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APSTRAKT

Uvod: Reed-Sternbergove stanice tipične za Hodgkinov limfom, predstavljaju transformirane post-germina-
tivne B stanice, koje nisu ostvarile uspješan rearanžman imunoglobulinskog gena, te su stoga predodređene 
za apoptozu. Brojni mehanizmi, uključujući i latentnu infekciju Epstein Barr virusom (EBV), omogućavaju 
preživljavanje neoplastičnih stanica Hodgkinovog limfoma. Cilj studije je određivanje odnosa EBV statusa 
Hodgkinovog limfoma i ekspresije proteina udruženih sa apoptozom u neoplastičnim stanicama. Udruženost 
Hodgkinovog limfoma sa EBV određivana je detekcijom EBER1 i EBER2 hromogenom in situ hibridizaci-
jom. 
Materijal i Metode: Prisustvo proteina udruženih sa apoptozom: bcl-2, bcl-X, bax i p53, određivano je 
imunohistohemijski u neoplastičnim stanicama 39 slučajeva EBV pozitivnog i 42 slučaja EBV negativnog 
Hodgkinovog limfoma. 
Rezultati: U neoplastičnim stanicama je Bcl-2 protein nađen u 22.2%, Bcl-X u 87.7%, Bax u 80.2% i p53 u 
67,.% slučajeva. U 44.4% slučajeva je prisutno istovremeno stvaranje Bcl-X, Bax i p53 proteina. Bcl-X se 
značajno više stvara u mješovitoj celularnosti, a Bcl-X i Bax u nodularnoj sklerozi. Nema značajne razlike 
u stvaranju sva četiri proteina u EBV pozitivnom i negativnom Hodgkinovom limfomu. Srednje vrijednosti 
intenziteta bojenja p53, Bcl-2, Bcl-X i Bax proteina ispitivane skupine u cijelosti, EBV pozitivne i EBV ne-
gativne skupine međusobno pokazuju značajnu razliku osim između Bcl-X i Bax. 
Diskusija: Sposobnost preživljavanja neoplastičnih stanica Hodgkinovog limfoma zavisi od aktivnosti brojnih 
regulatora programirane stanične smrti. Ekspresija bcl-2, bcl-X, bax i p53 proteina u neoplastičnim stanicama 
se ne razlikuje u EBV pozitivnom i EBV negativnom Hodgkinovom limfomu.

Ključne riječi: Hodgkinov limfom, bcl-2, bcl-X, bax, p53, Epstein Barr virus

ABSTRACT

Introduction: Reed-Sternberg cells are typical for Hodgkin’s lymphoma. They are transformed post-germi-
native B cells that not achieve successful immunoglobulin gene rearrangement, and therefore predetermined 
to apoptosis. Several mechanisms, including latent Epstein Barr virus infection (EBV), enable survival of 
Hodgkin’s lymphoma neoplastic cells. Goal of this study is correlation of Hodgkin’s lymphoma EBV status 
with expression of apoptosis associated proteins in neoplastic cells. Association of Hodgkin’s lymphoma with 
EBV was determined by chromogenic hybridization in situ detection of EBER1 and EBER2. 
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Material and Methods: Presence of apoptosis associated proteins: bcl-2, bcl-X, bax and p53, were determined 
immunohistochemicaly in neoplastic cells of 39 EBV positive, and 42 EBV negative Hodgkin’s lymphomas. 
Results: Bcl-2 protein was detected in neoplastic cells in 22.2%, Bcl-X in 87.7%, Bax in 80.2% and p53 in 
67.8% of cases. In 44.4% cases simultaneous presence of Bcl-X, Bax and p53 protein was detected. Bcl-X is 
significantly more produced in mixed cellularity, and Bcl-X and Bax in nodular sclerosis. No significant difference 
was found in production of all four proteins between EBV positive and negative Hodgkin’s lymphoma. Median 
intensity of p53, Bcl-2, Bcl-X and Bax staining of complete examined group, EBV positive and EBV negative 
group show significant difference, except between Bcl-X and Bax. 
Discussion: Survival capacity of Hodgkin’s lymphoma neoplastic cells depends on activity of numerous regu-
lators of programmed cell death. Expression of bcl-2, bcl-X, bax and p53 proteins is not different in neoplastic 
cells of EBV positive and EBV negative Hodgkin’s lymphoma. 
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UVOD

Hodgkinov limfom je neoplastična proliferacija 
Reed-Sternbergovih stanica i njihovih varijan-
ti. Neoplastične stanice čine samo manji dio 
ukupne stanične populacije u Hodgkinovom 
limfomu. Dijagnoza ove neoplazme se zasniva 
na prepoznavanju ovih stanica, ali i na prisustvu 
karakteristične okolne infiltracije stanicama 
domaćina. Neoplastične stanice i prateći infil-
trat u Hodgkinovom limfomu mogu biti vrlo 
različitog izgleda, tako da mogu oponašati 
druge limfome ili reaktivna stanja. Premda je 
Hodgkinov limfom osjetljiv na tretmane koji 
izazivaju apoptozu, on je otporan na fiziološke 
mehanizme koji izazivaju staničnu smrt. Reed-
Sternbergove i Hodgkinove stanice izvjesno 
savladavaju endogenu apoptozu, preživljavaju 
i nakupljaju se, postajući klinički uočljive kao 
maligno oboljenje. Ove stanice posjeduju brojne 
članove iz porodice receptora za faktore tumor-
ske nekroze. Receptori ove porodice su uključeni 
u aktivaciji i proliferaciji stanica, kao i u zaštiti 
stanica od apoptoze. Signali sa ovih receptora 
utiču na transkripciju. Otpornost prema apoptozi 
i aktivnost Reed-Sternbergovih stanica nastaje 
kao posljedica poremećaja u regulaciji gena koji 
kontrolišu ove procese.
Nekontrolisan porast broja stanica je osnovna 
osobina pretvaranja običnih u maligne stanice. 
To može nastati usljed povećanja proliferacije 
ili smanjenja stanične smrti. Smanjenje apop-
toze može nastati kao posljedica nepostojanja 
ili mutacije tumor supresorskih gena p53 ili Rb, 
usljed povećanog stvaranja Bcl-2 ili smanjenja 
stvaranja Bax. Intracelularni infektivni agensi 
su takođe morali razviti mehanizme inhibicije 
apoptoze da bi spriječili uništavanje stanice 

