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1. uvOD

B-stani¢ni limfomi su tumori koji nastaju od razvojnih stadija B—limfocita, stanica koje ovise o
brojnim interakcijama s imunoloSkim i stromalnim stanicama tijekom njihovog normalnog
razvoja. Unato¢ velikom broju studija koje kao glavne pokretace tumorigeneze detektiraju
promjene genoma tumorskih stanica, uoc¢eno je da tumorske stanice zadrzavaju niz ovisnosti o
interakcijama s ne-malignim stanicama i stromalnim elementima koji ¢ine mikrookoli§ tumora.
Osnovno razumijevanje tih interakcija daje uvid u patogenezu vec¢ine B-limfoma i identificira
nove terapijske mogucnosti za ciljanje onkogenih putova. MikrookoliS ima glavnu ulogu
tijekom progresije i metastaziranja tumora, i veliki utjecaj na efikasnost terapije. (Scott i
Gascoyne, 2014.)

Limfomi su heterogena skupina tumora koja nastaje iz limfocita u razvoju, uglavnom u limfnim
¢vorovima, ali mogu nastati na bilo kojoj lokaciji gdje postoji limfno tkivo. Klasifikacija
Svjetske Zdravstvene Organizacije (WHO, od eng. World Health Organisation) kategorizira
limfome u viSe od 35 razli¢itih entiteta, prvenstveno na temelju morfologije, imunofenotipa,
genetskih promjena i klini¢kih znacajki. (Scott i Gascoyne, 2014.) Limfomi su peti najéeséi oblik
malignih tumora u Sjevernoj Americi, pojavljuju se s ucestalos¢u od 22,5 na 100 000 osoba, a
vise od 90% pacijenata ima dijagnosticiran limfom podrijetla B—stanica. Znacajan napredak u
razumijevanju patogeneze i progresije limfoma postignut je kroz molekularnu analizu malignih
stanica koja je identificirala genetske promjene i, posredno, aberacije unutarstani¢nih putova.
Prve mikroskopske analize Hodgkinova limfoma prije viSe od stoljeca otkrile su da ti tumori
obuhvacaju ne samo maligne stanice nego i mnostvo ne-malignih stanica, ukljucuju¢i geneticki
stabilne stromalne stanice, endotelne stanice, fibroblaste, imunosne stanice i ekstracelularni

matriks, Sto zajedno ¢ini mikrookoli§ tumora. (Scott i Gascoyne, 2014.; Klemm i Joyce, 2015.)



2. MIKROOKOLIS TUMORA

Mikrookoli§ B-limfoma sadrzi velik, varijabilni broj imunosnih stanica, stromalnih stanica,
endotelnih stanica krvnih Zila i komponenti izvanstani¢nog matriksa, Sto uzrokuje promjene u
arhitekturi tkiva. Prosirenost, sastav i prostorni raspored mikrookoliSa tumora vezani su za
genetske promjene u malignim stanicama, stupanj do kojeg tumorske stanice ostaju ovisne 0
vanjskim podraZajima za opstanak, proliferaciju i imunoloSku invaziju te za upalni odgovor u
domacina. (Scott i Gascoyne, 2014.; Blonska i dr., 2015.)

Meduodnosi izmedu ovi elemenata proizvode Siroki spektar tumorskih mikrookolisa koji se
promatraju izmedu, i u neSto manjoj mjeri, unutar podtipova limfoma, s tri glavna obrasca. Prvi
obrazac je prikazan na primjeru folikularnog limfoma (FL, od eng. follicular lymphoma),
limfoma Kkoji preteZzno zahvaca limfne ¢vorove u Kkojim maligne stanice zadrZavaju znatan
stupanj ovisnosti o razvojnim i proliferacijskim signalima mikrookolisa, barem u ranoj fazi
bolesti. U mnogim slucajevima, sastav i prostorni raspored stanica unutar tumora nalikuje na
normalno limfno tkivo, s neoplasti¢nim folikulima koji podsjecaju na reaktivne germinativne
centre s folikularnim dendritickim stanicama (FDC, od eng. follicular dendritic cells) i
folikularnim T—pomoc¢nickim stanicama (Try stanice, od eng. follicular T helper cells). Drugi
obrazac zabiljeZzen je u klasi¢cnom Hodgkinovom limfomu (CHL, od eng. classical Hodgkin’s
lymphoma), tumoru koji obuhvaca milijune ne-malignih stanica koje se razlikuju od sastava
normalnog limfnog tkiva i koje okruzuju rijetke maligne Hodgkinove Reed-Sternberg stanice
(HRS stanice, od eng. Hodgkin Reed-Sternberg cells). Burkittov limfom (BL, od eng. Burkitt’s
lymphoma) predstavlja tre¢i obrazac u kojem maligne stanice sadrZze genetske aberacije,
ukljucujuéi translokacije gena MYC i dodatne, kooperativne mutacije koje im daju jake stani¢no
— autonomne signale za opstanak i proliferaciju pa tako smanjuju ovisnost tumorskih stanica o
podrazajima iz mikrookolisa. U tim limfomima mikrookoli$ ¢ine rijetke stanice, dok maligne
stanice potiskuju normalno limfno tkivo u difuzni monotoni uzorak s makrofagima koji tkivu
daju izgled zvjezdanog neba (od eng. tingible — body macrophages). Ove tumore karakterizira
malobrojnost reaktivnih T—stanica. (Scott i Gascoyne, 2014.)

