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PREDIKTIVNI ZNACAJ BIOMARKERA bel2, bel6, CD10 i MUM1

KOD DIFUZNIH B-KRUPNOCELIJSKIH LIMFOMA

Sazetak

UVOD: Bolesnici sa difuznim B-krupnocelijskim limfomima (DLBCL) imaju veoma heterogen
klini¢ki tok i prognozu. Postoji kontinuirana potreba za iznalazenjem novih prediktivnih modela
radi stratifikacije rizika kod obolelih. Imunohistohemijski biomarkeri u korelaciji sa klini¢kim i
bihemijskim parametrima, kao i sa skorovima prognoze nude jedan od prediktivnih modela radi
takvog tipa stratifikacije bolesnika.

CILJ: Osnovni cilj istrazivanja bio je da se ispita prediktivni znacaj ekspresije
imunohistohemijskih biomarkera (bcl2, bclé, CD10 i MUM1, po Hansovom i Murisovom
algoritmu i supkategorija po Hansovom algoritmu) sa biohemijskim, klinickim i indeks/skor
karakteristika samostalno 1 u korelaciji radi definisanja njihovog uticaja na odgovor na
primenjenu terapiju, rizika od smrtnog ishoda i duzine perioda bez progresije (PFS).

METODE: U ovoj prospektivnoj studiji koris¢ene su metode semikvantitativne
imunohistohemije za analizu ekspresije ispitivanih biomarkera. Svi analizirani podaci su
sakupljanih iz medicinske dokumentacije. StatistiCke analize uklju¢ivale su primenu
neparametarskih metoda (x*-testa, Mann-Whitney U testa, Kruskal-Wallisovog testa i drugih) i
parametarskih testova tamo gde su obelezja bila numericka, a distribucija normalna (Studentov-t-
test, ANOVA). Period trajanja PFS je ispitvan primenom Kaplan-Meierove analize. Uradene su
univarijantna i multivarijantna analiza faktora rizika za odgovor na terapiju i duzinu PFS,
ZNACAJ: Originalni doprinosi ove studije se ogledaju u potvrdi Murisovog skora, kao i bcl2
biomarkera i IPI skora kao parametara koji imaju prediktivni znacaj u risk stratifikaciji bolesnika
u prognosticke kategorije i u eri primene rituksimaba. Pomenuti nalazi mogu imati realnu
klinicku primenu. Po prvi put je pokazana korelacija NCCN-IPI skora i bcl6 biomarkera u
predikciji terapijskog odgovora. Nadeno je da muski pol kod DLBCL bolesnika predstavlja
faktor rizika za smrtni ishod.

Kljuéne reéi: DLBCL, bcl2, bcl6, CD10, MUML1, biomarkeri, prediktivni znacaj

Naucna i uza naucna oblast: Klinicka medicina, Onkologija

UDK: 616-006.44



PREDICTIVE VALUE OF BIOMARKERS bcl2, bcl6, CD10 AND MUML IN DIFFUSE
LARGE B-CELL LYMPHOMAS

Summary

INTRODUCTION: Patients with diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) have heterogenous
clinical course and prognosis. There is a continuing need for the development of contemporary
predictive models for the stratification of patients. Immunohistochemical biomarkers in
correlation with clinical and biochemical parametres can offer such predictive models for patient
stratification.

AIM: The main objective of this study was to examine the predictive value of
immnohistochemical biomarkers expression (bcl2, bcl6, CD10 and MUML1), according to Hans
and Muris algorithm and subclassification of Hans algorithm) with biochemical, clinical and
score/index characteristics in the studied patient population in order to define their impact on the
response to therapy, the risk of death and duration of progression free survival (PFS).
METHODS: The techinique of classical semiquantitative immunohistochemical analysis for the
biomarkers expression were used. All analyzed data were collected from medical documentation
The statistical methods included the use of non-parametric tests (x-test, Mann-Whitney U test,
Kruskal-Wallis tests and others) as well the use of parametric tests if the characteristics were
numeric and distribution normal (Student’s t-test, ANOVA). PFS was examined by Kaplan-
Meier analysis. The univariate, and multivariate analysis of risk factors for response to therapy
and duration of PFS were assessed.

IMPORTANCE: The original contributions of this study are reflected in the confirmation of
Muris’s score, as well as bcl2 biomarker and IPI score as parametres that have predictive value
in the risk stratification of patients into prognostic categories in the rituximab era. This findings
can be applied in real clinical practice. For the first time a correlation of NCCN-IPI score and
bcl6 biomarker has been established in the prediction of therapeutic response. It was found that
male gender was associated with an increased mortality risk in DLBCL patients.

Key words: DLBCL, bcl2, bcl6, CD10, MUM1, biomarkers, predictive value

Scientific fields: Clinical medicine, Oncology
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Skracenice

AITL- Angioimunoblastni T ¢elijski limfom

ALCL- Anaplasti¢ni krupnocelijski T

¢elijski limfom
ATLL- Adultni T ¢elijski limfom/leukemija

AIDS- ,,Aquired immunodeficiency
syndrome”-sindrom ste¢enog deficita
imuniteta (SIDA)

ABC- ,activated B cell” (aktivirana B

Celija)
AIHA- Autoimuna hemolizna anemija

Ann Arbor klasifikacija- Klasifikacija
klini¢kog stadijum limfoma iz 1971 koja je

dogovorena u gradu Ann Arboru
ANXA 1- Aneksin 1

ALC- ,absolute lymphocyte count”-

(apsolutni broj limfocita)

AMC- ,absolute monocyte count”

(apsolutni broj monocita)

ALK- ,.anaplastic large kinase”

(anaplasti¢na kinaza krupnih celija)

aalPl- ,,age adjusted” IPI (godistu
prilagoden IPI skor)

ACE-27- ,,Adult comorbidity evaluation 27”

APRIL- A proliferation inducing ligand”

BAFF- ,,B-cell activating factor” (faktor B

¢elijske aktivacije)

BAFF-R- ,,B-cell activating factor receptor”

(receptro za faktor B ¢elijske aktivacije)

BCMA.- "B-cell maturation antigen™

(antigen B celijskog zrenja)

BL- Burkitov limfom

BLL- ,,Burkitt-like lymphoma”

BlyS- ,,B-lymphocyte stimulator”

BCR- ,,B cell receptor” (B ¢elijski receptor)

Bcl2- B ¢elijski limfomski/leukemijski
protein tip 2

Bcl6- B ¢elijski limfomski/leukemijski
protein tip 6

BCCA-,,British Columbia Cancer Agency”

BOB1- ,,B-cell specific octamer binding
protein 17

BTK- ,,Bruton’s tyrosine kinase”

CVID- ,,common

immunodeficiency disease” (bolest ucestale

variable

varijabilne imunodeficijencije)

CLL/SLL- hroni¢na limfocitna

leukemija/limfom malih limfocita

CNS- Centralni nervni sistem



Skracenice

Ciklin D2- Cyclin D2 protein ¢elijskog

ciklusa

CR- ,,complete remission” (kompletna

remisija)

CRu- ,,complete remission unconfirmed”

(nepotvrdena kompletna remisija)

95% CI- 95% ,,confidence interval”

(interval poverenja)
DLBCL- Difuzni B krupnocelijski limfom

DLBCL, NOS- Difuzni B krupnocelijski

limfoma, drugacije neoznacen
DHL- ,,double-hit” limfomi
DNA- Deoksiribonukleinska kiselina

ELISA test- ,,Enzyme linked

immunosorbent assay” test
EMA- Epitelijalni membranski antigen

ECOG- ,,Eastern Cooperative Oncology
Group”

EBER- ,,Epstein-Barr virus-encoded small
RNAs”

EBV- Ebstein-Barr virus

EFS- ,,event free survival” (prezivljavanje

bolesnika do narednog dogadaja)

ESMO- ,,European School of Medical
Oncology”

FISH- fluorescentna in situ hibridizacija

FDRC- Folikularno dendritiéne retikularne

celije

FLC- ,free light chain” (slobodni laki lanci

imunoglobulina)

FL- Folikularni limfom

FOXP 1- ,,Forkhead box-protein 1”
GEP- Genski ekspresioni profil

GCET 1- SERPINA 9 (serin proteaza
inhibitor 9)

HBsAQ- Hepatitis B povrsinski antigen
HIV- Virus humane imunodeficijencije
HCV- Hepatitis C virus

HDAC- Histon deacetilaza

HE- Hematoxilin-eosin

HL- Hodgkinov limfom

HTLV 1- Humani T limfotropni virus tip 1

HHV8- Humani herpes virus tip 8, sinonim

Kaposi sarkoma virus

HR- ,,hazard ratio” (rizika koli¢nik)



Skracenice

HIM- Hematopoezna induktivna

mikrookolina

HLA- Humani leukocitni antigen

HRS- ,,Hodgkin-Reed-Sternberg cells”

IgH geni- Geni za teSke lance

imunoglobulina

HCT-CI- ,,Haematopoietic Stem Cell

Transplantation-specific comorbidity index”
IgA- Imunoglobulin A

IgD- Imunoglobulin D

19G- Imunoglobulin G

IgM- Imunoglobulin M

IL-4- Interleukin 4

IL-6- Intreleukin 6

IFRT- ,,Involved field radiotherapy”

IVLBCL- Intravaskularni krupnocelijski B

¢elijski limfom

ICAM1- Intracelularni adhezioni molekul 1
IPI skor- Internacionalni prognosticki skor
IMiD- ,,Immunomodulatory drug”

JAK-STAT- Janus kinaza-signalni

transdjuser i aktivator transkripcije

JAK?2- Janus kinaza tip 2

KSH- Kaposi sarkoma virus, sinonim
HHV8

kDa- kilo Dalton
LPL- Limfoplazmocitni limfom
LYG- Limfomatoidna granulomatoza

LANA.- , Latency associated nuclear

antigen”
LDH- Laktat dehidrogenaza

MSCT- Mulitislajsna kompjuterizovana

tomografija

MRI- Magnetno-rezonantni imidzing

(nuklearna magnetna rezonanca)
MCL- Mantl ¢elijski limfom

MUM1- Multipli mijelom antigen tip 1
MZL- Marginal zonalni limfom

MALT- Maltom (ekstranodalni marginal

zonalni limfom)

MRNA- Informaciona (eng. mesendzer)

ribonukleinska kiselina
MTOR- ,,mammalian target of rapamycin”
MCD- Multicentri¢na Kastlmanova bolest

MGG- May-Grinnwald-Giemsa



Skracenice

MY C- Gen zaduZen za regulaciju ¢elijskog

ciklusa, apoptozu i ¢elijsku transformaciju

MY D88- gen primarne mijeloidne
diferencijacije 88

MVD- ,,microvascular density”

(mikrovaskularna gustina)

M-CIRS- ,,Modified Cumulative Iliness
Rating Scale”

NHL- Non Hodgkin limfom

NCCN-IPI- National Comprehensive
Cancer Network-International Prognostic

Index

non-GCB-ne germinativno ¢elijsko poreklo

B limfocita

NK limfocit- ,,Natural killer’-limfocit

prirodni ubica

NLPHL- Nodularno limfocitno

predominantni Hodgkinov limfom
NFkB- Nuklerni faktor kapa B

OS-,,0Overall survival” (ukupno

prezivljavanje bolesnika)
OR-,,0dds ratio” (unakrsni odnos)

ORR-,,Overall response rate” (ukupni

terapijski odgovor)

Oct-2-,,0Octamer transcription factor 2”

PBL- Plazmablastni limfom

PBL- ,,Primary bone lymphoma” (primarni

kostani limfom)

PBLL- Prekursor B limfoblastni

limfom/leukemija
PEL- Primarni efuzioni limfom
PAL- Piotoraks asocirani limfom

PMLBCL- Primarni medijastinalni B

krupnocelijski limfom

PFS- ,,Progression free survival” (period do

progresije bolesti)

PCLBCL-LT- Primarni kutani

krupnoéelijski B ¢elijski limfom, tip noge
R-IPI- Revidirani IPI

PI3K- Fosfatidil inozitol-3 kinaza

PD-1- protein ,,smrti” tip 1

PD-L1- protein ,,smrti” ligand tip 1
PD-L2- protein ,,smrti” ligand tip 2

PTCL, NOS- Periferni T c¢elijski limfom,

drugacije neoznacem
PTL- primarni testikularni limfom
PET- pozitronska emisiona tomografija

PAXG5- ,,Paired box protein 5



Skracenice

REAL- ,,Revisited European-American
Classification of lymphoma“-Revidirana

evropsko-americka klasifikacija limfoma

REL- transkripcioni faktor udruzen sa

NFkB putem (REL/NFkB put)
RS- Rihterov sindrom

slg- povrsinski imunglobulin, onaj koji se

nalazi na ¢elijskoj membrani

Signet-ring cells- ¢elije pecatnog prstena,

morfoloSka forma malignih ¢elija

Spindle cell- vretenasta Celijska forma
malignih celija
Syk-,,Spleen tyrosine kinase”

TACI-" Transmembrane activator and
calcium modulator and cyclophylin ligand

interactor"

T cell/h rich DLBCL-T
¢elijjama/histiocitima bogat difuzni B

krupnocelijski limfom
TCL-T ¢elijski limfom
TCR- T ¢elijski receptor

TdT- Terminalna-deoksinukleotidil-

transferaza

THL- . triple-hit” limfom

TME- ,,B-cell/plasma cell tumor

microenvironment”

TP53- ,,TP53-inducibile glycolysis and
apoptosis regulator” (TIGAR)

tFL- Transformisani Folikularni limfom
TNF- ,,Tumor necrosis factor alpha”
VDJ- "Variable diverse joining"

VEGF- ,,Vascular endothelial growth
factor”

VEGF-R- ,,Vascular endothelial growth
factor receptor”

WHO- ,,World Health Organization”
(Svetska zdravstvena organizacija)

WE- ,,Working formulation” (radna
klasifikacija limfoma
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1. Uvod

1.1.1. Non Hodgkin limfomi

Klini¢ki i1 bioloski non Hodgkin limfomi (NHL) spadaju u ekstremno heterogenu grupu malignih
tumora limfnog tkiva. Mogu biti porekla B, T ili NK (eng. natural killer) limfocita. Na osnovu
publikacije Boffete i sar. NHL nalaze se na 8. mestu po ucestalosti kod muskaraca i 11. mestu kod
zena, |1 ¢ine priblizno 5,1% svih kancera sa uce$¢em u smrtnosti od 2,7% (1). U Sjedinjenim
Americkim Drzavama incidenca NHL porasla je za 80% od 1970. godine i sada su na 5. mestu po
ucestalosti u odnosu na druge tipove kancera u tom regionu sveta. Poslednji podaci SEER-a
(Surveillance, Epidemiology, and End Results Program) pokazuju da se NHL nalaze na 7. mestu
po ucestalosti, sa procenjenom stopom od 70.800 novoobolelih u 2014. godini. Muskarci imaju
50% vecu incidencu NHL nego zene, dok belci imaju 35% vecéu incidencu u odnosu na crnce.
Stope incidence porasle su u svim podtipovima NHL, posebno difuznih B krupnocelijskih limfoma
(DLBCL). Ucestalost ekstranodalnih NHL porasla je vise i brze u odnosu na nodalne forme NHL
(2). Navedeni porast incidence delom se moze tumaciti poboljsanom dijagnostikom (3), posebno u
grupi ekstranodalnih limfoma (4). Pojava sindroma stecene imunodeficijencije (AIDS) u
epidemijskim razmerama, kao i razvoj transplantacione medicine koja prouzrokuje produzenu,
jatrogenu imunosupresiju imaju uticaja na pomenute poraste incidence, ali nakon 1996.—2000. g.
opada stopa incidenca oboljevanja od NHL vezane za HIV infekciju (2). Generalno porast
incidence NHL je slabo shvacen, jer smatra se da efekti HIV infekcije, jatrogene imunosupresije i
poboljSane dijagnostike ¢ine samo tre¢inu razloga za ovaj porast (2). Non—-AIDS acocirana stopa
incidence NHL nastavlja da raste pogotovo u Zenskom polu, kod starijih bolesnika i crnaca (5). Na
zapadnoj hemisferi ucestalost B ¢éelijskih NHL je predominantna i krece se oko 85% (6), odnosno
90% ¢ine ukupno svi NHL, dok 10% otpada na Hodgkinov limfom (HL) (7). Najzastupljenija vrsta
B celijskih NHL na zapadnoj hemisferi su DLBCL (6), na drugom mestu su folikularni limfomi
(FL) (8), koji zajedno ¢ine vodecu grupu NHL, preko 60%, a nakon toga sukcesivno se
rasporeduju druge forme B celijskih NHL (Grafikon 1). Na isto¢noj hemisferi predominiraju T
¢elijski NHL. Njihova distribucija i ucestalost relativna je i pokazuje znacajne varijacije U
zavisnosti od geografske regije sveta. Azijski kontinent najéeS¢e je mesto njihove pojave
(Grafikon 2).
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1.1.2. Etiologija NHL

