarazliku od kHL-a, u NLPHL-u Cesto se javljaju
BCL6 translokacije 1 ponavljajuce delecije u regiji 9pl1. NLPHL obiljezavaju 1 ponavljajuce
mutacije u genima SGK1, DUSP22 1 JUNB (38).

1.5. Klinicka slika i dijagnostika Hodgkinovom limfomu

kHL ve¢inom ima tipicnu klinicku prezentaciju koja se ocituje bezbolnom
limfadenopatijom. Najces¢e su zahvaceni supradijafragmalni limfni ¢vorovi (60 - 70 %
cervikalni 1 supraklavikularni, 15 - 20 % aksilarni limfni ¢vorovi), dok se u svega 15 - 20 %
javlja subdijafragmalna limfadenopatija (12). lako se ne moze otkriti fizikalnim pregledom,

medijastinalna limfadenopatija se javlja u viSe od 50 % bolesnika, a moze se klinicki



prezentirati kasSljem, bolovima u prsima, hemoptizom i dispnejom (12,39). U 30 % bolesnika s
kHL javljaju se konstitucijski “B” simptomi koji ukljucuju temperaturu iznad 38°C, profuzno
noc¢no znojenje 1 gubitak tjelesne teZine vise od 10 % tijekom zadnjih 6 mjeseci prije dijagnoze.
Vrlo rijetka, ali specificna klini¢ka prezetacija za kHL je bolnost limfnih ¢vorova neposredno
nakon konzumacije alkohola koja se javlja u manje od 10 % slucajeva, a etiologija do sada nije
skroz razjasnjena. U pojedinih bolesnika javlja se generalizirani svrbez koze koji nema
prognosticku znacajnost. Rijetko se javljaju neuroloski simptomi zbog kompresije ledne
mozdine, sindom gornje Suplje vene ili hepatosplenomegalija, koji su u vecini slucajeva
povezani s uznapredovalim stadijem bolesti (12,39). Opisivan je i nefrotski sindrom (bolest
minimalnih promjena) kao paraneoplasti¢na manifestacija u bolesnika s kHL-om (40). NLPHL
se u vecini slu€ajeva prezentira izoliranom perifernom limfadenopatijom bez konstitucijskih
simptoma. U ve¢ini se slucajeva dijagnosticira u ranom stadiju (I/I) i dobre je prognoze, dok u
uzapredovalom stadiju imaju agresivniji klini¢ki tijek (41). U laboratorijskim nalazima moze
se uocit anemija koja je najcesée tipa kroni¢ne bolesti, a rijede Coombs pozitivna hemoliticka
anemija. Osim anemije, moze se biti prisutna i eozinofilija, granulocitoza, trombocitoza,
limfocitopenija. Trombocitopenija moZe biti posljedica aktivacije imunoloskog mehanizma,
hipersplenizma ili zahvacanja koStane srzi. PoviSena sedimentacija eitrocita (SE) se najcesce
nalazi u uznapredovalom stadiju bolesti, a povezana je s B simptomima. Rijetko se javlja
hiperkalcemija koja moze biti posljedica povecane produkcije kalcitriola, a rijede posljedica
zahvacanja koStane srzi (12). Kod sumnje na HL, bolesnici prolaze klini¢ku, radiolosku i
patohistoloSku dijagnostiku. Provodi se ekstripacija cijelog limfog ¢vora jer je sama citoloska
punkcija nedostatna za dijagnozu bolesti (42). Pozitronska emisijska tomografija (PET), koja
koristi analog glukoze — fluorodeoksiglukozu (FDG) obiljezenu radioaktivnim fluorom (F - 18),
u kombinaciji s kompjutoriziranom tomografijom (engl. computed tomography, CT) je standard
za odredivanje proSirenosti/stadija bolesti kao i za procjenu odgovora na terapiju u bolesnika s
HL-om. FDG - PET prikazuje fizioloske procese na temelju detekcije radioaktivne emisije.
FDG kao analog glukoze je radiofarmak koji se injicira intravenski, a pojacano se nakuplja u
malignim stanicama zbog povecanog iskoriStavanja glukoze u tim stanicama. Pojacana
glikoliza se mozZe naci 1 u drugim stanjima poput infekcija gdje se takoder pojacano nakuplja
radiofarmak, ali u manjoj mjeri nego u malignim stanicama (43). U 5 — 8 % bolesnika s HL-om
je zahvacena koStana srz, a u ranom stadiju bolesti stopa zahvacenosti koStane srzi manja od 1
%. Zahvacenost koStane srzi ceS¢a je 1 kod starije populacije te kod bolesnika s
imunodeficijencijom i prisutnim konstitucijskim simptomima. PET - CT je osjetljivija metoda

za utvrdivanje fokalnog nakupljanja glukoze u malignim stanicama unutar koStane srzi, stoga
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nije potrebno raditi biopsiju koStane srzi (12,42—44). Za utvrdivanje stadija bolesti danas se
koristi modificirana Ann Arbor klasifikacija (Tablica 1), a za planiranje lijeCenja uzimaju se u

obzir 1 klinicki rizi¢ni ¢imbenici (42,44).

Tablica 1. Ann Arbor klasifikacija Hodgkinova limfoma s Cotswoldskom modifikacijom

Stadij

I— Zahvaceni limfni ¢vorovi jedne regije ili limfoidne strukture (slezena, timus, Waldeyerov prsten)
I — Zahvaceno dvije ili vise regija limfnih ¢vorova ili limfoidnih struktura s jedne strane oSita.
[T — Zahvaceno vise regija limfnih ¢vorova ili limfoidnih struktura s obje strane oSita
1 Spleni¢ni, hilarni, celija¢ni ili portalni ¢vorovi
2 Paraaortalni, ilija¢ni ili mezenteri¢ni ¢vorovi
IV — Difuzno ili diseminiramo zahvacanje jednog ili viSe ekstralimfatickih organa sa ili bez
zahvacanja limfnih ¢vorova
Sufiks
A —bez B simptoma
B — Prisutni konstitucijski simptomi (temperature, noéno znojenje, gubitak tjelesne tezine vise
od 10 % , zadnjih 6 mjeseci)
“Bulky” (masivna) bolest — (medijastinalna masa zauzima > 1/3 promjera prsnog kosa na CT?-u
ili bilo koja nodalna masa > 10 cm u dijametru)
E — Zahvacanje ekstralimfaticnog organa izravnim Sirenjem iz zahvaéenog limfnog ¢vora
? Kompjutorizirana tomografija od engl. computed tomography

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.

1.6. Prognoza Hodgkinovog limfoma

Razlikujemo rani i1 uznapredovali stadij bolesti. Rani stadij bolesti se dijeli na povoljni
1 nepovoljni s obzirom na prisutnost, odnosno odsutnost jednog ili viSe rizi¢nih ¢imbenika (dob
bolesnika, prisutnost “bulky” tumorske mase, prisutnost B simptoma, SE 1 broj zahvacenih
nodalnih regija). Brojne istraZivacke skupine koriste razlic¢ite kombinacije ovih ¢imbenika
rizika. Ipak, najéeSce koriSteni prognosticki zbrojevi su EORTC (engl. European Organisation
for the Research and Treatment of Cancer), GHSG (engl. German Hodgkin’s Study Group) i
NCCN (engl. National Comprehensive Cancer Network) za rani stadij bolesti. U EORTC
rizi¢ne ¢imbenike spada: dob > 50 godina, zahvacene > 3 limfne regije, SE > 50 bez B simptoma
ili > 30 s B simptomima, MTR (engl. mediastinal thoracic ratio, omjer maksimalnog promjera
medijastinalne mase i intratorakalnog promjera na razini T5/T6) > 0.35 (44) (Tablica 2). U
GHSG rizi¢ne ¢imbenike spadaju: ekstranodalna bolest, > 2 limfne regije, SE > 50 bez B

simptoma ili > 30 s B simptomima, MMR (engl. mediastinal mass ratio, omjer maksimalnog
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promjera medijastinalne mase i maksimalnog intratorakalnog promjera) > 0.33 (45,46)
(Tablica 2). U NCCN rizi¢ne ¢imebnike spadaju: SE > 50 ili prisutan B symptom, MMR >
0.33, zahvacene > 3 limfne regije, bulky tumorska masa > 10 cm, prisutna ekstranodalna

lokalizacija (47) (Tablica 2).

Tablica 2. Definicije rizi¢nih ¢imbenika kod Hodgkinovog limfoma. U bolesnika u klinickom

stadiju I-II smatra se nepovoljnim ako je prisutan barem jedan od navedenih rizi¢nih

¢imbenika.
RIZICNI b d f
CIMBENICI GHSG EORTC NCCN
dob / >50 /

PP
SEi B simptomi  >50bezB;>30sB  >50bezB;=30sB = -0 liprisutanB

simptom
Medijastinalna masa MMR® > 0.33 MTR® > 0.35 MMR > 0.33
Nodalna podrucja >2 >3 >3
Bulky / / >10 cm
Ektragoda}pa da / da
lokalizacija

? Sedimentacija eritrocita

® Od engl. German Hodgkin’s Study Group

¢ Omjer maksimalnog promjera medijastinalne mase 1 maksimalnog intratorakalnog promjera
od engl. mediastinal mass ratio

4 0d engl. European Organisation for the Research and Treatment of Cancer,

¢ Omjer maksimalnog promjera medijastinalne mase 1 intratorakalnog promjerana  razini
T5/T6 od engl. mediastinal thoracic ratio

YOd engl. National Comprehensive Cancer Network

Izvor: Momotow J, Borchmann S, Eichenauer DA, Engert A, Sasse S. Hodgkin lymphoma—
review on pathogenesis, diagnosis, current and future treatment approaches for adult patients.
JCM. 2021;10:1125.

Kod uznapredovalog stadija bolesti velika tumorska masa i1 drugi tradicionalni
prognosticki parametri se ¢ine manje prediktivnim za ishod bolesti, stoga je razvijen
prognosticki model IPS zbroj (engl. International Prognostic Score) koji uklju¢uje sedam
nezavisnih klini¢kih i laboratorijskih ¢imbenika bitnih za predvidanje ishoda bolesti u ovom
stadiju pri ¢emu prisutnost svakog ¢imbenika smanjuje petogodiSnje prezivljenje (3,44,48)
(Tablica 3 A, B). U predterapijskoj evaluaciji potrebno je napraviti ultrazvuk (UZV) srca radi

provjere ejekcijske frakcije lijevog ventrikula koja mora biti veca od 50 % ukoliko ¢e se
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ordinirat doksorubicin. Takoder se provjerava i pluéna funkcija ukoliko se planira aplicirat

terapija koja ukljucuje bleomicin (49).

Tablica 3. Definicije rizicnih ¢imbenika kod stadija III/IV Hodgkinovog limfoma

(A) International Prognostic Score (IPS zbroj) za uznapredovali stadij Hodgkinovog imfoma

International Prognostic Score (IPS)

Albumini u serumu < 4 g/dL

Hemoglobin < 10.5 g/dL

Muski spol

Dob > 45 godina

Stadij IV bolesti

Broj leukocita > 15,000/microL

Absolutni broj limfocita < 600/microL i/ili < 8 % od ukupnog broja leukocita

(B) Smanjenje petogodi$njeg ukupnog preZivljenja u odnosu na IPS zbroj

Broj rizi¢nih ¢imbenika 5- godi$nje prezivljenje ( % )
0 89
1 90
2 81
3 78
4 61
5 ili vise 56

Izvor: Townsend W, Linch D. Hodgkin’s lymphoma in adults. Lancet. 2012;380:836—47.

1.7. Lijec¢enje Hodgkinovog limfoma

Strategija lijeCenja bolesnika s kHL-om ukljucuje razlicite pristupe ovisno o klini¢kom
stadiju bolesti, prognostickom bodovnom sustavu i histoloSkom tipu. Lijeenje ukljucuje
kemoterapiju, radioterapiju i u novije vrijeme imunoterapiju (3,50). Opcenito govoreci,
bolesnici s ranim stadijem bolesti mogu se lijeciti kombiniranom modalitetnom terapijom (engl.
Combined modality treatment, CMT) koja ukljucuje kraci broj ciklusa kemoterapije nakon ¢ega
slijedi radioterapija zahvacenog polja (engl. Involved-Field Radiotherapy, IFRT) ili samo
kemoterapijom. Odluka izmedu navedene dvije strategije lijeCenja u ranom stadiju bazira se na
anamnestickim podatcima o dobi bolesnika, spolu, obiteljskoj anamnezi malignih bolesti, te
prisutnosti sr¢anih ili drugih komorbiditeta. U brojnim studijama dokazano je da CMT u ranom
stadiju bolesti pokazuje bolje prezivljenje bez progresije bolesti (engl. Progression-free
survival, PFS) u odnosu na lije¢enje samom kemoterapijom ali bez zna¢ajnih razlika u ukupnom

prezivljenju (engl. Overall survival, OS) (3,50,51). Bolesnici s uznapredovalim stadijem bolesti
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najcesce se lijece samo kemoterapijom i to uglavnom bez primjene radioterapije. Uvodenjem
novih lijekova poput brentuksimab vedotin (BV) i PD1-blokatora u standardnu terapiju mozda
¢e omoguciti izostavljanje radioterapije u ranom stadiju i smanjivanja doze kemoterapije u
uznapredovalim stadijima bolesti. S obzirom na sve navedeno, klju¢no je istaknut vaznost
multidisciplinarnog pristupa u donosSenju kona¢nih odluka o lijecenju bolesnika s kHL-om.
kHL je inace bolest u kojoj vise od 75 % bolesnika s uznapredovalim stadijem i vise od 85 %

bolesnika s ranim stadijem bolesti bude izlijecena uz dugotrajne remisije (3,8,50).

1.7.1. Lijecenje ranog povoljnog stadija klasi¢cnog Hodgkinovog limfoma

Pristup lijecenja ranog stadija kHL-a znatno se promijenjio posljednjih godina. Budu¢i
da je kHL visoko radiosenzitivna bolest, u pocetku je standard lijeCenja bila radioterapija
prosirenog polja koje je kasnije napuSteno zbog kasnih fatalnih posljedica i1 ucestale stope
recidiva. Danas se u vecini centara bolesnici s ranim povoljnim stadijem lije¢e kratkotrajnom
kemoterapijom (2 - 4 ciklusa) i IFRT-om (20 - 35 Gy) (3,52). Navedena strategija lijeCenja
proizlazi iz klinickog ispitivanja HD10 studije koja je pokazala da nema znacajnih razlika u
PFS-u i OS-u medu bolesnicima lijecenima s 2 ili 4 ciklusa ABVD-a (doksorubicin, bleomicin,
vinblastine, dakarbazin) uz 20 ili 30 Gy IFRT-a. Zbog navedenog se smatra da su 2 ciklusa
ABVD-a s 20 Gy IFRT-a udinkovita terapija (3,50). Radioterapija ostaje predmet stru¢nih
rasprava jer nosi odredene rizike (sekundarni maligniteti, sr€ana i pluéna toksicnost, bolesti
Stitnjace, fibroza karotida) pa se istrazuje moguénost njenog izostavljanja. Dosadasnje studije
(RAPID, EORTC H10 1 GHSG HD16) su ispitivale prognosti¢ku vrijednost PET-a u donoSenju
odluke o izostavljanju radioterapije u lijeCenju. Rezultati nisu pokazali da izostavljanje
radioterapije vodeno PET-om je jednako ucinkovito za PFS u odnosu na CMT. Medutim iako
CMT nije pokazala prednost u OS-u ipak rezultira boljom kontrolom bolesti pogotovo za one
bolesnike koji ne postignu kompletnu remisiju (KR) nakon 2 ciklusa kemoterapije (53-55).
Dakle, kod bolesnika s negativnim PET-om nakon 2-3 ciklusa ABVD-a (5 - godisnji PFS ~90
%), radioterapija se moZe izostaviti ako njeni rizici od dugoro¢nih nuspojava (npr. subkarinalni
limfni ¢vorovi, dob < 30 godina, veliko polje zracenja), nadmasuju ocekivanu korist od 5 - 10
% u PFS-u bez ocekivane koristi u OS-u. U tom sluc¢aju moZe se primijeniti samo 4 ciklusa
ABVD-a bez radioterapije. Dok kod bolesnika s pozitivnim PET2 (PET napravljen nakon 2
ciklusa ABVD-a), preferiran je prelazak na agresivniju terapijsku opciju s 2 ciklusa
eBEACOPP (bleomicin, etopozid, doksorubicin, ciklofosfamid, vinkristin, prokarbazin,
prednizolon) uz radioterapiju (30 Gy/15 frakcija) (51). Primjena BV-a 1 PD-1 blokatora u

kombinaciji s AVD-om (izostavljen bleomicin) sa ili bez radioterapije u ranom stadiju bolesti
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su pokazala dobru podnosljivost i u¢inkovitost. Tretnutno je u tijeku nekoliko randomiziranih
studija koje procjenjuju primjenu BV-a i PD-1 blokatore u ranom stadiju kHL-a u odnosu na
PET prilagodenu kemoterapiju ili CMT-u. Ipak, u nedostatku podataka randomiziranih studija
o primjeni BV-a 1 PD-1 blokatora, PET-om prilagodena kemoterapija ili CMT 1 dalje ostaje
stadardni pristup za rani stadij bolesti kHL-om (50,56).