Identifikacija elemenata mikrookolisa se uglavnom oslanjala na morfologiju, imunohistokemiju

(IHC, od eng. immunohistochemistry) i, u manjoj mjeri, proto¢nu citometriju. PoboljSana analiza
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kompozicije mikrookolisa tumora povecat ¢e se razvojem specifi¢nijih antitijela i primjenom
tehnika za utvrdivanje profila genske ekspresije u stani¢énim podskupinama koje su izolirane
proto¢nom citometrijom ili laserskom mikrodisekcijom. Primjer u kojem su ti pristupi poboljsali
istrazivanje mikrookolia tumora je odredivanje profila genske ekspresije CD4 T—stanica u
klasi¢cnom Hodgkinovom limfomu, koji pokazuju prevlast T1-pomo¢nickih stanica (Tyl, od eng.

T helper 1 cells) nad T2—skupinom. (Scott i Gascoyne, 2014.)

2.1. Sastav mikrookoliSa

B-stani¢ni limfomi najc¢esce nastaju u limfnom tkivu poput limfnih ¢vorova, no u manjem broju
slu¢ajeva javljaju se i ekstranodalno. Sastav mikrookolisa predstavlja ostatke normalnog limfnog
tkiva infiltiriranog malignim stanicama i upalnim odgovorom domacina. (Scott i Gascoyne,
2014.)

Formacija krvnih Zila tijekom maligne progresije klju¢no je svojstvo malignih tumora ste¢eno u
ranoj fazi tumorigeneze i smatra se njihovom glavhom oznakom. Ovaj dogadaj nije esencijalan
samo zbog opskrbe tumora nutrijentima i kisikom zbog rasta i razvoja, ve¢ i zato Sto olaksSava
metastaziranje i Sirenje tumora. Usporedujuci ih s normalnim krvnim zilama, tumorske imaju
promjenjenu anatomiju, strukturu i funkciju, ukljucujuéi povecanu vaskularnu permeabilnost.
(Klemm i Joyce, 2015.)

Fibroblasti ¢ine veliku skupinu ne-epitelnih ili stromalnih stanica unutar tumora. Njihovu
proliferaciju stimuliraju faktori rasta i citokini kao Sto su FGF-2 i PDGF (od eng. fibroblast
growth factor 2 i platelet-derived growth factor) koji se nalaze u mikrookoliSu. Fibroblasti
predstavljaju izvor faktora rasta kao npr. faktora rasta vaskularnog endotela A (VEGF-A, od
eng. vascular endothelial growth factor A), faktora koji poti¢e angiogenezu i vaskularnu
permeabilnost, a takoder stvaraju i proupalne faktore koji poticu infiltraciju leukocita. (Klemm i
Joyce, 2015.)

Mikrookoli§ tumora €ine i stanice prirodenog imunoloSkog sustava koje, ne samo da osiguravaju
esencijalnu nespecifni¢nu obranu protiv patogena, ve¢ reguliraju tkivnhu homeostazu i poticu

ozdravljenje. (Klemm i Joyce, 2015.)



Ekstracelularni matriks proizvode svi tipovi stanica u mikrookoliSu $to rezultira stvaranjem
mreze vlakana koja, ne samo da pruza strukturnu potporu, nego integrira i lokalne signale i
regulira kretanje stanica, proliferaciju i diferencijaciju. Dok kolagen i fibronektin pruzaju
mehanicku potporu, proteoglikani doprinose povezivanju faktora rasta i citokina. Ekstracelularni
matriks tumorskog mikrookolisa je drugaciji od strome normalnog tkiva i sluzi kao glavni izvor
sudionika kemotaksije i procesa invazije tumorskih stanica. Povecana sinteza ekstracelularnog
matriksa 1 umreZenje kolagenih vlakana u stromi malignih stanica omogucuje invaziju tumorskih

stanica. (Klemm i Joyce, 2015.)

Maligne stanice limfoma eksprimiraju kemokinske receptore i adhezijske molekule, a obrazac
njihove ekspresije je u korelaciji s karakteristi¢cnim mjestom nastanka sekundarnih limfoma. Na
primjer, CCR7, CXCR4 i CXCR5 su visoko eksprimirani u stanicama limfoma u podtipovima
koji se pojavljuju u mrezi ¢vorova, dok niska ekspresija CCR7 i CXCR5 u primarnom
medijastinalnom B—stani¢nom limfomu (PMBCL, od eng. primary mediastinal B cell lymphoma)
najvjerojatnije doprinosi lokalizaciji toga tumora na jednome mjestu. Ekspresija CCR7 je
presudna za navodenje i lokalizaciju stanica limfoma u limfnim organima i za pristup faktorima
prezivljenja koji doprinose medudjelovanju izmedu limfoma i stromalnih stanica na odredenoj

lokaciji. (Scott i Gascoyne, 2014.)