domaćina. Adenovirusi to ostvaruju stvaranjem 
proteina identičnog Bcl-2, Epstein-Barr virus 
poticanjem stvaranja Bcl-2, virus vakcinije 
stvaranjem inhibitora prokaspaze 1 i 8, i hla-
midije sprečavanjem oslobađanja citohroma c 
u citozol1. 
Infektivni agens kao uzročnik Hodgkinovog 
limfoma je već izvjesno vrijeme predmet 
istraživanja, prije svega zbog kliničkih simptoma 
kao što su ciklične groznice i noćno znojenje, 
zbog morfološkog izgleda reaktivnog tkiva oko 
neoplasti��������������������������������������č�������������������������������������nih���������������������������������� ć��������������������������������elija���������������������������, �������������������������epidemiolo���������������š��������������kih����������� ����������nalaza���� ���bi-
modalne krivulje dobne incidence, geografskih 
razlika u incidenci u mladih osoba, te zbog 
razlika u faktorima rizika u djece različitih 
društvenih klasa1. Uloga Epstein Barr virusa 
(EBV) u nastanku Hodgkinovog limfoma je 
razmatrana dugo vremena, ali su ispitivanja 
bila otežana zbog karakteristično malog broja 
neoplastičnih stanica u ovom tumoru. Razvojem 
senzitivnih DNK metoda dokazana je udruženost 
EBV�������������������������������������� �������������������������������������sa����������������������������������� ����������������������������������ovom������������������������������ neoplazmom, �����������������kao�������������� �������������i������������ �����������monoklonal-
nost prisutnog EBV genoma 2,3. 
U stvaranju uslova za kontinuiranu latentnu 
infekciju EBV se sreće sa dva izazova. Prvi je 
onemogućavanje lize njegove stanice domaćina 
od strane citotoksičnih T limfocita. Drugi izazov 
je inhibicija apoptoze ili programirane stanične 
smrti, koja je drugi odbrambeni mehanizam do-
maćina protiv virusnih infekcija4. Apoptoza je 
visoko orkestriran proces kojim stanica izvršava 
samoubistvo kao odgovor na razne stimuluse, i 
važan je mehanizam sprečavanja nastanka karci-
noma. Programiranom staničnom smrću nastoji 
se prekinuti stanični metabolizam prije nego što 
dođe do umnažanja virusa i mogućnosti infekcije 
drugih stanica. Pri tome se stvaraju endonukleaze 
koje mogu razgraditi replicirajuću virusnu DNK 
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i zaustaviti umnažanje virusa5. Poznato je da neki 
virusi mogu stvarati bjelančevine koje mogu 
spriječiti ili odložiti apoptozu radi obezbjeđenja 
vremena za stvaranje nove generacije virusa6.
EBV je vrlo djelotvoran u sprečavanju apoptoze, 
jer su B limfociti, prirodni domaćini ovog virusa, 
izrazito podložni programiranoj staničnoj smrti. 
Tokom sazrijevanja B stanica u germinativnim 
centrima limfoidnih folikula, većina ovih stanica 
umire apoptozom. B limfociti koji posjeduju 
Ig receptore visokog afiniteta za antigene pre-
zentirane od folikularnih dendritičkih stanica 
imaju aktiviran bcl-2 gen, i time su zaštićene od 
apoptoze. Reed-Sternbergove stanice tipične za 
Hodgkinov limfom, predstavljaju transformirane 
post-germinativne B stanice, koje nisu ostvarile 
uspješan rearanžman imunoglobulinskog gena, 
te su stoga predodređene za apoptozu. Brojni 
mehanizmi, uključujući i latentnu infenkciju 
Epstein Barr virusom (EBV), omogućavaju pre-
življavanje neoplastičnih stanica Hodgkinovog 
limfoma.
Imunohistohemijsko određivanje ekspresije pro-
teina udruženih sa apoptozom (Bcl-2, Bcl-x, Bax, 
p53) u neoplastičnim stanicama Hodgkinovog 
limfoma. Korelacija ekspresije proteina udruže-
nih sa apoptozom u EBV pozitivnim i EBV nega-
tivnim slučajevima Hodgkinovog limfoma.