Etiologija NHL generalno je nepoznata, medutim definisani su pojedini faktori rizika koji
poveéavaju ukupnu verovatno¢u oboljevanja od ovih bolesti. Od znacaja Su izvesna urodena
imunodeficijentna stanja: Wiscott-Aldrich sindrom, ataxia teleangiectasia, ucestala varijabilna
imunodeficijencija (eng. common variable immunodeficiency-CVID), hipogamaglobulinemija,
koja znacajno povecavaju rizik za razvoj, pre svega, zrelih B ¢elijskih neoplazmi. Poznato je da
neke autoimune bolesti povecavaju rizik oboljevanja od NHL. Reumatoidni artritis povecava rizik
za razvoj DLBCL, Sjogrenov sindrom i Hashimoto tireoiditis povecavaju rizik za ekstranodalni
limfom marginalne zone MALT i DLBCL, gluten-senzitivna enteropatija za T celijski
enteropatijski NHL i dr. Mikrobioloski agensi, pre svega pojedini virusi de facto su definisani
uzrocnici koji doprinose ili direktno izazivaju razvoj pojedinih B, T i NK ¢elijskih neoplazmi. U
tom smislu, retrovirusi kao $to su virus humane imunodeficijencije (HIV) i humani T-limfotropni
virus tip 1 (HTLV 1) dva su najpoznatija virusna agensa koja svojim imunodestruktivnim dejstvom
doprinose ili direktno uti¢u na genezu limfoma. HIV izaziva kompleksnu imunosupresiju i nosi
apsolutni rizik za razvoj ¢itavog spektra NHL, pre svega zrelih B ¢elija (primarni efuzioni limfom,
plazmablastni limfom i multicentricna Kastlmanova bolest asocirana sa Kaposi sarkoma herpes
virusom), kao i HL. Pored ovih poveéava i rizik za razvoj Burkitovog limfoma (BL), DLBCL i
drugih NHL. U severozapadnom delu Japana endemski je prisutna HTLV 1 infekcija koja izaziva
adultni T-Celijski limfom/ leukemiju (ATLL). Seroprevalenca pozitivnih slu¢ajeva kreé¢e se oko
10%, dok je kumulativni rizik za razvoj ATLL 6,9% za seropozitivne muskarce i 2,9% za
seropozitivne zene (9). U zoni Kariba takode je velika prevalenca HTLV 1 pozitivnih osoba i u
odnosu na rasu, crnci imaju vecu incidencu oboljevanja od ATLL (10). Epstein-Barr virus (EBV)
jedan je od najinkriminisanijin agenasa za razvoj citavog spektra razli¢itih tipova limfoma,
najcesce kao neizostavna karika u lancu kofaktora neophodnih za genezu bolesti. Azijski kontinent
jedan je od endemskih lokaliteta sa visokom prevalencom EBV infekcije gde je i najveéa incidenca
EBV-asociranog T/NK ¢elijskog ekstranodalnog limfoma, nazalni tip, zatim agresivhe NK
leukemije i pedijatrijskog EBV+ T/NK ¢elijskog limfoma. U Hong Kongu EBV-asocirani
ekstranodalni T/NK limfom, nazalni tip naj¢es¢i je tip limfoma ¢ine¢i skoro 8% slucajeva (9). U
ekvatorijalnoj Africi postoji endemska pojava BL, kod koga se detektuje u 100% slucajeva
infekcija EBV-om, dok se kod sporadicnog i HIV-asociranog BL detektuje u oko 15-30%

slucajeva (11, 12). Pored pomenutih tipova limfoma EBV je uklju¢en u patogenezu mnogih B
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¢elijskih limfoma koji se pojavljuju kod imunosuprimiranih ili starih bolesnika, uklju¢ujuéi neke
posttransplantacijske limfoproliferativne bolesti, plazmablastni limfom (PBL) i EBV+ DLBCL
starijih (11, 12). Hroni¢na aktivna EBV infekcija moze prethoditi razvoju nekih EBV+ T éelijskih
limfoma (13, 14). Dva pedijatrijska limfoma kao $to su, ve¢ pomenuti EBV+ T/NK ¢elijski limfom
dece i hidroa-vakciniformni (hydroa-vacciniformis) nalik T ¢elijski limfom stoje u uskoj vezi sa
EBV kao neophodnim kofaktorom bolesti. Humani herpes virus tip 8 (HHV-8) ili Kaposi sarkoma
herpes virus (KSHV) redovan su nalaz kod primarnog efuzionog limfoma i u multicentri¢noj
Kastlmanovoj bolesti, koji su obavezno udruzeni sa HIV infekcijom (15). Znacaj hepatitis C virusa
nije dovoljno definisan, ali bar jednim delom je ukljuc¢en u genezu nekih limfoplazmocitnih
limfoma udruzenih sa krioglobulinemijom tip 2, spleni¢nim marginal zonalnim limfomom,
nodalnim limfomom marginalne zone i DLBCL (9). Sto se bakterija tice, Helicobacter pylori sam
ili posledi¢no kao rezultat imunog odgovora na prisustvo bakterije ima ulogu u etiologiji gastri¢nih
MALT limfoma (9). Campylobacter jejuni ima znacaja u razvoju intestinalnog MALT limfoma
udruzenog sa bolesc¢u alfa teskih lanaca (16, 17). Borelia burgdorferi ima znac¢aja u razvoju nekih
kutanih MALT limfoma i primarnih kutanin DLBCL u Evropi (18, 19, 20). Infekcije oka
hlamidijom: C. psittaci, C. pneumoniae, C. trachomatis mogu biti ukljuene u genezu nekih
okularnih adneksalnin MALT limfoma u pojedinim geografskim regijama (21, 22). Faktori spoljne
sredine kao $to je uticaj pojedinih hemikalija tipa pesticida ili herbicida mogu biti dovedeni u vezu
sa razvojem folikularnog limfoma (FL) i DLBCL (23, 24).

1.1.3. Patogeneza NHL

Za poznavanje patogeneze NHL neophodno je poznavati normalan razvojni put limfoidne loze, jer
patobioloski gledano, limfomi nastaju pojavom bloka na nekom od maturacionog ili
diferencijacionog puta limfocita. Uprosc¢eno gledano ovaj proces koji se desava moze Se oznaciti
kao kocenje u sazrevanju (eng. maturation arrest), pri ¢emu celija ostaje "ukoCena" u daljem
sazrevanju i razvoju, ali zadrzava ili pojacava svoju proliferativnu aktivnost, ili se povecava njen
antiapoptotski potencijal. U zavisnosti od nivoa prekida u maturacionom i diferencijacionom putu,
limfomi se klasifikuju na odgovarajuce tipove, u zavisnosti od zrelosti limfomske ¢elije. Pomenute
¢elije imaju tendenciju da imitiraju normalan tok zrenja limfocita, odnosno da maligni Kklon
nalikuje svom benignom c¢elijskom ekvivalentu, mada to nije uvek slucaj. U osnovi maligne

alteracije leze razni tipovi numerickih ili strukturnih hromozomskih aberacija, $to rezultira
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aberantnoj aktivaciji gena koji dalje vode izmeni normalnih signalnih puteva u c¢eliji. Uprosc¢eno
gledano dva osnovna procesa domiraju u maligno transformisanoj ¢eliji: proliferativni signalni
putevi koji su van regularne inhibitorne kontrole §to rezultira hiperproliferacijom malignog klona i
antiapoptotski signalni putevi koji vode pojavi ,,imortalnosti* klona, odnosno bolje re¢eno dugom
zivotnom veku maligne ¢elije, pri ¢emu ona nadzivljava normalne okolne ¢éelije i vremenom
postaje dominantna ¢elijska populacija. Ne treba zanemariti i uticaj tumorske mikrookoline i njene
interakcije sa malignom ¢elijom $to rezultira formiranju jednog kompleksnog ineraktivnog sistema
koji daje Sansu malignoj ¢eliji da prezivi i izbegne imuni odgovor domacina. Tokom vremena
genom limfomskih ¢elija dozivljava dodatne klonalne rearanzmane koji rezultiraju pojavom

rezistencije na terapiju i vode ka refraktarnom obliku bolesti.
1.1.3.1. B éelijski limfomi: od normalne diferencijacije do limfoma

B celijske neoplazme ili limfomi imaju tendenciju da u potpunosti imitiraju stadijume normalne B
¢elijske diferencijacije i ta sli¢nost sa normalnim ¢elijskim stadijumom predstavlja osnovu njihove
klasifikacije i nomenklature (9). S toga, za razumevanje B ¢elijskih proliferacija neophodno je
poznavanje normalnog razvojnog puta ove loze. B limfocitna loza zapodinje svoj nastanak u
kostanoj srzi (primarnom limfnom organu) od mati¢nih ¢elija, preko progenitor B ¢elija do B
limfoblasta, koji u sadejstvu hematopoezne induktivne mikrookoline (HIM) dozivljavaju izmene u
VDJ (eng. Variable Diverse Joining) genima za imunoglobuline. Ovaj proces se oznacava kao
somatska rekombinacija i kroz niz etapnih stadijuma diferencijacije i maturacije nastaju IgM+,
IgD+ zrele, ali antigen-naivne B celije (limfociti). Promene u genomu i imunohistohemijskoj
ekspresiji od ranih progenitora B ¢elija do naivnih IgM+, IgD+ B limfocita predstavljaju ranu fazu
u razvoju B loze koja se oznacava i kao antigen nezavisna faza zrenja i prikazana je u tabeli 1.
Bilo koji onkogeni dogadaj koji ukoc¢i diferencijaciju i maturaciju B ¢elija u vrlo ranim
stadijumima zrelosti (pre nastanka naivnih IgM+, IgD+ B limfocita) dovodi do nastanka
prekursornih B limfoblastnih limfoma, odnosno akutnih B limfoblastnih leukemija (definisan je
veliki broj podvrsta u zavisnosti od imunohistohemije i citogenetskih aberacija koje se desavaju
unutar ¢elija malignog klona). Postoji mala subpopulacija naivnih B limfociti koji koeksprimiraju
T zavisni antigen CD5, Zive u mantl zoni limfnih folikula i recirkuli$u u perifernu krv i nazad.
Smatra se da "mantle cell" limfom (MCL) upravo nastaje iz ovih naivnih CD5+ B limfocita (25),

uz dodatne aberacije hromozoma koje najc¢esc¢e vode prekomernoj ekspresiji ciklin D1 proteina u
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preko 98% slucajeva (26). U daljem toku naivni IgM+, IgD+ B limfociti nailaze na susret sa
antigenima i preko svojih membranskih receptora stupaju u kontakt sa njima kada dolazi do
blastne transformacije ¢elija, odnosno zapocinje antigen zavisna faza u razvoju B limfocita.
Molekularnu osnovu ovog procesa ¢ine dva dogadaja: somatska hipermutacija u genima za teske
lance imunoglobulina (IgH geni) i klasno prebacivanje (eng. class switching). Ovaj proces moze
zapoceti van germinativnog centra, koji je nezavisan od kontakta sa T limfocitnim antigenima kada
nastaju rani, kratkoziveé¢i plazmociti koji sekretuju solubilni IgM, koji predstavlja prvi, evolutivno
najstariji i najprimitivniji imunoglobulin. On se prvi sekretuje u kontaktu sa antigenom i niske je
specificnosti. Monoklonske bolesti imunog sistema poznate po IgM sekreciji su Waldenstromova
makroglobulinemija i limfoplazmocitni limfom. KarakteriSsu se proliferacijom monoklonskih
limfoplazmocitnih ¢éelija, hiperviskoznim sindromom, pre svega kod Waldenstromove
makroglobulinemije zbog IgM pentamera koji su vrlo krupni molekuli i odlikuju se relativno
indolentnim klini¢kim tokom, mada je bolest dosta heterogena pa nije uvek tako. Poremecaji koji
su po patogenezi bliski pomenutim su bolesti teskih lanaca 1 karakteriSu su abnormalnom
sekrecijom nepotpunih samo teskih lanaca imunoglobulina i visoko su asocirani sa moguc¢noscu
razvoja B celijskih NHL. Spadaju u retke fenomene. U germinativhom centru limfnih folikula
odigrava se diferencijacija zrelih, antigen naivnih B limfocita, ali uz sadejstvo T limfocitnih
antigena kada nastaju dugoziveci plazmociti koji sekretuju IgG ili IgA klasu imunoglobulina, koji
su visoko specifi¢ni i evolutivno mladi molekuli antitela. Pored plazmocita nastaju i B memorijske
¢elije, koje recirkuliSu 1 naseljavaju najées¢e B zavisne zone i1 mantl zone limfnih folikula i
aktiviraju se 1 pretvaraju u plazmocite pri ponovnom kontaktu sa specificnim antigenom tokom
zivota. Limfociti u germinativnom centru aktiviraju se i transformis$u u centroblaste, ovaj proces je
potpomognut folikulo-dendriticnim ¢elijama osnove limfnog folikula (eng. Follicular dendritic
reticular cells-FDRC) i populacijom T limfocita koja naseljava germinativne centre. Germinativno
¢elijski centroblasti pokazuju nisku ekspresiju membranskih povrSinskih imunoglobulina (slg) i
iskljucuju ekspresiju bcl2 proteina koji ima antiapoptotski potencijal, ¢ime se omogucuje apoptoza
kao prirodni bioloski dogadaj (27) $to ¢ini osnovu takozvane pozitivne selekcije klonova.
Centroblasti eksprimiraju bcl6 protein (transkripcioni represor faktor) i opet vracaju ekspresiju
CD10 antigena, koji je bio eksprimiran na ranim progenitorima B ¢elija, a kasnije se ne eksprimira
u stadijumu naivnih B limfocita i stadijumu nakon zavrsetka zrenja ¢elija u plazmocitima, odnosno

