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1. Uvod 

Limfomi su heterogena skupina malignih tumora koji nastaju iz različitih razvojnih stadija 

limfoidne linije leukocita, koja uključuje limfocite B, limfocite T i prirodnoubilačke stanice 

(NK, od engl. natural killer cells). Klasifikacija i dijagnostika limfoma bazirane su na 

identifikaciji vrste i razvojnog stadija stanica limfoidne linije iz koje je tumor nastao. Glavna 

podjela limfoma je u dvije skupine: Hodgkinov limfom (HL), prepoznatljiv po pojavi 

specifičnih Reed-Sternbergovih stanica unutar upalnog infiltrata, i nehodgkinski limfomi 

(NHL), građeni dominantno od atipičnih limfocita različite veličine i razvojnih stadija. Jedan 

od agresivnih tumora koji pripada skupini nehodgkinskih limfoma je primarni medijastinalni 

B-stanični limfom (PMBCL, od engl. primary mediastinal B-cell lymphoma). Najčešće 

nastaje iz timusnih limfocita B u prsnom košu i čini svega 2-3% svih nehodgkinskih limfoma 

(1). Ranije se smatrao podtipom difuznog B-velikostaničnog limfoma (DLBCL, od engl. 

diffuse large B-cell lymphoma), najčešćeg nehodgkinskog limfoma zapadnog svijeta kod 

odrasle populacije, ali se analizom profila genske ekspresije utvrdilo da je ekspresija dijela 

gena (IL-13, JAK2, STAT1, porodica TNF) u PMBCL-u povišena u odnosu na DLBCL, a 

razina ekspresije tih gena odgovara njihovoj razini ekspresije u klasičnom Hodgkinovom 

limfomu (cHL, od engl. classical Hodgkin lymphoma) (2, 3).  

Faktor tumorske nekroze alfa (TNF-α, od engl. tumour necrosis factor α) dio je porodice 

proteina TNF i jedan je od proteina koji ima značajnu ulogu u međustaničnoj komunikaciji. 

Vezanjem na receptor TNF-α preko transkripcijskih faktora, među kojima je i REL, aktivira 

stanični put NFκB (od engl. nuclear factor κ B) u tumorskim stanicama (4), koji uzrokuje 

povišenu ekspresiju gena koji tumorskim stanicama omogućuju proliferaciju i izbjegavanje 

apoptoze (5). Amplifikacije gena REL također su opažene u PMBCL-u, a aberacije ovog gena 

pojavljuju se i u cHL-u te DLBCL-u (6). Jedan od gena čija se ekspresija inducira signalnim 

putom NFκB, u interakciji sa signalnim putovima aktiviranim interferonom gama (IFN-γ) je 

CXCL10 (od engl. C-X-C motif chemokine ligand 10) (7), koji kodira kemokin koji privlači 

limfocite T na mjesto razvoja tumorskih stanica vezanjem na receptor CXCR3 (od engl. CXC 

chemokine receptor 3) na aktiviranim limfocitima T. Aktivirani limfociti T na membranama 

eksprimiraju protein PD-1 (od engl. programmed cell death protein 1), čija je prirodna uloga 

inhibicija imunosnog odgovora nakon uklanjanja patogena u interakciji s ligandom PD-L1 (od 

engl. programmed cell death ligand 1) (8). Gen PD-L1 se u genomu nalazi u regiji 9p24, uz 

gene JAK2 i STAT1, a pokazalo se da značajan broj uzoraka (60%) PMBCL-a i cHL-a ima 

amplifikacije ove regije (9). Ekspresija PD-L1 u tumorskim stanicama inducira se citokinima, 
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uključujući parakrinim djelovanjem IFN-γ kojeg luče pridošli limfociti T i autokrinim 

djelovanjem CXCL10 (10, 11). Interakcija između PD-L1 i PD-1 dovodi do inaktivacije 

limfocita T i njihovog prelaska u stanje anergije (12) i inhibicije imunosnog odgovora (13), 

što je jedan od načina kako tumori pospješuju svoj rast i onemogućavaju ponovnu uspostavu 

homeostaze imunosnog sustava (14). 

Svrha ovog rada je istraživanje potencijalnog modela mehanizma komunikacije između 

tumorskih stanica i limfocita T koji se temelji na signalizaciji posredovanoj s TNF-α i IFN-γ u 

PMBCL-u. Cilj doktorske disertacije je istražiti promjene u ekspresiji gena cREL, CXCL10, 

CXCR3, PD-L1 i PD-1 u tumorskim stanicama PMBCL-a potaknute djelovanjem citokina 

TNF-α i IFN-γ. Specifični ciljevi doktorske disertacije su prikupljanje dostupnih uzoraka 

PMBCL-a u kojima će se analizirati razina ekspresije gena TNF-α, IFN-γ, cREL, CXCL10, 

CXCR3, PD-L1 i PD-1, prikupljanje uzoraka netumorskih limfatičnih tkiva tonzile, iz kojih će 

se izolirati germinalni centri (stanice porijeklom kojih su stanice PMBCL-a) i zone limfocita 

T koje ih okružuju te analiza razine ekspresije gena TNF-α, IFN-γ, cREL, CXCL10, CXCR3, 

PD-L1 i PD-1 u izdvojenim netumorskim populacijama stanica. Ostali specifični ciljevi 

uključuju određivanje razine ekspresije gena TNF-α, cREL, CXCL10 i PD-L1 u staničnim 

linijama koje su model PMBCL-a i kontrolnoj staničnoj liniji (stanicama epitelnog porijekla), 

odabir fiziološki primjerenih, optimalnih koncentracija citokina TNF-α i IFN-γ i tretman 

odabranih staničnih linija, analiza ekspresije gena cREL, CXCL10 i PD-L1 u tumorskim 

stanicama tretiranim s ljudskim rekombinantnim proteinom TNF-α koji luče i tumorske 

stanice i stanice mikrookoliša, analiza ekspresije gena PD-L1 u tumorskim stanicama 

tretiranim ljudskim rekombinantnim proteinom IFN-γ koji luče limfociti T te predlaganje 

mehanizama komunikacije tumorskih stanica i limfocita T njihovog mikrookoliša. 

Prvi dio istraživanja napravljen je na uzorcima pacijenata kako bi se analizirala ekspresija 

gena od interesa u uzorcima tkiva koji osim tumorskih stanica obuhvaćaju i različite vrste 

drugih stanica i faktora koje čine specifičan tumorski mikrookoliš. Korištene metode 

uključuju izolaciju RNA iz parafinskih uzoraka PMBCL-a i mikrodiseciranih netumorskih 

tonzila koje su služile kao kontrolna skupina, reverznu transkripciju i lančanu reakciju 

polimerazom u stvarnom vremenu (qPCR, od engl. quantitative polymerase chain reaction). 

Kako bi se utjecaj TNF-α i IFN-γ na ekspresiju gena od intresa mogao pratiti u stvarnom 

vremenu, drugi dio istraživanja napravljen je na modelnim staničnim linijama PMBCL-a. 

Modelne stanične linije PMBCL-a Farage, U2940, MedB-1 i Karpas1106p te stanična linija 

epitelnog porijekla HeLa bile su uzgojene i tretirane različitim koncentracijama TNF-α (5, 10, 
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20 i 50 ng/mL) i IFN-γ (30 i 50 ng/mL) tijekom 24 i 48 sati, nakon čega je iz njih izolirana 

RNA. Nakon reverzne transkripcije, ekspresija gena od interesa analizirana je metodom qPCR 

kako bi se utvrdilo postoji li razlika u ekspresiji gena od interesa ovisno o duljini tretmana i 

koncentraciji agensa kojim su tretirane. Hipoteza istraživanja je da povišena ekspresija 

citokina TNF-α i citokina IFN-γ dovodi do povišene ekspresije liganda PD-L1 na tumorskim 

limfocitima B, što dovodi do supresije imunosnog odgovora protiv tumorskih stanica kod 

pacijenata s dijagnozom PMBCL-a.  
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2. Literaturni pregled 

2.1. Nastanak tumora 

Tumori su nakupine stanica koje karakterizira prekomjerna proliferacija bez fiziološke 

funkcije. Dijele se na benigne tumore, koji su ograničeni na dio organizma gdje nastaju i ne 

šire se na okolna tkiva i organe, i maligne tumore koji se šire na okolna tkiva, a imaju i 

sposobnost metastaziranja, odnosno mogu se proširiti i na udaljene organe u organizmu kroz 

krvožilni ili limfni sustav (15). Osim prekomjerne proliferacije, tumorske stanice 

karakteriziraju i promjene u signalnim putovima koje utječu na metabolizam i preživljenje 

stanica te stvaranje mikrookoliša pogodnog za rast i razvoj tumora u interakciji s okolnim 

stanicama, uključujući stanice imunosnog sustava (16). Iako je jedna od uloga imunosnog 

sustava eliminacija transformiranih stanica iz kojih bi se mogao razviti tumor, stanice 

imunosnog sustava također su podložne malignim promjenama. Tumori porijekla iz stanica 

imunosnog sustava dijele se na tumore mijeloidnog porijekla, limfoidnog porijekla i porijekla 

histiocita/dendritičkih stanica. Ovisno o lokaciji nastanka tumora, tumori krvnih stanica dijele 

se na leukemije (ako je tumor porijekla iz koštane srži) i limfome (ako je tumor porijekla iz 

stanica koje se nalaze u drugim dijelovima limfnog sustava) (1). 

2.1.1. Limfomi 

Limfomi su heterogena skupina malignih tumora koji nastaju iz različitih razvojnih stadija 

limfoidne linije leukocita, koja uključuje limfocite B, limfocite T i prirodnoubilačke stanice 

(NK, od engl. natural killer cells). Klasifikacija i dijagnostika limfoma bazirane su na 

identifikaciji vrste i razvojnog stadija stanica limfoidne linije iz koje je tumor nastao. Glavna 

podjela limfoma je u dvije skupine: Hodgkinov limfom (HL), prepoznatljiv po pojavi 

specifičnih Reed-Sternbergovih stanica unutar upalnog infiltrata, i nehodgkinski limfomi 

(NHL), građeni dominantno od atipičnih limfocita različite veličine i razvojnih stadija. NHL 

se dijele na B-stanične limfome, T-stanične limfome i limfome stanica NK, a T-limfomi i 

limfomi stanica NK se zbog srodnosti i imunofenotipskih i funkcionalnih svojstava koje 

stanice NK dijele s limfocitima T grupiraju zajedno. Za većinu B- i T-limfoma utvrđen je 

razvojni stadij limfocita B i T iz kojih oni nastaju, ali za neke entitete, npr. leukemiju 

vlasastih stanica (engl. hairy cell leukemia), nije utvrđen odgovarajući stadij netumorskih 

stanica iz kojih nastaje tumor (1). B-limfomi mogu nastati iz prekursorskih limfocita i zrelih 

limfocita B-imunofenotipa (Slika 1) (1), a iz timusnih limfocita B, posebne skupine 

aktiviranih B-stanica različitog fenotipa u odnosu na periferne limfocite B (17), nastaje 
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primarni medijastinalni B-stanični limfom (PMBCL, od engl. primary mediastinal B-cell 

lymphoma) (1). 

 

Slika 1. Lokalizacija razvojnih stadija limfocita B i limfoma koji iz njih nastaju. Prilagođeno 

prema Swerdlow i suradnicima (1). GC – germinalni centar, AG – antigen, FDC – folikularne 

dendritičke stanice (engl. follicular dendritic cells). DLBCL – difuzni B-velikostanični 

limfom (engl. diffuse large B-cell lymphoma), MALT – limfoidno tkivo sluznice (engl. 

mucosa-associated lymphoid tissue), CLL – kronična limfocitična leukemija (engl. chronic 

lymphocytic leukemia), SLL – limfom malih limfocita (engl. small lymphocytic lymphoma). 

2.1.2. Primarni medijastinalni B-stanični limfom 

PMBCL je agresivni limfom koji nastaje iz timusnih limfocita B u prsnom košu i čini svega 

2-3% svih NHL-a. Češće se pojavljuje u mlađoj populaciji, s medijanom dobi dijagnoze oko 

35 godina, i češći je kod žena nego kod muškaraca (u omjeru 1,7:1). Tumorske stanice 

eksprimiraju CD20, marker limfocita B, a tumor najčešće nastaje iz timusnih limfocita B u 

prsnom košu pa pritiskanjem o plućna krila uzrokuje kašalj i zadihanost (1). Kod dijela 
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pacijenata (25-30%) pojavljuje se i opstrukcija gornje šuplje vene (18). Iako je u početnim 

fazama tumor uglavnom lokaliziran, može se proširiti nakon relapsa. Ranije se smatrao 

podtipom difuznog B-velikostaničnog limfoma (DLBCL, od engl. diffuse large B-cell 

lymphoma), najčešćeg agresivnog nehodgkinskog limfoma zapadnog svijeta kod odrasle 

populacije, ali se analizom profila genske ekspresije utvrdilo da je ekspresija dijela gena (IL-

13, JAK2, STAT1, porodica TNF) u PMBCL-u povišena u odnosu na DLBCL, a razina 

ekspresije tih gena odgovara razini ekspresije u klasičnom Hodgkinovom limfomu (cHL, od 

engl. classical Hodgkin lymphoma) (2, 3). Svojstva koja PMBCL dijeli s DLBCL-om 

uključuju difuzni obrazac rasta, centroblastičnu morfologiju atipičnih limfocita, ekspresiju 

markera limfocita B: CD19, CD20, CD22 i CD79a (1, 19) te ekspresiju transkripcijskih 

faktora OCT2 i BOB1 (19). Ekspresija CD30 (19), visoka razina ekspresije PD-L1 (od engl. 

programmed cell death ligand 1) uzrokovana pojačanom aktivacijom puta JAK/STAT (od 

engl. Janus kinase/signal transducer and activator of transcription) (9) i  mutacije u genu 

TNFAIP3, koji kodira inhibitor puta NFκB (od engl. nuclear factor κ B) (20), su svojstva koja 

PMBCL dijeli s cHL-om. Za razliku od DLBCL-a, kromosomske aberacije gena BCL2, BCL6 

i MYC rijetko se pojavljuju kod PMBCL-a (1). Kromosomske aberacije koje su česte kod 

PMBCL-a uključuju translokacije regije 16p13.13 u kojoj se nalazi gen CIITA, koji kodira 

transaktivator klase II glavnog sustave tkivne podudarnosti (MHC, od engl. major 

histocompatibility complex) (21), i amplifikacije kraćeg kraka kromosoma 9, koji uključuje 

gene JAK2, PD-L1 i PD-L2, čija povišena ekspresija utječe na inhibiciju imunosnog odgovora 

u PMBCL-u (9, 2, 3). U nedostatku funkcionalnog proteina CIITA smanjena je ekspresija 

klase II molekula MHC na tumorskim limfocitima B zbog čega se tumorski antigeni ne mogu 

predstaviti pomoćničkim limfocitima T odgovornima za pokretanje antitumorskog odgovora 

(22). S druge strane, pojačana aktivnost kinaze Janus 2 (JAK2) dovodi do povišene ekspresije 

PD-L1 (9, 2, 3), odnosno PD-L2 (23, 24, 25), liganada koji u kontaktu s receptorom PD-1 

(engl. programmed cell death protein 1) na aktiviranim limfocitima T dovode do inhibicije 

imunosnog odgovora protiv tumora prelaskom aktiviranih limfocita T u stanje anergije. 