MATERIJAL I METODE

U studiju je uključen 81 slučaj Hodgkinovog 
limfoma dijagnosticiran u Zavodu za patolo-
giju Univerzitetskog kliničkog centra Tuzla. U 
fenotipizaciji neoplastičnih stanica, dokazivanju 
EBV infekcije i određivanju ekspresije proteina 
udruženih sa apoptozom, korištena je imunohi-
stohemijska metoda trostepene imunoperoksi-
daze sa streptavidinom. Upotrebljena su slije-
deća antitijela: CD3(PC3/188A), CD15(C3D-1), 
CD20cy(L26), CD30(Ber-H2), CD45(T29/33), 
LMP(CS 1-4), BCL2 (124), Bcl-X(poliklonalni), 
Bax(poliklonalni) i p53 protein(DO-7)(DAKO, 
Glostrup, Danska). Detekcija Epstein Barr viru-
sne ribonukleinske kiseline (EBER1 i EBER2 
RNA) vršena je metodom hromogene hibridi-
zacije in situ korištenjem FITC-om označene 
peptidne nukleinsko kiselinske (PNA) probe 
(Dako, Glostrup, Danska).
Za imunohistohemijsku analizu, deparafinisani, 
5µm debeli histološki rezovi formalinom fiksi-

ranih i u parafin ukalupljenih tkivnih uzoraka 
Hodgkinovog limfoma inkubirani su primarnim 
antitijelima na sobnoj temperaturi u trajanju 
1 sat. Prije inkubacije vršena je inhibicija ak-
tivnosti endogene peroksidaze i demaskiranje 
antigena kuhanjem 15 minuta u citratnom puferu 
pH 6.0. Inkubacija sekundarnim antitijelima 
označenim biotinom i peroksidazom označenim 
streptavidinom trajala je 30 minuta. Kao hromo-
gen korišten je 3,3 diaminobenzidin hidrohlorid, 
a za kontrastno bojenje hematoksilin. Intenzitet 
ekspresije antigena je određivan semikvantita-
tivno kao negativno(0), blago(1), umjereno(2) i 
intenzivno pozitivno(3) bojenje.
U pripremi za in situ hibridizaciju, nakon stan-
dardne procedure deparafinizacije i rehidracije, 
obavljen je pretretman histoloških rezova pro-
teinazom K u trajanju 20 minuta. Slijedila je 
hibridizacija PNA probom 90 minuta na 55°C, 
a potom inkubacija sa sekundarnim anti-FITC 
antitijelom označenim alkalnom fosfatazom u 
trajanju 30 minuta. Vizualizacija je izvršena 
BCIP/NBT/levamizol supstratnim sistemom 
60 minuta, nakon čega je slijedilo kontrastno 
bojenje hematoskilinom.
Statistička obrada podataka je izvršena računa-
njem srednje vrijednosti, standardne devijacije, 
testiranjem proporcija, i hi-kvadrat testom. 

REZULTATI

Neoplastične stanice Hodgkinovog limfoma su 
imunohistohemijski bile pozitivne na latentni 
membranski protein 1 u 27 (33.3%) slučajeva. 
In situ hibridizacijom, pozitivnost na EBER 
RNK u Reed-Sternbergovim, Hodgkinovim i 
lakunarnim stanicama je nađena u 39 (48.1%) 
slučajeva. Bcl-2 onkoprotein je u neoplastičnim 
stanicama��������������������������������     �������������������������������   Hodgkinovog��������������������    �������������������  limfoma������������   ����������� bio��������  �������poziti-
van u 18 (22.2%) slučajeva, Bcl-X protein u 
71 (87.7%), Bax protein u 65 (80.2%), a p53 
protein je nađen u 55 (67.8%) slučajeva. Bcl-2 
protein je bio pozitivan u 7 (17.9%) EBER RNK 
pozitivnih slučajeva Hodgkinovog limfoma, 
Bcl-X je nađen u 36 (92.3%), Bax u 32 (82.1%), 
a p53 u 28 (71.8%) slučajeva. Bcl-2 protein je 
bio pozitivan u 11 (26.2%) EBV negativnih 
slučajeva Hodgkinovog limfoma, Bcl-X je nađen 
u neoplastičnim stanicama 35 (83.3%), Bax u 33 
(78.6%), a p53 u 27 (74.3%) slučajeva (Grafikon 
1)(Slika 1).

Elmir Čičkušić, Aida Arnautović, Jasminka Mustedanagić-Mujanović, Ermina Iljazović...
Acta Med Sal 2008; 37 (1): 25-33



28

Slika 1. Ekspresija proteina udruženih sa apoptozom 
u EBV + i EBV- Hodgkinovom limfomu
Figure 1. Expression of proteins associated with apop-
tosis in EBV + EBV- Hodgkin lymphom

Intenzitet pozitivnosti neoplastičnih stanica 
EBV pozitivne Hodgkinove bolesti na proteine 
udružene sa apoptozom prikazan je u grafikonu. 
Intenzitet pozitivnosti neoplastičnih stanica na 
proteine udružene sa apoptozom prikazan je u 
grafikonu. Intenzitet pozitivnosti neoplastičnih 
stanica EBV negativne Hodgkinove bolesti na 
proteine udružene sa apoptozom prikazan je u 
grafikonu.

Slika 2. Intenzitet ekspresije proteina udruženih sa 
apoptozom u neoplastičnim stanicama Hodgkinovog 
limfoma
Figure 2. Intensity of expression of proteins associ-
ated with apoptosis in neoplastic cells of Hodgkin 
lympohoma

Slika 3. Ekspresija proteina udruženih sa apoptozom 
u Hodgkinovom limfomu: a) Bcl-2, b) Bcl-X, C) Bax 
i d) p53
Figure 3. Expression of proteins associated with 
apoptosis in Hodgkin lymphoma: a)Bcl-2, b) Bcl-X, 
c) Bax, d) p53

Srednje vrijednosti intenziteta ekspresije ovih 
antigena ispitivane grupe u cijelosti, EBER RNK 
pozitivnih i negativnih slučajeva Hodgkinovog 
limfoma su prikazane u tabeli 1.
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Tabela 1. Srednje vrijednosti ekspresije antigena CD15, CD20, Bcl-2, Bcl-X, Bax i p53 proteina u neoplastičnim 
stanicama Hodgkinovog limfoma 
Table 1. Mean values of expression of antigens CD15, CD20, Bcl-2, Bcl-X, Bax and p53 proteins in neoplastic 
cells of Hodgkin lymphoma