B memorijskim ¢elijama. U germinativnhom centru gen za bcl6 doZivljava somatsku hipermutaciju,
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ali u manjem procentu nego u IgH genima (28). Glavni znaci germinativno ¢elijskog porekla ¢elija
je mutacija za IgV region gena i bcl6 mutacija. Ve¢ina DLBCL komponovana je od centroblastnih
¢elija koje nalikuju ¢elijama germinativno celijskog porekla, ali mogu biti i post-germinativne
¢elije po genetskoj osnovi sa zadrzanom morfologijom centroblasta. BL je redovno bcl6+ i CD10+
I odgovara blastima germinativnog centra. BL je humana najagresivnija neoplazma, dok DLBCL
predstavlja takode agresivnu neoplazmu blastnih ¢elija, ali nizeg stepena agresivnosti od BL
(izuzetak su visoko agresivni DLBCL koji su molekularno na granici sa BL, kao $to su "double
hit" ili "triple hit" limfomi). Centroblasti dalje sazrevaju ka centrocitima koji migriraju i formiraju
svetle (eng. light) zone germinativnih centara. Ovaj stadijum B limfocita ne dozivljava apoptozu i
fizioloski reeksprimira antiapoptotski bcl2 protein (29). U daljem toku u interakciji sa CD23
receptorom FDRC i CD40 ligandom T limfocita, centrociti dalje se diferentuju u B memorijske
¢elije i/ili dugoziveée plazmocite (28) i iskljucuju bcl6 proteinsku ekspresiju (30, 31). Bcl6 i
MUMI1 (Cesto oznacen kao IRF4/MUMI) su reciprono eksprimirani, u smislu da je MUMI1
eksprimiran u post-germinativno ¢elijskim limfocitima, odnosno B memorijskim ¢elijama i
plazmocitima (32, 31). MUMI igra kriti¢nu ulogu u nishodnoj reglaciji bcl6 ekspresije (31). FL su
tumori komponovani od mesavine celija germinativnog centra (centroblasta 1 centrocita),
morfoloski. Translokacija hromozoma t(14;18)(q21;922) je molekularna osnova ovog limfoma
koja vodi preteranoj i nekontrolisanoj ekspresiji bcl2 antiapoptotskog proteina. Ovde vise nema
fizioloske pozitivne selekcije klonova ve¢ sve celije prezivljavaju i prenaseljavaju germinativne
centre, dovode¢i do njihovog bubrenja i razaranja trodimenzionalnog citoretikuluma sastavljenog
od FDRC osnove limfnog folikula i atrofije mantl zone, $to predstavlja histolosku osnhovu
dijagnoze. Centrociti uglavnom predominiraju (postoji histoloSsko gradiranje FL) i tendenca ovih
limfoma je da imaju indolentno klini¢ko ponasanje, sa moguénos$¢u transformacije u agresivnije
limfome sa podizanjem gradusa (povecanje ukupnog broja centroblasta nad centrocitima) do
konacnog razvoja DLBCL. Post-germinativne B ¢elije kao §to su memorijske B ¢elije uglavnom
recirkuliSu i naseljavaju marginalne zone limfnih folikula odakle mogu nastati marginal zonalni
limfomi (nodalni, ekstranodalni: MALT-omi i spleni¢ne forme) koji uglavnhom imaju benigan
indolentan tok, jer su celije koja ga sacinjavaju ve¢ diferentovane i imaju slab proliferativni
potencijal. Plazma celijske diskrazije nastaju od plazma celija koje su terminalno diferentovane i
imaju sposobnost sekrecije imunoglobulina u sluc¢ajevima bolesti tipa multiplog mijeloma

sekretuje se monoklonalni potpuni ili defektni imunoglobulini sa prateCom osteolizom kostiju koja
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je reaktivna i posledica najcesc¢e aktivacije osteoklasta od strane sekretovanih citokina malignih
plazmocita ili Celija strome kostane srzi. U tabeli 2 date su imunofenotipske karakteristike
naj¢escih formi B-NHL.

Tabela 1. Bioloski razvojni put B limfocita u antigen nezavisnoj fazi

Antigen Mati¢na Pro-B éelije Pre-B Celije Nezrela Zrela
Celija B Celija B Celija
CD34 + + + + - - - -
CD45 - + + + + + + +
CD43 - + + + - - - -
CD19 - - + + + + + +
CD10 - - + + + + + -
CD40 - - - - - + + +
CD23 - - - - - - - +
sigM - - - - - - + +
slgb - - - - - - - +
CD20 - - - - - - - +
CD22 - - - - - - - +
CD79a,p - - - - - - + +
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Tabela 2. Imunofenotipske karakteristike najces¢ih B ¢elijskih NHL

Neoplazma slg CD5 CD10 CD23 CD43 CD103 Bcl6 MUM1 Cyclin ANXA1

clg D1
CLL/SLL + + - + & - - & - -
-+ (PC)
LPL + - - - -+ - - +* - -
-+
Splenic- +, - - - - - - - - -
MZL "
HCL +- - - - - + - - +/- -
Plasmacell -+ - -+ 2 -1+ g g + -1+ -
myeloma
MALT + - - -+ -+ - - +* - -
lymphoma | /.
FL +- - +/- -+ - - + [AF* - -
MCL +;- + - - + - - - + -
DLBCL W A -[+7 NA -+ NA il il g -
-+
BL +- - + . +-  NA + -1+ . -

+ (>90%); +/- (>50%); -/+ (<50%); - (<10%); ANXAL-Anexin 1; PC-proliferativni centri; *
plazma celijska komponenta je samo pozitivna; ** neki G3a i G3b FL; § neki DLBCL su CD5+
(10-15%); ~ DLBCL germinativno centarskog porekla (GCB) eksprimira CD10 i/ili bcl6; °
DLBCL aktiviranih B ¢elija (ABC) su tipicno MUM1+; NA-not applicable (nije primenjivo);

1.1.3.2. T éelijski limfomi: od normalne diferencijacije do limfoma

T limfociti nastaju od prekursora u kostanoj srzi odakle migriraju u timus gde dalje dozivljavaju
svoj celokupni razvojni put, koji je dat u tabeli 3. Maturacija zapoCinje u korteksu timusa
potpomognuta epitelnim ¢elijama timusa. U toku zrenja T limfociti koji prepoznaju sopstvene
peptidne antigene bivaju podvrgnuti mehanizmu apoptoze i dalje eliminisani od strane epitelnih
¢elija timusa. Kortikalni (rani i kasni) T limfociti imaju nezreo imunofenotip sa ekspresijom

terminalne-deoksinukleotidil-transferaze (TdT) i antigena CD1a, CD3, CD5 i CD7 koji prvo imaju
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citoplazmatsku ekspresiju, a nakon toga antigeni izlaze na membranu T limfocita. Blok u
sazrevanju T limfocita na ovom stadijumu vodi nastanku prekursor T limfoblastnog limfoma ili
akutne T limfoblastne leukemija (progenitor, pre T). Kako se T limfociti lagano spustaju ka meduli
timusa, tako razvijaju zreliji imunofenotip, odnosno postaju imunokompetentne ¢elije. Medularni
T limfociti timusa su zreli i imaju razvijen T Celijski receptor (TCR), koji predstavlja oznaku
njihove zrelosti. Nakon napustanja medule timusa izlaze u perifernu krv, kao periferni T limfociti
koji mogu biti CD4+ T (helper i supresor) i CD8+ T (citotoksi¢ni i indjuser) limfociti sa svojim
jasno definisanim ulogama u imunim reakcijama. Ovi periferni limfociti dalje recirkulisu,
naseljavajuc¢i T zavisne zone sekundarnih limfnih organa. TCR je heterodimer sastavljen od o i 8
lanca kod veéine populacije T limfocita. Mali broj T limfocita ima TCR sagraden od y i 6 lanaca,
oko 5% populacije, ove ¢elije ne eksprimiraju CD4, CD8 i CD5 receptor. yo T ¢elije pokazuju
¢esc¢u distribuciju u kozi, crvenoj pulpi slezine i intestinumu, i imaju ulogu prve linije odbrane od
bakterijskih peptida, kao $to su tzv. "hit shock™ proteini (33). Pomenuta mesta distribucije najcesc¢a
su mesta javljanja yo T ¢elijskih limfoma, koji su inace retki (34, 35, 36). Najpoznatiji predstavnici
vo T celijskih limfoma su hepatospleni¢ni, koji primarno zahvata jetru i slezinu, vrlo agresivnog
toka i loseg ishoda, dok je kutana varijanta nesto indolentnijeg toka. T ¢elijski limfomi koji
nastaju od limfocita pre antigenog zrenja uglavnom su ekstranodalne lokalizacije za razliku od
zrelih koji imaju ¢e$¢u nodalnu prezentaciju. Vecinu T ¢elijskih limfoma ¢ine periferni T ¢elijski
limfomi (PTCL, NOS), pod ¢ijim nazivom se nalaze brojni podentiteti koji su relativno zasebni i
specifiéni u svom klinickom ponaSanju i kre¢u se od relativno indolentnih do vrlo agresivnih
limfoma. CD4+ T limfocitna populacija uglavnom sadrzi populaciju ¢elija pomoc¢nica (eng. helper)
koje regulisu funkciju kompletnog imunog sistema. Dogma imunobiologije podrazumeva
postajanje: Thl tipa imunog odgovora koji dominantno stimuliSe makrofage i ostale T ¢elije i Th 2
tip koji stimulise B celijsku diferencijaciju i maturaciju. Relativnho novija saznanja pokazuju
postojanje subpopuplacije CD4+ T-helper limfocita koji naseljavaju germinativne centre i Kkoji
imaju ulogu u interakciji sa B limfocitima, u toku njihovog antigenog zrenja u germinativnim
centrima. Ova subpopulacija ima vrlo specifican, jedinstveni imunofenotip sa koekspresijom B
antigena CD10 i jedarnog bcl6, uz svoju CD4+ ekspresiju imaju i marker NK ¢elija CD57 i PD-1
koji produkuje CXCL13 hemokin i njegove receptore. Pomenuti hemokin ima ulogu u indukciji i
proliferaciji FDRC i migraciji B ¢elija, a povecavaju ekspresiju receptora za ovaj hemokin na

ostalim T ¢elijama germinativnih centara limfnih folikula. Otkriveno je da je CXCL13 povec¢ano
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sekretovan 1 eksprimiranu celijama angioimunoblastnog T <¢elijskog limfoma (AITL), S§to
pojasnjava neke od Karakteristika ovog tipa agresivnog T ¢elijskog limfoma (9). AITL udruzen je
sa poliklonalnom hipergamaglobulinemijom i proliferacijom B ¢elija i CD21+ ¢elija FDRC osnove
limfnog folikula. Brojne studije pokuSavale su da objasne izvesne klinicko-patoloske dogadaje
koje su udruzene sa nekim T i NK ¢elijskim limfomima, kao $to su hemofagocitni sindrom za koji
se smatra da je povezan sa povecanom sekrecijom citokina i hemokina, u domenu defektne
citoliticke funkcije (9). Hiperkalcemija koja je udruzena sa ATLL je povezana sa povecanom
sekrecijom osteoklast-aktiviraju¢ih faktora (37, 38). NK celije ¢ine 10-15% limfocita periferne
krvi, a njihovi reprezentativni biomarkeri su CD16, CD56 i CD57. Neoplazme NK ¢elija su
relativno retke, ali opisane, sa dijapazonom od indolentnog do vrlo agresivnog toka. Cesto imaju

leukemijsku ili ekstranodalnu prezentaciju.

Tabela 3. Bioloski razvojni put T limfocita

Antigen protimocit Subkapsularni Kortikalni timocit Medularni Periferna
timocit timocit T-¢elija
CD7 + + + + + +
CDla - - + + - -
CD2/CD5 + + + + + +
CD3 - Citoplazma + Povrsinska membranska ekspresija markera
CD4/CD8 - - Pojedinac¢na ekspresija CD4+ ili samo CD8+
TdT + + + + - -
T-¢elijski limfoblastni limfom/leukemija (T-LBL/ALL) Periferni T-¢elijski

limfomi

1.1.4. Klasifikacija NHL

Nijedan klinicki entitet nije imao tako konfuznu i komplikovanu klasifikaciju tokom perioda
vremena kao limfoidne neoplazme. Prvu Klasifikaciju limfoma dao je Henry Rappaport sa
saradnicima 1956. godine, ¢ija sustina se ogledala u razlikovanju limfoma samo na osnovu tipa
rasta limfomskih ¢elija (nodularni vs difuzni) (39). Ova klasifikacija bila je aktuelna skoro dve
decenije, sa prvom znacajnijom revizijom 1966. godine (uveden je termin ,histiocitni” umesto

v

Hretikularni”, sto se danas pokazalo pogresnim), a pocetkom 70-ih godina uvedena je i kategorija
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limfoblastnih limfoma (40). Lukes i Collins, 1974. godine dali su klasifikaciju limfoma baziranu
na ¢elijskom poreklu i promenama koje nastaju tokom transformacije limfnih éelija (41). IzvrSena
je po prvi put histogenetska podela na limfome B i T ¢elijskog porekla, kao i morfolosko-citoloska
diferencijacija ¢elija na osnovu izgleda ¢elija germinativnog centra (Smatralo se da najveci broj
limfoma vodi poreklo od B limfocita germinativnog centra). Limfomske ¢elije podeljene su na
velike i male, a na osnovu izgleda jedara na urezanih i neurezanih jedara. lako naprednija u odnosu
na Rappaporta, mane ove klasifikacije bile su $to se smatralo da su hematopatolozi mogli da
razlikuju B i T limfome samo na osnovu ¢elijske morfologije. Kielska klasifikacija koja je izaSla
iste godine predloZena je od strane Lennerta i Lukesa, a ona uvodi razlikovanje limfoma na osnovu
stepena njihove diferencijacije, i po prvi put uvodi termine limfoma niskog stepena agresivnosti
(eng. low grade) i visokog stepena agresivnosti (eng. high grade) (42). Tumori niske agresivnosti
bili su gradeni od diferentovanijih ¢elija ,,Citi”, a visoke agresivnosti od manje diferentovanih
¢elija ,,blasti”. Limfoidne leukemije bile su ukljucene u obe klasifikacije iz 1974. godine, jer se
shvatilo da pojedini tipovi limfoma mogu imati leukemijsku prezentaciju. Godine 1988. izvr$ena je
detaljna revizija Kielske klasifikacije 1 limfomi su jasno kategorisani na B 1 T ¢elijske limfome,
ubaceni su novi retki entiteti koji ranije nisu bili obuhvaceni klasifikacijama (43, 44). Slabost ove
klasifikacije bila je $to u sebe nije ukljuéila ekstranodalne limfome kojih ima do 40% po danasnjim
statistikama. Radna formulacija (eng. The Working formulation of Non-Hodgkin Lymphomas for
Clinical Usage-WF) nastala je na osnovu rezultata uporedne studije do tada publikovanih
klasifikacija kao radna verzija otvorena za doradu (45). WF u stvari je modifikovana Rappaportova
klasifikacija u koju su ukljuceni novi tipovi limfoma, uz izmenjenu terminologiju i kategorizaciju
prema klinickom toku bolesti. Revidirana Evropsko-ameri¢ka klasifikacija limfnih neoplazmi
(REAL) koja je proglasena 1994. godine predstavlja revidiranu Kielsku klasifikaciju, koja je
delom uproséena uz dodatak par novih entiteta, a po prvi put se u klasifikaciju ukljucuju 1 HL,
plazmocitom/ mijelom i limfoidne leukemije, tako da su na jednom mestu obuhvacene neoplazme
imunog sistema (46, 47, 48). Ova klasifikacija u obzir uzima imunohistohemijsku klasifikaciju
neoplazmi, kao i njihovu citogenetsku osnovu. Godine 2001., Svetska zdravstvena organizacija
(World Health Organization-WHO) izdaje prvu zbirnu klasifikaciju svih hematoloskih neoplazmi,
koja uklju¢uje morfoloski, imunohistohemijski i citogenetski aspekt ovih neoplazmi. Nakon nje
izaSla je trenutno aktuelna revizija iz 2008. godine, sa nekoliko dodatih entiteta koji su u

meduvremenu prepoznati kao zasebni (Tabela 4). Preliminarni plan bio je da se 2012. godine
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objavi nova revizija WHO Kklasifikacije, ali ona nije izvrSena. U meduvremenu definisani su novi
entiteti, izmedu ostalih kao ,,in situ” limfomi za FL i MCL i nekoliko provizornih entiteta.

Najnovija revizija WHO Kklasifikacije oc¢ekuje se 2015. godine.