Sprečavanjem aktivacije imunosnog odgovora i inhibicijom već postojeće imunosne reakcije 

u interakcijama s okolnim stanicama, tumorske stanice PMBCL-a izbjegavaju imunosni 

odgovor i stvaraju mikrookoliš pogodan za svoj daljnji opstanak i diobe. 

2.2. Interakcije tumorskih stanica i tumorskog mikrookoliša 

Tumorski mikrookoliš uključuje izvanstanični matriks (ECM, od engl. extracellular matrix), 

krvožilni sustav, vezivno tkivo i stanice imunosnog sustava koje infiltriraju tumor te sve 
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molekule koje komponente tumorskog mikrookoliša i same tumorske stanice luče. Uloga 

ECM-a u razvoju tumora bolje je istražena u solidnim tumorima nego u hematološkim 

neoplazmama, no pokazano je da su morfologija i sastav ECM-a promijenjeni kod HL-a u 

odnosu na netumorski limfni čvor i rane stadije folikularnog limfoma (FL), što sugerira da 

ECM ima ulogu i u razvoju hematoloških neoplazmi (26). Budući da je pokazano da 

interakcija s ECM-om utječe na sudbinu limfocita B u slezeni (27), važno je razumijeti ulogu 

ECM-a u patogenezi limfoma. Obrazac vaskularizacije razlikuje se između limfoma i solidnih 

tumora i upalnih procesa u netumorskim limfnim čvorovima (28), a uočena je i povezanost 

infiltracije tumora aktiviranim limfocitima T kroz endotelne venule čiji se broj u limfnom 

čvoru povećava nakon smanjenja broja regulacijskih limfocita T (29). Broj regulacijskih 

limfocita T povećan je u krvi pacijenata oboljelih od NHL u odnosu na kontrolnu skupinu 

zdravih ispitanika (30, 31), što korelira sa smanjenim brojem citotoksičnih limfocita T (32). 

Inhibicija imunosnog odgovora se osim u smanjenom broju limfocita T očituje i u njihovom 

prelasku u stanje anergije kao posljedica kontakta između povišeno eksprimiranih liganada 

PD-L1 i PD-L2 na tumorskim stanicama i receptora PD-1 na limfocitima T (33). Iako 

PMBCL češće sadrži amplifikacije i translokacije gena PD-L1 u odnosu na druge vrste 

limfoma, povišena ekspresija gena PD-L1 u PMBCL-u u odnosu na netumorske reaktivne 

tonzile uočena je i u uzorcima bez ikakvih kromosomskih aberacija tog gena, a više od 

polovice uzoraka pacijenata oboljelih od PMBCL-a nema kromosomske aberacije gena PD-

L1 (34), što sugerira da kromosomske aberacije gena PD-L1 nisu jedini uzrok povišene 

ekspresije ovog gena u PMBCL-u. Osim PD-L1, amplifikacije, mutacije i promjene ekspresije 

gena detektirane u PMBCL-u povezane s aktivacijom puta NFκB djelovanjem faktora 

tumorske nekroze alfa (TNF-α, od engl. tumour necrosis factor α) (6, 20) sugeriraju da bi 

putovi aktivirani vezanjem TNF-α na receptore i proteini čija se ekspresija inducira preko 

TNF-α mogli imati značajnu ulogu u patogenezi PMBCL-a. 

2.2.1. Faktor tumorske nekroze alfa  

TNF-α dio je porodice proteina TNF, a ime je dobio prema svom toksičnom djelovanju na 

stanične linije u uvjetima in vitro (35). Proizvode ga uglavnom monociti, odnosno makrofagi 

tijekom akutne upale, ali mogu ga proizvoditi i druge vrste stanica, uključujući limfocite B 

(36, 37). Djelovanje TNF-α odvija se preko dva receptora: TNFR1, koji se nalazi na svim 

stanicama, i TNFR2, koji se uglavnom nalazi na stanicama imunosnog sustava (38-41). 

Receptor TNFR1 sadrži domenu smrti (DD, od engl. death domain) preko koje može vezati 

druge proteine koje sadrže istu domenu i prenijeti signal koji usmjerava stanicu u apoptozu ili 
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nekrozu (42). Signalizacija preko ovog receptora također može usmjeriti stanicu prema 

preživljenju, odnosno aktivaciji proupalnog odgovora preko puta NFκB, ili apoptozi/nekrozi, 

ovisno o kompleksima proteina koji se vežu na TNFR1 (43). TNFR2 ne sadrži domenu smrti 

nego nakon vezanja liganda regrutira proteine TRAF i aktivira kaskadu koja dovodi do 

aktivacije puta NFκB i drugih staničnih putova (44, 45). TNF-α se pojavljuje u dva oblika, 

solubilni TNF-α (sTNF-α) koji se uglavnom veže na TNFR1 i  aktivira proupalne stanične 

putove, i membranski TNF-α (mTNF-α) koji se veže na TNFR2 i regulira staničnu 

proliferaciju i preživljenje (46). sTNF-α nastaje cijepanjem mTNF-α od strane 

metaloproteinaze TACE (od engl. TNF-α converting enzyme) (47) i pokazuje smanjenu 

sposobnost aktivacije nizvodnih kaskada preko TNFR2 u odnosu na mTNF-α (48). Pokazano 

je da TNF-a ima važnu ulogu u međustaničnoj komunikaciji, imunosnom odgovoru, 

karcinogenezi i metastaziranju (49, 50), ali i da sudjeluje u putovima nastanka različitih 

autoimunih bolesti (51). Inhibitori TNF-α zasad se nisu pokazali uspješnima kao terapija kod 

pacijenata oboljelih od reumatskih bolesti i upalne bolesti crijeva (IBD, od engl. inflammatory 

bowel disease) zbog povećanog rizika od razvoja limfoma kod pacijenata izloženih terapiji 

(52, 53), dok sam TNF-α nije uspješno primijenjen kao antitumorska terapija zbog toksičnosti 

u visokim koncentracijama (54, 55). Nedostatak TNF i TNFR1 utječe na staničnu i strukturnu 

organizaciju germinalnih centara u sekundarnim limfnim tkivima (56), a deregulacija puta 

NFκB, čiji je aktivator TNF-α, pridonosi razvoju različitih vrsta B-limfoma (57-60). Street i 

suradnici pokazali su da se tumori ne razvijaju spontano kod mutanata miševa za gen TNF-α, 

ali se razvijaju kod mutanata za gen IFN-γ, koji također kodira citokin s višestrukim ulogama 

u regulaciji imunosnog odgovora (61). 

2.2.2. Interferon gama  

Interferon gama (IFN-γ) prvi puta je opisan kao inhibitor citotoksičnosti virusa Sindbis u 

ljudskim leukocitima (62). Jedini je interferon tipa II, a proizvode ga citotoksični i 

pomoćnički limfociti T tipa 1 (Th1), stanice NK, limfociti B i stanice koje prezentiraju 

antigene (APC, od engl. antigen-presenting cells) (63, 64). IFN-γ veže se na receptor koji se 

sastoji od dva lanca, IFN-γR1 i IFN-γR2, koji su oba nužni za prijenos signala (65). Glavni 

stanični put aktiviran vezanjem IFN-γ na receptor je put JAK/STAT, a IFN-γ uzrokuje 

različite promjene u ekspresiji gena u različitim vrstama stanica (66, 67). Glavna fiziološka 

uloga IFN-γ je aktivacija specifičnog imunosnog odgovora indukcijom ekspresije molekula 

MHC klase I i II (68, 69), indukcijom proliferacije i aktivacije citotoksičnih limfocita T uz 

djelovanje IL-2 (70) i usmjeravanjem pomoćničkih limfocita T prema fenotipu Th1 uz 
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djelovanje IL-12 (71). Pokazano je da učinkovitost IFN-γ kao antitumorske terapije ovisi o 

duljini vremenskog perioda između nastanka tumora i terapije (72), lokalizaciji i duljini 

trajanja terapije (73, 74). Terapija tumora jajnika IFN-γ u kombinaciji s kemoterapeuticima 

dosada je dala različite rezultate (75, 76), a IFN-γ pokazao je antitumorski učinak kod 

leukemije T-stanica odraslih (ATL, od engl. adult T-cell leukemia) (77) i ponovne pojave 

tumora mokraćnog mjehura (78). cHL i neki podtipovi NHL, uključujući PMBCL, imaju 

dereguliranu ekspresiju puta JAK/STAT koji se aktivira vezanjem IFN-γ zbog amplifikacije 

regije 9p24, koja uključuje gen JAK2 (9, 79) ili zbog povišene ekspresije drugih aktivatora 

ovog puta (80). IFN-γ i TNF-α djeluju kao međusobni aktivatori ekspresije u svrhu 

pojačavanja imunosnog odgovora i pokazuju sinergistički antitumorski efekt (73, 81), no 

mogu imati i protumorski učinak i poboljšavati preživljenje i metastaziranje tumora (82, 83). 

2.2.3. cREL 

Transkripcijski faktor cREL dio je porodice proteina NFκB dominantno eksprimiran u 

limfnim tkivima (84). Ima ulogu u regulaciji preživljenja i razvoja limfocita B, a njegova 

deficijencija dovodi do poremećaja humoralnog imunosnog odgovora (85-87). Gilmore i 

suradnici dokazali su onkogeni potencijal cREL (88), a genske aberacije gena cREL 

detektirane su u različitim vrstama limfoma, uključujući PMBCL (89), iako amplifikacija 

lokusa cREL nije korelirala s povećanom količinom transkripta cREL niti s aktivnošću puta 

NFκB u PMBCL-u (90). cREL se veže na DNA kao homodimer, ali može i stvarati 

heterodimere s drugim proteinima porodice NFκB (91), ovisno o vrsti stanice i tipu 

inducirajućeg signala (92). Vrsta signala također određuje put aktivacije puta NFκB, koji se 

dijele na kanonski, nekanonski i alternativne putove aktivacije. Kanonski put aktivacije NFκB 

posljedica je vezanja proupalnih citokina TNF-α i IL-1 na pripadajuće receptore, aktivacije 

receptora T-stanica (od engl. T-cell receptor (TCR)) i aktivacije receptora TLR (od engl. toll-

like receptors). Nizvodna kinazna kaskada dovodi do fosforilacije proteina IκBα, inhibitora 

koji se veže na proteine porodice NFκB i zadržava ih u citoplazmi. Fosforilirani IκBα se 

ubikvitinira i zatim razgrađuje u proteosomu, dok slobodni proteini porodice NFκB ulaze u 

jezgru i vezanjem međusobno i na DNA reguliraju ekspresiju različitih gena (93). cREL 

inducira ekspresiju gena koji potiču proliferaciju, preživljenje i proupalni odgovor (94), a 

među genima čija je ekspresija pod kontrolom cREL je i TNF-α, pa djelovanje TNF-α može 

autokrino pojačavati imunosni odgovor (95). Pokazano je da se cREL veže i na promotore 

gena čija se ekspresija povisuje djelovanjem interferona (ISGs, od engl. IFN-stimulated 

genes), uključujući i CXCL10 (od engl. C-X-C motif chemokine ligand 10) (96), a ekspresija 
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CXCL10 je povišena i u stanicama glatkih mišića dišnog puta izloženima kombinaciji IFN-γ i 

TNF-α (97).  

2.2.4. Interakcija CXCL10/CXCR3 

CXCL10 je kemokin prvi puta otkriven kao dio imunosnog odgovora potaknut IFN-γ (98), što 

je glavni put aktivacije ekspresije CXCL10. Međutim, promotor CXCL10 sadrži mjesta 

vezanja i za transkripcijske faktore neovisne o IFN-γ, uključujući i mjesta vezanja za proteine 

porodice NFκB, stoga se njegova ekspresija može inducirati i djelovanjem drugih 

transkripcijskih faktora, čija aktivacija ovisi o drugim staničnim putovima (99). CXCL10 

eksprimiran je u leukocitima (100), ali i u keratinocitima, endotelnim stanicama i 

fibroblastima (101), a njegov nedostatak rezultira smanjenom proliferacijom i regrutiranjem 

aktiviranih limfocita T na mjesto upale i inhibiranom imunosnom reakcijom u miševima 

(102). Glavna uloga CXCL10 je kemotaksija stanica koje eksprimiraju njegov receptor 

CXCR3, što uključuje limfocite T (103), makrofage (104) i stanice NK (105), na mjesto 

upale. Diferencirani limfociti Th1, koji su dio specifičnog staničnog imunosnog odgovora, i 

naivni limfociti T (Th0) eksprimiraju CXCR3 u većoj mjeri nego limfociti Th2, koji 

promoviraju humoralni imunosni odgovor (106, 107), a blokiranje CXCR3 dovodi do 

smanjene regrutacije limfocita Th1 na mjesto upale (108). Osim kemotaksije, CXCL10 

također ima antitumorski, odnosno proapoptotski efekt te inhibira angiogenezu (109, 110), no 

može i poticati proliferaciju stanica kod nekih vrsta tumora (111-113). CXCR3 je eksprimiran 

i na tumorskim stanicama u nekim vrstama B-limfoma (114), a visoka koncentracija CXCL10 

u serumu pacijenata povezana je s visokom koncentracijom upalnih prognostičkih 

biomarkera, višim stadijem tumora i lošijim preživljenjem pacijenata oboljelih od DLBCL-a 

(115). CXCL10 eksprimiran je i u HL miješane celularnosti, ali njegova ekspresija u ovom 

tipu tumora korelira s infekcijom virusa Epstein-Barr (EBV, od engl. Epstein-Barr virus), pa 

bi prisutnost virusa mogao biti uzrok ekspresije CXCL10 (116). Dosad nije pokazana 

povezanost ekspresije CXCL10 i PD-L1 u limfomima, ali je ona istraživana u tumoru želuca 

(10) i u karcinomu vrata maternice kod pacijenata zaraženih HPV-om (od engl. human 

papiloma virus)  (117), što sugerira da bi i CXCL10, uz TNF-α (118) i IFN-γ (11), mogao 

sudjelovati u indukciji ekspresije PD-L1, čime tumori inhibiraju imunosni odgovor.  