Maligne stanice u folikularnom limfomu koloniziraju reaktivni germinativni centar u folikulima
limfnog ¢vora, stvaraju¢i mjesto koje sadrzi mnoge elemente potrebne za njihov opstanak i
Sirenje. Prisutnost stanica folikularnog limfoma mijenja sastav limfnog tkiva u usporedbi s
reaktivnim germinativnim centrima te direktno i indirektno privlaci limfocite i mijenja njihov
fenotip. Najistaknutiji je porast koli¢ine CD4" T-stani¢nih podtipova, koji imaju poveéan broj
Ten Stanica, regulatornih T—stanica (Treg, 0d eng. regulatory T cells) i folikularnih regulatornih
T-stanica (TFR, od eng. follicular regulatory T cells). Stanice folikularnog limfoma upravljaju
diferencijacijom CD4'T-stanica, usmjeravajuéi razvoj populacije unutar tumora prema Treg
stanicama, suprotno od smjera Ty17 stanica. Ovaj proces je posredovan ekspresijom molekula
koje su ukljuéene u kostimulaciju T-stanica, ukljuuju¢i CD70, CD80 i CD86. Cinjenica da

stanice limfoma eksprimiraju velike koli¢ine CD70 (za razliku od normalnih B-stanica) dodatno
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podupire ovaj mehanizam. (Scott i Gascoyne, 2014.) Stanice folikularnog limfoma mogu aktivno
djelovati i na Tg Stanice, premjestaju¢i ih iz njihove normalne interfolikularne lokacije u

maligne folikule izlucuju¢i CCL22.

U folikularnom limfomu, lezije u koStanoj srzi sadrze mnoge stani¢ne komponente nadene u
malignim folikulima, ukljucujuéi organizirane stromalne elemente koji nalikuju na fibroblasne
retikularne stanice (FRC, od eng. fibroblastic reticular cells) i folikularne dendriti¢ke stanice
(FDC, od eng. follicular dendritic cells). S obzirom na to da ti specifi¢ni stromalni elementi nisu
nadeni u normalnoj koStanoj srzi, pretpostavlja se da su njihovu prisutost izazvale maligne

stanice. (Scott i Gascoyne, 2014.)

Mehanizmi odgovorni za dominantnost pojedinih komponenti mikrookolisa u klasi¢cnom
Hodgkinovom limfomu uglavnom se razlikuju od onih u folikularnom limfomu. (Slika 1.)
Raznolikost u milijunima stanicama imunolo$kog sustava, kao i varijabilni broj stanica strome i
fibroblasta, najvjerojatnije su uzrokovani nizom kemokina i citokina koji su proizvedeni kao
odgovor na HRS-stanice. Medu stanicama unutar klasicnog Hodgkinovog limfoma isticu se T—
stanice, pogotovo Ty i Treg stanice. CCL5,CCL17 i CCL22 privlate CCR4" stanice prema
HRS-stanicama. Istovremeno, interleukin 5 (IL-5), kojeg proizvode HRS-stanice, privlaci
eozinofile. Izlu¢ivanje faktora stimulacije kolonija 1 (CSF1, od eng. colony-stimulating factor 1)
I CX3CL1 (od eng. fractalkine) iz HRS—stanica utje¢e na promjenjivu infiltarciju makrofaga.
Interleukin 8 (IL-8) iz makrofaga dalje privlaci neutrofile. (Scott i Gascoyne, 2014.)

Geneticka pozadina Burkittovog limfoma je translokacija gena MYC i neke od regulatornih regija
imunoglobulinskih gena uz dodatne genetske promjene koje uzrokuju malignu transformaciju.
Nedavna istrazivanja Burkittovog limfoma identificirala su mutacije raznih gena, ukljucujuci
ID3, TCF3, CCND3 i TP53. Promjene gena MYC, ¢lana obitelji transkripcijskih faktora jezgre,
U B—stani¢nim limfomima ¢esto su povezane S BCL2 (od eng. B-cell lymphoma 2) i BCL6 (od
eng. B-cell lymphoma 6) translokacijama. (Bosch i Fischer, 2014.) U sluéaju ovog limfoma
geneticke promjene tumorskih stanica uzrokuju promjenu signala koji im omogucéavaju jaku

autonomnost pa su ovdje i koli¢ina i sastav mirookoliSa gotovo neznatni.



Fenotip stanica limfoma, koji je rezultat steCenih genetskih aberacija u skladu s rezidualnom
biologijom limfocita, odreduje mjesta djelovanja limfoma kao i sadrzaj mikrookolisa — to je

karakteristika koja je temelj za prepoznavanje histologije tumora. (Scott i Gascoyne, 2014.)
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Slika 1. Shematski prikaz sastava mikrookolisa B-stani¢nih limfoma. Podtipovi limfoma
predstavljaju niz tumorskih tkiva s razli¢itim sadrzajem tumorskih stanica, u rasponu od ~ 1% u
Hodgkinovom limfomu do, vise od 90%, u Burkittovom limfomu. (preuzeto iz Scott i Gascoyne,
2014.)