Tabela 4. Klasifikacije limfoidnih neoplazmi prema zadnjoj reviziji Svetske zdravstvene
organizacije (World Health Organization)-WHO 2008

PREKURSORNE NEOPLAZME B CELIJA

Prekursorni B limfoblastni limfom/ leukemija (Precursor B-lymphaoblastic lymphoma/leukemia)

ADULTNE (ZRELE) NEOPLAZME B CELIJA

Limfom malih limfocita/ Hroni¢na limfocitna leukemija (Small lymphocytic lymphoma/ Chronic lymphocytic
leukemia-SLL/ CLL)

B ¢elijska prolimfocitna leukemija (B-cell prolymphocytic leukemia)

Spleni¢ni limfom marginalne zone (Splenic-marginal zone lymphoma)

Leukemija vlasastih ¢elija (Hairy cell leukemia)

Spleni¢ni limfom/ leukemija, neklasifikovani” (Splenic lymphoma/leukemia, unclassifiable)”

- Spleni¢ni difuzni B limfom malih limfocita koji zahvata crvenu pulpu slezine* (Splenic diffuse red pulp small
B-cell lymphoma)*

- Leukemija vlasastih ¢elija varijanta* (Hairy cell leukemia variant)*

Limfoplazmocitni limfom (Lymphoplasmacytic lymphoma)

- Waldestrém-ova makroglobulinemija

Bolest teskih lanaca (Heavy chain disease)

- Bolest alfa teskih lanaca (a heavy chain disease)

- Bolest mi teskih lanaca (u heavy chain disease)

- Bolest gama teskih lanaca (y heavy chain disease)

Plazma ¢elijski mijelom (Plasma cell myeloma)

Solitarni plazmocitom kostiju (Solitary plasmacytoma of bone)

Ekstraosealni plazmocitom (Extraosseus plasmacytoma)

Ekstranodalni limfom marginalne zone sluznica (Extranodal marginal yone lymphoma of mucosa-associated
lymphoid tissue (MALT lymphoma)

Nodalni limfom marginalne zone (Nodal marginal zone lymphoma)

Folikularni limfom (Follicular lymphoma)

Pedijatrijski folikularni limfom* (Pediatric follicular lymphoma)*

Primarni kutani limfom folikularnog centra (Primary cutaneous follicle centre lymphoma)

Mantle cell limfom (Mantle cell lymphoma)

Difuzni B krupnocelijski limfom, drugacije neoznacen (Diffuse large B-cell lymphoma, DLBCL, NOS)

- T ¢elijski/ histiocitima bogat krupnocelijski B limfom (T-cell/histiocyte rich large B-cell lymphoma)

- Primarni DLBCL centralnog nervnog sistema (Primary DLBCL of CNS)
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- Primarni kutani DLBCL, tip noge (Primary cutaneous DLBCL, leg type)

- EBV+ DLBCL starijih (EBV+ DLBCL of the elderly)

DLBCL udruzen sa hroniénom inflamacijom (DLBCL associated with chronic inflammation)

Limfomatoidna granulomatoza (Lymphomatoid granulomatosis)

Primarni medijastinalni (timi¢ni) krupnocelijski B limfom (Primary mediastinal (thymic) large B-cell lymphoma)

Intravaskularni krupnocelijski B limfom (Intravascular large B-cell lymphoma)

ALK+ krupnocelijski B limfom (ALK+ large B-cell lymphoma)

Plazmablastni limfom (Plasmablastic lymphoma)

Krupnocelijski B ¢elijski limfom koji izrasta iz HHV8 udruzene multicentricne Kastlmanove bolesti (Large B-cell
lymphoma arising in HHV8-associated multicentric Castleman disease)

Primarni efuzioni limfom (Primary effusion lymphoma)

Burkit-ov limfom (Burkitt lymphoma)

B ¢elijski limfom, neklasifikovan sa karakteristikama izmedu DLBCL i BL (B-cell lymphoma, unclassifiable, with
features intermediate between DLBCL and BL)

B Celijski limfom, neklasifikovan sa karakteristikama izmedu DLBCL i HL (B-cell lymphoma, unclassifiable, with
features intermediate between DLBCL and BL)

PREKURSORNE T/NK CELIJSKE NEOPLAZME

Prekursor T limfoblastni limfom/leukemija (Precursor T-lymphoblastic lymphoma/leukemia)

ADULTNE (ZRELE) NEOPLAZME T/NK CELIJA

T ¢elijska prolimfocitna leukemija (T-cell prolymphocytic leukemia)

T ¢elijska leukemija krupnih granuliranih limfocita (T-cell large granular lymphocytic leukemia)

Hroni¢ni limfoproliferativni poremecaj NK ¢elija* (Chronic lymphoproliferative disease of NK cells)*

Agresivna NK ¢elijska leukemija (Aggressive NK-cell leukemia)

Sistemski EBV+ T ¢elijski limfoproliferativna bolest detinjstva (Systemic EBV+ T-cell lymphoproliferative disease
of childhood)

Hidroa vakciniformni nalik limfom (Hydroa vacciniforme-like lymphoma)

Adultni T ¢elijski limfom/leukemija HTLV 1+ (Adult T-cell leukemia/lymphoma)

Ekstranodalni NK/T ¢elijski limfom, nazalni tip (Extranodal NK/T-cell lymphoma, nasal type)

Enteropatijski udruzen T ¢elijski limfom (Enteropathy-associated T-cell lymphoma)

Hepatosplenic¢ni T ¢Celijski limfom (Hepatosplenic T-cell lymphoma)

Subkutani panikulitis nalik T ¢elijski limfom (Subcutaneous panniculitis-like T-cell lymphoma)

Mikozis fungoides (Mycosis fungoides)

Sezarijev sindrom (Sézary syndrome)

Primarni kutani CD30+ T Celijski limfoproliferativni poremeéaji (Primary cutaneous CD30+ T-cell
lymphoproliferative disorders)

- Limfomatoidna papuloza (Lymphomatoid papulosis)

- Primarni kutani anaplasti¢ni krupnocelijski limfom ( primary cutaneous anaplastic large cell lymphoma)

Primarni kutani yoT c¢elijski limfom (Primary cutaneous y3 T-cell lymphoma)

Primarni kutani CD8+ agresivni epidermotropiéni citotoksi¢ni T ¢elijski limfom* (Primary cutaneous CD8+
aggressive epidermotropic cytotoxic T-cell lymphoma)*

Primarni kutani CD4+ mali/ intermedijerni T Celijski limfom* (Primary cutaneous CD4+ small/medium T-cell
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lymphoma)*

Periferni T ¢elijski limfom, NOS (Peripheral T-cell lymphoma, NOS)

Angioimunoblastni T ¢elijski limfom (Angioimmunoblastic T-cell lymphoma)

Anaplasti¢ni krupnocelijski limfom, ALK+ (Anaplastic large cell lymphoma, ALK+)

Anaplasti¢ni krupnocelijski limfom, ALK- (Anaplastic large cell lymphoma, ALK-)

HODGKIN-OV LIMFOM

Nodularni limfocitno predominantni Hodgkinov limfom (Nodular lymphocyte predominant Hodgkin lymphoma)

Klasi¢ni Hodgkinov limfom (Classical Hodgkin lymphoma)

Nodularna skleroza klasi¢ni Hodgkinov limfom ( Nodular sclerosis classical Hodgkin lymphoma)

Limfocitima bogat klasi¢ni Hodgkinov limfom (Lymphocyte-rich classical Hodgkin lymphoma)

MesSovita celularnost klasi¢éni Hodgkinov limfom (Mixed cellularity classical Hodgkin lymphoma)

Limfocitna deplecija klasi¢ni Hodgkinov limfom (Lymphocyte-depleted classical Hodgkin lymphoma)

HISTIOCITNE I DENDRITICNO CELIJSKE NEOPLAZME

Histiocitni sarkom (Histiocytic sarcoma)

Langerhansova celijska histiocitoza (Langerhans cell histiocytosis)

Langerhansov ¢elijski sarkom (Langerhans cell sarcoma)

Interdigitantni dendriti¢ni ¢elijski sarkom (Interdigitating dendritic cell sarcoma)

Folikularni dendriti¢ni ¢éelijski sarkom (Follicular dendritic cell sarcoma)

Fibroblastni retikularni ¢elijski tumor (Fibroblastic reticular cell sarcoma)

Intermedijerni dendriti¢ni ¢elijski tumor ( Intermediate dendritic cell tumor)

Diseminovana juvenilna ksantogranulomatoza (Disseminated juvenile xantogranuloma)

POSTTRANSPLANTACIONI LIMFOPROLIFERATIVNI POREMECAJI (PTLD)

Rane lezije (Early lesions)

- Plazmocitna hiperplazija (Plasmacytic hyperplasia)

- Infektivna mononukleoza nalik PTLD (Infectious mononucleosis-like PTLD)

Polimorfni PTLD (Polymorphic PTLD)

Monomorfni PTLD (B i T/NK ¢elijski tip)** (Monomorphic PTLD (B and T/NK-cell types))**

Klasiéni Hodgkinov limfom tip PTLD** (Classical Hodgkin lymphoma type PTLD)**

* Ovi histoloski tipovi su provizioni entiteti za koje WHO radna grupa smatra da nemaju dovoljno dokaza da

ih proglase zasebnim entitetima, u ovom trenutku.

** Ove lezije su klasifikovane u skladu sa tipom leukemije ili limfoma kome pripadaju.
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1.1.5. Klini¢ka prezentacija, dijagnoza i stadiranje NHL

NHL najées¢e se klinicki prezentuju pojavom bezbolnih, uvecanih limfnih ¢vorova na
predilekcionim mestima: perifernih limfnih ¢vorova (periferna limfadenopatija), ili pojavom
centralne limfadenopatije unutra$njih delova tela (medijastinum, retroperitoneum). Za ovakav
klinicki nalaz kaze se da limfom ima nodalnu prezentaciju. U zavisnosti od lokalizacije i dimenzija
limfadenopatije klini¢ki simptomi mogu varirati u jako Sirokom opsegu U smislu pojave lokalnih
kompresivnih efekata uvecanih limfnih ¢vorova (sindrom gornje Suplje vene, kompresivni
neuroloski efekti, intestinalne opstrukcije ili opstrukcija hepatobiliajrnog trakta, opstrukcije disajne
cevi, obstrukcija urinarnog trakta kod retroperitonealne limfadenopatije itd). S obzirom na vec
ranije pomenutu difuznu organizaciju imunog sistema i prisustvo limfocita svuda u telu, limfomi
se mogu pojaviti u bilo kom delu tela ili organa, kada se govori o limfomima sa ekstranodalnom
prezentacijom. Simptomi i klini¢ki nalaz u ovim slu¢ajevima zavise od stepena oSte¢enja i defekta
u funkciji zahvaéenog organa ili tkiva. Prisustvo opstih simptoma bolesti definisu se kao ,,veliko
B” (no¢no preznojavanje, gubitak na telesnoj masi vise od 10% za 6 meseci, pojava febrilnosti >
38°C i malaksalosti nepoznate geneze). Ukoliko opstih simptoma nema takav klinicki tok se

oznacava ,,velikim A”.

Dijagnoza NHL postavlja se isklju¢ivo biopsijom limfnog ¢vora koji je zahvacen procesom ili
biopsijom ekstralimfati¢énog organa ili tkiva koje je infiltrisano procesom. Biopsija koStane srzi je
obavezna procedura u stadiranju, ali delom i u dijagnostici pojedinih formi NHL. Takozvana "“core
needle™” biopsija nije reprezentativha metoda dijagnostike, kao ni punkcija limfnog ¢&vora, jer
predstavljaju samo orjentacionu dijagnosticku proceduru sa moguéno$¢u neprecizne dijagnoze.
Dobijeno tkivo fiksira se u formalinskom rastvoru i Salje patologu sa iskustvom u oblasti
hematopatologije radi precizne dijagnoze. Prvi nivo dijagnostike podrazumeva pregled preparata
biopsije obojenih klasi¢cnom hematoksilin-eozin metodom (HE) radi mikromorfoloske analize.
Dalja obrada tkiva podrazumeva primenu rutinskog panela imunhistohemije, koja ukljucuje
bojenje na CD45, CD20 i CD3 (49). Ovim postupkom se omogucuje pocetno imunohistogenezno
razvrstavanje tipa i Celijskog porekla limfomskog procesa. Pozitivnost na CD45 upucuje na
limfomsku histogenezu tkiva, a CD20 pozitivnost upucuje na B ¢éelijsko, dok CD3 pozitivnost na T
¢elijsko poreklo NHL. Dalja evaluacija ukljucuje primenu Sirokog panela imunohiostohemijskih

bojenja (¢elijske membrane, citoplazme 1 jedara celija) radi razvrstavanja u pojedine podtipove
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NHL rukovode¢i se aktuelnom klasifikaciom WHO 2008. Sveze smrznuti materijal za
molekularnu karakterizaciju je preporucen, iako je profil genske ekspresije (GEP) jo§ uvek u

naucno-istrazivac¢kim okvirima.

Osnovni principi stadiranja NHL su dogovoreni na konferenciji u gradu Ann Arbor, Micigen,

Sjedinjene Drzave 1971. godine, koji vaze i danas. Oni su prikazani u tabeli 5.

Tabela 5. Ann Arbor klasifikacija klini¢kog stadijuma limfoma (NHL i HL)

Stadijum bolesti  Opis stadijuma

Stadijum I Zahvacenost jedne grupe limfnih Zlezda ili zahvacenost jednog
ekstralimfaticnog organa bez zahvatanja okolnih limfnih Zlezdi ili drugih
okolnih struktura (stadijum | E)

Stadijum 11 Zahvacenost dve ili viSe grupa limfnih Zlezda ali sa iste strane dijafragme ili
zahvacenost jednog ekstralimfatiénog organa sa zahvatanjem regionalnih
partija limfnih Zlezda (stadijum II E)

Stadijum 111 Zahvacenost viSe grupa limfnih Zlezda sa obe strane dijafragme

Stadijum IV Diseminovana bolest. Difuzna zahvacenost jednog organa ili vise od jednog
mesta ekstralimfaticnih organa, ukljucujuci jetru i1 koStanu srz sa ili bez
zahvacenosti limfnih Zlezda

S-zahvacenost slezine; modifikuje klinicke stadijume I, 11i I11

E-ekstranodalna zahvacenost; modifikuje klinicke stadijume I, 1T 1 11

A-bez opstih simptoma bolesti

B-prisutni opsti simtomi bolesti: povisena telesna temeperatura (>38°C), no¢no znojenje ili

gubitak u telesnoj tezini preko 10% u periodu od 6 meseci

Stadiranje NHL oznacava odredivanje stepena proSirenosti, 0dnosno klini¢kog stadijuma bolesti.