2.2.5. Interakcija PD-L1/PD-1 

PD-1 je prvi put izoliran kao dio puta programirane stanične smrti u staničnim linijama 

2B4.11 (mišji hibridomi limfocita T) i LyD9 koje su bile uzgajane bez IL-3 (stanična linija 
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mišjih hematopoetskih progenitora) (119). Eksprimiraju ga aktivirani limfociti T i B (120, 

121), a promotor PD-1 sadrži elemente vezanja za različite transkripcijske faktore pa se 

ekspresija ovog gena može inducirati različitim staničnim putovima, odnosno signalnim 

molekulama (122). Nedostatak PD-1 dovodi do razvoja autoimunih bolesti (123, 124), što je 

dovelo do zaključka da je fiziološka uloga PD-1 inhibicija patološkog imunosnog odgovora. 

PD-1 regulira imunosni odgovor u interakciji s dva liganda, PD-L1 (125) i PD-L2 (126). PD-

L1 je eksprimiran u različitim vrstama aktiviranih hematopoetskih stanica (127, 128), ali i na 

endotelnim stanicama krvnih žila nakon izloženosti IFN-γ (129), dok se PD-L2 eksprimira 

samo u APC (128). Promijenjena ekspresija PD-L1 uočena je kod različitih vrsta tumora koji 

na taj način izbjegavaju imunosni odgovor (130), a uočeno je i da je ekspresija PD-1 u 

limfocitima T koji infiltriraju tumor (TIL, od engl. tumor infiltrating lymphocytes) značajno 

viša nego u limfocitima T u perifernoj krvi te da limfociti T koji eksprimiraju PD-1 imaju 

inhibirane efektorske funkcije, što se očituje u sniženoj ekspresiji IFN-γ i IL-2 u odnosu na 

limfocite T koji ne eksprimiraju PD-1 (131). Blokada ove interakcije je istražena kao 

antitumorska terapija u različitim vrstama tumora, a pokazala je pozitivne rezultate kod 

tumora mokraćnog mjehura, melanoma, karcinoma debelog crijeva i hematopoetskih 

neoplazmi (132). Povećan broj kopija gena PD-L1 detektiran je kod značajnog dijela 

pacijenata oboljelih od PMBCL-a (34, 133, 134) i povezan je s povišenom ekspresijom PD-

L1 (34), ali viša ekspresija PD-L1 bila je uočena i kod tumora bez povećanog broja kopija 

gena (34). Razlog tome mogle bi biti povećan broj kopija gena koji sudjeluju u putovima 

indukcije ekspresije PD-L1, npr. JAK2, no nije zanemariv ni utjecaj tumorskog mikrookoliša 

čiji bi signalizacija mogla doprinijeti pojačanoj aktivnosti putova koji pomažu tumoru izbjeći 

imunosni odgovor. 
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3. Materijali i metode 

3.1. Materijali 

3.1.1. Uzorci pacijenata 

U ovom istraživanju, ispitivana skupina sadržavala je 17 uzoraka tkiva PMBCL-a fiksiranih 

formalinom i uklopljenih u parafin dobivenih od pacijenata s dijagnozom PMBCL-a koji su 

zaprimljeni u bolnicu u periodu od 2004. do 2018. godine. Uzorci su prikupljeni iz arhive 

Zavoda za patologiju i citologiju Kliničke bolnice „Merkur“ u Zagrebu. Opći podaci o 

pacijentima kojima je dijagnosticiran PMBCL nalaze se u Tablici 1. Dio podataka nije bio 

dostupan za sve pacijente. Među pacijentima veći je udio žena i pacijenata mlađih od 35 

godina, što je u skladu s dosad opaženom incidencijom PMBCL-a (1). Kod svih uzoraka bio 

je detektiran marker limfocita B CD20, a više od 50% uzoraka sadržavalo je tumorske stanice 

koje su eksprimirale CD30. Mali broj limfocita T koji eksprimiraju marker CD3 bio je 

prisutan kod pet od 14 uzoraka za koje su podaci bili dostupni, dok je preostalih devet 

uzoraka bilo obilno infiltrirano limfocitima T. Uzorci tkiva bili su prerezi tkiva debljine 4 µm, 

pohranjeni u epruvete na sobnoj temperaturi do izolacije nukleinskih kiselina. 

Tablica 1. Opći podaci o pacijentima u ispitivanoj skupini. 

    N % 

Spol 
Ž 12 70,6 

M 5 29,4 

Dob 
< 35 10 58,8 

> 35 7 41,2 

CD20 
+ 17 100 

- 0 0 

CD30 

+ 6 54,5 

+/- 3 27,3 

- 2 18,2 

CD3 

gusto 6 42,9 

osrednje 3 21,4 

rijetko 5 35,7 

 

Kontrolna skupina sadržavala je 17 uzoraka tkiva netumorskih tonzila uklonjenih zbog čestih 

upalnih reakcija obrađenih na Zavodu za patologiju i citologiju Kliničke bolnice „Merkur“ u 

Zagrebu u razdoblju od 2013. do 2021. godine. Od 17 kontrolnih uzoraka netumorskih 

tonzila, 10 je uzoraka bilo od ženskih pacijentica dok je ostatak bio od muških pacijenata. 

Više je tonzila uklonjeno pacijentima starijima od 35 godina (10) nego mlađima (7). Uzorci 

tkiva fiksirani formalinom i uklopljeni u parafin bili su narezani na prereze debljine 4 µm koji 
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su bili postavljeni na predmetna stakla, nakon čega su bili deparafinirani i obojeni 

hematoksilinom i eozinom (HE) te pohranjeni na +4°C.  

Korištenje navedenih uzoraka za ovo istraživanje odobrilo je Etičko povjerenstvo Kliničke 

bolnice „Merkur“ 31.03.2022. godine i Etičko povjerenstvo Medicinskog fakulteta Sveučilišta 

u Zagrebu 15.12.2022. godine. 

3.1.2. Stanične linije 

3.1.2.1. Modelne stanične linije  

Kao model PMBCL-a koristila sam stanične linije Farage, U2940, MedB-1 i Karpas1106p. 

Stanična linija Farage porijeklom iz limfnog čvora 70-ogodišnje pacijentice prvotno je 

uspostavljena 1990. godine kao stanični model za DLBCL (135), no pokazano je da obrasci 

metilacije u njoj odgovaraju obrascima metilacije kod pacijenata oboljelih od PMBCL-a, a ne 

DLBCL-a (136). Kariotip stanične linije Farage je: 46(41–46)<2n>XX, a Dai i suradnici 

potvrdili su podatke o genomu stanične linije i njezinu stabilnost in vitro (137, 138). Stanice 

eksprimiraju markere limfocita B: CD19 i CD20, a ne eksprimiraju površinske ni 

citoplazmatske imunoglobuline. Vrijeme udvostručenja stanica ove stanične linije je 24-36 

sati, a u stanicama je dokazana prisutnost EBV-a (135).  

Stanična linija U2940 uspostavljena je 1991. godine iz pleuralne efuzije 18-ogodišnje 

pacijentice oboljele od DLBCL-a nastalog nakon kemoterapijskog tretmana za prvotno 

dijagnosticirani HL. Kao i kod stanične linije Farage, naknadno su utvrđene veće sličnosti s 

PMBCL-om nego s DLBCL-om (139, 140). Kariotip stanične linije U2940 prema Dai i 

suradnicima je: 45(43–45)X,-X, del(3)(p14p21), del(6)(q13q15), der(7)t(2;7)(q22;p22), 

dup(12)(q13q22), der(14)t(X;14)(q12;p11), t(16;16)(p12;p13), del(17)(p13) (138); slično 

originalno zabilježenom genotipu (ISCN): 45–46,-X, del(3)(p13p21), del(6)(q14q16), 

del(7)(p11),+i(7)t(2;7)(q23;q31), dup(12)(q12q21), 

der(14)del(X)(q21.1q21.3)t(X;14)(q11;p11), t(16;16)(p12;p13.3) (137). Stanice eksprimiraju 

markere limfocita B: CD19 i CD20, a vrijeme udvostručenja stanica je oko 50 sati (139). 

Stanična linija MedB-1 uspostavljena je 1990. godine iz medijastinalne mase 27-ogodišnjeg 

pacijenta dijagnosticiranog s DLBCL-om usporedivim s PMBCL-om tijekom relapsa (141, 

142). Originalni kariotip linije MedB-1 bio je: 47,XY,inv (X)(p22q13), 

+der(1)t(1;14)(q10;q10),+9,-14,-21,i(21q) (137), a slične rezultate dobili su i Dai i suradnici 

(138): 47(41–47)<2n>XY, inv(X)(p21;q12),+1,der(1)t(1;14)(p11;q11), t(2;12)(p24;p12),+9, 

der(10)t(10;20)(q25)(q11),-14,i(21)(q10). Stanice eksprimiraju markere limfocita B: CD19, 
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CD20 i CD22, a vrijeme udvostručenja stanica je oko 72 sata (142). Ovo istraživanje ne bi 

bilo moguće bez podrške dr. K. Mellert, dr. S. Bruderlein i prof.dr. P. Möller kojima sam 

zahvalna za ustupak alikvota stanica stanične linije MedB-1. (This research would not have 

been possible without the support of Dr. K. Mellert, Dr. S. Bruderlein and Prof. Dr. P. Möller 

whom we are very grateful for providing the cell line MedB-1.) 

Stanična linija Karpas1106p uspostavljena je 1984. godine iz pleuralne efuzije 23-godišnje 

pacijentice kojoj je dijagnosticiran medijastinalni limfoblastični B-NHL odmah nakon 

dijagnoze, a linija Karpas1106a uspostavljena je iz astrocita iste pacijentice tijekom napretka 

bolesti (143). Analiza koju su proveli Nacheve i suradnici pokazala je kariotip: 49,X,del (2) 

(p11.2p13.3), der (3)t(2;3) (p13.3; p25.1), +i(9p), ins(12;?) (q13.1 q13.31, del (141 

(q1.2q13.1), del (15) (q11.2q15.31, der (18) t (X;13;18) Iq28;q12.1;q21.3), –20, del (20) 

(q13.1q13.3) x2, der (X) (X;13;18) (q28;q12.1q21.31, +i (Xp) (143], a slični rezultati 

dobiveni su i u drugim istraživanjima (137, 138). Stanična linija Karpas1106p eksprimira 

markere limfocita B: CD19 i CD22, a vrijeme udvostručenja stanica je 60-100 sati (144). 

3.1.2.2. Kontrolna stanična linija 

Stanična linija epitelnog porijekla HeLa najstarija je stanična linija korištena u istraživanjima, 

a uspostavljena je 1951. godine iz karcinoma vrata maternice 31-ogodišnje pacijentice. 

Stanice mogu sadržavati od 70 do 164 kromosoma, a sadrže četiri specifična markerska 

kromosoma po kojima je njihov kariotip prepoznatljiv (145). Stanice sadrže ljudski virus 

papiloma tip 18 (HPV-18, od engl. human papiloma virus 18) (145), a vrijeme udvostručenja 

stanica je 33-35 sati (146). 

3.2. Metode 

3.2.1. Mikrodisekcija 

Kako bih pripremila kontrolne uzorke za dio istraživanja koji sam provodila na uzorcima 

pacijenata, deparafinirane tkivne prereze tonzila obojanih hematoksilinom i eozinom 

mikrodisecirala sam na mehaničkom mikrodisektoru Nikon Eclipse TE-2000S (Minato City, 

Tokyo, Japan)/Eppendorf TransferMan NK2 (Hamburg, Njemačka) kako bih izdvojila 

interfolikularne zone bogate limfocitima T (Slika 2) u čistoj vodi (AccuGENE™ Molecular 

Biology Water, Lonza, Basel, Švicarska). Nakon izdvajanja interfolikularnih zona i sušenja 

uzoraka na staklu, sa stakla sam sakupila germinalne centre bogate limfocitima B (Slika 2) u 

čistoj vodi (AccuGENE™ Molecular Biology Water, Lonza, Basel, Švicarska). Prikupljene 
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stanice u vodi sam centrifugirala, uklonila sam vodu i uzorke pohranila na -20°C do izolacije 

nukleinskih kiselina. 

 

Slika 2. Lokalizacija germinalnih centara bogatih limfocitima B i interfolikularnih zona 

bogatih limfocitima T u netumorskoj tonzili obojanoj hematoksilinom i eozinom (HE). 

3.2.2. Izolacija RNA 

Izolirala sam RNA iz parafinskih uzoraka PMBCL-a setom kemikalija Quick-DNA/RNA 

FFPE MiniPrep (Zymo Research, Irvine, CA, SAD) prema uputama proizvođača.  

Prije izolacije pripremila sam otopine proteinaze K, DNaze I i pufera za ispiranje prema 

uputama proizvođača te razdijelila otopine enzima na manje volumene kako bih višak enzima 

pohranila na -20°C.  

Uzorke sam inkubirala 1 minutu na 55°C u deparafinacijskoj otopini kako bih uklonila 

parafin. Nakon uklanjanja deparafinacijske otopine, uzorke sam inkubirala u smjesi 

digestijskog pufera (2x Digestion Buffer), vode bez DNaza i RNaza i proteinaze K tri sata na 

55°C, nakon čega je proteinaza inaktivirana zagrijavanjem na 94°C 20 minuta. Uzorcima sam 

dodala pufer za lizu (DNA/RNA Lysis pufer) i centrifugirala ih, nakon čega sam supernatant 

prenijela na prvu ZymoSpin IICR kolonu i centrifugirala. U otopinu RNA na dnu kolektorske 

epruvete dodala sam jednak volumen 100%-tnog etanola i prenijela na novu ZymoSpin IICR 

kolonu te centrifugirala. RNA na koloni sam zatim tretirala DNazom I 15 minuta na sobnoj 

temperaturi, nakon čega sam je isprala puferom za ispiranje. Kolone sam prebacila u sterilne 

epruvete i eluirala RNA u 25 µL vode bez DNaza i RNaza. Koncentracije i čistoće izolirane 
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RNA izmjerila sam na spektrofotometrijskom uređaju NanoVue (GE Healthcare, Chicago, 

Illinois, SAD) te pohranila uzorke na -20°C do reverzne transkripcije. 

Prilikom izolacije RNA iz kontrolnih uzoraka netumorskih stanica dobivenih 

mikrodisekcijom reaktivnih tonzila preskočila sam korak deparafinacije. U pripremeljene 

mikrodisecirane uzorke dodala sam digestijski pufer, vodu bez DNaza i RNaza i proteinazu 

K. Uzorke sam zatim inkubirala sat vremena na 55°C i potom 20 minuta na 94°C. Za daljnju 

izolaciju RNA iz kontrolnih uzoraka koristila sam protokol identičan protokolu za izolaciju 

RNA iz parafinskih uzoraka PMBCL-a. 

3.2.3. Reverzna transkripcija 

Izoliranu RNA reverznom sam transkripcijom prepisala u cDNA koristeći set kemikalija 

PrimeScript Reverse Transcriptase (Takara, Kusatsu, Japan) prema uputama proizvođača 

navedenima u Tablici 2 uz korištenje nasumičnih heksamera kao početnica (Invitrogen, 

Waltham, Massachusetts, SAD).  

Tablica 2. Sadržaj reakcijske smjese za reverznu transkripciju. 