3. SIGNALI ZA PREZIVLIJAVANJE | RAST

Stanice limfoma pokazuju Siroki raspon ovisnosti o signalima za rast i razvoj iz mikrookolisa.
To pokazuju i poku$aji uspostavljanja stani¢ne linije limfoma, Sto je bilo uspjesno s kulturom
stanica difuznog B-velikostani¢nog limfoma (DLBCL, od eng. diffuse large B cell lymphomas),
ali neuspjeSno kod kulture stanica folikularnog limfoma i limfoma stanica limfnog tkiva
pridruzenog sluznici Zeluca (MALT, od eng. gastric mucosa-associated lymphoid tissue) gdje je
bila uoCena brza smrt stanica. Stvaranje stani¢nih linija Hodgkinova limfoma takoder se

pokazalo izazovom. Kasnije je pokazano da se dodatkom potpornih elemenata, kao $to su



T-stanice i stromalne stanice iz mikrookoliSa, mozZe prevladati apoptoza koja se dogadala u
kulturama folikularnog limfoma i limfoma tkiva pridruzenog sluznici Zeluca. (Scott i Gascoyne,
2014.)

3.1. B—stani¢ni receptor (BCRS) i Toll-like receptori (TLRs)

B-stanicama je za opstanak nuzan funkcionalan B—stani¢ni receptor - gubitak ekspresije BCR-a
dovodi do brze stani¢ne smrti kroz povecanu ekspresiju CD95. Dva su glavna na¢ina BCR
signalizacije: toni¢na signalizacija, koja podrzava opstanak mirujucih zrelih B-stanica kroz
putove koji su aktivirani s PI3K te aktivna signalizacija, koja se javlja nakon pojave antigena i
aktivira nuklearni faktor-kB (NF-xB) pomocu kaspaze. Linearna ubikvitinacija, novo
identificirana posttranslacijska modifikacija, katalizirana je linearnim ubikvitinskim kompleksom
koji se sastoji od 3 podjedinice — HOIL -1L, HOIP i SHARPIN. Ubikvitinski kompleks ima
glavnu ulogu u aktivaciji NF—«B, potaknutog s nekoliko faktora ukljucujué¢i faktor tumorske
nekroze o (TNF-a, od eng. tumor necrosis factor-a) i interleukin 1 (IL-1B). Aktivnost
kompleksa je nuzna za funkciju B-stanica, a hiperaktivacija je povezana s onkogenezom u

odredenim oblicima B—-limfoma. (Sasaki i dr., 2015.)

Tumorske stanice u vecini tipova limfoma odrzavaju povrSinsku ekspresiju BCR-a, s iznimkom
kod klasi¢nog Hodgkinovog limfoma (CHL) i primarnog medijastinalnog B—stani¢nog limfoma
(PMBCL). Postoje dvije glavne hipoteze o izvoru mikrookolisa tijekom stimulacije BCR u

limfomima. (Scott i Gascoyne, 2014.)

Prva je da BCR prepoznaje vlastite antigene i to je uoceno u nesto vise od jedne Cetvrtine
folikularnih limfoma. Polireaktivni B—stani¢ni receptori koji vezu vlastite antigene, kao i antigen
bakterije Helicobacter pylori, imaju vaznu ulogu u patogenezi limfoma Zeluca i mogu se vidjeti

u nekim drugim limfomima pridruzenim sluznicama. (Scott i Gascoyne, 2014.)

Druga hipoteza je da je stimulacija BCR-a neovisna o sudjelovanju antigena. IstraZivanja
imunoglobulinskih gena u folikularnim limfomima otkrila su jo$ jedan potencijalni mehanizam
BCR-signalizacije: viSe od 80% tih gena sadrze motive koji mogu djelovati kao akceptorska
mjesta za N—glikozilaciju. Glikanski lanci zavrSavaju manozom Sto je neobi¢no za glikoproteine

koji su eksprimirani u stanicama u mikrokoliSu, uklju¢ujuc¢i dendriticke stanice i makrofage.
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Pretpostavlja se da stjecanje tih motiva moZe biti definiraju¢i korak u transformaciji ,,normalnih*
B-stanica, u kojima bi se dogadala translokacija, u stanice folikularnog limfoma. Neki od
agresivnih limfoma sadrze genetske mutacije koje amplificiraju vanjske BCR-signale. U
aktiviranim B-sli¢nim stanicama podtipa difuznog B-velikostani¢nog limfoma te mutacije
dovode do kroni¢ne NF-xB aktivacije. U Burkittovom limfomu, druge mutacije rezultiraju
signalizacijom koja sli¢i toni¢noj BCR-signalizaciji. Te mutacije su vjerojatno temelj relativne

malobrojnosti elemenata mikrookoliSa u navedenim tumorima. (Scott i Gascoyne, 2014.)

Toll — like receptori su proteini koji prepoznaju konzervirane molekule mikroba i imaju vaznu
ulogu u prirodenom imunoloskom sustavu. Mutacije u mijeloidnom diferencijacijskom
primarnom odgovoru 88 (MYDB88, od eng. myeloid differentiation primary response 88),
adaptorskom proteinu koji privlac¢i Toll-receptore prema aktivaciji NF-xB, promatrane su u
nekoliko tipova limfoma. Nedavna istrazivanja sugeriraju da mutacije u MYD88 ne utjecu na
autonomnu aktivaciju NF—«B, ve¢ da pojacavaju efekt uzvodne aktivacije TLR9 (Toll-like
receptor 9). S obzirom da TLR9 moZe prepoznati nukleinske kiseline, postoji moguénost da je
proliferacija MALT i DLBCL limfoma potaknuta prisutno$¢u nukleinskih kiselina u tumorskom

mikrookoliSu. (Scott i Gascoyne, 2014.)