Antigen Grupa u Cijelosti (n=81) EBV+ (n=39) EBV-(n=42)
Srednje St. devijacija Srednje St. devijacija Srednje St. devijacija

CD15 1.23 0.81 1.21 0.89 1.26 0.73
CD30 1.58 0.80 1.69 0.77 1.48 0.83
Bcl-2 0.22 0.42 0.18 0.39 0.26 0.45
Bcl-X 1.38 0.78 1.33 0.66 1.43 0.89
Bax 1.31 0.93 1.28 0.92 1.33 0.95
P53 0.79 0.65 0.77 0.54 0.81 0.74

a)

b)

c)

d)
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DISKUSIJA

U netretiranom Hodgkinovom limfomu mogu 
se naći znaci niske apoptotične aktivnosti u vidu 
kariorektičnih “mumificiranih” neoplastičnih 
stanica. Osjetljivost neoplastičnih stanica 
Hodgkinovog limfoma na terapiju, kao i znaci 
endogene stanične smrti govore o zadržavanju 
njihove sposobnosti podlijeganja apoptotičnoj 
smrti. Sa druge strane, klinička iskustva govore 
o postojanju dijela Hodgkinovog limfoma koji 
je otporan na terapiju. Imunohistohemijska 
ispitivanja������������������������������������ �����������������������������������prisustva�������������������������� �������������������������Bcl����������������������-2, ������������������Bcl���������������-��������������X������������� ������������i����������� ����������Bax������� ������u����� ����Hod-
gkinovom limfomu su pokazala prisustvo sva tri 
proteina u Reed-Sternbergovim i Hodgkinovim 
stanicama u preko 50% slučajeva, sugerišući pri 
tom načine preživljavanja in vivo i mehanizme 
odgovora na terapiju7,8. Latentni membranski 
protein-1 Epstein-Barr virusa, koji se nalazi u 
neoplastičnim stanicama dijela Hodgkinovog 
limfoma��������������������������������������, ������������������������������������mo����������������������������������ž���������������������������������e�������������������������������� oponašati glavne signalne pute-
ve B stanica, dijeleći brojne osobine sa CD40, 
članom porodice receptora za faktor tumorske 
nekroze 19,10.
Učestalost prisutnosti Bcl-2 u neoplastičnim 
stanicama Hodgkinovog limfoma ispitivane 
skupine u 22.2% slučajeva jedna je od najnižih 
zabilježenih. Manju učestalost ekspresije su našli 
autori studije iz Poljske (12.5%), a vrlo sličnu 
autori iz Kine (23.0%)11,12. Statistički značajno 
veće prisustvo Bcl-2 proteina dokazali su autori 
studija sa 42.9%
(p< .01), 53.3% (p< .0001), 44%(p< .05), 
43% (p< .05), 37.7% (p< .05), 61.5% (p< 
.01), 69% (p< .0001), 63.5% (p< .0001) i 65% 
(p< .0001) ovih slučajeva13-21. Bcl-2 protein 
je u neoplastičnim stanicama EBV pozitivnih 
slučajeva ispitivane skupine (17.9%) bio nešto 
manje prisutan u odnosu na EBV negativne 
slučajeve (26.2%). Intenzitet bojenja na Bcl-2 
protein je takođe bio nešto intenzivniji u EBV 
negativnim (0.26) u odnosu na EBV pozitivne 
slu�����������������������������������������������č����������������������������������������������ajeve����������������������������������������� (0.18). ��������������������������������Ovi����������������������������� ����������������������������podaci���������������������� ���������������������su������������������� ������������������u����������������� ����������������skladu���������� ���������sa������� ������tvrdn-
jama da je stvaranje Bcl-2 proteina neovisno 
o udruženosti Hodgkinovog limfoma sa EBV 
infekcijom11, 12, 14. 
U distribuciji učestalosti ekspresije Bcl-2 prema 
podtipu������������������������������������    �����������������������������������   Hodgkinovog������������������������    �����������������������  limfoma����������������   ��������������� ispitivane�����  ����sku-
pine u cijelosti nije nađena statistički značajno 
veća udruženost ekspresije Bcl-2 sa određenim 
podtipom, što je u suprotnosti sa tvrdnjama da 
je��������������������������������������������� ��������������������������������������������Bcl�����������������������������������������-2 ��������������������������������������protein������������������������������� č�����������������������������e����������������������������šć��������������������������e������������������������� ������������������������prisutan���������������� ���������������u�������������� �������������podtipu������ �����nodu-