Rutinsko odredivanje sedimentacije eritrocita, kompletne krvne slike sa diferencijalnom formulom
¢elija deo je rutinske klini¢ke prakse. Primena metoda protoéne citofloumetrije (iz periferne krvi,
kostane srzi, likvora ili drugih telesnih te¢nost) metoda je izbora koja se primenjuje u nekim
specificnim situacijama u toku stadiranja limfoma (eventualne leukemijske prezentacije limfoma,
infiltracija struktura mozga, ili kod efuzija telesnih duplji). Definisani su paneli monoklonskih
antitela za odredene tipove limfoma. Kompletne biohemijske analize od kojih je prema
preporukama neophodno odrediti aktivnost laktat dehidrogenaze (LDH), koja ima i prognostic¢ki

znacaj. Potrebno je sagledati imunoloski status bolesnika odredivanjem ukupnih imunoglobulina
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seruma, elektroforeze proteina plazme, uz odredivanje beta 2 mikroglobulina, koji je nezavisni
prognosticki faktor ranog relapsa, ukoliko je povisen (50). Virusoloski status obavezan je segment
stadiranja (ELISA test na HIV, HCV i HBsAg, EBV). U posebnim slucajevima treba uraditi i
testiranje na druge viruse (npr. HTLV 1 kod ATLL). Serologija na bakterije neophodna je kod
nekih vrsta limfoma (Borelia burgdorferi kod kutanin NHL, Helicobacter pylori kod MALT
limfoma Zeluca). Od imidzing metoda kod bolesnika sa kurativnom intencom primena multislajsne
kompjuterizovane tomografije (MSCT) dijagnosticki je standard, radi otkrivanja stepena
prosirenosti limfadenopatije i njene distribucije, kao i eventualnih ekstranodalnih infiltrata u
ispitivanim regijama. Magnetno rezonantni imidzing (MRI) ima svoje prednosti iz vise razloga,
medutim nije rutinska metoda za stadiranje limfoma, osim u sluc¢ajevima pojedinih ekstranodalnih
lokalizacija kao $to su primarni limfomi centralnog nervnog sistema (ukljucuje i oko) i limfomi
kostiju, jer daje bolju vizualizaciju lezija. U pomenutim slucajevima spektrometrijska MRI sa
vecom verovatnoéom moze da definiSe histomorfologiju malignog procesa pre biopsije.
StereotaksiCka biopsija, odnosno operacija tumora mozga ili biopsija kostiju ostaje i dalje
najvalidnija metoda dijagnostike. Pozitronska emisiona tomografija kompozitno sa CT-om
(PET/CT) na osnovu vrednosti SUV (eng. standardized uptake value) indeksa moze se koristiti u
inicijalnom stadiranju NHL, ali de facto nije standard (iako bi mogao da rezultira podizanjem
inicijalnog klinickog stadijuma odredenog samo primenom klasi¢nog MSCT), osim za HL. S druge
strane, PET/CT nezaobilazan je u proceni odgovora nakon zavrSetka indukcione terapije, pre svega
kod HL, DLBCL, BL, ali i formi MCL, osim kod indolentnih tipova limfoma kao $to su LPL i
SLL/CLL. Na kraju, odredivanje performans statusa bolesnika i ehokardiografsko ispitivanje
ejekcione frakcije leve komore trebaju biti obezbedene pre pocetka tretmana. Pre samog tretmana
treba kalkulisati indekse prognoze koji su definisani za pojedine najcesce vrste NHL, a mogu nam
sluziti za definisanje obima i vrste terapijskog tretmana, pogotovo kod DLBCL, kao jednom od
najcesc¢ih vrsta agresivnih B ¢elijskih NHL [1,A] (49).
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1.2. DIFUZNI B KRUPNOCELIJSKI LIMFOM (Diffuse large B-cell lymphoma-DLBCL)

DLBCL predstavlja agresivnu neoplazmu zrelih B limfocita sagradenu od dominantno krupnih
¢elija blastoidnih morfoloskih karakteristika. Karakterisan je difuznim obrascem rasta Celija sa
potpunim brisanjem regularne citoarhitektonike limfnog ¢vora ili organa/ tkiva koje je infiltrisano
procesom. DLBCL moze se pojaviti u bilo kom organu ili tkivu organizma, s obzirom na difuznu

organizaciju imunog sistema.
1.2.1. Incidenca DLBCL

DLBCL najcesci je tip NHL u Evropi i Severnoj Americi. Ucestalost DLBCL krec¢e se izmedu
30% i 58% u publikovanim serijama NHL. Gruba incidence u Evropskoj Uniji iznosi oko 3—4/ 100
000 na godi$njem nivou. Porast incidence raste sa staros¢u, od 0,3/100.000 (35-39 godina) do 26,6
/100.000 (80-84 godina) (51). Po podacima Ayale E. DLBCL ¢ini tre¢inu NHL sa stopom
incidence od oko 30% u razvijenim zemljama (6). Stopa incidence NHL, ukljucuju¢i DLBCL bila
je u stalnom porastu 3% do 4% na godiSnjem nivou u Sjedinjenim Drzavama od 1973. do sredine
1990. (52). Ovakav porast incidence belezi se kod oba pola, belaca i crnaca, kao i kod svih dobnih
grupa, izuzev kod vrlo mladih. Opisani porast u incidenci DLBCL jedinstven je u odnosu na ostale

humane neoplazme, izuzev koznih kancera (53).

1.2.2. Dijagnoza DLBCL

Dijagnostika DLBCL identi¢na je kao kod svih tipova limfoma i opisana je u poglavlju 1.1.5.
1.2.3. Klasifikacija DLBCL prema poslednjoj reviziji WHO 2008

Aktuelna klasifikacija DLBCL prikazana je u tabeli 6.
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Tabela 6. WHO 2008 klasifikacija DLBCL

Difuzni B krupnocdelijski limfom, drugacije neozna¢en DLBCL, NOS

1.Uobicajene morfoloske varijante

Centroblastni tip ¢elija

Imunoblastni tip ¢elija

Anaplasti¢ni tip Celija

Retke morfoloske varijante

2.Molekularne podgrupe

Germinativno centarski B-¢elijski nalikujuéi (GCB)

Aktiviranih B-¢elija nalikuju¢i (ABC)

3.Imunohistohemijske podgrupe

CD5+ DLBCL

Germinativno centarski B-¢elijski nalikuju¢i (GCB)

Ne-germinativno centarski B-¢elijski nalikujuéi (non-CCB)

4.Podtipovi difuznog B krupnocelijskog limfoma

T-cCelijama/histiocitima bogat B krupnocelijski limfom

Primarni difuzni B krupnocelijski limfom centralnog nervnog sistema (CNS-a)

Primarni kutani DLBCL, nozni tip

EBV+ difuzni B krupnocelijski limfom starijih (EBV+ DLBCL)

5.Drugi limfomi krupnih B éelija

Primarni medijastinalni (timusni) B krupnocelijski limfom

Intravaskularni krupnocelijski B ¢elijski limfom

Difuzni B krupnocelijski limfom udruzen sa hroni¢nom inflamacijom

Limfomatoidna granulomatoza

ALK+ krupnocelijski B ¢elijski limfom

Plazmablastni limfom

Krupnocelijski B ¢elijski limfom koji izrasta iz HHVS8 asocirane multicentri¢ne Kastlmanove bolesti

Primarni efuzioni limfom

6.Granicni slucajevi

B celijski limfom, neklasifikovani, sa karakteristikama izmedu difuznog krupnocelijskog B limfoma i
Burkitovog limfoma

B celijski limfom, neklasifikovani, sa karakteristikama izmedu difuznog krupnocelijskog B limfoma i
klasi¢nog Hodgkinovog limfoma
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1.2.3.1. DLBCL, drugacije neozna¢en (DLBCL, not otherwise specified-NOS)

DLBCL, NOS najéesc¢a je forma NHL. Cini oko 25-30% svih DLBCL odraslih u zapadnom svetu
i nesto vi§i procenat u zemljama u razvoju. Ce$éi je u starijih, sa medijanom pojave oko 7.
decenije, ali moze se javiti u svim dobnim grupama (deca i mladi odrasli). Nesto je veca incidenca
u muskaraca u odnosu na zene (9). DLBCL, NOS veoma je heterogen entitet DLBCL sa razli¢itom
klinickom prezentacijom i bioloSkim tokom, tako da ¢e verovatno U skorijoj buduénosti biti
ras¢lanjen na nove entitete u zavisnosti od definisanja novih molekularnih biomarkera koji ¢e biti
ukljuceni u klasifikovanje pomenutog entiteta.

1.2.3.2. Mikromorfolo$ka slika

DLBCL, NOS sagraden je od tri osnovna tipa celija: centroblasta, imunoblasta, moze imati
anaplasti¢nu celijsku morfologiju, a vrlo retko atipi¢nu morfologiju. Nacin rasta je difuzan sa
kompletnim brisanjem arhitektonike normalnog limfnog ¢vora kod nodalnih formi ili difuzno-
infiltrativan prema parenhimu zahva¢enog organa kod ekstranodalnih lokalizacija DLBCL

(Slika 1).

Centroblastni tip: Ovo je najéesc¢a i najuobicajenija histoloska varijanta. Centroblasti su limfoidne
¢elije srednje do krupne velic¢ine (do 40p) sa jednim krupnim, ovalnim ili okruglim, vezikularnim
jedrom (veli¢ine 2 puta veée od jedra malog limfocita periferne krvi), fino dispergovanog,
rastresitog hromatina sa 2 do 4 malih bazofilnih nukleolusa lokalizovanih uz jedarnu opnu.
Citoplazma je relativno oskudna svetla, amfofilna, do lako bazofilna. Ukoliko je tumor
komponovan od > 90% centroblasta, kazemo da ima monomorfnu gradu, $to je sustinski redak
slucaj. U najvecem broju slucajeva tumor ima polimorfnu gradu sa meSavinom centroblasta i
imunoblasta (imunoblasti < 90%) (9). U retkim slucajevima jedra centroblasta mogu biti
multilobulirana Sto se vida Ces¢e kod primarne ekstranodalne lokalizacije (recimo kod primarnih
kostanih DLBCL). Imunoblastna varijanta: ova varijanta se proglasava kada dominantnu ¢elijsku
populaciju ¢ine imunoblasti (> 90% celija su imunoblasti). Imunoblasti su ¢elije koje su u
ontogenetskom smislu na viSem stepenu zrelosti od centroblasta, odnosno nalaze se na daljem putu
ka plazma celijskoj diferencijaciji. Njihova morfologija karakterise se jednim okruglim centralno
postavljenim jedrom sa jednim ili rede, viSe upadljivih, krupnih, eozinofilnih nukleolusa
lokalizovanih u jedarnom centru i izrazito bazofilnom citoplazmom, obilnijom od centroblasta
(54). Pri pojavi imunoblasta plazmacitoidne morfologije jedino primenom imunohistohemijskih

metoda moze se napraviti diferencijacija od plazmablastnog limfoma ili nezrelije forme multiplog

21



1. Uvod

mijeloma. Ova varijanta udruzena je sa neSto loSijom prognozom (55). Anaplasticna varijanta:
Ova varijanta je retka i morfoloski se karakteriSe krupnim i veoma krupnim, ovalnim ili
poligonalnim ¢elijama, pleomorfnih jedara nalik na Hodgkin/Reed-Sternberg (HRS) ¢elije ili ¢elije
anaplasti¢nog krupnodelijskog limfoma (ALCL). Ove ¢elije mogu imati sinusoidni ili kohezivni
obrazac rasta kada mogu simulirati sliku anaplastiénog nediferentovanog karcinoma (9). Retke
morfoloske varijante: u retkim slucajevima mogu se nac¢i neocekivane morfoloske varijacije ¢elija,
koje jako otezavaju dijagnozu baziranu samo na morfologiji. Opisane su morfoloske varijante tipa
¢elija ,,pecCatnog prstena” (eng. signet ring cells), vretenasto-celijske forme (eng. spindle cells) ili
éelije sa mikrovilima, prisustvo miksoidne strome ili fibrilarnog matriksa. Celije veoma retko
mogu formirati pseudo-rozete.

Mikromorfologija DLBCL predstavlja osnovni i poc¢etni model opisa tumorskog tkiva, njegove
organizacije i nac¢ina rasta. Radi precizne diferencijacije neophodna je dalja imunohistohemijska

evaluacija ¢elija i odredivanje genskog ekpsresionog profila (jo§ uvek nije standard dijagnoze).

Slika 1. DLBCL, NOS u limfnom nodusu (HE, 400x)
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1.2.3.3. Molekularne podgrupe-genski ekspresioni profil

U smisli genskog ekspresionog profila (GEP), DLBCL podeljen je u dve podgrupe po Alizadehu i
sar. (56). Prvu podgrupu ¢ine GCB-nalik (eng. germinal center B-like), a drugu ABC-nalik (eng.
activated B cell-like). GCB-nalik DLBCL sacinjava oko 45-50% sluCajeva i karakteriSe se
genskim ekspresionim profilom koji nalikuje limfoidnim ¢éelijama koje se nalaze na nivou zrelosti
limfocita u germinativnim centrima sekundarnih limfnih folikula, s druge strane ABC-nalik
DLBCL pokazuju gensku ekspresiju koja nalikuje ¢elijama koje su zrelije i nalaze se u stadijumu
limfocita nakon izlaska iz germinativnog centra, odnosno na zrele B limfocite periferne krvi. Ovo
je potvrdeno u brojnim studijama (57). Inicijalno, izdvajala se i tre¢a podgrupa koja nije imala
genski ekspresioni profil niti GCB-nalik, niti ABC-nalik limfomima, medutim danas se smatra da
ona ne predstavlja posebnu podgrupu (58). Kasnijim ispitivanjima potvrdilo se da ta treca
podgrupa ima vise karakteristike DLBCL ABC-nalik tipa. Pomenute dve velike podgrupe sa
sobom nose potpuno drugacije genetske karakteristike, odnosno hromozomske aberacije. GCB-
nalik DLBCL ¢esto nose izmene u hromozomu 12q12 (59, 60) i nose rearanzmane za bcl2 gen (61,
62). ABC-nalik DLBCL podgrupa ima ¢este izmene u hromozomima 3q, 18q21-g22 i ima gubitke
6021-922 (59, 60). Morfoloski izgled ¢elija ne moze biti pouzdan osnov razlikovanja dve
pomenute molekularne podgrupe DLBCL. Korelacija izmedu imunohistohemijskog nalaza koji
determiniSe podgrupe (GCB i non-GCB) kao surogat markera genske ekspresije je varijabilna i ne
podudara se uvek sa pravim profilom genske ekspresije (63, 58). Studije novijeg datuma u kojima
je koris¢en 8iri panel imunohistohemijskih biomarkera pokazuju poveéanje konkordantnosti nalaza
profila GEP-a odredenog samo primenom imunohistohemijskih surogat markera (64).

1.2.3.4. Imunofenotip DLBCL-surogat markeri profila genske ekspresije

DLBCL, NOS klasi¢no eksprimira pan-B ¢elijske markere CD19, CD20, CD22 i CD790.CD20 je
membranski protein 33-35 kDa eksprimiran u oko 95% B ¢elijskih limfoma (65). Ekspresija u
¢elijama DLBCL ide i do 99%. Ekspresija CD10 se nalazi u 30-60% slucajeva, bcl6 varijabilno od
60-90% i MUML1 u 35-65% slucajeva (9). Bcl2 je antiapoptotski faktor ¢ija ekspresija je ucestalo
deregulisana u DLBCL (66). Jedan poznati dobro opisani mehanizam bcl2 overekspresije je
translokacija t(14;18)(q32;931) koji je visoko prisutan u GCB-nalik podtipu DLBCL (66), dok u
ABC-nalik DLBCL mehanizam bcl2 overekspresije je povezan sa NF-kB aktivacijom, sa ili bez
18921 amplifikacije gena (67, 68). Ekspresija CD30 je prisutna u anaplasti¢noj varijanti DLBCL,

NOS (69). Proliferativna frakcija Ki 67 je obi¢no visoka (naj¢esée > 40%), a moze i¢i i > 90% u
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pojedinim sluéajevima i formama DLBCL (70). Ekspresija p53 proteina se krece od 20-60% u
nekim serijama (9). Na osnovu imunofenotipa DLBCL, NOS moze se podeliti u dve podgrupe
GCB-nalik i non-GCB-nalik DLBCL. Ovo podela predstavlja surogat markere u ¢ijoj
molekularnoj osnovi trebalo bi da lezi genski ekspresioni profil. U tkivu DLBCL ukoliko je
ekspresija CD10 > 30% govorimo o GCB-nalik DLBCL, isto kao i slucajevi koji su CD10-,
MUML1-, ali bel6+. Svi ostali slucajevi se smatraju non-GCB-nalik podtipovima. Ovi modeli
predstavljaju osnovu imunohistohemijskog algoritma predlozenu od strane Hansa i sar. (63).
Prikaz Hansovog algoritma dat je na Semi 1a. Dokazano je da ovi surogat markeri ne koreliraju
egzaktno sa profilom genske ekspresije (58, 71). Stepen konkordantnosti sa genskim ekspresionim
profilom iznosi priblizno 80% (za GCB podtip 71%, a non-GCB 88%) (63). Godine 2006.
definisan je Murisov algoritam, koji u sebe ukljucuje i bcl2 biomarker sa Hansovim algoritmom.