1.7.2. LijecCenje ranog nepovoljnog stadija klasicnog Hodgkinovog limfoma

Za lijecenje bolesnika s ranim nepovoljnim stadijem kHL opcenito je povijesno
prihva¢ena CMT-a koja ukljucuje 4 ciklusa kemoterapije s konsolidacijskom radioterapijom
IFRT od 30 Gy. Ova opcija pokazala se jednako ucinkovitom kao i intenzivnije kemoterapije,
poput 6 ciklusa ABVD-a sa radioterapijom ili 4 ciklusa BEACOPP-a sa radioterapijom
(EORTC/GELA - H9) (51). U ranom nepovoljnom stadiju prisutnost velike medijastinalne
tumorske mase Cesto zahtijeva Sire podrucje primjene radioterapije §to moze povecat rizik od
kasne toksic¢nosti. Studija EORTC/LYSA/FIL-H10 pokazala je da bolesnici s negativnim PET-
om nakon 2 ciklusa ABVD-a, nastavkom s jo$ 4 ciklusa bez radioterapije, imaju nizak rizik od
relapsa, koji je nakon 10 godina pracenja nestao. Dok bolesnici s pozitivnim PET2 imaju bolji
PFS prelaskom na e BEACOPP s radioterapijom (51). Prema sadasnjim smjernicama u lijeCenju
ranog nepovoljnog stadija HL-a samo kemoterapijom ABVD, negativan PET2 omogucuje
nastavak s jo§ 4 ciklusa AVD-a bez radioterapije ili joS 2 ciklusa ABVD-a s radioterapijom.
(51). ABVD osigurava ravnotezu ucinkovitosti i toksi¢nosti u ranom kHL-u, no studije su
ispitale rezim “2+2” (2 ciklusa e BEACOPP + 2 ciklusa ABVD s radioterapijom). HD14 je
pokazala bolji PFS u odnosu na 4 ciklusa ABVD-a s radioterapijom ali bez razlike u OS-u.
HD17 je potvrdila da se radioterapija moze izostaviti kod bolesnika s dobrim odgovorom na
“2+2” bez povecanog rizika od relapsa Sto predstavlja bolju terapijsku opciju za bolesnike
podobne za navedenu strategiju (51). Razvojem novih lijekova poput BV-a 1 PD-1 blokatora,
neke studije su ispitivale njithovu primjenu u ranom nepovojnom stadiju HL s ciljem da se odrzi
ucinkovitost a istovremeno smanji potencijalna toksi¢nost terapije. BREACH studija faze II
usporedila je BV-AVD (brentuksimaba vedotina plus doksorubicin, vinblastin i dakarbazin ) s
ABVD protokolom nakon c¢ega slijedi radioterapija u prethodno nelijeCenih bolesnika,
pokazavsi visi postotak KR u eksperimentalnoj skupini (82.3 % vs 75.4 %) 1 bolji 2 - PFS (97.3
% vs 92.6 %). NIVAHL studija ispitivala je primjenu nivolumaba uz AVD (konkomitantno ili
sekvencijalno) uz izvrsne rezultate (3). Ipak, ovi lijekovi nose specifi¢ne rizike- BV moze
uzrokovat perifernu neuropatiju, febrilnu neutropeniju (FN) i sepse, dok PD-1 blokatori mogu

uzrokovati pneumonitis, kolitis 1 hipotiroidizam. Njihova primjena otvara mogucnost
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skrac¢ivanja broja ciklusa kemoterapije i/ili izostavljanja radioterapije, ¢ime se potencijalno
smanjuje potreba za intenziviranjem lijeCenja. Medutim, potrebne su vece randomizirane
studije prije njihove primjene u ranoj fazi HL-a (54). Zaklju¢no, iako je stopa izljecenja u ranom
stadiju ve¢a od 90 %, znaCajan broj bolesnika razvija kasne nuspojave poput sekundarnih
maligniteta, kardiovaskularnih bolesti i endokrinih disfunkcija. Stoga, izbor terapije trebao bi
biti individualiziran temeljen na procjeni rizika, odgovoru na lijeCenje 1 voden

multidisciplinarnim pristupom uz aktivno sudjelovanje bolesnika u odluci (54).

1.7.3. Lijecenje uznapredovalog stadija klasicnog Hodgkinovog limfoma

Lijecenje uznapredovalog stadija kHL znaCajno je napredovalo u posljednim
desetlje¢ima uz uvodenje IPS prognostickog sustava, razvoja intezivnih kemoterapijskih
protokola i primjena konjugiranog anti CD30 antitijela, BV-a u prvoj liniji lije€enja. LijeCenje
ovog stadija kHL-a primarno se temelji na primjeni kemoterapijskih protokola dok se CMT
koristi se u odabranim slucajevima poput velike tumorske mase ili djelomi¢nog odgovora na
pocetno lijeCenje (57-59). NajceS¢e primijenjivani kemoterapijski protokol za lijecenje
uznapredovalog kHL-a je ABVD budu¢i da nekoliko randomiziranih klinickih ispitivanja nije
pokazalo prednost drugih, intenzivnijih protokola u OS-u (59-61). Medutim, kod bolesnika s
visokim IPS zbrojem, primjena ABVD-a povezana je s loSijim PFS-om. Stoga, razvijeni su
intenzivniji terapijski protokoli, poput e BEACOPP-a, koji osigurava visu stopu izljecenja (oko
80 %) 1 bolji PFS, ali uz povecan rizik od nuspojava, poput sekundarnih maligniteta,
neutropenije 1 neplodnosti (51). Glavni i1zazov u lijeCenju uznapredovalog kHL-a jest
uspostavljanje ravnoteze izmedu postizanja dugotrajnih remisija 1 smanjenje rizika od
dugoro¢nih nuspojava terapije. Terapijski odabir prilagoduje se individualnim ¢imbenicima
bolesnika, ukljuc¢ujuéi opée zdravstveno stanje 1 prisutne komorbiditete, kao 1 preferencijama
samog bolesnika 1 ustanove u kojoj se lijeCenje provodi (3,57). Srednja Europa sklona je
koristenju e BEACOPP-a kao standardne terapije, dok se u Italiji, Velikoj Britaniji 1 SAD-u
ceS¢e primjenjuje ABVD (62). Uvodenje PET2 omogucilo je prilagodbu lijecenja. Studija
RATHL pokazala je da bolesnici s negativnim PET2 ABVD-a mogu sigurno nastaviti lijecenje
bez bleomicina, ¢ime se smanjuje plu¢na toksi¢nost bez gubitka ucinkovitosti. U slucaju
pozitivnog PET2, prelazak na BEACOPP bio je siguran 1 u€inkovit, bez znacajnog porasta
rizika od sekundarnih maligniteta (3,63). S druge strane, studija AHL2011 pokazala je da
bolesnici s negativnim PET2 eBEACOPP-a mogu prije¢i na AVD bez gubitka uc€inkovitosti.
Time se smanjuje toksicnost a ostaje oCuvana ucinkovitost terapije (51). Noviji protokoli za

uznapredovali KHL ukljucuju BV 1 PD-1 inhibitore. Prema studiji ECHELON-1, BV-AVD je
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postao prihvatljiva opcija s boljim PFS-om i OS-om od ABVD-a, ali uz ve¢u stopu neutropenije
i periferne neuropatije a manju stopu pluéne toksi¢nosti zbog izostanka bleomicina iz protokola.
Najvecu korist od navedene terapije imaju bolesnici < 60 godina, kod stadij IV 1 IPS zbroja > 4
(64,65). Ishodi ove studije su rezultirali time da je EMA ( engl. European Medicines Agency)
registrirala BV u prvoj liniji lijecenja stadija IV HL (57). BV je istrazivan i unutar eBEACOPP-
a, Sto je dovelo do razvoja novog protokola BrECADD (BV, etopozid, ciklofosfamid,
doksorubicin, dakarbazin, deksametazon). Studija GHSG HD21 pokazala je da BrECADD ima
bolju podnosljivost 1 u¢inkovitost od e BEACOPP-a, s 3-godi$njim PFS-om od 98 % u PET2
negativnih 1 92 % u PET2 pozitivnih bolesnika (57). Lijecenje uznapredovalog stadija bolesti
se promijenilo ne samo zbog dodavanja anti CD30 protutijela standardnoj kemoterapiji nego
dodavanjem i PD-1 blokatora s ciljem poboljSavanja ishoda lije¢enja bolesnika. Studija S186
usporedila je 6 ciklusa N-AVD (nivolumab + AVD) s BV-AVD-om, pokazavsi bolji 1-godisnji
PFS (94 % vs 86 %), ali i viSe tezih hematoloskih nuspojava i poremecaja Stitnjace (57,66).
Dugotrajnije pracenje potrebno je za procjenu sigurnosti novih lijekova i1 prognosticke
vrijednosti interim PET-a, koji moze biti lazno pozitivan zbog pseudo-progresije ili flare efekta.
LYRIC kriteriji (engl. Lymphoma Response to Immunomodulatory Therapy Criteria), koje je
definirao Cheson, pomazu u tumacenju tih rezultata. Unato¢ izazovima, ovaj pristup moze biti
dobra opcija za starije bolesnike, kod kojih je prezivljenje opéenito osije, $to otezava donoSenje

terapijske odluke (3,57).

1.7.4. Lijecenje relapsnog/refraktornog klasi¢nog Hodgkinovog limfoma

Otprilike 5 - 10 % bolesnika s HL-om nece odgovorit na prvu liniju terapije dok 10 - 30
% bolesnika ¢e dozivjet relaps nakon postignute pocetne KR-e (kompletna remisija) (3).
Primarno refraktornu bolest definiramo kao nemoguénost postizanja KR-e na indukcijsku
terapiju ili progresija koja se dogodila unutar 90 dana od zavrSetka lijecenja a takva skupina
bolesnika obi¢no imaju losiji klini¢ki tijek. Relaps definiramo kao pojavu ponovne bolesti na
istom ili novom mjestu nakon postignute KR-e. Kod sumnje na relaps ili refraktornu bolest
uvijek je potrebno napravit biopsiju promjene radi patohistoloSke potvrde HL-a (3). Danas se
za mlade 1 fit bolesnike s relapsno/refraktornim HL-om (R/R HL) preporucuje terapija spasa
nakon koje slijedi HDCT/ASCT (engl. high-dose chemotherapy (HDCT) followed by
autologous stem cell transplantation) (s radioterapijom ukoliko se ranije nije provodila) a
potom terapija odrzavanja s BV (performans status < 2, bez komorbiditeta za ASCT). Cilj
terapije spasa je postizanje KR-e nakon dva ciklusa kemoterapije prije ASCT koja se

procijenjuje PET-om (Deauville skor 1 - 3). To se smatra klju¢nim prognostickim ¢imbenikom
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(5 - godisnji PFS u PET negativnih je 75 % vs 31 % u PET pozitivnih) (51). Do danas u vise
studija se pokazala vaznost terapije spasa prije HDCT/ASCT (67,68). Najcesée koriSteni
protokoli su DHAP (cisplatina, citarabin, deksametazon) i ICE (karboplatina, etopizid,
ifosfamid). No, ucinkoviti protokoli pokazali su se jos i GVD (gemcitabine, vinorelbin,
liposomalni doksorubicin), IGEV (ifosfamid, gemcitabine,vinorelbin, prednizolon), GCD
(gemcitabine, karboplatina, deksametazon), GEMOX (gemcitabine, oksaliplatina) (69-72).
Medutim, terapije spasa su povezane s nuspojavama poput infekcija u 10 - 24 % dok mukozitisi,
nefrotoksi¢nost, hepatotoksi¢nost se javlja u manje od 10 % (73). Nakon postignute KR
terapijom spasa prije ASCT preporucava se visokodozna kemoterapija, od kojih je najcesce
koristena BEAM (karmustin, etopozid, citarabin, melfalan) ali koriste se i drugi kondicionirani
protokoli poput ciklofosfamida, BCNU (visoke doze ciklofosfamida, karmustin) CBV
(ciklofosfamid, karmustin, etopozid). Preferirani izvor mati¢nih stanica su hematopoetske
stanice mobilizirane iz periferne krvi. Prikupljanje mati¢nih hematopoetskih stanica najbolje je
provesti nakon prvog ciklusa terapije spasa (51,73). AETHERA studija ispitivala je BV kao
konsolidacijsku terapiju u bolesnika s visokim rizikom relapse (primarno refraktorna bolest,
trajanje KR krace od 1 godine ili relaps s ekstranodalnom bolesti ili uznapredovalim stadijem)
nakon HDT/ASCT. Bolesnici su randomizirani na one koji su primali BV (16 ciklusa) ili
placebo. BV je pokazao superiorniji PFS (59 % vs 41 % nakon 5 godina), ali bez razlike u OS-
u. Na temelju ovih rezultata, BV je odobren kao konsolidacijska terapija za visokorizi¢ne
bolesnike nakon ASCT (74). Takoder se terapija odrZzavanja PD-1 inhibitorima istraZivala kroz
tri jednostruke studije faze II. Pembrolizumab koji se ordinirao nakon ASCT kod R/R HL
rezultirao je izvrsnim rezultatima (18-mjesecni PFS 82 % 1 OS 100 %). Sli¢ni rezultati su se
pokazali 1 kod koriStenja nivolumaba kao monoterapije (6-mjesecni PFS 92 % 1 OS 100 %) ili
u kombinaciji s BV (18-mjeSecni PFS 94 %) ali je rezultirala i veCom stopom nuspojava
pogotovo kod dvojne terapije (49). Brojne studije koje su ukljucivale nove lijekove u incijalnu
terapiju spasa su se provodile s ciljem povecanja stope KR-a prije HDT/ASCT. Zahvaljujuci
uvodenjem novih lijekova poput BV (odobren 2012.) te PD-1 inhibitore (nivolumab i
pembrolizumab odobreni 2017. 1 2018.) s standardnom terapijom spasa u bolesnika s R/R HL,
znacajno je poboljSalo OS ovih bolesnika i rezultiralo postizanjem viSe stope KR (51). Najcesce
kombinacije s BV su BV-ICE, BV-Bendamustine, BV-DHAC/DHAOx s postizanjem KR u 75
- 90 % (75,76). Ukoliko su bolesnici refraktorne na BV+AVD, BrECADD ili pate od
neuropatije, terapijska opcija mogla bi biti pembrolizumab u kombinaciji s kemoterapijom (npr
GVD). Pembrolizumab + GVD je rezultirala stopom KR u 95 % bolesnika (77). Terapija

odrZavanja PD-1 inhibitorima preporucava se kod bolesnika koji su refraktorni na BV ili imaju
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nuspojave povezane s BV (51). U zadnjih nekoliko godina ishodi bolesnika koji dozive relaps
nakon HCT/ASCT dosta su poboljsani zahvaljuju¢i novim terapijskim moguénostima. Tako je
pokazano da koristenjem novih lijekova 1/ili alogeni¢na transplantacija mati¢nih krvotvornih
stanica poboljSala je PFS s 43 % na 71 % (51). Alogeni¢na transplantacije je jedina terapijska
opcija s potencijalom izlijecenja a njena primjena mijenja se s uvodenjem haploidenti¢nih
donora kao 1 ciljane terapije. Na dugotrajne ishode nakon alogeni¢ne transplantacije utjece
status bolesti prije transplantacije. Medutim, uloga alogenicne transplantacije kod bolesnika s
R/R HL nakon autoHCT postaje manje jasna u vrijeme novih ciljanih terapija buduci da se broj
alogeni¢nih transplantacija smanjio zadnje dvije godine. BV je poznata terapija kod bolesnika
s HL-om koji su dozivjeli relaps nakon transplantacije a koristi se kao terapija premoséivanja
do alogeni¢ne transplantacije (73). Tako je u dosadasnjim studijama nakon neuspjelog
postizanja remisije poslije transplantacije, lijeCenje BV-om rezultiralo KR-ijjama u tre¢ine
bolesnika (3). Do sada je pokazano da moze poboljsati status bolesti prije transplanacije i
smanyjiti stopu kroni¢ne bolesti presatka protiv primatelja (engl. Graft-versus-host disease,
GVHD) (73). U randomiziranoj studiji pokazana je jo$§ bolja ucinkovitost PD-1 inhibitora
pembrolizumaba u vidu boljeg PFS u usporedbi s BV rezultiraju¢i zaklju¢kom da je preferirana
terapijska opcija kod relapse nakon ASCT-a (3). Medutim njihova primjena se povezuje s
povecanom stopom nuspojava poput akutnog GVHD-a, sinusoidalni opstruktivni sindrom/
venookluzivna bolest jetre (engl. Hepatic sinusoidal obstruction syndrome/veno-occlusive
diseas, SOS/VOD) tako da je potrebno dulje pracenje takvih bolesnika (73). Druge obec¢avajuce
terapijske opcije koje se jo§ istrazuju uklju¢uju kombinaciju BV s nivolumabom i
ipilimumabom, (CAR) - T stani¢na terapija usmjerena na CD30 i alogene prirodne stanice
ubojice (engl. natural killer, NK) stanice u kombinaciji s AFM13, CD30/CD16A bispecificnim
antitijelom (3,78). Relaps nakon alogenicne transplantacije ima loSu prognozu. Terapijske
opcije mogu biti razli¢ite a krecu se od primjene infuzije darivateljevih limfocita (engl. donor
lymphocyte infusion, DLI ), DLI u kombinaciji s bendamustinom ili BV, do nivolumaba. Ali

nazalost, u nekim slucajevima jedina opcija moZze biti palijativna skrb (73).

1.7.5. LijeCenje starijih bolesnika s klasi¢nim Hodgkinovim limfom

20 % bolesnika s HL predstavljaju stariji bolesnici 60 godina 1 viSe a kod kojih je loSije
OS u odnosu na mlade bolesnike. To se moZe povezat s ¢esto prisutnim komorbiditetima,
losijim psihifiziCkim statusom, razli¢itom biologijom bolesti (veca incidencija MC), EBV
pozitivne bolest, uznapredovalim stadijem, nemogucénoscu toleriranja pune doze kemoterapije

te pove¢anom incidencijom nuspojava §to u konacnici utjeCe na ishod same bolesti (50,54).
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Studije HD10 i HD13 su ispitivale utjecaj bleomicina u ABVD protokolu kod bolesnika > 60
godina sa ranim povoljnim stadijem HL-a gdje je pokazano da primjena vise od 2 ciklusa
bleomicina nema znacajnu korist, podrzavajuci skrac¢enje terapije (79). Budu¢i da bleomicin
moze uzrokovat tzv. bleomicinsku pluénu toksi¢nost, u starijih bolesnika treba se koristit uz
oprez, a kao rizi¢ni ¢imbenici mogu biti pusenje i koriStenja ¢imbenika stimulacije kolonije
granulocita (engl. Granulocyte colony-stimulating factors, G-CSF) tijekom terapije (80,81). U
5 - 32 % se javlja bleomicinska pluéna toksicnost s stopom mortaliteta u 10 - 25 % bolesnika.
Rizi¢ni ¢imbenik je 1 smanjen kreatinin klirens budu¢i da se bleomicin izlucuje putem bubrega
(50). Terapijske opcije koje se mogu koristit za starije bolesnike s HL-om kao pocetna terapija
su: CHOP (ciklofosfamid, doksorubicin, vinkristin, prednizolon), BV+DTIC ( dakarbazin),
VEPEMB (vinblastine, ciklofosfamid, prednizolon, prokarbazin, etopozid, mitoksantron,
bleomicin), BACOPP (bleomicin, doksorubicin, ciklofosfamid, vinkristin, prokarbazin,
prednizolon), PVAG (prednizolon, vinblastine, doksorubicin, gemcitabine) (82—85). Takoder
se pokazalo da upotreba sekvencijskog rezima BV s AVD ( 2 ciklusa BV, potom 6 ciklusa AVD
nakon koje slijedi 4 konsolidacijske doze BV) je dobro podnosljiva s povoljnim ishodima kod
bolesnika koji mogu tolerirat antracikline (50). Za bolesnike s nizom ejekcijskom frakcijom,
moze se koristit BV+ DTIC uz kardiolosko pracenje bolesnika (83,86). Od primjene PD-1
inhibitora za izdvojit je studiju NIVINHO gdje se nivolumab primjenjivao sam ili u kombinaciji
s vinblastinom a rezultirali su stopom KR u 28.6 % te 2-godiSnjim OS u 78.6 %. Sli¢ni rezultati
su bili s pembrolizumabom. PD-1 inhibitori se mogu primjenjivat ambulantno te imaju dobar
sigurosni profil 1 u¢inkovitost na taj nacin poboljSavajuc¢i kvalitetu Zivota. No pristup ovim

lijekovima i dalje predstavlja izazov (51).

