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POPIS OZNAKA I KRATICA 

 

ABC - poput aktiviranih B-stanica, engl. activated B-cell-like 

ADCC - citotoksičnost ovisna o protutijelima, engl. antibody dependent cellular cytotoxicity 

CDC - citotoksičnost ovisna o komplementu, engl. complement dependent cytotoxicity 

CHOP - akronim za terapiju ciklofosfamidom, doksorubicinom, vinkristinom i prednizonom 

CI    - interval pouzdanosti, engl. confidence interval  

CNOP    - akronim za terapiju ciklofosfamidom, mitoksantronom, vinkristinom i prednizonom 

DLBCL   - difuzni B-velikostanični limfom, engl. diffuse large B-cell lymphoma 

ECOG     - Eastern Oncology Cooperative Group  

EFS    - preživljenje bez događaja, engl. event-free survival 

EPOCH   - akronim za terapiju etopozidom, prednizonom, vinkristinom, ciklofosfamidom i  

                  doksorubicinom 

FcγR       - receptor za Fc fragment gama-globulina 

F/F          - fenilalanin/fenilalanin 

F/V         - fenilalanin/valin 

FL           - folikularni limfom 

GC          -  obilježje germinativnog centra, engl. germinative center-like 

HIV    - virus humane imunodeficijencije, engl. human immunodeficiency virus 

H/H    - histidin/histidin 

H/R         - histidin/arginin 

IAP          - inhibitori apoptoze, engl. inhibitors of apoptosis  

IPI           - međunarodni prognostički indeks, engl. International Prognostic Index 

KLL        - kronična limfocitna leukemija 

KR          - kompletna remisija 

LDH        - laktat dehidrogenaza 

NFκB      - engl. nuclear factor kappa B  

NHL        - ne-Hodgkinov limfom 

(n)KR      - (nepotvrđena) kompletna remisija 

non-GC   - nema obilježje germinativnog centra 

OS           - ukupno preživljenje 

p              - vjerojatnost 

PARP      - poli-ADP-riboza polimeraza 

PCR.       - lančana reakcija polimeraze, engl. polymerase chain reaction  

PMBL     - primarni medijastinalni B-limfom 

PS           - opće stanje, engl. perforamnce status 

R-            - rituksimab- 
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R/R         - arginin/arginin 

SAD        - Sjedinjene američke države 

SNP         - polimorfizmi u jednom nukleotidu, engl. single nucleotide polymorphisms 

SZO         - Svjetska zdravstvena organizacija 

TMA       - tkivno mikro-polje, engl. tissue microarray 

TNF        - čimbenik nekroze tumora, engl. tumor necrosis factor 

V/F          - valin/fenilalanin 

V/V         - valin/valin 
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                                                                                                    1. Uvod 

 

1.1. Obilježja difuznog B-velikostaničnog limfoma 

1.1.1. Povijest ne-Hodgkinovih limfoma 

Britanski patolog, Thomas Hodgkin, prvi je 1832. u svom djelu „On Some Morbid 

Appearances of the Absorbent Glands and Spleen” opisao limfome (slika 1).1  

 

  

 

Ne-Hodgkinovi limfomi su povijesno obuhvaćali sve one različite tipove malignih limfoma 

koji nisu imali patohistološka obilježja Hodgkinove bolesti. Novija povijest NHL-a zapravo je 

povijest različitih klasifikacija kojima se pokušavalo postići konzenzus između patologa i 

kliničara u cijelom svijetu. Napredak dijagnostike je s vremenom dovodio do pojave novih 

entiteta i pogleda na limfome što je opetovano nametalo potrebu za stvaranjem novih 

klasifikacija uzrokujući konfuzije i frustracije među patolozima i kliničarima. Tako su do 

pojave klasifikacije po Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji (SZO) 2001. godine, bile 

korištene: Rappaportova klasifikacija, Kielska klasifikacija,  Lukes-Collinsova klasifikacija, 

Working Formulation klasifikacija, BNLI klasifikacija te REAL klasifikacija. 3 

 

1.1.2. Definicija i klasifikacija 

Limfomi nastaju klonalnom proliferacijom zloćudne limfatične stanice. Najčešće su 

lokalizirani u limfnim čvorovima, no mogu se javiti i u ekstralimfatičkim organima ili kao 

proširena bolest s leukemijskom slikom. Prema klasifikaciji SZO iz 2001. godine, po svojim 

morfološkim, imunofenotipskim, genetičkim i kliničkim osobinama, razlikuju se tri temeljne 

skupine limfoidnih neoplazmi: B stanične, T i NK stanične, te Hodgkinov limfom.4 Difuzni 

B-velikostanični limfom (DLBCL, engl. diffuse large B-cell lymphoma) čini oko trećine svih 

slučajeva NHL.  

Kasnijom analizom njegovih uzoraka otkriveno je da od 

sedam uzoraka, tri su bila Hodgkinov limfom, a ostali su bili 

ne-Hodgkinovi limfomi (NHL), reaktivna upala ili 

tuberkuloza.2 Zaslugom britanskog liječnika Samulela Wilksa 

koji je 30-ak godina kasnije, ne znajući za rad Thomasa 

Hodgkina, ponovno otkrio bolest, nastao je naziv Hodgkinova 

bolest.  

 
Slika 1. Thomas Hodgkin 
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1.1.3. Epidemiologija 

Prema podacima iz SAD-a, NHL je peti tumor po učestalosti kod žena, a šesti kod 

muškaraca te uzrokuje 3.4% od svih smrti uzrokovanih zlućudnim bolestima.5 Učestalost 

iznosi 19.1 na 100,000 ljudi godišnje, viša je u muškaraca nego u žena (23.2 naspram 15.8 na 

100,000 ljudi godišnje) i raste s dobi. Petogodišnje preživljenje za one dijagnosticirane 

između 1995. i 2001. iznosi 63%. Incidencija NHL-a bila je u značajnom porastu tijekom 70-

ih i 80-ih godina prošlog stoljeća, a stabilizirala se tijekom 90-ih.6 Razlozi za to nisu poznati i 

ne mogu se u potpunosti objasniti rastućom stopom infekcije virusom HIV-a (engl. human 

immunodeficiency virus) kao niti boljim dijagnostičkim mogućnostima ili promijenjenom 

klasifikacijom. Povezanost NHL-a s čimbenicima iz okoliša kao i s rizicima vezanim uz 

određena zanimanja nije sa sigurnošću utvrđena.5 Međutim, šansa za pojavu NHL-a veća je u 

ljudi koji imaju anamnezu autoimune bolesti ili obiteljsku anamnezu hematološke zloćudne 

bolesti. Slično alergijama, veću šansu za razvoj limfoma imaju osobe čiji imunološki sustav 

nije u ranom djetinjstvu izvježban izlaganjem dovoljno jakom antigenskom stimulacijom: 

osobe boljeg imovinskog stanja, jedinci, najstarija djeca u obitelji, osobe koje nisu cijepljene 

protiv Haemophilusa influenze tipa B.7 Uz sve navedeno, postoji povezanost određenih virusa 

kao što su HIV, Ebstein-Barrov virus ili Humani herpes virus 8 s određenim tipovima B-

staničnog limfoma.6 Distribucija B i T-staničnih limfoma varira obzirom na geografski 

položaj i klimu, tako da se od sjevera prema jugu Europe smanjuje učestalost B limfoma, a 

povećava učestalost T limfoma.7 U krajevima s umjerenom klimom 85% slučajeva otpada na 

tumore B-stanične tumore. 

U našoj zemlji, prema službenim podacima registra za rak, učestalost NHL-a u 2006. 

godini iznosi 10.9 na 100,000 stanovnika.8 Podaci prikupljani od strane patologa i hematologa 

za 2007. godinu pokazuju da učestalost pojedinih podtipova NHL-a odgovara europskom 

prosjeku. 9  

 

1.1.4. Klinička obilježja DLBCL-a 

Po svom kliničkom tijeku, DLBCL se ubraja u skupinu agresivnih limfoma, što znači 

da neliječen dovodi do letalnog ishoda kroz nekoliko mjeseci. Simptomi i klinički znakovi 

DLBCL-a mogu se podijeliti na one uzrokovane tumorskom masom te opće simptome. 

Simptomi uzrokovani tumorskom masom ovise o veličini i lokalizaciji. Oko 30% NHL-a 

prezentira se ekstranodalnom lokalizacijom.10  Najčešće ekstranodalne lokalizacije DLBCL-a 

su probavni sustav (najčešće želudac), središnji živčani sustav, koža, testis, no zapravo se 

mogu javiti u bilo kojem organu. I tu postoji velika razlika u geografskoj distribuciji.5,7,10 
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Opći simptomi, tzv. B simptomi, su paraneoplastički simptomi uzrokovani otpuštanjem 

citokina iz tumorskih stanica ili stanica imunološkog sustava koje reagiraju na tumor.7 Oni 

uključuju: vrućicu više od 38.5°C bez znakova infekcije, noćno znojenje koje je toliko 

izraženo da se bolesnik mora noću presvlačiti, gubitak na težini više od 10% u posljednjih 6 

mjeseci te svrbež koji je tako izražen da bolesnik ima ekskorijacije. 

 

1.1.5. Liječenje DLBCL-a 

Od 70-ih godina prošlog stoljeća kada su antraciklini uvedeni u terapiju pa sve do 

početka ovog stoljeća nije bilo značajnijih napredaka u liječenju NHL-a. Kemoterapija po 

shemi CHOP (ciklofosfamid, doksorubicin, vinkristin, prednizon) bila je zlatni terapijski 

standard. Iako su tijekom godina iskušavane i različite intenzivirane inačice CHOP-a  +/- 

autotransplanacija koštane srži, postignuto je poboljšanje ishoda samo kod dijela bolesnika 

(uglavnom mlađih i visokorizičnih) u odnosu na standardni CHOP koji je kurativan u oko 

40% svih bolesnika.11,12 U posljednjih nekoliko godina velike randomizirane studije su 

pokazale da dodatak rituksimaba CHOP-u poboljšava odgovor, preživljenje bez događaja 

(EFS, od engl. event-free survival) i ukupno preživljenje bolesnika (OS, od engl. overall 

survival) s DLBCL.13-15 Danas je stoga R-CHOP prihvaćen kao novi terapijski standard u 

liječenju DLBCL-a, kako u mlađih tako i u starijih bolesnika. 

 

 

1.2. Mehanizmi djelovanja rituksimaba 

Rituksimab (u Europi pod tvorničkim imenom Mabthera®, Hoffmann-La Roche AG) 

je IgG1 kapa monoklonsko protutijelo usmjereno protiv CD20 antigena, molekule koja se 

nalazi samo na površini B-limfocita. Građen je od ljudske konstantne regije (Fc) i mišje 

varijabilne regije (Fv) što mu daje optimalna farmakokinetska svojstva.16 Budući da CD20 

normalno ne cirkulira slobodno u plazmi, ne odbacuje se niti internalizira, kao i da nije 

podložan regulaciji, predstavlja odličnu metu za ciljanu terapiju. Nije izražen na matičnim 

stanicama, ranim limfoblastima i zrelim plazma stanicama. Fiziološka uloga CD20 molekule 

nije poznata, smatra se da je važna za razvoj i diferencijaciju B-limfocita. Od 1997. godine 

kada je odobren u SAD za liječenje CD20 pozitivnih indolentnih limfoma u relapsu, njegova 

primjena se iz godine u godinu širom svijeta povećavala, a spektar kliničkih indikacija 

proširen je i na druge tipove B-staničnog limfoma. Rituksimab smanjuje broj CD20 stanica 

različitim mehanizmima: citotoksičnošću ovisnom o protutijelima (ADCC), citotoksičnošću 
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posredovanom komplementom (CDC), indukcijom apoptoze, a pojačava i citotoksičnu 

aktivnost nekih lijekova (povećanje kemosenzitivnosti) i radioterapije. Relativna važnost 

svakog od njih još uvijek se istražuje. 

 

1.2.1. Citotoksičnost ovisna o protutijelima (ADCC) i FcγR receptori 

ADCC je važan imunološki mehanizam u uništavanju unutarstaničnih patogenih 

mikroorganizama, ali i tumorskih stanica. Pretpostavka za njegovo djelovanje je postojanje 

efektorskih stanica koje se preko specifičnih receptora za Fc fragment gamaglobulina (FcγR) 

vežu na protutijelo i uništavaju ciljnu stanicu.17 Do sada je otkriveno osam vrsta receptora: 

FcγRI, FcγRIIa,IIb,IIc i FcγRIIIa,IIIb. FcγRIIa i FcγRIIIa su aktivacijski receptori koji djeluju 

preko sustava tirozin kinaze, a sudjeluju u vezanju i aktivaciji efektorske stanice.18 FcγRIIa 

(CD32) izražen je na makrofagima i neutrofilima, dok je FcγRIIIa (CD16) izražen na NK 

stanicama i makrofagima. Pokazano je da funkcionalni polimorfizmi gena (SNP) za FcγRIIa i 

FcγRIIIa utječu na ADCC. Genski polimorfizam koji dovodi do pojave valina (V) ili 

fenilalanina (F) na 158. mjestu slijeda aminokiselina receptora FcγRIIIa utječe na vezanje za 

protutijelo tako da homozigoti za valin (V/V) imaju veći afinitet za IgG1 nego homozigoti za 

fenilalanin (F/F).19 Slično tome, polimorfizam gena za FcγRIIa receptor dovodi do pojave 

histidina (H) ili arginina (R) na 131. mjestu slijeda aminokiselina, a nositelji arginina (R/R, 

H/R) slabije vežu IgG protutijelo nego homozigoti za histidin (H/H).20 Posljedice navedenih 

razlika učituju se kao povećana sklonost infekcijama ili nekim autoimunim bolestima u 

bolesnika s određenim FcγRIIIa i FcγRIIa fenotipom.17,18 

 

1.2.1.1. Klinička istraživanja o povezanosti FcγRIIIa i FcγRIIa receptora i odgovora na 

terapiju rituksimabom 

Rituksimab kao monoterapija 

Najprije je pokazano da FcγRIIIa-158V/V genotip dovodi do boljeg molekularnog i 

kliničkog odgovora na monoterapiju rituksimabom u 49 bolesnika s prethodno neliječenim 

folikularnim NHL.17 Nije nađena povezanost odgovora i FcγRIIa-131H/R polimorfizma. 

