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1. UVOD

1.1. Limfni sustav i hematopoeza

Limfni sustav jedan je od dva optjecajna sustava u tijelu visih kraljeznjaka, zajedno sa
krvozilnim sustavom. Ukljucen je u obavljanje nekoliko vaznih funkcija, a to su regulacija tkivnog
pritiska, imunosni nadzor i apsorpcija masnoca u crijevima. Velikom zanimanju za njegovo
istrazivanje doprinosi i postojanje sve viSe dokaza koji ga povezuju s nastankom velikog broja
bolesti kao $to su limfedemi, tumorske metastaze i razli¢iti upalni poremecaji. Limfni sustav ¢ine
limfne zile koje zapocinju u tkivima gdje sakupljaju limfu, proteinima bogatu tekuéinu iz krvnih
zila. Mrezom limfnih zila limfa putuje po tijelu te se vraca natrag u krvotok na podrucju lijeve ili
desne potklju¢ne vene. Osim limfnih Zila u dijelove limfnog sustava ubrajaju se i limfni ¢vorovi i
organi koji su klju¢ni za imunosnu funkciju limfnog sustava. Imunosne stanice, limfociti i
dendriticke stanice (DC, od eng. dendritic cells), transportiraju se limfnim zilama, kroz kozu i
ostale organe, sve do limfnih ¢vorova gdje se inicira specifiéni imunosni odgovor (Cueni i Detmar
2008). Limfni organi mogu se podijeliti u primarne i sekundarne. Primarni limfni organi su mjesta
nastajanja limfocita. U koStanoj srzi nastaju i sazrijevaju B-limfociti dok T-limfociti nakon

nastanka migriraju iz koStane srZi i proces sazrijevanja prolaze u timusu (Mak i sur. 2008).

Limfociti nastaju iz hematopoetskih mati¢nih stanica (HSC, od eng. hematopoietic stem
cells) u procesu hematopoeze. Hematopoezom se naziva stvaranje krvnih stani¢nih komponenti
koje zapocinje tijekom razvoja embrija i odvija se kroz cijeli Zivotni vijek organizma. Kod
kraljeznjaka se moze podijeliti u dva vala hematopoeze: primitivni i definitivni val (Galloway i
Zon 2003). Primitivni val dogada se tijekom ranog embrijskog razvoja, ukljucuje eritroidni
progenitor i zaduzen je za stvaranje eritrocita i makrofaga. S obzirom na ubrzani rast embrija
tijekom ranog embrijskog razvoja, povecana je potreba za kisikom pa je svrha primitivnog vala
proizvodnja velikog broja eritrocita koji omogucuju oksigenaciju tkiva (Orkin i Zon 2003).
Primitivni val je prolazan i eritroidni progenitori u ovom valu nemaju svojstvo pluripotentnosti

niti sposobnost samoobnove.



Definitivni val hematopoeze dogada se kasnije tijekom razvoja. Kod mnogih organizama
postoji prolazni definitivni val u kojem nastaju eritroidno-mijeloidni progenitori (EMP, od eng.
erythroid-myeloid progenitor). Kasnije definitivni val hematopoeze uklju¢uje HSC koje su
multipotentne i mogu se razviti u sve linije krvnih stanica odraslog organizma. Kod ljudi
hematopoeza zapocCinje u Zumanjcanoj vreci, privremeno se seli u jetru, a onda se dogada
definitivna hematopoeza u koStanoj srzi i timusu (Jagannathan-Bogdan i Zon 2013). U kasnijoj
fazi embrijskog razvoja hematopoeza se uglavnom dogada u kostanoj srzi dugih kostiju, kao §to
su goljeni¢na i bedrena kost. Nakon rodenja, aktivnost dugih kostiju postepeno opada i zamijenjuje
se u odrasloj dobi proizvodnjom hematopoetskih stanica u prsnoj kosti, rebrima i kraljeznici, kao
1 u zdjelicnim kostima te kostima lubanje. Iako HSC zauzimaju tek 0.01% ukupne populacije
stanica u kostanoj srzi, imaju sposobnost brze proliferacije 1 diferencijacije ako dode do poveéane
potrebe organizma za hematopoezom. HSC su samoobnavljaju¢e i multipotentne $to znaci da
mogu diferencirati u bilo koji tip krvnih stanica, to jest u stanice koje pripadaju mijeloidnoj i
limfoidnoj stani¢noj lozi (Mak i sur. 2008). U mijeloidnu lozu spadaju granulociti (bazofili,
neutrofili i eozinofili), monociti, makrofagi, megakariociti, eritrociti i mastociti dok su stanice

limfoidne loze B- i T-limfociti te NK-stanice (od eng. natural killer cells) (slika 1.).

HSC
¢ ' !
mijeloidni progenitor limfoidni progenitor
| I
1 1 ! ' }

eritrocit mastocit NK-stanica mali limfocit

megakariocit mijeloblast / \

1 | T-limfocit B-limfocit

Slika 1. Hematopoeza.



1.2. Sazrijevanje limfocita u primarnim limfnim organima

Ljudi posjeduju dva oblika imunosne obrane. Jedan oblik je urodena ili nespecifi¢na
imunost koja ukljucuje razli¢ite skupine stanica, porijeklom iz koStane srzi, iz kojih bilo koja
stanica moze napasti strano tijelo koje dospije u organizam jednom kad je prepoznato kao strano.
Neke od takvih stanica su granulociti, makrofagi, DC i mastociti. Drugi oblik obrane je stecena ili
specificna imunost koja stvara stanice s Visokospecificnim receptorima kako bi svaka stanica
reagirala samo na uski krug stranih molekula koje ulaze u organizam. Na stani¢noj razini, temelj
specificnog imunosnog odgovora predstavljaju limfociti. Oni, kao i stanice urodene imunosti,
potjeCu iz kostane srzi (Rasko i Downes 1995). Kako bi ucinkovito savladavali invadirajuce
patogene, limfociti neprestano cirkuliraju kroz limfna i ostala tkiva u tijelu. Njihovo kretanje nije
nasumic¢no, nego je odredeno strogo kontroliranim mehanizmima koji dopustaju selektivni unos
limfocita u sekundarne limfne organe i funkcionalne odjeljke tih organa (Breitfeld i sur. 2000).
Stecena imunost moze se podijeliti na humoralni odgovor i odgovor posredovan stanicama. Temelj
humoralnog odgovora predstavljaju antitijela ¢ija je zadaca obrana organizma od infekcija u
tjelesnim tekuc¢inama, dok stani¢ni odgovor predstavljaju citotoksiéni T-limfociti koji unistavaju

inficirane stanice organizma.

B-limfociti zapoc€inju sazrijevanje u kostanoj srzi od prekursorskih stanica limfoblasta.
Prilikom nastanka u ko$tanoj srzi, svi su limfociti genetski identi¢ni. Tijekom sazrijevanja svaka
B-stanica stvara jedinstvenu varijantu standardnog dizajna antitijela, B-stani¢ni receptor (BCR, od
eng. B-cell receptor), jedinstvenim sustavom preslagivanja gena koji se naziva V(D)J-
rekombinacija. V(D)J-rekombinacija zapo€inje u klasterima gena teskog lanca, na 14. kromosomu,
nasumi¢nom rekombinacijom klastera varijabilnih regija Vi, D i Ju. Kako bi nastao funkcionalni
imunoglobulinski gen teSkog lanca, stanica mora spojiti jednu od mnogih varijabilnih regija V, D
i J, kao i konstantnu C-regiju gena. Rekombinacijski enzimi prepoznaju rekombinacijske signalne
sekvencije koje se pojavljuju na granici svake regije V, D ili J. Nasumi¢no odabrane sekvencije
V, D i J spajaju se kako bi stvorile koherentnu sekvenciju koja kodira za varijabilni dio antitijela.
Potrebna je i neposredna blizina transkripcijskog pojacivaca koji je povezan s regijom konstantnih
gena te tada zapocinje traskripcija. Sli¢an proces dogada se i s genima za laki lanac. Razlika je u

tome S$to klasteri gena lakih lanaca k i A ne sadrze regiju D, nego samo varijabilne regije VL i J_
3



tako da se u tom slucaju radi o VJ-rekombinaciji. Prvo dolazi do preslagivanja klastera gena za
lanac x na 2. kromosomu, a ako nije bilo uspjes$no preslozit ¢e se klaster gena za lanac A na 22.
kromosomu. Nakon provedenih rekombinacija svaki ¢e B-limfocit biti jedinstven po svom
specificnom setu gena za N-terminalne domene lakih i teskih lanaca (slika 2.) (Rasko i Downes
1995). Kada je na B-stanicama eksprimiran naivni BCR, koji jo$ nije susreo antigen, naivni B-
limfociti napustaju kosStanu srz i putuju krvotokom do sekundarnih limfnih tkiva. Prvo odlaze u
slezenu gdje se proizvodi citokin neophodan za njihovo prezivljenje. Koloniziraju slezenu i stje¢u
sposobnost migracije u limfne ¢vorove. Takvi B-limfociti imaju povrSinsku ekspresiju IgM 1 IgD
i nazivaju se zreli naivni B-limfociti. Kako bi se aktivirali i usli u diferencijacijsku fazu moraju
sresti antigen, ali vjerojatnost za taj dogadaj je izuzetno mala, 1 od 10° slu¢ajeva. U suprotnom,

zreli naivni B-limfociti umiru apoptozom (Mak i sur. 2008).