Smjesa Reagens 
Konačna 

koncentracija 

Smjesa I 

Nasumični heksameri (50 µM) (Invitrogen, 

Waltham, Massachusetts, SAD) 
5 µM 

Smjesa deoksinukleotida (10 mM) (Sigma 

Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD) 
1 mM 

RNA ≤ 8 µL (380 ng) 

AccuGene voda (Lonza Group, Basel, Švicarska) do 10 µL 

Smjesa II 

Smjesa I 10 µL 

5x PSRT pufer (Takara, Kusatsu, Japan) 1x 

Reverzna transkriptaza PrimeScript (200 U/µL) 

(Takara, Kusatsu, Japan) 
5 U/µL 

Rekombinantni inhibitor RNaza (40 U/µL) 

(Takara, Kusatsu, Japan) 
1 U/µL 

AccuGene voda (Lonza Group, Basel, Švicarska) do 20 µL 
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RNA izoliranu iz uzoraka PMBCL-a i RNA izoliranu iz svježe krvi koja je služila kao 

pozitivna kontrola dodala sam u smjesu nasumičnih heksamera (Invitrogen, Waltham, 

Massachusetts, SAD) i dNTP-ova (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD) do maksimalne 

količine od 380 ng, što je bila maksimalna količina RNA iz uzorka najniže koncentracije. 

Ostatak do ukupnog volumena od 10 µL dopunila sam vodom bez RNaza AccuGene 

Molecular Biology Water (Lonza Group, Basel, Švicarska). U negativnu kontrolu reverzne 

transkripcije sam umjesto uzorka RNA dodala vodu bez RNaza AccuGene Molecular Biology 

Water (Lonza Group, Basel, Švicarska). Uzorke sam zagrijala 5 minuta na 65°C u uređaju 

SimpliAmp (Applied Biosystems, Waltham, Massachusetts, SAD) kako bi se razbile 

sekundarne strukture RNA. Nakon hlađenja uzoraka na ledu barem 5 minuta, u smjesu I 

dodala sam smjesu II koja je sadržavala reverznu transkriptazu PrimeScript i pripadajući 

pufer, inhibitor RNaza i vodu. Reverznu transkripciju provela sam u uređaju SimpliAmp 

(Applied Biosystems, Waltham, Massachusetts, SAD) prema protokolu: 10 minuta na 30°C, 

60 minuta na 42°C i 15 minuta na 70°C. Uzorke cDNA sam zatim pohranila na -20°C do 

lančane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu. 

3.2.4. Lančana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu 

Provela sam lančanu reakciju polimerazom u stvarnom vremenu (qPCR, od engl. quantitative 

polymerase chain reaction) koristeći set kemikalija PowerUp Sybr Green (Applied 

Biosystems, Waltham, Massachusetts, SAD) i specifične početnice (Macrogen, Seul, Južna 

Koreja) prema protokolu navedenom u Tablici 3.  

Tablica 3. Sadržaj reakcijske smjese za lančanu reakciju polimerazom u stvarnom vremenu. 

Reagens Konačna koncentracija 

2x PowerUp Sybr Green Mastermix (Applied Biosystems, 

Waltham, Massachusetts, SAD) 
1x 

Uzvodna početnica (10 µM) (Macrogen, Seul, Južna Koreja) 0,05 µM 

Nizvodna početnica (10 µM) (Macrogen, Seul, Južna Koreja) 0,05 µM 

cDNA do 50 ng 

AccuGene voda (Lonza Group, Basel, Švicarska) do 20 µL 

 

Sekvencije početnica za gene od interesa (TNF-α, IFN-γ, cREL, CXCL10, CXCR3, PD-L1 i 

PD-1) i za endogenu kontrolu (HPRT1) nalaze se u Tablici 4. Početnice su dizajnirane u 

programu National Library of Medicine Primer-BLAST (147) i odabrane prema temperaturi 
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disocijacije, odnosno prijanjanja, kako bi temperatura prijanjanja bila ista za sve početnice 

(55°C). Osim temperature prijanjanja, kriteriji odabira parova početnica bili su da se jedna od 

početnica za pojedini produkt veže na mjesto spajanja eksona ili da produkt dobiven 

umnažanjem cDNA bude drugačije duljine nego produkt dobiven umnažanjem genomske 

DNA (gDNA), kako bi se izbjegli lažno pozitivni rezultati u slučaju kontaminacije uzoraka s 

gDNA. Kod uzoraka PMBCL-a analizirana je ekspresija svih gena od interesa. Kod uzoraka 

netumorskih limfocita B analizirana je ekspresija gena TNF-α, cREL, CXCL10 i PD-L1, dok 

je kod netumorskih limfocita T analizirana ekspresija gena IFN-γ, CXCR3 i PD-1. 

Tablica 4. Sekvencije početnica za gene od interesa i endogenu kontrolu. 

Ime gena Ime početnice Sekvencija početnice 

TNF-α 
Uzvodna početnica 5'-CTGTAGCCCATGTTGTAGCAAAC-3' 

Nizvodna početnica 5'-TTGAAGAGGACCTGGGAGTAGAT-3' 

IFN-γ 
Uzvodna početnica 5'-TGAAGAATTGGAAAGAGGAGAGTGA-3' 

Nizvodna početnica 5'-CCACACTCTTTTGGATGCTCTG-3' 

cREL 
Uzvodna početnica 5'-GAACCCAATTTATGACAACCGTGC-3' 

Nizvodna početnica 5'-TTTCATCTCCTCCTCTGACACTTC-3' 

CXCL10 
Uzvodna početnica 5'-AAAGCAGTTAGCAAGGAAAGGTCT-3' 

Nizvodna početnica 5'-CTGTGTGGTCCATCCTTGGAA-3' 

CXCR3 
Uzvodna početnica 5'-TGGTCCTTGAGGTGAGTGA-3' 

Nizvodna početnica 5'-CAGGCTGAAGTCCTGTGGG-3' 

PD-L1 
Uzvodna početnica 5'-GGGCATTCCAGAAAGATGAGGA-3' 

Nizvodna početnica 5'-AACCGTGACAGTAAATGCGTTC-3' 

PD-1 
Uzvodna početnica 5'-CCTGGTGCTGCTAGTCTGG-3' 

Nizvodna početnica 5'-GGTCCTCCTTCAGGGGC-3' 

HPRT1 
Uzvodna početnica 5'-CCTGGCGTCGTGATTAGTGAT-3' 

Nizvodna početnica 5'-AGACGTTCAGTCCTGTCCATAA-3' 

 

Za detekciju ekspresije svakog gena pripremila sam posebnu smjesu PowerUp Sybr Green 

smjese, vode bez RNaza i specifičnih početnica u pločici s 96 jažica (MicroAmp Optical 96-

Well Reaction Plate, Applied Biosystems, Waltham, Massachusetts, SAD) te sam u svaku 

jažicu dodala cDNA. Ispitala sam ispravnost qPCR-a dodavanjem cDNA koja je služila kao 

pozitivna kontrola u dvije jažice (replike) po smjesi za pojedini gen. Ispitala sam čistoću 
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kemikalija za reverznu transkripciju dodavanjem negativne kontrole reverzne transkripcije u 

dvije jažice (replike) po smjesi za pojedini gen. Ispitala sam čistoću kemikalija za qPCR 

dodavanjem vode bez RNaza umjesto uzorka cDNA u dvije jažice (replike) po smjesi za 

pojedini gen. Nakon dodavanja cDNA, pločicu sam prekrila ljepljivom folijom MicroAmp 

Optical Adhesive Film (Applied Biosystems, Waltham, Massachusetts, SAD), i centrifugirala 

3 minute na 500xg. Reakciju sam provela u uređaju QuantStudio5 (Applied Biosystems, 

Waltham, Massachusetts, SAD) a prethodno sam na pripadajućem programu QuantStudio™ 

Design & Analysis Software (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD) 

pripremila optimizirani protokol (Tablica 5). 

Tablica 5. Protokol za lančanu reakciju polimerazom u stvarnom vremenu. 

Korak Temperatura Trajanje Broj ciklusa 

Aktivacija enzima uracilne 

DNA-glikozilaze 
50°C 2 min 1 

Aktivacija Dual-Lock DNA-

polimeraze 
95°C 10 min 1 

Denaturacija 95°C 15 s 40 

Prijanjanje početnica i elongacija 55°C 1 min 40 

Krivulja taljenja 

95°C 15 s 1 

55°C 1 min 1 

95°C 1 s 1 

 

Nakon provedenog qPCR-a prikupila sam sve očitane vrijednosti Ct (od engl. cycle treshold) i 

kvantificirala ekspresiju gena od interesa metodom relativne kvantifikacije ddCt kako bih 

utvrdila postoji li razlika u ekspresiji gena od interesa između PMBCL-a i netumorskih 

limfocita B i T. 

3.2.5. Stanična kultura 

Modelne stanične linije Farage, U2940, MedB-1 i Karpas1106p sam nakon odmrzavanja 

uzgajala u suspenziji u mediju RPMI 1640 s dodanim L-glutaminom (Sigma Aldrich, St. 

Louis, Missouri, SAD) koji je sadržavao 10% fetusnog goveđeg seruma (FBS, od engl. fetal 

bovine serum) (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD) i 1% otopine antibiotika 

penicilin/streptomicin (Pen/Strep) (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD). Stanice sam 

uzgajala u uvjetima 37°C i 5% CO2 u netretiranim bočicama T-25 za suspenzijske stanice s 
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filterskim poklopcima (Sarstedt, Nümbrecht, Njemačka) i prošle su minimalno tri pasažiranja 

prije nasađivanja u ploče sa šest jažica i tretmana odabranim citokinima. Svaka dva do tri 

dana dodala sam im svježeg medija do maksimalnog volumena bočice, nakon čega sam dio 

volumena stanica prebacila u novu bočicu s dodatkom svježeg medija. 

Kontrolnu staničnu liniju HeLa sam nakon odmrzavanja uzgajala u mediju DMEM s visokim 

udjelom glukoze (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD) koji je sadržavao 10% FBS-a 

(Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD), 2% L-glutamina (L-glut) (Sigma Aldrich, St. 

Louis, Missouri, SAD) i 1% otopine antibiotika penicilin/streptomicin (Pen/Strep) (Sigma 

Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD). Stanice sam uzgajala u petrijevkama za adherentne 

stanice TC-Dish Cell+ (Sarstedt, Nümbrecht, Njemačka), a nakon minimalno tri pasažiranja 

nasadila sam ih u ploče sa šest jažica i tretirala odabranim citokinima. Stanice sam 

presađivala kad su bile ≥90% konfluentne. 

3.2.5.1. Tretmani 

Stanične linije Farage, U2940, MedB-1 i Karpas1106p nasadila sam u netretirane pločice sa 

šest jažica CytoOne Plate, Non-Treated (Starlab, Hamburg, Njemačka), a staničnu liniju HeLa 

sam nasadila u tretirane pločice CytoOne F-BTM TC Plate (Starlab, Hamburg, Njemačka). U 

svaku jažicu nasadila sam 1,5x105 stanica u 1 mL medija RPMI 1640 u kojem su stanice 

uzgajane (Farage, U2940, MedB-1 i Karpas1106p), odnosno u 1 mL medija DMEM u kojem 

su stanice uzgajane (HeLa). Stanične linije Farage, U2940, MedB-1 i Karpas1106p sam 

nakon nasađivanja tretirala s četiri različite koncentracije TNF-α (Thermofisher, Waltham, 

Massachusetts, SAD) i dvije različite koncentracije IFN-γ (Thermofisher, Waltham, 

Massachusetts, SAD) u triplikatima za svaku koncentraciju. Staničnu liniju HeLa sam nakon 

nasađivanja ostavila 24 sata da stanice adheriraju i onda tretirala s četiri različite koncentracije 

TNF-α i dvije različite koncentracije IFN-γ u triplikatima za svaku koncentraciju (Slika 3).  
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Slika 3. Tretmani stanica u pločicama sa šest jažica. a) Tretman s 5 ng/mL (gornji red) i 10 

ng/mL (donji red) TNF-α tijekom 24 sata u tri replike (a, b i c). b) Tretman s 5 ng/mL (gornji 

red) i 10 ng/mL (donji red) TNF-α tijekom 48 sati u tri replike (a, b i c). c) Tretman s 20 

ng/mL (gornji red) i 50 ng/mL (donji red) TNF-α tijekom 24 sata u tri replike (a, b i c).  
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Slika 3 – nastavak 

d) Tretman s 20 ng/mL (gornji red) i 50 ng/mL (donji red) TNF-α tijekom 48 sati u tri replike 

(a, b i c). e) Tretman s 30 ng/mL (gornji red) i 50 ng/mL (donji red) IFN-γ tijekom 24 sata u 

tri replike (a, b i c). f) Tretman s 30 ng/mL (gornji red) i 50 ng/mL (donji red) IFN-γ tijekom 

48 sati u tri replike (a, b i c). g) Netretirane stanice (NT) tijekom 24 sata (gornji red) i 48 sati 

(donji red). 

Stanice sam skupila nakon 24 i 48 sati tretmana i iz njih izolirala RNA. Stanice koje su rasle u 

suspenziji (Farage, U2940, MedB-1 i Karpas1106p) prebacila sam iz ploča sa šest jažica u 

sterilne epruvete i centrifugirala 5 minuta na 300 x g. Adherentne stanice HeLa sam prvo 

isprala u 1 mL PBS-a (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD) i zatim im dodala 0,5 mL 

tripsina (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD). Stanice su zatim bile inkubirane u 

inkubatoru 3 minute na 37°C kako bi se odvojile od podloge. Nakon tripsinizacije, stanicama 

sam dodala 0,5 mL medija DMEM sa serumom i dobro ih resuspendirala, a zatim prebacila u 

sterilne epruvete i centrifugirala 5 minuta na 300 x g. Nakon centrifugiranja je daljnji protokol 

bio isti za sve stanične linije. Iz epruveta sam uklonila supernatant i talog resuspendirala u 1 

mL PBS-a (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD). Nakon ponovnog centrifugiranja 5 

minuta na 300xg, uklonila sam PBS i nastavila s izolacijom koristeći set kemikalija Quick-

DNA/RNA FFPE MiniPrep (Zymo Research, Irvine, CA, SAD) od koraka dodavanja 600 µL 

DNA/RNA Lysis Buffera. Ostatak protokola za izolaciju bio je isti kao i kod izolacije RNA iz 

parafinskih uzoraka PMBCL-a i kontrolnih uzoraka netumorskih limfocita.  

3.2.6. Lančana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu za tretmane s TNF-α i IFN-γ 

RNA izoliranu iz staničnih linija Farage, U2940, MedB-1, Karpas1106p i HeLa reverzno sam 

transkribirala u cDNA prema istom protokolu kao i RNA izoliranu iz parafinskih uzoraka 

PMBCL-a i kontrolnih uzoraka netumorskih limfocita (Tablica 2), s maksimalnom količinom 

RNA do 500 ng, prije provođenja qPCR-a. Uz uzorke pripremila sam pozitivnu (RNA iz 

svježe krvi) i negativnu kontrolu reverzne transkripcije (voda AccuGene, Lonza Group, Basel, 

Švicarska).  