Definisano je dve grupe Cije karakteristike se vide na Semi 1b (72).
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Godine 2009. definisan je Choi algoritam koji je ukljucio surogat markere GCET1, CD10, bcl6,
MUML1, FOXP1 i ciklin D2 koji je pokazao da je nivo konkordantnosti sa genskim ekspresionim
profilom priblizno do 93% (73). Ovaj klasifikacioni sistem nastao je kasnije nakon zadnje revizije
WHO 2008, te ostaje da se vidi da li ¢e zameniti do sada prihvac¢eni Hansov algoritam.

Nakon ovog algoritma predlozeno je i par drugih modela, kao $to je Visco—Young koji ukljucuje
biomarkere CD10, GCET1, FOXP1, MUML i bcl6, gde je stepen konkordantnosti sa genskim
ekspesionim profilom 92,6% (74).
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1.2.3.5. CD5+ DLBCL

DLBCL koji koeksprimira CD5 (marker T ¢elija) prepoznat je od strane WHO 2008 klasifikacije
kao posebna imunohistohemijska podgrupa DLBCL, NOS sa agresivnim bioloskim tokom.
Incidenca se kre¢e oko 5-10%. Neke od osnovnih klinickih karakteristika su starije godiSte na
prezentaciji, povisSen LDH, nesto veca ucestalost kod Zena, ¢e$c¢a ekstranodalna prezentacija, nizi
performans status bolesnika, veca incidenca zahvacenosti CNS-a i lo$iji ukupni odgovor na
rituksimab bazirane rezime (75). Veéinom imaju genski ekspresioni profil aktiviranih B ¢elija
(ABC-DLBCL). U ovom trenutku ne zna se ukupni znacaj koekspresije CD5 receptora, da li
podstiCe rezistenciju na terapiju, ili podize nivo antiapoptotskih signala, ili pak utiCe na tumorsku
mikrokolinu (75).

1.2.3.6. Specifi¢nosti klinickog ispoljavanja

DLBCL, NOS ima klasi¢nu klini¢ku sliku agresivnog limfoma (progresivna limfadenopatija u
nodalnom obliku bolesti). Ekstranodalna prezentacija bolesti daje znake i simptome zahvacenog
organa ili tkiva. B simptomi mogu ili ne biti prisutni.

1.2.4. PODTIPOVI DLBCL

Zvanic¢na klasifikacija WHO 2008 prikazuje 4 osnovne podgrupe DLBCL entiteta.

1.2.4.1. DLBCL bogat T ¢elijama/histiocitima (T-cell/h rich large B-cell lymphoma)

U WHO 2008 Klasifikaciji T cell/h rich DLBCL je izdvojen kao poseban podtip DLBCL,
morfoloski karakterisan obiljem reaktivnih T ¢elija i histiocita medu kojima se umece relativno
mali broj krupnih limfomskih B éelija. Cini < 10% svih varijanti DLBCL (9).

1.2.4.1.1. Mikromorfoloska slika

Originalni termin ,,T ¢elijama bogat B ¢elijski limfom* uveden je da bi se opisali varijeteti B
¢elijskih limfoma sa prominentnom T ¢elijskom reakcijom koja imitira T ¢elijske limfome (76).
Jedinstvena morfoloska slika ovog podtipa DLBCL karakteriSe se prisustvom < 10% (nekada samo
do 1%) obi¢no krupnih, atipi¢nih B ¢elija u okruzenju koje je bogato T ¢elijama. T cell/h rich-
DLBCL ima difuzan obrazac rasta sa kompletnim brisanjem regularne citoarhitektonike limfnog
¢vora ili retko nejasno nodularni tip rasta. Tumorske ¢elije su krupnocelijskog B porekla, raStrkane
i usadene u pozadinu malih sitnih T limfocita ili varijabilnog broja tzv. neepiteloidnih histiocita
koji predstavljaju znacajan i poseban nalaz koji ide u prilog dijagnozi T cell/h rich DLBCL (9).
Heterogenost krupnih B limfomskih c¢elija je naglasena, one su atipicne, mogu nalikovati

centroblastima, ili da budu pleomorfne nalik Hodgkinovim ¢elijama ili HRS ¢elijama nodularne
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varijante limfocitne predominacije HL (NLPHL) (77, 78). T cell/h rich DLBCL se moze smatrati
paradigmom teskoce u postavljanju dijagnoze specifi¢nog podtipa DLBCL (79).
1.2.4.1.2.Imunofenotip

Limfomske ¢elije T cell/h rich DLBCL eksprimiraju tipi¢no pan B ¢elijske markere. Posebno
ispoljavaju bcl6 marker i varijabilno eksprimiraju bcl2 i EMA, dok ne eksprimiraju CD15, CD30
(tipicne markere T ¢elijskih i anaplasti¢nih limfoma kao i HL), kao ni CD138 (marker plazma
¢elija). Dominantna je ekspresija T ¢elijskih antigena CD5 i CD3, ili histiocitnog antigena CD68
koji su deo reaktivnog celijskog miljea, a ne tumorskog (9). Rane imunohistohemijske studije
tumorske mikrokoline (strome) od strane Macona i sar. pretpostavile su da citokini kao §to je
interleukin 4 (IL-4) mogu igrati ulogu u histogenezi ovog limfoma (80). Ista grupa nesto kasnije
objavila je da je reaktivni T ¢elijski infiltrat komponovan od neaktiviranih CD8/TIA-1+/granzyme
B- T celija, i pretpostavila da ovaj infiltrat ima manjeg znacaja u posredovanju domacinovog
antitumorskog odgovora (81).

1.2.4.1.3. Genski ekspresioni profil

U determinisanju genskog ekspresionog profila T cell/h rich DLBCL postoje dva problema. Prvi je
vezan za veoma otezanu izolaciju krupnih malignih B ¢elija (< 10% u celokupnom tumorskom
infiltratu) koje se tesko izoluju iz T Celijske/histiocitne tumorske strome, te s toga se dobijeni
genski profil izolovane mRNA ¢esto moZe odnositi na ¢elije tumorske strome (mikrokoline). Drugi
problem je velika sli¢cnost NLPHL sa T cell/h rich DLBCL. Abramson i sar. publikovali su GEP
2006. godine i pokazali da maligne krupne B ¢elije T cell/h rich DLBCL imaju isto klonalno
rearanzirane gene za imunoglobuline kao i1 germinalno centarske celije, s tim $to nose nesto veci
broj somatskih mutacija i intraklonalni diverzitet (82). Ograni¢ene kariotipske studije nisu
pokazale rekurentne genetske abnormalnosti. Pokazalo se da NLPHL ima veci stepen genetske
nestabilnosti u odnosu na T cell/h rich DLBCL. Podvarijanta ovog limfoma koja je dominantno

bila bogatija u histiocitima je imala doma¢inov imuni odgovor i vrlo losu prognozu (83).
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1.2.4.1.4. Specifi¢nosti klini¢kog ispoljavanja

T cell/h rich DLBCL ima agresivno klini¢ko ponasanje i vrlo Cesto se prezentuje uznapredovalim
stadijumom bolesti, sa splenomegalijom i zahvatanjem koStane srzi. Mikronodularno zahvatanje
slezine moze biti poseban izazov u dijagnostickoj diferencijaciji pogotovo kod manje iskusnih
klini¢ara (84). Generalno ovaj podtip DLBCL ima posebno klinicko ponasanje i losu prognozu
(85).

1.2.4.2. Primarni difuzni B krupnocelijski limfom CNS-a (CNS DLBCL)

Primarni CNS DLBCL ukljucuje: primarne intracerebralne i intraokularne limfome. Iz ove
klasifikacije treba iskljuciti primarne limfome mozdanih ovojnica (limfomi dure), intravaskularne
DLBCL koji se primarno javljaju u CNS-u, sistemski diseminovane limfome koji pored ostalih
organa zahvataju i CNS, limfome povezane sa imunodeficijencijom koji Cesto zahvataju CNS i
relapse DLBCL koji sekundarno, kasnije u evoluciji bolesti zahvataju CNS. CNS DLBCL ¢ine <
1% svih NHL, i priblizno oko 2—-3% ukupno svih tumora CNS-a. Medijana godista pri javljanju je
oko 60, sa blagom predominacijom muskog pola (9). Primarni CNS limfomi su veoma agresivni sa
rastu¢om incidencom u poslednjih 30-ak godina (86, 87).

1.2.4.2.1. Mikromorfoloska slika

Krupne limfomske ¢elije primarnog CNS DLBCL se tipi¢no lociraju u perivaskularnim prostorima
i imaju karakteristike centroblasta, okruzene makrofazima, reaktivnim malim limfocitima,
aktiviranim mikroglijalnim ¢elijama ili reaktivnim astrocitima. Opsezna polja nekroze sa
"penusavim™ histiocitima mogu se videti, pogotovo kod osoba prethodno le¢enih velikim dozama
kortikosteroida. Ovaj fenomen se opisuje kao ,,is¢ezavajuci tumori” (9).

1.2.4.2.2. Imunofenotip

Primarni CNS DLBCL eksprimiraju pan B celijske antigene. Ekspresija CD19, CD20 ide do
100%, bcl6 (60-100%), CD10 (10-20%) i MUM1 (90-100%) (88, 9). Ekspresija bcl2 koja nije
povezana sa t(14;18)(q32;q21) je Cesta (89).

1.2.4.2.3. Genski ekspresioni profil

Primarni CNS DLBCL imaju visok nivo somatskih hipermutacija (oko 27%) (90). Mutacije takode
zahvataju bcl6, PIM1, MYC, RhoH/TTFn i PAX5 gene (91). Oko 30-40% CNS DLBCL imaju
translokaciju gena za bcl6 (89). Na osnovu imunohistohemijski surogata i GEP-a vecina primarnih

CNS DLBCL ima ABC fenotip, $to moze objasnjavati njihovu ukupnu losu prognozu (88).
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1.2.4.2.4. Specifi¢nosti klini¢kog ispoljavanja

Najveci broj bolesnika sa primarnim CNS DLBCL razvija fokalne neuroloske deficite (do 80%),
kao kod bilo kog drugog ekspanzivnog intrakranijalnog procesa. Psihijatrijske ispade ima 20—30%
kao i1 simptome poviSenog intrakranijalnog pritiska. Meningealna zahva¢enost moze biti pracena
glavoboljama ili asimetriénim bulbarnim ispadima kranijalnih nerava. Oko 60% primarnih CNS
DLBCL je lokalizovano supratentorijalno. U oko 20-40% postoje multiple lezije na prezentaciji.
MRI moze pokazati homogeni intenzitet signala ili znakove centralne nekroze tumora.
Meningealna zahvacenost se vida u oko 5%. U slu¢aju okularne zahvacenosti simptomi su vezani
za progresivno slabljenje vida. Oko 20% bolesnika ima intraokularne lezije, a oko 80-90%
bolesnika sa intraokularnim DLBCL razvija kontralateralnu zahvacenost oka ili ima progresiju
lezija intrakranijalno. Ekstrakranijalna diseminacija procesa, kao i zahvatanje koStane srzi je
ekstremno retko (9).

1.2.4.3. Primarni kutani DLBCL, tip noge (primary cutaneous DLBCL, leg type-PCLBCL,
LT)

Primarni kutani DLBCL, tip noge je agresivna i retka neoplazma krupnih B ¢elija prepoznata kao
zaseban entitet u zadnjoj WHO 2008 klasifikaciji. Ovaj redak entitet ¢ini 4% svih primarnih
kutanih limfoma i 20% svih kutanih limfoma B ¢elijskog porekla (92, 93). Tipi¢no se pojavljuje
kod starijih sa medijanom godista oko 70 (9, 94). Bolest je viSestruko ¢es$c¢a u zenskoj populaciji sa
odnosom priblizno 3-4 : 1 (92, 95). Uzrok bolesti je nepoznat, ali postoje izvesne asocijacije sa
infekcijom prouzrokovanom bakterijom Borelia burgdorferi na evropskom tlu (96). Jeli¢ i sar. su
takode publikovali pozitivhu serologiju na B. burgdorferi kod 55% bolesnika sa primarnim
kutanim limfomom (20). U oko 10-15% slu¢ajeva PCLBCL, LT moze biti diseminovan van koze
potkolenica (9).

1.2.4.3.1. Mikromorfoloska slika

Ovaj tip limfoma je komponovan od monotonog, difuznog, neepidermotropnog tumorskog
infiltrata gradenog od konfluentnih slojeva centroblasta ili imunoblasta sa izrazenom okruglo-

¢elijskom morfologijom (9). Mitotske figure se Cesto vidaju.
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1.2.4.3.2. Imunofenotip

Neoplasti¢ne ¢elije eksprimiraju pan B ¢elijske markere CD79a, CD20. PCLBCL, LT skoro uvek
snazno eksprimira bcl2, MUMI i FOXP-1 (8). Oko 10% slucajeva ne eksprimira niti bcl2 niti
MUM1 (95). Bcl6 je eksprimiran u vecini slucajeva, dok je CD10 naj¢es¢e negativan (97).
PCLBCL, LT je najé¢es¢e DLBCL non-GCB imuhistohemijskog podtipa.

1.2.4.3.3. Genski ekspresioni profil

PCLBCL, LT pokazuje brojne geneticke sli¢nosti sa klasicnim DLBCL, ali markantno se razlikuje
od primarnog kutanog folikularnog limfoma (PCFCL). Interfazna fluorescentna in situ
hibridizacija (FISH) analiza Cesto pokazuje translokacije koje ukljucuju c-MYC onkogen, gen za
bcl6 i gene za teske lance imunoglobulina. Genski ekspresioni profil PCLBCL, LT je tipa ABC-
DLBCL (98). Najnovija saopStenja pokazuju visoku prevalencu MYD88 mutacije koja aktivira
NFKB §to je udruzeno sa kra¢im prezivljavanjem i ABC genotipom (99).