Potom su  drugi autori na 87 bolesnika s folikularnim limfomom (FL) našli da su FcγRIIIa-

158V/V genotip i FcγRIIa-131 H/H neovisno povezani s boljim odgovorom i trajanjem 

odgovora na rituksimab.21 Povezanost FcγRIIIa-158 V/F polimorfizma i odgovora na 

rituksimab potvrđena je i kod bolesnika s makroglobulinemijom Waldenström.22 Nasuprot 

tome, na 30 bolesnika s kroničnom limfocitnom leukemijom (KLL) liječenih rituksimabom 
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nije nađena povezanost navedenih polimorfizama i odgovora na liječenje, čak je postojao 

trend lošijeg odgovora bolesnika s FcγRIIIa V/V genotipom.23  

 

Rituksimab u kombinaciji s CHOP-om  

Nije nađena povezanost između FcγRIIa i FcγRIIIa polimorfizama s odgovorom na 

terapiju i preživljenjen u bolesnika s folikularnim limfomom liječenih CHOP-om i 

rutuksimabom.24,25  

Kod bolesnika s limfomom plaštene zone koji su liječeni kombinacijom  kemoterapije 

po shemi HyperCVAD i rituksimaba, također nije nađeno povezanosti FcγRIIa i FcγRIIIa 

polimorfizama s ishodom.26  

Nasuprot tome, u publikaciji korejskih autora nađeno je da je kod bolesnika s DLBCL 

FcγRIIIA-158 V/V fenotip povezan s većim postotkom remisija i bržim postizanjem 

odgovora na R-CHOP terapiju.27 Međutim, nije bilo razlika u EFS i OS među pojedinim 

FcγRIIIa fenotipovima. FcγRIIA 131 H/R polimorfizam nije utjecao na ishod. Rezultate treba 

uzeti s rezervom obzirom na izuzetno mali broj bolesnika s FcγRIIIa-158 F/F fenotipom (6 od 

ukupno 113), a oni su imali značajno lošiji odgovor na terapiju u odnosu na druga dva 

fenotipa. K tome, treba uzeti u obzir i dokazane razlike među rasama u distribuciji pojedinih 

alela.18  

 

1.2.2.  Citotoksičnost ovisna o komplementu (CDC) 

Rituksimab aktivira kaskadu komplementa, vežući C1q.28 Ključna uloga komplementa 

u eliminaciji tumorskih stanica pokazana je „in vitro“ te „in vivo“ na miševima kojima je 

onemogućena aktivacija komplementa.29,30 Nadalje, u bolesnika s KLL-om liječenih 

rituksimabom pokazana je aktivacija sustava komplementa neposredno nakon infuzije 

rituksimaba, što može objasniti i nuspojave vezane uz infuziju.31 Skroman klinički odgovor na 

rituksimab, posebice kod KLL-a, pokušao se objasniti izražajem molekula koje inhibiraju 

komplement poput CD55 i CD59 te je pokazano da se njihovom blokadom pojačava 

osjetljivost na komplement.29,32 Međutim, razina njihovog izražaja ne korelira s kliničkim 

odgovorom bolesnika liječenih rituksimabom.33,34 Liza svježe izoliranih tumorskih stanica 

posredovana komplementom, za razliku od uništavanja tumorskih stanica rituksimabom 

putem ADCC-a i apoptoze, ponajprije ovisi o tipu limfoma: najjača je kod FL, umjerena kod 

DLBCL-a i limfoma plaštenih stanica, a najslabija kod KLL što korelira s različitom stopom 

odgovora na monoterapiju rituksimabom kod navedenih tipova limfoma.35 Navedeni utjecaj 

CDC-a ponajprije ovisi o stupnju ekspresije CD20 na različitim tipovima NHL-a, koji je 
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najslabiji upravo kod CLL-a. 29,36 Zbog toga se dodavanjem svježe smrznute plazme kao 

izvora komplementa ili kombiniranjem s anti-CD52 protutijelom (alemtuzumab) učinak  

CDC-a pokušava pojačati.37,38 

Međutim, za sada ne postoje pravi parametri kojima bi se procijenila klinička 

značajnost CDC-a. Većina istraživanja provedena je na modelima KLL-a i FL-a vezano uz 

monoterapiju rituksimabom, a podataka o ulozi komplementa kod bolesnika s DLBCL 

liječenih rituksimabom i kemoterapijom nema.  

 

1.1.3. Apoptoza 

Apoptoza ili programirana smrt stanice predstavlja složen fiziološki mehanizam 

međudjelovanja različitih proteina kojoj je krajnji cilj razgradnja i fagocitoza suvišnih ili 

oštećenih stanica bez pokretanja upalnog odgovora.39 Dva su osnovna puta apoptoze: vanjski 

(posredovan receptorima) i unutarnji (mitohondrijski). Receptorski (vanjski) put apoptoze ide 

putem vanjskih receptora iz obitelji TNF (engl. tumor necrosis factor) i aktivacije kaspaze-8. 

Unutarnji put apoptoze ide preko mitohondrija i kaspaze-9. U konačnosti, oba puta dovode do 

aktivacije kaspaze-3 što rezultira aktivacijom PARP-a (poli-ADP-riboza polimeraza) i 

nukleosomalnom DNA fragmentacijom (slika 2). Osim što završaju aktivacijom kaspaze, 

unutrašnji i vanjski put apoptoze se isprepleću i na drugim razinama.   
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Na različitim staničnim linijama pokazano je da rituksimab vezanjem za CD20 

receptor može izravno uzrokovati apoptozu, neovisno o komplementu i ADCC-u.40-43 

Međutim, izravni apoptoski učinak rituksimaba je skroman i vrlo varijabilan, ovisno o vrsti 

stanične linije na koju se primjenjuje.44 Ipak, većina studija koja je ispitivala rituksimabom 

uzrokovanu apoptozu sugerira mitohondrijski put apoptoze koji završava aktivacijom 

kaspaze-9 i efektorske kaspaze-3.40,41 Unutarstanični putevi kojima rituksimab dovodi do 

apoptoze, su vrlo heterogeni, međusobno isprepleteni i nepotpuno definirani. K tome, neki 

istraživači su eksperimentalno pokazali da rituksimab i neka druga anti-CD20 protutijela 

uzrokuju apoptozu i mehanizmima neovisnim o mitohondrijima i kaspazama.42-44 

 

APOPTOZA 

Kaspaza-3 

p53 Kaspaza-8 

Kaspaza-9 

PARP 

mitohondrij 

Oštećenje 
stanice 

TNF 
receptor 

Bcl-2 

survivin 

Slika 2. Pojednostavljena shema vanjskog i unutarnjeg puta apoptoze. Unutrašnji put 
apoptoze ide preko aktivacije p53 i mitohondrija što rezultira aktivacijom kaspaze-9. Vanjski 
put apoptoze ide preko „death“ receptora iz obitelji TNF koji aktiviraju kaspazu-8. Oba puta 
dovode do aktivacije kaspaze-3 i u konačnosti apoptoze. Bcl-2 blokira unutarnji put apoptoze. 
Survivin (uz ostale proteine iz obitelji inhibitora apoptoze, IAP) blokira završni dio unutarnjeg 
apoptotskog puta (kaspazu-9), a moguće i kaspazu-3. Kratice su objašnjene u tekstu. 
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1.1.4. Povećanje kemosenzitivnosti 

Većina citostatika uzrokuje apoptozu oštećujući genom stanice što dovodi do 

aktivacije p53 gena i posljedične aktivacije unutarnjeg, ali i vanjskog puta apoptoze.39 „In 

vitro“ studijama pokazano je da rituksimab može pojačati citotoksično djelovanje nekih 

kemoterapeutika često korištenih u terapiji limfoma kao što su doksorubicin, fludarabin, 

cisplatina.45-47 Molekularni mehanzimi kojima rituksimab dovodi do povećenja osjetljivosti na 

apoptozu izazvanu kemoterapijskim agensima uključuju različite molekule. Smatra se da oni 

u konačnosti dovode do inhibicije i smanjivanje izražaja antiapoptotskih proteina povezanih s 

bcl-2/bcl--xL anti-apoptoskim genima odnosno olakšavanja aktivacije vanjskog puta 

apoptoze.48,49 Do sada poznati putevi bcl-2/bcl--xL uključuju inhibiciju p38 MAPK kinaze,50 

NF-κB sustava,51 ERK ½ kinaze,52 te AKT antiapoptoskog puta.53 Klinički dokaz povećanja 

kemosenzitivnosti je značajno poboljšanje prognoze u bolesnika s bcl-2 pozitivnim limfomom 

liječenih R-CHOP-om u odnosu na one koji su liječeni samo CHOP-om.54  

Nedavno je objavljeno da rituksimab uzrokuje povećanje i radiosenzitivnosti  

limfomskih stanica „in vitro“, mehanizmima ovisnima i neovisnima o kaspazi.55  

 

 

1.3. Prognostički faktori kod difuznog B-velikostaničnog limfoma 

1.3.1. Međunarodni prognostički indeks (IPI) 

Na velikom broju bolesnika s agresivnim limfomima 1993. godine objavljen je 

prognostički indeks temeljen na dobi, općem stanju bolesnika (engl. performance status – PS), 

koncentraciji laktat dehidrogenaze (LDH), stadiju bolesti i broju ekstranodalnih regija 

zahaćenih limfomom.56 I danas se IPI smatra zlatnim standardom s kojim se uspoređuju svi 

ostali potencijalni prognostički parametri. 

 

Tablica 1. Međunarodni prognostički indeks (IPI) 

Dob ≥ 60 godina 

Stadij III ili IV 

Povišen LDH 

PS (ECOG) > 1 

Više od jedna ekstranodalna lokalizacija 

 

                                           Svaki navedeni parametar nosi 1 bod 
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Broj bodova 

(IPI score) 

Prognoza (rizik) 5-godišnje 

preživljenje 

0,1 nizak rizik  73% 

2 nizak/srednji rizik 51% 

3 srednji/visok rizik  43% 

4,5 visok rizik 26% 

 

 

1.3.2. Biljezi diferencijacije i aktivacije limfomskih stanica kao prognostički parametri 

Razvojem tehnologije genskog čipa omogućeno je analiziranje velikog broja gena iz 

tumorskog tkiva te su ustanovljene tri podgrupe unutar DLBCL-a.57-58 neovisne o IPI-u: GC 

(engl. germinal center like) podskupina koja ima ekspresiju gena sličnu limfocitima 

germinativnog centra, ABC (engl. activated B-cell like) podskupina koja ima ekspresiju gena 

kao aktivirani B-limfociti i najmanja, treća podskupina koja je vrlo heterogena. Navedene 

podskupine imaju prognostičko značenje neovisno o IPI-u, pri čemu GC-podskupina ima 

bolju prognozu, dok su ABC i treća podskupina povezani sa lošijim ishodom te se mogu 

promatrati jednistveno kao non-GC skupina.57-59 Obzirom na tešku izvedivost i visoku cijenu 

takve metodologije, pokazano je da se i „običnom“ imunohistokemijskom analizom 

aktivacijskih i diferencijacijskih biljega DLBCL mogu podijeliti na prognostički povoljnu GC 

i nepovoljnu non-GC podskupinu. Najčešće korišteni biljezi su CD10, bcl6, MUM1 i u nekim 

studijama CD138.60-67 Sve navedene studije su napravljene na uzorcima bolesnika koji nisu 

liječeni rituksimabom. 

Najprihvaćenija je klasifikacija prema C.P.Hans (slika 3).60  

 

            +       GC                            
+

       non-GC 

CD10                        +       MUM1 

           
-       BCL6                            -         GC 

                                -             non-GC 

Slika 3. Imunohistokemijsko određivanje podskupina DLBCL-a.  

GC – obilježje germinativnog centra, non-GC – nema obilježja germinativnog centra. 

 

Da li je takva imunohistokemijska podjela na prognostički značajna i kod bolesnika liječenih 

kombinacijom rituksimaba i CHOP-a još uvijek nije jasno. 68,69  
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1.3.3. Medijatori apoptoze 

1.3.3.1. Bcl-2  

Bcl-2 kao antiapoptotski protein igra važnu ulogu u razvoju i diferencijaciji B-

limfocita. Njegova ekspresija u DLBCL je, u većini velikih studija na bolesnicima liječenim 

samo kemoterapijom, povezana s rezistencijom na kemoterapiju i lošijom prognozom.70-72  

No, neke studije nisu našle povezanost izražaja bcl-2 i ishoda.60,73 Pojačan izražaj bcl-2 

proteina u limfomima posljedica je kromosomske translokacije t(14,18)q(32:21) ili 

amplifikacije na 18q21 gdje se nalazi gen za bcl-2.74 Nakon što je rituksimab pridodan 

standardnoj kemoterapiji, prognoza bolesnika s bcl-2+  DLBCL se značajno poporavila, što je 

najprije pokazano na uzorcima velikog broja bolesnika iz randomizirane GELA studije.54 

Djelovanjem rituksimaba prevladava se antiapoptoski učinak posredovan bcl-2 što dovodi do 

povećanja osjetljivosti tumorskih stanica na djelovanje kemoterapije.49 Bcl-2 ima značenje i 

kao meta ciljane terapije oblimersenom i sličnim lijekovima koji blokiraju transkripciju bcl-2 

gena, ne samo u limfoma, nego i u drugim tumorima.75  

 

1.3.3.2. Survivin 

Pojačana aktivnost proteina inhibitora apoptoze (IAP, engl. inhibitors of apoptosis 

proteins) dovodi se u vezu s tumorskom rezistencijom. Trenutno je poznato ukupno 8 takvih 

proteina podijeljenih u 3 klase.76 Survivin pripada u klasu 3 i njegova fiziološka uloga je 

vezanje na mikrotubule u G2/M fazi i omogućavanje mitoze, a druga uloga je prevencija 

apoptoze.77 Putevi kojima blokira apoptozu nisu do kraja jasni, pretpostavlja se da sprečava 

aktivaciju kaspaze-9 djelujući na mitohondrijsku apoptotsku kaskadu, dok je mogućnost 

izravne inhibicije kaspaze-3 dvojbena.78,79 Ne nalazi ga se u zdravim tkivima odraslih, ali je 

pojačano eksprimiran u različitim tumorima omogućavajući tumorskim stanicama 

izbjegavanje apoptoze i mitozu.77,80 Posljedično tome, u većini solidnih tumora izražaj 

survivina je povezan s lošijom progonozom81-84, no postoje i suprotni rezultati85-87. U limfoma 

plaštene zone, i u anaplastičnom limfomu, izražaj survivina je povezan s lošijom 

prognozom.88-89 Prognostičko značenje izraženosti survivina u DLBCL ispitivano je u 

nekoliko studija.73, 90-94 U nekima je survivin identificiran kao negativan prognostički biljeg90-