U Tablici 3 naveden je sadržaj reakcijske smjese, a u Tablici 5 protokol za qPCR. Za sve 

uzorke tretirane s TNF-α analizirala sam ekspresiju gena cREL, CXCL10 i PD-L1, uz HPRT1 

kao endogenu kontrolu, s istim početnicama kao i za parafinske uzorke PMBCL-a (Tablica 4).  

Za sve uzorke tretirane s IFN-γ analizirala sam ekspresiju gena CXCL10 i PD-L1, uz HPRT1 

kao endogenu kontrolu, s istim početnicama kao i za parafinske uzorke PMBCL-a (Tablica 4).  
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Za detekciju ekspresije svakog gena pripremila sam posebnu smjesu PowerUp Sybr Green 

smjese, vode bez RNaza i specifičnih početnica u pločici s 96 jažica (Hard-Chell PCR Plates, 

thin-well, Bio-Rad, Hercules, Kalifornija, SAD) te sam u svaku jažicu dodala do 50 ng 

cDNA. Istu količinu cDNA sam dodala u pozitivnu kontrolu qPCR-a. Ispitala sam čistoću 

kemikalija za reverznu transkripciju dodavanjem negativne kontrole reverzne transkripcije u 

dvije jažice (replike) po smjesi za pojedini gen. Ispitala sam čistoću kemikalija za qPCR 

dodavanjem vode bez RNaza umjesto uzorka cDNA u dvije jažice (replike) po smjesi za 

pojedini gen. Nakon dodavanja cDNA, pločicu sam prekrila ljepljivom folijom Microseal 'B 

seal' (Bio-Rad, Hercules, Kalifornija, SAD), i centrifugirala 3 minute na 500xg. Reakciju sam 

provela u uređaju CFX96 Real-Time System (Bio-Rad, Hercules, Kalifornija, SAD) a 

prethodno sam na pripadajućem programu CFX Manager Dx (Bio-Rad, Hercules, Kalifornija, 

SAD) pripremila optimizirani protokol (Tablica 5). Nakon provedenog qPCR-a prikupila sam 

sve očitane vrijednosti Ct i kvantificirala ekspresiju gena od interesa metodom relativne 

kvantifikacije ddCt kako bih utvrdila postoji li razlika u ekspresiji gena od interesa cREL, 

CXCL10 i PD-L1 između stanica staničnih linija Farage, U2940, MedB-1, Karpas1106p i 

HeLa tretiranih s TNF-α i netretiranih stanica, odnosno gena CXCL10 i PD-L1 između stanica 

staničnih linija Farage, U2940, MedB-1, Karpas1106p i HeLa tretiranih s IFN-γ i netretiranih 

stanica. Usporedila sam i ekspresiju gena od interesa nakon 24 sata tretmana i nakon 48 sati 

tretmana te sam usporedila ekspresiju gena od interesa u modelnim staničnim linijama 

PMBCL-a u odnosu na staničnu liniju HeLa. Također sam relativno kvantificirala ekspresiju 

gena TNF-α u modelnim staničnim linijama PMBCL-a Farage, U2940, MedB-1 i 

Karpas1106p u odnosu na staničnu liniju HeLa. 

3.2.7. Statistička analiza rezultata 

Rezultate dobivene laboratorijskim metodama na uzorcima pacijenata analizirala sam 

neparametrijskim testom Mann-Whitney kako bih utvrdila postoji li statistički značajna 

razlika u ekspresiji gena od interesa TNF-α, cREL, CXCL10 i PD-L1 između uzoraka 

PMBCL-a i netumorskih limfocita B, odnosno gena od interesa IFN-γ, CXCR3 i PD-1 između 

uzoraka PMBCL-a i netumorskih limfocita T. Statističku analizu napravila sam u programu 

STATISTICA, verzija 13.0 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, SAD). Granica statističke značajnosti 

bila je postavljena na p<0.05. 

Rezultate dobivene na staničnim linijama testirala sam parametrijskim Studentovim t-testom 

kako bih utvrdila postoji li statistički značajna razlika u ekspresiji gena od interesa cREL, 

CXCL10 i PD-L1 između stanica staničnih linija Farage, U2940, MedB-1, Karpas1106p i 
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HeLa tretiranih s TNF-α i netretiranih stanica, odnosno gena CXCL10 i PD-L1 između stanica 

staničnih linija Farage, U2940, MedB-1, Karpas1106p i HeLa tretiranih s IFN-γ i netretiranih 

stanica. Također, usporedila sam ekspresiju gena od interesa nakon 24 i nakon 48 sati 

tretmana s citokinima TNF-α i IFN-γ te sam usporedila ekspresiju gena od interesa između 

modelnih staničnih linija PMBCL-a i stanične linije HeLa nakon tretmana s istom 

koncentracijom citokina TNF-α i IFN-γ. Statističku analizu napravila sam u programu 

STATISTICA, verzija 13.0 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, SAD). Granica statističke značajnosti 

bila je postavljena na p<0.05 nakon Benjamini-Hochberg korekcije za multipla testiranja. 
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4. Rezultati 

4.1. Analiza ekspresije gena TNF-α, IFN-γ, cREL, CXCL10, CXCR3, PD-L1 i PD-1 u 

uzorcima pacijenata s primarnim medijastinalnim B-staničnim limfomom 

4.1.1. Koncentracije i čistoće uzoraka RNA izoliranih iz uzoraka tumorskog tkiva pacijenata i 

iz izdvojenih germinalnih centara i interfolikularnih zona netumorskih tonzila 

Koncentracije RNA izolirane iz 17 uzoraka PMBCL-a fiksiranih formalinom i uklopljenih u 

parafin bile su u rasponu između 47,6 i 332,1 ng/µL. Omjeri apsorbancija pri 260 i 280 nm 

bili su u rasponu između 1,82 i 1,99, ali RNA je bila dovoljno čista za primjenu daljnjih 

metoda. Omjeri apsorbancija pri 260 i 230 nm kod većine uzoraka bili su blizu ili veći od 2, 

što predstavlja čistu RNA. 

Koncentracije RNA izolirane iz netumorskih limfocita T nakon izdvajanja interfolikularnih 

zona mehaničkom mikrodisekcijom iz 17 uzoraka netumorskih tonzila bile su u rasponu 

između 2,7 i 25,3 ng/µL. Koncentracije RNA izolirane iz netumorskih limfocita B nakon 

izdvajanja germinalnih centara mehaničkom mikrodisekcijom iz 17 uzoraka netumorskih 

tonzila bile u rasponu između 3,8 i 33,7 ng/µL. Omjeri apsorbancija pri 260 i 280 nm i pri 260 

i 230 nm bili su niži od idealnih (2,0-2,2), ali RNA je bila dovoljno čista za primjenu daljnjih 

metoda. 

4.1.2. Usporedba ekspresije gena TNF-α, IFN-γ, cREL, CXCL10, CXCR3, PD-L1 i PD-1 u 

uzorcima tumorskog tkiva i netumorskim limfocitima B i T 

Nakon što sam iz uzoraka RNA reverznom transkripcijom dobila cDNA, metodom qPCR 

usporedila sam ekspresiju gena TNF-α, cREL, CXCL10 i PD-L1 između uzoraka PMBCL-a i 

netumorskih limfocita B te ekspresiju gena IFN-γ, CXCR3 i PD-1 između uzoraka PMBCL-a 

i netumorskih limfocita T. Dva uzorka PMBCL-a, dva uzorka netumorskih limfocita B i jedan 

uzorak netumorskih limfocita T bila su isključena iz istraživanja zbog nedostatka očitanja 

vrijednosti Ct za endogenu kontrolu HPRT1.  

Geni cREL i CXCL10 kod PMBCL-a pokazali su viši obrazac ekspresije u usporedbi s 

netumorskim limfocitima B, dok su geni TNF-α i PD-L1 pokazali niži obrazac ekspresije u 

tumorskom tkivu u odnosu na netumorske limfocite B, ali ekspresija istraživanih gena nije se 

statistički značajno razlikovala između PMBCL-a i netumorskih limfocita B (Slika 4). 
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Slika 4. Razina ekspresije gena TNF-α (plavo), cREL (narančasto), CXCL10 (sivo) i PD-L1 

(žuto) u uzorcima pacijenata s primarnim medijastinalnim B-staničnim limfomom (PMBCL) 

u odnosu na kontrolne uzorke netumorskih limfocita B izdvojenih iz netumorskih tonzila. 

Gen PD-1 pokazao je viši obrazac ekspresije u tumorskom tkivu u usporedbi s netumorskim 

limfocitima T, dok su geni IFN-γ i CXCR3 pokazali niži obrazac ekspresije u PMBCL-u u 

odnosu na netumorske limfocite T, ali ekspresija navedenih gena nije se značajno razlikovala 

u PMBCL-u u odnosu na kontrolnu skupinu (Slika 5). 

Slika 5. Razina ekspresije gena IFN-γ (plavo), CXCR3 (narančasto) i PD-1 (sivo) u uzorcima  
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Slika 5 – nastavak 

pacijenata s primarnim medijastinalnim B-staničnim limfomom (PMBCL) u odnosu na 

kontrolne uzorke netumorskih limfocita T izdvojenih iz netumorskih tonzila. 

4.2. Analiza ekspresije gena TNF-α, cREL, CXCL10 i PD-L1 u tumorskim staničnim linijama 

4.2.1. Koncentracije i čistoće uzoraka RNA izoliranih iz taloga staničnih linija Farage, 

U2940, MedB-1, Karpas1106p i HeLa 

Koncentracije RNA izolirane iz 210 taloga stanica iz staničnih linija Farage, U2940, MedB-1, 

Karpas1106p i HeLa (42 taloga po staničnoj liniji – Slika 3) bile su u rasponu između 2,7 i 

935,2 ng/µL. Omjeri apsorbancija pri 260 i 280 nm bili su u rasponu između 1,185 i 3,367, ali 

RNA je bila dovoljno čista za primjenu daljnjih metoda. Omjeri apsorbancija pri 260 i 230 nm 

kod većine uzoraka bili su blizu ili veći od 2, što predstavlja čistu RNA. 

4.2.2. Ekspresija TNF-α u netretiranim staničnim linijama 

Analiza ekspresije gena metodom qPCR pokazala je da netretirane stanične linije Farage, 

U2940, MedB-1 i Karpas1106p, koje su model PMBCL-a, imaju značajno višu ekspresiju 

gena TNF-α u odnosu na netretiranu staničnu liniju epitelnog porijekla HeLa (Slika 6). 

 

Slika 6. Razina ekspresije gena TNF-α u netretiranim staničnim linijama Farage (plavo), 

U2940 (narančasto), MedB-1 (sivo) i Karpas1106p (žuto) u odnosu na netretiranu staničnu 

liniju HeLa. * – p<0,05. 
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4.2.3. Analiza ekspresije gena cREL, CXCL10 i PD-L1 u tumorskim staničnim linijama nakon 

tretmana s TNF-α 

4.2.3.1. Usporedba ekspresije gena cREL, CXCL10 i PD-L1 u tumorskim staničnim linijama 

nakon tretmana različitim koncentracijama TNF-α i netretiranim tumorskim staničnim 

linijama 

Nakon tretmana modelnih staničnih linija PMBCL-a Farage, U2940, MedB-1 i Karpas1106p i 

kontrolne stanične linije epitelnog porijekla HeLa s 5, 10, 20 i 50 ng/mL TNF-α tijekom 24 i 

48 sati, ekspresija gena cREL, CXCL10 i PD-L1 bila je uspoređena s njihovom ekspresijom u 

netretiranim stanicama (Slike 7-9). 

Ekspresija gena cREL u staničnoj liniji Farage nakon 24 sata tretmana s različitim 

koncetracijama TNF-α nije bila značajno promijenjena u odnosu na netretirane stanice. U istoj 

staničnoj liniji, ekspresija cREL bila je značajno niža nakon 48 sati tretmana s 5 ng/mL TNF-

α u odnosu na netretirane stanice. 

Ekspresija cREL u staničnoj liniji U2940 bila je značajno niža nakon 24 sata tretmana s 5, 10, 

20 i 50 ng/mL TNF-α. Najveća promjena u ekspresiji cREL u odnosu na netretirane stanice 

bila je opažena kod tretmana s 20 ng/mL TNF-α, dok je tretman s 5 ng/mL TNF-α uzrokovao 

najmanju promjenu u ekspresiji cREL u odnosu na netretirane stanice. Ekspresija cREL u 

staničnoj liniji U2940 bila je značajno niža i nakon 48 sata tretmana s 5, 10 i 20 ng/mL TNF-α 

u odnosu na netretirane stanice, ali ne i nakon 48 sati tretmana s 50 ng/mL TNF-α. 

Ekspresija cREL u staničnoj liniji MedB-1 bila je značajno niža nakon 24 sati tretmana s 20 

ng/mL TNF-α u odnosu na netretirane stanice, dok 24 sata tretmana s 5, 10 i 50 ng/mL TNF-α 

nije uzrokovalo značajnu promjenu u ekspresiji cREL. Nakon 48 sati tretmana s 10, 20 i 50 

ng/mL TNF-α, ekspresija cREL u staničnoj liniji MedB-1 bila je značajno viša u odnosu na 

netretirane stanice, a nije bila značajno promijenjena nakon 48 sati tretmana s 5 ng/mL TNF-α 

u odnosu na netretirane stanice. 

Ekspresija cREL u staničnoj liniji Karpas1106p bila je značajno niža nakon 24 sata tretmana s 

5 ng/mL TNF-α u odnosu na netretirane stanice. Nakon 24 sata tretmana s 10, 20 i 50 ng/mL 

TNF-α ekspresija cREL u istoj staničnoj liniji nije bila promijenjena u odnosu na netretirane 

stanice. Nakon 48 sati tretmana s različitim koncentracijama TNF-α ekspresija cREL nije bila 

značajno promijenjena u odnosu na netretirane stanice. 

Ekspresija gena cREL u staničnoj liniji HeLa nije bila značajno promijenjena nakon 24 sata 

tretmana s 5, 10, 20 i 50 ng/mL TNF-α. Nakon 48 sati tretmana s 5 ng/mL TNF-α ekspresija 
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cREL u staničnoj liniji HeLa bila je značajno povišena, ali nakon 48 sati tretmana s 10, 20 i 50 

ng/mL TNF-α nije bilo promjene u ekspresiji gena cREL. 