laki lanac teski lanac

presloZena 1
DNA ¥ 11
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antigena ',

Slika 2. V(D)J-rekombinacija gena lakog i teskog lanca B-stani¢nog receptora (preuzeto i prilagodeno iz
Feederle i Schepers 2017).

Stjecanje varijabilnosti u T-stanicama odvija se slicnim mehanizmom kao i u B-stanicama,
ali je taj mehanizam pazljivo moduliran kako bi omogucio razlikovanje vlastitih antigena i stranih
antigena Kkoji se mogu pojaviti na patogenima. Mjesto sazrijevanja T-stanica je timus, a
sazrijevanje ukljucuje preslagivanje klastera gena T-stani¢nog receptora (TCR, od eng. T-cell
receptor) V(D)J-rekombinacijom. Svaki TCR sadrzi par proteinskih lanaca razlicitog tipa. Postoje
dva moguca tipa receptora: off, u kojem svaki lanac ima dvije imunoglobulinske domene s
vanjskom N-terminalnom varijabilnom domenom, i Y3, sa samo jednom varijabilnom domenom

na svakom lancu. Ako ¢e nastati T-limfociti s receptorima yd, sazrijevanje zapocinje
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preslagivanjem genskog klastera TCRy na 7. kromosomu VJ-rekombinacijom, zbog toga $to na
njemu postoje samo varijabilne regije V, i Jy, svaka povezana s pripadaju¢om regijom C,. Nakon
toga preslaguje se klaster TCRd na 14. kromosomu VDJ-rekombinacijom. Tim procesom nastaju
funkcionalni yd-receptori, a to se dogada u 3% slucajeva. S puno vecom ucestalo$éu nastaju T-
limfociti koji imaju ap-receptore. U tom slu¢aju dolazi do preslagivanja klastera TCRp na 7.
kromosomu VDJ-rekombinacijom. Slijedi proces preslagivanja klastera TCRa na 14. kromosomu.
S obzirom na to da se klaster TCRd nalazi izmedu elemenata V,, i J,, mora se izrezati iz genoma
tijekom VJ-rekombinacije. Krajnji korak u uspjesnom razvoju T-stanica je njihova podjela u
stani¢ne linije pomo¢nickih T-limfocita (Th, od eng. T helper cell) i cititoksi¢nih T-limfocita (T,
od eng. T killer cell). T-stanice eksprimiraju i CD4 i CD8 gene. Nakon §to su stekle varijabilnost
receptora, stanice proliferiraju u timusu i u nekim ¢e slucajevima transkribirati CD4 gene, dok ¢e
druge, iste antigenske specifinosti, transkribirati CD8 gene. Na taj ¢e nacin za svaku TkCD8"
stani¢nu liniju postojati ThCD4" linija ekvivalentne specifi¢nosti, spremna da joj pomogne u
imunoloskom odgovoru. Ipak, u 95% slucajeva, T-stanice nec¢e proc¢i uspjeSan razvoj. Takve
stanice umiru apoptozom prije napustanja timusa. Ostale, potpuno razvijene T-stanice, izlaze iz
timusa i migriraju u krvotok, limfu i sekundarna limfna tkiva gdje se bore protiv stanica koje nose

strani antigen (Rasko i Downes 1995).

1.3. Sekundarni limfni organi

Sekundarna limfna tkiva i organi mjesta su gdje zreli naivni limfociti prepoznaju antigen,
aktiviraju se i prolaze klonalnu selekciju i proliferaciju koju slijedi diferencijacija u efektorske i
memorijske stanice. Tu se nakupljaju antigeni, ali i limfociti i DC koji, medusobno suradujuéi,
ostvaruju specifi¢ni imunosni odgovor kojim se adekvatno bore protiv invadirajucih patogena. S
obzirom na to da se ulaz patogena moze dogoditi na bilo kojoj lokaciji, sekundarna limfna tkiva i
organi su Siroko rasprostranjeni kroz cijelo tijelo (Mak i sur. 2008). Ukljucuju limfne ¢vorove,
slezenu, limfno tkivo povezano s kozom (SALT, od eng. skin-associated lymphoid tissue) te

limfno tkivo vezano uz sluznice (MALT, od eng. mucosa-associated lymphoid tissue) u koje

6



spadaju BALT (od eng. bronchi- associated lymphoid tissue) i GALT (od eng. gut-associated
lymphoid tissue), limfno tkivo koje obuhvaca adenoide, tonzile i apendiks, kao i Peyerove ploce,
nakupine limfnog tkiva na sluznici tankog crijeva koje sakupljaju antigen s epitelne povrsine

gastrointestinalnog trakta (Janeway i sur. 2001).

Limfni ¢vorovi imaju vaznu ulogu prilikom primarnog specificnog odgovora jer
predstavljaju mjesta interakcije limfocita i antigena. Iako se protezu duz cijelog limfnog sustava,
nakupljaju se na nekoliko klju¢nih mjesta, primjerice na glavi, vratu ili u donjem predijelu nogu.
Protjecuci limfnim zilama, limfa prolazi kroz limfne ¢vorove pomocu ulazne i izlazne limfne zile.
Limfni ¢vorovi su graholikog oblika, obavijeni kapsulom i sadrze visoku koncentraciju limfocita
i DC. Sredisnji dio limfnog ¢vora okruzuju parakorteks i korteks u kojem se nalazi velik broj
mirujuéih B-stanica, DC i makrofaga organiziranih u limfne folikule. Parakorteks ispunjavaju T-
stanice kao 1 DC, dok je srediSnji dio limfnog ¢vora opskrbljen plazma-stanicama koj luce antitijela

tijekom specifi¢nog imunosnog odgovora (Mak i sur. 2008).

Tonzile predstavljaju organizacijske centre sekundarnog limfnog tkiva. Njihov polozaj na
ulazu u probavni i di$ni trakt daje im velik imunosni znacaj prilikom susreta sa stranim antigenom.
Gradene su od gustog limfnog tkiva koje je prema povrsini prekriveno tankim epitelom. Tonzile
nastaju tijekom fetusnog razvoja, urastanjem epitela u vezivno-tkivnu podlogu izmedu drugog i
tre¢eg brahijalnog luka, u blizini u§¢a Eustahijeve cijevi te iznad ulaza u grkljan. Ovisno o mjestu
nastanka, tonzile se dijele na palatinalne, faringealne, tubarne i lingvalne. Ne mogu se promatrati
zasebno jer sve skupa cine cjelinu- Waldeyerov prsten. Svaka je tonzila podjeljena na kripte
prekrivene plocastim epitelom koji se proteze u dubinu kripti. Epitel u kriptma je tanak i
poluproziran, a u dubini ispod epitela nalazi se limfno tkivo. Na povrsini tonzile postoje udubljenja
kroz koja ulazi sluz i nosi antigene do limfnog tkiva u dubini tonzile gdje se inicira imunosni
odgovor (Vagi¢ 2003).