1.7.6. Lijecenje nodularne limfocitne predominacije Hodgkinovog limfoma

U 80 % sluCajeva prezentira se ranim stadijem bolesti (12). U brojnim studijama
pokazala se korist same ISRT (engl. Involved-site radiation therapy) kao terapijske opcije u
ranom stadiju bolesti te su ishodi s ogranicenom radioterapijom usporedivi s ishodima primjene
opseznije radioterapije i kombiniranih terapijskih protokola (87-89). Lijecenje bolesnika s
povoljnim stadijem IA moze se provodit radioterapijom IFRT 20-30 Gy ili ukoliko je potpuno
kiruski uklonjen tumor, opservacija moze biti opcija (3). Ostali rani povoljni stadij bez klinickih
rizicnih ¢imbenika obicno se lije¢i s dva ciklusa kemoterapije nakon cega slijedi radioterapija.
Ostali nepovoljni rani stadij takoder u vecini slucajeva lijeci se CMT-om. Najces¢e koriSten
kemoterapijski protokol je ABVD (47). Uznapredovali stadij (III/TV) se javljau 20 % bolesnika.
Od kemoterapijskih protokola preporuc¢ava se R-CHOP (rituksimab, ciklofosfamid,

19



doksorubicin, vinkristin, prednizolon), BR (brentuksimab, rituksimab) i eBEACOPP. Za
razliku od navedenih kemoterapijskih protokola, ABVD u ovom stadiju rezultira slabijom
kontrolom bolesti (12,47). Budu¢i da stanice NLPHL izrazavaju CD20 antigen, proucavala se
primjena rituksimaba, anti CD20 protutijela, incijalno kao monoterapija kod R/R NLPHL s
stopom odgovora 94 - 100 % s trajanjem remisija u 33 - 60 mjeseci (12). Ne postoji
standardizirani pristup lijecenja R/R NLPHL. Izbor terapije ovisi o dobi bolesnika, predhodnom
lije¢enju, stadiju relapsa i simptoma povezanih s limfomom. Cak i u sluaju recidiva, bolest
ima indolentan tijek pa se uspjeSno moze lijecit kemoterapijom koja ukljucuje anti-CD20
protutijelo 1i/ili radioterapijom, samom radioterapijom ili monoterapijom anti-CD20
protutijelom (47). Iako je NLPHL limfom izvrsne prognoze, u manjeg broja bolesnika moze
do¢i do histoloske transformacije u difuzni B-stani¢ni limfom (engl. Diffuse Large B-Cell
Lymphoma, DLBCL) ili kasni relaps. Zbog navedenog uvijek je bitno ponovit biopsiju ukoliko
bolesnik ne odgovori na pocetnu terapiju ili razvije relaps bolesti radi patohistoloske potvrde

dijagnoze NLPHL ili potvrde o transformaciji u drugi limfom (12).

1.8. Komplikacije lijeCenja Hodgkinovog limfoma

Komplikacije lijecenja se mogu podijeliti na rane i kasne. Rane (akutne) nuspojave, koje
nastaju kao posljedica kemoterapije i radioterapije, u vecini se slu¢ajeva mogu uspjesno rijesiti.
S druge strane, kasne nuspojave pojavljuju se nakon duljeg vremenskog razdoblja od zavrSetka
lijecenja 1 predstavljaju ozbiljniji problem jer doprinose skra¢enju Zivotnog vijeka bolesnika.
One ukljucuju sekundarne zlo¢udne bolesti, kardiovaskularne bolesti, bolesti pluca, Stitnjace,

kroni¢ni umor i kognitivne smetnje (12,90).

1.8.1. Rane komplikacije lijecenja
— Mucnina 1 povracanje

Muc¢nina 1 povracanje uzrokovani antineoplasticnom terapijom (kemoterapija, ciljana
terapija, imunoterapija) i/ili radioterapija mogu narusiti kvalitetu Zivota bolesnika i dovest do
metaboli¢kih poremecaja, dehidracije, nutritivnog deficita te smanjenja funkcionalne
sposobnosti bolesnika. Visoko emetogena kemoterapija u vise od 90 % bolesnika izazvat ¢e
epizodu povracanja, ali s primjenom profilakticne antiemetske terapija to se moze smanjiti na
30 % (91,92). Na pojavu mucnine i povrac¢anja utjecu razli¢iti ¢imbenici, ukljucujuéi emetogeni
potencijal lijeka, doza lijeka, istodobna primjena drugih lijekova, izloZenost radioterapiji, kao 1
individuane karakteristike bolesnika poput Zenskog spola, mlade Zivotne dobi (ispod 40

godina). Razlikujemo lijekove s visokim, umjerenim, niskim i minimalnim ematogenim
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potencijalom. Lijekovi s visokim ematogenim potencijalom izazvat ¢e simptome u vise od 90
% bolesnika, oni s umjerenim u 30 - 90 %, lijekovi s niskim potencijalom u 10 - 30 % a sa
minimalnim u manje od 10 % bolesnika. Lijekovi s visokim ematogenim potencijalom su
karmustin, cisplatina, ciklofosfamid (> 1.5 g/m2). Lijekovi s umjerenim ematogenim rizikom
su karbopatina, citarabin, daunorubicin, doksorubicin, ifosfamid dok s minimalnim rizikom su
lijekovi poput bleomicin, vinblastine, vinktistin. Protokoli ABVD i eBEACOPP imaju visoki
ematogeni rizik. Akutna emezija se definira ukoliko se povracanje javlja unutar 24 sata od
primjenjene terapije, a odgodena ukoliko se javlja nakon toga razdoblja. Zbog toga je prevencija
mucnine 1 povracanja od klju¢ne vaznosti. Kod lijekova s visokim emetogenim potencijalom,
rizik od emezije traje najmanje tri dana, dok kod onih s umjerenim potencijalom moze trajati
do dva dana nakon primjene posljednje doze kemoterapije. Stoga je tijekom cijelog razdoblja
primjene citostatika nuzno osigurati adekvatnu zastitu bolesnika antiemeticima (91-93).
Najces¢e se koriste antagonisti 5-HT3 (serotoninski) receptora (granisetron, ondansetron,
palonosetron, dolasetron). Opcije su i antagonisti NK-1 (neurokininskih) receptora kao Sto je
aprepitant (92,94). U prevenciji se mogu koristiti 1 glukokortikoidi, najces¢e u kombinaciji s
drugim antiemeti¢kim lijekovima poput benzodiazepina (olanzapin) (95,96).
— Alopecija

Lijekovi koji dovode do alopecije su najceS¢e antraciklini i alikilirajuéi lijekovi.
Navedeni lijekovi ostecuju stanice folikula dlake koje se brzo dijele. Gubitak kose najcesce
zahvaca vlasiSte 1 obi¢no se javlja oko dva tjedna nakon pocetka kemoterapije, a najizraZenije
je 1 - 2 mjeseca kasnije. Alopecija je reverzibilna nakon prestanka terapije (97).
— Sindrom lize tumora

Sindrom lize tumora je hitno stanje koje se javlja u bolesnika sa zlo¢udnom bolesti
nakon primjene pocetne terapije. NajceSce se pojavljuje u bolesnika s velikom tumorskom
masom gdje terapija dovodi do naglog uniStavanja velikog broja zlo¢udnih stanica. Potom
dolazi do oslobadanja unutarstanicnih iona 1 produkata razgradnje proteina u sistemsku
cirkulaciju. U bolesnika s HL-om sindrom lize tumora se povezuje s pove¢anom smrtnoScu.
Laboratorijski nalazi upucuju na hiperkalemiju, hiperfosfatemiju, hipokalcemiju 1
hiperuricemiju uz akutno zatajenje bubrega. Osim toga, hiperkalemija mozZe dovesti do po Zivot
opasnih aritmija. Prevencija je klju¢na i ukljucuje primjenu lijekova za kontrolu hiperuricemije
(alopurinol, rasburikaza), adekvatnu hidrataciju, pra¢enje diureze te korekciju elektrolitskih

poremecaja kako bi se sprijecila ova ozbiljna komplikacija.(98,99).
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— Anemija

Anemija moze biti posljedica same maligne bolesti, ali i kemoterapije, koja inhibicijom
hematopoeze u koStanoj srzi moze imati mijelosupresivni u¢inak, posebno nakon ponavljanja
vise ciklusa terapije. Kod teske simptomatske anemije moze se primijeniti transfuzija eritrocita,
dok ¢e odredeni broj bolesnika pozitivno reagirati na primjenu rekombinantnog humanog
eritropoetina, ¢ime se poboljsava kvaliteta zivota (92).

— Neutropenija i infekcije

FN se razvije u otprilike 25 - 40 % bolesnika koji prvi put primaju mijelosupresivnu
terapiju. FN je ozbiljna komplikacija lijecenja, a definira se vru¢icom > 38,0°C u trajanju od
najmanje jednog sata i brojem neutrofila manjim od 0,5 x 10°/L ili manjim od 1x10°/L s
o¢ekivanim padom od 0,5x10%/L tijekom slijedeéih 48 sati (92). Prije ordiniranja prvog ciklusa
procijenjuje se rizik od kemoterapijom inducirane febrilne neutropenije 1 potrebe za
profilaktickom primjenom G-CSF-a. Medu rizi¢nim ¢imbenicima za razvoj teSke neutropenije
je starija zivotna dob (> 65 godina), predhodno lije¢enje kemoterapijom/radioterapijom, bolesti
bubrega i jetre, loSe opce tjelesno stanje bolesnika. Svim bolesnicima s visokim rizikom od
razvoja FN-e ( > 20%) preporuca se profilakticka primjena G-CSF-a (92).

Kemoterapijski protokoli visokog rizika za razvoj FN-e su B+AVD, eBEACOPP i
BrECADD (100,101). Pokazalo se da B+AVD protokol, u kojem je bleomicin izostavljen iz
pocetne terapije, dovodi do manje ucestalosti pluénih komplikacija, ali uz ve¢u incidenciju FN-
e iinfekcija u usporedbi s ABVD-om. Medutim, taj se rizik moZe smanjiti primjenom profilakse
G-CSF-om (100). Primarna profilaksa u ABVD protokolu se procijenjuje indvidualno ovisno o
prisutnim ¢imbenicima rizika buduci da je to protokol niskog do umjerenog rizika. Takoder,
primjena G-CSF-a moZe povecati stopu bleomicinske pluéne toksicnosti, $Sto dodatno zahtijeva
oprez pri odlu¢ivanju o profilaksi (102). BrECADD je agresivni protokol namijenjen mladim
bolesnicima, s ucestaloS¢u FN-e u viSe od cetvrtine slucajeva. Zbog toga se, kao i1 kod

eBEACOPP protokola, profilakticki primjenjuje G-CSF uz svaki ciklus terapije (103).

1.8.2. Kasne komplikacije lijecenja Hodgkinovog limfoma

HL je uvodenjem moderne radioterapije i kombinirane kemoterapije postao visoko
izljeciva bolest kojim vecina bolesnika postize dugorocno prezivljenje bez recidiva bolesti.
Ipak, su kvaliteta 1 ocekivano trajanje Zivota smanjeni zbog kasnih nuspojava lijecenja koje su

postale znacajan uzrok mortaliteta i morbiditeta u prezivljevih (90).
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— Sekundarni maligniteti

Povecani rizik od razvoja solidnih karcinoma nakon lije¢enja HL-a je odavno poznat.
Ovi tumori naj¢esce nastaju unutar ili na rubovima podrucja izlozenog zracenju, pri ¢emu je
rizik najve¢i kada se radioterapija primjenjuje kao dio prve linije lijeCenja. NajceSce
dijagnosticirani solidni maligniteti ukljucuju karcinom dojke, pluca i gastrointestinalnog trakta.
Pojava ovih tumora obi¢no se biljezi najmanje deset godine nakon pocetka lijecenja, a poveéan
rizik moze potrajati i do 30 godina kasnije (12).

U studijama je pokazano da je rizik za razvoj karcinoma dojke 3,2 puta povecan kod
doza zracenja vec¢ih od 4 Gy, a ¢ak osmerostruko kod doza ve¢ih od 40 Gy. Za razvoj karcinoma
dojke takoder je bitna i dob koja obrnuto korelira s rizikom. Tako je povecan rizik ukoliko je
lijecenje zapoceto prije 30. godine Zivota. Ukidanje rutinske aksilarne radioterapije rezultiralo
je smanjenjem rizika za 2,7 puta, a oekuje se da ¢e rizici dodatno opasti s primjenom trenutne
niskodozne radioterapije (12). Gotovo je udvostru¢en rizik za razvoj raka dojke u zena lijecenih
zbog HL-a koje su imale pozitivhu obiteljsku anamnezu na tumore, u usporedbi s onima bez
pozitivne obiteljske anamneze (104). Rezultati analize podataka iz baze SEER (engl.
Surveillance, Epidemiology, and End Results) su obuhvatili 2645 Zena s HL-om koje su lijecene
pocetnom kemoterapijom i radioterapijom u razdoblju 1973. - 2000., a bile su mlade od 35.
godina. Pokazano je da su imale Sest puta veci rizik za razvoj karcinoma dojke u usporedbi s
op¢om populacijom. Takoder su ¢eS¢e imale karakteristike povezane s loSijom prognozom,
poput visokog stupnja maligniteta ili negativnih progesteronskih i estrogenih receptora (105).
Preporuca se godiSnje provodenje pregleda, ukljucuju¢i mamografiju i magnetsku rezonancu,
za bolesnike koji su primili radioterapiju toraksa ili aksile, pocevsi 8 godina nakon zavrSetka
terapije ili kada navrse 40 godina (54,106).

Rizik od razvoja karcinoma plu¢a povecava se uslijed radioterapije, a vjerojatno i
alkiliraju¢e kemoterapije, pri cemu rizik raste linearno s dozom (107,108). Tako je pokazano
da bolesnici koji su lije€eni alkiliraju¢om kemoterapijom 1 radioterapijom toraksa, a uz to su i
pusaci, imaju 49 puta veci rizik za pojavu karcinoma pluc¢a od bolesnika bez navedenih rizi¢nih
¢imbenika. U povecanom riziku su pusaci, a pogotovi oni bolesnici koji nastave s pusenjem
nakon postavljanja dijagnoze (12,109). Prognoza je nepovoljnija u usporedbi s bolesnicima koji
razviju de novo karcinom pluca, s 30 - 60 % smanjenim ukupnim prezivljenjem (110). Kod
bolesnika s visokim rizikom od raka pluc¢a primjena niskodoznog CT-a mogla b1 omoguciti
otkrivanje veceg broja bolesnika u ranoj fazi bolesti (62).

Na razvoj gastrointestinalnih tumora nakon lijecenja HL-a utjecu radioterapija, odredeni

citostatici (derivati platine, dakarbazin, prokarbazin) te vrsta terapije (najveca stopa se javlja
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nakon kombiniranog rezima lije¢enja). Takvi bolesnici imaju zna¢ajno manje prezivljenje u
usporedbi s bolesnicima koji razviju de novo karcinom (111,112).

Akutna leukemija (AL) i mijelodisplazije imaju najveci rizik od pojave unutar prvih 5
do 10 godina nakon lije¢enja HL-a (113). Rizik je povec¢an pri primjeni alkilirajucih citostatika,
pri ¢emu je ovisan o dozi, ali i kod uporabe antraciklina, poput doksorubicina (114). OS kod
sekundarne AL-e izrazito je loSe, manje od godinu dana. Medutim, uvodenjem novih
kemoterapijskih protokola poput ABVD-a koji su zamijenili povijesnu primjenu
kemoterapijskog protokola MOPP (mekloretamin, vinkristin, prokarbazin, prednizon), dovela
je do smanjenja rizika, ali ne i do njegovog nestanka (12). I dalje se koriste leukemogeni
citostatici u terapiji spasa i u novim kemotererapijkim protokolima. Od kemoterapijskih
protokola isti¢e se e BEACOPP (vece doze etopozida i doksorubicina) koji ima ve¢i rizik za
razvo] AL-e od standardnog BEACOPP i1 COPP/ABVD (ciklofosfamid, prokarbazin,
vinkristin, prednizon/ABVD) protokola. Takav tip AL-e javlja se neSto ranije i povezan je s
balansiranom translokacijom kromosoma 11. Zbog navedenog, rizik od nastanka sekundarnih
AL-a ¢e i dalje perzistirat u podskupine bolesnika lijeCene modernom terapijom. Ipak, najveci
rizik za nastanak AL-a i mijelodisplazije imaju oni bolesnici koji su primili drugu liniju terapije
1 autolognu transplantaciju krvotvornih mati¢nih stanica (12,101). Takoder, pokazano je da su
dob prilikom lijecenja (35 - 40 godina) i prolongirana trombocitopenija rizi¢ni ¢imbenici za
pojavu sekundarnih AL-a (114).

Od hematoloskih maligniteta povecan je i rizik za razvoj non-Hodgkinovog limfoma,
ali bez jasne povezanosti s vrstom pocetne terapije. U principu se radi o agresivnom DLBCL-
u s jako loSom prognozom 1 njegova pojavnost je najéeS¢a u NLPHL-u (12).

