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1. UVOD, DEFINICIJE, KLASIFIKACIJA I EPIDEMIOLOGIJA

Limfomi su heterogena skupina malignih bolesti B-stanica, T-stanica i rijetko
prirodnoubilackih (NK) stanica koje imaju podrijetlo od jednog limfocita koji je prosao kroz
transformaciju koja mu je dala selektivnu prednost u rastu i prezivljavanju u odnosu na
normalni stani¢ni tip od kojeg je potekao (Williams, 2010.). Neoplazma obi¢no ima podrijetlo
u limfnim ¢vorovima ili limfatiénom tkivu na drugim mjestima u tijelu (tzv. ektranodalni
limfomi) i mogu biti lokalizirani ili Siroko raSireni u vrijeme kada se limfom dijagnosticira.
DanasSnja Kklasifikacija prepoznaje tri velike grupe limfoidnih neoplazmi: B-stani¢ne
neoplazme, T- i NK- neoplazme te hodgkinske limfome (Swerdlow, 2008.) Velika
heterogenost limfoma rezultat je kompleksnog uredenja i funkcije imunoloSkog sustava i
njegove Siroke distribucije u mnogim organima, odnosno na visoko specijaliziranim mjestima
tih organa. Tome pridonosi i diferencijacija prekursorskih stanica u T-, B- i NK-stani¢ne
tipove, kao i kompleksno sazrijevanje preko mnogih progenitorskih stani¢nih razina te
popratne alternacije u ekspresiji gena imunoloskog kompleksa gdje postoje brojne moguénosti
za transformirajuc¢e promjene (Wiliams, 2010.). U ovom seminarskom radu opisani su ne-
hodginski limfomi (NHL) od eng. non-hodking lymphoma, NHL koje definiramo kao skupinu
limfoidnih neoplazmi koje dijele zajedni¢ko podrijetlo od zrelih, odnosno perifernih,
limfoidnih stanica i obuhvacaju sve limfome osim hodkinskog limfoma (Lenz, 2011.). NHL,
stoga, mozemo definirati i kao raznoliku grupu malignih limfoma c¢ija je zajednicka
karakteristika odsutnost velikih Reed-Stenberg stanica koje su karakteristika hodkinskog
limfoma (Jaffe, 2008.). Ve¢ ovdje vidimo kako je klasifikacija, pa samim time i nazivlje ovih
tumora, izrazito kompleksno te se tijekom zadnjih trideset godina ucestalo mijenjalo. Neki od
pojmova upotrebljavanih u znanstvenim radovima i knjigama ovog podrucja nisu sinonimi i
nastali su u razli¢itim vremenima te su se nastavili upotrebljavati unato¢ problematici u
nazivlju. U upotrebi je tijekom povijesti bilo vise klasifikacija NHL-a (detaljni pregled u
Jaffe, 2008.) koje su utjecale na danasnje nazivlje, ali danas je op¢eprihvacen klasifikacijski
sustav koji je objavila Svjetska zdravstvena organizacija (WHO) 2001. godine, a koji je
revidiran 2008. godine (Shaffer, 2008.). Klasifikacijski sistemi primarno su zamisljeni tako da
razmatraju najvjerojatniji limfoidni prekursor koji bi fenotipski i genotipski odgovarao
malignim stanicama u tumorskom tkivu. Klasifikacije se baziraju na limfocitnoj analizi:
povrsinskih antigena B-, T- ili NK-stanica, potpunog obrasca antigena CD (eng. clusters of
differentiation) na povrsSini limfocita, pojavi specifi¢nih histopatoloskih karakteristika na rezu
tkiva i specificnim citogenetickim markerima (Williams, 2010.). Tradicionalno odvojeni

klasi¢ni hodkinski limfomi i NHL u posljednje vrijeme sve se viSe preklapaju nakon otkri¢a
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da su hodkinski limfomi porijetlom iz B-stani¢ne linije limfocita (Kuppers, 2006.). Recentnu
klasifikaciju limfoma zrelih B-stanica napravio je tim znanstvenika Svjetske zdravstvene
organizacije (WHO, engl. world health organization) 2008 godine (Tab. 1.). Dobra
klasifikacija limfoma bitna je za kvalitetna istraZzivanja patogeneze B-stani¢nih limfoma, kao i
za dobru dijagnostiku, te kona¢no $to uspjesnije lijeCenje sa $to manje negativnih efekata
(Kuppers, 2005.). Razli¢iti tipovi B-stani¢nih limfoma pokazuju izrazito razlic¢ita klinicka

ponaSanja Sto dakako zahtijeva i razliCit pristup u lijeGenju.

Tablica 1. WHO Klasifikacija limfoma zrelih B-stanica

Limfomi zrelih B-stanica

Kroni¢na limfocitna leukemija/limfom malih limfocita
Prolimfocitna leukemija B-stanica
Splenicni limfom marginalne zone
Leukemija vlasastih stanica
Spleniéni limfom/leukemija, neklasificirano*
Spleni¢ni B-malostanicni difuzni limfom crvene pulpe
Netipi¢na leukemija vlasastih stanica
Limfoplazmocitni limfom
Walderstromova makroglobulinemija
Bolesti teskog lanca imunoglobulina
a bolest teskog lanca
y bolest teSkog lanca
i bolest teskog lanca
Plazmastanicni mijelom
Solitarni plazmocitom kosti
Ekstraostealni plazmocitom
Ekstranodalni limfom marginalne zone vezan uz limfati¢no tkivo sluznice (MALT limfom)
Nodalni limfom marginalne zone
Nodalni limfom marginalne zone u djece
Folikularni limfom
Folikularni limfom u djece
Primarni kozni limfom folikularnog centra
Limfom stanica plastene zone
Difuzni B-velikostanicni limfom (DLBCL), NOS
B-velikostani¢ni limfom bogat T-stanicama/histiocitima
Primarni DLBCL centralnog Zivéanog sustava
Primarni kozni DLBCL, nozni tip
EBV-pozitivni DLBCL starijih
DLBCL povezan s kronicnom upalom
Limfomatoidna granulomatoza
Primarni B-velikostanicni limfom medijastinuma
Intravaskularni B-velikostani¢ni limfom
ALK-pozitivni B-velikostanicni limfom
Plazmablasticni limfom
B-velikostanicni limfom koji nastaje u HHVB-povezanoj multicentri¢noj Castelmanovoj bolesti
Primarni efuzijski limfom
Burkittov limfom
Neklasificirani B-stanicni limfomi karakteristika izmedu DLBCL-a i Burkittovog limfoma
Neklasificirani B-stani¢ni limfomi karakteristika izmedu DLBCL-a i klasicnog hodgkinskog limfoma
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Neoplazme zrelih B-stanica predstavljaju oko 90% svih limfoidnih neoplazmi u svijetu kod
odraslin (Anon, 1997.). Druk¢ije receno, 90% limfoma potjee od stanice koja ima
karakteristike specificne za normalne B-stanice, a to se primarno odnosi na povrsinske
antigene CD i preuredivanje imunoglobulinskih gena (Williams, 2010.). Oni predstavljaju oko
4% sluCajeva malignih tumora koji se dijagnosticiraju svake godine. Jedini limfomi koji se
pojavljuju kod djece sa znacajnom frekvencijom su B-velikostani¢ni limfom (DLBCL) i
Burkittov limfom. Najces¢i tipovi B-stani¢nih limfoma kod odraslih su folikularni limfom i
DLBCL koji zajedno ¢ine oko 60% svih zabiljezenih limfoma (SI. 1.). Ucestalost limfoma,
osobito B-stani¢nih limfoma, u svijetu je u porastu i svake godine zabiljezi se oko 280 000
novih slucajeva (Stewart, 2003.). Distribucija i ucestalost razli¢itih tipova B-stani¢nih
limfoma ovisi o drzavi u kojoj se rezultati biljeze pa mozemo re¢i da su u razliéitim
dijelovima svijeta ¢esto prisutni razli¢iti tipovi limfoma s razli¢itom stopom pojavnosti. Tako
su folikularni limfomi izrazito Cesti u sjevernoj Americi i zapadnoj Europi, a izrazito su rijetki
u juznoj Americi, isto¢noj Europi, Africi i Aziji. Isto tako, Burkittov limfom je endemican u
ekvatorijalnoj Africi gdje predstavlja najéeséu djecju bolest, dok u sjevernoj Americi i

zapadnoj Europi ¢ini tek oko 1-2% sluc¢ajeva limfoma (Swerdlow, 2008.).

m Diffluse large B-cell 37%
= Follicular 29%
MALT lymphoma 9%
bante cell ymphoma 7%
mOCLLSLL 12%
= Primarymad large B-cell 3%
= High Grade B, NOS 2 5%
w Burkili 0.8%
= Splenic marginal zone 0.9%

B Modal marginal zone 2%

Lymphoplasmacytic 1.4%

Slika 1. Ucestalost pojedinih tipova B-stani¢nih limfoma kod odraslih
(Preuzeto iz Jaffe, 2008.)

Sliéno drugim tipovima malignih tumora, B-stani¢ni limfomi rezultat su akumulacije
genetickih aberacija koja funkcionira u mnogo povezanih procesa koji rezultiraju selektivnom
prednos$¢u u rastu koju maligni klon ima u odnosu na normalni stani¢ni tip (Lenz, 2011.).

Rekurentne translokacije, koje se dogadaju u razliitim fazama diferencijacije B-stanica
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obi¢no su inicijalni korak koji vodi u malignu transformaciju. Ove translokacije vode do
deregulirane ekspresije onkogena koji kontroliraju klju¢ne korake u stani¢noj proliferaciji,
prezivljavanju i diferencijaciji. Te translokacije same po sebi nisu dovoljne da bi uzrokovale
pojavu limfoma te su sekundarne genetic¢ke aberacije ¢esto potrebne kako bi doSlo do potpune

transformacije B-stanice u tumorsku stanicu (Lenz, 2011.).