Unutar limfnog tkiva mogu se uociti nakupine limfocita ovalnog oblika koje imaju tamniji
rub i svjetliji centar. Takve se nakupine nazivaju folikuli, a u sekundarnim limfnim tkivima i
organima egzistiraju u jednom od dva oblika: primarni folikuli i sekundarni folikuli. Primarni
folikuli sa¢injeni su uglavnom od naivnih B-limfocita koji migriraju u potrazi za antigenom, dok

sekundarni folikuli, koji se jo§ nazivaju i aktiviranima, sadrze sredi$nji germinativni centar (GC,



od eng. germinal center) pun B-stanica koje prolaze procese sazrijevanja, somatske hipermutacije
i rekombinacije klasa antitijela. Ti su procesi vazni za stjecanje vece raznovrsnosti BCR-a nastalih
V(D)J-rekombinacijom. U procesu somatske hipermutacije dolazi do nakupljanja tockastih
mutacija u V-regiji lakih i teSkih lanaca imunoglobulina kako bi se proizvela visokoafinitetna
antitijela. Taj je mehanizam reguliran i koordiniran proteinom AID (od eng. activation-induced
cytidine deaminase), kao i mehanizam rekombinacije klasa antitijela. Rekombinacija se dogada u
konstantnoj C-regiji imunoglobulinskog gena, a u tom procesu dolazi do zamjene uzvodne regije
Cyu nizvodnom regijom C, uvodenjem dvolan¢anog loma. Na taj se nacin mijenja efektorska
funkcija antitijela (Honjo i sur. 2014). Uz sredi$nji GC, mogu se uociti plastena i interfolikularna
zona u kojoj je T-zona, podrucje gdje su T-limfociti kao i DC (slika 3.) (Allen i Cyster 2008). Vrlo
je vazna interakcija izmedu DC i T-stanica u interfolikularnoj zoni jer na taj nacin zapocinje
inicijalna aktivacija T-limfocita specificnih za antigen. Inicijacija aktivacije B-limfocita
specificnih za antigen dogada se u unutraSnjosti folikula, susretanjem antigena, nakon ¢ega oni
migriraju na periferiju folikula. Dolazi do susretanja i interakcije izmedu T- i B-stanica koje se
prepoznaju po specificnosti za antigen, stimulaciji i poticanju specifi¢cnog imunosnog odgovora

(Kerfoot i sur. 2011).
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Slika 3. Prerez tonzile obojene hemalaun-eozinom (HE) s uo¢ljivim germinativnim centrom (GC),

plastenom zonom (PZ) i interfolikularnom zonom (1Z).

1.4. Specifican imunosni odgovor

SteCena imunost temelji se na proizvodnji stanica sa specifiénim receptorima koji
prepoznaju i reagiraju na uski krug stranih antigena invadiraju¢ih patogena. Limfociti su nositelji
steCene imunosti, a za nihovo je pravilno funkcioniranje potrebna kontrola stanicama koje
prezentiraju antigene (APC, od eng. antigen presenting cells). Postoji vise tipova stanica koje
mogu obavljati funkciju prezentacije antigena, a jedan od njih su DC, koje djeluju kao poveznica
izmedu urodene i steCene imunosti. Doprinos DC urodenoj imunosti ocituje se u proizvodnji
razli¢itih citokina koji poticu imunosni odgovor te u aktivaciji urodenih limfocita. Postoji
specijalizirani endocitni sustav kojim DC vode do specifi¢cnog imunosnog odgovora. Na periferiji
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organizma mogu zarobiti, procesirati i prezentirati antigene, nakon ¢ega migriraju u limfna tkiva
gdje traze T-stanice koje Ce reagirati na prezentirani antigen. One takoder djeluju kao senzori koji
odgovaraju na Siroki spektar okolisnih signala, diferencijacijom ili sazrijevanjem stanica

(Steinman 2006).

Kako bi mogle prezentirati antigene, DC, kao i ostale APC, na povr$ini moraju imati MHC-
molekule (od eng. major histocompatibility complex), kod ljudi poznate i kao sustav HLA (human
leukocyte antigen), potreban za determinaciju odgovarajucih transplatanata. Postoje dvije klase
MHC-antigena. MHC | prisutni su na gotovo svim stanicama u tijelu. Imunosnim stanicama
predstavljaju peptide nastale digestijom unutarstani¢nih proteina. Digestija se odvija u proteasomu
gdje su proteini razlomljeni na male peptide koji se kombiniraju s molekulama MHC 1 i izlazu na
stani¢noj povrsini. Tada oni postaju potencijalni antigeni za prezentaciju stanicama TxCD8". Ako
TCR prepozna i veze se za peptid, Tk-Stanica je stimulirana za ubijanje stanice koja prezentira
antigen. Obi¢no su strani proteini prezentirani na inficiranim stanicama, koje se onda ovim
mehanizmom ubijaju, ali stanice koje sadrze abnormalne proteine kao rezultat nakupljenih
mutacija su takoder ciljana skupina. Drugu klasu predstavljaju MHC 11 koji su, za razliku od MHC
I, prisutne samo na APC. Prezentirani peptidi potje¢u od izvanstani¢nih proteina koje domacinska
stanica zarobljava i razgraduje u lizosomu. Nastaju mali peptidi koji se vezu za molekulu MHC 11
i prezentiraju se na povrsini stanice. Nakon toga se predstavljaju stanicama ThCD4". Ako TCR
prepozna prezentirani peptid, otpusta interleukine koji stimuliraju B-Stanice i ostale stanice

imunoloskog sustava.

Specifi¢an imunosni odgovor moze se podijeliti u dva puta: humoralni odgovor i odgovor
posredovan stanicama. U humoralnom odgovoru proizvode se i luce antitijela od strane B-stanica
stimuliranih antigenom. Ako BCR na povrsini limfocita prepozna antigen, stvara se ¢vrsta veza i
odabiru se one B-stanice koje imaju najspecifi¢nija antitijela za odredeni antigen, §to se ocituje
najévr§¢om vezom izmedu antitijela i antigena, procesom klonalne selekcije. Th-Stanice takoder
mogu stimulirati aktivnost B-stanica lu¢enjem interleukina koji ¢e potaknuti diferencijaciju B-
stanica u plazma-stanice. Nakon aktivacije, B-stanice diferenciraju u plazma-stanice koje
proizvode IgM i u memorijske stanice koje nastavljaju cirkuliranje kako bi doslo do brze imunosne
reakcije u slucaju ponovnog ulaska istog antigena. Humoralni imunosni odgovor dogada se izvan

folikula limfnog tkiva. U imunosnom odgovoru posredovanom stanicama TCR na povr$ini Tk-
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stanice mora prepoznati antigen prezentiran pomo¢u MHC I na povrsini inficirane stanice kako bi
se Tk-stanica aktivirala i pocela luciti perforine i enzime za uni$tenje inficirane stanice. U drugom
slucaju ¢e Th-stanica koja je prepoznala odgovarajuci antigen na molekuli MHC Il potaknuti
diferencijaciju T-stanice u citotoksi¢ni T-limfocit koji ¢e potaknuti raspadanje i smrt inficirane

stanice (Rasko i Downes 1995).

Tijekom imunosnog odgovora ovisnog o T-stanicama, u folikulima B-stanica u
sekundarnom limfnom tkivu zapocinje formiranje GC. B-stanice od kojih ¢e nastati GC moraju
se aktivirati izvan folikula, u T-zonama, pomocu Th-stanica i DC. Nakon formiranja GC nastaju
sekundarni folikuli. GC ispunjavaju centroblasti, proliferiraju¢e B-stanice, iz kojih nastaju
centrociti. Centroblasti prolaze klonalne ekspanzije kojima dolazi do ogromnog i naglog povecanja
broja limfocita. Folikularne DC na povrSini nose antigen u neprocesiranom obliku, a njega ¢e
prepoznati centrociti i prezenirati ga T-stanicama. GC opstaju u tkivu oko 3 tjedna nakon
imunizacije, ali i nakon tog perioda memorijske B-stanice nastavljaju proliferirati u folikulu kroz
dugi period imunosnih odgovora ovisnih o T-stanicama. Vjeruje se da su te stanice izvor plazma-
stanica i memorijskih stanica koje su neophodne za odrzavanje dugotrajne proizvodnje antitijela i

stani¢ne memorije (MacLennan 1994).