larne skleroze16. Poređenjem ekspresije Bcl-2 
proteina nije nađena statistički značajno veća 
ekspresija������������������������������������ �����������������������������������ovog������������������������������� ������������������������������onkoproteina������������������ �����������������u���������������� ���������������podtipovima���� ���no-
dularne���������������������������������������� ���������������������������������������skleroze������������������������������� (34.8%), ���������������������limfocitne����������� ����������predomina-
cije (33.3) i mješovite celularnosti (28.6%) EBV 
negativnih slučajeva u odnosu na EBV pozitivne 
slučajeve ispitivane skupine (19.2%; 0.0% i 
10%). Srednje vrijednosti intenziteta ekspresije 
Bcl����������������������������������������-2 �������������������������������������proteina����������������������������� ����������������������������u��������������������������� ��������������������������pomenutim����������������� ����������������podtipovima����� ����Hod-
gkinovog limfoma takođe su veće u grupi EBV 
negativnih slučajeva (0.26; 0.33 i 0.29) u odnosu 
na EBV pozitivne (0.19; 0.00; 0.10). Mogućnost 
da�������������������������������������������� �������������������������������������������Bcl����������������������������������������-2 �������������������������������������mo�����������������������������������ž����������������������������������e��������������������������������� ��������������������������������imati��������������������������� ��������������������������zna�����������������������č����������������������ajniju���������������� ���������������ulogu���������� ���������u�������� �������patoge-
nezi EBV negativnih slučajeva Hodgkinovog 
limfoma već je iznesena, ali nije bila povezivana 
sa određenim podtipovima bolesti14. Ispitivanjem 
povezanosti ekspresije Bcl-2 proteina i prisustva 
t (14;18) u Hodgkinovom limfomu nije nađena 
značajna udruženost prisustva ove translokacije i 
ekspresije Bcl-2. To može značiti da t (14;18) ne 
igra značajnu ulogu u patogenezi Hodgkinovog 
limfoma. 
Bcl-X gen iz porodice gena inhibitora apoptoze 
je prema većini izvještaja mnogo aktivniji u 
Hodgkinovom limfomu u odnosu na Bcl-2 gen. 
Ekspresija ovog gena je zabilježena u 86% do 
94% slučajeva21, 22. Samo u jednoj studiji je 
nađena ekspresija ovog gena u 34% slučajeva, 
što je statistički značajno manje (p< .0001) u 
odnosu na ispitivanu skupinu13. ���������������� In��������������  ������������� vitro��������  �������ispiti-
vanja su pokazala da Bcl-X gen može uticati na 
stvaranje otpornosti na lijekove, upućujući na 
zaključak da hemijske i biološke interakcije sa 
ovim proteinom mogu imati terapijski značaj u 
Hodgkinovom limfomu21. Učestalost ekspresije 
Bcl�������������������������������������������-������������������������������������������X����������������������������������������� ����������������������������������������proteina�������������������������������� �������������������������������u������������������������������ �����������������������������neoplasti��������������������č�������������������nim���������������� ���������������stanicama������ �����ispi-
tivane skupine u cijelosti (87.7%) je u skladu sa 
većinom objavljenih podataka, dok je intenzitet 
bojenja����������������������������������������� ����������������������������������������bio������������������������������������� ������������������������������������srednji����������������������������� (1.38). ��������������������Nalaz��������������� ��������������visoke�������� �������ekspre-
sije Bcl-X, a niske ekspresije Bcl-2 u Hodgkin-
ovoj bolesti odgovara objavljenim podacima7. 
Razlika u ekspresiji Bcl-X proteina u skupini 
EBV pozitivnih slučajeva (92.3%) u odnosu na 
EBV negativne slučajeve (83.3%) iznosi 9%, i 
iako nije statistički značajna, najveća je razlika 
u ekspresiji ispitivanih proteina udruženih sa 
apoptozom među ovim skupinama. Interesantno 
je����������������������������������������������� ����������������������������������������������da�������������������������������������������� �������������������������������������������je����������������������������������������� ����������������������������������������prosje����������������������������������č���������������������������������an������������������������������� ������������������������������intenzitet�������������������� �������������������bojenja������������ �����������u���������� ���������EBV������ �����nega-
tivnoj skupini (1.43) nešto veći, ali ne i statistički 
značajno različit, u odnosu na EBV pozitivnu 
skupinu����������������������������������������� (1.33). ��������������������������������U������������������������������� ������������������������������raspodjeli�������������������� �������������������u������������������č�����������������estalosti�������� �������ekspre-
sije Bcl-X prema podtipovima Hodgkinovog 
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limfoma ispitivane skupine u cijelosti, nađena je 
statistički značajna razlika (p< .05) u ekspresiji 
ovog���������������������������������������      ��������������������������������������    proteina������������������������������     �����������������������������   u����������������������������    ���������������������������  podtipovima����������������   ��������������� nodularne������  �����skle-
roze (91.2%) i mješovite celularnosti (88.2%) u 
odnosu na podtip limfocitne deplecije (33.3%). 
Podtip limfocitne predominacije sa 75.9% 
slučajeva sa ekspresijom Bcl-X nije statistički 
zna��������������������������������������������č�������������������������������������������ajno��������������������������������������� ��������������������������������������razli���������������������������������č��������������������������������it������������������������������ �����������������������������u���������������������������� ���������������������������odnosu��������������������� ��������������������na������������������ �����������������limfocitnu������� ������deple-
ciju. Poređenjem srednjeg intenziteta bojenja 
neoplastičnih stanica pojedinih podtipova EBV 
pozitivne i EBV negativne skupine Hodgkinovog 
limfoma najjači intenzitet je nađen u skupini 
EBV negativne mješovite celularnosti (1.71), 
što naglašava mogućnost značajne uloge ovog 
proteina u patogenezi slučajeva ove skupine. 
Ekspresija Bcl-X u pojedinim podtipovima EBV 
pozitivne i EBV negativne skupine Hodgkinovog 
limfoma pokazala je značajno manju učestalost u 
podtipu limfocitne deplecije u odnosu na ostale 
podtipove. 
Ispitivanja prisustva proapoptotičnog proteina 
Bax u pojedinim studijama pokazuju da je ovaj 
protein bio odsutan, ili prisutan u vrlo malom 
dijelu slučajeva (1.8%), druge studije su pokazale 
njegovu ekspresiju u 41% do 92% slučajeva8, 13, 15. 
Upotrebom monoklonalnog antitijela pri analizi 
Bax proteina nađeno je prisustvo u malom broju 
slu���������������������������������������������č��������������������������������������������ajeva���������������������������������������, �������������������������������������dok���������������������������������� ���������������������������������je������������������������������� ������������������������������upotreba���������������������� ���������������������poliklonalnog�������� �������antiti-
jela pokazala visoku ekspresiju ovog proteina1. 
Ispitivanja prisustva glasničke RNK Bax gena u 
Reed-Sternbergovim stanicama koje su pozitivne 
na�������������������������������������������� �������������������������������������������Bax���������������������������������������� ���������������������������������������protein�������������������������������� �������������������������������upotrebom���������������������� ���������������������poliklonalnog�������� �������antiti-
jela su pokazala prisustvo ove RNK, potvrđujući 
korisnost ovog antitijela1. 
Ekspresija������������������������������������ �����������������������������������Bax�������������������������������� �������������������������������proteina����������������������� ����������������������u��������������������� ��������������������neoplasti�����������č����������nim������� ������stani-
cama ispitivane skupine Hodgkinovog limfoma 
je bila visoka (80.2%), a razlika u ekspresiji 
među skupinama EBV pozitivnih (82.1%) i EBV 
negativnih���������������������������������������� ���������������������������������������slu������������������������������������č�����������������������������������ajeva������������������������������ (78.6%) ���������������������je������������������� ������������������bila�������������� �������������neznatna�����. ���In-
tenzitet bojenja Bax proteina ispitivane skupine u 
cijelosti je bio umjeren i nije pokazao statistički 
značajnu razliku među EBV pozitivnim i EBV 
negativnim slučajevima. Poređenjem učestalosti 
pozitivnosti������������������������������������ �����������������������������������Bax�������������������������������� �������������������������������proteina����������������������� ����������������������u��������������������� ��������������������neoplasti�����������č����������nim������� ������stani-
cama pojedinih podtipova Hodgkinovog limfoma 
ispitivane������������������������������������� ������������������������������������skupine����������������������������� ����������������������������u��������������������������� ��������������������������cijelosti�����������������, ���������������skupine�������� �������EBV���� ���po-
zitivnih i EBV negativnih slučajeva, nodularna 
skleroza je pokazala najčešću pozitivnost u sve 
tri skupine (89.5%; 92.3%; 87.1%). U ispitivanoj 
skupini u cijelosti ona je bila statistički značajno 
veća (p< .05) ��������������������������������u������������������������������� ������������������������������odnosu������������������������ �����������������������na��������������������� ��������������������ekspresiju���������� ���������ovog����� ����pro-
teina u podtipovima limfocitne predominacije 