92, dok u drugima nije bilo utjecaja na prognozu73,93,94. Nema niti jednog istraživanja u kojem 

je prognostički utjecaj izraženosti survivina ispitivan u bolesnika s DLBCL liječenih 

kombinacijom rituksimaba i kemoterapije. 
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1.3.3.3. Kaspaza-3 

Kaspaza-3 predstavlja završnu točku apoptotske kaskade u kojoj se spajaju unutrašnji i 

vanjski put apoptoze. Aktivacija kaspaze-3 aktivira citolitičke enzime u stanici i dovodi do 

smrti stanice. Prvi radovi su istraživali izražaj neaktivirane kaspaze-3 u različitim tipovima 

limfoma gdje je nađen pojačan izražaj u odnosu na folikularnu hiperplaziju.95 Potom je 

nađeno da je u bolesnika s DLBCL od prognostičkog značenja ne stupanj, već način 

izraženosti kaspaze-3: difuzna prisutnost u citosolu povezana je s lošijim ishodom, nego 

lokalizirano nakupljanje, što se vidi kao točkasto obojenje.96 Nešto noviji radovi nizozemske 

grupe autora pokazali su da razina aktivne kaspaze-3 u različitim tipovima limfoma korelira s 

očuvanošću apoptotskog puta i odgovorom na terapiju.97,98 Međutim, zadnje objavljeni rad 

iste grupe autora na bolesnicima s DLBCL-om ima potpuno oprečan zaključak u pogledu 

prognostičkog značenja razine aktivne kaspaze-3.99 Obzirom da je razina izražaja aktivne 

kaspaze-3 niska (medijan 3.5%) i da je običnim imunohistokemijskim bojenjem teško 

razlikovati tumorske od drugih apoptotičkih tjelešaca, što može bitno utjecati na rezultate, u 

ovom radu smo željeli provjeriti da li neaktivirana kaspaza-3 opisana u radu Donoughea i sur. 

ima prognostičko značenje na našoj skupini bolesnika liječenih rituksimabom. 

 

1.3.4. CD43  

CD43, poznat i kao leukosialin, je multifunkcionalni tip I glikoprotein izražen na 

većini hematopoetskih stanica.100 Zbog izrazite O-glikozilacije ekstracelularnog dijela ubraja 

se u grupu mucina stanične površine.101 Intracelularni dio molekule sudjeluje u provođenju 

signala, aktivira nekoliko signalnih puteva i sudjeluje u regulaciji aktivacije i proliferacije. 

CD43.102-104 Međutim, fiziološka uloga CD43, iako ekstenzivno istraživana, zapravo je još 

uvijek kontroverzna. Zbog svog rigidnog ekstracelularnog dijela koji blokira interakciju 

između stanica, smatran je negativnim regulatorom funkcije T-limfocita.105,106 Međutim, 

novije studije su pokazale da je CD43 ligand za endotelsku molekulu E-selektin i migraciju na 

mjesta upale.107,108 Osim toga, CD43 ima dualnu ulogu u sazrijevanju T-stanica, potičući109 ili 

blokirajući apoptozu110. Kod B-limfocita njegova uloga također nije jasna. Poznato je da je 

važan za sazrijevanje B-staničnih prekursora u koštanoj srži.111 Nije poznato ima li neku 

ulogu u kasnijim stadijim razvoja B-limfocita. Naime, zrele plazma stanice i B-limfociti u 

sluznici probavnog sustava također izražavaju CD43, međutim, zreli B-limfociti u periferiji 

ne izražavaju CD43.112,113 Zbog toga je CD43 u kombinaciji sa CD20 koristan za razlikovanje 

B-staničnog NHL od limfocitne hiperplazije.114 Učestalost izraženosti CD43 je vrlo različita u 
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različitim tipovima NHL. Između 16% i 28% DLBCL-a je CD43 pozitivno, no njegovo 

eventualno prognostičko značenje nije poznato.115,116 Na maloj seriji bolesnika s okularnim 

ekstranodalnim limfomom marginalne zone pokazana je povezanost ekspresije CD43 i lošijeg 

ishoda.117 

 

1.3.5. Temeljne pretpostavke rada 

 Obzirom da je rituksimab nedvojbeno poboljšao preživljenje bolesnika s DLBCL za 

oko 10-15%,13-15 postavlja se pitanje koji od navedenih mehanizama djelovanja rituksimaba je 

najznačajniji za takav učinak. To pitanje nema samo akademsko značenje, nego i kliničko, 

budući da značajan dio bolesnika ne reagira niti na kombinaciju rituksimaba i kemoterapije te 

u konačnosti oko 40% bolesnika ipak umire od DLBCL. Boljim poznavanjem mehanizama 

djelovanja i rezistencije na rituksimab moglo bi se pokušati pojačati njegovo djelovanje 

odnosno dizajnirati nove, još potentnije, inačice anti-CD20 protutijela. Istraživanja na 

uzorcima bolesnika koja objedinjavaju genetičke karakteristike bolesnika (FcγR 

polimorfizmi) i faktore vezane uz tumor (imunohistokemijski biljezi) u kombinaciji s klinički 

pokazateljima (IPI) ključna su za bolje razumjevanje mehanizama djelovanja lijeka, jer svi ti 

elementi zajedno uvjetuju uspjeh liječenja. Vezano uz sve ranije navedeno, može se 

pretpostaviti: 

� polimorfizmi FcγRIIIa i FcγRIIa receptora nisu povezani s odgovorom na terapiju R-

CHOP-om kod bolesnika s DLBCL tj. ADCC posredovan FcγR nije značajan 

mehanizam djelovanja rituksimaba u ovoj skupini bolesnika. 

� izražaj kaspaze-3 u limfomskim stanicama povoljno utječe na prognozu bolesnika jer 

je odraz očuvanog apoptotskog puta u tumorskim stanicama, važnog za djelovanje 

rituksimaba i kemoterapije.  

� izražaj survivina utječe nepovoljno na prognozu jer koči apoptozu posredovanu 

rituksimabom i kemoterapijom. 

� podjela na GC i non-GC podtip nema prognostičkog značenja kod bolesnika liječenih 

R-CHOP-om. 

� CD43 je nepovoljan prognostički biljeg. 
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                                                                                                                                  2. Ciljevi 

 

Cilj ovog rada je utvrditi vrijednost pojedinih prognostičkih parametara u bolesnika s 

DLBCL liječenih R-CHOP-om: 

 

� FcγRIIIA 158 V/F i  FcγRIIA 131 H/R genskih polimorfizama. 

� izražaj molekula uključenih u apoptozu: kaspaza-3, survivin te bcl-2 na limfomskim 

stanicama. 

� procjena prognostičkog značenja izražaja pojedinih biljega tijekom B-stanične 

diferencijacije  na limfomskim stanicama (CD10, bcl 6, MUM1) i imunohistokemijske 

podjele na GC i non-GC podtip prema Hansovoj te korelacija s gore navedenim 

parametrima. 

� utjecaj izražaja CD43 na stanicama limfoma. 

 

Pored znanstvenog doprinosa, rezultati ove studije mogli bi imati i praktičnu važnost 

za planiranje individualnog terapijskog pristupa bolesniku. U bolesnika s nepovoljnim 

prognostičkim biljezima mogla bi se pokušati poboljšati prognoza intenziviranjem terapije, 

npr. primjenom autologne transplantacije matičnih krvotvornih stanica u prvoj liniji terapije. 

Obrnuto, bolesnici s vrlo povoljnim prognostičkim karakteristikama mogli bi biti liječeni 

manje intenzivnom i toksičnom terapijom čime bi se mogla smanjiti učestalost kasnih 

komplikacija.  
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                                                                               3. Bolesnici, materijali i metode 

 

3.1. Bolesnici  

3.1.1. Kriteriji uključivanja 

U istraživanje su uključeni bolesnici kojima je histološki dijagnosticiran DLBCL u 

razdoblju od 2001. do 2006. godine, a liječeni su u KBC Zagreb ili KB Dubrava.  

 

Uključni kriteriji 

�  prethodno neliječen, histološki dijagnosticiran nodalni ili ekstranodalni DLBCL.  

� stadij II-IV ili IE.  

� planirano liječenje s najmanje 4 ciklusa R-CHOP-a.  

� provedeno liječenje rituksimabom i kemoterapijom po shemi CHOP ili sličnom 

(CNOP, EPOCH) koja sadrži citostatik iz skupine antraciklina.   

 

Isključni kriteriji 

� HIV pozitivni bolesnici.  

� kompozitni limfom ili transformirani indolentni limfom. 

� inicijalno zahvaćanje središnjeg živčanog sustava. 

� bolesnici koji nisu liječeni rituksimabom odnosno nisu dobivali antracikline u terapiji. 

 

Svi bolesnici su pismeno dali suglasnost za uzimanje uzorka krvi za PCR analizu i 

korištenje dijagnostičkih patohistoloških uzoraka za potrebe istraživanja. U studiju je ukupno 

uključeno 60 bolesnika.  

 

3.1.2. Klinička obrada bolesnika 

Standardna obrada bolesnika uključuje anamnezu uz evidenciju B simptoma. Fizikalni 

pregled uključuje uzimanje standardnog internističkog statusa bolesnika uz mjerenje 

palpabilnih limfnih čvorova u dvije dimenzije u dostupnim regijama (vrat, supraklavikularne 

regije, aksile, prepone i eventualno ostale palpaciji dostupne regije zahvaćene limfomom) te 

procjenu općeg stanja bolesnika (performance status prema ECOG-u). Laboratorijska obrada 

uključuje sedimentaciju, kompletnu krvnu sliku te biokemijske parametre uključivo i LDH, 

kako bi se mogao izračunati IPI. Za procjenu proširenosti bolesti, kod svih bolesnika je 

učinjen i CT grudnog koša, trbuha i male zdjelice te biopsija kosti.118 Na osnovu tih podataka 
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bolesnicama je procijenjen stadij bolesti prema Ann Arbor klasifikaciji i veličina tumorske 

mase.119 Zbog relativno malog broja bolesnika, bolesnici su svrstani u dvije skupine prema 

IPI-u: bolesnici s povoljnom prognozom (IPI 0-2) i bolesnici s nepovoljnom prognozom (IPI 

3-5).   

 

3.1.3. Liječenje i procjena odgovora  

Ovisno o stadiju bolesti, IPI-u, veličini tumorske mase, općem stanju i dobi, 

bolesnicima je planirano liječenje s 4 do 8 ciklusa terapije po shemi R-CHOP (52 bolesnika). 

Tri bolesnika sa smanjenom srčanom funkcijom su liječeni R-CNOP-om (umjesto 

doksorubicina dobivali su mitoksantron). Pet bolesnika iz jedne bolnice je liječeno po shemi 

R-EPOCH. Nakon trećeg ciklusa terapije te nakon zadnjeg ciklusa učinjena je procjena 

odgovora na liječenje, prema standardnim kriterijima.120 U slučaju solitarne ostatne tumorske 

mase nakon kemoterapije, bolesnici su podvrgnuti zračenju zahvaćene regije, a potom je 

ponovno učinjena evaluacija bolesti. Bolesnici koji nisu postigli kompletnu remisiju, odnosno 

oni kod kojih je došlo do progresije bolesti za vrijeme liječenja ili ponovne pojave bolesti 

nakon završetka liječenja (relaps), liječeni su drugom linijom terapije. Kod bolesnika mlađih 

od 60 godina, druga linija terapije uključuje i autolognu transplantaciju koštane srži. Iznimno, 

kod dvije mlade bolesnice s velikom tumorskom masom, autologna transplantacija učinjena je 

u prvoj liniji terapije. 

 

 

3.2. Materijali i metode 

3.2.1. Molekularne metode 

Bolesnicima se prilikom rutinskog vađenja krvi za laboratorijske pretrage dodatno 

uzimala još jedna epruveta (oko 3ml krvi) za molekularnu analizu. Iz tog uzorka se metodom 

isoljavanja izolirala DNA.121 Analize polimorfizama receptora za Fc fragment izvođene su 

pomoću lančane reakcije polimeraze (PCR, engl. polymerase chain reaction) sa specifičnim 

početnicama (primerima) koje amplificiraju fragment genoma u kojem se nalazi mjesto 

polimorfizma. Sve analize su učinjene u Kliničkom zavodu za laboratorijsku dijagnostiku 

KBC-a Zagreb - Laboratorij za molekularnu dijagnostiku.  