1.5. Replikacija

Zbog visoke proliferacijske stope unutar germinativnih centara, ucestale 1 brze diobe su
uobicajena pojava. Tijekom replikacije DNA dolazi do odvajanja lanaca molekule DNA i sinteze
novog lanca, komplementarnog lancu kalupu, pomoc¢u kompleksa proteina koji tvore strukturu
nazvanu replikacijska vilica. To je evolucijski visoko konzervirani proces koji obuhvaéa skup
slozenih biokemijskih reakcija koje nastaju medudjelovanjem enzimskih kompleksa 1
regulacijskih proteina te su koordinirane tijekom razli¢itih faza stani¢nog ciklusa kao odgovor na
razli¢ite unutarnje i vanjske stani¢ne signale. Koordinacija se postize djelovanjem i vezanjem
regulacijskih komponenata na molekulu DNA u to¢no odredenom trenutku stani¢nog ciklusa (Cox
2009).
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Kod eukariota replikacija zapocinje na vise mjesta unutar molekule DNA, koja se nazivaju
ishodista replikacije, a u ljudskim stanicama moze ih biti 1 do nekoliko desetaka tisu¢a. Stupanj
konzerviranosti sekvencija koje ¢ine ishodiste replikacije znatno se razlikuje izmedu razlicitih
eukariotskih organizama. Te su sekvencije neophodne za vezanje inicijatorskih proteina koji
regrutiraju nizvodne proteine i dovode do konformacijske promjene, to jest odmatanja DNA te na
taj nacin aktiviraju ishodiste replikacije. Odmatanje DNA omogucava vezanje multienzimskog
kompleksa ORC (od eng. Origin recognition complex) u ishodistu replikacije Sto je temelj
nastanka predreplikacijskog kompleksa kojeg ¢ine CDT1 (od eng. Cdc10-dependent transcript 1),
CDC6 (od eng. Cell division cycle 6) i heksamerni kompleks MCM (od eng. Mini-chromosome
maintenance). Inicijacijski faktori CDT1 i CDC6 odgovorni su za pravilno postavljanje kompleksa
MCM2-7 na DNA (slika 4.). Kompleks MCM2-7 sudjeluje u inicijaciji sinteze DNA u ishodistu
replikacije. S obzirom na to da je nuzna replikacija genoma samo jednom tijekom svake stani¢ne
diobe, svako ishodiste replikacije ograniceno je na jedan inicijacijski dogadaj unutar stani¢nog
ciklusa. To se postize vremenskim odvajanjem regrutiranja kompleksa MCM od njegove
aktivacije, kada inaktivni kompleks MCM postaje enzimski aktivna helikaza (Ming 2001).
Helikazna aktivnost kompleksa MCM omoguéava razdvajanje lanaca molekule DNA putujuci
ispred replikacijske vilice. Do postavljanja kompleksa MCM na DNA dolazi tijekom kasne M-
faze i G1-faze stani¢nog ciklusa $to zahtijeva hidrolizu ATP-a. Time mjesto ishodista replikacije,
koja ¢e se dogoditi u sljedecoj S-fazi, postaje ovlasteno (Cox 2009). Kako bi doslo do aktivacije
kompleksa MCM u S-fazi potrebna je aktivnost ciklina i kinaza ovisnih o ciklinu S-faze (ciklin
E/A- Cdk2), kao i kinaze ovisne o Dbf4 (Devault i sur. 2009).
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Slika 4. Stvaranje predreplikacijskog kompleksa (Preuzeto i prilagodeno iz Cox 2009).

Nakon aktivacije u S-fazi, kompleks MCM obavlja helikaznu aktivnost i putuje po DNA
zajedno s replikacijskom vilicom. Kad kompleks MCM napusti mjesto inicijacije replikacije ono
prestaje biti ovlasteno i takvo mora ostati tijekom S- i G2-faze kako ne bi doslo do ponovne
replikacije DNA unutar jednog stani¢nog ciklusa. Postoji mehanizam koji osigurava da ishodiste
replikacije ostane neovlasteno do kraja stani¢nog ciklusa. Mehanizam se temelji na degradaciji
proteina CDT1 kao i aktivaciji njegovog inhibitora, geminina. CDT1 je degradiran pred kraj G1-
faze i uranoj S-fazi. U S-, G2- i M-fazi dolazi do nakupljanja geminina koji veze CDT1 i stabilzira
ga. Na taj je na¢in CDT1 zasti¢en od degradacije i nakon razgradnje geminina u M- i G1- fazi

ponovo je slobodan za ovlas¢ivanje ishodista replikacije.

Tijekom elongacijskog koraka MCM2-7 zajedno s pridruzenim kompleksom odmata DNA
u dva smjera od mjesta inicijacije, a na odmotanu jednolan¢anu DNA veze se RPA (od eng.
Replication protein A). Putem interakcije s helikazom i RPA, DNA-polimeraza a sjeda na kalup.

Podjedinica holoenzima polimeraze o pruza primaznu aktivnost i sintetizira kratke RNA-pocetnice
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koje se produzuju u iDNA (od eng. initiator DNA). Strukturu pocetnice i DNA prepoznaje
heteropentamerni proteinski kompleks RFC (od eng. replication factor C) koji se veze za
prepoznatu strukturu i, koriste¢i energiju hidrolize ATP-a, otvara prsten klizeée stezaljke PCNA
te ju pri¢vrséuje za DNA. U isto vrijeme, polimeraza o se uklanja s kalupa. PCNA sluzi za
pricvrs¢ivanje DNA-polimeraze 6 i DNA-polimeraze € na kalup i to tako da je polimeraza & na

tromom, a polimeraza & na vode¢em lancu.

Sinteza DNA na vode¢em lancu odvija se kontinuirano u 5— 3" smjeru. Na tromom lancu
smjer sinteze je takoder 5— 3, ali s obzirom na to da se replikacijska vilica pomice u suprotnom
smjeru, sinteza je diskontinuirana u obliku Okazakijevih fragmenata. Svaki Okazakijev fragment
zapocinje RNA-pocetnicom koja se uklanja prije ligacije fragmenata DNA-ligazom (slika 5.).
Kada se replikacijske vilice koje dolaze iz suprotnih smjerova sretnu, dolazi do terminacije. To se
uglavnom dogada bez posebnih sekvencija DNA iako ponekad mogu postojati sekvencije koje
djeluju kao barijera koja usporava replikacijsku vilicu i takve sekvencije mogu postati
terminacijska mjesta. Prilikom terminacije replikacijska vilica se rastavlja, a vecina otpustenih
proteina moze se reciklirati u novu replikacijsku vilicu. To ne vrijedi za proteine MCM2-7. Oni se
otpustaju s DNA u procesu terminacije, ali se nece ponovo vezati za DNA sve do sljedec¢e mitoze

kako bi se sprijecilo vise od jedne replikacije DNA u jednom stani¢nom ciklusu (Cox 2009).

RNA-pocetnica

/

17
5'

Okazakijev
fragment

TROMI LANAC

Slika 5. Sinteza DNA na vode¢em i tromom lancu kalupu (Preuzeto i prilagodeno iz Cox 2009).
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Nakon replikacije DNA mora se kopirati i epigenetska informacija. To se postize
povezivanjem PCNA s velikim brojem enzima koji su modulatori kromatina. To su enzimi koji
imaju kataliticku aktivnost ili mogu aktivirati druge enzime koji su uklju¢eni u modifikacije
kromatina kao $to su DNMT1 (od eng. DNA metiltransferase 1), CAF1 (od eng. chromatin
assembly factor 1), HDAC (od eng. histone deacetylase)) HAT (od eng. histone
acetyltransferase)... DNMT1 osigurava vjernost replikacije na razini metilacije. To je enzim koji
katalizira metilaciju hemimetiliranih CpG-dinukleotida koji se pojavljuju nakon prolaska
replikacijske vilice tijekom S-faze stani¢nog ciklusa kako bi osigurao mitotsko nasljedivanje
genomskog uzorka metilacije (Yarychkivska i sur. 2018). CAF1 je jedan od histonskih pratitelja
novorepliciranu DNA (Budhavarapu 2013). Protein p300 je histonska acetiltransferaza koja

remodeliranjem kromatina regulira transkripciju gena. Jedan je od vaznih kofaktora za veliki broj

transkripcijskih faktora (Blobel 2000).