Danas se zna da B-stani¢ni limfomi nisu autonomni kao §to se prije mislilo, ve¢ su faktori
klju¢ni za diferencijaciju i prezivljavanje normalnih B-stanica klju¢ni i za maligni rast vecine
B-stani¢nih limfoma (Kuppers, 2005.). Drugo poglavlje posveéeno je detaljnijem
objasnjavanju diferencijacije B-stanica, odnosno stani¢nog porijetla B-stani¢nih limfoma, koji

potjecu iz razlicitih stupnjeva diferencijacije normalnih B-stanica.
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2. DIFERENCIJACIJA B-STANICA I STANICNO PODRIJETLO B-LIMFOMA

2.1. Diferencijacija B-stanica

B-stani¢ni limfomi pokazuju karakteristike normalnih razvojnih stadija B-stanica i upravo
ova slicnost s normalnim razvojnim stadijima pruza osnovu za klasifikaciju i nomenklaturu
ovih tumora iz razloga Sto su maligne B-stanice zaustavljene u odredenoj fazi diferencijacije
koja reflektira njihovo stani¢no podrijetlo (Kuppers, 2005.). Diferencijacija B-stanica dogada
se u nizu koraka kojekarakterizira struktura B-stani¢nog receptora (BCR). (Sl. 3.). BCR se
sastoji od dva identi¢na teSka lanca i1 dva identi¢na laka lanca imunoglobulinskih (Ig)
polipeptida koji su kovalentno povezani disulfidnim mostovima. Stupnjevi u diferencijaciji
normalnih B-stanica definirani su pimarno serijskim grupiranjem i daljnjom ekpresijom gena
za tedKi i laki lanac imunoglobulinskih gena. Tako prva klasifikacija B-stanica slijedi podjelu
u razli¢ite razvojne stadije u odnosu na izostanak ekpresije gena za oba imunoglobulinska
lanca, na ekspresiju samo teSkog lanca ili na ekpresiju gena i za teSke i za lake lance
imunoglobulina (Janeway, 2005.) (SI. 2.). Daljnja podjela u prijelazne razvojne stadije temelji
se na analizi ekspresije gena za druge povrSinske stanicne proteine, 0dnosno na temelju
direktne DNA analize stanja lokusa za imunolobulinske gene. Normalna diferencijacija B-
stanica kod ljudi pocCinje u koStanoj srzi s prekursorskim stanicama koje nazivamo
progenitorske B stanice (B limfoblasti, pro-B stanice koje su prekursori cijele B-stani¢ne
linije) i inicirana je prekrajanjem gena za varijabilne regije teskih i lakih lanaca antitijela u B-
stani¢nim linijama, u procesu poznatom kao rekombinacija V(D)J (Kuppers, 1999.). U ovome
procesu je DNA, koja je locirana izmedu gena koji se prekrajaju, deletirana s kromosoma
(ponekad moze biti invertirana). Svaka B-stanica tako generira specificni set gena za
varijabilne regije teSkih i lakih lanaca koji se razlikuju od istih setova drugih B-stanica te
stoga svaka stanica producira na svojoj povrsini drugo antitijelo (Kuppers, 1999.). Ovaj
rearanZman gena oprema i svaku B-stanicu s individualim, molekularnim klonalnim
markerima koji su kljuéni za definiranje stadija u diferencijaciji, a posljedicno 1 za
klasifikaciju B-stani¢nih limfoma. Nakon uspjesne ekspresije citoplazmatskog p teSkog lanca
stanicu definiramo kao pre-B stanicu, a nakon uspjeSne ekspresije IgM u sljede¢em koraku na
povrsini stanice, stanicu mozemo definirati kao nezrelu B-stanicu (IgM+, IgD-) (Janeway,
2005.). Sav ovaj razvojni niz odvija se u kostanoj srzi i neovisan je o antigenu (eng. antigen-

independent).

Ekspresija antijela kao antigenskog receptora na povrSini B-stanica klju¢na je za razvoj i
prezivljavanje B-stanica. U razvoju, stanica prolazi kroz wuredeni program V(D)J
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rekombinacija u kojem prezivljavaju samo one stanice koje imaju gene za teSke i lake Ig lance
tako uredene da se isti mogu translatirati u proteine, $to je najeSée posljedica ocuvanja
tocnog okvira ¢itanja. Sve stanice koje nemaju dobar okvir Citanja (eng. out of frame V(D)J)
umiru apoptotskim putem (Rajewski, 1996.). Uz ekspresiju antigenskih receptora za
prezivljavanje B-stanica tijekom njihove diferencijacije klju¢na je specifi¢nost tih istih
receptora. Tako u koStanoj srzi one B-stanice Cija ekspresija rezultira autoreaktivnim
receptorima su ili uklonjeni apoptotskim putem ili prolaze kroz novo uredivanje receptora,
odnosno sekundarnu V(D)J rekombinaciju (Kuppers, 1999.). B-stanice koje su uspjeSno
eksprimirale na svojoj povrSini naivni B-stani¢ni receptor (onaj koji jos nije izloZen antigenu)
napustaju koStanu srz nastavljaju¢i svoju diferencijaciju. Ukoliko uspiju prezivjeti u
perifernom limfatickom tkivu, diferenciraju se u zrele, naivne B-stanice koje na svojoj
povrsini eksprimiraju imunoglobulin M i imunoglobulin D (IgM+, IgD+) (Janeway, 2005.).
Naivne B-stanice ¢ine oko 60% svih B-stanica koje cirkuliraju u perifernoj krvi (Klein,
1998.). Uz ekspresiju imunoglobulinskih gena, kako B-stanica prolazi kroz diferencijaciju,
mijenja se ekspresija i mnogih drugih proteinskinh gena, pogotovo onih koji kodiraju
povrsinske stani¢ne proteine pa se ekspresijski obrazac tih diferencijacijskih markera koristi
za identifikaciju razli¢itih razvojnih stadija B-stanica, odnosno za analizu stani¢nog porijetla
B-stani¢nog limfoma (Kuppers, 2005.). Primjer su molekule CD79A i CD79B koje sadrze
citoplazmatske imunoreceptorske tirozin-bazirane aktivacijske motive koji prenose signal

nakon uspjeSnog spajanja BCR (eng. BCR-crosslinking).

Pre-BCH BCH
1
‘, ap
Pro-8 Pre-B Immature Matura Germinal  Memory B Plasma cell
B naive B centre B (Marginal zone)
Antlgcn lnd&pendnnt l <5E _Ilfﬁﬁ!__n _ qu:la! ____ der : _II:_ =
o1 ]
cD79A |
| PAXS |

co20 ]

Slika 2. Imunofenotip B-limfocita u razli¢itim fazama sazrijevanja

(Preuzeto iz Jaffe, 2008.)
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Naivne B-stanice, koje su obitno CDS5+, su mali mirujué¢i limfociti koji cirkuliraju u
perifernoj krvi (PB, od eng. peripheral blood), nalaze se u primarnim limfoidnim folikulima i
plastenim zonama folikula (tzv. recirkulirajuce B-stanice). Naivne B-stanice mogu prepoznati
antigen membranski vezanim receptorom (BCR) na povrsini i vezanjem takvog antigena se
aktiviraju te mogu sudjelovati u imunoloskom odgovoru. Aktivirane B-stanice mogu
diferencirati u plazma stanice koje produciraju rani IgM imunoloski odgovor na antigen bez
kontakta s T-stanicama. Takav imunoloski odgovor koji je neovisan o T-stanicama dogada se
izvan germinalnih centara (ekstrafolikularno). U imunoloSskom odgovoru ovisnom o T-
stanicama Kkoji je vazniji za razvoj B-stani¢nih limfoma, B-stanice aktivirane antigenom
skupljaju se u centrima primarnih folikula sekundarnih limfati¢énih organa kao Sto su limfni
¢vorovi, slezena ili limfati¢no tkivo sluznice (MALT, od eng. mucosis associated lymphomic
tissue) odnosno u Peyerovim plo¢ama i tonzilama gdje ispunjavaju mrezu folikularnih
dendritickih stanica (FDC, od eng. follicular dentritic cells) i formiraju germinalni centar
(GC). Aktivirane B-stanice u tim strukturama prolaze klonalnu ekspanziju tako Sto im se 1gG
geni modificiraju u procesu somatske hipermutacije (SHM, od eng. somatic hyper-mutation),
odnosno u procesu class-switch rekombinacije (CSR, od eng. class-switch recombination)
(Favera, 2008.). SRM predstavlja proces u kojem se mutacije (primarno promjene jednog
nukleotida, ali cesto i delecije i duplikacije) uvode u varijabilne regije Ig gena (IgV) u visokoj
frekvenciji u B-stanici tijekom imunoloskog odgovora na antigen. Kao rezultat ovog procesa,
B-stanice u germinalnim centrima produciraju antijela koja imaju ve¢i afinitet za antigen od
nativnih 1g gena pa prolaze kroz pozitivnu selekciju i prezivljavaju. Suprotno tomu, stanice
koje produciraju nefunkcionalno antitijelo ili antitijelo sa smanjenim afinitetom za antigen,
kojih je zapravo mnogo viSe od onih koje uspiju producirati antigen s ve¢im afinitetom,
prolaze kroz negativnu selekciju i kona¢no apoptozu. Stanice koje eksprimiraju poZeljno
antijelo, odnosno ono s povec¢anim afinitetom, otpustaju se u periferni sustav kao plazma
stanice i dugozivu¢e memorijske B-stanice (Kuppers, 1999.). Konacno, neke B-stanice u
germinalnim centrima mijenjaju ekspresiju IgM i IgD kako bi eksprimirale teSke lance drugih
klasa imunoglobulina: 1gG, IgA ili IgE u procesu CSR (Lie, 1996.). Ovaj proces rezultira
promjenom efektorskih funkcija antijela, ali ostavlja V(D)J regije, odnosno specifi¢nost
antijela, netaknutom. Proliferiraju¢e B-stanice germinalnog centra (GC-stanice) koje prolaze
SHM cesto se nazivaju centroblasti, a njihovi potomci koji prolaze kroz selekciju i CSR
nazivaju se centrociti (Favera, 2008.). Opisani proces diferencijacije B-stanica prikazan je

shematski na slici 3.
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Slika 3. Diferencijacija B-stanica i reakcija u germinalnim centrima

(preuzeto iz Kuppers, 2005.)

2.2. Podrijetlo B-stani¢nih limfoma

Imunofenotipska i genotipska istrazivanja malignih B-stanica devedesetih godina pokazala
su da veéina B-stani¢nih limfoma potjee od GC-stanica ili post-GC stanica (odnosno
memorijskih stanica) (Stevenson, 2001.) (SI. 4.). Analiza varijabilne regije 1g gena (IgV)
malignih limfocita u B-limfomima pokazale ja da su one gotovo uvijek prosle proces SHM-a
u germinalnim centrima Sto ukazuje na to da su zarobljene kao GC stanice ili su u kasnijoj
diferencijaciji ostale zarobljene kao post-GC stanice (Kuppers, 1999.). Drugi marker koji je
Cesto zapazen u vecini limfoma je mutacija gena BCL6 (BCL, eng. B-cell lymphoma 6), a
budu¢i da je BCL6 takoder podlozan mutacijama u germinalnom centru, premda s nizom
frekvencijom od IgV, potvrdeno je GC ili post-GC stani¢no podrijetlo. BCL6 je nuklearni
fosfoprotein koji pripada u BTB/POZ porodicu transkripcijskih faktora koji imaju strukturu
cinkovih-prstena, a specifi¢no je eksprimiran u GC stanicama i nuzan je za GC formaciju, dok
ga u naivnim B-stanicama nema, a u plazma i memorijskim stanicama je prestala njegova
ekspresija (Favera, 2008.). JoS jedan od GC markera je ekspresija membranske
metaloendopeptidaze CD10. Postoje i mnogi drugi markeri kojima se stanice mogu
karakterizirati i klasificirati (Tab. 2.).