3.2. Signali iz stanica imunoloskog sustava i stromalnih stanica

U prilog ovisnosti B-stanica 0 BCR-signalizaciji govore eksperimenti s ranim stani¢nim
kulturama koji su otkrili da stanice folikularnog limfoma i stanice MALT limfoma zeluca
pokazuju ovisnost o signalima T-stanica za razvoj i proliferaciju. Proliferacijski signali
zahtjevaju stani¢ni kontakt. In vitro istrazivanja na folikularnom limfomu pokazala su da je
princip ovih interakcija prezentiranje antitijela koja vezu CD40 na fibroblaste. Mikrookolis
folikularnog limfoma je obogacen Tgy Stanicama Sto dovodi do interakcija posredovanih s CD40
u germinativnom centru tijekom normalnog razvoja B-stanica. U eksperimentima na ranim
stani¢nim kulturama, dodatak IL-4 pojacao je proliferaciju stanica limfoma. Usporedba izmedu
tumorskog i normalnog B-stani¢nog okolisa otkrila je IL—4 put koji ukljucuje aktivaciju STAT—
6 i prekomjernu ekspresiju IL-4 nizvodno od ciljanih gena u folikularnom limfomu. Ove studije

podupiru prethodne tvrdnje da stanice folikularnog limfoma imaju visoku razinu IL-4 i da



Try stanice poti¢u IL—4 stimulaciju prema razvoju malignih stanica na parakrinoj razini. IL-15
koji prezentiraju makrofagi, uz CD40 interakcije s Ty Stanicama, pridonosi proliferaciji
tumorskih stanica aktiviraju¢éi STAT-5. ImunoloSke stanice izlu¢uju BAFF i APRIL koji su
¢lanovi superporodice TNF, a koji su potrebni za normalni razvoj B-stanica. U MALT limfomu
Zeluca, makrofagi povezani s tumorom (TAM, od eng. tumor-associated macrophages) u blizini
stanica limfoma izlu¢uju velike koli¢ine liganda APRIL, dok neutrofili izlu¢uju APRIL u
klasicnom Hodgkinovom limfomu, difuznom B-velikostanicnom limfomu i Burkittovom
limfomu. U Burkittovom limfomu makrofagi izlucuju BAFF, a kokultivacija makrofaga sa

stanicama limfoma povecava sekreciju BAFF-a. (Slika2.) (Scott i Gascoyne, 2014.)

U skladu s CD40 stimulacijom i aktivacijom IL-4 puta, stani¢na kultura folikularnog limfoma
poboljSana je dodatkom stromalnih stanica. IstraZivanja su pokazala da vezanje za stromalne
stanice Stiti stanice limfoma od apoptoze i potice rast u folikularnom limfomu i limfomu stanica
plastene zone (MCL, od eng. mantle cell lymphoma). Kod miSa, stromalne stanice stvaraju IHH
(od eng. Indian Hedgehog). Prilikom kokultivacije s inhibitorima Hedgehog puta uoceno je da je
zastitna uloga stromalnih stanica prekinuta. Upotreba ovih inhibitora znacajno je smanjila
ekspanziju tumora, naglasavajuci vaznost ovih elemenata U in vivo sustavima. U folikularnom
limfomu, Hedgehog uglavnom produciraju folikularne dendriticke stanice. Ostale stromalne
stanice izlu¢uju BAFF koji ex vivo Stiti stanice difuznog B-velikostani¢nog limfoma i stanice

limfoma plaStene zone od spontane apoptoze. (Scott i Gascoyne, 2014.)
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Slika 2. Shematski prikaz signala za prezivljavanje i proliferaciju. Slika prikazuje izbor
interakcija izmedu elemenata mikrookoliSa i receptora stanica limfoma. Hedgehog ligande (Hh)
proizvode stromalne stanice ili tumorske stanice, ovisno o tipu limfoma, a vezu se za Patched-
receptore. Neke stanice limfoma izlucuju BAFF i APRIL. IL-13 izlu¢uju Hodgkin Reed-

Sternberg stanice, ali i CD4" T—stanice. (preuzeto iz Scott i Gascoyne, 2014.)

4. MEHANIZMI 1ZBJEGAVANJA IMUNOLOSKOG ODGOVORA | REZISTENCIJA NA
TERAPIJU

Tijekom proslog desetljec¢a otkriveno je da interakcije izmedu stanica limfoma i mikrookolisa
doprinose sposobnosti stanica limfoma da izbjegnu antitumorski imunolodki odgovor domacina.
Ti mehanizmi uklju¢uju promjenjenu ekspresiju povrsinskih molekula na stanicama limfoma
koje su ukljuCene u interakciju s imunoloskim stanicama. Stanice B-stani¢nog limfoma su
antigen-prezentiraju¢e stanice koje eksprimiraju molekule kompleksa histokompatibilnosti
razreda Il (MHC 11, od eng. histocompatibility complex class Il molecules) na svojoj povrsini da
bi omogucile prezentiranje antigena T—stanicama. Do sad su otkrivena 3 mehanizma koja dovode
do smanjene regulacije MHC II, a pojavljuju se u razli¢itim podtipovima limfoma. (Scott i
Gascoyne, 2014.)
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Kod limfoma koji se pojavljuju u centralnom ziv¢anom sustavu, Vise od 50% ne eksprimira
MHC I proteine, a vecina ovih tumora ima homozigotnu deleciju MHC 1l gena na kromosomu
6. (Scott i Gascoyne, 2014.)