1.2.4.3.4. Specifi¢nost klinickog ispoljavanja

Klinicki ovaj tip limfoma se prezentuje pojavom kozne lezije crvene ili modrikasto-crvene papule
na jednoj ili obe potkolenice (9) i cesto se diseminuju ekstrakutano. Opisani su slucajevi sistemski
diseminovane bolesti bez kutanih manifestacija, ili klinicki ,,nevidljive* forme sa diseminatima u
potkoznom masnom tkivu (100). Ovi limfomi imaju 5-godisnje prezivljavanje u oko 50% (101,
102). Prisustvo multiplih kutanih lezija na prezentaciji je znacajan faktor loSe prognoze (101).
1.2.4.4. Epstein Barr virus pozitivni DLBCL starijih (EBV+ DLBCL in elderly)

EBV pozitivni DLBCL starijih je klonalna B ¢elijska proliferacijakoja se javlja kod starijih od 50
godina bez prethodne poznate ili postoje¢e imunodeficijencije ili prethodeceg primarnog limfoma
(9). Ukoliko se pojavi u ranijoj zivotnoj dobi neophodne je iskljuéiti eventualno postojecu
imunodeficijenciju. Iz ovog entiteta se iskljucuju drugi sekundarno EBV pozitivni NHL
(limfomatoidna granulomatoza, plazmablastni limfomi, primarni efuzioni limfom i DLBCL
udruzen sa hroni¢nom inflamacijom) kao i reaktivno stanje koje je prouzrokovano EBV-om i
imitira ovaj limfom (infektivha mononukleoza prouzrokovana EBV). U zemljama Azije ovaj tip
limfoma ¢ini oko 8-10% DLBCL sa dokumentovanom predisponiraju¢om imunodeficijencijom
(103, 104). Incidenca raste sa godistem i najveca je posle 90. godina Zivota sa ucestalo$¢u od 20—
25% (103). Medijana starosti pri javljanju je 71 godina, sa blagom predominacijom muskog pola

(odnos 1,4 : 1).
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1.2.4.4.1. Mikromorfoloska slika

Inicijalno su opisane dve morfoloske prezentacije: polimorfna i krupno ¢elijska, od kojih su obe
komponovane od mnogobrojnih transformisanih ¢elija tipa imunoblasta i HRS nalikujuéih
gigantskih ¢elija. Obe opisane histoloske slike ¢esto imaju opsezna polja nekroze. Polimorfna slika
je Cesto pracena varijabilnom komponentom reaktivnih c¢elijskih elemenata kao §to su mali
limfociti, histiociti i epiteloidne celije. Neke studije su pokazale da morfoloska slika nema
prediktivni znacaj na terapijski odgovor i prezivljavanje bolesnika sa EBV+ DLBCL (103).
1.2.4.4.2. Imunofenotip

Neoplasticne celije eksprimiraju pan B Celijske markere, pre svega CD79a 1 CD20. Obi¢no su
negativne na CD10 1 blc6, dok su MUMI1 pozitivne. Slucajevi imunoblastne ili plazmablastne
morfologije mogu biti bez ekspresije CD20 i mogu imati citoplazmatsku ekspresiju
imunoglobulina. Celije su CD30 pozitivne u varijabilnom procentu, dok su CD15 negativne (9).
1.2.4.4.3. Genski ekspresioni profil

Klonalnost gena za imunoglobuline 1 EBV se obi¢no detektuju u ¢elijama EBV+ DLBCL. Ovo je
znacajno u razlikovanju polimorfnog tipa reaktivnog stanja kakva je infektivna mononukleoza od
monoklonalne limfomske proliferacije.

1.2.4.4 4. Specifi¢nost klinickog ispoljavanja

Klini¢ki se bolest najéesce prezentuje visokim ili visoko-intermedijernim IPI indeksom, sa vise od
70% bolesnika sa ekstranodalnom prezentacijom (Cesto je zahvatanje koZe, pluca, tonzila 1 zeluca)
sa ili bez sinhronog zahvatanja limfnih ¢vorova. Oko 30% bolesnika ima nodalnu prezentaciju (9).
Klini¢ki tok EBV+ DLBCL je agresivan sa medijanom prezivljavanja oko 2 godine (103, 104). IPI
skor i histologija nemaju prediktivan zna¢aj na prezivljavanje, dok prisustvo B simptoma i starost

> 70 godina su nezavisni parametri loSe prognoze (103).
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1.2.5. Drugi limfomi krupnih B ¢elija

Limfomi sagradeni od krupnih B ¢elija, koji takode rastu u difuznom rasporedu definisani su kao
drugi limfomi krupnih B ¢elija prema WHO 2008 klasifikaciji. Prema pomenutoj klasifikaciji
pripadaju entitetu DLBCL, ali u punoj meri pokazuju njegovu heterogenost.

1.2.5.1. Primarni medijastinalni (timi¢ni) krupnocelijski B limfom (Primary mediastinal
(thymic) large B-cell lymphoma-PMLBCL)

Prvi zapisi o krupnocelijskom limfomu sa prate¢om prominentnom fibrozom, koji pogada
predominantno medijastinum sa tendencijom invazije gornje Suplje vene, pogotovo kod mladih
zena su publikovani u ranim 80-tim godinama (105, 106, 107). PMLBCL izrasta iz medijastinuma
i smatra se da je porekla timi¢nih B ¢elija sa jedinstvenim klinickim, patohistoloskim i genetskim
karakteristikama. Ucestalost ovog podtipa limfoma se kre¢e oko 2—4% svih NHL (9) i tipi¢no
pogada mlade odrasle u njihovoj tre¢oj ili Cetvrtoj dekadi zivota sa predominacijom Zenskog pola
(odnos 2 : 1) (108).

1.2.5.1.1.Mikromorfoloska slika

Morfoloska slika PMLBCL je vrlo heterogena. Krupne B ¢elije su okruzene i upletene u kolagena
vlakna. Skleroza je markantna u priblizno polovine sluCajeva sa kompartmentizacijom tipa
alveolarne fibroze (9). Tipi¢no tumorske ¢elije su srednje do krupne veli¢ine sa oskudnom bledom
citoplazmom i ovoidnim, ili okruglim jedrom. U nekim slu¢ajevima ¢elije mogu biti pleomorfne
i/ili sa multilobuliranim jedrima koji mogu nalikovati RS ¢elijama $to moze buditi sumnju na HL
(9). Ovaj limfom nekada moze nalikovati limfomima ,sive zone”, ili da ima karakteristike
kompozitnog limfoma (HL+PMLBCL) (109).

1.2.5.1.2. Imunofenotip

PMLBCL eksprimira tipi¢no pan B ¢elijske antigene CD19, CD20, CD22 i CD79q, ali po pravilu
ne imunoglobuline (9). Za razliku od ¢elija HL, CD30 je eksprimiran u preko 80% slucajeva, ali
heterogenije i slabije (110, 111). CD15 je povremeno eksprimiran (112). Tumorske cCelije su ¢esto
pozitivne na MUML1 (75%) i CD23 (70%), dok je ekspresija bcl2 (55-80%) i bcl6 (45-100%)
varijabilna. CD10 je rede eksprimiran (8—32%) (9).

1.2.5.1.3. Genski ekspresioni profil

PMLBCL ima jedinstveni genetski potpis, ali deli karakteristike klasi¢nog HL (113, 114).
Konstitutivna aktivnost NFKB (115) i JAK-STAT signalnog puta je osnovna odlika PMLBCL
(116, 117). Amplifikacija 9p24.1 regiona je specificna strukturna aberacija koja dovodi do
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povecéane ekspresije ,,programmed cell death ligand-1” (PD-L1) i ukljucuje i lokus za Janus kinazu
2 (JAK2) (118). Najnovija saopstenja pokazuju PMLBCL kao bolest ¢ija biologija zavisi od
aktivacije slede¢ih intracelularnih molekularnih puteva REL, JAK-STAT, PD-L1/PD-L2 i NFkB
(119).

1.2.5.1.4. Specifi¢nost klini¢kog ispoljavanja

Klinicki se PMLBCL prezentuje kao veliki voluminozni ,,Bulky” tumor prednje-gornjeg
medijastinuma sa brzom progresijom i lokalno kompresivnim efektima kao sto su sindrom gornje
Suplje vene u vise od polovine bolesnika, dispneom, suvim nadrazajnim kasljem, rede disfagijom
ili disfonijom. Infiltracija koStane srZi na prezentaciji je retka. Ekstranodalna infiltracija je moguca,
ali retka, prisutna je u relapsu bolesti. Smatra se da histoloske varijacije nemaju prediktivni znacaj
na prezivljavanje (120). Losi prognosti¢ki parametri su ekstenzija tumorske mase u organe grudne
duplje, pleuralna i perikardijalna efuzija kao i lo§ performans status bolesnika (9). Plato na krivulji
prezivljavanja se belezi nakon 2 godine od postizanja remisije bolesti (121).

1.2.5.2. Intravaskularni krupnoéelijski B ¢elijski limfom (Intravascular large B-cell
lymphoma-1VLBCL)

IVLBCL je redak podtip ekstranodalnog limfoma krupnih B ¢elija koji se karakteriSe selektivnim
¢elijskim rastom u lumenu krvnih sudova, pogotovo kapilara, sa izuzetkom velikih vena i arterija.
Obi¢no se dijagnostikuje u visoko diseminovanoj, odnosno uznapredovaloj formi bolesti, u
ekstranodalnim organima, ukljucujuéi i koStanu srz. Limfni ¢vorovi su obi¢no postedeni.

1.2.5.2.1. Mikromorfoloska slika

Neoplasticne krupne B celije su uglavnom prionute na zidove malih ili intermedijernih krvnih
sudova. U nekim slu¢ajevima se moZe naé¢i tromboza, hemoragija ili nekroza. Celije su krupne sa
prominentnim jedrima 1 cCestim mitotskim figurama. Retko se nalaze celije anaplasticne
morfologije ili sitnijih dimenzija (122). Sinusoidalna infiltracija se moze naci u organima tipa jetre,
slezine i kostane srzi (122). Vrlo retko se maligne ¢elije mogu detektovati u perifernoj krvi.
1.2.5.2.2. Imunofenotip

Tumorske ¢elije IVLBCL eksprimiraju B ¢elijske antigene. Ekspresija CD10 je slaba do 13%
sluajeva 1 uvek je prac¢ena ekspresijom MUMI antigena. Koekspresija CD5 se vida u oko 38%
(9). Postoji hipoteza da intravaskularni rast nastaje zbog defekta u ,,homing” receptoru
neoplasti¢nih Celija, kao §to su defekt u CD29 (Bl integrin) i CD54 (ICAM-1) adhezioni f3
molekuli (123, 124).

33



1. Uvod

1.2.5.2.3. Genski ekspresioni profil

Geni za imunoglobuline su klonski rearanzirani. Retko ima publikovanih slu¢ajeva kariotipskih
anomalija, ali su par njih publikovane (125).

1.2.5.2.4. Specifi¢nost klini¢kog ispoljavanja

IVLCBL je agresivna neoplazma sa loSom prognozom koja rdavo odgovara na primenjenu
sistemsku hemioterapiju (126). Moze se javiti bilo gde u telu, s obzirom na distribuciju krvnih
sudova i simptomi bolesti su ekstremno polimorfni i klini¢ki nespecifi¢ni, zbog ¢ega se kod vecine
bolesnika bolest dijagnostikuje jako kasno. Postoje dva glavna modela pojave bolesti: zapadni tip
koji je klini¢ki definisan pojavom simptoma infiltrisanog organa, predominantno neuroloskim
simptomima 1 zahvac¢eno$¢u koZe 1 azijski tip koji je agresivniji sa multiorganskim oStecenjem,
hepatosplenomegalijom, pancitopenijom i hemofagocitnim sindromom. B simptomi su prisutni
kod 55-76% obolelih (9). Opisano je da bolju prognozu imaju bolesnici sa primarnim IVLBCL
ograni¢enim samo na kozu (127). Rana dijagnoza i rana primena tretmana IVLBCL moze
poboljsati ishod le¢enja ove opake bolesti, glavni su zakljuéci publikovanih serija bolesnika (128,
129).

1.2.5.3. DLBCL udruZen sa hroni¢nom inflamacijom (DLBCL associated with chronic
inflammation)

DLBCL udruzen sa hronicnom inflamacijom se moze definisati kao limfoidna neoplazma koja se
razvija na terenu dugotrajne hroni¢ne inflamacije i redovno je udruzena sa infekcijom EBV.
Prototip ovakvog tipa limfoma predstavlja piotoraks asocirani limfom (eng. Pyothorax associated
lymphoma-PAL). PAL se razvija kod osoba koje su leCene od tuberkuloze izazivanjem
arteficijelnog pneumotoraksa. Medijana pojave PAL od momenta izazivanja arteficijelnog
pneumotoraksa je 37 godina (9). Najveci broj prijavljenih slu¢ajeva ima Japan i azijske zemlje (9).
PAL je snazno udruZen sa nadovezujuc¢om infekcijom EBV.

1.2.5.3.1. Mikromorfoloska slika

Morfoloska slika je identi¢na nalazu DLBCL, NOS. Jedino na osnovu Klini¢kih podataka se bolest

moze definisati kao DLBCL koji je udruZen sa hroni¢énom inflamacijom.
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1.2.5.3.2. Imunofenotip

U veéini slucajeva postoji ekspresija CD20 i CD79a. U jednom delu bolesnika moZe se razviti
plazmacitoidna diferencijacija sa gubitkom ekspresije CD20 i/ili CD790, a tada se eksprimiraju
MUMI1, CD138 i moze CD30 (9). In situ hibridizacione metode jasno pokazuju EBV genom.
1.2.5.3.3. Genski ekspresioni profil

Geni za imunoglobuline su klonski rearanzirani i hipermutirani. TP53 mutacija se nalazi u oko
70% bolesnika (9). Citogenetske studije pokazuju kompleksan kariotip i brojne numericke i
strukturne hromozomske aberacije (130).

1.2.5.3.4. Specifi¢nost klinickog ispoljavanja

Najcesce mesto gde se pojavljuje ovaj tiplimfoma je pleuralna duplja, kao rast tumorskog infiltrata
uz zid grudnog kosa pracen gnojnom eksudacijom,0dnosno piotoraksom. Druga reda mesta pojave
ovog limfoma su kosti (pogotovo femur), vilice i periartikularno meko tkivo (131). U slucaju
PAL-a tumor je najces¢e veéi od 10 cm u prec¢niku u vise od polovine sluéajeva (132).

1.2.5.4. Limfomatoidna granulomatoza (Lymphomatoid granulomatosis-LY G)

LYG je angiocentricno 1 angiodestruktivno limfoproliferativno oboljenje, koje zahvata
ekstranodalna mesta, komponovano od EBV pozitivnih B c¢elija izmeSanih sa reaktivnim T
¢elijama, koje obi¢no predominiraju. Lezija ima spektar histoloSkih gradusa i klini¢ke
agresivnosti, Sto je u direktnoj vezi sa porcijama krupnih B ¢elija. Ovo je retko oboljenje,
uglavnom zahvata odrasle ili retko decu sa imunodeficijencijom. Muskarci su pogodeni vise od
zenske populacije (odnos > 2 : 1) (9). Predisponiraju¢a stanja su X-vezani limfoproliferativni
sindrom, Wiskott-Aldrich sindrom, stanje nakon alogene transplantacije koStane srzi ili
HIV/AIDS.

1.2.5.4.1. Mikromorfoloska slika

LYG se karakteri$e angiocentri¢nim i angiodestruktivnim polimorfnim ¢elijskim infiltratima (133,
134). Obi¢no dominira mali broj EBV pozitivnih B ¢elija sa obiljem reaktivnih ¢elija u pozadini
(plazma ¢elije, histiociti, imunoblasti). Vaskularne promene tipa infiltracije zida krvnog suda se
vide u skoro svim slu¢ajevima. Ovaj fenomen dovodi do infarkt-nalikujucoj tkivnoj nekrozi ili
fibrinoidnoj nekrozi koja moze biti posredovana EBV indukovanoj sekreciji citokina (135). Zbog
slicnog angiodestruktivnog rasta LYG treba diferencirati od ekstranodalnog NK/T ¢elijskog
limfoma-nazalni tip, jer je i on EBV pozitivan (136). LYG se histoloski gradira u 3 gradusa u

zavisnosti od rastuéeg broja krupnih B ¢elija. Sto je gradus LYG-a veéi, veéi je broj krupnih B
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transformisanih malignih ¢elija. U sumarnoj reviziji dijagnostike datoj od strane Colbyja 2012.
godine, danas se smatra da je LYG dijagnostikovan ako se nade varijabilan broj mononuklearnih
CD20+ B ¢elija koje su pozitivne na EBER metodom in situ hibridizacije i koje vrSe invaziju
vaskularnog zida sa ve¢im brojem reaktivnih T éelija u okruzenju (137).