i mješovite celularnosti, a u skupinama EBV 
pozitivnih i EBV negativnih slučajeva u odnosu 
na podtip mješovite celularnosti. 
Poređenjem srednjih vrijednosti intenziteta 
bojenja Bax proteina nađen je u skupini EBV 
negativnih slučajeva značajno veći intenzitet u 
podtipu nodularne skleroze u odnosu na druge 
podtipove (1.58 naprema 0.33; 0.86 i 0.00). 
Najveći srednji intenzitet bojenja je nađen u EBV 
pozitivnim�������������������������������������� �������������������������������������slu����������������������������������č���������������������������������ajevima�������������������������� �������������������������podtipa������������������ �����������������limfocitne������� ������deple-
cije (2.50), što je u cijelosti najveća prosječna 
vrijednost bojenja u svim ispitivanim skupinama. 
Bax protein je pokazao značajnu prisutnost u 
ispitivanim slučajevima Hodgkinovog limfoma, 
koja������������������������������������������� ������������������������������������������je���������������������������������������� ���������������������������������������najizra��������������������������������ž�������������������������������enija�������������������������� �������������������������u������������������������ �����������������������podtipu���������������� ���������������nodularne������ �����skle-
roze������������������������������������������, ����������������������������������������bez������������������������������������� ������������������������������������obzira������������������������������ �����������������������������na��������������������������� ��������������������������udru����������������������ž���������������������enost���������������� ���������������sa������������� ������������EBV��������� ��������infekci-
jom. Visoku ekspresiju Bax gena neki od autora 
navode kao mogući razlog dobrog terapijskog 
odgovora��������������������������������������� ��������������������������������������zna�����������������������������������č����������������������������������ajnog����������������������������� ����������������������������dijela���������������������� ���������������������oboljelih������������ �����������od��������� ��������ove����� ����neo-
plazme8. Iako je Bax protein prisutan u najvećem 
dijelu slučajeva Hodgkinovog limfoma, u većini 
pozitivnih stanica nema morfoloških znakova 
koji odgovaraju apoptozi. Bax gen će izazvati 
staničnu smrt kada je nivo njegove ekspresije 
veći u odnosu na ekspresiju Bcl-2 i Bcl-X gena23. 
Izgleda da su neoplastične stanice zaštićene od 
smrti sve dok je količina Bcl-X proteina dovoljna 
da veže postojeći Bax protein24. 
Protein������������������������������������� ������������������������������������p�����������������������������������53 ��������������������������������se������������������������������ �����������������������������mo���������������������������ž��������������������������e������������������������� ������������������������imunohistohemijski������ �����doka-
zati u neoplastičnim stanicama Hodgkinovog 
limfoma u značajnom dijelu slučajeva. Prikazana 
je učestalost pozitivnosti neoplastičnih stanica 
u 30% do 77% slučajeva ove bolesti13, 20, 25, 26. 
Učestalost pozitivnosti neoplastičnih stanica 
ispitivane skupine u cijelosti na p53 protein 
(67.8%) odgovara dijelu studija sa izraženom 
ekspresijom ovog proteina. Statistički značajno 
manju ekspresiju ovog proteina u odnosu na 
ispitivanu skupinu su pokazale studije sa 30% 
(p< .001) i 35% (p< .001) ovakvih slučajeva18, 