U mnogim sluc¢ajevima klasicnog Hodgkinovog limfoma i primarnog medijastinalnog B-
stani¢nog limfoma poremecaj u MHC |1 i transaktivatoru, glavnhom regulatoru ekspresije MCH
I, putem kromosomske translokacije dovode do smanjene regulacije transkripcije MHC IlI.
(Slika 3.a) Mehanizmi kojima gubitak MHC Il ekspresije dovodi do izbjegavanja imunoloskog
odgovora mogli bi se koristiti za smanjivanje koli¢ine CD4" T} stanicama povezanih s tumorskim
antigenima Sto bi aktiviralo citotoksi¢ne T-limfocite (CTL, od eng. cytotoxic T lymphocytes).
(Scott i Gascoyne, 2014.)

Sekvenciranje novih generacija (NGS, od eng. next — generation sequencing) DLBCL-a
pokazalo je mutacije u B2—mikroglobulinu (B2M, od eng. £2 -microglobulin), dijelu MHC 1
molekule koji je potreban za prepoznavanje tumorskih stanica od strane citotoksi¢nih T-
limfocita. 75% B—stani¢nih limfoma pokazuje poremecaj u povrsinskoj ekspresiji B2M, od ¢ega
50% ovih tumora sadrzi genetske mutacije ili delecije. lako gubitak MHC I daje mogucnost
imunosnog bijega od citotoksi¢nih T-limfocita, stanice koje nemaju MHC | meta su za uniStenje

prirodno ubilac¢kim stanicama (NK, od eng. natural killer cells). (Scott i Gascoyne, 2014.)

Doprinos imunoloskom bijegu putem aberantne ekspresije povrsinskih molekula najvise je
istaknut u klasicnom Hodgkinovom limfomu i primarnom medijastinalnom B-stani¢cnom
limfomu. Ovi tipovi limfoma eksprimiraju CD274 i PDL2 — ligande koji se vezu za PD1na CD4"
T-stanicama i CTL-stanicama, dovode¢i T-stanice u stanje iscrpljenja. Ostali primjeri
imunosnog bijega putem regulacije stani¢nih povrsinskih molekula ukljucuju ekspresiju HLA-G,
koji je netipicna MHC I molekula s inhibitrnim u¢inkom na NK- i CTL-stanice i ekspresiju
CD95L koji potencijalno inducira apoptozu u citotoksi¢nim T—Stanicama specificnim za tumor.
(Slika 3.) (Scott i Gascoyne, 2014.)

Osim mehanizama izbjegavanja imunoloskog odgovora promjenom ekspresije povrsinskih
molekula, neki tipovi limfoma pokazuju i otpornost na terapiju posredovanu mikrookoliSem koja

moze biti podijeljena u dva tipa. Inheretna ili intrinzi¢na otpornost je prisutna prije primjene
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lijekova 1ili radioterapije. Ovaj tip otpornosti je baziran na mnostvu ve¢ postojecih reciprocnih
interakcija izmedu tumorskih stanica i okruzuju¢eg mikrookoliSa. SteCena mikrookoliSna
otpornost se razvija kao odgovor na efekte terapije i definirana je adaptivnim domacinskim

odgovorom na lijecenje. (Klemm i Joyce, 2015.)