 

3.2.1.1. Polimorfizam FcγRIIIa-158V/F 

Određivanje navedenog polimorfizma učinjeno je prema metodi Koene-a i sur. (ref.) 
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Početnice sekvenci 5'-ATATTTACAGAATGGCACAGG-3' i  

5'-GACTTGGTACCCAGGTTGAA-3' (TIB Molbiol, Berlin, Njemačka) su korištene kako bi 

se umnožio fragment veličine 1,2 kb koji sadržava mjesto polimorfizma. Za prvi PCR 

korišteno je 1,25µg DNA, 200 ng svake početnice, 200µM svakog deoksiribonukeotidnog 

trifosfata (nukleotida) (Roche, Penzberg, Njemačka) i 0.25µl Taq DNA polimeraze (Roche, 

Indianapolis, USA) prema preporuci proizvođača. Prvi PCR se sastojao od 10 minuta na 

95°C, potom 35 ciklusa (svaki se sastojao od slijedećih koraka: 1 minuta na 95°C, 1.5 minuta 

na 57°C i 1.5 minuta na 72°C), i naposlijetku 8 minuta na 72°C kako bi se postigla potpuna 

ekstenzija. Za drugi PCR korišene su početnice sekvenci  

5'-ATCAGATTCGATCCTACTTCTGCAGGGGGCAT-3' i  

5'-ACGTGCTGAGCTTGAGTGATGGTGATGTTCAC-3' (TIB Molbiol, Berlin, Njemačka) 

koje su umnožavale fragment veličine 94 parova baza i stvarale mjesto za restrikciju enzimom 

NlaIII samo na FcγRIIIa-158V alelu. Za navedeni PCR je korišteno 1µl umnožene DNA, 150 

ng svake početnice, 200 µM svakog nukleotida i 0,25µl Taq DNA polimeraze. Prvi ciklus se 

sastojao od 5 minuta na 95°C, potom 35 ciklusa (svaki se sastojao od slijedećih koraka: 1 

minuta na 95°C, 1 minuta na 64°C i 1 minuta na 72°C), i naposlijetku 9,5 minuta na 72°C 

kako bi se postigla potpuna ekstenzija. Umnožena DNA (10µl) je tada podvrgnuta digestiji s 

1µl NlaIII enzima (New England Biolabs, Hitchin, Velika Britanija) na 37°C preko noći kroz 

12 sati. Drugi dan je učinjena elektroforeza na 10% poliakrilamidnom gelu uz upotrebu etidij 

bromida kako bi se razdvojeni fragmenti vidjeli pod ultraljubičastim svjetlom. Kod bolesnika 

FcγRIIIa-158 F/F genotipom vidi se samo jedna nedigestirana linija (engl. band) od 94 para 

baza. Kod heterozigota, FcγRIIIa-158 V/F, vide se tri linije s po 94, 61 i 33 para baza. Kod 

homozigota, FcγRIIIa-158 V/V, vide se dvije digestirane linije od 61 i 33 para baza (slika 4). 
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3.2.1.2. Polimorfizam FcγRIIa-131H/R 

Određivanje FcγRIIa-131H/R polimorfizama učinjeno je prema metodi Liang-a i sur. 

Kako bi se umnožilo mjesto koje sadržava polimorfizam, korištene su dvije početnice 

sekvenci 5'-GGAAAATCCCAGAAATTCTCGC-3' i  

5'-CAACAGCCTGACTACCTATTACGCGGG-3' (TIB Molbiol, Berlin, Njemačka). Za PCR 

je korišten volumen od 50µl s 1,25 µg DNA, 170 ng svake početnice, 200 µM svakog 

nukleotida, 0,25µl Taq DNA polimeraze, uz pufer dobiven od proizvođača i fiziološku 

otopinu. Prvi ciklus se sastojao od 3 minute na 95°C, potom 35 ciklusa (svaki se sastojao od 

slijedećih koraka: 15 sekundi na 95°C, 30 sekundi na 55°C i 40 sekundi na 72°C), i 

naposlijetku 7 minuta na 72°C kako bi se postigla potpuna ekstenzija. Umnožena DNA (7 µl) 

je potom digestirana s 2 µl BstUI enzima (New England Biolabs) na 60°C kroz 12 sati. Potom 

je učinjena elektroforeza na 3% agaroza gelu uz upotrebu etidij bromida i vizualizaciju pod 

ultraljubučastim svjetlom. Kod bolesnika s FcγRIIa-131H/H genotipom na gelu se vidi linija s 

337 parova baza, dok je kod  bolesnika s FcγRIIa-131 R/R prisutna linija od 316 parova baza. 

Heterozigoti FcγRIIa-131 H/R su imali obje linije (slika 5).  

Slika 4. Prikazana je PCR analiza 
V/F polimorfizama (s lijeva na 
desno): na stupcima 1,4 i 5 vidljive 
su sve tri linije - V/F heterozigoti; na 
stupcima 2 i 3 vide se dvije 
(digestirane linije) - V/V homozigoti; 
na stupcu 6 vidi samo jedna, 
nedigestirana linija – F/F homozigot. 
Stupac 7 je biljeg za određivanje 
veličine fragmenata.  
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3.2.2. Patohistološke metode 

Sva imunohistokemijska bojenja izvedena su na Zavodu za patologiju KBC-a Zagreb, 

na dijagnostičkom patohistološkom materijalu. Dijagnoza DLBCL-a u svih bolesnika  je 

postavljena od strane iskusnih hematopatologa u KBC Zagreb i/ili KB Merkur i dodatno 

revidirana od strane prof.dr. Marina Nole.   

 

                                                                     

 

Iz parafinskih blokova su napravljeni rezovi debljine 4µm. Rezovi su na uobičajen 

način obojeni hemalaunom i eosinom (slika 6) te imunohistokemijski na CD20 (klon L26, 

razrjeđenje 1:200, Dako, Glostrup, Danska), CD3 (klon PC3/188A, razrjeđenje 1:50, Dako, 

Glostrup, Danska), MUM1 (klon MUM1p, razrjeđenje 1:25, Dako, Glostrup, Danska), Bcl-6 

(klon PG-B6p, razrjeđenje 1:10, Dako, Glostrup, Danska), CD10 (klon 56C6, razrjeđenje 

Slika 6. Difuzni 
velikostanični B-limfom. 
Vidljive su krupne, 
polimorfne limfomske 
stanice s izraženim 
nuklolima. 
Bojanje hemalun & 
eosinom, povećanje 40x. 
 

Slika 5. Prikazana je PCR analiza 
H/R polimorfizama (s lijeva na 
desno): na stupcu 1 vidljive su 
dvije linije - H/R heterozigoti; na 
stupcima 2 i 4 vidi se samo 
nedigestirana linija - H/H 
homozigoti; na stupcu 3 vidi samo 
jedna, digestirana linija – R/R 
homozigot. Stupac 5 je biljeg za 
određivanje veličine fragmenata.  
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1:30, Novocastra, Newcastle, Velika Britanija), CD43 (klon DF-T1, razrjeđenje 1:25, Dako, 

Glostrup, Danska), survivin (lot DYX06, razrjeđenje 1:300, R&D Systems, Minneapolis, 

SAD) i kaspazu-3(CPP32) (klon: JHM62, razrjeđenje 1:25, Abcam, Cambridge, Velika 

Britanija). Dodatno su CD43+ uzorci obojeni i na ciklin D1 (klon SP4, razrjeđenje 1:25, 

Neomarkers, Freemont, SAD), kako bi se i na taj način isključilo eventualno postojanje 

limfoma plaštenih stanica te CD5 (klon 4C7, razrjeđenje 1:50, Novocastra, Newcastle, Velika 

Britanija). Za navedene biljege je korištena tehnika vrućinom potaknutog dobivanja 

protutijela nakon deparafinizacije. Rezovi su stavljeni u mikrovalnu pećnicu na +950C, 700W 

kroz 15 minuta, te u otopinu etilen diamin tetraoctene kiseline (EDTA) 1 mM pH 8.0, uz 

manje modifikacije za pojedina protutijela, ovisno o uputi proizvođača. Za vizualizaciju 

izražaja biljega, nakon prijanjanja protutijela i inkubacije primarnih protutijela, postupak je 

dovršen u instrumentu Dako ES koristeći diaminobenzidin imunoperoksidazni kit 

(DakoCytomation, Denmark). Za bcl-2, bcl-6, CD10, MUM1, CD43 i survivin pozitivnim 

rezultatom smatran je nalaz specifičnog izražaja u više od 30% tumorskih stanica. Za 

imunohistokemijsku podjelu na GCB  i non-GCB korišten je algoritam prema Hansovoj i 

suradnicima (poglavlje 1.3.2, slika 3).60 Kod survivina je promatrana samo nuklearna 

pozitivnost. Rezultat imunohistokemijskog bojenja na kaspazu-3 interpretiran je prema ranije 

opisanom radu.96 Evaluiran je citoplazmatski pozitivitet te točkasti naspram difuznog uzorka 

bojenja. Bojanje na kaspazu evaluirano je semikvantitativno prema udjelu obojenih tumorskih 

stanica: 0 –  < 25% pozitivnih tumorskih stanica , 1 - 25%-50% pozitivnih tumorskih stanica,  

2  – 50%-75% pozitivnih tumorskih stanica, 3 - > 75% pozitivnih tumorskih stanica.  

 

3.2.3. Statističke metode 

Promatrani ishodi su odgovor na liječenje, preživljenje – EFS i OS. EFS se računa od 

prvog dana primjene prvog ciklusa terapije do događaja: neuspjeha liječenja (progresija 

bolesti; započinjanje nekog drugog, neplaniranog, anti-limfomskog, liječenja; relaps bolesti; 

smrt od bilo kojeg uzroka) ili do zadnje kontrole. OS se računa od prvog dana primjene prvog 

ciklusa terapije do dana smrti ili do zadnje kontrole. Za usporedbu značajki bolesnika koristio 

se Pearsonov χ2 test odnosno Fisherov χ2 test, ovisno o broju bolesnika i frekvenciji 

očekivanih ishoda. Mann-Whitneyev test je korišten za neparametrijske podatke. Trajanje 

najboljeg odgovora i preživljenje bolesnika prikazano je Kaplan-Meierovom metodom.122 Za 

usporedbu preživljenja između pojedinih skupina i podskupina, upotrebljavao se log-rank test. 

Za procjenu prediktivne vrijednosti pojedinih parametara korištena je logistička regresija (kod 

procjene odgovora na terapiju) i Coxova regresijska analiza (za preživljenje). χ2 test je 
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korišten za procjenu povezanosti (korelacije) između kvalitativnih pokazatelja. Od opisnih 

varijabli (deskriptora) korišten je medijan i 95% intervali pouzdanosti (engl. „confidence 

interval“ – CI). Statistički značajnom smatrana je vrijednost p < 0.05 kod koje je odbacivana 

nul-hipoteza o normalnoj raspodjeli.  

Statistička analiza je učinjena upotrebom licenciranog statističkog programa 

Statistica® (verzija 7.1, StatSoft Inc. Tulsa, SAD).  

 

3.3. Etika 

Istraživanje je odboreno od strane Etičkog povjerenstva KBC-a Zagreb (Ur. br. 01-

520/2-1-2005) i Etičkog povjerenstva Medicinskog fakulteta (Ur.broj 04-1356-2007). Svi 

bolesnici su potpisali informirani pristanak. Identitet bolesnika bio je zaštićen.  

Istraživanje je dio znanstvenih projekata potpomognutih od Ministarstva znanosti 

obrazovanja i športa Republike Hrvatske: „Dijagnostika i liječenje limfoma“ i „CD43 – 

prognostički biljeg za predviđanje ishoda oboljelih od limfoma“ čiji su voditelji prof. dr Igor 

Aurer odnosno dr. sc. Ivana Ilić.  
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                                                                                                                             4. Rezultati 

 

4.1. Značajke i ishodi svih bolesnika 

Značajke svih 60 bolesnika i odgovor na liječenje prikazan je u tablici 2. Nakon 

provedene terapije, kompletnu remisiju (KR) i nepotvrđenu kompletnu remisiju (nKR) je 

postiglo ukupno 49 (82%) bolesnika. Osam od njih je kasnije doživjelo relaps bolesti. 

 

Tablica 2. Značajke bolesnika i odgovor na liječenje 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                * za troje bolesnika nije bilo podataka o veličini najveće tm. mase  

 

Nakon medijana praćenja od 35 mjeseci za živuće bolesnike, dvogodišnje preživljenje bez 

događaja (EFS) bilo je 64%, a dvogodišnje ukupno preživljenje (OS) 71% (slika 7).  

 

 

 

Značajka Broj bolesnika (%) 

(n = 60) 

Demografske značajke  

       dob (medijan, raspon) [godine] 48,5 (17-75) 

       muški spol 34 (57) 

Značajke bolesti  

       stadij III i IV 32 (53) 

       starost ≥ 60 godina 17 (28) 

       opće stanje bolesnika (PS po ECOG-u) > 1 26 (43) 

       povišen LDH 38 (63) 

       > 1 ekstranodalna zahvaćenost 21 (35) 

       najveća tumorska masa > 5cm  37 (65)* 

       međunarodni prognostički indeks (IPI)   

           0 do 2 34 (57) 

           3 do 5 
 

26 (43) 

Odgovor na liječenje  

    kompletna remisija (KR) i nepotvrđena KR 49 (82) 

    parcijalna remisija; stabilna/progresivna bolest 11 (18) 

    relaps nakon postignute (n)KR 8  
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Slika 7. EFS i OS svih bolesnika 
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Bolesnici su potom svrstani prema IPI-u u prognostički povoljnu skupinu (IPI 0-2) i 

prognostički nepovoljnu skupinu (IPI 3-5). Očekivano, bolesnici s visokim IPI imali su 

statistički lošije dvogodišnje preživljenje u odnosu na one s nižim IPI: EFS (45% vs. 79%, p = 

0.003) i OS (49% vs. 88%, p = 0.001) (slika 8). Također, odgovor na terapiju u bolesnika s 

IPI 3-5 bio je lošiji u odnosu na one s IPI 0-2 (65% vs. 94% za (n)KR, p = 0.004). 

 

Slika 8. EFS i OS bolesnika prema IPI 
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Dodatno, analizirani su ishodi obzirom na najveću tumorsku masu. Obzirom da u 

literaturi nema konsenzusa o granici između tumora koji nisu ili jesu velike mase, analizirane 

su tri uobičajene vrijednosti od 5cm, 7.5cm i 10cm.  Nije bilo razlike u odgovoru na terapiju 

obzirom na niti jednu od navedenih vrijednosti. No, u pogledu preživljenja, bolesnici s 

najvećom tumorskom masom preko 5cm imali statistički značajno lošije dvogodišnje 

preživljenje u odnosu na one s tumorom manjim od 5cm: EFS (56% vs. 85%, p = 0.045) te 

OS (64% vs. 90%, p = 0.024) (slika 9). Za granične vrijednosti od 7.5cm i 10cm postojao je 
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trend prema lošijem preživljenju bolesnika s većom tumorskom masom, ali statistička 

značajnost nije dosegnuta. 