Epigeneticke modifikacije u obliku metilacije i demetilacije DNA, histonskih modifikacija
1 remodeliranja kromatina vazne su zbog sposobnosti regulacije ekspresije gena bez samog
mijenjanja sekvencija DNA. Polikombni proteini su grupa epigenetickih regulacijskih proteina
koji imaju ulogu u proliferaciji stanice 1 kriti€ni su faktori pluripotentnosti 1 diferencijacije
mati¢nih stanica kao i promijenjene ekspresije gena koja se javlja kod malignih transformacija.
EZH2 (od eng. Enhancer of zeste homolog 2) je evolucijski konzervirani gen, identificiran kao
kataliticka podjedinica jednog od kompleksa polikombnih proteina. Ima ulogu histonske
metiltransferaze koja trimetilira 27. lizin na histonu H3. Moze funkcionirati i kao transkripcijski
represor, ali i koaktivator, ovisno o razli¢itom stanicnom kontekstu. Svojim djelovanjem je
ukljucen u ciljano utiSavanje gena i razlicite bioloske funkcije kao $to su kontrola stani¢nog
ciklusa, proliferacija, diferencijacija, itd. Pronadena je visoka ekspresija EZH2 u folikularnim T-
stanicama, ali 1 u razli¢itim malignim tumorima kao §to su limfomi, tumori dojke, prostate 1 jajnika
u kojima djeluje kao faktor promocije tumorskog rasta i metastaziranja. Takoder, pokazano je da
inhibicija EZH2 malim molekularnim inhibitorom moze rezultirati smanjenjem rasta tumorskih

stanica i formacije tumora (Gan i sur. 2018).
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Regulacijski proteini imaju kljuénu ulogu u odrzavanju normalnih bioloskih funkcija
stanice. Iznimno je vaZna njihova prisutnost i1 koli¢ina u to¢no odredenim fazama stani¢nog
ciklusa. Zbog toga ¢e promjena u ekspresiji tih proteina dovesti do poremecaja regulacije stani¢nog
ciklusa i replikacije DNA. S obzirom na to da su GC folikula unutar limfnog tkiva podrucja brzih
i Cestih dioba stanica, izuzetno je vazna stroga kontrola replikacije koja prethodi svakoj diobi. Ako
u tim stanicama dode do poremecéene ekspresije regulacijskih proteina, a posljedi¢no i do
poremecaja regulacije stanicnog ciklusa i replikacije DNA, one mogu biti ishodiste specifi¢nih
tumora kao $to su folikularni limfom (FL, od eng. follicular lymphoma) i difuzni B-velikostani¢ni

limfom (DLBCL, od eng. diffuse large B-cell lymphoma).

1.6. Folikularni limfom

FL je drugi najcesci nehodgkinski limfom. Obuhvaca 10-20% svih limfoma u zapadnim
zemljama. Prosje¢na dob oboljelih je 60 godina i blago je povisen broj zenskih pacijenata (Luminar
i sur. 2012). Bioloski, FL predstavlja tumorski ekvivalent normalne GC reakcije. Prema tome,
tumorski folikuli sadrZe stanice koje se mogu naci u reaktivnom GC, ali u varijabilnim 1
neuobifajenim omjerima. Infiltrat limfnog ¢vora sa folikularnim limfomom sadrZzi ¢vrsto pakirane
atipicne tumorske folikule koji su, za razliku od zdravog GC, nejasno odvojeni od okolnog
podrucja T-zone. U nekim sluc¢ajevima gubi se karakteristi¢ni folikularni uzorak u ranim fazama
bolesti ili tijekom progresije pa tumor raste djelomicno ili pretezno difuzno. Ipak, neki tumorski
folikuli ostaju primjetni omogucavajuci uspjesno dijagnosticiranje.

Definirajuca citogeneticka oznaka za FL, koja se pojavljuje u 80%-90% slucajeva, je
kromosomska translokacija t(14;18)(g32;921). Kao posljedica te translokacije protoonkogen
BCL2 (od eng. B-cell lymphoma/leukemia 2) dolazi pod promotorsku regiju gena za teski lanac
imunoglobulina (IgH), poremecuju¢i tako njegovu ekspresiju i rezultiraju¢i prekomjernom
ekspresijom proteina BCL2 u tumorskim folikulima. Protoonkogen BCL2 je antiapoptotska
molekula eksprimirana u miruju¢im B-stanicama, u plastenoj zoni, kao i u post-folikularnim B-

stanicama, gdje promovira dugozivuc¢i folikularni prekursor i memorijske B-stanice. S druge
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strane, u B-stanicama unutar GC nedostaje ekspresija BCL2 pa one umiru apoptozom, osim ako
ne sretnu specifi¢ni antigen i zapo¢nu proces daljnjeg razvoja somatskim hipermutacijama. Kako
se u GC dogadaju brze i Ceste diobe stanica, apoptoza je kljucna za odrzavanje ravnoteze i
pravilnog broja novonastalin i umrlih stanica. U slucaju folikularnog limfoma dolazi do
konstitutivne prekomjerne ekspresije BCL2 u B-stanicama unutar GC, $to dovodi do nakupljanja
B-stanica koje bi u normalnim uvjetima bile unistene apoptozom. Nakupljaju se i dodatne mutacije
Sto dovodi do razvoja FL-a. U drugoj varijanti translokacije BCL2 dolazi u lokus
imunoglobulinskog lakog lanca (k, A) Sto takoder dovodi do nepravilne i neprestane ekspresije
BCL2 u B-stanicama unutar GC.

Pojava translokacije t(14;18) prvi je korak u procesu koji rezultira klonalnom
deregulacijom kontrole stani¢nog ciklusa i apoptoze u tumorskim stanicama. Tijekom tog procesa
limfomageneze pojavljuje se puno dodatnih genetickih ili epigenetickih dogadaja koji vode do
nastanka FL-a i/ili progresije. Na primjer, konstitutivna ekspresija proteina AID u B-stanicama s
prekomjerno eksprimiranim BCL2 unutar GC moZe propagirati neprestane somatske
hipermutacije i rekombinacije klasa antitijela koje rezultiraju pove¢anom nestabilno$¢u genoma.
To moze potaknuti pojavu drugih onkogenih dogadaja i, u konacnici, dovesti do maligne

transformacije (Ott i Rosenwald 2008).

1.7. Difuzni B-velikostani¢ni limfom

DLBCL je najcesc¢i nehodgkinski limfom u zapadnim zemljama. Predstavlja 30-40% svih
slu¢ajeva limfoma, a pojavnost mu postepeno raste. Prosjecna dob pacijenata kojima je
dijagnosticiran DLBCL je 70 godina, ali u iznimnim slu¢ajevima pojavljuje se kod djece i mladih.
Jedan od glavnih simptoma kod vecine pacijenata predstavlja pojava ubrzanog rasta tumorske
mase u jednom ili ve¢em broju limfnih ¢vorova ili pak na mjestima izvan limfnih ¢vorova. Prema
stanicama od kojih je potekao, DLBCL se moZe podijeliti u dva osnovna molekularna podtipa:
GCB, od B-stanica unutar GC, i ABC, od aktiviranih B-limfocita, ali u 10-15% sluc¢ajeva DLBCL
se ne moze klasificirati kao jedan od ta dva podtipa. Pacijenti s GCB-podtipom obi¢no imaju bolju
prognozu od onih sa ABC-podtipom. lako je poznavanje stanice od koje je limfom potekao korisno
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zbog predvidanja prognoze, GCB- i ABC-podtipovi su heterogeni te postoje podtipovi sa boljom
i loSijom prognozom unutar obje grupe (Li i sur. 2018.). Kako bi se razlikovali pojedini podtipovi,
razvijen je imunohistokemijski algoritam koji se temelji na imunohistokemijskom bojenju tkiva
za CD10, BCL6 i MUM1 (Hans i sur. 2004).

Sto se ti¢e staniéne morfologije, postoji nekoliko varijanti u kojima se DLBCL pojavljuje.
U 80% slucajeva DLBCL je sa¢injen od stanica koje nalikuju centroblstima u GC. Imunoblastni
tip, koji se pojavljuje u 10% slucajeva, ima vise od 90% imunoblasta. Druge morfoloske varijante
ukljucuju T-stanicama bogatu/ histocitima bogatu varijantu u ¢ijoj su pozadini reaktivni T-
limfociti i histociti. U anaplasti¢cnom tipu stanice eksprimiraju CD30, imaju pleomorfne jezgre i
obilne citoplazme. Kod HIV-pozitivnih pacijenata moze se pojaviti vrlo rijedak tip, a to je
plazmablastican DLBCL (Friedberg i Fisher 2008).