Drugi dokazi GC/post-GC podrijetla ve¢ine limfoma su kromosomske translokacije i
aberantni proces SHM koji predstavljaju pogreSke, odnosno poremec¢aje u mehanizmima
prekrajanja imunoglobulinskih gena (Favera, 2008.). Analiza somatskih mutacija moze

razdvojiti GC podrijetlo od post-GC podrijetla. Tako su u folikularnim limfomima prisutne
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kontinuirane somatske mutacije u tumorskom Kklonu Sto bi, uz folikularni uzorak rasta ovih
limfoma, sugeriralo da su folikularni limfomi tumori GC B-stanica. Kontinuirane somatske
mutacije unutar tumorskog klona prisutne su i u limfoplazmacitoidnim limfomima, vecini
sporadi¢nih i endemi¢nih Burkitovh limfoma, vecini difuznih b-velikostani¢nih limfoma
(DLBCL, od eng. diffuse large B-cells lymphoma, GC-tip) i rijetkim MALT limfomima
(Kuppers, 1999., Jaffe, 2008.). Burkittov limfom i DLBCL odgovaraju brzo proliferiraju¢im
stanicama i oba su klinicki izrazito agresivni limfomi (Jaffe, 2008.). Limfomi marginalne
zone, odnosno MALT, spleni¢ni i nodalni tipovi limfoma predstavljaju post-germinalni tip,
memorijski B-stani¢ni tip ili tip marginalne zone koji su podrijetlom iz ekstranodalnih,
spleni¢nih ili nodalnih tkiva i naj¢es¢e u njima specifi¢no proliferiraju (Shaffer, 2008.). S
druge strane, limfomi stanica plaStene zone (MCL, eng. mantle-cell lymphoma) i neke B-
stani¢ne kroni¢ne limfocitne leukemije (B-CLL) nemaju markere karakteristicne za GC ili
post-GC stanice, odnosno nemaju IgV mutacije karakteristi¢ne za stanice koje su prosle SHM,
ve¢ se danas smatra da isti odgovaraju CD5+ naivnim B-stanicama, odnosno stanicama koje
nisu proSle kroz germinalne centre. Ipak, 20-30% sluc¢ajeva MCL i 50% slucajeva B-CLL
nose mutirane V-regije gena, $to indicira da su pro$li kroz GC reakciju (Kuppers, 1999.,
Kuppers, 2005.). Spleni¢ni B-stani¢ni limfomi marginalne zone ukljucuju B-stanice
folikularne i marginalne zone i obi¢no nose nemutirane varijabilne (V)- regije Ig gena. Ovi
limfomi, stoga, mogu mogu biti podrijetlom od naivnih B-stanica koje imaju tendenciju
diferencijacije u marginalnoj zoni. Post-transplatacijski limfomi, koji se obi¢no razvijaju u
pacijenata nakon transplantacije organa, obi¢no su podrijetlom od GC B-stanica koje su prosle
selekciju antigena i eksprimiraju BCR, dok drugi mogu biti derivirani iz pre-apoptotickih GC
B-stanica (Capello, 2003., Kuppers, 2005., Shaffer, 2002.). Za primarne medijastinalne B-
stani¢ne limfome vjeruje se da su podrijetlom od post-GC B-stanica timusa, a vazan je ABC
(eng. active B-cells) tip DLBCL za kojeg se vjeruje da je podrijetlom od aktiviranih B-stanica
(Kuppers, 2005.). Kada govorimo 0 stani¢nom podrijetlu B-stani¢nih limfoma (eng. cell of
origin), prisiljeni smo govoriti o odnosu izmedu fenotipa tumora u njegovoj klinickoj slici i
normalnoj fazi B-stanice tijekom diferencijacije. To moze voditi do neto¢ne interprentacije,
buduéi da ne mozemo promatrati B-stani¢ne limfome tijekom njihove prirodne evolucije, tj.
transformacije iz normalnih B-stanica. Stoga se onkogene translokacije, kao najcesci
transformiraju¢i dogadaji, mogu dogoditi i u ranijoj fazi diferencijacije B-stanica nakon koje
transformirana stanica nastavlja s diferencijacijom i tek je kasnije akumulacijom dodatnih
aberacija tzv. onkogenih udaraca (eng. oncogenic hits) zaustavljena u diferencijaciji pa
ostvaruje potencijal rasta i razvoja dobiven trasformacijom (Shaffer, 2002., Shaffer 2012.).
Upravo zato neki autori (Shaffer, 2012.) ne preporucuju upotrebu ovog termina prilikom
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objasnjavanja razvoja B-stani¢nih limfoma. Primjer zaSto su neki autori protiv upotrebe
pojma podrijetlo je slu¢aj kroni¢ne limfocitne leukemije B-stanica za koju se misli da ima
podrijetlo od hematopoetskih mati¢nih stanica (HSC). U pokusima u kojima su
imunodeficijentni miSevi primali HSC-e iz B-CLL pacijenata razvio se klasiéni CLL fenotip
stanica Sto je sugeriralo da CLL HSC-e nose odredenu geneticku ili epigeneticku
predispoziciju za razvoj limfoma zrelih B-stanica (Kikushige, 2011.). Sli¢an primjer vidljiv je
kod folikularnih limfoma kod kojih je t(14:18) translokacija koja ih definira uzrokovana RAG
rekombinazom koja je aktivha u pre-B stanicama, a nije aktivna u zrelim B stanicama, iako

limfociti folikularnog limfoma imaju imunofenotip karakteristican GC stanicama (Shaffer,
2012.).

U sljede¢em poglavlju detaljnije su objasSnjeni transformiraju¢i dogadaji, odnosno
onkogene lezije na stani¢noj i molekularnoj razini, koje su spomenute i u ovom poglavlju, a
koje mogu voditi do poremecaja normalnih stanicnih mehanizama proliferacije,

diferencijacije i apoptoze te kona¢no do transformacije B-limfocita u maligne stani¢ne tipove.
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(prilagodeno prema Kuppers, 2005).
Tablica 2. Pregled najvaznijih karakteristika diferencijacije B-limfocita s pripadaju¢im skupinama

limfoma koji su opisani u drugom poglavlju

B-stanice Imunoglobulinski  Somatske Imunoglobulinski  Markeri  Pripadajuci limfomi Zahvacena
geni mutacije proteini tkiva
Neovisni o Matic¢ne Linija maticnih Nema Nema CD34 B-LBL/ALL KosStana
stranom stanice stanica srz
antigenu
Pro B-stanice  Linija maticnih Nema Nema CD19, B-LBL/ALL Kostana
stanica CD79a, srz
BSAP,
CD34,
CD10,
TdT
Pre B-stanice  IgH preuredenje . Nema Igu CD19, B-LBL/ALL Kostana
lanca (citoplazma) CD45R, srz
CD79a,
BSAP,
CD34,
CD10,
TdT
Nezrele B- IgL/IgH Nema IgM (membrana) CD19, B-LBL/ALL Kostana
stanice preuredenja, IgM i CD20, srz
IgD (membrana) CD45R,
CD79a,
CD10,
BSAP
Ovisni o Zrele naivne IgL/IgH Nema IgM/1gD CD19, B-CLL, Periferna
stranom B-stanice preuredenja, CD20, MCL limfati¢na
antigenu IgM i IgD CDA45R, tkiva
(membrana) CD79a,
BSAP,
CD5
Germinalni IgL/IgH Uvodenje Imunoglobulin CD19, Burkittov limfom, Periferna
centar preuredenja, somatskih  (minimalan ili CD20, limfom folikularnih limfati¢na
(centrociti i promjena razreda  mutacija odsutan) CDA45R, stanica, B- tkiva
centroblasti)  (CSR) CD79a, velikostani¢ni limfom
BSAP,
CD10,
BCL6
Memorijske IgL/IgH Somatske  IgM CD19, Limfom marginalne Periferna
B-stanice preuredenja mutacije CD20, zone, B-kronicna limfati¢na
CDA45R, limfociticna leukemija  tkiva
CD79a,
BSAP
Terminalno Plazma IgL/IgH Somatske IgG>IgA>IgD CD3s, Plazmocitom/mijelom  Periferna
diferencirane stanice preuredenja mutacije Vs38x, limfaticna
MUM- tkiva
1CD138

14 |Stranica



3. MEHANIZMI TRANSFORMACIJE B-STANICNIH LIMFOMA

Za razumijevanje razumijevanje mehanizama transformacije B-stanica koje vode u
nastanak B-stani¢nog limfoma, potrebno je razumjeti kako je normalna diferencijacija B-
stanica, opisana u drugome poglavlju, u odredenom smislu potencijalna za tu istu stanicu
katastrofa (Shaffer, 2002.). Snazna klonalna ekspanzija germinalnih B-stanica, koja je klju¢na
za normalni imunoloski odgovor na antigen, sama po sebi predstavlja veliki rizik koji lako
moze dovesti do maligne transformacije. Budu¢i da ova proliferativna ekspanzija ovisi o
procesima koji modificiraju DNA GC-stanica i uklju¢uju dvostruke lomove i tockaste
mutacije: VDJR, SHM, CSR, povremene pogreSke u kontroli ovih procesa dovode do
generacije kromosomskih translokacija ili rjede delecija i insercija u imunoglobulinskim
genskim lokusima koje kona¢no mogu voditi u B-stani¢nu tumorogenezu (Kuppers, 1999.).
Upravo podatak da se SHM i CSR odvijaju uglavnom u germinalnim centrima moZe objasniti
prije spomenutu ¢injenicu da je vecina B-stani¢nih limfoma podrijetlom od GC-B-stanica ili
njihovih potomaka (Kuppers, 2005.). Takoder, ¢injenica da DNA T-stanica ne prolazi kroz
procese SHM | CSR moze objasniti naizgled neobi¢nu ¢injenicu da su B-stanice podloznije
malignoj transformaciji, odnosno ¢injenicu da je 90% dijagnosticiranih limfoma podrijetlom
iz B-stani¢ne linije (Kuppers, 2001.). Za razumijevanje mehanizama transformacije B-
limfocita bilo je vazno otkri¢e da mnoge B-stanice u normalnim, odnosno zdravim misevima i
ljudima nose kromosomske translokacije koje ukljuc¢ujue Ig lokuse. Tako su, na primjer, B-
stanice koje nose IGH/BCL2 translokaciju pronadene u jednoj od 10" do 10° B-stanica, a
IGH/c-MYC translokacije u jednoj od 10° stanica i detektirane su kod 2% zdravih ljudi u
populaciji (Roschke, 1997.). Transformacija B-stanica proces je, dakle, koji ukljucuje vise
koraka, u kojoj su kromosomske translokacije koje ukljucuju Ig lokus, najées¢e samo
inicijalni dogadaji koji sami nisu dovoljni za transformaciju B-stanica u maligne klonove. Ove
su translokacije, iako samo inicijalni dogadaji u transformaciji, klju¢ni za odredivanje tipa
limfoma koji ¢e eventualno nastati iz stanice koja nosi tu translokaciju (Kuppers, 2001.). Ono
Sto se dogada u gotovo svim neoplazmama kod ljudi, pa tako i u sluc¢aju NHL-a, jesu
genomske lezije koje ukljucuju proto-onkogene, tumor-supresorske gene i u neSto manjoj
mjeri virusne infekcije. Gotovo svi proto-onkogeni koji su uklju¢eni u razvoj NHL-a su
transkripcijski faktori ili anti-apoptotski geni: BCL2, ciklin D1, BCL6, c-MYC, itd. (Gaidano,
1995.). Sto se ti¢e tumor supresorskih putova, &ija je funkcija u razvoju limfoma otkrivena
mnogo kasnije, kombinirana analiza p16"™ **-Rb P14”"*F-p53 i p27X"".-.CDK2 putova otkrila
je simultanu inaktivaciju viSe regulatora stani¢nog ciklusa kod viSe tipova limfoma koji tako

daju prednost tumoru u rastu i prezivljavanju (Sanchez-Beato, 2003.). Uloga virusa u
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transformaciji B-stanica, najpoznatija je u primjere Epstain-Barr virusa (EBV) koji se moze
prona¢i u gotovo svim endemi¢nim Burkittovim limfomima, u mnogim post-
transplantacijskim i primarnim efuzijskim limfoma i u oko 40% slucajeva klasi¢nog
hodkinskog limfoma (Kuppers, 2005.). Drugi virusi koji su ukljuceni u transformaciju B-
limfocita su humani herpes virus 8 (HHV-8) koji se povezuje s patogenezom primarnog
efuzijskog limfoma te virus hepatitisa B i C u DLBCL-u, folikularnim limfomima te
spleni¢nim limfomima marginalne zone (Williams, 2010.). Bakterijske infekcije koje su
ukljucene uneoplasti¢nu transformaciju B-stanice su Heliobacter pylori u slucajevima MALT
limfoma te Chlymydophila psitacci u slu¢ajevima okularnog adneksalnog limfoma (Williams,
2010.). Takoder, mnoge imunosupresijske naslijedene i steCene bolesti, pri cemu su najéesce
infekcije virusom humane imunodeficijencije (HIV), kao i mnoge autoimune bolesti,
povezane su s poveéanim rizikom od limfoma, osobito DLBCL-a i Burkittovog limfoma
(Swerdlow, 2003.). Balansirane kromosomske translokacije, koje su prije spomenute, a koje
ukljucuju imunoglobulinske gene (Ig) i niz drugih gena od kojih su najceci proto-onkogeni,
Cesto se spominju kao jedna od osnovnih karakteristika vecine limfoma zrelih B-stanica
(Kuppers, 2001.) (Tab. 3.).