 

Slika 7. Razina promjene ekspresije gena cREL u staničnim linijama Farage, U2940, MedB-1, 

Karpas1106p i HeLa nakon tretmana s 5 (plavo), 10 (narančasto), 20 (sivo) i 50 (žuto) ng/mL 

TNF-α tijekom 24 sata (a) i tijekom 48 sati (b). * – p<0,05. 
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Tretman staničnih linija Farage, U2940, MedB-1 i Karpas1106p nije doveo do značajne 

promjene u ekspresiji gena CXCL10 ni nakon 24 sata ni nakon 48 sati tretmana s različitim 

koncentracijama TNF-α. Ekspresija CXCL10 u staničnoj liniji HeLa bila je značajno viša 

nakon 24 sata tretmana s 10, 20 i 50 ng/mL TNF-α u odnosu na netretirane stanice. Najveća 

promjena u ekspresiji CXCL10 bila je nakon tretmana s 50 ng/mL TNF-α, a najmanja nakon 

tretmana s 10 ng/mL TNF-α. Nakon 48 sati tretmana s 5, 10, 20 i 50 ng/mL TNF-α nije bilo 

razlike u ekspresiji gena CXCL10 u staničnoj liniji HeLa u odnosu na netretirane stanice. 
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Slika 8 – nastavak 

Slika 8. Razina promjene ekspresije gena CXCL10 u staničnim linijama Farage, U2940, 

MedB-1, Karpas1106p i HeLa nakon tretmana s 5 (plavo), 10 (narančasto), 20 (sivo) i 50 

(žuto) ng/mL TNF-α tijekom 24 sata (a) i tijekom 48 sati (b). * – p<0,05. 

Ekspresija gena PD-L1 u staničnoj liniji Farage nije bila promijenjena ni nakon 24 sata ni 

nakon 48 sati tretmana s različitim koncentracijama TNF-α u odnosu na netretirane stanice. 

Ekspresija PD-L1 u staničnoj liniji U2940 bila je značajno niža nakon 24 sata tretmana s 20 

ng/mL TNF-α u odnosu na netretirane stanice, dok tretmani s 5, 10 i 50 ng/mL TNF-α tijekom 

24 sata nisu uzrokovali značajnu promjenu ekspresije PD-L1 u odnosu na netretirane stanice. 

Ekspresija PD-L1 u staničnoj liniji U2940 bila je značajno niža nakon 48 sati tretmana s 5 i 

50 ng/mL TNF-α u odnosu na netretirane stanice, a ekspresija PD-L1 bila je niža nakon 

tretmana s 5 ng/mL TNF-α nego nakon tretmana s 50 ng/mL TNF-α u odnosu na netretirane 

stanice. 

Ekspresija PD-L1 u staničnoj liniji MedB-1 nije bila značajno promijenjena nakon 24 sata 

tretmana različitim koncentracijama TNF-α. Nakon 48 sati tretmana s 10, 20 i 50 ng/mL TNF-

α, ekspresija PD-L1 u istoj staničnoj liniji bila je viša u odnosu na netretirane stanice i najviša 

nakon tretmana s 50 ng/mL TNF-α. 

Ekspresija PD-L1 u staničnoj liniji Karpas1106p bila je značajno niža nakon 24 sata tretmana 

s 20 ng/mL TNF-α u odnosu na netretirane stanice, ali nije bila promijenjena nakon 24 sata 

tretmana s 5, 10 i 50 ng/mL TNF-α u odnosu na netretirane stanice. Nakon 48 sati tretmana s 

različitim koncentracijama TNF-α nije bilo značajne razlike u ekspresiji PD-L1 u istoj 

staničnoj liniji u odnosu na netretirane stanice. 

Ekspresija PD-L1 u staničnoj liniji HeLa bila je značajno viša nakon 24 sata tretmana s 5 i 50 

ng/mL TNF-α u odnosu na netretirane stanice. Ekspresija PD-L1 bila je viša nakon tretmana s 

50 ng/mL TNF-α nego s 5 ng/mL TNF-α u odnosu na netretirane stanice. Nakon 48 sati 

tretmana ekspresija PD-L1 u staničnoj liniji HeLa bila je značajno viša samo u skupini 

tretiranoj s 50 ng/mL TNF-α u odnosu na netretirane stanice. 
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Slika 9. Razina promjene ekspresije gena PD-L1 u staničnim linijama Farage, U2940, MedB-

1, Karpas1106p i HeLa nakon tretmana s 5 (plavo), 10 (narančasto), 20 (sivo) i 50 (žuto) 

ng/mL TNF-α tijekom 24 sata (a) i tijekom 48 sati (b). * – p<0,05. 

4.2.3.2. Usporedba ekspresije gena cREL, CXCL10 i PD-L1 nakon 24 i 48 sati tretmana TNF-

α 

U staničnoj liniji Farage nije bilo značajne razlike u ekspresiji gena cREL, CXCL10 i PD-L1 

između stanica tretiranih različitim koncentracijama TNF-α tijekom 24 i 48 sati (Slika 10). 
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Slika 10. Razina promjene ekspresije gena cREL (a), CXCL10 (b) i PD-L1 (c) u staničnoj 

liniji Farage nakon tretmana različitim koncentracijama TNF-α (5, 10, 20 i 50 ng/mL) tijekom 

24 sata (plavo) i 48 sati (narančasto). * – p<0,05. 

U staničnoj liniji U2940 ekspresija gena CXCL10 bila je značajno promijenjena između 24 i 

48 sati nakon tretmana s 10 i 20 ng/mL TNF-α (Slika 11.b), a gena PD-L1 nakon tretmana s 

20 i 50 ng/mL TNF-α (Slika 11.c). Ekspresija PD-L1 bila je značajno viša u netretiranim 

stanicama 48 sati nakon nasađivanja nego u netretiranim stanicama 24 sata nakon 

nasađivanja. 
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Slika 11. Razina promjene ekspresije gena cREL (a), CXCL10 (b) i PD-L1 (c) u staničnoj 

liniji U2940 nakon tretmana različitim koncentracijama TNF-α (5, 10, 20 i 50 ng/mL) 24 sata 

(plavo) i 48 sati (narančasto). * – p<0,05. 

U staničnoj liniji MedB-1 ekspresija gena cREL bila je značajno promijenjena između 24 i 48 

sati nakon tretmana s 20 i 50 ng/mL TNF-α (Slika 12.a), a gena PD-L1 nakon tretmana s 50 

ng/mL TNF-α (Slika 12.c). Ekspresija cREL, CXCL10 i PD-L1 bila je značajno niža u 

netretiranim stanicama 48 sati nakon nasađivanja nego u netretiranim stanicama 24 sata nakon 

nasađivanja. 
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Slika 12. Razina promjene ekspresije gena cREL (a), CXCL10 (b) i PD-L1 (c) u staničnoj 

liniji MedB-1 nakon tretmana različitim koncentracijama TNF-α (5, 10, 20 i 50 ng/mL) 24 

sata (plavo) i 48 sati (narančasto). * – p<0,05. 

U staničnoj liniji Karpas1106p ekspresija gena CXCL10 bila je značajno promijenjena između 

24 i 48 sati nakon tretmana s 50 ng/mL TNF-α (Slika 13.b), a gena PD-L1 nakon tretmana s 

10 i 20 ng/mL TNF-α (Slika 13.c). Ekspresija CXCL10 i PD-L1 bila je značajno viša u 
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netretiranim stanicama 48 sati nakon nasađivanja nego u netretiranim stanicama 24 sata nakon 

nasađivanja. 

 

 

Slika 13. Razina promjene ekspresije gena cREL (a), CXCL10 (b) i PD-L1 (c) u staničnoj 

liniji Karpas1106p nakon tretmana različitim koncentracijama TNF-α (5, 10, 20 i 50 ng/mL) 

24 sata (plavo) i 48 sati (narančasto). * – p<0,05. 
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U staničnoj liniji HeLa ekspresija gena CXCL10 bila je značajno promijenjena između 24 i 48 

sati nakon svih tretmana s TNF-α, (Slika 14.b) a gena PD-L1 nakon tretmana s 10 ng/mL 

TNF-α (Slika 14.c). 

 

Slika 14. Razina promjene ekspresije gena cREL (a), CXCL10 (b) i PD-L1 (c) u staničnoj 

liniji HeLa nakon tretmana različitim koncentracijama TNF-α (5, 10, 20 i 50 ng/mL) 24 sata 

(plavo) i 48 sati (narančasto). * – p<0,05. 
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4.2.3.3. Usporedba ekspresije gena cREL, CXCL10 i PD-L1 u modelnim staničnim linijama u 

odnosu na staničnu liniju HeLa nakon tretmana s TNF-α 

Ekspresija gena cREL, CXCL10 i PD-L1 bila je značajno viša u modelnim staničnim linijama 

PMBCL-a Farage, U2940, MedB-1 i Karpas1106p u odnosu na staničnu liniju HeLa kod 

netretiranih stanica i 24 sata i 48 sati nakon nasađivanja.  

Ekspresija cREL bila je značajno viša nakon 24 sata i nakon 48 sati tretmana s 5, 10, 20 i 50 

ng/mL TNF-α u staničnim linijama Farage i MedB-1 u odnosu na staničnu liniju HeLa. U 

staničnim linijama U2940 i Karpas1106p nije bilo značajne razlike u ekspresiji cREL u 

odnosu na staničnu liniju HeLa nakon 24 sata tretmana s 20 ng/mL TNF-α. Nakon 48 sati 

tretmana, ekspresija cREL bila je značajno viša u svim tretiranim skupinama i u U2940 i 

Karpas1106p u odnosu na staničnu liniju HeLa. 

Ekspresija CXCL10 bila je značajno viša nakon 24 sata i nakon 48 sati tretmana s 5, 10, 20 i 

50 ng/mL TNF-α u staničnim linijama Farage i MedB-1 u odnosu na staničnu liniju HeLa. 

Nije bilo značajne razlike u ekspresiji CXCL10 u staničnoj liniji U2940 nakon 24 sata 

tretmana s 5 ng/mL, 20 ng/mL i 50 ng/mL TNF-α u odnosu na staničnu liniju HeLa. 

Ekspresija CXCL10 nije bila značajno različita u staničnoj liniji Karpas1106p nakon 24 sata 

tretmana s 20 i 50 ng/mL TNF-α u odnosu na staničnu liniju HeLa. Nakon 48 sati tretmana 

ekspresija CXCL10 bila je značajno viša i u U2940 i u Karpas1106p u odnosu na staničnu 

liniju HeLa kod svih koncentracija TNF-α. 

Ekspresija gena PD-L1 bila je značajno viša u svim staničnim linijama PMBCL-a u odnosu na 

staničnu liniju HeLa neovisno o koncentraciji i duljini trajanja tretmana s TNF-α. 

4.2.4. Analiza ekspresije gena CXCL10 i PD-L1 u tumorskim staničnim linijama nakon 

tretmana s IFN-γ 

4.2.4.1. Usporedba ekspresije gena CXCL10 i PD-L1 u tumorskim staničnim linijama nakon 

tretmana različitim koncentracijama IFN-γ i netretiranim tumorskim staničnim linijama 

Ekspresija gena CXCL10 bila je značajno povišena u staničnim linijama Farage, U2940, 

MedB-1 i Karpas1106p nakon 24 sata tretmana s 30 i 50 ng/mL IFN-γ u odnosu na netretirane 

kontrole. Nije bilo značajne razlike u ekspresiji CXCL10 u staničnoj liniji HeLa nakon 24 sata 

tretmana s 30 i 50 ng/mL IFN-γ u odnosu na netretirane stanice (Slika 15.a). Ekspresija 

CXCL10 bila je značajno povišena u svim staničnim linijama nakon 48 sati tretmana s 30 i 50 

ng/mL IFN-γ (Slika 15.b).  
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Slika 15. Razina promjene ekspresije gena CXCL10 u staničnim linijama Farage, U2940, 

MedB-1, Karpas1106p i HeLa nakon tretmana s 30 (plavo) i 50 ng/mL (narančasto) IFN-γ 

tijekom 24 sata (a) i tijekom 48 sati (b). * – p<0,05.     

Ekspresija PD-L1 nije bila značajno promijenjena u staničnoj liniji Farage ni nakon 24 sata ni 

nakon 48 sati tretmana s s 30 i 50 ng/mL IFN-γ u odnosnu na netretirane stanice. 
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U staničnoj liniji U2940 ekspresija PD-L1 bila je značajno viša nakon 24 sata tretmana s 30 

ng/mL IFN-γ, ali nije bilo razlike u ekspresiji PD-L1 nakon 24 sata tretmana s 50 ng/mL IFN-

γ.  Ekspresija PD-L1 u istoj staničnoj liniji bila je značajno viša nakon 48 sati tretmana s 50 

ng/mL IFN-γ, ali ne i nakon 48 sati tretmana s 30 ng/mL IFN-γ. 

U staničnoj liniji MedB-1 nije bilo promjene u ekspresiji PD-L1 nakon 24 sata tretmana ni s 

30 ni s 50 ng/mL IFN-γ. Nakon 48 sati tretmana ekspresija PD-L1 bila je značajno viša kod 

obje koncentracije IFN-γ. 

U staničnoj liniji Karpas1106p ekspresija PD-L1 bila je viša i nakon 24 sata tretmana i s 30 i s 

50 ng/mL IFN-γ. Nakon 48 sati tretmana ekspresija PD-L1 bila je viša kod stanica tretiranih s 

30 ng/mL IFN-γ, ali ne i kod stanica tretiranih s 50 ng/mL IFN-γ. 

Ekspresija gena PD-L1 bila je značajno viša u staničnoj liniji HeLa i nakon 24 sata i nakon 48 

sati tretmana s 30 i 50 ng/mL IFN-γ (Slika 16. a i b). 
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Slika 16. Razina promjene ekspresije gena PD-L1 u staničnim linijama Farage, U2940, 

MedB-1, Karpas1106p i HeLa nakon tretmana s 30 (plavo) i 50 ng/mL (narančasto) IFN-γ 

tijekom 24 sata (a) i tijekom 48 sati (b). * – p<0,05. 

4.2.4.2. Usporedba ekspresije gena CXCL10 i PD-L1 nakon 24 i 48 sati tretmana s IFN-γ 

U staničnoj liniji Farage ekspresija CXCL10 bila je značajno niža nakon 48 sati tretmana s 

IFN-γ u odnosu na tretman 24 sata kod obje koncentracije IFN- γ (30 i 50 ng/mL) (Slika 

17.a). Ekspresija PD-L1 nije bila značajno promijenjena između dvije vremenske točke 

tretmana (Slika 17.b). 
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Slika 17. Razina promjene ekspresije gena CXCL10 (a) i PD-L1 (b) u staničnoj liniji Farage 

nakon tretmana s 30 i 50 ng/mL IFN-γ 24 (plavo) i 48 sati (narančasto). * – p<0,05. 

U staničnoj liniji U2940 ekspresija CXCL10 i PD-L1 bila je značajno različita između 

tretmana s 50 ng/mL IFN-γ tijekom 24 i 48 sati (Slika 18.a i b). 
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Slika 18. Razina promjene ekspresije gena CXCL10 (a) i PD-L1 (b) u staničnoj liniji U2940 

nakon tretmana s 30 i 50 ng/mL IFN-γ 24 (plavo) i 48 sati (narančasto). * – p<0,05. 