Postoji niz kromosomskih promjena opisanih kod DLBCL. Naj¢es¢a abnormalnost
ukljucuje translokaciju regije 3q27 gena BCL6. BCL6 je protoonkogen koji kodira transkripcijski
represor eksprimiran u zrelim B-limfocitima unutar GC. Potreban je za formaciju GC i afinitetno
sazrijevanje tijekom imunoloS$kog odgovora ovisnog o T-stanicama. Takoder, dokazano je da
BCL6 imaulogu u supresiji gena ukljucenih u aktivaciju limfocita, diferencijaciju, zastoj stani¢nog
ciklusa 1 apoptozu. Spomenuta translokacija dovodi do priblizavanja heterolognih promotora
partnerskih kromosoma s intaktnom BCL6 kodiraju¢om sekvencijom. Kao posljedica dolazi do

poremecaja regulacije ekspresije BCL6 (Pasqualucci i sur. 2003).
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2. HIPOTEZA | CILJEVI ISTRAZIVANJA

Hipoteza istrazivanja je da se tijekom razvoja limfoma mijenja koli¢ina proteina ukljuc¢enih

u regulaciju stani¢nog ciklusa i replikaciju DNA.

Specifi¢an cilj istraZivanja je odrediti koli¢inu tumorskih stanica folikularnog limfoma i
difuznog B-velikostani¢nog limfoma, kao i netumorskih stanica u sekundarnom limfnom tkivu iz
kojih ti tumori potjecu, koje eksprimiraju proteine MCM2, PCNA, GMNN, DNMT1, p300, CDT1
I EZH2. Takoder, cilj je usporediti i utvrditi znacajne razlike izmedu dobivenih rezultata za

navedene grupe uzoraka.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali

Istrazivanje je provedeno na 35 uzoraka tkiva netumorskih tonzila i limfnih ¢vorova
pacijenata s folikularnim limfomom i difuznim B-velikostanicnim limfomom. Uzorci su
prikupljeni u Klinickom zavodu za patologiju i citologiju KB Merkur kao zavrsni dio projekta o

B-limfomagenezi odobrenim od nadleznog etickog povjerenstva.

Uzorci su fiksirani formalinom i uklopljeni u parafin, a prerezi za pripremu preparata su

napravljeni mikrotomom.

3.2. Imunohistokemijsko bojenje

Za odredivanje prisutnosti istrazivanih proteina i koli¢ine stanica koje eksprimiraju
pojedine od tih proteina koriStena je metoda imunohistokemijskog bojenja. Ta se metoda bazira
na interakciji specifiénog antigena i obiljezenog antitijela. U istrazivanju su koristena antitijela
specifi¢na za ljudske proteine MCM2, PCNA, GMNN, DNMT1, p300, CDT1 i EZH2. Pomoc¢u
otopine za razrjedivanje DAKO, S2022 napravljena su sljedeca razrjedenja antitijela: MCM2 (Cell
Signaling) 1:500, PCNA (Cell Signaling) 1:4000, GMNN (Santa Cruz) 1:100, DNMT1 (Santa
Cruz) 1:50, p300 (Santa Cruz) 1:100, CDT1 (Santa Cruz) 1:50, EZH2 (Sigma) 1:100.

Zbog nacina pripreme uzoraka, fiksiranjem u formalinu i uklapanjem u parafin, ouvana je
morfologija, ali je promijenjena trodimenzijska struktura tkivnih proteina S§to dovodi do
modifikacije epitopa antigena i onemogucava reakciju s njegovim paratopom. Zbog toga je prije

imunohistokemijskog bojenja bilo potrebno provesti demaskiranje epitopa.
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Demaskiranje epitopa provedeno je kuhanjem deparafiniziranih i rehidriranih uzoraka u
kuhalu na visokoj temperaturi i pod visokim tlakom (Pascal, DakoCytomation), tijekom 2 minute
na 125 °C. Prilikom kuhanja koriSten je citratni pufer, pH 6.1 za otopine antitijela za MCM2,
PCNA, DNMT1 i EZH2 te TrissEDTA, pH 9.0 za GMNN, p300 i CDT1. Preparati su zatim

ohladeni u puferu na sobnoj temperaturi.

Bojenje uzoraka napravljeno je pomocu seta kemikalija EnVision™ FLEX, High pH
(Link) i razrijedenim otopinama antitijela za proteine MCM2, PCNA, GMNN, DNMT1, p300,
CDT1 i EZH2 u uredaju Autostainer LINK 48 (Dako). Izvedeno je prema standardnom protokolu
koji ukljucuje inkubaciju preparata u reagensima FLEX Peroxidase Block 5 minuta, FLEX /HRP
20 minuta i FLEX DAB+ Sub-Chromo 10 minuta.

Nakon zavrSetka bojenja preparati su isprani vodom i kontrastirani hematoksilinom u
kojem su inkubirani 3 minute. Zatim su isprani vodom i destiliranom vodom, a nakon toga su
inkubirani dvaputa po 1 minutu u apsolutnom etanolu i ksilenu. Na preparate su stavljena pokrovna

stakla pomocu sredstva za poklapanje.

3.3. Analiza imunohistokemijskog bojenja

Rezultati imunohistokemijskog bojenja su analizirani gledanjem preparata pod svjetlosnim
mikroskopom. Odredena je koli¢ina stanica koje eksprimiraju odredeni protein u germinativnom
centru tonzile ili tumorskom tkivu folikularnog limfoma, odnosno difuznog B-velikostani¢nog
limfoma. Rezultati su prikazani kao postotak obojenih stanica specificnog dijela analiziranog

tkiva.
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3.4. Statisticka obrada

Dobiveni imunohistokemijski rezultati obradeni su u programu SPSS Statistics (SPSS Inc.,
SAD). Pomoc¢u neparametrijskog Mann-Whitney U testa utvrdene su razlike izmedu ispitivanih
grupa uzoraka: tonzila— grupa T, folikularni limfom— grupa FL, difuzni B-velikostani¢ni limfom s
ishodistem u GC- grupa DLBCL GCB, difuzni B-velikostani¢ni limfom s ishodistem izvan GC—

DLBCL non-GCB. Kao pokazatelj statisticke znacajnosti uzeta je p vrijednost manja od 0,05.
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4. REZULTATI

Imunohistokemijsko bojenje omogucilo je jasnu vizualizaciju stanica koje eksprimiraju
odredeni protein u germinativnom centru tonzile ili tumorskom tkivu folikularnog limfoma,
odnosno difuznog B-velikostani¢énog limfoma, pomocéu svjetlosnog mikroskopa (slika 6.).
Koli¢ine stanica koje eksprimiraju proteine MCM2, PCNA, GMNN, DNMT1, p300, CDT1 i
EZH2 za svaki pojedini uzorak odredene su u postotcima (%). Statisticki su utvrdene znacajne

razlike za pojedine grupe uzoraka.
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Slika 6. Prikaz imunohistokemijskog bojenja stanica germinativnog centra tonzile za A) MCM2, B)
PCNA, C) GMNN, D) DNMT1, E) p300, F) CDT1, G) EZH2; stanica tumorskog tkiva folikularnog
limfoma za H) MCM2, 1) PCNA, J) GMNN, K) DNMT1, L) p300, M) CDT1, N) EZH2 i stanica
tumorskog tkiva difuznog B-velikostani¢nog limfoma za O) MCM2, P) PCNA, R) GMNN, S) DNMT1,
T) p300, U) CDT1, V) EZH2. Smedi signali prikazuju ekspresiju navedenih proteina u stanicama.
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Rezultati usporedbe utvrdene koli¢ine stanica netumorskih tonzila (grupa T) i tumorskih stanica

folikularnog limfoma (grupa FL) prikazani su naslici 7.
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Slika 7. Broj stanica koje eksprimiraju analizirane proteine u germinativnom centru tonzile i tumorskim
stanicama folikularnog limfoma s oznac¢enim statisticki znac¢ajnim razlikama (*) izmedu navedenih grupa

uzoraka.