Tablica 3. Kromosomske translokacije u B-stani¢nim limfomima

Histoloski tip Opazena Postotak  Ukljuceni Mehanizam aktivacije Funkcija proto-
NHL-a translokacija slucajeva proto- proto-onkogena onkogena
onkogen
Limfoplazmocitni  t(9;14)(p13;932) 50% PAX5 Deregulacija transkripcije  Transkripcijski
limfom faktor koji
regulira

proliferaciju i
diferencijaciju

B-stanica
Folikularni limfom t(14;18)(g32;921) 80-90% BCL2 Deregulacija transkripcije  Negativni
t(2;18)(p11;921) regulator
1(18;22)(g21;q11) apoptoze
Limfom stanica t(11;14)(913;032) 70% BCL1/ciklin Deregulacija transkripcije ~ Regulator
plastene zone D1 stani¢nog
ciklusa
MALT limfom t(11;18)(021;921) 50% APIW/MLT  Fuzijski protein Antiapoptotski
t(1;14)(p22;032) Rijetki BCL10 Deregulacija transkripcije  faktor
Antiapoptotski
faktor
Difuzni B- der(3)(q27) 35% BCL6 Deregulacija transkripcije ~ Represor
velikostanicni transkripcije
limfom
Burkittov limfom  t(8;14)(g24;q32) 80% c-MYC Deregulacija transkripcije  Transkripcijski
1(2;8)(p11;q24) 15% faktor koji
1(8;22)(924;,911) 5% regulira
proliferaciju i
rast
Anaplastiéni T- t(2;5)(p23;035) 60% NPM/ALK  Fuzijski protein ALK je tirozin
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velikostanicni odrasli kinaza
limfom 85%
djeca

Kao posljedica ovakvih translokacija, proto-onkogen dolazi pod kontrolu aktivnog Ig
lokusa Sto uzrokuje dereguliranu, konstitutivnu ekspresiju proto-onkogena koji tako postaje
onkogen (Willis, 2000.). Poznatiji primjeri translokacija su IGH/BCL1 translokacija u
limfomima stanica plastene zone, IGH/BCL2 translokacija u folikularnim limfomima te
IGH/c-MYC translokacija u Burkitovim limfomima (Kuppers, 2001). Posljedice koje nastaju
uslijed konstitutivne ekspresije navedenih onkogena mogu se pretpostaviti na temelju
normalne funkcije njihovih proteinskih produkata ¢ija je uloga u tom sluc¢aju poveéana. Tako
je BCL1 (ciklin D1) ukljucen u kontrolu stani¢nog ciklusa, BCL2 je inhibitor apoptoze, a c-

MY C je jedan od glavnih regulatornih proteina u procesima stani¢nog rasta (Kuppers, 2001).

Postoje 3 tipa translokacija unutar 1g lokusa kod B-stani¢nih limfoma koji se definiraju s
obzirom na proces Cijim su aberantnim dijelovanjem nastali (Kuppers, 2005.). Prvi tip
translokacija ima translokacijske tocke loma koji su direktno uz J-regiju (Ju) genskih
segmenata Ig teSkih lanaca i nalaze se uz mjesta gdje se D-regije (Du) Ig teskih lanaca
zdruzuju s J-regijom (DuJy). Kako ovi lomovi cesto pokazuju gubitak nukleotida na
krajevima Jy i Dy segmenata kao i dodatne nukleotide kojih nema u inicijalnim stani¢nim
linijjama, a $to je tipi¢no za proces V(D)J rekombinacije, vrlo je vjerojatno da su ove
translokacije posljedica pogreSaka tijekom V(D) rekombinacije koja se dogada vrlo rano u
razvoju B-stanica i koja uklju¢uje RAG-katalizirano uvodenje DNA lomova unutar Ig lokusa
(Kuppers, 2005.) (SI. 9.) Poznatiji primjeri translokacija ovog tipa su t(11;14), translokacija
IGH/BCL1 u limfomima stanica plaStene zone, t(14;18), translokacija IGH/BCL u
folikularnim limfomima, t(1;14), IGH/BCL9 wu akutnim limfoblasti¢cnim limfomima i
t(11;14), translokacija IGH/BCL10 u MALT limfomima (Kuppers, 2001.) (Tab.4.). U drugom
tipu translokacija, lomovi su pronadeni uz rearanzirane V(D)J gene i ove V-regije gena uvijek
su somatski mutirane. Ovi, kao i neki drugi pokazatelji, indiciraju da takve translokacije
nastaju kao nusprodukti procesa somatske hipermutacije koji se povezuje s dvostrukim
lomovima u molekuli DNA (Kuppers, 2001.) (SI.9.). Taj tip translokacija opazen je u IGH/c-
MYC ili IGL/c-MYC translokacijama koje su karakteristika BL, kao i nekim translokacijama
gena BCL6 koje su karakteristika DLBCL-a kao i 1gG Fc receptor u translokacijama koje su
karakteristika folikularnih limfoma. SHM proces je, osim u generiranje kromosomskih
translokacija Ig lokusa, ukljucen i u generiranje mutacija u translociranom i normalnom alelu
gena BCL6 Sto je jedna od znacajnih Kkarakteristika DLBCL-a, kao i u generiranje

inaktiviraju¢ih mutacija u genima CD95 (FAS) koje se pojavljuju u oko 20% post GC B-
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staninih limfoma (Kuppers, 2001.). Tako ovaj proces hipermutacije moze promovirati
limfomagenezu ciljajuci regulatorne i kodirajué¢e sekvence proto-onkogena BCL6 i tumor-
supresorskog gena CD95 §to rezultira u desreguliranom ekspresijom gena u slu¢aju BCLS,
odnosno u gubitku funkcije gena u slucaju CD95 (Kuppers, 2005.). Mutacije ovih gena
opazene su i u oko 30% normalnih GC i memorisjkih B-stanica u frekvenciji koja je oko 50
puta niza od one koja zahvaca rearanzirane Vy gene. Takoder, u mnogim slucajevima
DLBCL-a zapaZene su aberantne hipermutacije i u mnogim drugim proto-onkogenima kao $to
su c-MYC, PAX5, Rho/TTF, pim-1, itd. (Kuppers, 2001.). Treci tip translokacija karakteriziran
je lomovima u IgH konstantnim switch regijama, u kojima su lomovi u DNA uvedeni tijekom
procesa rekombinacije koja mijenja imunoglobulinski razred (CSR) (Kuppers, 2005.).
Translokacije koje se povezuju s ovim tipom su IGH/c-MYC t(14;18) translokacija u
sporadi¢nim Burkittovim limfomima, IGH/BCL3 t(14;19) translokacija u B-CLL, IGH/BCL6
t(3;14) translokacija u DLBCL, IGH/PAX-5 t(9;14) u mnogim limfoplastocitoidnim
limfomima i mnoge druge (Kuppers, 2001.) (SI. 5.) . Osim translokacija, aberantni CSR
proces moze voditi i do promjena u ekspresiji onkogena preko insercijskih dogadaja kao §to je
sluaj u nekim multiplim mijelomima (SI. 5.). Tako se vecina translokacija dogada kao
posljedica pogreSke u somatskoj hipermutaciji ili CS rekombinaciji imunolobulina (tip Il i
[11), odnosno u procesima koji se dogadaju u germinalnim centrima i katalizirani su enzimom
AID (activation-induced cytidine deaminase) specificnim za B-stanice, postoje i iznimke
poput t(14:18) kromosomske translokacije koja ukljucuje imunoglobulinski lokus 1 BCL2
lokus u folikularnim limfomima kao 1 veéi broj translokacija t(8;14) koje ukljucuju
imunoglobulinski i MYC lokus u endemskom tipu Burkittovog limfoma. Danas se smatra da
navedene translokacije predstavljaju pogreske tijekom procesa V(D)J rekombincije, odnosno
da nastaju u nezrelim pre-GC-B stanicama gdje su Kkatalizirane su enzimima RAG1
(recombination activating gene 1) i RAG2 (recombination activating gene 1) (Favera, 2008).
lako su kromosomske translokacije koje ukljucuju Ig lokus glavna karakteristika B-stani¢nih
limfoma, mnogi drugi transformiraju¢i dogadaji su Cesto ukljuceni u patogenezu samog
limfoma, kao $to su mutacije u tumor-supresorskim genima (npr. TP53), genomske
amplifikacije (npr. REL) i translokacije koje ne ukljuéuju Ig lokus (npr. API2-MALT1)
(Kuppers, 2005.) (Tab. 4., SI. 5.).
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Tablica 4. Geneticke aberacije u B-stani¢nim tumorima koje nastaju kao rezultat pogresaka u

specifi¢nim procesima koji modificiraju Ig-gene s primjerima i referencama

Mehanizam Tip molekularnog
procesa

(i) translokacija onkogena
na lokus Ig (D)J

(i) delecija u onkogenima
ili tumor-supresor
genima

(iii) transpozicija gena u
Ig lokusa

V(D)J rekombinacija

(i) translokacija onkogena
u IgH 'switch' regiju

(ii) insercija izrezane
'switch' sekvence u drugi
lokus

Ig promjena razreda

Somatska hipermutacija (i) translokacija onkogena
u preuredene V -gene

(ii) somatska mutacija u
ne-lg genu

(iii) translokacija
mutiranih onkogena

V(D)J recombination

Primjer

- bel-1/IgH u MZL-u
bcl-2/1gH u FL-u

-TAL1iMTS1uT-

stani¢nim leukemijama

- bcl-2 u FL-u

- bel-3/IgH u B-CLL-u
bcl-6/IgH u DLCL-u
c-myc/lgH u BL-u
FGFR/IgH u MM-u

- insercija unutar ciklina

D1 u MM

- c-myc/lgH u BL-u
bcl-6/lgL u DLCL-u

- bel-6, CD95/Fas u

razli¢itim NHL-ovima
Pax-5, c-myc, Pim-1,

Rho/TTF, in DLCL

- bcl-6, Pax-5, Pim-1,

Rho/TTF

Reference

(Bakhshi et al., 1987;
Cotter et al., 1990; JaE
ger et al., 2000;
Tsujimoto et al., 1988)
(Aplan et al., 1990;
Brown et al., 1990;
Cayuela et al., 1997)
(Vaandrager et al., 2000)
(Chesi et al., 1997;
Gelmann et al., 1983;
Ohno et al., 1993; Showe
et al., 1985; Baron et al.,
1993; Ye et al., 1993)
(Gabrea et al., 1999)

Roth and Craig (1998)
(Migliazza et al., 1995;
MuE schen et al., 2000b;
Pasqualucci et al., 1998;
Shen et al., 1998;
Pasqualucci et al., 2001)
Pasqualucci et al., 2001

Class switching

Somatic hypermutation

A [reciprocal translocation)

D (reciprocal translocation]

F [reciprocal translocation]

o — -+ ——
— '
4D Al Rig —D%H:I— —EE—
* e *
-o=—— ———
0 —{ = e }—
L L

B [insertion into Ig locus]

G [mutation in non-Ig gene|
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CE—p! : — ——
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H (translocation of mutating
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Slika 5. Procesi koji remodeliraju 1g-gene, a ukljuceni su u tumorogenezu B-stani¢nih

limfoma
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(Preuzeto iz Kuppers, 2001.)