 

 

Slika 9. EFS i OS bolesnika prema veličini najveće tumorske mase 
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4.2. Povezanost polimorfizama FcγRIIIa-158V/F i FcγRIIa-131H/R s 

ishodom bolesnika 

Kod ukupno 58 bolesnika je učinjena analiza  FcγRIIIa i FcγRIIa polimorfizama. U 

dva bolesnika nije bilo moguće izolirati dovoljno DNA za analizu. Značajke bolesnika i 

odgovor na liječenje prema analiziranim polimorfizmima prikazan je na tablici 3. Frekvencije 

FcγRIIIa polimorfizama bile su: V/V 36%, V/F 47% i F/F 17%.  Frekvencije FcγRIIa 

polimorfizama bile su: H/H 38%, H/R 47% i R/R 15%. Nije bilo statistički značajnih razlika 

među podgrupama u pogledu dobi, spola, PS, LDH, ekstranodalne bolesti, stadija, veličine 

tumorske mase. Nije nađeno povezanosti između učestalosti pojedinih FcγRIIIa i FcγRIIa 

polimorfizama (p = 0.29). Nije bilo statistički značajne razlike u odgovoru na terapiju između 

bolesnika s FcγRIIIa fenotipom (VV 71%, VF 85%, FF 90% za (n)KR, p = 0.35) i FcγRIIa 

fenotipom (p HH 86%, HR 81%, RR 67% za (n)KR, p= 0.45).  
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Tablica 3. Značajke bolesnika i ishod liječenja obzirom na FcγRIIIa i FcγRIIa polimorfizme. 

               FcγRIIIa 158 
  V/V             V/F            F/F 

                 FcγRIIa 131 
 H/H             H/R             R/R 

Broj. (%) 21 (36)  27 (47) 10 (17) 

 
p 

22 (38) 27 (47)   9 (15) 

 
  p 

         

Dob, medijan  
(raspon) 
[godine] 

    44 
(25-75) 

   49 
(25-74) 

   35 
(17-67) 

0.31     48  
 (22-73) 

    48  
 (17-75) 

   38  
(25-68) 

0.33 

Muški spol (%) 11 (52) 18 (67) 5 (50) 0.51 13 (59) 15 (56) 6 (67) 0.84 
         
Stadij III i IV 
(%) 

 9 (43) 16 (59) 6 (60) 0.48  9 (41) 17 (63) 5 (56) 0.30 

Dob ≥ 60 (%)  8 (38)  8 (30) 1 (10) 0.28  7 (32)  8 (30) 2 (22) 0.87 
PS  > 1 (%)  8 (38) 13 (48) 5 (50) 0.74 10 (45) 11 (41) 5 (56) 0.74 
Povišen LDH 
(%) 

13 (62) 17 (63) 8 (80) 0.57 14 (64) 18 (66) 6 (67) 0.97 

>1 ekstranod. 
zahvaćenost (%) 

 6 (29)  7 (26) 3 (30) 0.96  4 (18)   8 (30) 4 (44) 0.32 

Tumor > 5cm 
(%)* 

14 (74) 14 (54) 7 (70) 0.35 17 (77) 14 (56) 4 (50) 0.22 

         
IPI (%)         
          0-2  12 (57) 15 (56) 5 (50) 0.93 14 (64) 14 (52) 4 (44) 0.56 
          3-5   9 (43) 12 (44) 5 (50)    8 (36) 13 (48) 5 (56)  
         
Odgovor na th.         
(n)KR 15 (71) 23 (85) 9 (90) 0.35 19 (86) 22 (81) 6 (67) 0.45 
         

* za troje bolesnika nije bilo podataka o veličini najveće tm. mase   

 

Nadalje, nije bilo razlike u preživljenju obzirom na polimorfizme gena za FcγRIIIa i FcγRIIa 

receptore. Za FcγRIIIa polimorfizme 2-godišnji EFS iznosio je: V/V  61%, VF 63%, FF 80%; 

p = 0.58 (slika 10). Za FcγRIIa polimorfizme 2-godišnji EFS iznosio je: H/H 68%, H/R 67%, 

RR 56%; p = 0.64 (slika 10).        

 

Slika 10. EFS obzirom na FcγRIIIa i FcγRIIa polimorfizme 
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Za FcγRIIIa polimorfizme 2-godišnji OS iznosio je: V/V 64%, VF 70%, FF 80%; p = 0.61 

(slika 11). Za FcγRIIa polimorfizme 2-godišnji OS iznosio je: H/H 72%, H/R 70%, RR 67%; 

p = 0.64 (slika 11).     

 

Slika 11. OS obzirom na FcγRIIIa i FcγRIIa polimorfizme  
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4.3. Imunohistokemijski biljezi 

4.3.1. Biljezi aktivacije i diferencijacije, podjela na GC i non-GC podtipove 

Imunohistokemijsko bojanje na CD10, bcl-6 i MUM1 učinjeno je na uzorcima svih 60 

bolesnika. CD10 pozitivnih je bilo 35%, bcl-6 pozitivnih 68%, MUM1 pozitivnih  62% 

bolesnika (tablica 4). Prema algoritmu Hansove i suradnika učinjena je podjela DLBCL 

prema podrijetlu: 47% bolesnika je svrstano u GC skupinu, a 53% u non-GC skupinu. Niti 

jedan od biljega zasebno nije korelirao s odgovorom na terapiju (p = 0.43 za CD10; p = 0.73 

za bcl-6; p = 0.88 za MUM1) kao niti GC vs. non-GC podtip (79% vs. 84%, p = 0.56).  

 

Tablica 4. Imunohistokemijski biljezi aktivacije i diferencijacije i podjela na GC i non-GC podtip. 

Imunohistokemijski  
biljeg 

n % 

CD10   
  - 39 65 
  + 21 35 
Bcl-6   
  - 19 32 
  + 41 68 
MUM1   
  - 23 38 
  + 37 62 
   
GC 28 47 
non-GC 32 53 

 

Nije nađeno povezanosti između preživljenja bolesnika (EFS i OS) i pojedinačnog izražaja 

CD10, bcl-6 i MUM1. Isto tako, GC i non-GC imunofenotip nisu bili povezani s razlikom u 

preživljenju (p = 0.40 za EFS, p = 0.47 za OS) (slika 12).  
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Slika 12. EFS i OS obzirom na GC i non-GC imunofenotip 
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4.3.2. Bcl-2 

Kod svih 60 uzoraka bolesnika je učinjeno bojenje na bcl-2 od čega je 45 (75%) bilo 

pozitivno, a 15 (25%) bcl-2 negativno.  Izražaj bcl-2 pozitivno je povezan s izražajem MUM1 

(p = 0.047), no povezanost s non-GC fenotipom nije dosegla statističku značajnost (p= 0.07). 

Pored toga, bolesnici s izražajem bcl-2 imali su lošiji IPI (u skupini s visokim IPI bilo je 3 od 

15 bcl-2 negativnih i 23 od 45 bcl-2 pozitivnih bolesnika, p = 0.035). Nije bilo statističke 

povezanosti između bcl-2 i ostalih ispitivanih parametara. Usprkos povezanosti s nepovoljnim 

IPI, DLBCL s izražajem bcl-2 nisu imali statistički lošiji odgovor na liječenje od bcl-2 

negativnih (80% vs. 87% za (n)KR, p = 0.56). Slično tome, nije nađeno razlike u preživljenju 

obzirom na izražaj bcl-2 (p = 0.71 za EFS, p = 0.48 za OS) (slika 13).  

 

Slika 13. EFS i OS obzirom na izražaj bcl-2 
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4.3.3. Survivin 

Imunohistokemijsko bojanje na survivin učinjeno je na uzorcima 59 bolesnika (slika 

14 a, b). Kod jedne bolesnice se zbog utroška materijala bojanje nije moglo učiniti.  

 

                                                

 

                                                

 

Uzoraka pozitivnih na survivin bilo je 15 (25%). Nije bilo korelacije između pozitivnosti na 

survivin i ostalih parametara (dob, spol; stadij bolesti, dob ≥ 60 godina, PS, ekstranodalna 

lokalizacija > 1, LDH, tumorska masa > 5cm, IPI; CD10, bcl-6, MUM1, bcl-2, kaspaza-3, 

CD43). Nije bilo statistički značajne razlike u odgovoru na liječenje između survivin-

pozitivnih i survivin-negativnih DLBCL (74% vs. 85% za (n)KR, p = 0.30). Slično tome, nije 

Slika 14a. Većina 
tumorskih stanica 
pokazuje nuklearnu 
pozitivnost na 
survivin.  

Slika 14b. Jezgre 
tumorskih stanica su 
jasno survivin-
negativne.  
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nađeno razlike u preživljenju obzirom na izražaj survivina (p = 0.71 za EFS, p = 0.48 za OS) 

(slika 15).  

 

Slika 15. EFS i OS obzirom na izražaj survivina 
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4.3.4. Kaspaza-3 

Imunhistokemijsko bojanje na kaspazu-3 učinjeno je na kod svih bolesnika (slika 16 a, 

b).  

 

                                            

 

Slika 16a. Gotovo sve 
tumorskih stanice 
pokazuju izrazitu 
citoplazmatsku 
pozitivnost na 
kaspazu-3.  
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Nalaz manje od 50% obojenih tumorskih stanica (rezultati 0 i 1) je smatran kaspaza-3 

negativnim, dok je nalaz više od 50% obojenih tumorskih stanica je (rezultati 2 i 3) smatran 

pozitivnim. Među analiziranim uzorcima, 45 (75%) ih je bilo pozitivno na kaspazu-3 dok je 

svega 15 (25%) uzoraka je bilo negativno. U našoj seriji bolesnika je u svim pozitivnim 

tumorima obojenje na kaspazu-3 bilo difuzno. Točkasto obojenje citoplazme koje je opisano u 

radu Donoughua i sur.96 nismo opazili.  Nije bilo korelacije između pozitivnosti na kaspazu-3 

i svih ostalih parametara (dob, spol; stadij bolesti, dob ≥ 60 godina, PS, ekstranodalna 

lokalizacija > 1, LDH, tumorska masa > 5cm, IPI; CD10, bcl-6, MUM1, bcl-2, survivin, 

CD43). Pri analizi odgovora na terapiju, nije bilo statistički značajne razlike obzirom na 

ekspresiju kaspaze-3: 93% kod kaspaza-3 negativnih vs. 78% kod kaspaza-3 pozitivnih za 

(n)KR, p = 0.34.  

Bolesnici s DLBCLom negativnim na kaspazu-3 imali su trend boljeg preživljenja u odnosu 

na one pozitivne na kaspazu-3, no ta razlika nije dosegla statističku značajnost. Dvogodišnji 

EFS bio je 80% naprema 59%, p = 0.17; a dvogodišnji OS, 86% naprema 65%, p = 0.10. 

(slika 17).  

 

 

 

 

 

 

 

Slika 16b. Tek poneka 
tumorska stanica je 
citoplazmatski 
pozitivna na  
kaspazu-3.   
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Slika 17. EFS i OS obzirom na izražaj kaspaze-3 
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4.3.5. CD43 

Svih 60 uzoraka je analizirano na CD43, od čega je 16 (27%) bilo CD43 pozitivno, a 

44 (73%) CD43 negativno. CD43 je molekula koja se nalazi na membrani stanice što se 

prikazuje kao membranski pozitivitet (slika 18 a, b) Iako smo kao graničnu vrijednost uzeli 

30%, zapravo je CD43 kod pozitivnih DLBCL izražen u gotovo svim tumorskim stanicama. 

Obrnuto, kod negativnih bolesnika gotovo nijedna tumorska stanica nije pozitivna.  

 

                                                 

                                       

 

Slika 18a. Pozitivno 
bojenje na CD43 - 
membranski pozitivitet 
u gotovo svim 
tumorskim stanicama.  
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Značajke bolesnika i povezanost s ostalim parametrima obzirom na izražaj CD43 prikazana je 

na tablici 5. Izražaj CD43 povezan je s muškim spolom (p = 0.004), više od jednom 

ekstranodalnom lokalizacijom (p = 0.014) te s nepovoljnim IPI (p = 0.017).  

Bolesnici sa CD43 pozitivnim DLBCL imali su lošiji odgovor na terapiju u odnosu na CD43 

negativne (63% vs. 89% za (n)KR, p = 0.022). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 18b. Negativno 
bojenje na CD43 – 
velike tumorske 
stanice su jasno 
negativne, dok su 
okolni T limfociti 
pozitivni.  
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Tablica 5. Značajke bolesnika i odgovor na terapiju u odnosu na izražaj CD43 

     * za troje bolesnika nije bilo podataka o veličini najveće tm. mase 

    ** survivin je analiziran u 59 bolesnika   

 

Bolesnici sa CD43 pozitivnim DLBCL imaju statistički značajno lošije dvogodišnje 

preživljenje u odnosu na CD43 negativne:  38% vs. 75% za EFS, p = 0.002; 42% vs. 81% za 

OS, p = 0.001. (slika 19.) 

 

 

 

 

 

Značajka CD43 pozitivni 

n = 16 (27%) 

CD43 negativni 

n = 44 (73%) 

p 

Demografske značajke    

       dob (medijan, raspon) [godine] 51 (17-73) 47 (18-75) 0.56 

       muški spol (%) 14 (88) 20 (45) 0.004 

Značajke bolesti (%)    

       stadij III i IV 11 (69) 21 (48)  0.15 

       starost ≥ 60 godina 4 (25) 13 (30) 0.73 

       PS (ECOG-u) > 1 10 (63) 16 (36) 0.071 

       povišen LDH 13 (81) 25 (57) 0.082 

       > 1 ekstranodalna zahvaćenost 8 (50) 8 (18) 0.014 

       najveća tumorska masa > 5cm*  11 (73) 26 (62) 0.43 

      IPI  3 do 5 11 (69) 15 (34) 0.017 

Izražaj ostalih biljega    

    CD10  7 (44) 14 (32) 0.39 

    bcl-6  11 (69) 30 (68) 0.97 

    MUM1  10 (63) 27 (61) 0.94 

    GC imunofenotip 7 (44) 21 (48) 0.79 

    bcl-2  4 (25) 11 (25) 1.00 

    survivin** 7 (44) 8 (18) 0.10 

    kaspaza-3  15 (94) 30 (68) 0.092 

Odgovor na liječenje    

    (n)KR  10 (63) 39 (89) 0.022 
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Slika 19. EFS i OS obzirom na izražaj CD43 

 

mjeseci

100806040200

E
F

S
 (

%
)

100

80

60

40

20

0

 

 

CD43 poz.

CD43 neg.

 

mjeseci

100806040200

O
S

 (
%

)

100

80

60

40

20

0

CD43 neg.

CD43 poz.

 

 

 

 

4.4. Multivarijantna analiza 

Obzirom na rezultate univarijantne analize i ukupni broj bolesnika u studiji, u 

multivarijantnu analizu su uključeni samo parametri koji čine IPI te CD43 koji je jedini od 

ispitivanih prognostičkih biljega u ovom istraživanju pokazao korelaciju s odgovorom na 

terapiju i preživljenjem.   