Interakcija stromalnih stanica i stanica limfoma smanjuje apoptozu kod odgovora na citotoksi¢ne
lijekove u ex vivo stanicama DLBCL-a i MCL-a, $to je posredovano aktivacijom signalizacije
NF—«B. Rezistencija na lijekove u stanicama limfoma plaStene zone je ovisnha o adheziji MCL
stanica na stromalne stanice. Tumorske stanice migriraju ispod stromalnih stanica u procesu
ovisnom o kemokinu CXCR4 i VLA-4 integrinu. Prilikom kokultivacije ovih stanica, ne-
adherentne stanice limfoma bile su osjetljive na apoptozu induciranu lijekovima. (Scott i
Gascoyne, 2014.) Postoje dokazi da topivi faktori izluceni iz stanica u mikrookoliSu, u odgovoru
na stanice limfoma, dovode do rezistencije na lijekove. Eksperimenti kokultivacije stanica
limfoma i stromalnih stanica pokazali su prisutnost topivog faktora BAFF i njegovo pojac¢ano
izluéivanje iz stromalnih stanica u kontaktu s limfocitima. Ovi eksprimenti su pokazali i da
direktan efekt stromalnih stanica na stanice limfoma dovodi do rezistencije — primjer tog procesa
je stani¢na otpornost posredovana adhezijom, u kojoj indukcija miR-181a u stanicama limfoma,
koje su vezane za FDC-stanice, dovodi do redukcije proapoptotskog proteina BIM. Direktni
stani¢ni kontakt stanica limfoma sa stromalnim stanicama takoder dovodi do redukcije miR—
548m u stanicama limfoma, dovode¢i do pojacanja signala za prezivljavanje, ukljucujuci
aktivaciju transkripcijskog faktora MYC i histonske deacetilaze 6. Adhezija stanica limfoma na
stromalne stanice inducira zaustavljanje stani¢nog ciklusa S$to ukazuje na to da su takve
dormantne stanice rezistentnije na citotoksi¢ne lijekove. (Scott i Gascoyne, 2014.; Klemm i
Joyce, 2015.)
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Slika 3. Shematski prikaz interakcija tumorskih stanica s mikrookoliSem koje omoguéuju
imunoloski bijeg. A) primjer povrSinskih molekula kompleksa histokompatibilnosti razreda
MHC | i MHC Il koje su ukljufene u interakcije s imunoloskim sustavom B) povrsinske
molekule koje smanjuju antitumorsku imunosnu funkciju. Ligandi PD1 pruZaju inhibicijski
signal T-stanicama, a HLA-G smanjuje funkciju imunoloSkog sustava. C) Mehanizmi ukljuéeni
u modulaciju sastava mikrookolisa prema imunoloskoj toleranciji. Opéenito, ovi mehanizmi
ukljuéuju upravljanje diferencijacijom CD4" T—stanica prema imunosupresivnim regulacijskim
T-stanicama (Trey), smanjujuci broj citotoksicnih T-limfocita (CTL). (preuzeto iz Scott i
Gascoyne, 2015.)

5. TERAPEUTSKE MOGUCNOSTI I PROGNOZE

Unato¢ varijabilnosti opsega i sastava tumorskog mikookolisa u razli¢itim podtipovima limfoma,
istrazivanja profiliranja genske ekspresije napravljena na temelju biopsije tkiva u klasiénom
Hodgkinovom, difuznom B-velikostani¢cnom i folikularnom limfomu pokazala su da su
komponente mikrookoliSa koje se mogu odrediti pri dijagnozi zna¢ajno povezane s kona¢nim
ishodom bolesti. (Scott i Gascoyne, 2014.)
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U klasi¢cnom Hodgkinovom limfomu, pacijenti imaju povecani broj infiltriraju¢ih makrofaga
povezanih s tumorom, citotoksi¢nih T-limfocita i prirodno-ubilackih stanica te mali broj Treg |
B-stanica. U difuznom B-velikostani¢cnom limfomu, dva profila genske ekspresije iz ne-
malignih stanica povezana su s ishodom tretmana kod R-CHOP terapije. Stromalni element 1
ukljucuje gene koji su eksprimirani U komponentama ekstracelularnog matriksa i monocita i koji
su povezani s pozitivnim ishodom nakon tretmana s R-CHOP-om. Stromalni element 2 koji je
povezan s endotelnim stanicama povezan je i S negativnim ishodom lije¢enja. U folikularnom
limfomu, opisana su dva mikrookoliSna elementa sa suprotnim ucincima na ishod terapije -
imunosni odgovor 1, koji je povezan sa duljim preZivljenjem, obihvaca gene koji kodiraju
markere T—stanica i gene koji su visoko eksprimirani u makrofagima. Imuni odgovor 2, povezan
s negativnim ishodom, ukljucuje gene koji su visoko eksprimirani u makrofagima i dendritickim

stanicama. (Scott i Gascoyne, 2014.)

Vrlo je vjerojatno da su steCene somatske mutacije u stanicama limfoma odlucujuéi faktori koji
odreduju kompoziciju stanica u mikrookoliSu. Znanje o podrzavaju¢im interakcijama izmedu
stanica limfoma i stanica mikrookolisa je otkrilo brojne putove kroz koje ove interakcije mogu
postati meta za razvoj specifi¢nijih terpaija limfoma. Ova metoda je primjenjena kod MALT
limfoma Zeluca u kojem je upotreba antibiotika protiv H.pylori uzrokovala regresiju limfoma i

izljeCenje kod vecine pacijenata. (Scott i Gascoyne, 2014.)

Ostali pristupi koji su bili uspjesni u reduciranju potpore mikrookolisa tumorskim stanicama i
primjenjeni kod ljudi ukljucuju blokiranje stani¢nih povrSinskih molekula i njihovih nizvodnih
unutarstani¢nih putova, $to je omogucéilo poboljSavanje funkcije imunih efektorskih stanica i

narusavanje neoangiogeneze. (Scott i Gascoyne, 2014.)