Opisane kromosomske translokacije, amplifikacije, mutacije i delecije koje se dogadaju u
B-stanicnim limfomima mogu poremetiti normalnu B-stani¢nu homeostazu na 3 nacina:
poticanjem stani¢nog rasta i proliferacije, blokiranjem apoptoze i blokiranjem diferencijacije
(Shaffer, 2002.). Analiza normalne GC B-stani¢ne genske ekspresije omogucuje opisivanje
mehanizama kojima bi ovi onkogeni dogadaji mogli poremetiti normalnu B-stani¢nu
diferencijaciju koja bi transformiranim stanicama dala selektivnu prednost pred normalnim B-
stanicama. GC B-stanice poznate su kao jedne od stanica koje najbrze proliferiraju i njihov
broj se udostrucava svakih 7 sati (MacLennan, 1994.), a analiza genske ekspresije ovih
stanica otkrila je kako iste pokazuju visoku ekspresiju gena koji poticu brzo napredovanje u
stani¢nog ciklusa, posebno G2/M fazu stani¢nog ciklusa. Primjeri takvih gena su CDC2 (cell-
division cycle 2), PLK (polo-like kinase) i BUB1 (budding uninhibited by benzimidoles 1
homologue). Zanimljivo je kako su geni koji kontroliraju stani¢ni nisko eksprimirani na u GC
B-stanicama. Neki od tih gena kodiraju za proteinsku translacijsku aparaturu (ribosomski
proteini i translacijski inicijacijski faktori) i gene interemdijarnog metabolizma (npr.
glikoliti¢ni enzimi). Mnogi od ovih gena su pod kontrolom transkripcijskog faktora c-MYC
(Levens, 2002.). lako GC B-stanice eksprimiraju c-MYC, eksprimiraju puno nize razine c-
MYC mRNA nego druge stanice u diobi. Takvo favoriziranje proliferacije nad rastom kod
GC B-stanica ¢ini se prilagodbom na mehanizme pozitivne i negativne selekcije koja je
uklju¢ena u normalni razvoj GC B-stanice Cime ona izrazito brzo moze povecati broj,
odnosno pool B-stanica koje su u selekciji (Shaffer, 2002.). Upravo je ekspresija c-MYC u
mnogim B-stanicnim limfomima poremeé¢ena mehanizmima translokacije, mutacije i
amplifikacije, a takav poremecaj moze povecati stani¢ni rast i moze voditi u transformaciju i
daljnju proliferaciju tumorskih stanica. Povecana ekspresija c-MYC obi¢no je povezana s
agresivnim limfomima kao Sto su Burkittov limfom i DLBCL i smatra se kako je povezana s
kasnim klinickim fazama limfoma 1 smanjenom opéom vjerojatno$¢u prezivljavanja
(Sanchez-Beato, 2002.). S druge strane, smatra se da je neutralni put tijekom diferencijacije
B-stanica onaj koji vodi u apoptozu ili programiranu staniénu smrt, a stanice koje
prezivljavaju su one koje su pod utjecajem pozitivne selekcije (Janeway, 2012.). Mnogi
antiapoptotski proteini, kao Sto su BCL2, Al, BCLXL, c-FLIP, c-1AP1, c-IAP2 nisko su
eksprimirani u ve¢ini GCB-stanica. NF-kB (nuclear factor kB) signalni put transkripcijski
aktivira nekoliko od ovih gena i donosi jaki anti-apoptotski stimulus stanici (Karin, 2002.).
NF-xB dimerni transkripcijski faktori koji pripadaju porodici REL nalaze se u inaktivnom
stanju u citoplazmi interakcijom s inhibitorima NF-kB proteina (ikBs). Signaliziranje kroz

mnoge povrSinske stani¢ne receptore akivira IkB kinazu (IKK) koja fosforilira IkB ¢ime
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uzrokuje njegovu degradaciju u proteasomima. To vodi do akumulacije NF-kB u jezgri Sto
dalje dovodi po pojaCane ekspresije karakteristicnog seta NF-kB gena (Sanchez-Beato,
2003.). Niska aktivnost NF-xB signalnog puta u ve¢ini GC B-stanica dopridonosi neutralnom

apoptotskom putu i seriji negativnih selekcija tijekom GC reakcije.

U limfomima podrijetlom iz GC B-stanica postoji nekoliko strategija za zaobilazenje ova
opisane sklonosti prema apoptotskom putu, odnosno promoviranje prezivljavanje stanice.
Veéina folikularnih limfoma (~90%) i mnogi DLBCL-i nose translokaciju t(14;18),
translkaciju gena BCL2 i lokusa IgH-a koja dovodi BCL2 pod kontrolu IGH Ep pojacivaca,
Sto vodi do pojacane ekspresije proteina BCL2. Takoder, lokus BCL2 moze biti amplificiran u
pojedinim DLBCL-ima, a moZe biti i transkripcijski prekomjerno eksprimiran u ABC tipu
DLBCL-a. Takoder, u mnogim B-stani¢nim limfomima dolazi do aktivacije NF-kB signalnog
puta na mnogo nac¢ina. Neki slu¢ajevi DLBCL imaju translokacije gena NFxB2 koji kodira
podjedinice dimernih NF-xB faktora (Neri, 1995.). U mnogim MALT limfomima ¢esto se
nalazi translokacija t(11;18) koja vodi prekomjernoj ekspresiji kimericnog gena AP12/MALT1
koji je pak aktivator NF-xB (Akagi, 1999.). Takoder, u mnogim limfomima MALT c¢esto kao
rezultat translokacije t(1;14) dolazi do pojacane ekspresije BCL10, apoptotske regulatorne
molekule koja inducira NF-kB aktivaciju.

Uz prije opisane slucajeve u kojima se potice proliferacija ili onemogucuje stani¢na smrt,
genomske lezije u nekim nekim limfomima dovode do blokiranja daljnje diferencijacije B-
stanica. U slucaju GC-B-stani¢nih limfoma, koji ¢ine vec¢inu B-stani¢nih limfoma, blokiranje
diferencijacije moZe biti izrazito opasno jer se GCB-stanice dijele izrazito brzo. Zapravo,
najéeS¢a genomska abnormalnost koja je opaZzena u ne-hodkinskim limfomima jest
translokacija i/ili mutacija gena BCL6, koji kodira transkripcijski regulator B-stani¢ne
proliferacije i diferencijacije (Dalla-Favera, 1999.). Gen BCL6 je meta mnogih translokacija
koji ukljucuju mnoge partnerske kromosome, a nakon translokacije BCL6 ekspresija moze biti
poremecena i procesom SHM koji ukljucuje regulatorne regije na 5'-kraju gena. Pretpostavlja
se da ovakve translokacije 1 mutacije BCL6 mogu uzrokovati transformaciju stanica tako Sto
produzuju njegovu ekspresiju i nakon stadija B-stadija u kojemu je eksprimiran (Shaffer,
2002.). BCL6 je transkripcijski represor koji je normalno visoko eksprimiran u GC-B-
stanicama i smatra se da je glavni regulator diferencijacije B-stanica, a takoder je pokazano da
BCL6 knockout miSevi ne mogu formirati germinalne centre i koristiti T-ovisne odgovore na
antigen (Allman, 1996., Shaffer, 2012.). BCL6 aktivnost s poremec¢enom ekspresijom uslijed
translokacije i/ili mutacije opazena je u velikom broju slu¢ajeva DLBCL (50%) i nesto

manjem broju folikularnih limfoma (10%) (Shaffer, 2012.). U B-stani¢nim limfomima
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ekspresija ovog gena je najceS¢e promijenjena zamjenom ili uklanjanjem njegovih
regulatornih sekvenci, dok BCL6 kodirajuce regije uvijek ostaju netaknute. Naj¢es¢i nacin na
koji se to dogada jest translokacija koja zamjenujuje normalnu 5'regulatornu regiju gena s
promotorskim sekvencama viSe od 20 Ig i ne-Ig gena koji su aktivni u post-GC B-stanicama
(Shaffer, 2012.). Vazan ciljni gen BCL6 represora je PRDM1, koji pak kodira protein
BLIMP1 koji je kljucan regulator diferencijacije plazma stanica. Drugi vazan cilj ovog
represora je IRF4 koji takoder inducira BLIMPI1 tijekom diferencijacije plazma stanica.
Takoder, BCL6 omogucuje progresiju u stani¢nom ciklusu blokirajuc¢i klju¢ne inhibitore cilin-
ovisnih kinaza, CDKN1A i CDKMIB, a takoder blokira i ekspresiju gena koji su vezani za
upalne procese, kao Sto su kemokini (IL-10) i interefernski regulatori (STAT1). Takoder,
BCL6 omogucuje GC stanicama da se nose sa stalnim DNA ostecenjima koji nastaju kao
rezultat procesa SHM i CSR tako $to blokira gene koji kodiraju vazne regulatore u odgovoru
na oSteCenje DNA (P21, TP53, ATR, itd.). BCL6 blokira i transkripciju gena koji kodiraju
antiapoptotski protein BCL2, kao NFKB1 (Shaffer, 2012.). Zanimljivo je da BCL6 direktno
inhibira c-MYC i BCL2 transkripcijske faktore sto znaci da je za njihovu transkripciju u
transformiranim stanicama potrebna translokacija, odnosno prebacivanje na mjesto gdje isti
nisu inhibirani s BCL6. Sumarno, BCL6 je uklju¢en u inhibiciju: gena koji su uklju¢eni u
aktivaciju B-stanica (CD69, STAT1, CD80), gena koji su ukljuceni u negativnu regulaciju
stani¢nog ciklusa, gena koji su ukljuceni u diferencijaciju plazma stanica (PRDM1), gena koji
su povezivani s diferencijacijom memorijskih B-stanica i gena koji se pojavljuju kao odgovor
na genotoksi¢ni stres (P53, ATR) (Dalla-Favera, 2008.). Rezultat translokacija koje ukljucuju
BCL6 je to da se njegova ekspresija viSe ne moze utisati jednom kada zavrsi normalni GC
odgovor B-stanice Sto rezultira blokiranjem post-GC diferencijacije (zarobljavanje stanice u
GC-fazi razvoja koje je karakteristicno za veéinu B-stani¢nih limfoma), a konstitutivna
ekspresija BCL6 takoder doprinosi odrzavanju centroblasti¢nog fenotipa koji je pro-
proliferativan i tolerantan na DNA-oStecenja $to opet moze vodititi do dodatnih genetickih
alternacija koje mogu ukljuéivati gene c-MYC, PIMI, PAX5, a koje zavrSno vode u
transformaciju, pozitivnu selekciju klonova i limfomagenezu (Dalla-Favera, 2008.). Limfomi
s niskim potencijalom dijeljenja (eng. low growth fraction BCL) kao Sto su FL, MZL, MCL,
B-CLL imaju niski proliferativni indeks, male stanice, formiraju velike tumorske mase u
limfnim ¢vorovima, koStanoj srzi i ekstranodalnim lokacijama, pokazuju nisku klinicku
agresivnost, a karakteristika su im geneticke promjename koje utjecu na BCL2 obitelj
proteina, NF-kB signalne puteve, odnosno mijenjaju se apoptotski regulatorni putevi, a
regulatorni putevi stani¢nog ciklusa su manje promijenjeni (ponekad ciklin D1, ATM, PAX5).
Nasuprot njima, limfomi s visokim potencijalom dijeljenja (eng. high- growth fraction BCL),
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kao Sto su DLBCL i BL koje karakterizira visoki proliferativni indeks, velike stanice i velika

klinicka agresivnost karakterizirani su genetickim promjenama koje uklju¢uju promjene u

ekspresiji stani¢nih regulatora rasta kao $to su BCL6 i c-MYC, a kasnije i alternacijama
apoptotskih puteva (Sanchez-Beato, 2003.). Gotovo svaka frakcija HGFL (eng. high-growth

fraction lymphoma) i LGFL (eng. low-growth fraction lymphoma) limfoma moze tijekom

tumorigeneze steci i brojne druge alternacije koje utjeCu na regulaciju stani¢nog ciklusa, a

obi¢no ukljucuju abernacije tumor supresorskih putova, najcesce ciklin-ovisnih inhibitora

kinaza (CKI) kao $to su p16™<* p27"""! P14”RF te su ovi tumori, bez obzira na njihov

histoloski razred, izrazito agresivni tumori (Sanchez-Beato, 2003.). Detaljan pregled opisanih
mehanizama je na slici 6.
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Slika 6. Aberantni signalni putovi koji nastaju uslijed greSaka u procesima koji remoduliraju
Ig gene
(Preuzeto iz Shaffer, 2012.)