Ekspresija CXCL10 u staničnoj liniji MedB-1 nije bila značajno promijenjena nakon 48 sati 

tretmana u odnosu na 24 sata tretmana neovisno o koncentraciji IFN-γ (Slika 19.a). Ekspresija 

PD-L1 bila je značajno različita između tretmana s 30 ng/mL IFN-γ tijekom 24 i 48 sati (Slika 

19.b).  
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Slika 19. Razina promjene ekspresije gena CXCL10 (a) i PD-L1 (b) u staničnoj liniji MedB-1 

nakon tretmana s 30 i 50 ng/mL IFN-γ 24 (plavo) i 48 sati (narančasto). * – p<0,05. 

U staničnoj liniji Karpas1106p ekspresija CXCL10 nije bila značajno promijenjena nakon 48 

sati tretmana u odnosu na 24 sata tretmana neovisno o koncentraciji IFN-γ (Slika 20.a). 

Ekspresija PD-L1 bila je značajno različita između tretmana s 30 ng/mL IFN-γ tijekom 24 i 

48 sati (Slika 20.b).  
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Slika 20. Razina promjene ekspresije gena CXCL10 (a) i PD-L1 (b) u staničnoj liniji 

Karpas1106p nakon tretmana s 30 i 50 ng/mL IFN-γ 24 (plavo) i 48 sati (narančasto). * – 

p<0,05. 

U staničnoj liniji HeLa ekspresija CXCL10 bila je značajno niža nakon 48 sati tretmana s obje 

koncentracije IFN-γ u odnosu na 24 sata tretmana (Slika 21.a). Ekspresija PD-L1 bila je 

različita samo kod tretmana s 30 ng/mL IFN-γ (Slika 21.b). 
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Slika 21. Razina promjene ekspresije gena CXCL10 (a) i PD-L1 (b) u staničnoj liniji HeLa 

nakon tretmana s 30 i 50 ng/mL IFN-γ 24 (plavo) i 48 sati (narančasto). * – p<0,05. 

4.2.4.3. Usporedba ekspresije gena CXCL10 i PD-L1 u modelnim staničnim linijama u 

odnosu na staničnu liniju HeLa nakon tretmana s IFN-γ 

Ekspresija gena CXCL10 i PD-L1 bila je značajno povišena u staničnim linijama Farage, 

U2940, MedB-1 i Karpas1106p u odnosu na staničnu liniju HeLa neovisno o duljini i 

koncentraciji tretmana s IFN-γ. 
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5. Rasprava 

U ovom istraživanju analizirana je ekspresija gena TNF-α, IFN-γ, cREL, CXCL10, CXCR3, 

PD-L1 i PD-1 u uzorcima pacijenata oboljelih od PMBCL-a i uspoređena je s njihovom 

ekspresijom u netumorskim limfocitima B i T kako bi se ispitala njihova uloga u komunikaciji 

tumorskih stanica i stanica tumorskog mikrookoliša. 

TNF-α ima ulogu u regulaciji imunosnog odgovora, ali pokazano je da može doprinositi i 

različitim patološkim stanjima, uključujući tumore (148). Rezultati ove studije pokazali su 

niži obrazac ekspresije gena TNF-α u tumorskom tkivu pacijenata s PMBCL-om u odnosu na 

netumorske B-limfocite iz kojih se tumor razvio, no razlika nije bila statistički značajna. 

Ekspresija TNF-α niža je u nestimuliranim limfocitima B u mlađoj populaciji u odnosu na 

stariju populaciju (149, 150), što bi moglo biti povezano s češćom pojavnosti PMBCL-a kod 

mlađih pacijenata (1). Moguće je da je niska ekspresija TNF-α u netumorskim reaktivnim 

tonzilama rezultat normalnog fiziološkog smanjenja ekspresije TNF-α potrebnog za pojačanu 

aktivaciju limfocita B u reaktivnim tonzilama (149, 150). U PMBCL-u dosad nije opažena 

promjena ekspresije TNF-α u odnosu na netumorske limfocite B, ali su opažene aberacije i/ili 

mutacije gena koji sudjeluju u putu prijenosa signala TNF-α i aktivaciji puta NFκB kao što su 

cREL (89) i TNFAIP3 (20). Viša ekspresija TNF-α povezana je s lošijim općim preživljenjem 

(OS, od engl. overall survival) pacijenata i lošijim preživljenjem bez napretka tumora (PFS, 

od engl. progression-free survival) u DLBCL-u bez specifikacija (DLBCL-NOS, od engl. not 

otherwise specified) (151) te s lošijom kliničkom slikom pacijenata oboljelih od različitih 

tipova leukemija (152). U HL-u je pokazano da konstitutivna aktivacija puta NFκB, čiji je 

jedan od glavnih aktivatora TNF-α, dovodi do povišene ekspresije nizvodnih gena koji 

kodiraju razne proteine, uključujući regulator staničnog ciklusa ciklin D2, antiapoptotske 

proteine BFL-1/A1, c-IAP2, TRAF1 i BCL-xL te stanične receptore CD86 i CD40 (5), što 

omogućava razvoj i opstanak tumora (153). Budući da PMBCL dijeli osobine i s DLBCL-om 

i s HL-om, slične posljedice mogla bi imati i promjena regulacije ekspresije puta NFκB u 

PMBCL-u. 

Značajno viša ekspresija TNF-α u odnosu na staničnu liniju HeLa opažena je u sve četiri 

modelne stanične linije PMBCL-a (Farage, U2940, MedB-1 i Karpas1106p) bez ikakvog 

tretmana, što je i očekivano, budući da su stanice imunosnog sustava (porijekla kojeg su 

stanice PMBCL-a) primarni izvor TNF-α za razliku od epitelnih stanica (porijekla kojeg su 

stanice HeLa). Budući da stanice PMBCL-a i same mogu proizvoditi TNF-α, moguće je da 
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pojačano autokrino i parakrino djelovanje TNF-α potiče razvoj tumora, što je u skladu s 

rezultatima opaženima u DLBCL-u i HL-u (151, 5).  

Transkripcijski faktor cREL jedan je od sastavnica puta NFκB i nužan je za regulaciju razvoja 

limfocita B i humoralnog imunosnog odgovora (85-87), zbog čega je visoko eksprimiran u 

netumorskim reaktivnim tonzilama koje sadrže veliki broj zrelih limfocita B (154). U ovom 

istraživanju nije opažena statistički značajna razlika u ekspresiji cREL između PMBCL-a i 

netumorskih limfocita B, što bi moglo biti posljedica mogućih amplifikacija gena cREL u 

dijelu uzoraka PMBCL-a. Nedostatak korelacije između amplifikacije cREL i njegove 

ekspresije na transkripcijskoj i proteinskoj razini opažen u prijašnjim istraživanjima (155), 

slično kao i u DLBCL-u (156, 157) još uvijek ostaje nerazjašnjen. Neujednačena prisutnost 

amplifikacija cREL ili regije 2p16 u kojoj se on nalazi u različitim istraživanjima (6, 90, 133, 

141, 158, 159) sugerira da sama amplifikacija cREL nije dovoljna za pojačanu aktivaciju puta 

NFκB koja bi mogla biti odgovorna za nastanak i/ili razvoj PMBCL-a, nego je potrebna ili 

dodatna mutacija (npr. gena TNFAIP3) ili izvanjski signal. Unatoč tome, cREL još uvijek 

ostaje zanimljiv predmet istraživanja zbog njegove mogućnosti uzrokovanja maligne 

transformacije limfoidnih stanica in vitro (88), uloge u razvoju DLBCL-a (160) te čestih 

amplifikacija u HL-u (161), što implicira njegovu ulogu u patogenezi tumora porijekla iz 

limfoidnih stanica u kojima je deregulirana ekspresija ili aktivnost puta NFκB.  

Iznenađujuće, tretman TNF-α uzrokovao je značajan pad razine ekspresije cREL u staničnim 

linijama U2940, MedB-1 i Karpas1106p nakon 24-satnog tretmana, iako je bilo očekivano da 

će djelovanje TNF-α uzrokovati porast ekspresije cREL. Ekspresija gena cREL značajno je 

porasla u staničnoj liniji MedB-1 nakon 48 sati tretmana u odnosu na netretirane stanice, što 

se očituje i u usporedbi ekspresije cREL nakon 24 i 48 sati u ovoj staničnoj liniji pri višim 

koncentracijama tretmana. Efekt tretmana s TNF-α nakon 48 sati tretmana u ovoj liniji je još i 

veći jer je kod netretiranih stanica uočen pad ekspresije cREL nakon 48 sati u odnosu na 

netretirane stanice nakon 24 sata. U ostalim modelnim staničnim linijama ekspresija cREL 

ostala je značajno niža ili pokazivala padajući obrazac u odnosu na netretirane stanice. 

Međutim, primjetno je da se negativna razlika u ekspresiji između tretiranih i netretiranih 

stanica u staničnoj liniji U2940 smanjila, a u staničnoj liniji Karpas1106p prestala biti 

značajna, pa bi dulji tretman TNF-α mogao dovesti do povišene ekspresije cREL i u ovim 

staničnim linijama. Ovaj rezultat upućuje na to da dugotrajna izloženost TNF-α može 

potaknuti ekspresiju cREL i nizvodnih gena u stanicama PMBCL-a, što je u skladu s 

dosadašnjim istraživanjima u DLBCL-u (160). Nijedna od korištenih modelnih staničnih 

linija PMBCL-a ne sadrži amplifikaciju gena cREL (138), što sugerira da je aktivacija puta 
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NFκB preko cREL uzrokovana tretmanom TNF-α, a ne endogenom promijenjenom 

ekspresijom cREL. Jedan od gena čiju ekspresiju cREL kontrolira je upravo i TNF-α (95), 

zbog čega se može održati visoka razina ekspresije TNF-α i proupalni mikrookoliš koji 

odgovara tumoru. Razlike u odgovoru staničnih linija na tretman mogu biti uzrokovane i 

heterogenošću staničnih linija, budući da prema dostupnim podacima i današnjim 

dijagnostičkim kriterijima jedino stanična linija MedB-1 odgovara karakteristikama PMBCL-

a iako se u literaturi sve navode kao njegov model (135, 138, 139, 142, 144). 

Osim regulacije razvoja limfocita B i humoralnog imunosnog odgovora, cREL bi mogao biti i 

indirektni posrednik u komunikaciji s limfocitima T, budući da se može vezati i na promotor 

gena CXCL10 (96), čiji proteinski produkt u interakciji s receptorom CXCR3 privlači 

limfocite T na mjesto upale. Moguće amplifikacije gena cREL, koje bi potencijalno mogle 

doprinijeti opaženom obrascu ekspresije ovog gena u PMBCL-u bi također mogle biti 

odgovorne i za viši obrazac ekspresije gena CXCL10 u uzorcima pacijenata u ovom 

istraživanju. Iako netumorski limfociti B mogu proizvoditi CXCL10 u kontaktu s limfocitima 

T specifičnima za određeni antigen pod utjecajem IFN-γ (162), koji je glavni induktor 

ekspresije CXCL10 (98), nisu primarni izvor ovog kemokina. Međutim, viša razina ekspresije 

CXCL10 u DLBCL-u u odnosu na netumorsko tkivo (163) sugerira da tumorske stanice 

mijenjaju obrazac ekspresije CXCL10, moguće kako bi dodatno potaknule stvaranje 

proupalnog mikrookoliša. Također, velika količina CXCL10 u serumu pacijenata oboljelih od 

DLBCL-a povezana je s većom količinom upalnih prognostičkih markera (visoka razina C-

reaktivnog proteina, niski broj limfocita, mala količina albumina) i lošijim preživljenjem 

pacijenata (115, 164). U ovom istraživanju, ekspresija CXCL10 u staničnim linijama Farage, 

U2940, MedB-1 i Karpas1106p nakon 24 sata tretmana s TNF-α pokazala je padajući obrazac 

u odnosu na netretirane stanice bez statističke značajnosti. Nakon 48 sati tretmana s TNF-α 

ekspresija CXCL10 pokazala je rastući obrazac, koji bi mogao postati statistički značajan 

nakon tretmana s TNF-α duljeg od 48 sati, budući da je statistički značajan porast u ekspresiji 

CXCL10 nakon 48 sati tretmana s TNF-α u odnosu na 24 sata tretmana bio uočen kod 

stanične linije U2940 nakon tretmana s 10 i 20 ng/mL TNF-α. Statistički značajan porast u 

ekspresiji CXCL10 nakon 48 sati tretmana s 50 ng/mL TNF-α u odnosu na 24 sata tretmana 

bio je uočen kod stanične linije Karpas1106p, no značajan porast ekspresije CXCL10 bio je u 

uočen i kod netretiranih stanica 48 sati nakon nasađivanja u odnosu na netretirane stanice 24 

sata nakon nasađivanja u ovoj staničnoj liniji. Ovi rezultati upućuju na to da porast ekspresije 

CXCL10 između dvije vremenske točke u staničnoj liniji Karpas1106p nije posljedica 

tretmama s TNF-α. Ekspresija CXCL10 u staničnoj liniji HeLa nakon 48 sati tretmana pala je 
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u odnosu na njegovu ekspresiju nakon 24 sata neovisno o koncentraciji TNF-α, sugerirajući 

da je mehanizam regulacije ekspresije CXCL10 na koji utječe TNF-α u stanicama limfoidnog 

porijekla drugačiji od mehanizma regulacije ekspresije tog gena u stanicama epitelnog 

porijekla. Ovi rezultati sugeriraju da ekspresija CXCL10 u PMBCL-u može biti regulirana 

putom NFκB, ali efekti djelovanja TNF-α nisu bili vidljivi unutar 48 sati. Privremeno 

održavanje niske razine CXCL10 unutar tumorske mase onemogućilo bi infiltraciju velikog 

broja aktiviranih limfocita T kemotaksijom preko CXCR3, receptora CXCL10 (103), a i 

potencijalno spriječilo infiltraciju tumorskog tkiva stanicama NK koje eksprimiraju PD-L1 i 

imaju antitumorski učinak (165). Naknadni porast ekspresije CXCL10 mogao bi biti povezan 

s porastom ekspresije PD-L1 u tumorskim stanicama nakon tretmana s TNF-α kada bi 

tumorske stanice mogle inhibirati imunosni odgovor infiltriranih limfocita T koji eksprimiraju 

PD-1. Ovi se rezultati ne slažu s rezultatima Mitsuhashi i suradnika (166), koji su ustanovili 

da blokiranje Pd-l1 dovodi do povišenja ekspresije Cxcl10 in vitro, no razlog tome mogle bi 

biti razlike u mehanizmu koji povezuje CXCL10 i PD-L1 između ljudskih i mišjih stanica, 

zbog čega povezanost CXCL10 i PD-L1 zahtijeva daljnja istraživanja. 