Kardiovaskularne bolesti

Rizici za razvoj kardiovaskularnih bolesti su radioterapija medijastinuma i kemoterapija
koja ukljucuje antracikline, a obi¢no se javlja unutar 5 - 10 godina od zavrSetka lijecenja.
Pokazano je da antraciklini povecavaju rizik od valvularnih bolesti srca i1 kardiomiopatije, a
medijastinalna radioterapija rizik od koronarne bolesti, valvularnih bolesti srca 1
kardiomiopatije. Neovisni prognosti¢ki ¢imbenici su dob, hipertenzija, hiperkolesterolemija i
doza radioterapije (54,115,116). Ukoliko je lijecenje ukljucivalo radioterapiju vrata, 10 godina
nakon zavrSeta lijeCenja preporuca se napraviti osnovni stres test, ehokardiogram 1 UZV

karotida uz pracenje krvnog tlaka i kardiovaskularnih rizi€nih ¢imbenika (106).
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— Pluéne bolesti

Smanjenje pluéne funkcije tijekom lijecenja HL-a povezano je s primjenom bleomicina
1/ili medijastinalne radioterapije. Plu¢na disfunkcija moze uzrokovati kroni¢nu dispneju i
intoleranciju na fizicki napor $to moze doprinijeti umoru (112). Rizi¢ni ¢imbenici za
bleomicinsku pluénu toksicnost su starija zivotna dob, radioterapija, prethodna bolest pluéa,
pusenje, terapija G-CSF-om, bubrezna insuficijencija i kemoterapijski protokoli koji sadrzavaju
bleomicin (npr. ABVD). Rizik za razvoj bleomicinske pluéne toksicnosti se kre¢e od 0 % do
46 %, dok smrtnost moze dose¢i i do 27 % (117).

— Neplodnost i hipotireotizam

Vise od 60 % bolesnika nakon radioterapije vrata razvit ¢e hipotireoidizam. Vise od 90
% musSkaraca nakon eBEACOPP razvit ¢e azospermiju, dok ¢e se prema jednoj studiji
amenoreja javiti u polovice Zena. Suprotno navedenom, kemoterapijski protokol ABVD
povezan je s privremenom amenorejom i azoospermijom, uz potpuni oporavak u 50 - 95 %
bolesnika. Jedna od moguénosti da se izbjegnu navedene komplikacije je primjena
kemoterapijskog protokola ABVD ili pristupa prilagodenog PET-om, s obzirom na to da je
terapija e BEACOPP-om izrazito gonadotoksi¢na.

Bolesnicima u reproduktivnoj dobi moze se ponuditi krioprezervacija sjemena, dok bi
bolesnice bilo pozeljno uputiti ginekologu radi razmatranja opcija poput in vitro oplodnje,
kriopohrane zrelih oocita ili tkiva jajnika. S obzirom na to da ove metode zahtijevaju odredeno
vrijeme, Sto moZe dovesti do odgode terapije, nuZna je procjena rizika i koristi za svakog
bolesnika od strane multidisciplinarnog tima (62,118).

— BV inducirana periferna neuropatija

BV inducirana periferna neuropatija se javlja kao nuspojava kemoterapijskog protokola
koji sadrzavaju BV poput BV-AVD u bolesnika s uznapredovalim stadijem HL-a. Prema
provedenim studijama, javlja se u otprilike 67 % bolesnika, od cega je u 10 % prekinuto
lijeenje. Moze se razviti senzorna, motoricka 1/ili autonomna disfunkcija perifernih zivaca, Sto
se u nekim sluajevima moze prezentirati teSkim oblikom. Iako je u vecini slucajeva
reverzibilna, ipak moze perzistirati mjesecima ili godinama nakon zavrSetka terapije, Sto moze
negativno utjecati na kvalitetu Zivota. Jedina strategija za rjeSavanje ove nuspojave je
prilagodba doze ili prekid lijecenja. Privrement ili trajni prekid primjene BV-a treba razmotriti
multidiscipinarni tim, ovisno o tezini neuroloskog oStecenja, statusa bolesti 1 dostupnosti

alternativnih antitumorskih terapija (62,119).
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1.9. SATBI1 i Hodgkinov limfom

SATBI (engl. special AT-rich sequence- binding protein-1) je transkripcijski regulator
1 organizator kromatina kojeg je prvi put opisao Dickins 1992. godine (120). Gen koji kodira
SATBI je smjesten na kromosomu 3p23 (121). SATB1 ima moguénost ogranizacije kromatina
u petlje 1 djeluje kao mjesto za vezivanje brojnih enzima za modifikaciju kromatina i
transkripcijskih ¢imbenika. SATB1 mozZe regulirati i utjecati na izrazaj vise od 10 % ljudskih
gena, ukljucujuci 1 one koji su smjeSteni na udaljenim kromosomima, kao i one povezane s
imunoloskim odgovorom, stani¢nim metabolizmom, diferencijacijom, apoptozom,
citoskeletom, proliferacijom stanica, stanicnim ciklusom, popravkom DNA te brojnim
signalnim putevima (120,122). SATB1 ima sposobnost aktivacije ili supresije viSe gena ovisno
o posttranslacijskim modifikacijama, kao 1 sposobnost regulacije razine histonske metilacije i
acetilacije bitne za diferencijaciju i apoptozu (123). SATB1 je vazan za pravilan razvoj pluca,
diferencijaciju i sazrijevanje timocita i epitelnih stanica koze tijekom embriogeneze. Zadnjih
godina postoji veliki interes za proucavanje prognostiCke uloge SATB1 u solidnim i
hematoloSkim malignitetima. Pokazano je da je SATBI negativan prognosticki ¢imbenik u
velikom broju solidnih tumora, poput karcinoma dojke, zeludca, gusterace, jajnika, vrata
maternice te kolorektalnog karcinoma. Takoder, visoki izrazaj SATB1 u solidnim tumorima se
povezuje sa slabom diferencijacijom i agresivnim fenotipom tumora, loSom prognozom kao i
moguéim utjecajem na proces epitelno-mezenhimalne tranzicije u poticanju metastaziranja.
Nasuprot tome, u odredenim podtipovima karcinoma pluc¢a poviSen imunohistokemijski izrazaj
SATB1 pokazao se kao povoljan prognosticki ¢imbenik, dok njegov nedostatak moze
negativno utjecati na OS (120).

Za razliku od solidnih tumora, SATBI ima drugaciju ulogu u hematoloskim
malignitetima, potiskuju¢i progresiju leukemija i limfoma, iako i dalje postoje nejasnoce i
kontradiktornosti u dosadas$njim istrazivanjima (124-129). Vec¢ je dobro poznata vazna uloga
SATBI1 u razvoju 1 diferencijaciji limfocita T, gdje njegov smanjen izrazaj moze uzrokovati
ozbiljnu imunodeficijenciju (124). Zbog navedenog je viSe studija proucavalo prognosticku
ulogu SATBI1 u koznim T- stani¢nim limfomima (engl. cutaneous T-cell lymphoma, CTCL)
koji ukljucuju mikozis fungoides (MF), Sezary sindrom (SS), limfomatoidnu papulozu (Lyp) i
kozni anaplasti¢ni limfom velikih stanica (127). Smanjen je izrazaj SATBI1 u SS, agresivnom
obliku CTCL-a. Dokazano je da smanjen izrazaj SATB1 putem regulacije FasL-a moZe imati
ulogu u razvoju otpornosti na apoptozu u SS-u (128,130). Suprotno navedenom povecan izrazaj

SATBI1 je pronaden u CTCL-u ukljucuju¢i MF, CD30+ limfoproliferativni poremecaj (engl.
CD30-positive lymphoproliferative disorders, CD30+ LPD) i anaplasticnom limfomu velikih
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stanica pridruzenom implantatima dojke (127). Vise radova govori u prilog povoljnoj
prognostic¢koj vrijednosti SATB1 u CTCL-u (123,130,131). Suprotno navedenom, Wang i
suradnici su proucavali ulogu SATB1 u koznih CD30+ LPD, po ucestalosti drugoj najcescoj
skupini koznih T stani¢nih limfoma, a koja ukljuc¢uje Lyp 1 koZni anaplasti¢ni limfom velikih
stanica. Pokazali su da povecan izrazaj SATB1 dovodi do utiSavanja inhibitora stanicnog
ciklusa p21 direktnim vezivanjem na specifi¢ni lokus promotora gena CDKNIA (engl. cyclin
dependent kinase inhibitor 14 ) $to upucuje na ulogu SATBI kao onkogena (129). Medutim, u
daljnjim studijama pokazalo se da SATBI1-pozitivni slu¢ajevi CD30+ LPD u anaplasti¢nim
limfocitima T pokazuju Th-17 citokinski profil, znacajnu epidermalnu hiperplaziju s
granulocitnim infiltracijama, ali boljim odgovorom na terapiju ukljucujuci postizanje KR na
kombiniranu terapiju metotreksatom i INF-2a. Navedeno istrazivanje dodatno ukazuje na
heterogenost CD30+ LPD (132). Od preostalih CD30+ hematoloskih maligniteta preostaje jo§
kHL. Prema nasim saznanjima postoji istrazivanje u kojem je pokazan pojacan izrazaj HLA
klase I u EBV+ kHL slucajevima koji obrnuto korelira s imunohistokemijskim izrazajem
SATBI1. U svom istraZivanju nisu analizirali prognosticki znacaj SATB1 kod bolesnika s kKHL-
om (133). Medu ostalim limfomima, posebno se istice¢ DLBCL, u kojem je povecana
imunohistokemijski izrazaj SATB1 neovisni prognostic¢ki ¢imbenik povezan s kra¢im OS-om i

PFS-om (125).

1.10. p16 i Hodgkinov limfom

pl6 je poznat kao tumorsupresorski protein i ¢lan je obitelji inhibitora ciklin-ovisnih
kinaza (engl. cyclin-dependent kinase, CDK). Njegova klju¢na uloga kao negativnog regulatora
stani¢nog ciklusa obuhvaca kontrolu apoptotskog puta, zaustavljanje stani¢nog ciklusa u G1-
fazi te regulaciju stanicnog starenja (134). p/6 gen je smjeSten na kromosomu 9p21 i kodira
dva proteina: pl16 INK4A i pl4 ARF. pl16 INK4A se veze na CDK4 1 CDKG6 te na taj nacin
sprjeCava fosforilaciju retinoblastomskog proteina (pRB) koji u hipofosforiliranom stanju
djeluje kao negativni regulator stani¢nog ciklusa stvaraju¢i komplekse s transkripcijskim
¢imbenikom E2F1. Nasuprot tome, kada kompleks ciklin D1/CDK fosforilira pRB, on postaje
inaktivan oslobadaju¢i E2F1 ¢ime se omogucava prijelaz stani¢nog ciklusa iz G1 u S-fazu
(135). Neregulirana fosforilacija pRB-a putem CDK4/6, uslijed gubitka funkcije p16INK4A,
mutacija u genu Rb/ ili prekomjernog izrazaja ciklina D1, dovodi do poremecaja njegove
kljuéne funkcije, Sto rezultira nekontroliranom proliferacijom stanica i razvojem tumora. Tri

razli¢ita mehanizma inaktivacija gena pl6INK4A koja uklju¢uju homozigotne delecije,
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hipermetilacije ili mutacije mogu dovesti do utiSavanja gena pl/6INK4A ili gubitka izrazaja
njegovog proteina (135).

Pojedine studije opisale su povezanost izmedu gubitka p16 1 ishoda bolesnika s HL-om.
Calio 1 suradnici su u svom istrazivanju pokazali da su poviSene razine proteina pl6 i p21
neovisni prognosti¢ki ¢imbenici te da imaju vaznu zastitnu ulogu u prevenciji relapsa (136).
Suprotno tome, Guenova nije utvrdio statistiCki znacajnu povezanost izmedu prognoze i
visokog izrazaja p16 u kHL-u (136). S obzirom na to da je EBV prisutan u HRS-ama u 30 — 96
% slucajeva te da moZze utjecati na stanic¢ni ciklus i regulaciju apoptoze, brojne studije
istrazivale su njegovu povezanost s izrazajem pl6. Medutim, postoje oprecni rezultati o
povezanosti EBV-aiizrazajapl6 ukHL-u (137). S druge strane, prekomjerni izrazaj p16 opisan
je umalignim tumorima, pokazuju¢i nekontroliranu stani¢nu proliferaciju, $to se moze objasniti
negativnom povratnom spregom izmedu pRB-a i pl6INK4-a (138). U slu¢aju HL-a, pokazano
je da je gubitak pRB-a lo$ prognosticki ¢imbenik (139). Medutim, do danas nijedna studija o
HL-u nije istrazila povezanost izmedu imunohistokemijskog izrazaja p16 i SATBI.

U naSem retrospektivnom istraZzivanju po prvi put smo ispitali obrasce
imunohistokemijskog izrazaja SATB1 1 pl6, njihovu povezanost s klini¢ko-patoloskim
podacima, kao i njihov moguéi prognosti¢ki znacaj u HL-u. Implementacija kombinacije
navedenih biljega u bolesnika s HL-om u svakodnevnoj praksi mogla bi se identificirati
podskupina bolesnika s najpovoljnijom prognozom bolesti §to bi dalo prostora za
personaliziraniji klini¢ki pristup lije€enja ove skupine bolesnika. Skupina bolesnika s
najpovoljnijim ishodom mogla bi biti lijeCena terapijom manjeg inteziteta s kojim se ne ugrozila
ucinkovitost lijeenja, a istovremeno bi se smanjila moguénost pojave kasnih komplikacija

lijecenja.

1.11. Omjer trombocita/limfocita i Hodgkinov limfom

Iako je HL bolest dobre prognoze, odreden postotak bolesnika ¢e u jednom trenutku
doZivjeti relaps ili ne¢e odgovorit na incijalnu terapiju. Ve¢ su dobro poznati prognosticki
zbrojevi za rani i uznapredovali stadij bolesti koji imaju svoje prednosti i nedostatke.
Stratifikacija rizika u ranom stadiju bolesti HL-a je klju¢na, pogotovo u eri deskalacije terapije
gdje se strategija terapije vodena PET-om pokazala nedovoljnom. Klini¢ka ispitivanja pokazala
suda je 18 —24 % bolesnika s negativnim PET2 nalazom dozivjelo progresiju bolesti ili recidiv.
Iz navedenog proizlazi da negativan PET2 ne jam¢i izljeCenje te da nije dovoljan za predvidanje
1shoda lije¢enja ako se samostalno koristi. U uznapredovalom stadiju bolesti koristi se IPS zbroj

kojim se ne moze identificirati bolesnike s visokim rizikom od progresije/relapsa, buduci da 5
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- godisnji period do progresije bolesti (engl. freedom from progression, FFP) iznosi vise od 50
% u bolesnika s najvisSim rizikom (140,141). Stoga, javlja se potreba za otkrivanjem novih
prognostickih biomarkera koji bi trebali biti lako dostupni, isplativi i neinvazivni te uz
kombinaciju s PET-om poboljsati stratifikaciju rizika kojim bi se identificirala skupina
bolesnika koji bi mogli imati koristi od intenziviranog rezima lijecenja ili one koji ¢e vjerojatno
biti izlijeCeni smanjenim intenzitetom terapije.

U zadnje vrijeme se sve viSe istrazuje prognosticka vrijednost stani¢nih komponenti
periferne krvi poput omjera trombocita/limfocita (engl. platelet/lymphocyte ration, PLR) koji
se pokazao znacajnim u hematoloskim malignitetima. Dosadasnjim istrazivanjima je dokazano
da trombociti pridonose angiogenezi tumora, kao i metastaziranju, a bitni su i u stvaranju upale
povezane s tumorom. Limfopenija je pokazatelj oSte¢ene imunoloske funkcije domacina (141).
U ranom stadiju bolesti HL-a, dokazano je da PLR > 266 povezan s loSijim FFP-om (142).
Takoder, istrazivao se i u uznapredvalom stadiju HL-a gdje je takoder pokazano da je visok
PLR ( > 245) pokazatelj loSijeg FFP-a i PFS-a. Istrazivan je i u ostalim limfomima poput
DLBCL-u i T stani¢nim limfomima gdje se takoder definirao kao pokazatelj loSe prognoze

bolesti (141).
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2. CILJEVI I HIPOTEZE ISTRAZIVANJA



2.1. Ciljevi istrazivanja

Glavni ciljevi istrazivanja:
1. Ispitati prognosti¢ku vrijednost imunohistokemijskog izrazaja SATBI i p16 proteina
putem analize ukupnog prezivljenja (OS) i prezivljenja bez progresije bolesti (PFS) u

bolesnika s HL-om.

2. Identificirati podskupinu bolesnika s HL-om koji imaju najpovoljniji ishod bolesti na

temelju kombinacije bijega SATB1 i pl6.

3. Ispitati prognosti¢ku vrijednost laboratorijskog omjera PLR-a putem analize OS-a i

PFS-a u bolesnika s HL-om.

Sporedni ciljevi istrazivanja:

1. Analizirati korelaciju imunohistokemijskog izraZzaja SATB1 1 p16 proteina s klini¢ko-

patoloskim karakteristikama bolesnika s HL-om.

2. Ispitati korelaciju imunohistokemijskog izrazaja SATB1 i p16 proteina s odgovorom

na prvu liniju kemoterapije u bolesnika s HL-om.

3. [Ispitati korelaciju laboratorijskom omjera PLR-a s klini¢ko-patoloSkim

karakteristikama bolesnika s HL-om.
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2.2. Hipoteze

U bolesnika s HL-om imunohistokemijski izrazaj SATB1 pokazuje znacajnu pozitivnu

korelaciju s ukupnim prezivljenjem (OS).

U bolesnika s HL-om imunohistokemijski izrazaj SATB1 pokazuje znacajnu pozitivnhu

korelaciju s prezivljenjem bez progresije (PFS).

U bolesnika s HL-om imunohistokemijski izrazaj p16 nema utjecaja na OS i PFS.

Postoji znacajna razlika u prognozi izmedu podskupina bolesnika kada se stratificiraju prema

kombinaciji biljega SATB1 i p16.