Zanimljivo je da se selekcija za ekspresiju BCR-a dogada i u malignim B-stanicama.
Dapace, veéina B-stanica u B-stani¢énim limfomima, unato¢ nakupljenim mutacijama i
translokacijama i dalje eksprimira BCR, iako ponekad puno nizeu odnosu na stanice iz kojih
su nastale. Tako je predloZena teorija da maligni stani¢ni klon takoder zahtijeva BCR-ovisne
signalne poruke koje bi mu bile nuzne za prezivljavanje i proliferaciju, odnosno zahtijeva
formiranje ispravnog BCR-a da bi prezivio, a ova teorija podrzana je otkricem da se gotovo
sve translokacije koje ukljucuju Ig lokus dogadaju na neuspjesno rearanzitanim Ig lokusima,
ilako bi se teoretski mogli dogadati podjednakom frekvencijom na oba lokusa (de Jong,
1989.). Neke iznimke kod kojih nije zapaZena ekspresija BCR-a su klasi¢ni hodkinski
limfomi, post-transplantacijski limfomi, primarni efuzijski limfomi i primarni medijastilni B-
stani¢ni limfomi (Kuppers, 2005.). Zanimljivo je i opazanje da stanice limfoma mogu
prepoznati antigen i da stimulacija uslijed vezanja antigena pridonosi preZivljavanju i
proliferaciji transformiranih stanica limfoma. Ovaj koncept, koje je tek nedavno dokazan u B-
stani¢énim limfomima, predloZen je kao teoretska mogucnost prije oko pedeset godina
(Danashek, 1959.). Tako je u nekim slucajevima B-CLL zabiljezeno kako BCR osim vezanja
antigena pokazuje 1 specificnost za strane antigene kao $to su virusni proteini (Mann, 1989.).
Osim antigena koji potjecu od nekog patogena koji uzrokuje kronicnu infekciju, odredeni
autoantigeni mogu, takoder, stimulirati proliferaciju reaktivnih malignih B-stanica (Kuppers,
2005.). Osim u slu¢ajevima B-CLL, aktivacija antigenom koja ima ulogu u patogenezi B-
stani¢nih limfoma pokazana je u slu¢ajevima primarnog limfoma centralnog Ziv€anog sustava
gdje aktivacija nastupa vezanjem superantigena, mnogim sluc¢ajevima folikularnog limfoma i
endemicnog Burkittovog limfoma gdje aktivacija nastupa vezanjem autoantigena, B-stani¢nm
limfomima koji vezani za virusom hepatitisa C (HCV) kao §to su spleni¢ni limfomi
marginalne zone (SMZL) te MALT limfomima gdje su gotovo svi slucajevi povezani s
kroni¢nom infekcijom gastriécne mukoze bakterijom Heliobacter pylori (Kuppers, 2005.,
Shaffer, 2012.). Koncept uloge antigena u aktivaciji tumorskih B-stanica podrzan je
¢injenicom da se neke autoimune bolesti kao Sto je reumatoidni artritis i Sjorgenov sindrom
povezuju s povecanim rizikom od limfoma (Erhenfeld, 2001.). Moguée je da u nekim
sluCajevima aktivacija antigenom pruza samo kroni¢ni proliferativni stimulus B-stanicama

koji se povezuje s rizkom od maligne transformacije.
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Takoder, u mnogim limfomima pokazano je kako tumorski mikrookolis igra veliku ulogu u
prezivljavanju i proliferaciji tumorskih stanica. Tako je pokazano kako folikularni limfomi
koji zadrzavaju klju¢ne karakteristike normalnih GC stanica, takoder, zadrZavaju i ovisnost o
BCR ekspresiji i aktivaciji, ali i interakciji s T-stanicama i folikularnim dendriti¢nim
stanicama u folikularnom mikrookoliSu gdje se tumor nalazi (Kuppers, 2005., Dalla-Favera,
2008.). S druge strane mnogi gastricni MALT limfomi takoder ovise o interakciji s T-
stanicama koje se infiltriraju u tumorsko tkivo. Tako in vitro, H.pylori ne stimulira diretktno
proliferaciju B-stanica ve¢ stimulira proliferaciju T-stanica koje se nalaze unutar tumorskog
tkiva, a onda te T-stanice aktiviraju tumorske B-stanice (Greiner, 1994.). Takoder, pokazano
je kako interakcija T-stanica i malignih B-CLL stanica u specificnom mikrookolisu limfnih
¢vorova 1 koStane srzi pruza bitne signale za prezivljavanje i proliferaciju malignih B-CLL

stanica (Kuppers, 2005.).

Opisana ovisnost limfoma o ekspresiji BCR-a, aktivacija antigenom kao i mikrookolisni
signali prezivljavanja doprinose relativnoj slicnosti izmedu mnogih formi B-stani¢nih
limfoma 1 njihovih stanica iz kojih potjeu u smislu fenotipa i profila genske ekspresije.
Ovisnost o takvim faktorima odredujei tumorski fenotip koji je u mnogim karakteristikama
slican onom opazenom kod normalnih B-stanica. S druge strane, bez tih faktora koje ih
fenotipski ograni¢avaju, stanice limfoma mogle bi ste¢i znatno drugaciji fenotip kroz
transformaciju i tumorogenezu kao Sto se dobro vidi na primjeru klasi¢nog hodkinskog
limfoma koji potje¢e od normalnih B-stanica, ali Cije stanice ne eksprimiraju BCR pa su
samim time posljedi¢no u nizu koraka izgubile i mnoge druge karakteristike normalnih B-

stanica od kojih su transformacijom nastale (Kuppers, 2005.).
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4. POJEDINI TIPOVI B-STANICNIH LIMFOMA
4.1. Folikularni limfom (FL)

Folikularni lifom (FL) je neoplazma koju ¢ine stanica folikularnog centra, odnosno GC B-
stanice, a tipi¢no sadrzava i centrocite i centroblaste te ima potpuno ili djelomi¢no folikularni
uzorak (Swerdlow, 2008.). FL je naj¢es¢i limfom indolentnog (eng. low-grade) tipa te ¢ini
oko 20% zabiljezenih sluc¢ajeva malignih limfoma i najvecu ucestalost pokazuje u Sjevernoj
Americi i zapadnoj Europi. FL se vecinom pojavljuje u limfnim ¢vorovima, ali mozZe
zahvacati 1 slezenu, kosStanu srz, perifernu krv i Waldeyerov prsten. Povremeno se moze
pojavljivati i na ekstranodalnim mjestima koja ne sudjeluju u hematopoezi. Prilikom
dijagnosticiranja limfom je najces¢e vec Siroko rasiren i nalazi se u vi§im stupnjevima razvoja
s perifernom i centralnom limfadenopatijom i splenomegalijom. Samo oko 30% pacijenata
prilikom dijagnoze ima FL u prvom i drugom stupnju razvoja. Vecina sluc¢ajeva FL-a ima
dominantno folikularni uzorak s gusto skupljenim folikulima koji prekrivaju normalni nodalni
ustroj stanica po ¢emu je limfom i dobio ime. FL se obi¢no sastoji od 2 tipa B-stanica koje se
normalno nalaze u germinalnim centrima; male do srednje velike stanice s produljenim ili
rascijepanim jezgrama, teSko vidljivim jezgricama i blijedom citoplazmom koje nazivamo
centrociti i velike stanice s ovalnim ili viSedijelnim jezgrama, vidljivim jezgricama i tamnijom
citoplazmom koje nazivamo centroblasti. Centrociti obi¢no dominiraju u folikularnim
limfomima, ali centroblasti su uvijek prisutni. Gradiranje FL-a u 3 razreda (1-3) (eng.
grading) s razli¢itim podstupnjevima temelji se na ucestalosti centroblasta u folikularnim
neoplazmama koji se detektiraju histoloski pri ¢emu 3. razred ima najveéi udio centroblasta
(Williams, 2010.). Histolosko gradiranje se koristi jer su mnoge studije pokazale su da
ucCestalost centroblasta korelira s agresivnoS¢u tumora pri ¢emu su stupnjevi 1 1 2 manje
agresivni, ali obi¢no neizlije¢ivi, osim u lokaliziranim slu¢ajevima. Maligne stanice FL-a,
svih razreda, obi¢no pokazuju ekspesiju monoklonalnih povrSinskih imunoglobulina,
pozitivne su na BCL2, BCL6 i CD10 i pokazuju ekpsresiju povrsinskih antigena B-stanica kao
Sto su CD19, CD20, CD22, CD79a, ali ne pokazuju ekspresiju CD5, CD23, CD11c i CD43
(Williams, 2010.). Folikularni limfom je podrijetlom od germinalnih B stanica i karakteriziran
je kromosmskim translokacijama koje mijenjaju ekspresiju proto-onkogena BCL2 koji se
nalazi na kromoskoj regiji 18q21. Najcesca translokacija koja se pojavljuje u oko 90%
slucajeva jest t(14;18)(q32;q21) translokacija koja smjeSta antiapoptotski gen BCL2 pod gen
IgH s kromoske regije 14ql8. Posljedi¢no, pojacana ekspresija BCL2 koji je sada pod
kontrolom jakog poja¢ivaca gena IgH, inhibira normalni apoptotski put GC B-stanice (Bakhsi,
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1985.) (SI. 7.). Puno rjede su translokacije t(2;18) i t(18;22) koje obuhvacaju IgK/ Ig\ lokuse i
smatraju se bioloskim ekvivalentima t(14;18) translokacije.

p p 18q°

l:igure 101-2. The t(14;18)(g32,g21
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Slika 7. t(14;18)(g32;q21) translokacija karakteristi¢na za folikularni limfom
(Preuzeto iz Williams, 2010.)