27. Učestalost prisustnosti p53 u EBV pozitivnim 
slučajevima (71.8%) je nešto veća nego u EBV 
negativnim slučajevima (64.3%), ali ne statistički 
značajno. Poređenjem učestalosti pozitivnosti 
Reed-Sternbergovih i Hodgkinovih stanica u 
pojedinim podtipovima bolesti nađena je najveća 
u����������������������������������������������č���������������������������������������������estalost������������������������������������� ������������������������������������pozitivnosti������������������������ �����������������������podtipa���������������� ���������������nodularne������ �����skle-
roze u ispitivanoj skupini u cijelosti (73.7%) i 
skupini EBV negativnih bolesti (71.0%). 
Zanimljiv je podatak da su svi analizirani 
slu������������������������������������������č�����������������������������������������ajevi������������������������������������ �����������������������������������EBV�������������������������������� �������������������������������pozitivne���������������������� ���������������������limfocitne����������� ����������predomina-
cije������������������������������������������������ �����������������������������������������������i���������������������������������������������� ���������������������������������������������limfocitne����������������������������������� ����������������������������������deplecije������������������������� ������������������������pozitivni���������������, �������������a������������ �����������svi�������� �������EBV���� ���ne-
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gativni slučajevi ovih podtipova negativni na p53 
protein. Nije nađena statistički značajna razlika u 
intenzitetima bojenja p53 između EBV pozitivnih 
i�������������������������������������������� �������������������������������������������EBV���������������������������������������� ���������������������������������������negativnih����������������������������� ����������������������������slu�������������������������č������������������������ajeva�������������������. �����������������Pore�������������đ������������enjem������� ������sredn-
jih vrijednosti intenziteta bojenja neoplastičnih 
stanica na p53 u odnosu na podtip bolesti i 
udruženost sa EBV infekcijom značajno veću 
srednju�������������������������������������   ������������������������������������  vrijednost��������������������������   ������������������������� je����������������������� ����������������������pokazao��������������� ��������������podtip�������� �������EBV���� ���po-
zitivne limfocitne deplecije (1.5). Među EBV 
negativnim slučajevima najveću, ali ne značajno 
različitu pozitivnost je pokazao podtip mješovite 
celularnosti (1.14). Stvaranje p53 proteina u 
neoplastičnim stanicama Hodgkinovog limfoma 
je uobičajena pojava, bez značajnih razlika 
među podtipovima bolesti, odnosno bez obzira 
na udruženost sa EBV infekcijom. Ispitivanja 
postojanja mutacija p53 gena u Hodgkinovom 
limfomu������������������������������������       �����������������������������������     i����������������������������������      ���������������������������������    njihovog�������������������������     ������������������������   mogu��������������������   ć�������������������   eg�����������������    ����������������  uticaja���������   �������� na������  �����stva-
ranje p53 proteina su pokazala da ove mutacije 
nisu karakteristične za ovu neoplazmu i nemaju 
uticaja na stvaranje ovog proteina25, 28. 
Odsustvo ekspresije Bcl-2, Bcl-X, Bax i p53 
proteina u samo 2 (2.5%) slučaja ispitivane 
skupine Hodgkinovog limfoma potvrđuje ulogu 
apoptoti������������������������������������     č�����������������������������������     nih��������������������������������      �������������������������������    i������������������������������     �����������������������������   antiapoptoti�����������������   č����������������   nih�������������    ������������  gena��������   ������� u������  �����pato-
genezi ove bolesti. U manjem dijelu slučajeva 
(14.8%) prisutan je samo jedan od navedenih 
proteina, dok se u statistički značajno većem (p< 
.0001) broju slučajeva nađu dva ili više proteina 
(82.7%). ������������������������������������   Tri���������������������������������    ��������������������������������  proteina������������������������   ����������������������� su���������������������  �������������������� na������������������ đ����������������� ena��������������  �������������  u������������  ����������� vi��������� š��������e������� ������od���� ���po-
lovine slučajeva (50.6%), a sva četiri u 13.6% 
slučajeva. Statistički značajno najbrojnija (p< 
.0001) �����������������������������������������kombinacija������������������������������ �����������������������������ekspresije������������������� ������������������u����������������� ����������������ispitivanoj����� ����sku-
pini u cijelosti je istovremeno prisustvo Bcl-X, 
Bax�������������������������������������������� �������������������������������������������i������������������������������������������ �����������������������������������������p����������������������������������������53 �������������������������������������proteina����������������������������� ����������������������������u��������������������������� 36 (44.4%) ���������������slu������������č�����������ajeva������. ����Spo-
sobnost preživljavanja ili podlijeganje staničnoj 
smrti neoplastičnih stanica Hodgkinovog 
limfoma očigledno ne zavisi od aktivnosti 
pojedinačnog gena uključenog u regulaciju ovih 
de������������������������������������������š�����������������������������������������avanja�����������������������������������. ���������������������������������Sudbina�������������������������� �������������������������Reed���������������������-��������������������Sternbergovih������� ������i����� ����Hod-
gkinovih stanica će biti određena mogućnošću 
održavanja ravnoteže između proapoptotičnih i 
antiapoptotičnih signala. 
U netretiranom Hodgkinovom limfomu prednost 
je izvjesno na strani antiapoptotičnih gena, što 
se ogleda u malom broju apoptotičnih stanica 
i u rastu i širenju neoplazme. Ekspresija gena 
uklju�������������������������������������������č������������������������������������������enih�������������������������������������� �������������������������������������u������������������������������������ �����������������������������������regulaciju������������������������� ������������������������apoptoze���������������� ���������������mo�������������ž������������e����������� ����������imati����� ����uti-
caja na odgovor na terapiju čiji je osnovni cilj da 
neoplastične stanice podvrgne apoptozi. Prisustvo 
Bax ili nekog drugog proapoptotičnog proteina u 
neoplastičnim stanicama Hodgkinovog limfoma 