Vise vrijednosti PLR-a povezane su s kra¢im ukupnim prezivljenjem (OS) i1 krac¢im

prezivljenjem bez progresije bolesti (PFS).
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3. METODE I MATERIJALI ISTRAZIVANJA



3.1. Ustroj istraZivanja

Ovo istrazivanje je po razini i namjeni primijenjeno, po nacinu dobivanja podataka
primarno, a po specificnom ustroju retrospektivno, unicentricno i kohortno. S obzirom na
intervenciju istrazivanje je opservacijsko. Istrazivanje je provedeno na Klinickom zavodu za
patologiju, citologiju i sudsku medicinu 1 Klinickom zavodu za hematologiju Klinickog
bolnickog centra Split (KBC Split). Podatci o datumu smrti prikupljeni su iz bolnickog
mrtvozorstva i Matice umrlih Splitsko-dalmatinske zupanije. Istrazivanje je provedeno u skladu
s nacCelima Helsinske deklaracije (143) te uz suglasnost i odobrenje od strane Etickog
povjerenstva KBC-a Split (KLASA: 500-03/19-01/04, URBROJ: 2181-147-01/06/M.S.-19 - 2,
od 31. sijecnja 2019.).

3.2. Ispitanici

U studiju je uklju¢eno ukupno 86 bolesnika s predhodno histolosko potvrdenom
dijagnozom HL prema WHO dijagnosti¢kim kriterijima od strane patologa u razdoblju od 10.
sijecnja 2008. do 6. prosinca 2018. godine. kHL se podijelio u slijedece podskupine: NS (N =
60), MC (N =20), LRHL (N =4) i LDHL (N = 1). Imali smo samo jedan slu¢aj NLPHL. Od
86 ispitanika bilo je ukupno 39 muskaraca (45,3 %) 1 47 zena (54,7 %). Parafinski blokovi
prikupljeni su iz arhive Klini¢kog zavoda za patologiju, sudsku medicinu 1 citologiju KBC-a
Split. Klinicki podatci o spolu, dobi, datumu dijagnoze, histoloskom tipu HL, klini¢kom stadiju
bolesti (I - IV) po Ann Arbor klasifikaciji, laboratorijskim parametrima te prognosti¢kim
zbrojevima EORTC 1 GHSG (za rani stadij bolesti I/II) te IPS zbroj (za uznapredovali stadij
bolesti III/IV) incijalno pri dijagnozi prikupljeni su iz racunalne povijesti bolesti Zavoda za
hematologiju KBC-a Split. Predterapijska evaluacija je ukljucivala klini¢ki pregled,
laboratorijske nalaze, slikovnu diijagnostiku (CT plu¢a i abdomena) te u zadnje vrijeme
PET/CT, biopsiju koStane srzi i UZV srca radi procjene srane funkcije. Takoder se
procijenjivala sposobnost svakog bolesnika za podnosenje terapije koriste¢i ECOG zbroj ( engl.
Eastern Cooperative Oncology Group) (144,145). “Bulky” tumorska masa se definirala kao
abdominalna ili medijastinalna masa veli¢ine > 10 cm ili veéa od jedne tre¢ine unutarnjeg
poprec¢nog promjera prsnog kosa. Bolesnici su bili lijeceni sljede¢im kemoterapijskim
protokolima u prvoj liniji: ABVD, eBEACOPP, COPP, MOPP sa ili bez radioterapije ovisno o
stadiju bolesti, ECOG zbroju i komorbiditetima. Nakon zavrSene terapije slijedila je procjena
odgovora. Odgovor na terapiju procijenjen je kao kompletna remisija (KR) u slu¢aju odsutnosti

bilo kakvih klini¢kih, subjektivnih ili radioloSkih znakova bolesti. Parcijalna remisija (PR)
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definirana je kao smanjenje mjerljivih lezija za najmanje 50 %, uz izostanak povecanja drugih
limfnih ¢vorova, jetre ili slezene. Progresija bolesti (PB) definirana je pove¢anjem postojecih
lezija ili pojavom novih (136). Klinicko prac¢enje bolesnika se provodilo prema smjernicama
svaka 3 mjeseca prve dvije godine, potom svako 6 mjeseci slijedece 3 godine i nakon toga
jednom godisnje. Pracenje bolesnika se provodilo putem Dnevne bolnice hematologije ili na
Poliklinici. Tijekom svakog posjeta uzimala se detaljna anamneza uz fizikalni pregled s ciljem
iskljuCenja relapsa 1 komplikacija povezanih s terapijom. Podaci o klinickom tijeku bolesti i
prezivljenju su naknadno prikupljeni koristenjem dostupne medicinske dokumentacije Zavoda
za hematologiju KBC-a Split. OS je izracunat od datuma pocetka lijecenja do datuma smrti ili
na posljednji dan pracenja kada je ishod cenzoriran kao ziv ili mrtav. PFS je izracunat od
datuma pocetka lijeCenja do datuma relapsa ili na posljednji dan prac¢enja kada je ishod
cenzoriran kao relapsirao ili bez relapsa. Od inicijalno 90 bolesnika s histoloski potvrdenom

dijagnozom HL-a, 86 je ukljuceno u istrazivanje.

Kriteriji uklju€enja:
1. Dob iznad 18 godina

2. Histoloski potvrdena dijagnoza HL-a
3. Potpuna medicinska dokumentacija

Kriteriji iskljuenja:
Sinkrona druga maligna ili hematoloSka bolest
Bolesnici prethodno lijeceni kemoterapijom i/ili radioterapijom

Nepotpuna medicinska dokumentacija
Nesigurna medicinska dijagnoza limfoma

B W N —

3.3. Imunohistokemijsko bojenje

Na Zavodu za sudsku medicinu, citologiju 1 patologiju KBC-a Split napravljeni su
rezovi tkiva debljine 4 mikrometara iz parafinskih blokova limfnih ¢vorova. Rezovi za
imunohistokemijsku analizu fiksirani su 30 minuta na grijacoj plo¢i pri 60 stupnjeva Celzija.
Cijeli imunohistokemijski postupak proveden je na uredaju Ultra Benchmark (IHC/ISH modul
za bojanje, Ventana, Tucson, AZ, SAD) prema uputama proizvodaca. Navedeni postupci
ukljucivali su deparafinizaciju, rehidraciju, povrat antigena kuhanjem u ultra CC1 puferu,
inkubaciju s protutijelima, koriStenje detekcijskog kita (UltraView Universal DAB Detection
Kit, Ultra Benchmark, Tucson, Arizona, SAD) te bojenje s hematoksilinom. Za
imunohistokemijsko bojenje koristila su se slijedeca primarna protutijela: misje monoklonalno

protutijelo p16 INK 4a (klon JC8; Santa Cruz Biotechnology; razrjedenje 1:100) i misje
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monoklonalno protutijelo SATB1 (klon C6; Santa Cruz Biotechnology; razrjedenje 1:100). Na
istom Zavodu provodila se i kvalitativna evaluacija p16 i SATB1 u HRS-ama pod svjetlosnim
mikroskopom (Olympus BX46, Tokyo, Japan) na nasumi¢no odabranih 10 vidnih polja pod
ukupnim povecanjem 400x. Evaluaciju su neovisno proveli patolog, specijalizant patologije te
sama pristupnica. Analizirana su samo polja s prisutno$¢u HRS u tumorskom mikrookolisu,
dok su periferni dijelovi limfnog ¢vora zanemareni. Pozitivna kontrola za SATBI1 bila je
reaktivni mikrookoli§ (limfociti) (Slika 6 A, crvena strelica). HRS stanice smatrane su
pozitivnima na SATBI1 ako je bojenje bilo prisutno u citoplazmi i/ili jezgri. Za procjenu
imunohistokemijskog izrazaja SATBI1 koristili smo Imunoreaktivni skor (IRS) prema Stengeru,
koji se dobiva mnozenjem intenziteta bojenja (SI) s postotkom pozitivnih stanica (PP)
(146,147). Ocjenjivanje intenziteta bojenja HRS-pozitivnih stanica izvedeno je na sljedeci
nacin: negativno — 0 bodova; slabo (blijedo Zuto) — 1 bod; umjereno (zuto-smede) — 2 boda; 1
jako (tamno smede) — 3 boda (Slika 6B — D, crna strelica). Pozitivne HRS-¢ ocjenjivane su na
sljede¢i nacin: 0—9 % je 1 bod; 10— 50 % je 2 boda; 1> 50 % je 3 boda. Ako je rezultat dobiven
mnozenjem dvaju spomenutih skorova bio 1 ili manji, to je predstavljalo negativni
imunohistokemijski izrazaj SATBI1 ili smanjen/odsutni imunohistokemijski izraZzaj. Ako je
rezultat bio veéi od 1, to je predstavljalo pozitivni imunohistokemijski izrazaj SATBI.
Humani karcinom vrata maternice koriSten je kao pozitivna kontrola za p16 (Slika 7 A). HRS
stanice smatrane su pozitivnima na pl6 ako je bojenje bilo prisutno u citoplazmi i/ili jezgri
(Slika 7 B — D). Evaluacija prisutnosti pozitivnog imunohistokemijskog izrazaja p16 (INK4a)
ocjenjivana je na sljedeci nacin: negativno (skor 0), odsutnost imunohistokemijskog izrazaja ili
prisutnost u manje od 10 % pozitivnih HRS stanica; nisko (skor 1), 10 % — do 29 % pozitivnih
HRS stanica; umjereno (skor 2), 30 % — 59 % pozitivnih HRS stanica; i visoko (skor 3), > 60%
pozitivnih HRS stanica (136).
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Slika 6. Imunohistokemijska analiza intenziteta bojanja SATB1 u Hodgkin/Reedstenbergovim
stanicama (HRS) u vidnom polju 400x: (A) klasi¢ni Hodgkinov limfom (kHL) bez nuklearnog
bojenja SATB1 u HRS stanicama (plava strelica) s pozitivnim unutarnjom kontrolom
reaktivnim limfocitima (crvena strelica). (B) kHL s slabo pozitivnim bojanjem SATB1 u HRS
(crna strelica). (C) kHL s umjereno pozitivnim bojanjem SATB1 u HRS (crna strelica). (D)
kHL s jako pozitivnim bojanjem SATB1 u HRS (crna strelica). Slika je djelo autora.
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Slika 7. (A) Imunohistokemijski izrazaj p16 u humanom karcinomu vrata maternice (pozitivna
kontrola), Pozitivni imunohistokemijski izrazaj p16 u Hodgkin/Reedstenbergovim stanicama
klasi¢énog Hodgkinovog limfoma u vidnom polju 400x (crna strelica): (B), (C), (D). Slika je

djelo autora.

3.4. Odredivanje omjera trombocita/limfocita ( platelet-lymphocyte ration, PLR)

Omjer trombocita/limfocita (platelet-lymphocyte ration, PLR) izracunat je iz kompletne krvne
slike u trenutku postavljanja dijagnoze, dijeljenjem apsolutnog broja trombocita s apsolutnim

brojem limfocita.
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3.5. Dijagram tijeka

Novodijagnosticirani bolesnici s HL-om na
Zavodu za hematologiju u periodu od 10.

sijeCnja 2008. - 6. prosinca 2018. (N = 122)

|

Prikupljanje parafinskih blokova 1

klini¢kih podataka

|

Bolesnici ukljuceni u istrazivanje

(N = 86)

|

Priprema histoloskih preparata

debljine 4 mikrometara

l

Kriteriji iskljucenja:

1. Sinkroni karcinom

2. Predhodno lijjecenje
kemoterapijom i/ili
radioterapijom

3. Nepotpuna medicinska
dokumentacija

4. Nesigurna dijagnoza limfoma

Odredivanje  omjera trombocita/limfocita
(PLR) pri dijagnozi iz kompletne krvne slike
dijeljenjem apsolutnog broja trombocita s
apsolutnim brojem limfocita.

Provodenje imunohistokemijskih postupaka:
deparafinizacija, rehidracija, povrat antigena
kuhanjem u ultra CC1 puferu, inkubacija s
protutijelima, koriStenje detekcijskog Kkita,
bojenje s hematoksilinom, bojanje s
primarnim protutijelima p16INK4a i SATBI

l

Kvalitativna evaluacija p16 i SATB1

pod svijetlosnim mikroskopom

Unos dobivenih
potadataka 1 statisticka

analiza
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3.6. Statisticka analiza podataka

Kategorijski podaci su prikazani kao postotci (%) 1 brojevi; kontinuirani podaci su
prikazani kao medijani i interkvartilni rasponi. Podaci o vremenu do dogadaja modelirani su
pomocu jednadZbe eksponencijalnog opadanja do plato faze (S(t) = [S(ty) — S(P)] - e ™%t +
S(P), S(t) — vjerojatnost prezivljenja u trenutku t, S(to) — vjerojatnost prezivljenja na pocetku
istrazivanja, S(P) — vjerojatnost prezivljenja na plato fazi; i konstanta brzine k iz koje se moze
izraCunati poluzivot). Kako bi se utvrdilo moze li imunohistokemijski izrazaj proucavanih
biljega stratificirati proucavanu kohortu, usporeden je nisticni model, u kojem jedna krivulja
prezivljenja opisuje sve subpopulacije, s modelom u kojem svaka subpopulacija ima svoju
krivulju prezivljenja. Usporedba modela provedena je koriStenjem Akaikieovog informacijskog
kriterija (AIC), F-testa i standardnih dijagnostic¢kih alata za modele. Nesigurnost u procjeni
parametara izrazena je kao standardna pogreska (tj. 68 % interval pouzdanosti). Za
kvantifikaciju korelacije izmedu biljega i unaprijed odabranih ekspresijskih potpisa gena
koriStena je ortogonalna regresija “engl. Reduced Major Axis (RMA)”. KoriSteni su softveri
GraphPad Prism 10 (GraphPad Software, Boston, MA, SAD) 1 Past4. ViSe od dvije neovisne
varijable su analizirane koriste¢i ANOVA test. Korelacija se procjenjivala Spearmanovom

procedurom.
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4. REZULTATI



4.1. Klinicko-patoloske karakteristike bolesnika

U retrospektivnu studiju ukljuc¢eno je ukupno 86 bolesnika s prethodno histoloski
potvrdenim HL-om. Raspodjela demografskih i klini¢ko-patoloSkih varijabli prikazana je u
Tablici 4. Omjer muskaraca i1 Zena bio je otprilike jednak, dok je medijan dobi iznosio 41
godinu (raspon: 28 — 55 godina). Vecina bolesnika imala je bolest u II stadiju, a najcesci
histoloski tip bila je NS. Vise od polovice bolesnika imalo je B simptome, priblizno petina
bolesnika imala je ekstranodalnu ili opseznu bolest, a tri ¢etvrtine bolesnika imalo je ECOG
zbroj 0. Priblizno 80 % bolesnika lijeceno je ABVD protokolom, 10 % COPP protokolom, a 5
% nekim oblikom BEACOPP protokola; preostalih 5 % bolesnika lije¢eno je kombinacijom
triju navedenih protokola. Osim kemoterapije, 42 % bolesnika primilo je i radioterapiju.

Medijan pracenja iznosio je 50 mjeseci, s rasponom 1 — 197 mjeseci.
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Tablica 4. Demografske i klinicko-patoloSke karakteristike bolesnika (N = 86)

Parametar Vrijednost
Ukupan broj bolesnika 86
dob (godine, medijan), IQR? (godine) 41 (28 - 55)
spol (N %)
zene 47, 54.7 %
muskarci 39,453 %
Histoloski tip (N, %)
mijesana celularnost 20,23.3%
nodularna skleroza 60, 69.8 %
ostali 6,6.9 %
Klini¢ki stadij (N, %)
I 9,10.5%
II 42,48.8 %
I11 16, 18.6 %
v 19,22.1 %
+ ekstranodalna lokalizacija (N, %) 15,17.4 %
+ B simptomi (N, %) 54,62.3 %
+ bulky disease (N, %) 15,17.4 %
EORCT® zbroj (za stadij I & II, N, %)
0 13,25.5%
1 15,29.4%
2 16,31.4 %
3 7,13.7%
GHSGF zbroj (za stadij [ & II, N, %)
0 12,23.5%
1 15,29.4 %
2 18,353 %
3 6,11.7%
PS¢ zbroj (za stadij Il & IV, N, %)
1 8,22.9%
2 10, 28.6 %
3 12,34.3 %
4 2,57%
5 3,86%
ECOG*® zbroj (N, %)
0 64,74.4 %
1 18, 20.9 %
2 4,4.7 %

# Interkvartilni raspon

® Od engl. European Organization for the Research and Treatment of Cancer
©Od engl. German Hodgkin’s Study Group

4 0d engl. International Prognostic Score

©Od engl. Eastern Cooperative Oncology Group



4.2. Imunohistokemijski izraZaj proteina SATB1 povezan je s povoljnijom prognozom

Imunohistokemijski izrazaj proteina SATB1 bio je pozitivan u 21 % (N = 16) bolesnika
(Slika 6 B-D), a razina imunohistokemijskog izrazaja SATB1 odredena je prema prethodno
opisanom bodovanju. Imunohistokemijski izrazaj SATB1 omogucio je stratifikaciju bolesnika
prema ukupnom prezivljenju (OS, P <0.001, AAIC = 148.9, ER > 100; Slika 8 A) i prezivljenju
bez progresije bolesti (PFS, P <0.001, AAIC = 194.5, ER > 100; Slika 9 A).

Skupina bolesnika pozitivnih na imunohistokemijski izrazaj SATB1 karakterizirana je
poluzivotom populacije od 4,5 + 1,2 mjeseca te postizanjem platoa prezivljenja na razini od 87
+ 1 % (Slika 8 A). Nasuprot tome, skupina bolesnika negativnih na SATB1 pokazala je znatno
dulji poluzivot populacije od 84 + 13,2 mjeseca, medutim, tijekom pracenja nije opaZen plato
prezivljenja - posljednja zabiljeZena vjerojatnost preZivljenja iznosila je 72 % nakon 12 godina
pradenja. S druge strane, ekstrapolacija iz eksponencijalnog modela s platoom predvida
postizanje stabilizacije vjerojatnosti prezivljenja na razini od 58 + 0,4 %.

Analiza preZivljenja bez progresije bolesti pokazala je da skupina bolesnika pozitivnih
na imunohistokemijski izrazaj SATB1 imala je stopu relapsa obiljeZenu poluzivotom od 14,5 +
1 mjeseci, a vjerojatnost relapsa se stabilizirala na platou od 87 = 1 %. S druge strane, bolesnici
negativni na SATB1 imali su sporiju stopu relapsa s poluzivotom od 31,1 + 1 mjesec, te su na
kraju dostigli plato s vjerovatno$c¢u relapsa od 62 + 0,5 % (Slika 9 A).