Dodatno, kod transformiranih stanica mogu se pronaé¢i i druge citogeneticke
abnormalnosti. Tako se kod 90% pacijenata pojavljuju delecije kromosomskih regija 1p, 6q,
10q, 17p kao i insercije 1, 6p, 7, 8, X i 18g/dup regija kromosoma, odnosno njihovih
sastavnih dijelova (Williams,2010.) Poremecaji u 3927 i/ili genu BCL6 prisutni su u oko 5-
15% slucajeva i obi¢no su povezani s 3. stupnjem razvoja limfoma (Swerdlow, 2008.).
Translokacija BCL2, iako inicijalni dogadaj u transformaciji, nije dovoljna da bi se B-stanica
transformirala u tumorsku stanicu, a nagomilavanje mnogih, gore navedenih, citogenetickih
promjena povezano je s viSim histoloskim razvojnim stadijem i veéom vjerojatnoséu
transformacije u agresivni tip limfoma. Translokacija BCL2 dogada se u ranim fazama
diferencijacije B-stanice i nastaje kao pogreska u procesu V(D)J rekombinacije koja je
katalizirana RAG1 i RAG2 rekombinazama. Zanimljivo je da zdrave osobe mogu nositi
translokaciju t(14;18) u B-stanicama (Roulland, 2006.). Takoder, 30 do 40% slucajeva FL-a
prolazi transformaciju u mnogo agresivniji tip limfoma (eng. high-grade), obi¢no DLBCL,
rjede u limfom koji nalikuje Burkittovom limfomu. Geneti¢ki putovi ukljuceni u takvu
transformaciju obi¢no ukljucuju inaktivaciju TP53, p16 i aktivaciju MYC transkripcijskog
faktora (Swerdlow, 2008.) Klini¢ki, transformacija je karakterizirana naglim rastom jednog
limfnog ¢vora ili jedne mase ekstranodalnog tkiva. Karakteristi¢no je za ovakav sekundarni
DLBCL da ima znacajno nizu stopu prezivljavanja od de novo DLBCL-a vjerojatno zbog

akumulacije mnogih genetickih aberacija tijekom vremena.
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4.2. Difuzni B-velikostanic¢ni limfom (DLBCL)

Difuzni B-velikostani¢ni limfom (DLBCL) je neoplazma velikih limfoidnih B-stanica s
veli¢inom jezgre koja je jednaka ili prelazi normalnu jezgru makrofaga i dvostruko je veca od
jezgre normalnog limfocita te limfom ima difuzni uzorak (Swerdlow, 2008.). DLBCL se dijeli
na mnoge morfoloSke podskupine koje se od drugih razlikuju molekularnim i
imunofenotipskim pokazateljima i ¢ine zasebne bolesti. S druge strane, postoji i mnogo
slu¢ajeva koji su bioloski izrazito heterogeni i ne mogu se klasificirati u neku od podskupina
pa se nazivaju DLBCL limfomima koji nisu specificirani (NOS, eng. not otherwise specified)
(Tab. 5.). DLBCL NOS je najces¢i tip agresivnih limfoma te najées¢i tip malignog limfoma
opcenito 1 ¢ini oko 30% do 40% svih zabiljeZenih slucajeva kod odraslih (Lenz, 2011.).
DLBCL NOS obi¢no se pojavljuju kao de novo limfomi (primarni DLBCL) ali mogu se
pojaviti i kao rezultat progresije ili transformacije iz manje agresivnih tumora kao Sto su
CLL/SLL, FL, MZL ili NLPHL kada ih nazivamo sekundarni DLBCL (Swerdlow, 2008.).
DLBCL moZzZe se razvijati na ekstranodalnim ili nodalnim mjestima u tijelu pri ¢emu inicijalno
ekstranodalni limfomi ¢ine oko 40% slucajeva. Limfom se obi¢no sastoji od kombinacije
velikih limfoidnih stanica, centroblasta i limfoblasta, koji rastu u difuznu skupinu stanica koja
potpuno prekiva normalnu arhitekturu organa. Morfoloske varijante limfoma, vazne za
dijagnostiku i lijeCenje, razlikujemo po veli¢ini i morfoloskim karakteristikama stanica te tako
definiramo centroblastiénu varijantu U kojoj dominiraju centroblasti i imunoblasti¢nu
varijantu u kojoj dominiraju imunoblasti (Martelli, 2013.). NeSto rjede varijante su
anaplasticna varijanta koja sadrzi velike poligonalne stanice s neobi¢nim polimorfnim
jezgrama koje nalikuju djelomi¢no Reed-Sternberg stanicama i multilobatna varijanta.
Alizadech je 2000. opisao dvije molekularne grupe DLBCL-a na temelju analize geneticke
ekspresije tumorskih stanica. Prva grupa, koju nazivamo grupa nalik GCB stanicama pokazuje
obrazac geneticke ekspresije sliCan B-stanicama germinalnog centra (GC) i taj tip Cini 45-
50% slucajeva. Drugi tip, kojeg nazivamo aktivnim B-stanicama sli¢cni DLBCL, pokazuje
obrazac genetiCke ekspresije sliCan aktiviranim perifernim B-stanicama. Tre¢u grupu, koja je
opisana nesto kasnije Cine svi oni slucajevi koji ne mogu biti klasificirani u ove dvije grupe
(Swerdlow, 2008.). Ove dvije grupe DLBCL-a pokazuju i drugacije kromosomske aberacije
povezane s transformacijom stanice. ABCDLBCL grupa obi¢no pokazuje duplikacije 3q,
18021-g22 i delecije 6g21-q22, dok GCBDLBCL grupa obi¢no pokazuje duplikacije 12q12 te
najcescée pokazuje aberacije u polozaju genskog lokusa BCL2 (Bea, 2005.).
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Tablica 5. Klasifikacija DLBCL

Difuzni B-velikostanicni limfom (DLBCL), NOS

Difuzni B-velikostanicni limfom , NOS
B-velikostani¢ni limfom bogat T-stanicama/histiocitima
EBV-pozitivni DLBCL starijih

DLBCL s preteZno ekstranodalnom lokalizacijom

Primarni B-velikostanicni limfom medijastinuma
Intravaskularni B-velikostani¢ni limfom
Primarni koZni DLBCL, noZni tip
Primarni DLBCL centralnog Zivéanog sustava
Limfomatoidna granulomatoza
Limfomi velikih B-stanica zavrsnog stadija diferencijacije
ALK-pozitivni B-velikostanicni limfom
Plazmablasti¢ni limfom
Primarni efuzijski limfom
DLBCL povezan s kronicnom upalom
B-stanicni limfomi karakteristika izmedu DLBCL-a i drugih limfoma
Neklasificirani B-stanicni limfomi karakteristikaizmedu DLBCL-a i Burkittovog limfoma
Neklasificirani B-stanicni limfomi karakteristika izmedu DLBCL-a i klasicnog hodgkinskog limfoma

Kao stanice iz kojih nastaje DLBCL danas se smatraju periferne B-stanice, odnosno
germinalne B-stanice (GCB-grupa) ili aktivirane post-germinalne stanice (ABC-grupa).
Neoplasti¢ne stanice obi¢no pokazuju ekspresiju B-stani¢nih markera kao s§to su CDI19,
CD20, CD22 i CD79a, ali neki od njih se ne nalaze u svim sluc¢ajevima. U pojedinim
sluajevima, od kojih neki imaju klini¢ki znacaj, nalazi se i ekspresija povrSinskih ili
citoplazmatskih imunoglobulina (IgM, 1gG, IgA, 50-75% sluéajeva), zatim povrSinskih
receptora CD30 (anaplasti¢na varijanta), CD5 (10%, de novo DLBCL), CD10 (30-60%),
BCL6 (60-90%) i IRF4A/MUM1 (35-65%) te p53 (20-60%). U transformiranim stanicama
obi¢no su klonalno rearanZzirani te u varijabilnim regijama somatski hipermutirani geni za
imunoglobulinski teski i laki lanac (Swerdlow, 2008.) Osim molekularnih grupa, Hans i sur.
su DBCL, NOS podijelili u imunofenotipske grupe DLBCL nalik GCB i DLCBCL koji nije
nalik GCB na temelju kombinacije antitijela za CD10, BCL6 i IRF4/MUM1. Ovo grupiranje
se ne poklapa s prije spomenutim molekularnim kloniranjem pa je opisan ve¢i broj ITHC
algoritama (Choi, 2009). U vise od 50% slucajeva ovog limfoma biljeze se somatske
hipermutacije koje ukljucuju mnoge genske lokuse kao $to su PIMI, MYC, RhoH i PAX5, a
koje posljedi¢no pridonose transformacijskom potencijalu (Pasqualucci, 2001.). Oko 30%
slu¢ajeva DLBCL-a ukljucuje aberacije u 3927 regiji koja ukljucuje gen BCL6, koji je tako
najée$ca translokacija u DLBCL NOS (Swerdlow, 2008.) Translokacija gena BCL2, odnosno
t(14,;18) translokacija koja je katakteristika folikularnog limfoma, moze se naci u oko 20-30%
slucajeva. Promjene u genu MYC zabiljezene su u oko 10% slucajeva i obi¢no su povezane s

drugim kompleksnim genetickim alternacijama kao $to su IGHBCL2 translokacija i
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translokacija BCL6 (Tab. 6.). Drugi, znacajno rjedi tip DLBCL-a je T-stanicama/histiocitima-
bogati limfom velikih B-stanica koji ¢ini manje od 10% slu¢ajeva DLBCL-a i podrijetlom je
od GC-B stanica, karakteriziran je malim brojem rasprSenih, atipi¢nih B-stanica koje se
nalaze u okruzenju brojnih T-stanica i jako Cesto histiocita te je izrazito agresivan tumor. Jos
rjedi tipovi DLBCL-a su primarni difuzni limfom velikih B-stanica koji zahvaca sredisnji
ziv€ani sustav (CNS) koji ¢ini oko 2-3% svih tumora mozga i porijetlom je od aktiviranih B-
stanica, zatim primarni kozni DLBCL ¢ini oko 4% svih primarnih koznih limfoma i
podrijetlom je od perifernih B-stanica koje potjecu iz post-germinalnog centra, zatim Estain-
Barr virus (EBV) pozitivni DLBCL starijih koji ¢ini oko 8-10% slu€ajeva u azijskim
zemljama i porijekom je od zrelih B-limfocita koji su transformirani infekcijom s EBV te
DLBCL koji se povezuje s kroni¢nom upalom i podrijetlom je od EBV-transformiranih post-
GC B-stanica (Swerdlow, 2008.).