 

4.4.1. Logistička regresija 

Uključeni su parametri: CD43, stadij III i IV, dob bolesnika  ≥ 60 godina, 

ekstranodalna lokalizacija  > 1, povišen LDH, lošiji PS. Zavisna varijabla bio je odgovor na 

terapiju – (n)KR vs. ostali ishodi. Niti jedan parametar nije bio povezan s odgovorom na 

liječenje. 

 

4.4.2. Coxova regresijska analiza 

Uključeni su parametri: CD43, stadij III i IV, dob bolesnika  ≥ 60 godina, 

ekstranodalna lokalizacija  > 1, povišen LDH, lošiji PS. Nijedna varijabla nije korelirala s 

EFS, dok je jedino CD43 korelirao s OS (relativni rizik (RR) 2.78, p = 0.04) – tablica 6.  
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Tablica 6. Multivarijantna analiza parametara uključenih u IPI  i CD43. 

      EFS       OS Parametar 

RR  (95%CI)          p RR (95% CI)               p 

PS > 1    1.16 (0.46 – 2.92)  0.76 1.47 (0.54 – 4.00) 0.45 

Stadij III and IV 1.17 (0.32 – 4.26) 0.81 1.34 (0.32 – 5.58) 0.69 

Dob ≥ 60 godina 1.34 (0.48 – 3.70) 0.58 1.84 (0.63 – 5.39) 0.27 

Povišen LDH 4.43 (0.84 – 23.40) 0.079 3.12 (0.58 – 16.80) 0.19 

Ekstranodalna lokalizacija > 1 1.57 (0.56 – 4.40) 0.39   1.79 (0.59 – 5.46) 0.30 

CD43 pozitivnost 2.73 (1.50 – 4.97) 0.077 2.78 (1.05 – 7.39) 0.040 

Kratice: RR = relativni rizik; CI = interval pouzdanosti 

 

U slijedećem koraku uzet je IPI kao jedinstvena varijabla u četiri kategorije (IPI4) i CD43. 

Obje varijable su povezane s OS: RR 1.81 (CI  za IPI4, p = 0.008; RR 2.69 za CD43, p = 

0.042).  

Slični rezultati dobiveni su kad su bolesnici grupirani u dvije skupine prema IPI (IPI 0-2 vs. 

3-5): RR 3.62 (CI 1.23 – 10.66) za IPI, p = 0.019; RR 2.83 (CI 1.09 – 7.38 ) za CD43, p = 

0.032. 

Za razliku od CD43, postojanje tumorske mase veće od 5cm koja je također u Kaplan-

Meierovoj analizi preživljenja bila povezana s lošijim ishodom, nije neovisno povezana s 

lošijim OS (RR 2.87 (CI 0.61 – 13.35), p = 0.18) u odnosu na IPI. 
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                                                                                                                           5. Rasprava 

 

5.1. Osvrt na rezultate liječenja, veličinu tumorske mase i  kriterije odabira 

bolesnika 

Ovo istraživanje učinjeno je na uzorku od 60 bolesnika s DLBCL liječenih R-CHOP-

om ili sličnim antraciklinskim protokolom. Rezultati liječenja naših bolesnika (82% bolesnika 

je postiglo (n)KR; dvogodišnji EFS 64%, dvogodišnji OS 71%) jednaki su27 ili neznatno lošiji 

od rezultata drugih istraživačkih grupa slične populacije bolesnika68,69. Iako broj bolesnika 

nije posebno velik, medijan praćenja bolesnika od 35 mjeseci je zadovoljavajući obzirom na 

činjenicu da se relaps bolesti obično javlja u prve dvije godine nakon provedenog liječenja. 

Značajna razlika u preživljenju, u univarijantnoj i multivarijantnoj analizi, između bolesnika s 

povoljnim i nepovoljnim IPI potvrđuje reprezentativnost ispitivane skupine bolesnika.  

Nađena je i povezanost promjera najveće tumorske mase više od 5cm s lošijom 

prognozom bolesnika, dok to nije vrijedilo za tumorsku masu veću od 7.5 i 10cm. Međutim, u 

multivarijantoj analizi, tumorska masa veća od 5cm nije bila povezana s preživljenjem. 

Obzirom na različite kriterije definiranja “bulky disease” među različitim istraživačkim 

grupama ni velike, multicentrične studije nisu jasno definirale graničnu vrijednost za veličinu 

tumorske mase koja ima prognostičko značenje, posebno u doba rituksimaba. U velikoj 

američkoj studiji randomiziranoj studiji nije praćen utjecaj veličine tumorske mase na 

prognozu.15 U francuskoj randomiziranoj studiji (GELA), koja je uključivala starije bolesnike, 

nije bilo utjecaja tumorske mase veće 10 cm na prognozu bolesnika.13 U MInT studiji, koja je 

uključivala mlađe bolesnike s povoljnom prognozom prema IPI-u, stadija II –IV i one s 

velikom tumorskom masom stadija I, nađena je najbolja povezanost granične veličine 7.5cm s 

ishodom bolesnika.14 U kasnijoj evaluaciji utjecaja veličine tumorske mase na prognozu 

bolesnika u MinT studiji, nađeno je da dodatak rituksimaba donekle smanjuje nepovoljan 

utjecaj velike tumorske mase.123 Međutim, i u bolesnika liječenih rituksimabom i dalje postoji 

statistička povezanost tumorske mase veće od 6cm s OS, dok je jedino statistički značajna 

povezanost s EFS na graničnoj vrijednosti od 10cm (p = 0.047). Takvi različiti rezultati među 

studijama, uključivo i naše istraživanje, mogu se objasniti razlikama u ispitivanoj populaciji. 

Naime, kod bolesnika s nepovoljnim IPI te starijih bolesnika, za pretpostaviti je da je utjecaj 

veličine tumorske mase na prognozu manji, posebice uzevši u obzir rezultate GELA 

studije.124   
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Obzirom da način liječenja utječe na važnost pojedinih prognostičkih čimbenika, u 

naše smo istraživanje uključili bolesnike liječene na isti ili vrlo sličan način. Zbog toga nisu 

uključeni bolesnici stadija I s nodalnim limfomom odnosno svi oni koji nisu liječeni 

rituksimabom i antraciklinskom kemoterapijom (npr. zbog vrlo lošeg općeg stanja). Od 60 

bolesnika, njih pet primilo je R-EPOCH,  tri R-CNOP, dok su svi ostali (87%) liječeni R-

CHOP-om. U ovom trenutku nema dokaza da je R-EPOCH bolji od R-CHOP-a.   

Uključeni su bolesnici s nodalnim i ekstranodalnim DLBCL. Oko 1/3 limfoma su 

ekstranodalnog porijekla, međutim, ne postoje jedinstveni kriteriji za razlikovanje jednih od 

drugih, posebno ako je riječ o uznapredovaloj bolesti. 125,126 Niti klasifikacija SZO-a  ne 

razlikuje DLBCL prema nodalnom i ekstranodalnom porijeklu.4 Iako postoje biološke razlike 

u pojedinim podtipovima DLBCL-a obzirom na lokalizaciju, nije dokazano bolje preživljenje 

ekstranodalnih DLBCL u odnosu na nodalne ako se stratificiraju prema IPI-u.125,126  Zbog 

svega navednog mi u ovoj studiji nismo razlikovali nodalne i ekstranodalne limfome.   

Nadalje, u ovu studiju uključeni su i bolesnici s DLBCL-om medijastinuma. Iako 

klasifikacija po SZO-u izdvaja primarne medijastinalne B-stanične limfome (PMBL) kao 

poseban entitet zbog svojih posebnih bioloških značajka (mlađi bolesnici, veća učestalost u 

žena, posebne morfološke značajke tumorskih stanica, drugačiji profil izražaja gena), u praksi 

se oni jednako liječe kao i DLBCL drugih lokalizacija i imaju istu prognozu.4 Osim toga, 

nema jasnih imunohistokemijskih razlika između tumorskih stanica u PMBL i ostalim 

vrstama DLBCL niti postoje naznake da bi izraženost nekog od ovdje istraživanih biljega bila 

različita u PMBL u odnosu na ostale DLBCL. Kliničke studije koje su ispitivale ulogu 

rituksimaba u DLBCL, također su uključivale i bolesnike s PMBL.14,127 Stoga su i u ovo 

istraživanje uključeni bolesnici s medijastinalnim B-velikostaničnim limfomom liječeni R-

CHOP-om.  

. 

 

5.2. FcγRIIIa-158V/F i FcγRIIa-131H/R polimorfizmi 

U ovom radu nije nađena povezanost između FcγRIIIa-158V/F i FcγRIIa-131H/R 

polimorfizma i odgovora na liječenje R-CHOP-om. Početne studije kod bolesnika s FL 

liječenih monoterapijom rituksimabom pokazale su povezanost FcγRIIIa-158V/V fenotipa s 

boljim ishodom,17,21 a jedna od studija je pokazala i bolji ishod bolesnika s FcγRIIa-131H/H 

alelom21. Kasnije studije kod bolesnika s FL liječenih CHOP-om i rituksimabom nisu našle 

povezanost  FcγRIIIa-158V/F i FcγRIIa-131H/R polimorfizama i ishoda,24,25 a isto je 
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pokazano i kod limfoma plaštene zone liječenih imunokemoterapijom.26 Prvu studiju u kojoj 

je ispitivana povezanost  FcγRIIIa-158V/F i FcγRIIa-131H/R polimorfizama s odgovorom na 

terapiju R-CHOP-om u 113 bolesnika s DLBCL objavili su korejski autori.27 Oni su našli da 

je FcγRIIIA-158 V/V genotip povezan s većim postotkom remisija i bržim postizanjem 

odgovora na R-CHOP terapiju. Međutim, nije bilo razlika u EFS i OS među pojedinim 

FcγRIIIa genotipovima, dok FcγRIIa 131 H/R polimorfizam nije utjecao na ishod. Izuzetno 

nizak postotak bolesnika s F/F genotipom od samo 5.3% i stopom odgovora od svega 50% 

nedvojbeno je pridonio statističkoj značajnoj razlici u odgovoru na terapiju između FcγRIIIa 

polimorfizama koja, međutim, nije rezultirala razlikom u preživljenju. Suprotno tome, 

rezultati naših bolesnika nisu našli nikakvu korelaciju FcγRIIIa i FcγRIIa polimorfizama ni s 

odgovorom niti s preživljenjem.128  

Utjecaj polimorfizama FcγRIIIa receptora na terapiju rituksimabom posljedica je 

većeg afiniteta homozigota za valin (V/V) za IgG1 u odnosu na homozigote za fenilalanin 

(F/F) što dovodi do boljeg vezanja protutijela na efektorske stanice: NK stanice i makrofage, 

tj. djelotvornijeg ADCC i posljedično boljeg protutumorskog učinka.19 Slično tome, bolji 

odgovor na terapiju zabilježen je kod monoterapije drugim protutijelima kao što su 

cetuksimab129 i terapije koja uključuje trastuzumab130. Utjecaj polimorfizama FcγRIIa 

receptora na prognozu opažen u nekim studijama21,129 objašnjava se ipak ne sasvim neovisnim 

naslijeđivanjem polimorfizama (engl. linkage disequillibrium) za FcγRIIIa i FcγRIIa kao što 

se prvobitno smatralo na osnovu rada Lernbrechera i sur130. To se može dokazati upotrebom 

posebnih statističkih programa koji bolje otkrivaju povezanost između pojednih alela nego 

„obični“  χ2 test na manjim uzorcima.131 Veća frekvencija V/V i H/H među našim 

ispitanicima kao i među drugim studijama s bjelačkom populacijom ukazuje na tu 

mogućnost.18,131  

Nepostojanje povezanosti polimorfizama FcγRIIIa i FcγRIIa i ishoda u bolesnika 

liječenih kombinacijom kemoterapije i rituksimaba može se objasniti na dva načina. Prvo 

objašnjenje je da ADCC-a putem FcγRIIIa i FcγRIIa receptora zapravo nema, tj. da su drugi 

mehanizmi djelovanja rituksimaba odgovorni za njegov učinak u DLBCL, u prvom redu 

povećanje kemosenzitivnosti49 odnosno aktivacija komplementa30 ili, manje vjerojatno, 

izravni apoptotski učinak  rituksimaba44.  

Drugo objašnjenje je da ADCC putem Fc receptora ipak predstavlja važan mehanizam 

djelovanja rituksimaba u DLBCL, ali je taj učinak maskiran učinkom kemoterapije i 

utjecajem svih ostalih faktora koji određuju ishod bolesnika (IPI, značajke tumora) i zbog 

toga se teško može dokazati, posebno na manjem broju bolesnika. Eksperimentalni rezultati 
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na miševima i staničnim linijama agresivnih limfoma nedvojbeno pokazuju da je ADCC 

putem Fcγ receptora bitna komponentna učinka rituksimaba.133,134 Stoga su dizajnirane i 

novije vrste protutijela koji imaju veći afinitet za receptore na efektorskim stanicama i 

posljedično bolje protutumorsko djelovanje u eksperimentalnim modelima.135,136  

 

 

5.3. Biljezi aktivacije i diferencijacije 

Rezultati imunohistokemijskog bojenja na CD10, bcl-6 i MUM1 nisu pokazali 

povezanost niti jednog od ispitivanih parametara s ishodom bolesnika. Prema algoritmu 

Hansove i suradnika, 47% naših bolesnika imalo je GC, a 53% non-GC imunofenotip. 