Statisticki je znacajno razlicita koli¢ina stanica germinativnog centra tonzile i tumorskih stanica
folikularnog limfoma koje eksprimiraju MCM2 (p = 0.003), PCNA (p = 0.016), GMNN (p =
0.001), CDT1 (p = 0.022) i EZH2 (p = 0.042) i za sve je navedene proteine veéa u netumorskim

stanicama, tj. stanicama tonzile.
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Rezultati usporedbe utvrdene koli¢ine stanica netumorskih tonzila (grupa T) i tumorskih stanica
difuznog B-velikostani¢nog limfoma s ishodistem u GC (grupa DLBCL GCB) prikazani su naslici
8.
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Slika 8. Broj stanica koje eksprimiraju analizirane proteine u germinativnom centru tonzile i tumorskim
stanicama difuznog B-velikostani¢nog limfoma s ishodistem u GC s ozna¢enim statisti¢ki zna¢ajnim

razlikama (*) izmedu navedenih grupa uzoraka.

Statisticki je znacajno razlic¢ita koli¢ina stanica germinativnog centra tonzile i tumorskih stanica
difuznog B-velikostani¢nog limfoma s ishodistem u GC koje eksprimiraju MCM2 (p = 0.019),
PCNA (p =0.002) i EZH2 (p = 0.049) i za sve je navedene proteine vec¢a kod netumorskih stanica
sekundarnog limfnog tkiva, tj. tonzile.
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Rezultati usporedbe utvrdene koli¢ine stanica netumorskih tonzila (grupa T) i tumorskih stanica
difuznog B-velikostani¢nog limfoma s ishodistem izvan GC (grupa DLBCL non-GCB) prikazani

su naslici 9.
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Slika 9. Broj stanica koje eksprimiraju analizirane proteine u germinativhom centru tonzile i tumorskim
stanicama difuznog B-velikostani¢nog limfoma s ishodistem izvan GC s oznacenim statisticki znacajnim

razlikama (*) izmedu navedenih grupa uzoraka.

Statisticki je znacajno razlicita koli¢ina stanica germinativnog centra tonzile i tumorskih stanica
difuznog B-velikostani¢nog limfoma s ishodistem izvan GC koje eksprimiraju MCM2 (p = 0.009),
PCNA (p =0.007) i EZH2 (p = 0.015) i za sve je navedene proteine veca kod netumorskih stanica
sekundarnog limfnog tkiva, tj. tonzile.
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Rezultati usporedbe utvrdene koli¢ine tumorskih stanica folikularnog limfoma (grupa FL) i
tumorskih stanica difuznog B-velikostani¢nog limfoma s ishodistem u GC (grupa DLBCL GCB)
prikazani su u tablici na slici 10.
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Slika 10. Broj stanica koje eksprimiraju analizirane proteine u tumorskim stanicama folikularnog
limfoma i difuznog B-velikostani¢nog limfoma s ishodistem u GC s oznaCenim statisticki znac¢ajnim

razlikama (*) izmedu navedenih grupa uzoraka.

Statisticki je znacajno razlicita koli¢ina tumorskih stanica folikularnog limfoma i difuznog B-
velikostani¢nog limfoma s ishodistem u GC koje eksprimiraju MCM2 (p = 0.011), GMNN (p =
0.015), DNMT1 (p = 0.001), p300 (p = 0.04) i CDT1 (p = 0.012) i za sve je navedene proteine

veca kod tumorskih stanica difuznog B-velikostani¢nog limfoma s ishodistem u GC.
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Rezultati usporedbe utvrdene koli¢ine tumorskih stanica folikularnog limfoma (grupa FL) i
tumorskih stanica difuznog B-velikostani¢énog limfoma s ishodistem izvan GC (grupa DLBCL

non-GCB) prikazani su na slici 11.
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Slika 11. Broj stanica koje eksprimiraju analizirane proteine u tumorskim stanicama folikularnog
limfoma i difuznog B-velikostani¢nog limfoma s ishodistem izvan GC s ozna¢enim statisti¢ki znacajnim

razlikama (*) izmedu navedenih grupa uzoraka.

Statisti¢ki je znacajno razlicita koli¢ina tumorskih stanica folikularnog limfoma i difuznog B-
velikostani¢nog limfoma s ishodistem izvan GC koje eksprimiraju MCM2 (p = 0.022), GMNN (p
=0.004), DNMT1 (p=0.002) i CDT1 (p =0.003) i za sve je navedene proteine vec¢a kod tumorskih

stanica difuznog B-velikostani¢nog limfoma s ishodistem izvan GC.

29



Rezultati usporedbe utvrdene koli¢ine tumorskih stanica difuznog B-velikostani¢nog limfoma s
ishodistem u GC (grupa DLBCL GCB) i tumorskih stanica difuznog B-velikostani¢nog limfoma
s ishodistem izvan GC (grupa DLBCL non-GCB) prikazani su na slici 12.
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Slika 12. Broj stanica koje eksprimiraju analizirane proteine u tumorskim stanicama difuznog B-

velikostani¢nog limfoma s ishodistem u GC i difuznog B-velikostani¢nog limfoma s ishodistem izvan
GC.

Kolic¢ine stanica koje eksprimiraju analizirane proteine u grupama DLBCL GCB i1 DLBCL non-

GCB statisticki se ne razlikuju.
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5. RASPRAVA

Usporedba koli¢ine netumorskih stanica tonzila i tumorskih stanica u FL-u i DLBCL-u
koje eksprimiraju proteine ukljucene u kontrolu stani¢nog ciklusa i replikacije pokazala je visu
razinu ekspresije proteina MCM2, PCNA i EZH2 u netumorskim stanicama tonzila. Protein
MCM2 jedan je od inicijatora eukariotske replikacije. Heksamerni kompleks kojeg formiraju
proteini MCM klju¢na je komponenta predreplikacijskog kompleksa i ima ulogu u formiranju
replikacijske vilice te regrutiranju drugih proteina ukljucenih u proces replikacije. Vazan je i u
kontroli stani¢nog ciklusa jer osigurava da se replikacija DNA inicira samo jednom tijekom svakog
stani¢nog ciklusa. Dokazano je da proteini MCM imaju ulogu na kraju mnogih signalnih putova
ukljuéenih u stani¢nu proliferaciju. Antitijela za detekciju proteina MCM pokazala su se korisnima
za definiranje proliferativnih odjeljaka tumorskih, ali i netumorskih tkiva. Proteini MCM Kkoriste

se kao markeri za tumorski probir, prezivljenje i prognozu (Obermann i sur. 2005).

U tumorima kao $to su FL 1 DLBCL, u kojima dolazi do preslagivanja koje ukljucuje
protoonkogene kao §to su BCL2 i BCL6, ali i niza drugih genetskih promjena $to dovodi do
nepravilne regulacije stani¢nog ciklusa i apoptoze te izuzetno visoke proliferativne sposobnosti
tumorskih stanica, o¢ekuje se visoka razina ekspresije proliferacijskog markera MCM2. Rezultati
koji pokazuju viSu razinu ekspresije proteina MCM2 u netumorskim stanicama tonzila nego u
tumorskim stanicama FL-a i DLBCL-a mogu se objasniti dogadajima u tonzili tijekom imunosnog
odgovora. Tonzile su zbog svog polozaja u tijelu stalna meta nadolazeé¢ih stranih antigena te su
zbog svog oblika, velikog broja kripti koje omogucavaju nakupljanje bakterija 1 pojavu infekcija,
podlozne ¢estim upalnim procesima i u stalnoj potrebi za imunosnim odgovorom. Posljedi¢no, u
tonzilama se formiraju GC, podruc¢ja brzo proliferiraju¢ih centroblasta pa se zbog toga u tim
stanicama ocekuje visoka ekspresija regulacijskih proteina stani¢nog ciklusa 1 replikacije kao $to
je protein MCMZ2. Replikacije koje prethode svakoj diobi stanica u netumorskom tkivu tonzila
strogo su regulirane za razliku od nekontroliranih diobi stanica tumorskog tkiva pa je i ekspresija

regulacijskog proteina MCM2 u brzo proliferiraju¢im netumorskim stanicama visa.