Imunohistokemijski izrazaj SATB1 nije stratificirao bolesnike ni prema jednoj drugoj
klinickoj 1li patoloSkoj varijabli (Tablica 5). Takoder, nije dokazana korelacija s odgovorom

na prvu liniju kemoterapije (Tablica 5).
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Tablica 5. Korelacija imunohistokemijskog izrazaja SATB1 s klini¢ko-patoloskim

karakteristikama bolesnika s Hodgkinovim limfom pri dijagnozi i odgovorom na prvu liniju

kemoterapije.
Parametar SATBI1- SATB1+ P vrijednost
Broj bolesnika 70 16
dob (godine, medijan),IQR? (godine) 36,5 (27,5 - 52) 50,5 (30 - 64,5) 0,242%*
spol (N, %) 0,011F
zene 27,38.6 % 12,75 %
muskarci 43,61.4 % 4,25 %
histoloski tip (N, %) 0,472%
mijesana celularnost 16,22.9 % 4,25 %
nodularna skleroza 50,71.4 % 10, 62.5 %
ostalo 4,57 % 2,125 %
klinicki stadij (N, %) 0,092+
I 9,129 % 0,0 %
I 42,51.4 % 6,37.5%
111 16, 14.3 % 6,37.5%
v 19,21.4 % 4,25 %
+ ekstranodalna lokalizacija (N, %) 11,15.7% 4,25% 0,465+
+ B simptomi (N, %) 43,61.4 % 5, 68.8 % 0,775+
+ bulky disease (N, %) 12,172 % 3,18.8% 0,999+
EORCT?® zbroj (za stadij I & II, N %) 0,572 %
0 13,28.9 % 0,0 %
1 12,26.7 % 3,50%
2 13,28.9 % 3,50%
3 7,155 % 0,0 %
GHSG* zbroj (za stadij I & II, N, %) 0,398 1
0 12,26.7 % 0,0 %
1 13,28.9 % 2,333 %
2 14,31.1 % 4,66.7 %
3 6,133 % 0,0 %
IPS¢ zbroj (za stadij IIT & IV, N, %) 0,866
1 5,20 % 3,30%
2 9,36 % 1,10 %
3 7,28 % 4,50 %
4 2,8 % 0,0 %
5 2,8 % 1,10 %
ECOG?® zbroj (N, %) 0,572 1
0 53,75.7 % 11, 68.7 %
1 13,18.6 % 5,313 %
2 4,57 % 0,0 %
Odgovor na prvu liniju KTx!. (N, %) 0,770+
KRe 60, 87 % 11,85 %
PR" 6,8.7% 0,0 %
PB! 3,43 % 2,15 %

* t- test, T Fisher’s exact test, { Mann - Whitney test

# Interkvartilni raspon

® Od engl. European Organization for the Research and Treatment of Cancer
©Od engl. German Hodgkin's Study Group

4 0d engl. International Prognostic Score

¢ Od engl. Eastern Cooperative Oncology Group

f Konvencionalna kemoterapija

& Kompletna remisija

b Progresija bolesti

I Parcijalna remisija
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4.3. Imunohistokemijski izraZaj p16 nije znacajan indikator dugoro¢ne prognoze

Imunohistokemijski pozitivan izrazaj p16 uocen je kod 15 % (N = 12) bolesnika (Slika
7 B-D). Stratifikacija bolesnika prema izrazaju p16 pokazala je statisticki znac¢ajnu povezanost
s OS-om (P < 0.001, AAIC =109.3, ER > 100; Slika 8 B) i PFS-u (P < 0.001, AAIC = 30.65,
ER > 100; (Slika 9 B).

Skupina bolesnika s pozitivnim pl6 izrazajem imala je medijan prezivljenja od 1,4 +
0,77 mjeseci te vjerovatnost prezivljenja na platou od 75 + 1,3 %. Skupina bolesnika koji su
bili negativni na imunohistokemijski izrazaj p16 imali su znacajno dulji poluzivot od 58 + 6,1
mjeseci, te vrlo slicnu vjerovatnost prezivljenja s platoom od 71 + 1,4 % (Slika 8 B).

Slicno OS-u, bolesnici s pozitivnim imunohistokemijskim izrazajem p16 imali su brzu
stopu relapsa (PFS poluzivot = 0,97 + 0,57 mjeseci) u usporedbi s bolesnicima koji su imali
negativan imunohistokemijski izrazaj p16 (PFS poluZzivot = 13,6 + 0,68 mjeseci). Medutim,
vjerojatnost relapsa stabilizirala se na gotovo identi¢nom platou u obje skupine, iznoseéi 68 +
0,5 % za p16-negativne bolesnike 1 67 £ 2 % za p16-pozitivne bolesnike (Slika 9 B).

Imunohistokemijski izrazaj pl6, kao ni imunohistokemijski izrazaj SATBI, nije
pokazao znacajnu povezanost s drugim klinickim ili patoloskim parametrima (Tablica 6).
Takoder, nije utvrdena korelacija izmedu imunohistokemijskog izrazaja p16 i odgovora na prvu

liniju kemoterapije (Tablica 6).
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Tablica 6. Korelacija imunohistokemijskog izrazaja pl6 s klini¢ko-patoloskim

karakteristikama bolesnika s Hodgkinovim limfom pri dijagnozi i odgovorom na prvu liniju

kemoterapije.
Parametar p16- pl6+ P vrijednost
Broj bolesnika 74 12
dob (godine, medijan), IQR? (godine) 42 (28,7 -56,8) 31,5 (20,7 - 52) 0,165*
spol (N, %) 0,999+
zene 34,49 % 5,41.7 %
muskarci 40, 54 % 7,583 %
histoloski tip (N, %) 0,999%
mijesana celuarnost 17,229 % 3,25%
nodularna skleroza 52,71.4% 8,62.5%
ostalo 5,5.7% 1,12.5%
klinicki stadij (N, %) 0,572+
I 9,12.1 % 0,0 %
I 35,473 % 7,583 %
M1 14, 18.9 % 2,16.7 %
v 16,21.6 % 3,16.7 %
+ ekstranodalna lokalizacija (N, %) 13,157 % 2,25 % 0,999%
+ B simptomi (N, %) 47,63.5% 7,583 % 0,755+
+ bulky disease (N, %) 12,16.2 % 3,25% 0,431+
EORCT® zbroj (za stadij 1 & 11, N, %) 0,6881%,
0 11,25% 2,28.6 %
1 13,29.5% 2,28.5%
2 13,29.5% 3,42.8 %
3 7,159 % 0,0 %
GHSG® zbroj (za stadij I & II, N, %) 0,945%
0 10,22.7 % 2,28.6 %
1 14,31.8 % 1,143 %
2 14,31.8% 4,571 %
3 6,13.7 % 0,0 %
IPS! zbroj (za stadij Il & IV, N, %) 0,396%
1 6,20 % 2,40 %
2 9,30 % 1,20 %
3 10,33.3% 2,40 %
4 2,6.7 % 0,0 %
5 3,10% 0,0 %
ECOG® zbroj (N, %) 0,461%
0 54,729 % 10, 83.3 %
1 16,21.6 % 2,16.7 %
2 4,54 % 0,0 %
Odgovor na prvu liniju KTx. (N, %) 0,752+
KR# 61,87.1 % 10, 83.3 %
PR" 3,43 % 0,0 %
PB! 6, 8.6 % 2.16.7 %

* t-test, T Fisher’s exact test, 1 Mann-Whitney

# Interkvartilni raspon

® Od engl. European Organization for the Research and Treatment of Cancer
¢ Od engl. German Hodgkin's Study Group

4 Od engl. International Prognostic Score

¢ Od engl. Eastern Cooperative Oncology Group

fKonvencionalna kemoterapija

£ Kompletna remisija

M Progresija bolesti

I Parcijalna remisija
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4.4. Bolesnici SATB1+/p16- imaju najpovoljniju prognozu

Kombinirana analiza imunohistokemijskog izrazaja SATB1 i pl6 omogudéila je
stratifikaciju bolesnika u cCetiri prognosticke skupine, redom: SATBI1+/pl16-, SATB1-/pl6-,
SATB1+/pl6+, SATB1-/pl6+. Zbog malog broja slucajeva u skupinama SATB1+/pl6+ (N =
8) i SATBI1-/pl6+ (N = 4), one su grupirane u jednu pl6+ kategoriju radi preciznijeg
statistickog modeliranja OS-a i PFS-a.

Podjela ispitivane populacije u tri podskupine temeljene na imunohistokemijskom
izrazaju SATBI 1 pl6 rezultirala je jednostavnijim i1 preciznijim modelom u usporedbi s
modelom koji nije uzimao u obzir te informacije u OS-u (P <0.001, AAIC = 147.9, ER > 100).
Bolesnici iz skupine SATB1+/p16- postigli su plato prezivljenja s vjerojatnoscéu prezivljenja od
90,7+ 0,54 %, $to je ujedno oznacavalo i najpovoljniju prognozu izmedu tri promatrane skupine
(Slika 10 A). S druge strane, bolesnici SATB1-/pl16- imali su posljednju promatranu
vjerojatnost prezivljenja od 74 %, dok je predviden, ali ne i zabiljezen, plato prezivljenja na 60
+ 0,5 % (Slika 10 B).

Bolesnici pozitivni na imunohistokemijski izrazaj p16 nisu pokazali jasno izrazen plato
prezivljenja, tj. modeli sa i bez platoa prezivljenja imali su podjednaku vjerojatnost (P = 0.076,
AAIC = —0.03, ER = 1.02) (Tablica 7). Kada se promatra brzina dogadaja, bolesnici pozitivni
na imunohistokemiski izrazaj p16 imali su poluzivot od samo 1,4 mjeseca, dok su bolesnici
negativni na oba biljega imali poluzivot od 83,6 = 12 mjeseci.

Kada je PFS analiziran na isti nacin, pokazano je da su podskupine SATB1-/p16-1pl6+
slijedile istu dinamiku (P = 0.7, AAIC =-9.672, ER = 1/126), s poluzivotom od 14,7 £+ 1 mjesec
1 platoom od 63,4 = 0,7 %. S druge strane, krivulja PFS-a za populaciju SATB1+/p16- bila je
gotovo identi¢na krivulji OS-a iste skupine (Slika 10 C).
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Tablica 7. Statisticka analiza korelacije klinicko-patoloskih karakteristika i tri subpopulacije

bolesnika s Hodgkinovim limfom temeljenih na imunohistokemijskom izrazaju SATBI1 i p16.

Parametar SATB1+/p16- pl6+ SATBI1-/pl16- P vrijednost
Broj bolesnika 12 12 62
dob (godine, medijan), 44 (30 — 64,8) 31,5 (20,8 - 52) 42 (28 —53,8) 0,338*
IQR? (godine)
spol (N, %) 0,105%*
zene 9,75 % 5,41.7% 25,453 %
muskarci 3,25 % 7,58.3 % 37,54.7 %
histoloski tip (N, %) 0,986
mijeSana celularnost 2,16.7 % 3,25% 15,242 %
nodularna skleroza 9,75 % 8, 66.7 % 43,69.4 %
ostalo 1,83% 1,83% 4,6.4%
klinic¢ki stadij (N, %) 0,572%
I 0,0% 0,0% 9,14.5 %
II 5,41.7% 7,58.3 % 30, 48.5 %
I 4,333 % 2,16.7 % 10, 18.6 %
v 16, 25 % 3,25% 13,22.1%
+ ekstranodalna lokalizacija (N, %) 3,25% 2,16.7 % 10, 16.1 % 0,741%
+ B simptomi (N, %) 9,75 % 7,58.3 % 38,62.8% 0,769%
+ bulky disease (N, %) 2,16.7% 3,25% 10, 16.1 % 0,741%
EORCT? zbroj (za stadij I & II, N, 0,887%
%)
0 0,0 % 2,28.6 % 11,282 %
1 3,60 % 2,28.6 % 10, 25.6 %
2 2,40 % 3,42.86 % 11,282 %
3 0,0 % 0,0 % 7,17.8 %
GHSG* zbroj (za stadij I & II, N %) 0,812%
0 0,0 % 2,28.6 % 10, 25.6 %
1 2,40 % 1,143 % 12,30.7 %
2 3,60 % 4,57.1% 11,282 %
3 0,0% 0,0 % 6,154 %
IPS? zbroj (za stadij 111 & IV, N, %) 0,514%
1 1,143 % 2,40 % 5,21.7 %
2 1,143 % 1,20 % 8,34.8%
3 4,571 % 2,40 % 6,26.1 %
4 0,0% 0,0 % 2,8.7%
5 1,143 % 0,0 % 2,8.7%
ECOG* zbroj (N, %) 0,660%
0 8,66.7 % 10, 83.3 % 46,74.2 %
1 4,333% 2,16.7 % 12,19.4 %
2 0,0% 0,0 % 4,6.5%
Odgovor na prvu liniju KTx" (N %) 0,336t
KR# 7,77.8 % 10, 83.3 % 54, 88.5 %
PR" 0,0% 0,0 % 3,49%
PB! 2,222 % 2,16.7 % 4,6.6 %

* ANOVA, fFisher’s exact tests, I Kruskal Wallis test

# Interkvartilni raspon

® Od engl. European Organization for the Research and Treatment of Cancer
¢ Od engl. German Hodgkin's Study Group
4 Od engl. International Prognostic Score

¢ Od engl. Eastern Cooperative Oncology Group

fKonvencionalna kemoterapija
£ Kompletna remisija

M Progresija bolesti

I Parcijalna remisija
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4.5. Klini¢ko-patoloSke karateristike bolesnika prema razinama omjera

trombocita/limfocita (platelet-lymphocyte ratio, PLR)

Medijan omjera trombocita/ limfocita (PLR) je 225 s rasponom od 43 do 4064, a IQR
(interkvartilni raspon) je iznosio 143 - 349 (Slika 11).

PLR

10000

1000

PLR
(log skala)

100

10 .

Slika 11. Graf prikazuje distribuciju omjera trombocita/limfocita (PLR-a) u bolesnika s

Hodgkinovim limfom. Slika je djelo autora.

U Tablici 8 prikazani su smjer 1 snaga korelacija omjera trombocita i limfocita (PLR) s
laboratorijskim parametrima pri postavljanju dijagnoze (vrijednosti P i r). Prema dobivenim
podacima, nije utvrdena statisti¢ki znacajna povezanost PLR-a sa ECOG-om (r = 0.126, P =
0.246). Nasuprot tome, utvrdena je slaba pozitivna povezanost PLR-a s LDH (r = 0.407, P <
0.001), sedimentacijom eritrocita (SE; r = 0.336, P = 0.001) i CRP-om (r = 0.407, P < 0.001).
Negativna korelacija slabog intenziteta utvrdena je s kalcijem (Ca; r = —0.355, P = 0.001) 1
albuminima (r = —0.270, P = 0.012), dok je umjerena negativna povezanost utvrdena u slucaju

hemoglobina (Hb; r=-0.523, P <0.001).
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Tablica 8. Korelacija PLR s laboratorijskim nalazima pri dijagnozi i ECOG zbroja

PLR

PLR® PLR PLR PLR PLR PLR
VS.

VS. VS. VS. VS. VS. VS.
| ECOG¢
LDH® Hb* Ca‘ SE® CRP' | Albumini _
zbroj

Spearmanov r | 0,4067 | -0,5230 | -0,3547 | 0,3356 | 0,4065 - 0,2696 0,1264

P vrijednost | <0,001 | <0,001 0,001 0,001 <0,001 0,012 0,246

? Omjer trombocita i limfocita prema engl. platelet-lymphocyte ratio
® Laktat dehidrogenaza
¢ hemoglobin
4 Kalcij
¢ sedimentacija eritrocita
' C-reaktivni protein
¢ ECOG zbroj od engl. Eastern Cooperative Oncology Group

Prema dobivenim podacima, nije utvrdena statisticki znacCajna povezanost PLR-a s
klinickim stadijem bolesti (P = 0.133; r* = 0.06545; E = 1.480). Nadalje, analiza prikupljenih
podataka dokazala je povezanost PRL-a s histoloSkim tipom bolesti. Pa je tako medijan u NS
246.8, dok je u MC 171.9, a u preostalim histoloskim tipovima 123.1 (P =0.017, 1> = 0.09299,
E =7.55). U slucaju kada je promatrana ekstranodalna lokalizacija bolesti, medijan PLR-a kod
bolesnika bez ekstranodalne lokalizacije iznosio je 226,2 (prosjek 282,8), dok je kod bolesnika
s ekstranodalnom lokalizacijom medijan bio 223,8 (prosjek 522,0). StatistiC¢ka analiza nije
pokazala znacajnu povezanost izmedu PLR-a i ekstranodalne lokalizacije (E = 1.83, P =0.342,
r> = 0.011). Statisticka analiza korelacije PLR-a i B simptoma pokazala je da bolesnici s B
simptomima imaju znatno visi medijan PLR-a (268,4) u odnosu na bolesnike bez B simptoma
(160,2). Ova povezanost pokazala je visoku statisticku znacajnost (P < 0.001, > =0.170, E =
1052) (Slika 12 A - D).
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Slika 12. Prikaz grupacije bolesnika prema omjeru trombocita/limfocita (PLR) s obzirom na
klini¢ki stadij bolesti, histoloski tip, prisutnost/odsutnost ekstranodalne lokalizacije bolesti 1 B
simptome. (A) ANOVA analizom nije dokazana statisticki znaCajna povezanost PLR-a s
klinickim stadijem bolesti (P = 0.133%; 1> = 0.06545), (B) ANOVA analiza je pokazala
statisticki znacajnu povezanost PLR-a s obzirom na histologki tip bolesti (P = 0.017", 1> =
0.09299), (C) T-testom za nezavisne uzorke nije se dokazala statisticki znac¢ajna povezanost
izmedu PLR-a s ekstranodalne lokalizacije (P = 0.342f, 1> = 0.011), (D) T-testom za nezavisne

uzorke pokazala je visoku statisticki znacajnu povezanost izmedu PLR-a i1 prisutnost B
simptoma (P < 0.001t, r> = 0.170). Slika je djelo autora.