Tablica 6. Molekularne grupe DLBCL, NOS-a i onkogeni¢ni putovi transformacije

Genomska aberacija GCB DLBCL (%) ABC DLBCL (%) PMBL (%)
translokacija gena BCL2: 45 0 18
t(14;18)

Amplifikacija gena BCL2: 10 34 16
18q21

amplifikacija gena REL: 28 5 19
2p13

homozigotna delecija 1 20 0
gena CDKN2A: 9p21

dodatna kopijaili 3 26 3
amplifikacija gena SPIB:

19q13

Trisomija 3 1 26 0
Dodatna kopija ili 0 6 43
amplifikacija regije 9p24

mutacija/delecija gena 0 24 /
PRDM1 (Blimp-1)

translokacija gena BCL6 10 24 33
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5.ZAKLJUCAK

Istrazivanja mehanizama razvoja B-stani¢nih limfoma doprinjela su ne samo
unaprjedivanju znanja o limfomima ili nacinima kako ih lijeciti ve¢ su znacajno doprinjela i
razumijevanju normalne fiziologije B stanica. Klasifikacija limfoma u posljednjem desetljecu
drasti¢no se promijenila razvojem funkcionalne i strukturne genomike Sto je dovelo do vrlo
kompleksnog Klasifikacijskog sustava . lako su opisani mnogi detalji razvoja limfoma, u
cijelom transformacijskom nizu od prvih tranlokacija do kasnijih kumulativnih promjena u
kontroli stani¢nog rasta i diferencijacije jo§ je mnogo nepoznanica. Tako su stani¢no
podrijetlo pojedinog tipa limfoma, translokacije i imunofenotip tumorskih stanica dobro
istrazeni, dok je razumijevanje kompleksnih onkogenih signalnih putova, odnosno molekula
koje u njima sudjeluju joS uvijek nedovoljno. To je osobito vazno stoga Sto je blokiranje
sudionika onkogenih putova glavni cilj lijecenja limfoma. Napretkom genomike i racunalne
tehnologije ado¢i ¢e do kumulacije sve viSe znanja o mutacijama koje karakteriziraju
limfome, a te mutacije ¢e se zatim funkcionalno istraZivati ne samo na razini pojedinca, vec i
na razini populacija. S druge strane, budu¢i da, unato¢ kompleksnosti klasifikacijskog
sustava, razli¢iti B-stani¢ni limfomi pokazuju mnoge zajednicke karakteristike moguce je
razjasniti osnovne mehanizme transformacije normalne stanice u tumorsku stanicu.
Kompleksnost klasifikacijskog sutava vjerojatno ¢e se povecavati sve dok iza takve
kompleksnosti slijedi 1 selektivnost u lije¢enju. Osnovni mehanizmi transformacije ili
fiziologije B stanica ipak se ne smiju staviti u drugi plan jer i oni mogu pomoc¢i razvijanju
novih, poboljSanih terapijskih postupaka.. U tome dijelu vaznu ulogu imaju i signalni put B-
stani¢nog receptora kao i mikrookoli§ tumorskih stanica. Konacno, gledano u evolucijskom
smislu, prednost koju visi organizmi ostvaruju organiziranjem kompleksnog imunoloskog
sustava, koji tako prati kompleksnost patogena, ipak je veca od opasnosti koju predstavljaju

transformirane stanice tog istog sustava.
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6.SAZETAK

Mehanizmi koji kontroliraju normalnu diferencijaciju i aktivaciju B-stanice Cesto su U
stanici limfoma kako bi u konac¢nici transformirana stanica imala neogranicen rast i razvoj. B-
stanice osobito su podlozne malignim transformacijama zato Sto procesi koji dovode do velike
raznolikosti imunoglobulina, koja je potrebna u normalnom imunoloskom odgovoru, cesto
vode do kromosomskih translokacija i onkogenih mutacija koje ukljucuju jake promotore Ig
gena i mnoge tumor supresorske gene, kao i onkogene. Takvi dogadaji cesto vode do
blokiranja diferencijacije, sprje¢avanja apoptoze i/ili poticanja proliferacije B-stanice koja
kona¢no moze biti prvi dogadaj u tranformaciji B-stanice u tumorsku stanicu. Dodatno, mnogi
B-stani¢ni limfomi trebaju ekspresiju BCR-a kako bi prezivjeli, u nekim limfomima aktivacija
stanice preko signalnog puta B-stani¢nog receptora te u nekima specificni faktori
mikrookoliSa tumora imaju vaznu ulogu u tumorogenezi. IstraZivanja na polju strukturne i
funkcionalne genomike u zadnjih 10 godina znacajno su doprinijela spoznajama o
mehanizmima uklju¢enim u patogenezu B-limfoma. Opisani su brojni signalni putovi koji su
poremeceni U B-stani¢nim limfomima i koji vode do konsititutivne aktivacije brojnih drugih
putova koji potiu prezivljavanje tumorske stanice. Takoder, ovakav pristup istraZzivanja
doveo je do klasifikacije B-limfoma prema stanicama od kojih su nastali buduci da se zna
kako su transformirane tumorske stanice u genetickim i imunofenotipskim karakteristikama
nalik nekom od tipova normalnih B-stanica. U godinama koje dolaze, nagli napredak
genomike mogao bi dovesti do otkri¢a jo§ mnogih drugih mehanizama koji su ukljuéeni u
transformaciju normalne B-stanice, $to bi moglo pomo¢i u razvoju §to uspjesnijeg lijeCenja

limfoma.
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7. SUMMARY

Mechanisms that control normal B-cell differentiation and activation are frequently
disrupted in lymphoma cells which in the end leads to their unlimited growth and survival. B
cells are particulary prone to malignant transformation because processes that normally create
imunoglobulin diversity, which is necessary for normal imunnologic response, often can
cause chromosomal translocations and oncogenic mutations which include strong promoters
of Ig genes, tumor—supressor genes, and oncogenes. Such aberations often lead to block in
differentiation, prevention of apotosis and/or promotion of proliferation which can represent
first oncogenic hit in B-cell transformation. In addition, most of B-cell lymphoma depend on
expression of a BCR for their survival. In some lymphomas antigen activation of lyphoma
cells through BCR signalling snd specific factors from the microenviroment are equally
important in tumorogenesis. Reserach and development of funtional and structural genomics
greatly improved understanding of mechanisms involved in B-cell lymphoma pathogenesis.
Discovery of many signalling pathways which are aberrant in B cell lymphomas, leading to
constitutive activation of many prosurvival pathways are now known. In addition, such
research showed that B-cell lymhoma can be classified by their cell of origin because
transformed cells often resemble normal stages of B-cell differentiation by
immunophenotypic and genetic characteristics. In conclusion, development od field of
genomics could lead to better understanding of mechanisms that drive B-cell lymphoma

pathogenesis, all for one cause - efficient lymphoma therapies.

33|Stranica



8. LITERATURA

Alizadeh Ash A. | sur. 2000. Distinct types of diffuse large B-cell lymphoma identified by
gene expression profiling, Nature, 403, 503-511

Bakhshi A, Jensen JP, Goldman P, i sur., 1985. Cloning the chromosomal breakpoint of
t(14;18) human lymphomas: Clustering around JH on chromosome 14 and near a
transcriptional unit on 18. Cell 41:899-906

Bea Silvia i sur. 2005., Diffuse large B-cell lymphoma subgroups have distinct genetic
profiles that influence tumor biology and improve gene-expression-based survival
prediction, Blood 106:3183-3190

Choi WW, Weisenburger DD, Greiner TC i sur., 2009. A new immunostain algorithm
classifies diffuse large B-cell lymphoma into molecular subtypes with high accuracy. Clin
Cancer Res; 15:5494-502

Evans Lina S., Barry W Hancock, 2003. Non-Hodgkin lymphoma. The Lancet, 362, 139-146

Gaidano Gianluca, Pastore Cristiana, Volpe Gisella, 1995. Molecular pathogenesis of non-

hodkin lymohoma: a clinical perspective, Hematologica, 80, 454-472

Hans CP, Weisenburger DD, Greiner TC, Gascoyne RD, Delabie J, Ott G i sur., 2004,
Confirmation of the molecular classification of diffuse large B-cell lymphoma by

immunohistochemistry using a tissue microarray. Blood 103(1):275-82.

Jaffe Elaine S., Nancy Lee Harris, Harald Stein, Peter G. Isaacson, 2008. Classification of
lymphoid neoplasms: the microscope as a tool for disease discovery. Blood, 112, 4384-
4399

Janeway CA Jr, Travers P, Walport M i sur. 2012. Immunobiology: The Immune System in
Health and Disease. 8th edition. New York: Garland Science, Taylor & Francis Group,
LLC

Khushalani Nikhil I., Czuczman Myron S., 2002. Molecular Biology of Non-Hodkin's
Lymphoma. U: Malignant Lymphomas Ed. Michael L. Grossbard, American Cancer
Society, B.C. Decker Inc., Hamilton, London, pp. 47-66

Klein U, Rajewsky K, Kuppers R. 1998. Humann immunoglobulin (IgM+IgD+) peripheral
blood B cells expressin the CD27 cell surface antigen carry somatically mutaded variable
region genes: CD27 as a general marker for somatically mutated (memory) B cells. Exp.
Med. 188,1679-1689

34|Stranica



Klein UIf, Riccardo Dalla-Favera, 2008. Germinal centres: role in B-cell physiology and

malignancy. Nature Rev. Immunology, 8, 22-33

Kippers Ralf, 2005. Mechanism of B-cell Lymphoma Pathogenesis. Nature Rev. Cancer, 5,
251-262

Kippers Ralf, Martin-Leo Hansmann, Klaus Rajewsky, 1999. Cellular Origin of Human B-
cell Lymphoma. The New England Journal of Medicine, 341, 1520-1529

Kippers Ralf, Richard Dalla-Favera, 2001. Mechanisms of chromosomal translocations in B-
cell lymphoma. Oncogene, 20, 5580-5594

Lenz Georg, Nogai Hendrik, Bernd Dorken, 2011. Pathogenesis of Non-Hodgkin’s
Lymphoma. Journal of Clinical Oncology 29, 1803-1811

Marshall A. Lichtman, Ernest Beutler, Kenneth Kaushansky i sur. 2010. Williams
Hematology, 7th Edition, McGraw-Hill

Martelli M. i sur., 2013. Diffuse large B-cell lymphoma. Crit Rev Oncol/Hematol, (Article in
Press DOI: 10.1016/j.critrevonc.2012.12.009)

Nussenzweig Andre, Michel C. Nussenzweig, 2010., Origin of Chromosomal Translocations
in Lymphoid Cancer, Cell, 141, 1, 27-38

Pasqualucci Laura, Peter Neumeister, Tina Goossens, Gouri Nanjangud, R. S. K. Chaganti,
Ralf Kippers, Riccardo Dalla-Favera 2001. Hypermutation of multiple proto-oncogenes in
B-cell diffuse large-cell lymphomas, Nature 412, 341-346

Roulland S, Navarro JM, Grenot P. i sur., 2006, Follicular lymphoma-like B cells in healthy
individuals: A novel intermediate step in early lymphomagenesis. J Exp Med 203:2425-
2431

Sanchez-Beato Margarita, Abel Sanchez-Aguilera, Migeuel A.Piris, 2003. Cell cycle
deregulation in B-cell lymphomas. Blood, 101, 1220-1235

Shaffer A.L., Rosenwald A. and Staudt M.L., 2002. Lymphoid malignancies: the dark side of
B-cell differentiation. Nature Rev. Immunology, 2, 920-932

Shaffer A.L., Young M.R., Staudt M.L., 2012. Pathogenesis of Human B Cell Lymphomas.
Annu. Rev. Immunol. 30:565-610

Shankland Kate R., Armitage James O., Hanock Barry W., 2012., Non-Hodgkin lymphoma.
The Lancet, 380, 848-857

35|Stranica



Swerdlow S.H., Campo E.,Harris N,L., Jaffe E.S, Pileri S.A., Stein H., Thiele J, Vardiman
J.w. (Eds.), 2008. WHO Classification of Tumours of Haematopoietic and Lymphoid
Tissues, IARC: Lyon, IARC Ubrary

36|Stranica



	ZAHVALE
	SADRŽAJ
	1. UVOD, DEFINICIJE, KLASIFIKACIJA I EPIDEMIOLOGIJA
	2. DIFERENCIJACIJA B-STANICA I STANIČNO PODRIJETLO B-LIMFOMA
	2.1. Diferencijacija B-stanica
	2.2. Podrijetlo B-staničnih limfoma

	3. MEHANIZMI TRANSFORMACIJE B-STANIČNIH LIMFOMA
	4. POJEDINI TIPOVI B-STANIČNIH LIMFOMA
	4.1. Folikularni limfom (FL)
	4.2. Difuzni B-velikostanični limfom (DLBCL)

	5. ZAKLJUČAK
	6. SAŽETAK
	7. SUMMARY
	8. LITERATURA