PCNA je Clan obitelji proteina klizece stezaljke DNA 1 zbog toga je vazan protein u procesu

replikacije. Velik broj proteina koji sudjeluju u replikaciji DNA, popravku DNA i kontroli
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stani¢nog ciklusa vezu se za homotrimerni prsten PCNA, umjesto direktno za DNA, §to olaksava

brzo procesiranje DNA. Ekspresija proteina PCNA prihvacéeni je marker za stani¢nu proliferaciju.

istrazivanju  ekspresije  PCNA u nehodgkinskim limfomima, detekcijom PCNA
imunohistokemijskom metodom pokazana je korelacija sa proliferativnom aktivnoséu
nehodgkinskih limfoma (Rabenhorst i sur. 1996). Zbog visoke proliferacijske stope, u stanicama
FL-ai DLBCL-a o¢ekuje se visoka razina ekspresije PCNA. S obzirom na to da PCNA, osim uloge
u samom procesu replikacije, ima vaznu ulogu u pravilnom kopiranju epigenetske informacije
nakon zavrsetka replikacije DNA, ali i popravku DNA i kontroli stani¢nog ciklusa, koja je u
proliferiraju¢im stanicama tumorskog tkiva naruSena, to bi moglo biti objasnjenje dobivenih
rezultata koji pokazuju visu razinu ekspresije PCNA u netumorskim stanicama tonzila gdje su

procesi replikacije 1 stani¢nog ciklusa visoko kontrolirani.

Protein EZH2 je kataliticka podjedinica kompleksa polikombnog proteina, posreduje
transkripcijsku represiju histonskom metiltransferaznom aktivnoséu. Ekspresija EZH2 povecana
je u stanicama zdravih germinativnih centara, ali je takoder primje¢ena njegova ukljuéenost u
limfomagenezu. Istrazivanja njegovog regulacijskog programa, specificnog za GC, pokazala je da
se medu genima pod njegovim enzimskim utjecajem nalazi nekoliko tumorskih supresora klju¢nih
za kontrolu stani¢nog ciklusa. Sukladno tome, utiSavanje EZH2 pomocu siRNA u stanicama
DLBCL-a rezultira naglim zastojem stani¢nog ciklusa na prijelazu G1- u S-fazu i pojacanom
ekspresijom gena za tumorske supresore pod njegovim utjecajem. Na razini DNA, promotori koje
veze EZH2 su hipometilirani u B-stanicama unutar GC-a, ali mnogi od njih su neprirodno
hipermetilirani u DLBCL-u, $to ukazuje na poremecaj normalnog epigenetickog procesiranja u
tim stanicama. Prema tome, EZH?2 je uklju€en u regulaciju specificnog epigenetickog programa u
GC-u, koji podrazumijeva utiSavanje antiproliferacijskih gena $to ukazuje na njegovu izravnu
povezanost s proliferacijom stanica i potencijalni doprinos malignoj transformaciji B-stanica
germnativnog centra u DLBCL-u. Zbog toga je povecana ekspresija EZH2 koristan marker u
detektiranju limfoma s ishodiStem u stanicama germinativnog centra (Velichutina 2010). Rezultati
ovog istrazivanja pokazuju visu razinu ekspresije EZH2 u netumorski stanicama tonzila u odnosu

na tumorske stanice FL-a i DLBCL-a. Kao §to je ve¢ navedeno, u tonzilama dolazi do Cestih
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upalnih procesa i pojave imunosnog odgovora, a posljedi¢no i do formiranja GC-a. Protein EZH2
neophodan je za formiranje GC-a, ali i za proliferaciju centroblasta unutar GC-a, $to objasnjava

njegovu visoku razinu ekspresije u stanicama tonzila.

Usporedba izmedu FL i DLBCL ukazuje na viSu razinu ekspresije proteina MCM2,
DNMT1, CDT1 i GMNN u tumorskim stanicama DLBCL-a. Kod nehodgkinskih limfoma
oc¢ekivana je visoka ekspresija replikacijskih regulatora zbog visoke proliferacije i neprestanih
dioba stanica. CDT1 je zajedno s MCM2 kljucan inicijator replikacije jer sudjeluje u stvaranju
predreplikacijskog kompleksa, a pod kontrolom je geminina koji ga stabilizira, onemogucava
njegovu razgradnju te sudjeluje u kontroli stani¢nog ciklusa. DNMTL1 je enzim Koji osigurava
vjernost replikacije na razini metilacije i vazan je faktor u kontroli pravilnog kopiranja
epigeneticke informacije. Deregulacija DNMT1 povezana je s patogenezom u razli¢itim tipovima
tumora. Dokazana je visoka ekspresija DNMT1 u stanicama DLBCL-a, a u korelaciji je i
ekspresija ostalih gena ukljucenih u kontrolu stanicnog ciklusa 1 replikaciju (Loo i sur. 2018).
DLBCL je agresivniji i invazivniji limfom od indolentnog FL-a, s manjom kontrolom stani¢nog
ciklusa 1 apoptoze stanica te ve¢om proliferacijskom stopom (Lossos i Gascoyne 2011). Veéa
proliferacija stanica, a zbog toga i potreba za ve¢om koli¢inom proteina neophodnih za proces
replikacije, mogla bi objasniti dobivene rezultate koji pokazuju visu ekspresiju proteina MCM2,
DNMT1, CDT1 i GMNN u stanicama DLBCL-a.

Usporedba izmedu tumorskih stanica DLBCL s ishodistem u GC i tumorskih stanica
DLBCL s ishodistem izvan GC, a to je u veéini slu¢ajeva ABC-podtip DLBCL-a, s ishodistem u
aktiviranim B-limfocitima, nije pokazala statisticki znacajne razlike. Kromosomska preslagivanja
relevantna za DLBCL usmjerena su na gene MYC, BCL2 i BCL6 s ve¢om ucestalos¢u u DLBCL
s ishodiStem izvan GC, $to ovaj podtip €ini invazivnijim i predvida mu lo$iju prognozu. Protein
MYC je transkripcijski faktor koji regulira viSe od 15 % svih stani¢nih gena koji promoviraju
proliferaciju kroz metaboli¢ke i angiogene mehanizme pa je njegova prekomjerna ekspresija, do
koje dolazi rearanZmanima u DLBCL-u, zasluzna za visoku proliferacijsku stopu tumorskih
stanica, zajedno s ostalim genetskim promjenama koje se dogadaju i pogoduju limfomagenezi
(Thieblemont i Briére 2013). Ti podaci ukazuju na o¢ekivano visu ekspresiju replikacijskih i

regulatornih proteina u stanicama DLBCL-a s ishodistem izvan GC. Unato¢ tome, svi podtipovi
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DLBCL-a su izrazito heterogeni i podlozni razli¢itim genetskim promjenama koje posljedi¢no

mogu dovesti i do promjene ekspresije razlicitih gena u tumorskim stanicama.

Rezultati ovog istrazivanja pokazali su razlike u koli¢ini proteina koji sudjeluju u
replikaciji i kontroli stani¢nog ciklusa u tumorskim stanicama FL-a, DLBCL-a te netumorskim
stanicama tonzila. lako je istrazivanje provedeno na malom broju uzoraka, dobiveni rezultati
poklapaju se s rezultatima drugih autora i poznatim Cinjenicama. Razumijevanje ukljucenosti
navedenih proteina u razvoj limfoma moze doprinijeti boljem razumijevanju samog mehanizma
nastanka 1 progresije tih bolesti, ali i pomo¢i u razvoju specifi¢nih markera korisnih u njihovom
dijagnosticiranju i1 predvidanju prognoze. Zbog toga je vazno i Kkorisno provodenje daljnjih

istrazivanja na tim proteinima kako bi se jo$ detaljnije upoznale njihove funkcije.
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6. ZAKLJUCCI

e Tijekom razvoja limfoma mijenja se koli¢ina proteina uklju¢enih u regulaciju stani¢nog

ciklusa i replikaciju DNA.

e Usporedba koli¢ine netumorskih stanica tonzila i tumorskih stanica folikularnog limfoma
i difuznog B-velikostani¢nog limfoma, koje eksprimiraju istrazivane proteine, pokazala je

visu razinu ekspresije proteina MCM2, PCNA i EZH2 u netumorskim stanicama tonzila.

e Usporedba koli¢ine tumorskih stanica folikularnog limfoma i difuznog B-velikostani¢nog
limfoma, koje eksprimiraju istraZivane proteine, pokazala je viSu razinu ekspresije proteina
MCMZ2, DNMT1, CDT1 i GMNN u tumorskim stanicama difuznog B-velikostani¢nog

limfoma.

e Usporedba koli¢ine tumorskih stanica podtipova difuznog B-velikostani¢énog limfoma s
ishodi$tem u germinativnom centru i s ishodi$tem izvan germinativnog centra nije pokazala

statisticki znacajne razlike.
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