* ANOVA, T T-testom za nezavisne uzorke
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Nadalje, analiza podataka pokazala je povezanost PRL-a s International Prognostic
Index (IPI) zbrojem (za uznapredovali stadij bolesti), dok je najvecéa razlika postignuta za IPI
zbroj 5 (P <0.001, r*=0.4750, E = 389.5) (Slika 13 A). Za rani stadij bolesti prema EORTC-
u, PLR raste linearno do zbroja 2 na kojem se postize plato (medijani redom: 145.5 (0), 173.1
(1),357.9 (2),241.3 (3); P<0.001,r*=0.3013, E=271.1) (Slika 13 B). Kod GHSG zbroja
uocen je linearni porast PLR-a s medijanima za rani stadij bolesti: 147.6 (niski rizik), 215.3
(srednji rizik), 291.9 (visoki rizik), 465.4 (vrlo visoki rizik) (P = 0.002, r> = 0.2563, E =
55.19) (Slika 13 C).
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Slika 13. Prikaz korelacije omjera trombocita/limfocita (PLR) bolesnika s obzirom na IPI zbroj
(engl. International Prognostic Index ) za uznapredovali stadij bolesti te¢ EORTC (engl.
European Organisation for the Research and Treatment of Cancer) 1 GHSG (engl. German
Hodgkin Study Group) zbroj za rani stadi bolesti. (A) ANOVA analizom dokazana je
povezanost PRL-a s IPI zbrojem u uznapredovalom stadiju bolesti, najveca razlika postignuta
za IPI zbroj 5 (P < 0.0017, r2 = 0.4750), (B) Za rani stadij bolesti ANOVA analizom dokazano
je da PLR raste linearno s obzirom na EORTC zbroj do zbroja 2 na kojem se postiZe plato (P <
0.0017, r> = 0.3013), (C) Za rani stadij bolesti ANOVA analizom dokazano je linearni porast
PLR s obzirom na GHSG zbroj (P = 0.002", 1> = 0.2563). Slika je djelo autora.

* ANOVA

Analiza podataka nije pokazala statisticki znacajnu povezanost izmedu PLR-a s
imunohistokemijskim izrazajem SATB1 budu¢i da je medijan PLR-a kod bolesnika negativnih
na SATBI iznosio 219,2 (prosjek 325,6), dok je medijan za bolesnike pozitivne na
imunohistokemijski izrazaj SATB1 iznosio 246,8 (prosjek 319,8) (P = 0.420, r* =0.007732, E
= 1/2.097) (Slika 14 A). Sli¢no izracunu za SATBI, kod bolesnika negativnih na
imunohistokemijski izrazaj pl6, uocen je medijan PLR-a od 225,0 (prosjek 335,0), dok je
pozitivna skupina imala medijan 249,4 (prosjek 260,0) Sto nije rezultiralo statisti¢ki znacajnom

povezanoiéu (P = 0.545, 1> = 0.004357, E = 1/2.426) (Slika 14 B).
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Slika 14. T-testom za nezavisne uzorke nije se dokazala statisticki znacajna povezanost izmedu
omjera trombocita/limfocita (PLR) i imunohistokemijskog izrazaja (A) SATB1 (P = 0.420", 12
=0.007732) i (B) p16 (P =0.545", 1> = 0.004357). Slika je djelo autora.

* T-test za nezavisne uzorke

PLR se pokazao kao znacajan ¢imbenik stratifikacije promatrane populacije s obzirom
na smrtnost (P <0.001; AAIC > 100, E > 100). Posljednja zabiljezena vjerojatnost prezivljenja
u skupini bolesnika s niskim PLR-om iznosila je 95 % dok je predvidena vjerojatnost platoa
prezivljenja iznosila 79 % + 0,3782. U skupini s visokim PLR-om plato prezivljenja opaZen je
na 56 % = 1,074. Sto se ti¢e stope umiranja, utvrdeno je da su bolesnici s visokim PLR-om
umirali dvostruko brze od bolesnika s niskim PLR-om do postizanja platoa (Slika 15 A).

PLR je takoder omogucio stratifikaciju populacije s obzirom na stopu relapsa kod bolesnika s
HL-om (P < 0.001; AAIC > 100; E > 100). Sto se tie PFS-a, skupina bolesnika s niskim PLR-
om imala je stopu relapsa obiljeZenu poluzivotom od 41,27 + 16,8 mjeseci, a vjerojatnost
relapsa stabilizirala se na platou od 92,34 + 1,14 %. S druge strane, bolesnici s visokim PLR-
om imali su sporiju stopu relapsa s poluzivotom od 46,6 + 5,97 te su na kraju postigli plato
vjerojatnosti relapsa od 54,43 + 2,38 %. Bolesnici s visokim PLR-om relapsirali su 1,12 puta

brze od bolesnika s niskim PLR-om do postizanja platoa (Slika 15 B).
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Slika 15. Kaplan—Meierova analiza ukupnog prezivljenja (OS) 1 prezivljenja bez progresije
bolesti (PFS) za omjer trombocita/limfocita (PLR): (A) PLR se pokazao kao znacajan ¢imbenik
stratifikacije promatrane populacije s obzirom na smrtnost (P < 0.001°; AAIC > 100, E > 100);
(B) PLR je takoder omogucio stratifikaciju populacije s obzirom na stopu relapsa kod bolesnika
s HL-om (P < 0.001"; AAIC > 100; E > 100). Slika je djelo autora.

" F test
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Iako vec¢ina bolesnika s HL-om ima dobru dugogodisnju prognozu, 5 — 10 % bolesnika
razvija refraktornu bolest, dok 10 — 30 % bolesnika dozivljava relaps, Sto predstavlja znac¢ajan
terapijski izazov (3). Jedan od klju¢nih izazova u lije¢enju HL-a je kasna toksi¢nost uzrokovana
kombinacijom kemoterapije i radioterapije Sto znacajno pridonosi morbiditetu ovih bolesnika.
Medu najozbilnije komplikacije spadaju hematoloski maligniteti i sekundarni solidni tumori
poput karcinoma pluca i dojke. Osim toga, kasne komplikacije ukljucuju i1 kardiovaskularne i
pluéne bolesti, neplodnost i poremecaj funkcije Stinjace (62). Zbog navedenog, postoji potreba
za preciznijom stratifikacijom rizika i identifikacijom novih prognostickih ¢imbenika kako bi
se smanjila toksi¢nosti lijeCenja uz ocuvanje terapijske ucinkovitost. Cilj ove studije bio je
istraziti imunohistokemijski izraZzaj SATB1 1 p16 te omjer PLR u bolesnika s HL-om te utvrditi
njihovu prognosti¢ku vrijednost kroz analizu OS-a 1 PFS-a 1 mogucu povezanosti s klinicko-
patoloskim karakteristikama bolesnika. U nasoj jedinstvenoj unicetricnoj studiji bolesnika s
HL-om, utvrdili smo da je imunohistokemijski izrazaj SATB1 povezan s povoljnijom OS-om i
PFS-om.

Prema dostupnim podacima, samo jedna studija je istraZivala SATB1 u kHL-u utvrdivsi
negativnu korelaciju inteziteta imunohistokemijski nuklearnog izrazaja i postotka pozitivnih
tumorskih stanica na SATBI1 s pojacanim izrazajem HLA klase [ u EBV+kHL-u (133). Izrazaj
HLA I'u HL-u joS$ uvijek nije dovojno istraZen, ali se povezuje s MC i prisutnos¢u EBV-a (148).

Neke studije su pokazale inhibitornu ulogu SATBI na izraZzaj PD-1 na T stanicama pri
¢emu je u MF uocena obrnuta korelacija SATB1 1 PD-1. Visok izrazaj SATB1 bio je povezan
s epidermalnom hiperplazijom, infiltracijom eozinofila, manjom transformacijom velikih
stanica i povoljnom prognozom u slucajevima MF. Medutim, jo$ uvijek nije dokazano moze li
SATBI regulirat PD-1 u maligim T stanicama (127). HRS stanice koriste imunosupresivne
mehanizme prezivljenja kako bi izbjegle imunoloski odgovor unato¢ prisutnosti brojnih
imunoloskih stanica u tumorskom mikrookoliSu. One proizvode molekule koje smanjuju
ucinkovitost T-stanicama posredovanog antitumorskog odgovora. Prekomjerni izrazaj PD-L1
na HRS stanicama i PD-1 na T stanicama mozZe dovesti do iscrpljivanja T stanica, smanjenja
citotoksi¢ne aktivnosti i omoguciti prezivljenje HRS stanica (149). Vezivanjem PD-1 za PD-
L1 /PD-L2, aktivne imunoloske stanice se inhibiraju, dok njegova blokada pojacava
antitumorski T-stani¢ni odgovor i smanjuje rast tumora, potencijalno poboljsavaj¢i ishode
lijeenjau R/R kHL. Ve¢i izrazaj PD-L1 povezan je s viSom stopom relapsa u kHL, §to upucuje
na njegovu loSu prognosticku vrijednost u kHL (149) Na temelju predhodno navedenog,

SATB1 u HL mogao bi suprimirat izrazaj PD-1, sprjeCavati iscrpljenost T-stanica i odrzavati
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njihov aktivacijski status, a time bi bilo i smanjeno vezivanje za PD-L1. Visoki
imunohistokemijski izrazaj SATB1 bi mogao poticati proliferaciju i funkcionalnost T-stanica,
jacajuci antitumorski odgovor, dok bi niski imunohistokemijski izrazaj SATBI1 rezultirao
povecavanjem izrazaja PD-1, iscrpljivanjem T-stanica i slabljenjem imunoloskog odgovora, Sto
bi moglo biti povezano s losijom prognozom.

Zbog kljucne uloge SATB1 u razvoju T-stanica, nekoliko studija istrazivalo je njegovu
prognosticku ulogu u CTCL-u (127). Povecan izrazaj SATBI je pronaden u CTCL ukljucujuci
MF, CD30+ LPD i implantatima dojke udruzen anaplasti¢ni limfom velikih stanica (127).
Grzanka i suradnici su utvrdili da bolesnici s umjerenim do visokim izrazajem SATB1 u MF
imaju sporiju progresiju bolesti i bolje OS sukladno nasem istrazivanju. Kako bi se istrazila
uloga SATBI u apoptozi, koriSten je stani¢ni model JURKAT stanica koje potjecu od
imortaliziranih T-limfocita 1 u kojima smanjen izraZzaj SATB1 uzrokuje otpornost na apoptozu
(123,130,131). Ipak prognosticka vrijednost SATB1 nije u potpunosti jasna, buduéi da su
Jankowska i suradnici utvrdili njegov visi izrazaj u infiltrativnim koznim lezijama i u bolesnika
s zahvacanjem limfnih ¢vorova, ali bez utjecaja na OS u MF-u (126). U SS-u je zabiljeZen
smanjen izrazaj] SATB1, dok omjer izraZzaja miR-155/SATBI1 igra klju¢nu ulogu u otpornosti
na apoptozu, ne samo u malignim T-stanicama, ve¢ i u regulaciji stani¢ne smrti u hematoloskim
i solidnim tumorima (150). Fredholm i suradnici su dokazali da smanjen izrazaj SATB1 korelira
s uznapredovalim stadijem MF-a pri ¢emu miR-155 potiskuje SATBI1 1 potice aktivaciju
STATS. Stoga represija SATB1 se moze sprijecit inhibicijom miR-155, STATS ili JAK3.
Budu¢i da SATBI selektivno inhibira Th2 citokine IL-5 1 IL-9, njegov nizak izraZaj moze
doprinijet malignoj upali u CTCL. Gubitak SATB1 dovodi do povecane proizvodnje IL-5 I IL-
9 u malignim T stanicama, povezanih s eozinofiijjom i preZivljavanjem tumorskih stanica, $to
potvrduje njegovu ulogu u sprjecavanju razvoja tumora u MF-u (130). U HL-u deregulirana
miR-155 sudjeluje u poremecaju razvoja B stanica i hiperaktivnosti NF- kB signalnog puta. S
obzirom na negativnu regulaciju miR-155 na SATB1 u MF, pretpostavljamo da bi poremecena
regulacija omjera miRNA-155/SATB1 u HL-u mogla predstavljati jo§ jedan mehanizam
prezivljenja HRS stanica. Bilo bi korisno istraziti kako SATB1 u HL-u utjece na izrazaj citokina
(IL-5, IL-9, IL-8, CCL5, CCL28), prisutnost EBV-a i izrazaj STAT3, s obzirom na njegov
pojacan izrazaj u EBV-pozitivnim slucajevima HL-a (151). S druge strane Wang 1 suradnici su
proucavali ulogu SATB1 u CD30+ LPD koja ukljucuje Lyp 1 koZni anaplasti¢ni limfom velikih
stanica. Pokazali su da povecan izrazaj SATB1 utiSava p21 vezivanjem na promotor gena
CDKNI1A4, sugeriraju¢i ulogu onkogena kod njegovog istoimenog gena SATB1 (129). Medutim,

Sun 1 suradnicu su otkrili da je SATB1 pojacano izrazen u gotovo svim sluc¢ajevima LyP, inace
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indoletne bolesti, te u 38 % koznih anaplasti¢nog limfoma velikih stanica. SATB1+ slucajevi
CD30+ LPD u anaplasticnim T stanicama pokazuju Th-17 citokinski profil, epidermalnu
hiperplaziju s granulocitnim infiltratima 1 boljim terapijskim odgovorom, §to ukazuje na
heterogenost CD30+ LPD (132). Gao i suradnici utvrdili su da razlike u izrazaju SATB1 medu
podtipovima limfoma sugeriraju njegovu potencijalnu ulogu kao biomarkera za diferencijaciju
klini¢kih varijanti CTCL-a. Istrazivanje je pokazalo da kolokalizacija SATB1 i CD30 u istim
stanicama korelira s CD30+ LPD koji imaju bolju prognozu, bolji odgovor na terapiju i
spontanu regresiju, dok nedostatak kolokalizacije ili potpuni gubitak SATB1 upucuje na
agresivniji oblike bolesti tj. transformaciju velikih stanica MF koja zahtijeva intenzivniji
terapijski pristup. U istrazivanju je pokazano da razli¢iti podtipovi CTCL-a imaju varijabilni
izrazaj SATBI1, pri ¢emu je njegova prisutnost povezana s odredenim klinickim i biolo§kim
karakteristikama tumora (127).

Moguca je povezanost imunofenotipa malignih stanica i SATBI1. Specifi¢no, izrazaj
CD30 ogranicen je na tri hematoloske bolesti, ukljucuju¢i kHL, anaplasti¢ni limfom velikih
stanica (ALCL) 1 CD30+ LPD, u kojima je izraZzaj SATBI1 povezan s boljim odgovorom na
terapiju (132). Nasuprot tome, tumorske stanice u DLBCL izrazavaju uobicajene B-stanicne
antigene (CD20, CD79a, CD19), dok se CD30 izrazava u samo 25 % slucajeva, a upravo u
DLBCL-u je SATBI1 pokazan kao negativan prognosticki ¢imbenik (125). SATBI1 se smatra
kljuénim regulatorom izrazaja razli¢itih gena tijekom razvoja limfocita, osobito T-stanica te
potice limfopoezu §to sugerira njegovu povezanost s razvojem ALL. SATBI je povezan i s
histonskom deacetilazom, vaznom za razvoj limfocita, te regulira gene ukljuene u njihovu
diferencijaciju. Pokazano je da SATB1 igra ulogu u leukemogenezi, uklju¢uju¢i AML. U AML-
u je pokazano da je povecan izrazaj SATBI u bolesnika koji postignu KR na incijalnu terapiju
pa bi se mogao smatrat prediktorom dobrog odgovora. Nedostatak izrazaja gena SATBI potice
stani¢nu proliferaciju u AML preko aktivacije NF-kB signalnog puta (124). Jedan od mogu¢ih
mehanizama djelovanja SATBI 1 njegovog istoimenog proteina u HL-u mogao bi biti putem
NF-«B signalnog puta koji je poznati negativni prediktor apoptoze u HL (8). Izgeda da uloga
SATB1 u malignomima je sloZena i specifi¢na za odredeni tip tumora §to znac¢i da moZe biti i
negativni i pozitivni biljeg u razli¢itim vrstama karcinoma.

pl6 je dobro poznat tumorski supresorski protein koji sudjeluje u regulaciji stanicnog
ciklusa 1 apoptoze. U naSem istrazivanju, 15 % uzoraka bolesnika s HL-om imalo je pozitivan
imunohistokemijski izrazaj pl6. Irshad i suradnici su u svom radu imali pozitivan
imunohistokemijski izrazaj p16 u 52,3 % slucajeva HL-a, a Zhao i suradniciu 71,7 % bolesnika

s HL-om, $to je znacajno viSe u usporedbi s naSim istrazivanjem (152,153) . Suprotno nasem
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istrazivanju, Calio i suradnici pokazali su da su bolesnici s HL-om s odsutnim ili niskim
izrazajem p21 i pl6 ¢es¢e dozivljavaju relaps ili ne odgovaraju na terapiju, $to su povezali s
inaktivacijom tumorsupresorskih puteva, uz dobro poznatu ulogu EBV-a u inhibiciji izrazaja
pl6 (136). Tako postoje kontradiktornosti o povezanosti EBV i p16, neke studije su pokazale
pozitivnu korelaciju izmedu p16 i EBV. To se moze objasniti ¢injenicom da EBV moze kodirati
antigene koji poti¢u ulazak u stani¢ni ciklus inaktiviranjem pRb, a inaktivacija pRb moze
dovesti do prekomjernog izrazaja pl6 (137). Prekomjeran izrazaj pl6 povezan je s loSom
prognozom kod nekih solidnih tumora poput raka debelog crijeva i1 dojke (154,155) Sto
naglaSava potrebu za oprezom pri koristenju p16 kao prognostickog biljega. Inaktivacija p16-
RB signalnog puta uzrokovana gubitkom pRb-a moze dovesti do povecanog izrazaja p16 (138).
Do danas je pokazano da je gubitak pRb-a u HL-u lo§ prognosticki ¢imbenik koji utjece na OS
1 postizanje KR (139). Stoga bi gubitak pRb-a mogao biti jedan od mehanizama u HL-u koji
dovodi do prekomjernog izrazaja p16 (138,139). Nase trenutno istrazivanje sugerira da p16,
sam po sebi, nije prikladan kao biljeg prezivljenja pa tako imunohistokemijski izrazaj p16 i
SATBI, nisu bili povezani s klinicko-patoloskim karakteristikama ni s odgovorom na prvu
liniju terapije.