može ostaviti mogućnost pokretanja mehanizma 
apoptoze ovim putem. Povećano stvaranje Bcl-2 
proteina ili njegovih homologa može uticati 
ne samo na otpornost B i T limfocita na korti
kosteroide, gama zračenje i na oštećenje DNK 
hemoterapijom, nego može zaštititi i različite 
neoplastične stanice29. ������������������������Pore��������������������đ�������������������enjem�������������� �������������srednjih����� ����vri-
jednosti intenziteta bojenja p53, Bcl-2, Bcl-X i 
Bax proteina ispitivane skupine u cijelosti, EBV 
pozitivnih i EBV negativnih skupina, nađena je 
u svim navedenim kombinacijama statistički 
zna����������������������������������������������č���������������������������������������������ajna����������������������������������������� ����������������������������������������razlika��������������������������������� ��������������������������������u������������������������������� ������������������������������intenzitetima����������������� ����������������ekspresije������ �����nave-
denih proteina (p< .0001 do p< .000001), osim 
između Bcl-X i Bax proteina. Stoga se može 
pretpostaviti da je za opstanak i rast neoplastičnih 
stanica neophodna ravnoteža aktivnosti ovih 
gena. U slučaju Hodgkinovog limfoma izgleda 
da je veoma značajna ravnoteža stvaranja Bcl-X 
i Bax proteina, dok Bcl-2 ne pokazuje takav 
nivo ekspresije. U više drugih ispitivanja je 
dokazano da visok nivo ekspresije Bcl-2 gena u 
neoplastičnim stanicama Hodgkinovog limfoma 
ima nepovoljan uticaj na prognozu bolesti, dok 
su za uticaj visokih i niskih nivoa ekspresije p53 
gena mišljenja podijeljena30, 31. 
Svi���������������������������������������� ���������������������������������������EBV������������������������������������ �����������������������������������udru�������������������������������ž������������������������������eni��������������������������� ��������������������������slu�����������������������č����������������������ajevi����������������� ����������������Hodgkinovog����� ����lim-
foma imaju visoku ekspresiju LMP1 koji izaziva 
odgovor citotoksičnih T limfocita u zdravih 
osoba. Smanjena ekspresija HLA gena klase 
I u EBV negativnom Hodgkinovom limfomu, 
može biti način na koji neoplastične stanice 
ovih slučajeva izbjegavaju prepoznavanje od 
strane citotoksičnih T limfocita32. ���������  U��������   ������� EBV����  ���po-
zitivnim slučajevima nađena je uobičajena, pa 
čak i povećana ekspresija HLA gena klase I što 
upućuje na drugačije mehanizme izbjegavanja 
staničnog odgovora33. U osoba sa EBV pozitivnim 
Hodgkinovim limfomom nađen je lokalni prije 
nego sistemski poremećaj u citotoksičnosti34. 
Stvaranje inhibitora citotoksičnih T stanica, 
interleukina-10 i faktora tumorskog rasta-β, 
koji����������������������������������������� ����������������������������������������su�������������������������������������� �������������������������������������na�����������������������������������đ����������������������������������eni������������������������������� ������������������������������u����������������������������� ����������������������������neoplasti�������������������č������������������nim��������������� ��������������stanicama����� ����Hod-
gkinovog limfoma, ili stvaranje serpina mogu 
sprije�������������������������������������������č������������������������������������������iti��������������������������������������� ��������������������������������������destruktivno�������������������������� �������������������������dejstvo������������������ �����������������perforina�������� �������i������ �����gran-
zima35, 36. Ispitivanje prisustva apoptoze u Fas i 
Fas ligand pozitivnim neoplastičnim stanicama 
Hodgkinovog limfoma su pokazala da interakcije 
Fas i Fas liganda ne moraju uzrokovati apoptozu 
ovih stanica37. To znači da postoje mehanizmi 
kojima Reed-Sternbergove i Hodgkinove stanice 
mogu izbjeći apoptozu uzrokovanu citotoksičnim 
nesekretornim putem.
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ZAKLJUČAK

U neoplastičnim stanicama Hodgkinovog limfoma 
Bcl-2 protein se nalazi u 22.2%, Bcl-X u 87.7%, 
Bax u 80.2% i p53 u 67.8% slučajeva. Istovreme-
no stvaranje Bcl-X, Bax i p53 proteina je prisutno 
u 44.4% slučajeva. Ekspresija bcl-2, bcl-X, bax 
i p53 proteina u neoplastičnim stanicama se ne 
razlikuje u EBV pozitivnom i EBV negativnom 
Hodgkinovom limfomu. Srednje vrijednosti inten-
ziteta bojenja p53, Bcl-2, Bcl-X i Bax proteina is-
pitivane skupine u cijelosti, EBV pozitivne i EBV 
negativne skupine međusobno pokazuju značajnu 
razliku, osim između Bcl-X i Bax proteina. ����Spo-
sobnost preživljavanja ili podlijeganje staničnoj 
smrti neoplastičnih stanica Hodgkinovog limfoma 
očigledno ne zavisi od aktivnosti pojedinačnog 
gena������������������������������������������ �����������������������������������������uklju������������������������������������č�����������������������������������enog������������������������������� ������������������������������ u����������������������������� ����������������������������regulaciju������������������ programirane sta-
nične smrti. ���������������������������������Sudbina�������������������������� �������������������������Reed���������������������-��������������������Sternbergovih������� ������i����� ����Hod-
gkinovih stanica će biti određena mogućnošću 
održavanja ravnoteže između proapoptotičnih i 
antiapoptotičnih signala. 
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