Trenutni fokus pristupa kojem je meta mikrookolis$ je poboljsanje funkcije imunosnih efektorskih
stanica. Na taj nacin zeli se povecati efikasnost imunoterapije i potaknuti postojecu endogenu
antitumorsku imunost. Pristupi koji pokuSavaju poboljSati funkciju T—stanica ukljucuju blokadu
imune Kljuéne tocke s antitijelima za protein 4 povezan s CTL (CTLA-4, od eng. CTL-
associated protein 4) i PD1. Poboljsanje funkcije makrofaga je takoder zanimljiv pristup s
obzirom na to da ove stanice imaju glavnu ulogu u terapijama s antitijelima. (Scott i Gascoyne,
2014.)
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Drugo podruéje trenutnog interesa je ciljanje tumorske angiogeneze. Gustoc¢a krvnih zila (MVD,
od eng. microvessel density), mjera za tumorsku neoangiogenezu, u limfomima je ekvivalentna
ili vi$a nego u reaktivnim limfnim ¢vorovima i povecava se od manje agresivnih (FL) prema viSe
agresivnim tipovima limfoma (DLBCL i BL). VEGF-A, najistaknutiji proangiogeni faktor,
eksprimiran je u stanicama limfoma kod difuznog B-velikostani¢nog limfoma i limfoma stanica
plaStene zone. Povezanost izmedu ekspresije gusto¢e krvnih zila i VEGF-A u stanicama
limfoma jos nije otkrivena. Novi alternativni pristup je mobilizacija stanica limfoma dalje od
njihovih tumor- podupirajucih nisa, Sto smanjuje vijabilnost i povecava osjetljivost na lijekove.
Inicijalna ideja za ovaj pristup dolazi iz efekta specifiénih CXCR4 antagonista koji mobliziraju

stanice limfoma u krvotok i produzuju prezivljavanje i monoterapiju. (Scott i Gascoyne, 2014.)

6. ZAKLJUCAK

Donedavno je uloga mikrookolisa u razvoju B—-limfoma bila podcijenjena. Otkrivene genske
mutacije, aberacije i translokacije u stanicama limfoma smatrale su se glavnim pokreta¢ima
tumorigeneze sve dok nije stavljen naglasak na vaznost interakcija tumorskih i mikrookolisnih
stanica kao dominantnog mehanizma onkogeneze kod vecine limfoma. Nove metode
istrazivanja, kao npr. sekvenciranja novih generacija, pokusat ¢e istraziti ko-evoluciju malignih
stanica i tumorskog mikrookoliSa, pogotovo evolucijski pritisak koji medusobno stvaraju.
Folikularni limfom je idealan model za proucavanje tih meduodnosa zbog specifi¢ne arhitekture
tkiva koje zahvaca. Uz to, ovaj indolentni limfom ima moguénost transformacije u agresivne
limfome, pogotovo difuzni B-velikostani¢ni limfom, pa moze pomoci pri identifikaciji genetskih
alternacija koje ukidaju potporu tumorskih stanica u mikrookoliSnim interakcijama. lako
otkrivanje biologije tumora moze biti veliki izazov, cilj je obuhvatiti sve njene aspekte i pronaci
specificne lijekove za, npr. interferiranje komunikacije tumora i mikrookoliSa i tako poboljSati

prezivljenje i kvalitetu oboljelih.
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8. SAZETAK

B-limfomi se razvijaju u specijaliziranim tkivima kao Sto su koStana srz i sekundarni limfni
organi, limfni ¢vorovi i slezena. Dugo su bili istrazivani kao bolest uzrokovana genomskim
nestabilnostima, kromosomskim alternacijama, genetickim mutacijama i sl., no danas je jasno da
su promjene u tumorskim stanicama i pod utjecajem ne-malignih, stromalnih stanica
mikrookolisa. Mikrookolis limfoma karakterizira heterogena populacija stromalnih stanica,
ukljucujuéi fibroblastne retikularne stanice, mezenhimalne mati¢ne stanice, folikularne
dendriticke stanice, i stanice imunoloskog sustava kao $§to su makrofagi, T— i B-stanice.
Navedene stani¢ne populacije komuniciraju sa stanicama limfoma i tako omogucavaju rast
tumora 1 razvijanje otpornosti na lijekove putem mnogih mehanizama. U kontekstu maligne
progresije, mikrookoliS ima utjecaj na terapeutski ishod na viSe razina, u pozitivnhom ili
negativnom smislu. Napredne laboratorijske metode i bioinformaticki alati kojima se mogu
razlikovati subpopulacije u kompleksnom tkivu i identificirati faktori komunikacije tumorskih i
ne-tumorskih stanica mikrookolisa, mogu dovesti do novih spoznaja o potencijalnim terapijskim

strategijama ,,dvostrukog udarca“.
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9. SUMMARY

B-lymphomas develop and progress in a specialized tissue microenvironment such as bone
marrow or secondary lymphoid organs such as lymph node and spleen. While malignant
neoplasmswere long considered diseases defined and driven by genomic instability,
chromosomal alterations, and genetic mutations, today influence of nonmalignant, stromal cells
of the tumour microenvironment is also appreciated. The lymphoma microenvironment is
characterized by a heterogeneous population of stromal cells, including fibroblastic reticular
cells, mesenchymal stem cells, follicular dendritic cells, and inflammatory cells such as
macrophages, T-and B—cells. These cell populations interact with malignant cells and promote
lymphoma growth, survival and drug resistance through multiple mechanisms. In the context of
malignant progression, the tumour microenvinronment has multifaceted ability to influence
therapeutic outcome in either a positive or a negative manner. Advanced laboratory techniques
and bioinformatic tools can differ subpopulations in complex tumor tissues and thus identify
factors important in tumor and non-tumor cell communication in order to provide new insights

into potential ‘doublehit’ therapeutic strategies.
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