Navedena raspodjela odgovara raspodjeli u većini drugih objavljenih radova.60,68,69  

U našoj skupini bolesnika nije nađena povezanost imunohistokemijske podjele na GC 

i non-GC skupinu s odgovorom na terapiju niti s preživljenjenjem. Takvi rezultati su u 

suglasju s dvjema studija koje su uključivale bolesnike liječene kombinacijom rituksimaba i 

kemoterapije68,137, a proturječni studiji autora algoritma po Hansovoj69. Iako molekularne 

studije upotrebom tehnologije genskog čipa konzistentno pokazuju razliku u preživljenju 

između GC-genotipa i non-GC genotipa,57-59 uključivo i bolesnike liječene rituksimabom,138 

imunohistokemijske studije su imale proturječne rezultate i prije ere rituksimaba. Nekoliko 

studija je imalo rezultate slične Hansovoj65-67,139,140, no neke su imale suprotne rezultate61,141-

144. Dva su moguća objašnjenja za takvu diskrepancu. Moguće je da rituksimab poboljšavajući 

prognozu bolesnika s non-GC fenotipom poništava prognostičku vrijednost algoritma prema 

Hansovoj i sur. Tome u prilog idu rezultati analize uzoraka bolesnika iz velikih, 

randomiziranih studija13,15 kojima je pokazan gubitak negativnog prognostičkog utjecaja bcl-2 

odnosno pozitivnog prognostičkog utjecaja bcl-6 u skupini bolesnika liječenih R-CHOP-om u 

usporedbi bolesnicima koji su liječeni samo CHOP-om. 54,145 To se  može objasniti utjecajem 

rituksimaba na unutarstanične signalne molekule uključene u proces apoptoze. Naime, smatra 

se da rituksimab povećava kemosenzitivnost limfomskih stanica tako što blokira 

antiapoptotsko djelovanje nekih molekula kao što su bcl-2 i bcl-6 odnosno NFκB 

sustava.49,51,54,145,146 Sve te antiapoptotske molekule aktivirane su upravo u skupini bolesnika s 

non-GC fenotipom. U prilog tome govore i rezultati novijih imunohistokemijskih studija koji 

su testirali algoritam na vlastitoj seriji bolesnika koji su liječeni s i bez rituksimaba.68,137 

Suprotno svemu navedenom, nova studija autora algoritma po Hansovoj pokazala je 

prognostičko značenje algoritma i u bolesnika liječenih rituksimabom.69  



 47 

Budući da neke studije opovrgavaju rezultate algoritma po Hansovoj i u bolesnika 

neliječenih rituksimabom, nameće se zaključak da algoritam za određivanje GC i non-GC 

imunofenotipa upotrebom bcl-6, CD10 i MUM1 nije adekvatan nadomjestak za molekularne 

metode. Zaista, stopa imunohistokemijski definiranih GC imunofenotipova je varijabilna od 

studije do studije (od 18% u studiji Borovečki i sur.140 do 49% u studiji de Paepe-a i sur.143) i, 

u pravilu, manja nego u molekularnim studijama57-59. Teško je analizu velikog broja gena koji 

definiraju GC i non-GC podtip DLBCL-a nadomjestiti određivanjem izražaja samo tri 

proteina.  Moguće da bi se dodatkom nekih drugih biljega, moglo bolje razlikovati povoljni i 

nepovoljni imunofenotip, posebno kod bolesnika liječenih rituksimabom. Nedavno objavljene 

studije pokazale su prognostičko značenje bcl-2 u kontekstu podjele na na GC i non-GC 

imunofenotip u bolesnika liječenih rituksimabom.147,148 Broj bolesnika u našoj studiji nije bio 

dovoljan za adekvatnu statističku analizu podskupina prema bcl-2 unutar GC i non-GC 

skupina.  

Potkraj 2008. objavljena je nova studija multicentrične grupe za molekularno 

profiliranje limfoma koja je, koristeći tehnologiju genskog čipa, potvrdila prognostičku 

vrijednost podjele na GC i non-GC genotip i kod bolesnika liječenih rituksimabom.138 K tome 

je multivarijantnom analizom prediktivnosti dobivena i jedna sasvim nova podjela koja osim 

podrijetla tumorskih stanica uzima i obzir mikrookoliš. Tako su dobivena nova tri tipa genske 

ekspresije: GC-genotip, stromal-1 tip koji predstavljaju povoljnu prognozu i stromal-2 tip koji 

je povezan s lošijom preživljenjem. Realno je očekivati da će to generirati nova istraživanja i 

dovesti do pronalaženja novih imunohistokemijskih biljega koji će zamijeniti ili nadopuniti 

algoritam po Hansovoj.  

 

5.4. Bcl-2 

Bcl-2 je antiapoptotski protein. U većini studija bolesnici, čiji limfomi izražavaju bcl-

2, imaju lošiji ishod ako su liječeni samo kemoterapijom. Uz to, u nekim studijama se bcl-2 

koristi i kao biljeg aktiviranog (non-GC) imunofenotipa.62,64,147-149 Prema radu Hans i sur,60 

uzeta je granična vrijednost za bcl-2 od 30% što je rezultiralo nešto većim postotkom 

pozitivnih uzoraka (75%) u odnosu na neke druge studije koje su koristile graničnu vrijednost 

od 50% i imale  59% - 66% bcl-2 pozitivnih uzoraka.54,150 Međutim, rezultati su identični, niti 

u jednom radu nije nađena povezanost izražaja bcl-2 s ishodom bolesnika liječenih R-CHOP-

om, premda je u našoj studiji izražaj bcl-2 bio statistički povezan s nepovoljnim IPI (p= 

0.035). Dvije navedene studije su za usporedbu pokazale i lošiji ishod bcl-2 pozitivnih 
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bolesnika u kontrolnoj grupi bolesnika liječenih samo CHOP-om.54,150 Vezano uz korelaciju s 

ostalim parametrima, u našoj studiji je bcl-2 bio povezan s izražajem MUM1 (p = 0.047) uz 

snažan trend ka poveznošću s non-GC fenotipom (p = 0.07),  što je u skladu s gore navedenim 

studijama koje ga inkorporiraju u biljege aktivacije limfocita.  

Značenje bcl-2 kao antiapoptoskog proteina u kontekstu djelovanja rituksimaba 

raspravljeno je u slijedećem odjeljku. 

 

5.5. Apoptotski biljezi  

5.5.1. Survivin 

U analiziranoj skupini bolesnika nije nađena povezanost između pozitivnosti na 

survivin i  promatranih ishoda. Isto tako, izražaj survivina nije korelirao s izražajem drugih 

ispitivanih biljega. Survivin je inhibitor apoptoze koji je ekstenzivno evaluiran u različitim 

zloćudnim tumorima pa tako i limfomima.80 Ukupno 6 studija do sada je istraživalo 

prognostičko značenje survivina u DLBCL.73,90-94 Međutim, načini ocjenjivanja pozitivnosti 

na survivin su bili različiti. Citoplazmatski pozitivitet survivina evaluiran je u prvoj studiji na 

limfomima.90 U većini kasnijih studija promatran je nuklearni pozitivitet,91,93,94 u jednoj nije 

specificirano da li je promatran nuklearni ili citoplazmatski pozivitet,73 a u jednoj su 

promatrana oba koristeći posebno konstruirano protutijelo72. Najčešća granična vrijednost pri 

ocjenjivanju pozitivnosti na survivin bila je obojenost više od 30% tumorskih stanica.73,90,91  

Ostale studije su koristile druge, semikvantiativne kriterije, gledajući intenzitet i/ili postotak 

pozitivnih stanica. Niti u jednoj od studija s DLBCL-om rezultati nisu bili provjereni PCR-

om.Vodeći se kriterijima iz literature (nuklearni pozitivitet, granična vrijednost 30%) dobili 

smo 25% uzoraka pozitivnih na survivin. Takva razina pozitivnosti survivina u našoj studiji je 

znatno niža u odnosu na druge studije gdje je stopa pozitivnosti bila 60%-82%. Moguća 

objašnjenja za takvu razliku su različiti kriteriji očitavanja izražaja survivina, upotreba 

različitih klonova survivina, te naposljetku, različiti načini fiksacije preparata koji mogu 

utjecati na bojanje survivinom.80 U pogledu prognoze, naši rezultati su u suglasju s nekim 

studijama,73,93,94 a proturječni drugim90-92.  Ukupno gledano, naš rad predstavlja još jedan 

doprinos obilju proturječnih rezultata o prognostičkom značenju survivina u zloćudnih 

tumora. Ipak, ovo je prvo istraživanje prognostičke vrijednosti survivina u bolesnika s 

DLBCL-om liječenih kombinacijom rituksimabom i kemoterapijom. Nema podataka o tome 

da li rituksimab modificira ulogu survivina i time utječe na prognozu bolesnika. 

Eksperimentalni podaci na staničnim linijima i mišjim modelima sugeriraju inhibiciju rasta 
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tumora ukoliko se stanične linije agresivnog B-limfoma tretiraju survivinskim protusmislenim 

oligonukleotidima (engl. antisense oligonucleotides).151 Zanimljivo, ako se terapiji priroda 

rituksimab, postiže se sinergistički učinak in vitro, ali ne in vivo. Nedavno je objavljena 

studija faze I u kojoj su bolesnici u uznapredovalim fazama različitih tumora liječeni 

inhibitorom survivina (YM155): posebno obećavajući odgovor postignut je u tri bolesnika s 

limfomom.152 

  

5.5.2. Kaspaza-3 

Slično survivinu, nije bilo korelacije između kaspaze-3 i promatranih ishoda u našoj 

grupi bolesnika kao ni povezanosti s izražajem ostalih biljega. Također, nismo uspjeli 

identificirati točkasti i difuzni tip citoplazmatskog bojenja koji je bio od prognostičkog 

značenja u radu Donoghue i sur,96 iako smo koristili identičan klon protutijela na kaspazu-3. 

Ipak, postojao je trend lošijeg preživljenja bolesnika sa slabijim izražajem kaspaze-3 i u 

našem (p = 0.10) i u citiranom radu (p > 0.09).  Međutim, za razliku od ovdje primijenjene 

kaspaze koja predstavlja neaktivirani oblik, u radu Murisa i sur.99 ispitivana je aktivirana 

kaspaza-3 čiji izražaj je statistički povezan (p < 0.001) s lošijim preživljenjem bolesnika. 

Visok izražaj kaspaze-3 i kaspaze-9 odražava nefunkcioniranje unutrašnjeg apoptotskog puta 

kojim djeluje citostatska terapija odnosno prisutnost inhibitora apoptoze kao što je XIAP 

molekula (iz obitelji inhibitora apoptoze). Kasnija istraživanja su pokazala da inhibitori 

XIAP-a induciraju apoptozu u takvim staničnim linijama.153  

Moguće je da bi se analizom aktivirane kaspaze-3 dobili drugačiji rezultati. Međutim, 

nismo se odlučili na analiziranje aktivne kaspaze-3, jer je u radu Murisa i sur. bila 

eksprimirana u vrlo malom broju stanica (od 1% do 17%, medijan 3.5%). Uzevši u obzir tako 

nisku razinu izražaja, adekvatna imunohistokemijska evaluacija mogla bi se učiniti samo 

upotrebom sofisticirane tehnologije dvostrukog imunohistokemijskog bojenja kako bi se 

pokazalo da su obojene stanice zaista tumorske.  

 

5.5.3. Povezanost survivina, kaspaze-3, bcl-2 i djelovanje rituksimaba 

Ideja ovog rada bila je analizom prognostičkog utjecaja proapoptotskih molekula 

(kaspaza-3) i inhibitora apoptoze (bcl-2 i survivin) pokušati se približiti mehanizmima putem 

kojih rituksimab dovodi do apoptoze tumorskih stanica. Međutim, nije nađeno povezanosti 

niti jednog od ispitivanih biljega s ishodom bolesnika kao ni njihove međusobne povezanosti. 

Jedno od objašnjenja je nereproducibilnost imunohistokemijskih metoda zbog čega su i 
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prethodno objavljene studije s tim istim biljezima imale proturječne rezultate na bolesnicima 

liječenim bez rituksimaba. To posebno vrijedi za survivin i kaspazu-3.  

Drugo moguće objašnjenje je činjenica da eksperimentalni rezultati na staničnim 

linijama sugeriraju utjecaj rituksimaba na proksimalnije apoptotske puteve kao ciljno mjesto 

proapoptotskog djelovanja rituksimaba, što uključuje i bcl-2 koji blokira unutrašnji put 

apoptoze (odjeljak 1.1.3, slika 2).49  Alternativno, u nekim eksperimentalnim studijama je 

pokazano proapoptotsko djelovanje rituksimaba neovisno o kaspazama.42-44 Buduće studije, 

posebno u kontekstu primjene novih lijekova kao što su inhibitori bcl-2 ili inhibitori survivina 

bi trebali bolje odgovoriti na to pitanje i dodatno rasvijetliti ulogu rituksimaba na proces 

apoptoze. 

 

5.6. CD43 

Kod 27% bolesnika nađen je izražaj CD43 na tumorskim stanicama. To je u skladu s 

rezultatima drugih studija gdje je izražaj CD43 pokazan u 16% odnosno 28% DLBCL-a. 
115,116 Iz ovdje prikazanih  rezultata vidljiva je poveznost izražaja CD43 na tumorskim 

stanicama s lošijim odgovorom na terapiju i preživljenjem. Iako se loš prognostički utjecaj 

može objasniti povezanošću s nepovoljnim IPI, CD43 je u multivarijatnoj analizi neovisno o 

IPI povezan s lošijim preživljenjem. Kad se IPI uzme kao jednistvena varijabla u dvije ili 

četiri kategorije, CD43 i dalje pokazuje statistički značajnu povezanost s OS. Zanimljivo, 

CD43 je u ovom istraživanju bio izražen u DLBCL uglavnom muških bolesnika za što nema 

plauzibilnog objašnjenja.  