U istraživanoj skupini pacijenata opažen je niži obrazac ekspresije PD-L1 u uzorcima 

tumorskog tkiva u odnosu na netumorske limfocite B, bez statističke značajnosti. Ekspresija 

PD-L1 povišena je u netumorskim reaktivnim tonzilama (167) i u uzorcima PMBCL-a koji 

sadrže amplifikaciju regije 9p24 u kojoj se nalazi PD-L1 (9, 34). Međutim. povišena 

ekspresija PD-L1 uočena je i kod uzoraka bez amplifikacije ove regije (34). Također, 

istraživanje Camusa i suradnika pokazalo je da je visoka ekspresija PD-L1 i PD-L2 u 

PMBCL-u povezana s lošijim preživljenjem pacijenata (168). Uzorci DLBCL-a s povišenom 

ekspresijom PD-L1 imali su smanjenu ekspresiju molekula HLA (od engl. human leukocyte 

antigen) na limfocitima T i pojačanu aktivaciju puta NF-κB (169). Blokiranje interakcije PD-

L1/PD-1 dovodi do obnavljanja imunosnog odgovora limfocita T uz ekspresiju IFN-γ u HL-u 

(170) i anaplastičnom velikostaničnom limfomu (ALCL, od engl. anaplastic large cell 

lymphoma) (171). U ovom istraživanju, tretman s TNF-α uzrokovao je značajan porast 

ekspresije PD-L1 u odnosu na netretirane stanice u staničnoj liniji MedB-1, koja sadrži tri 

kopije gena PD-L1 (138), tek nakon 48 sati tretmana s višim koncentracijama (10, 20 i 50 

ng/mL). Povišenje ekspresije PD-L1 u staničnim linijama U2940 nakon tretmana s 20 ng/mL 

TNF-α i Karpas1106p nakon tretmana s 10 i 20 ng/mL TNF-α nakon 48 sati tretmana u 

odnosu na 24 sata tretmana može biti i neovisno o tretmanu s TNF-α, budući da su i 

netretirane stanice imale statistički značajan porast ekspresije PD-L1 48 sati nakon 

nasađivanja u odnosu na 24 sata nakon nasađivanja. Ovo opažanje nije neočekivano kod 
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stanične linije Karpas1106p, budući da ova stanična linija sadrži amplifikacije regije 9p24 u 

kojoj se nalazi PD-L1, ali stanična linija U2940 sadrži mikrodeleciju ove regije, koja 

uključuje i PD-L1 (138). Dai i suradnici također su detektirali ekspresiju PD-L1 u staničnoj 

liniji U2940, što sugerira da delecija ne obuhvaća kompletni gen PD-L1 (138), no upitno je 

može li takav djelomično deletirani protein obavljati svoju ulogu u regulaciji imunosnog 

odgovora. Nedostatak porasta ekspresije PD-L1 kod linije Karpas1106p u odnosu na 

netretirane stanice u usporedbi sa staničnom linijom MedB-1 može se potencijalno objasniti 

razlikom u broju kopija gena PD-L1, ali i razlikom u fosforiliranosti proteina JAK i STAT6 u 

tim staničnim linijama (172). Heterogenost modelnih staničnih linija također može biti uzrok 

neujednačenih promjena u ekspresiji PD-L1, jer jedino stanična linija MedB-1 odgovara 

karakteristikama PMBCL-a prema današnjim dijagnostičkim kriterijima, iako se sve četiri 

korištene stanične linije navode kao model za PMBCL u literaturi (138). Ovi rezultati upućuju 

na zaključak da TNF-α nema efekt na ekspresiju PD-L1 u PMBCL-u, ali ne isključuju njegov 

doprinos patologiji PMBCL-a kroz druge stanične putove. 

Slično kao i gen TNF-α, gen IFN-γ je pokazao niži obrazac ekspresije u istraživanoj skupini 

pacijenata kojima je dijagnosticiran PMBCL u odnosu na netumorske limfocite T, ali bez 

statističke značajnosti. IFN-γ je visoko eksprimiran u netumorskim limfocitima T reaktivnih 

tonzila (173, 174), a promijenjeni imunosni odgovor ovisan o IFN-γ može dovesti do 

nastanka različitih vrsta tumora, uključujući i limfome, što je pokazano na miševima (61, 

175). Kod ljudi su opisani slučajevi pojave nehodgkinskih limfoma kod pacijenata s 

promijenjenim imunosnim odgovorom ovisnim o IFN-γ u kombinaciji s virusnim ili 

gljivičnim infekcijama (176, 177). Također, limfociti B iz krvi pacijenata oboljelih od tumora 

dojke, melanoma i gastrointestinalnih tumora pokazuju slabiji odgovor na IFN-γ (178), a 

pojedine vrste tumora mogu razviti otpornost na djelovanje IFN-γ, što smanjuje njihovu 

imunogenost i olakšava izbjegavanje imunosnog odgovora (175). Niži obrazac ekspresije 

IFN-γ i CXCR3 u istraživanoj skupini pacijenata oboljelih od PMBCL-a u odnosu na 

netumorske limfocite T sugerira da mali broj limfocita T koji bi proizvodili IFN-γ i dodatno 

pojačavali imunosni odgovor prodire u tumorsko tkivo. Uloga CXCR3 ispitana je u velikom 

broju istraživanja na različitim modelima (179), a iako je primarno eksprimiran u limfocitima 

T, makrofagima i stanicama NK, njegova ekspresija detektirana je i u različitim vrstama T-

limfoma (180). Pokazano je i da je njegova ekspresija povišena u tumorskim stanicama u 

različitim vrstama B-limfoma, uključujući kroničnu limfocitičnu leukemiju/limfom malih 

limfocita (CLL/SLL, od engl. chronic lymphocytic leukemia/small lymphocytic lymphoma) 

(181, 114), limfom plaštene zone (MCL, od engl. mantle cell lymphoma) (182) i limfom 
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porijeklom iz limfatičnog tkiva sluznice (MALT, od engl. mucosa-associated lymphoid 

tissue) (183, 184). Istraživanja broja CXCR3-pozitivnih limfocita T u HL-u dala su 

neujednačene rezultate (185, 186), a istraživanje Xu-Monette i suradnika pokazalo je da je 

povišena ekspresija CXCL9, jednog od liganada CXCR3, povezana s većom infiltracijom 

citotoksičnih limfocita T s niskom ekspresijom PD-1 u tumorsko tkivo DLBCL-a (187). Viši 

obrazac ekspresije PD-1 opažen u istraživanoj skupini pacijenata oboljelih od PMBCL-a 

sugerira da limfociti T koji infiltriraju tkivo PMBCL-a (čiji je broj mali, što sugerira niska 

razina ekspresije IFN-γ i CXCR3) eksprimiraju PD-1, koji u kontaktu s PD-L1 na tumorskim 

stanicama inhibira imunosni odgovor, što se može povezati s rezultatima Xu-Monette i 

suradnika (187). 

Tretman s IFN-γ očekivano je uzrokovao porast ekspresije CXCL10 u svim modelnim 

staničnim linijama PMBCL-a (98) tijekom kraćeg vremenskog razdoblja i u većoj mjeri nego 

u staničnoj liniji HeLa. Budući da je IFN-γ značajno jači induktor ekspresije CXCL10 od 

TNF-α, moguće je da je imunosni odgovor koji inducira IFN-γ u PMBCL-u inhibiran kako ne 

bi došlo do nagle inflitracije velikog broja limfocita T u tumorsko tkivo. Iako je ekspresija 

CXCL10 u svim modelnim staničnim linijama PMBCL-a ostala značajno viša i nakon 48 sati 

tretmana s IFN-γ u odnosu na netretirane stanice, u staničnoj liniji Farage ekspresija CXCL10 

bila je značajno niža nego nakon 24 sata, a u staničnoj liniji U2940 viša, dok se u staničnim 

linijama MedB-1 i Karpas1106p nije statistički značajno razlikovala ovisno o duljini 

tretmana. Uzrok ovih razlika mogao bi biti različit broj kopija regija 9p24 između različitih 

staničnih linija, unutar koje se nalazi i gen JAK2, koji je odgovoran za poticanje ekspresije 

CXCL10 (186), ali i fosforiliranost proteina JAK i STAT, koja utječe na njihovu aktivnost 

(172) i time na ekspresiju nizvodnih gena. U ovom istraživanju, uočena je i značajna razlika u 

ekspresiji CXCL10 kod netretiranih stanica 24 i 48 sati nakon nasađivanja u obje stanične 

linije, koja je potencijalno uzrokovana autokrinim djelovanjem TNF-α ili pojačanim 

djelovanjem puta JAK/STAT zbog amplifikacije gena JAK2 i aktivnosti proteina JAK i 

STAT, no ta razlika nije doprinijela razlici u ekspresiji CXCL10 u ove dvije stanične linije 

nakon tretmana s IFN-γ. Budući da je IFN-γ jak induktor ekspresije CXCL10, povišenje 

ekspresije CXCL10 tijekom duljeg tretmana s IFN-γ u staničnoj liniji U2940 nije 

neočekivano. S druge strane, pad ekspresije CXCL10 u staničnoj liniji Farage nakon 48 sati 

tretmana s IFN-γ mogao bi biti uzrokovan slabijim odgovorom na signale koji dolaze iz 

tumorskog mikrookoliša ili drugačijom aktivnosti proteina JAK2 i STAT u odnosu na ostale 

modelne stanične linije, posebno na liniju U2940, koja isto ima dva alela gena JAK2 kao i 

stanična linija Farage (138). Zanimljiv je nedostatak ujednačene promjene ekspresije gena 
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PD-L1 u modelnim staničnim linijama PMBCL-a u odnosu na ekspresiju CXCL10, budući da 

se ekspresija oba gena inducira putom JAK/STAT (188, 9).  

Za razliku od CXCL10, ekspresija PD-L1 je značajno porasla u staničnim linijama MedB-1  i 

Karpas1106p nakon 48 sati tretmana u odnosu na 24 sata tretmana s 30 ng/mL IFN-γ, dok je 

ekspresija PD-L1 pala u staničnoj liniji U2940 nakon 48 sati tretmana u odnosu na 24 sata 

tretmana s 50 ng/mL IFN-γ. Unatoč tome što je u sve tri stanične linije opažen porast 

ekspresije PD-L1 i u netretiranim stanicama nakon 48 sati u odnosu na netretirane stanice 

nakon 24 sata, razlika u ekspresiji PD-L1 nakon 48 sati tretmana s IFN-γ u odnosu na 

netretirane stanice u staničnoj liniji MedB-1 veća je nego razlika u ekspresiji PD-L1 nakon 48 

sati tretmana s TNF-α u odnosu na netretirane stanice. Ovaj rezultat sugerira da je IFN-γ 

potaknuo ekspresiju PD-L1 u ovoj staničnoj liniji. Nedostatak razlike u ekspresiji PD-L1 

nakon 48 sati tretmana s TNF-α i IFN-γ u staničnim linijama U2940 i Karpas1106p može 

također biti povezan s aberacijama PD-L1 u tim linijama i aktivnosti puta JAK/STAT, koji 

utječe na ekspresiju gena PD-L1. 

Dosadašnja istraživanja o efikasnosti različitih terapija za PMBCL nisu dala jedinstven 

rezultat, na što utječe niska učestalost bolesti i raznolikost korištenih terapija (189). 

Blokiranje interakcije PD-L1/PD-1 dosad je testirano kao moguća terapija u različitim 

vrstama tumora s visokom razinom ekspresije PD-L1, uključujući i PMBCL, s različitom 

razinom efikasnosti (189-191). Neujednačnost odgovora pacijenata na terapiju još uvijek nije 

razjašnjena, ali sugerira da razlika u tumorskom mikrookolišu u različitim tumorima utječe na 

efikasnost terapije. Prema rezultatima ovog istraživanja, predloženi mehanizam komunikacije 

tumorskih stanica i stanica tumorskog mikrookoliša u PMBCL-u (Slika 22) sugerira da 

dugotrajna izloženost tumorskih stanica autokrinom ili parakrinom djelovanju TNF-α 

povisuje ekspresiju cREL, što bi za posljedicu moglo imati povećanje ekspresije nizvodnih 

gena, od kojih je jedan CXCL10. Smanjena količina IFN-γ, koji bi jače inducirao ekspresiju 

CXCL10 u kraćem vremenskom periodu, je moguće usmjerena protiv nagle infiltracije 

velikog broja limfocita T i drugih stanica imunosnog sustava koji eksprimiraju receptor 

CXCR3. One stanice koje su kemotaksijom preko CXCL10 privučene u zonu tumora dolaze u 

kontakt s tumorskim stanicama s visokom ekspresijom PD-L1, čime se utišava efikasan 

odgovor protiv tumora. Ovaj mehanizam trebalo bi istražiti dodatnim analizama na većem 

broju uzoraka pacijenata i potencijalno primarnim tumorskim kulturama. 
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Slika 22. Predloženi mehanizam komunikacije tumorskih stanica i stanica tumorskog mikrookoliša u PMBCL-u. Autokrino i parakrino 

djelovanje TNF-α potiče ekspresiju transkripcijskog faktora cREL koji aktivira ekspresiju nizvodnih gena, uključujući i CXCL10. Mali broj 

infiltrirajućih limfocita T koji je kemotaksijom doveden u zonu tumorskih stanica prelazi u stanje anergije nakon interakcije PD-L1 na 

tumorskim stanicama s PD-1 na limfoctima T, čime se inhibira imunosni odgovor. 
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6. Zaključak 

Analiza ekspresije gena TNF-α, IFN-γ, cREL, CXCL10, CXCR3, PD-L1 i PD-1 u uzorcima 

pacijenata oboljelih od PMBCL-a nije pokazala statistički značajnu razliku u odnosu na 

netumorske limfocite B i T, moguće zbog malog broja uzoraka i velikih devijacija u 

rezultatima ekspresije.  

Netretirane modelne stanične linije PMBCL-a Farage, U2940, MedB-1 i Karpas1106p imale 

su značajno višu ekspresiju TNF-α u odnosu na staničnu liniju epitelnog porijekla HeLa, što 

sugerira da TNF-α autokrino djeluje na modelne stanične linije PMBCL-a i inducira 

ekspresiju nizvodnih gena. 

Ekspresija transkripcijskog faktora cREL bila je značajno niža nakon 24 sati tretmana s TNF-

α i rasla je nakon 48 sati tretmana s TNF-α. 

IFN-γ je značajno inducirao ekspresiju CXCL10 u stanicama PMBCL-a već nakon 24 sata 

tretmana, dok ekspresija CXCL10 nije bila značajno promijenjena ni nakon 48 sati tretmana s 

TNF-α. 

Tretmani TNF-α i IFN-γ uzrokovali su različite promjene u ekspresiji PD-L1 u PMBCL-u, što 

sugerira da ekspresija PD-L1 ovisi i o drugim faktorima, a ne samo o izvanjskim signalima.  
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