Nadalje, u nasoj studiji medijan dobi bolesnika iznosio je 41 godinu §to je u skladu s
dostupnim podacima koji govore u prilog pojavnosti bolesti u mladoj populaciji (8). Omjer
muskaraca 1 Zena je priblizno jednak $to je u skladu s predhodnim istraZivanja s obzirom da je
NS najces¢i podtip kHL-a (32) 1 da njegova distribucija odgovara obrascima u ekonomsko
razvijenim zemljama (8,139,156). Budu¢i da je u nasoj studiji zabiljezen samo jedan slucaj
NLPHL-a, ne mozemo izvesti konkretne zaklju¢ke o ovom tipu bolesti. U naSoj studiji 48,8 %
bolesnika je bilo u klini¢kom stadiju II Sto se podudara s rezultatima istraZivanja Shamoon 1
suradnika kao i podacima SEER (engl. Surveillance, Epidemiology, and End Results program)
programa, gdje je polovica ispitanih bolesika imala bolest u II stadiju (157,158).

Zakljucno, bolesnici su stratificirani na temelju kombinacije dvaju imunohistokemijskih
biljega, pri ¢emu je skupina SATB1+/p16- pokazala najbolju prognozu za HL. NaSe rezultate
podrzava na$ predhodno objavljeni rad u kojem je analiza obogacenja skupa gena (eng. Gene
set Enrichment Analysis) provedena koriste¢i javno dostupne transkriptomske podatke. Serija
podataka s osam bolesnika oboljelih od HL-a preuzeta je iz NCBI GEO baze podataka.
Transkript SATB1 pozitivno je korelirao s diferencijacijom i apoptozom B stanica a negativno
s odgovorom na ksenobiotike dok p/6 je pokazao negativnu korelaciju s diferencijacijom pro
- B stanica (159). Kombinaciji navedenih imunohistokemijskih biljega moze se pridodat jos 1

PLR omjer koji se izrauna iz kompletne krvne slike. Iako su viSe razine PLR-a povezane s

63



losijim PFS-om i OS-om, nisu pokazale statisti¢ki znacajnu povezanost s biljezima SATBI 1
pl6. U studijama se do sada pokazalo da u PET negativnih bolesnika u ranom stadiju bolesti
izostavljanje radioterapije nije imalo benefita u PFS-u u odnosu na CMT. Ipak, postoji stalni
rizik od sekundarnih maligniteta kod modernih tehnika radioterapije, ali bez benefita u OS-u
(51). Potrebno je posti¢i ravnotezu izmedu smanjenja potencijalnog rizika relapsa i kasnih
nuspojava lijeCenja. Stoga kombinacija PET2, imunohistokemijskih biljega (SATB1 i p16) i
PLR omjera mogla bi pomo¢ u identificiranju bolesnika s najboljom prognozom,
omogucavaju¢i donosSenje lakse odluke o izostavljanju radioterapije kada njezin rizik
nadmasuje ocekivanu korist od 5 - 10 % u PFS-u. Prema smjernicama KROHEM-a (160) koje
koristimo u Hrvatskoj, rani povoljni stadij se lijeci s 2 ciklusa ABVD-a u kombinaciji s
radioterapijom 20 Gy. Bolesnicima s ranim povoljnim stadijem i rizikom za dugoroc¢ne
posljedice radioterapije (npr. subkarinalni limfni ¢vorovi, Zene < 30 godina, veliko polje
zracenja), uz povoljni imunohistokemijski profil SATB1+/p16- i nizak PLR omjer, prihvatljiva
terapijska opcija bi mogla biti 4 ciklusa ABVD-a uz izostanak radioterapije. S druge strane, kod
nepovoljnog ranog stadija, uz povoljni imunohistokemijski i PRL profil 1 visok rizik
radioterapije, moze se primijeniti "2+2" strategija (2 ABVD + 2 e BEACOPP) bez radioterapije.
Ako se izabere inicijalno ABVD protokol bez planirane radioterapije, prihvatljiva terapijska
opcija bi mogla biti da nakon 2 ciklusa ABVD-a moze se nastavit s jos§ 4 ciklusa AVD-a s ciljem
smanjenja nuspojava pluéne toksi¢nosti izostankom bleomicina (51).

U posljednjim godinama, primjena ABVD-a kao terapije za lijeCenje uznapredovalog stadija
HL-a dovedena je u pitanje buduci da bolesnici s visokim IPS zbrojem ¢esto imaju losiji PFS.
Cak ni eskalacija terapije kod bolesnika s pozitivnim interim PET nalazima ne dovodi do
znacajnog poboljSanja PFS-a. Zbog toga su uvedeni agresivniji protokoli koji bi trebali osigurati
bolji PFS, no naZzalost, povezani su s povecanim rizicima za sekundarne malignitete u
dugorocnom razdoblju (51). Zbog toga bi kombinacija interim PET-a i imunohistokemijskih
biljega SATBI i p16 te laboratorijskog omjera PLR-a pri dijagnozi u uznapredovalom stadiju
bolesti, mogla biti korisna u predvidanju ishoda i donosenju odluka o smanjenju broja ciklusa
kemoterapije ili prelasku na manje toksican rezim lijecenja, osobito u slu¢aju lazno pozitivnih
PET/CT nalaza. Definiranjem pocetne podskupine bolesnika s najboljom prognozom na
temelju imunohistokemijskog izrazaja SATB1+/p16- 1 nizeg PLR omjera omogucuje se laksi
odabir manje intenzivne terapije prema ABVD ili BV-AVD protokolu, posebno za one koji
nisu kandidati za intenzivniju kemoterapiju. Ako se odlu¢imo za ABVD, a PET2 je negativan
(Deauville score 1-3), prelazimo na 4 dodatna ciklusa AVD. Ako smo inicijalno odabrali BV-

AVD, to ¢inimo pod uvjetom da bolesnik nema polineuropatiju kao komorbiditet. Ako uzmemo
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u obzir prognosti¢ke ¢imbenike za uznapredovali stadij, nepovoljni imunohistokemijski profil
SATBI1/p16 1 visoki PLR omjer koji ukazuju na nepovoljan ishod, lije¢enje se usmjerava prema
agresivnijim protokolima poput e BEACOPP-a. Nazalost, kemoterapijski protokol BECADD-
a koji ima jednaku ucinkovitost, a manje nuspojava od eBEACOPP protokola ne mozemo
koristiti zasad u Hrvatskoj budué¢i da BV nije odobren u nevedenoj kombinaciji terapije (160).
Zbog toga je jako bitno incijalno Sto preciznije odredit prognosticke ¢imbenike da bi smo

izbjegli nepotrebne kasne toksicnosti terapije.
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6. ZAKLJUCCI



1) SATBI1 je pokazao znacajnu pozitivnu korelaciju s boljim OS-om i1 PFS-om, dok

imunohistokemijski izrazaj p16 nije imao utjecaj na isto.
2) Bolesnici su stratificirani prema kombinaciji dvaju biljega, pri ¢emu je skupina
SATBI+/pl6- pokazala najbolju prognozu za HL-a, Sto potvrduje njihovu potencijalnu

prognosticku vrijednost.

3) Imunohistokemijski izrazaj SATBI1 1 pl6 nisu stratificirali bolesnike prema klini¢ko-

patoloskim varijablama.

4) Nije se pokazala korelacija SATB1 i p16 s odgovorom na prvu liniju kemoterapije.

5) PLR ne pokazuje statisti¢ki znacajnu povezanost s SATBI1 i p16.

6) PLR je stratificirao nasu populaciju s obzirom na smrtnost i stopu relapse.

7) Bolesnici s visokim PLR-om dvaput su brze umirali od bolesnika s niskim PLR-om do platoa.

8) Bolesnici s visokim PLR-om su 1,12 puta brZe relapsirali od bolesnika s niskim PLR-om do

platoa.

9) Nema statisticki zna¢ajne povezanosti PLR sa ECOG-om, ekstranodalnom lokalizacijom,

klini¢kim stadijem dok postoji pozitivna korelacija s B simptomima.

10) Od laboratorijskih parametara postoji slaba pozitivna povezanost PLR s LDH, SE, CRP, te
slaba ali negativna povezanost PLR s Ca i albuminima dok negativna ali umjerena povezanost

je PLR s Hb.

11) Od prognostickih parametara, postoji povezanost PLR s IPI zbrojem (za uznapredovali

stadij bolesti) ali vec¢a razlika se temelji na IPI zbroja 5.

12) Za rani stadij bolesti prema EORTC zbroju PLR raste linearno do zbroja 2 nakon Cega
dolazi do platoa dok PLR s GHSG zbrojem za rani stadij bolesti pokazuje linearni rast.
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7. SAZETAK NA HRVATSKOM JEZIKU



Ciljevi: HL (Hodgkinov limfom) je klonalna limfoproliferativna bolest koja je morfoloski
karakterizirana postojanjem mjeSavine velikih displasti¢nih malignih stanica unutar reaktivnog
mikrookoliSa. Vecina bolesnika s HL-om ima dobru dugogodi$nju prognozu, ipak 5 — 10 %
bolesnika razvija refraktornu bolest, dok 10 — 30 % bolesnika dozivljava relaps, Sto predstavlja
znacajan terapijski izazov. Jedan od kljucnih izazova u lijeCenju HL-a je pojava kasnih
komplikacija lijeCenja koje znacajno pridonose morbiditetu ovih bolesnika. Cilje nase studije
je bio ispitati prognosti¢ku vrijednost imunohistokemijskog izrazaja SATB1 i p16 proteina te
laboratorijskog omjera trombocita i limfocita (PLR) putem analize ukupnog prezivljenja (OS)
1 prezivljenja bez progresije bolesti (PFS) u bolesnika s HL-om. Sporedni ciljevi ukljucuju
analizu korelacije izrazaja SATB1 1 p16 te PLR —a s klinicko-patoloskim znacajkama.
Materijali i metode: retrospektivna studija je obuhvatila ukupno 86 bolesnika s HL-om koji su
dijagnosticirani izmedu 2008 - 2018. godine a lijeceni su u Zavodu za hematologiju KBC-a
Split. Nakon provedenog imunohistokemijskog bojenja na p16 INK 4a i SATB1 provodila se
kvalitativna evaluacija tih biljega u HRS pod svjetlosnim mikroskopom na nasumi¢no
odobranih 10 vidnih polja pod povecanjem 400x. Iz laboratorijskih nalaza pri dijagnozi
izracunao se PLR omjer.

Rezultati: Imunohistokemijska analiza pokazala je pozitivan izrazaj SATB1 u 21 % (N = 16)
bolesnika, dok je pl6 bio pozitivan u 15 % (N = 12) bolesnika. SATB1 je pokazao znacajnu
pozitivnu korelaciju s boljim OS-om i PFS-om, dok izraZaj pl16 nije imao utjecaj. Skupina
SATBI1+/p16- pokazala je najbolju prognozu za HL. Imunohistokemijski izrazaj SATB1 i p16
nije povezan s klini¢ko - patoloskim varijablama, niti s odgovorom na prvu liniju kemoterapije.
Bolesnici s visokim PLR-om dvaput su brZe umirali od bolesnika s niskim PLR-om do platoa
te su 1,12 puta brze relapsirali od bolesnika s niskim PLR-om do platoa. PLR ne pokazuje
statisticki znacajnu povezanost s SATBI1 i pl6.

Zakljudak: upotreba kombinacije imunohistokemijskih biljega SATB1 i p16 te laboratorijskog
PLR omjera pri dijagnozi mogla bi sluZiti kao prognosticki parametar u bolesnika s HL,
omogucujuéi personaliziraniji pristup lijeCenju s ciljem smanjivanja kasnih komplikacija

lije¢enja uz oCuvanje terapijske ucinkovitosti.
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8. LAICKI SAZETAK NA HRVATSKOM JEZIKU



Ciljevi: HL (Hodgkinov limfom) je zlocudna bolest limfnog tkiva s dobrom dugogodi$njom
prognozom. Ipak, kod manjeg broja bolesnika bolest ne reagira na terapiju, ili se javi povrat
bolesti nakon lijecenja, Sto predstavlja znacajan terapijski izazov. Jedan od kljucnih izazova u
lijeCenju HL-a je pojava kasnih komplikacija lijeCenja. Cilje naSe studije je bio ispitati
prognosticku vrijednost imunohistokemijskog izrazaja SATB1 i p16 proteina te laboratorijskog
omjera trombocita/limfocita (PLR) putem analize ukupnog prezivljenja (OS) i prezivljenja bez
progresije bolesti (PFS) u bolesnika s HL-om.

Materijali i metode: studija je obuhvatila ukupno 86 bolesnika s HL-om koji su
dijagnosticirani izmedu 2008 - 2018. godine, a lije¢eni su u Zavodu za hematologiju KBC-a
Split. Nakon provedenog imunohistokemijskog bojenja na p16 INK 4a i SATB1 provodila se
evaluacija tih biljega u zlo¢udnim stanicama pod svjetlosnim mikroskopom. Iz laboratorijskih
nalaza pri dijagnozi izraCunao se PLR omjer.

Rezultati: SATBI je povezan s boljim OS-om i PFS-om, dok izraZaj p16 nije bio povezan s
prezivljenjem. Skupina bolesnika sa SATB1 pozitivnim i pl16 negativnim tumorima pokazala
je najbolju prognozu za HL. Bolesnici s visokim PLR-om dvaput su brze umirali od bolesnika
s niskim PLR-om 1 1,12 puta brze imali povrat bolesti od bolesnika s niskim PLR-om. PLR nije
znacajno povezan s SATB1 1 plé6.

Zakljucak: upotreba kombinacije imunohistokemijskih biljega SATB1 i p16 te laboratorijskog
PLR omjera pri dijagnozi mogla bi sluZiti kao prognosticki pokazatelj u bolesnika s HL,
omogucujuci personaliziraniji pristup lijeCenju s ciljem smanjivanja kasnih komplikacija

lijecenja uz ocuvanje terapijske ucinkovitosti
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9. SAZETAK NA ENGLESKOM JEZIKU



Title: IMMUNOHISTOCHEMICAL EXPRESSION OF SATB1 AND p16 AND THEIR
PROGNOSTIC VALUE IN PATIENTS WITH HODGKIN LYMPHOMA: A
UNICENTRIC STUDY

Objective: Hodgkin lymphoma (HL) is a clonal lymphoproliferative disease morphologically

characterized by a mixture of large dysplastic malignant cells within a reactive
microenvironment. While most HL. patients have a favorable long-term prognosis, 5 — 10 %
develop refractory disease, and 10 — 30 % experience relapse, posing a significant therapeutic
challenge. One of the key challenges in HL treatment is the occurrence of late complications,
which substantially contribute to patient morbidity. The aim of our study was to evaluate the
prognostic value of immunohistochemical expression of SATBI1 and p16 proteins, as well as
platelet to lymphocyte ration (PLR) by analyzing overall survival (OS) and progression-free
survival (PFS) in HL patients. Secondary objectives included analyzing the correlation of
SATBI and p16 expression and PLR with clinicopathological features.

Materials and methods: This retrospective study included a total of 86 patients with HL
diagnosed between 2008 - 2018, who were treated at the Department of Hematology, University
Hospital of Split. After immunohistochemical staining with pl6 and SATBI1, a qualitative
evaluation of p16 and SATB1 expression in HRS cells was conducted under a light microscope,
examining 10 randomly selected fields at 400x magnification. The PLR ratio was calculated
from laboratory findings at diagnosis.

Results: Immunohistochemical analysis showed positive SATB1 expression in 21 % (N = 16)
of patients, while p16 was positive in 15 % (N = 12) of patients. SATB1 showed a significant
positive correlation with better OS and PFS, while pl6 expression had no impact. The
SATB1+/pl6- group of patients had the best prognosis for HL. Immunohistochemical
expression of SATBI and pl16 did not correlate with clinical-pathological variables, nor with
response to first-line chemotherapy. Patients with high PLR had a twofold higher mortality rate
compared to those with low PLR until plateau, and relapsed 1.12 times faster than those with
low PLR until plateau. PLR did not show a statistically significant correlation with SATB1 and
ple.

Conclusion: The use of a combination of immunohistochemical markers SATBI1 and pl6,
along with the laboratory PLR ratio at diagnosis, could serve as a prognostic parameter in
patients with HL, allowing for a more personalized approach to treatment with the aim of

reducing late treatment complications while maintaining therapeutic efficacy.
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10. LAY SUMMARY



Title: IMMUNOHISTOCHEMICAL EXPRESSION OF SATB1 AND p16 AND THEIR
PROGNOSTIC VALUE IN PATIENTS WITH HODGKIN LYMPHOMA: A
UNICENTRIC STUDY

Objectives: Hodgkin lymphoma (HL) is a malignant disease of lymphoid tissue with a
favorable long-term prognosis. However, in a small number of patients, the disease does not
respond to therapy or relapses after treatment, which poses a significant therapeutic challenge.
One of the key challenges in the treatment of HL is the occurrence of late treatment-related
complications.

The aim of our study was to investigate the prognostic value of the immunohistochemical
expression of SATB1 and p16 proteins, as well as the platelet-to-lymphocyte ratio (PLR), by
analyzing overall survival (OS) and progression-free survival (PFS) in patients with HL.
Materials and methods: The study included a total of 86 patients with HL diagnosed between
2008 and 2018 who were treated at the Department of Hematology, University Hospital Center
Split. After performing immunohistochemical staining for p16 and SATB1, the expression of
these markers was evaluated in malignant cells using a light microscope. PLR was calculated
from laboratory findings obtained at diagnosis.

Results: SATB1 was associated with better OS and PFS, while p16 expression had no impact
on survival. Pateints with SATBI positive and p16 negative tumors had the best prognosis for
HL. Patients with a high PLR died twice as fast as those with a low PLR and experienced
disease relapse 1.12 times faster than patients with a low PLR. PLR did not show a significant
association with SATBI or p16.

Conclusion: The use of a combination of immunohistochemical markers SATBI1 and pl6,
along with the laboratory PLR ratio at the time of diagnosis, could serve as a prognostic factor
in HL patients, enabling a more personalized treatment approach aimed at reducing late

treatment-related complications while maintaining therapeutic efficacy.
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