 Ovdje prikazani rezultati u skladu su s ranije objavljenom studijom na maloj skupini 

bolesnika s limfomom okularnih adneksa gdje je CD43 također bio povezan s lošijom 

prognozom.117 Osim navedenog, do sada u literaturi nije objavljen niti jedan rad koji je 

ispitivao prognostičko značenje CD43 u limfoma ili drugih hematopoetskih tumora. Zbog 

toga smo u zasebnom radu proširili ovo istraživanje i na bolesnike koji nisu liječeni 

rituksimabom, a u uključili smo i one stadija I.154 U toj proširenoj grupi bolesnika CD43 je 

zadržao svoju vrijednost kao biljeg loše prognoze, neovisan o GC imunofenotipu, no, za 

razliku od ovdje prikazanih rezultata, izražaj CD43 nije bio statistički povezan s IPI, spolom 

ili više od jednom ekstranodalnom lokalizacijom. Pored toga, isključena je povezanost 

izražaja CD43 s izražajem CD5 koja se može naći u 10% DLBCL i udružena je s lošijom 

prognozom.155 
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Moguće su različita objašnjenja negativnog prognostičkog utjecaja CD43. Jedna od 

pretpostavki je da je CD43 povezan s proširenom bolesti tj. da izražaj CD43 preko interakcije 

s endotelom omogućava lakše „metastaziranje“ tumorskih stanica. U našoj skupini bolesnika, 

CD43 nije bio statistički povezan s uznapredovalim stadijem bolesti, ali je postojao trend u 

tom smjeru. Međutim, bolesnici sa CD43 pozitivnim DLBCL imali su statistički češću više od 

jednu ekstranodalnu lokalizaciju limfoma što govori u prilog pretpostavki o olakšanom 

širenju CD43-pozitivnih tumorskih stanica. Eksperimentalna istraživanja na T limfocitima 

pokazala su da je CD43 ligand za E-selektin na endotelnim stanicama i posreduje migraciju 

aktiviranih T limfocita na mjesto upale.107,108 U nedavno objavljenom radu pokazano je da 

CD43 ima glavnu ulogu u ekstravazaciji leukemijskih B stanica.156 Razina izražaja CD43 

povezana je s infiltracijom ekstravaskularnih tkiva i stvaranjem leukemičnih infiltrata na 

mišjem modelu. U solidnih tumora, izražaj CD43 u stanicama karcinoma cebelog crijeva 

može imati ulogu u širenju tumora tako što posreduje njihovo adherenciju za peritoneum.157 

Svi ti eksperimentalni podaci upućuju na moguću ulogu CD43 u širenju DLBCL, posebno 

ekstranodalno, što dovodi do lošijeg odgovora na standardnu terapiju, veću mogućnost relapsa 

i lošijeg preživljenja. 

Alternativno objašnjenje za nepovoljnu prognozu CD43-pozitivnih DLBCL je moguće 

antiapoptotsko djelovanje ovog glikoproteina. Naime, u radovima publiciranim prije desetak 

godina istraživana je uloga CD43 u preživljavanju B limfocita na modelu transgeničnih 

miševa. Budući da CD43 fiziološki nije izražen na mirujućim B limfocitima u krvi, Dragone i 

sur.158 su ga transfecirali u CD43-negativne B limfocite što je dovelo do produljenog 

preživljenja i snižene osjetljivosti na apoptozu transgeničnih stanica. U drugoj studiji, 

učinjena je transfekcija CD43 cDNA u CD43-negativni limfom u štakora.159 CD43-pozitivne 

stanice su imale smanjenu osjetljivost na apoptozu u G1 fazi staničnog ciklusa i bolje 

preživljenje u kulturi nakon deplecije seruma u odnosu na CD43-negativne stanice. Kasnije 

objavljene studije su istraživale molekularne mehanizme antiapoptotske aktivnosti CD43 u 

različitim tipovima stanica. Potencijalni mehanizam kočenja apoptoze u T limfocita uključuje 

otpornost na apoptozu putem FAS liganda.110 Slično tome, nedavno objavljena studija u 

solidnih tumora ukazala je na ulogu CD43 u razvoju tumora tako što pomaže izbjeći apoptozu 

posredovanu FAS-om u tumorima s oštećenim p53.160 Pored navedenog puta, aktivacija NF-

κB kao anti-apoptotskog mehanizma može biti dodatni mehanizam, aktiviran u CD43 

pozitivnim progenitorskim stanicama B-limfocita.161 

Konačno, treba uzeti u obzir i mogućnost da je CD43 možda samo epifenomen tj. da 

obilježava jednu, već genetički definiranu, vrstu DLBCL s lošijom prognozom. Na primjer, 
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nedavno je objavljena studija genske ekspresije u bolesnika s DLBCL liječnih rituksimabom 

koja je utvrdila postojanje „stromal-2“ obrasca izražaja gena koji je udružen s lošijom 

prognozom, a povezan je s tumorskom vaskularizacijom.138  Slično tome, moguće je da CD43 

pozitivni DLBCL pripadaju grupi Burkittu sličnih DLBCL-a koji imaju lošiju prognozu.162 

Bez obzira na hipotetske mehanizme kojima je CD43 posredno ili neposredno povezan 

s lošijom prognozom bolesnika s DLBCL, u ovom radu je pokazan kao neovisan pokazatelj 

lošijeg ishoda. Iako ovdje broj bolesnika nije dovoljan kako bi se statistički vjerodostojno 

mogao analizirati utjecaj CD43 u različitim podgrupama bolesnika, u proširenoj skupini 

bolesnika našli smo posebno negativan utjecaj CD43 u skupini bolesnika s povoljnim IPI, 

dakle, u skupini onih koji bi trebali imati dobru prognozu.154 To implicira mogućnost 

temeljitije evaluacije i praćenja bolesnika s CD43 pozitivnim DLBCL (npr. PET-CT pri 

dijagnozi i praćenju), a može se razmišljati i o primjeni intenzivnijih terapijskih opcija u 

odnosu na standardni R-CHOP +/- zračenje. Naravno, naši rezultati prethodno zahtijevaju 

potvrdu drugih istraživača i to na većoj skupini bolesnika.   

 

5.7. Imunohistokemijski biljezi i prognoza DLBCL 

 Općenito govoreći, čini se da ne postoji općeprihvaćen imunohistokemijski biljeg koji 

bi bio od prognostičkog značaja u DLBCL. Ekspertna skupina patologa iz devet različitih 

centara ocjenjivala je uobičajene imunohistokemijske biljege na uzorcima tumorskog tkiva 

TMA metodom (cilindri tumorskog tkiva izvađenih iz parafinske kocke koji se analiziraju na 

istom stakalcu kako bi se uštedio materijal i biljezi; engl. „tissue microarray“).163 Nađena je 

začuđujuće niska podudarnost među različitim centrima, posebno za neke biljege: najveća 

podudarnost među patolozima bilo je u projeni bojenja na CD20, srednja za bcl-2, dok je bcl-

6 bio jedan od najproblematičnijih.  Upravo je bcl-6 važan za razlikovanje GC i non-GC 

fenotipa što je vjerojatno i razlog različite učestalosti fenotipova među različitim skupinama (i 

različitih rezultata). Važno je naglasiti da naše istraživanje, za razliku od većine citiranih 

studija, nije rađeno TMA metodom, nego je bojenje analizirano na cijelom presjeku 

tumorskog tkiva što je prednost jer se izbjegava greška u izboru cilindra za TMA. Međutim, 

drugi razlozi, kao što su različite laboratorijske tehnike među studijama (od fiksacije tkiva do 

upotrebe različitih primarnih i sekundardnih protutijela), različiti kriteriji očitavanja i različita 

subjektivna interpretacija bojenja, mogu dovesti do velikih varijacija u prognostičkom 

značenju pojedinih biomarkera.  To je činjenica koju svakako treba imati na umu i prilikom 

analize nekih novih imunohistokemijskih biljega. Zbog toga, svaki novi biljeg treba biti 
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evaluiran  na velikom broju bolesnika u različitim centrima, prije nego što se na osnovu njega 

počne planirati terapijski pristup bolesniku. 

S druge strane, unatoč spomenutim nedostacima, bilo bi pogrešno zanemariti 

istraživanja imunohistokemijskih biljega tj. proteina na račun sofisticiranih molekularnih 

metoda koje identificiraju gene.  Proteini ipak predstavljaju konačne proizvode transkripcije 

gena koji su odgovorni su za funkcioniranje živog organizma i prognozu bolesti, a mogu se 

relativno jednostavno vizualizirati unutar stanice  rutinski dostupnim metodama.   

 

 

 

 

 



 54 

                                                                                             6. Zaključci 

 

� Polimorfizmi receptora za Fc fragment, FcγRIIIa 158 V/F i  FcγRIIa 131 H/R, ne 

utječu na odgovor na liječenje, EFS i OS. Može se zaključiti da razlike u ADCC 

posredovanom Fcγ receptorom nisu od kliničkog značaja u bolesnika s DLBCL 

liječenih kombinacijom rituksimaba i CHOP-a, za razliku od bolesnika s FL liječenih 

monoterapijom rituksimabom. Rezultati su u djelomičnoj suprotnosti sa studijom 

korejskih autora gdje su bolesnici FcγRIIIA 158 V/V genotipom imali bolji odgovor 

na liječenje, no ta razlika nije rezultirala boljim preživljenjem.   

� Imunohistokemijska podjela na GC i non-GC podtip DLBCL-a prema algoritmu 

Hansove i suradnika nije povezana s odgovorom na liječenje i preživljenjem 

bolesnika. Također, niti jedan od ispitivanih biljega (CD10, bcl-6, MUM1) samostalno 

nije povezan s ishodom liječenja. Takvi rezultati su sukladni većini objavljenih studija 

u bolesnika liječenih R-CHOP-om što se može objasniti poboljšanjem prognoze 

bolesnika s non-GC fenotipom dodavanjem rituksimaba kemoterapiji, ali i činjenicom 

da predloženi algoritam ipak nije univerzalno prihvatljiv nadomjestak za razlikovanje 

molekularnih podskupina DLBCL-a. 

� Izražaj biljega apoptoze na tumorskim stanicama (bcl-2, survivin i kaspaza-3) nije 

povezan s ishodom bolesnika. Nedostatak prognostičkog značaja bcl-2 opažen je i u 

većini drugih studija u kojima su bolesnici liječeni R-CHOP, a objašnjava se 

djelovanjem rituksimaba na unutrašnji apoptotski put i povećanjem kemosenzitivnosti. 

Suprotno tome, završni dio apoptotskog puta koji uključuje survivin i kaspazu-3 

vjerojatno nije podložan izravnom djelovanju rituksimaba. Promatran je nuklearni 

izražaj survivina, s nižem postotkom pozitivnih tumorskih stanica u odnosu na 

dosadašnje studije.  Nismo mogli razlikovati ranije opisani točkasti i difuzni tip 

citoplazmatskog bojenja na kaspazu-3.  

� CD43, transmembranska molekula čija fiziološka uloga nije potpuno istražena, 

otkriven je kao biljeg lošijeg odgovora i preživljenja. Multivarijantna analiza pokazala 

je povezanost izražaja CD43 s lošijim preživljenjem neovisno o IPI-u. Radi potvrde 

nepovoljnog prognostičkog utjecaja CD43 biljega potrebno je provesti dodatna 

istraživanja u drugim centrima. Isto tako su potrebna dodatna istraživanja kako bi se 

utvrdili biološki mehanizmi utjecaja CD43 na ishod liječenja DLBCL-a.   
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                                                                                           7. Sažetak  

 

Difuzni B-velikostanični limfom (DLBCL) je najčešći ne-Hodgkinov limfom. 

Standardnim metodama liječenja moguće je izliječiti oko 60% bolesnika, a prognoza ovisi 

prvenstveno o kliničkim značajkama, sažetim u tzv. međunarodnom prognostičkom 

indeksu (IPI). Međutim, nema općeprihvaćenih molekulskih i imunohistokemijskih 

prognostičkih biljega u DLBCL.  

Cilj ovog rada bio je analizirati prognostički značaj molekularnih i imunohistokemijskih 

biljega u 60 bolesnika s DLBCL-om liječenih na jedinstven način, kombinacijom 

rituksimaba i kemoterapije po shemi CHOP ili slične.  

Nije nađena povezanost polimorfizama Fcγ receptora IIIa (FcγRIIIa) 158 V/F i  FcγRIIa 

131 H/R s odgovorom na liječenje i preživljenjem što ukazuje da stanična citotoksičnost 

ovisna o protutijelima putem Fcγ receptora nije najznačajniji mehanizam djelovanja 

rituksimaba u ovoj skupini bolesnika. Imunohistokemijski biljezi diferencijacije i 

aktivacije, CD10, bcl-6, MUM1, nisu bili od prognostičkog značenja u ispitivanoj skupini 

bolesnika. Podjela DLBCL-a na GC i non-GC imunofenotip upotrebom algoritma po 

Hansovoj nije bila povezana s promatranim ishodima. Ovaj nalaz ukazuje da 

imunohistokemijske metode ne mogu zamijeniti analizu izražaja gena u razlikovanju 

molekularnih podtipova DLBCL-a- Alternativno, moguće je da rituksimab mijenja 

prognostičko značenje nekih biljega.  Biljezi apoptoze, bcl-2, survivin i kaspaza-3, 

također nisu bili povezani s promatranim ishodima. Za razliku od toga, izražaj CD43 je 

bio povezan sa slabijim odgovorom na liječenje i lošijim preživljenjem, neovisno o IPI-u. 

Čini se da je CD43 vrlo značajan novootkiveni nepovoljni prognostički faktor u bolesnika 

s DLBCL. 
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___________________________________________________________     8. Summary 

 

Title: Prognostic importance of FcγRIIIa and FcγRIIa genetic polymorphisms and 

             expression of survivin and caspase-3 in patients with diffuse large B-cell 

           lymphoma treated with combination of rituximab and CHOP chemotherapy 

 

Diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) is the most frequent non-Hodgkin lymphoma. 

Using standard treatment approaches, about 60% of patients can be cured; prognosis 

depends primarily on clinical characteristics summarized in the „International Prognostic 

Index“ (IPI). However, there is no generally accepted molecular or immunohistochemical 

prognostic marker for DLBCL. 

The aim of this study was to investigate the prognostic importance of molecular and 

immunohistochemical markers in 60 patients with DLBCL treated homogenously with 

rituximab and CHOP or CHOP-like chemotherapy. 

No correlation was found between Fcγ receptor IIIa (FcγRIIIa) 158 V/F and FcγRIIa 131 

H/R polymorphisms and response to treatment or survival, suggesting that antibody 

dependent cellular cytotoxicity through Fcγ receptors is not the most important 

mechanism of rituximab action in this setting. Immunohistochemical markers of 

differentiation and activation, CD10, bcl-6 and MUM1, were not of prognostic 

significance in this group of patients. Classification of DLBCLs in GC and non-GC 

subtypes according to the algorithm published by Hans and co-workers did not affect the 

outcomes. This finding suggests that immunohistochemical methods cannot reliably 

replace gene expression profiling in differentiating between molecular subtypes of 

DLBCL. Alternatively, it is possible that rituximab may change the prognostic 

significance of some markers. Apoptosis markers, bcl-2, survivin and caspase-3, were also 

not associated with outcomes. In contrast, CD43 expression was associated with a lower 

response rate and inferior survival, independently of IPI.  Thus, CD43 seems to be a very 

important new adverse prognostic marker in patients with DLBCL.  
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