1.2.5.4.2. Imunofenotip

EBYV pozitivne B ¢elije obi¢no eksprimiraju CD20. Pozitivnost na CD30 je varijabilna, ali su uvek
CD15 negativne (9). Reaktivna pozadina je CD3 pozitivna, sa ve¢im brojem CD4 T limfocita nego
CD8.

1.2.5.4.3. Genski ekspresioni profil

U vecini slucajeva gradusa 2 1 3 bolesti klonalnost imunoglobulinskih gena se moze dokazati
molekularnim tehnikama (9). Nema publikovanih podataka o genetskim alteracijama.

1.2.5.4 4. Specifi¢nost klinickog ispoljavanja

Bolesnici najceS¢e imaju simptome 1 znake bolesti respiratornog sistema. Zahvacenost pluca se
vida u 90% bolesnika na prezentaciji. Ostala mesta zahvacenosti mogu biti: mozak (26%), bubrezi
(32%), jetra (29%) i koza (25-50%) (9). Vremenom LYG nekada moze progredirati u EBV+
DLBCL. Opisane su i spontane remisije bolesti. U podacima baziranim na istorijskim serijama
medijana preZivljavanja je bila ispod 2 godine (133). Novi modaliteti leCenja u smislu agresivnijeg
leCenja mogu promeniti bioloski tok bolesti u pozitivnom smeru.

1.2.5.5. ALK+ krupno¢elijski B limfom (ALK+ DLBCL)

ALK+ krupnocelijski B limfom je neoplazma ALK+ monomorfnih imunoblast-nalikuju¢ih ¢elija
sa neretko plazmablastnom morfologijom. Ovaj tip limfoma se nalazi kao izuzetan raritet sa
incidencom < 1% i sa samo oko 40-ak prijavljenih slu¢ajeva do sada (138). Sti¢e se utisak da se
¢esce javlja kod muskog pola (odnos 3 : 1), nalazeéi se u svim dobnim grupama sa medijanom
javljanja oko 36. godine zivota (138).

1.2.5.5.1. Mikromorfoloska slika

Kao $to je ve¢ pomenuto osnovni Celijski tip koji reprezentuje ovaj podtip limfoma su imunoblast-
nalikujuce celije sa okruglim bledim jedrom sa krupnim centralnim nukleolusom i1 oskudnom
citoplazmom. Neki slucajevi pokazuju plazmablastnu diferencijaciju (139, 140). Atipi¢ne

multinuklearne ¢éelije se takode nekada mogu naci (9).
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1.2.5.5.2. Imunofenotip

Limfomske ¢elije snazno su pozitivne na ALK protein. ALK+ krupnocelijski B limfom takode
snazno eksprimira markere plazmacitoidne diferencijacije CD138, CD38, ali negativan je na
najcesce pan B ¢elijske markere CD20 i CD79a, neretko je pozitivan na MUML1 antigen (9). CD45
marker slabo je eksprimiran ili negativan, dok je EMA visoko pozitivan $to je dijagnosticki vrlo
problemati¢no u smislu zamene ove neoplazme sa karcinomima (9, 141). Ovaj tip tumora treba
diferencirati od ALK+ ALCL T/NK limfocita.

1.2.5.5.3. Genski ekspresioni profil

Geni za imunoglobuline su klonski rearanzirani. Genski profil najvise odgovara post-germinativno
¢elijskoj neoplazmi sa plazma c¢elijskom diferencijacijom. Gen za ALK protein je na 2.
hromozomu i naj¢e$¢e uocene translokacije su t(2;17)(p23;q23), dok t(2;5)(p23;35) je retko
opisana i nije tipi¢na kao kod ALCL T/NK fenotipa (9).

1.2.5.5.4. Specifi¢nost klini¢kog ispoljavanja

Veéina bolesnika javlja se u uznapredovalom stadijumu bolesti (I111/IV po Ann Arbor stadijumu).
Najces¢a je nodalna prezentacija ili se prezentuje kao medijastinalna masa. Ekstranodalna
zahvacéenost povremeno je opisivana u literaturi, ali ¢ini Se da je retka (9). Medijana prezivljavanja
u uznapredovaloj formi bolesti je 11 meseci (138). Kod dece prijavljena su dugotrajna
prezivljavanja (> 156 meseci) (142). S obzirom da je vecina ovih tumora CD20 negativna,
rituksimab nema efekta u terapiji.

1.2.5.6. Plazmablastni limfom (Plasmablastic lymphoma-PBL)

PBL je difuzna proliferacija krupnih neoplasti¢nih ¢elija od kojih veéina nalikuje imunoblastima,
ali u kojoj vec¢ina tumorskih ¢elija ima plazma celijski imunofenotip. Primarno je opisan kao
limfom usne Supljine (eng. oral cavity lymphoma), ali danas se zna da se moze pojaviti i na drugim
mestima u telu, pre svega ekstranodalno. Specificnost PBL je da je visoko udruZen sa HIV
infekcijom i da se ustvari smatra HIV asociranim limfomom. Naravno, pored infektivne
imunodeficijencije, uzroci mogu biti i1 jatrogena i staracka imunodeficijencija, no ipak rede.
Medijana godista pri javljanju je 50 godina, medutim moze pogoditi i decu sa imunodeficijencijom

(9).
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1.2.5.6.1. Mikromorfoloska slika

Morfoloski ¢elije PBL pokazuju varijaciju od ¢elija koje imponuju imunoblastnoj morfologiji do
¢elija koje imaju tipi¢nu sliku plazma celijskih proliferacija nalik na multipli mijelom. Mitotske
figure su Geste. Celije monomorfne plazmablastne morfologije najées¢e se vidaju kod HIV
inficiranih i to najces¢e kao oralni, paranazalni i nazalni ekstranodalni infiltrati. Diferencijalna
dijagnoza prema anaplasticnom ili plazmablastnom plazma c¢elijskom mijelomu ustvari je kljuéni
problem patologa. Prisustvo visokog proliferativnog indeksa, ekstranodalne lokalizacije, istorija
imunodeficijencije i dokaz EBV genoma metodom in situ hibridizacije idu u prilog dijagnozi PBL
(9). Postoje zagovaranja pojedinih autora da je pitanje klasifikacije PBL diskutabilno i da se on
moze smatrati ustvari plazmaproliferativnom boles¢u, a ne tipom DLBCL, kako ga trenutno vidi
aktuelna klasifikacija WHO 2008.

1.2.5.6.2. Imunofenotip

Neoplasticne ¢elije PBL eksprimiraju tipi¢no plazma ¢elijske markere CD138, CD38, MUMI, a
negativne su ili vrlo slabo eksprimiraju CD45, CD20 i PAX5. CD79a pozitivan je u oko 50-85%
slucajeva. EMA i CD30 su ¢esto eksprimirani. Ki 67 indeks obi¢no je vrlo visok (> 90%). EBV
EBER in situ hibridizacijom pozitivan je u 60-75% slucajeva. EBV pozitivnost ide do 100% u
sluajevima oralno-mukozne prezentacije PBL koji je udruzen sa HIV-om, dok je HHV8 odsutan
9).

1.2.5.6.3. Genski ekspresioni profil

Postoji klonalni rearanzman za IgH lance imunoglobulina.

1.2.5.6.4. Specifi¢nost klinickog ispoljavanja

Vecina bolesnika na prezentaciji ima uznapredovali klinicki stadijum bolesti (III/IV Ann Arbor
stadijum). IPI skor obi¢no je visok. Najcesca je ekstranodalna prezentacija kao limfom usne duplje
(oral cavity lymphoma), pored toga mogu biti zahvaceni orbita, sinonazalne Supljine, koza, kosti,
meka tkiva i gastrointestinalni trakt. Nodalna prezentacija je opisana, ali je reda, s tim da je ¢eSc¢a
kod HIV negativnih bolesnika (143, 144, 145). Podaci iz literature o HIV negativnim PBL su na
nivou kauzistike i najces¢e su opisani kao ekstraoralni i ekstranodalni PBL (146, 147, 148).
Klinicki tok PBL je vrlo agresivan sa smrtnim ishodom unutar godinu dana od dijagnoze bolesti
(141, 142, 143). Ishod ove bolesti nesto je poboljsan od kako je unapreden menadzment HIV
infekcije (149).
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1.2.5.7. Krupnoéelijski B limfom koji izrasta iz HHV8-udruZene multicentri¢ne Kastlmanove
bolesti (Large B-cell lymphoma arising in HHV8-associated multicentric Castleman disease)
Krupnocelijski B limfom koji izrasta iz HHV8-udruzene multicentricne Kastlmanove bolesti
(MCD) je monoklonalna proliferacija HHV8 inficiranih limfoidnih ¢elija koje imaju
plazmablastnu morfologiju eksprimiraju¢i IgM i rastu¢i kao MCD. Redovno je udruzena sa HIV
infekcijom. Endemski moze se nac¢i kod HIV negativnih bolesnika u zonama gde vlada HHV8
(Afrika i zemlje Mediterana) (150). Na nivou kauzistike, publikovani su sporadi¢ni slu¢ajevi HIV
negativhe MCD (151).

1.2.5.7.1. Mikromorfolo$ka slika

Limfni ¢vorovi 1 slezina kao primarna mesta lokalizacije ovog limfoma morfoloski se karakteriSu
razli¢itim stepenom involucije i hijalinizacije germinativnih centara sa prominentnom mantl
zonom koja moZe potisnuti germinativne centre i kompletno ih zameniti. U mantl zonama ovih
proliferata nalazi se varijabilan broj krupnijih plazmablastnih celija. Sa progresijom bolesti
plazmablasti se slivaju u konfluentne mikroskopske klastere (152).

1.2.5.7.2. Imunofenotip

Tipican imunofenotip pokazuje tackastu prebojenost jedara malignih Celija na LANA-1, virusni
lambda IL-6 i snazno eksprimiraju sIgM sa restrikcijom lambda lakih lanaca. Celije su pozitivne ili
negativne na marker CD20, negativne na CD79a, CD138, dok je CD38-/+.

1.2.5.7.3. Genski ekspresioni profil

Aktivacija signalnog puta IL-6 smatra se da ima ulogu u razvoju ove bolesti (9).

1.2.5.7.4. Specifi¢nost klinickog ispoljavanja

Ovaj podtip limfoma ima nodalnu prezentaciju i zahvata slezinu, ali moZe se diseminovati u druge
organe putem krvi ili pak retko imati leukemijsku prezentaciju (152, 153). Pacijenti su naj¢esce u
dubokoj imunodeficijenciji sa uve¢anim limfnim nodusima i masivnom splenomagalijom ¢esto sa
manifestacijama Kaposijevog sarkoma (152, 153). Bolest je veoma agresivna sa prezivljavanjem
od samo nekoliko meseca.

1.2.5.8. Primarni efuzioni limfom (Primary effusion lymphoma-PEL)

PEL je jedinstveni klinic¢ki entitet, jer predstavlja likvidni, aleukemijski limfom koji se prezentuje
kao rekurentna efuzija organskih duplji (torakalne, perikardijalne ili peritonealne) bez bilo kakve

detektabilne tumorske mase. Maligne ¢elije indukuju curenje tecnosti u organske duplje i koriste je
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kao supstrat za zivot i razmnozavanje. Mogu se dokazati u punktatima na preparatima citoloskog
razmaza sedimenta ili floucitometrijski. PEL je redovno udruzen sa infekcijom HHVSE, odnosno
KSHV. Opisane su retke forme HHV8+ limfoma, ali kao solidne mase koje nisu HHV8 MCD i
koje su nazvane ekstrakavitarni PEL (9).

1.2.5.8.1. Mikromorfoloska slika

Na razmazima sedimenta izliva dobijenih punkcijom zahvacenih duplji (najéesce pleuralni izliv)
koji su bojeni po May-Griunwald-Giemsa (MGG) metodi vide se krupne ¢elije imunoblastnih ili
plazmablastnih morfoloskih karakteristika, ponekad anaplasticne kada je dijagnoza oteZana.
Citoloski pregled pokazuje ¢elije izrazito bazofilne, tamno plave citoplazme sa ekscentricnim
jedrom koje je krupno, okruglo ili nepravilnih kontura (9).

1.2.5.8.2. Imunofenotip

Celije eksprimiraju CD45, ali ne i pan B ¢elijske antigene CD20, CD19, CD79a (154, 155).
Prisustvo plazma c¢elijskih markera kao i linijski ne asociraninh markera je prisutno: HLA-DR,
CD30, CD38, CD138, i EMA je tipi¢no. Jedra malignih ¢elija pozitivna su na HHV8-asocirani
protein LANA (ORF73) (156). Imunofenotip ekstrakavitarnog PEL-a ima sli¢ne karakteristike kao
likvidni oblik, ali sa neSto jaom ekspresijom B ¢elijski asociranih antigena (157).

1.2.5.8.3. Genski ekspresioni profil

Geni za imunoglobuline klonski su rearanzirani i hipermutirani. Virusni genom HHV8 prisutan je
u svim slucajevima. Genski profil AIDS-udruzenog PEL-a pokazuje poseban profil sa
karakteristikama i plazma ¢elija i EBV-transformisanih limfoblastoidnih ¢elijskih linija (158).
1.2.5.8.4. Specifi¢nost klinickog ispoljavanja

Bolest se tipi¢no prezentuje pojavom efuzija bez klini¢ki evidentne limfadenopatije ili
organomegalije. Oko polovine bolesnika ima preegzistirajuc¢i razvoj Kaposijevog sarkoma (159).
Pojedini slu¢ajevi povezani su sa MCD (160). Tipi¢an bolesnik sa PEL-om je mladi ili sredoveéni
homo ili biseksualac zarazen HIV-om. Koinfekcija EBV cesta je kod ovakvih bolesnika (9). Od
PEL-a oboljevaju i drugi imunodeficijenti, pogotovo u regionima gde vlada endemska infekcija
HHVS, kao $to je Mediteran (160).
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1.2.6. Granic¢ni sluc¢ajevi-limfomi ,,sive zone”

Grani¢ni slucajevi ukljuuju takozvane limfome ,Sive zone” (eng. ,,grey zone”), koji dele
karakteristike DLBCL i BL, ili DLBCL i klasi¢nog tipa HL.

1.2.6.1. B C(elijski limfom, neklasifikovani, sa Kkarakteristikama izmedu difuznog
krupnoéelijskog B limfoma i Burkitovog limfoma

Postoje slucajevi koji su grani¢ni prema DLBCL sa jedne strane i BL sa druge strane. Ovakvi
slucajevi mogu morfoloski nalikovati DLBCL, a imati imunofenotip koji vise ide u prilog BL ili
obrnuto. Predstavljaju dijagnosticki problemati¢ne entitete. Stari naziv za ovakve slucajeve je bio
Burkit-nalikujuéi limfom (,,Burkitt-like lymphoma*“-BLL).

1.2.6.1.1. Mikromorfoloska slika

Morfoloski ovi grani¢ni slucajevi limfoma gradeni su od srednje do krupnih transformisanin B
¢elija bez stromalne reakcije i fibroze. Obrazac rasta je difuzan. Prisustvo slike ,,zvezdanog neba”
(eng. starry sky) redovno je prisutna sa makrofagima koji fagocituju celijski debri i difuzno su
zastupljeni u tumorskom infiltratu imitirajuéi ,,zvezde na no¢nom nebu®. Mitotske figure su
prisutne u velikom broju i1 ovakva slika apsolutno ide u prilog BL. Ono §to odstupa od morfologije
klasi¢nog BL je ve¢i procenat ¢elijske varijacije u dimenziji jedara ili pak imunofenotip koji nije u
potpunosti konzistentan sa BL. Opisani su slu¢ajevi blastoidnih ¢elija koje nalikuju prekursor B
limfoblastnom limfomu/leukemiji (PBLL) i koji se moraju diferencirati imunohistohemijom, pre
svega TdT markerom Koji je pozitivan samo kod PBLL. Slu¢ajevi DLBCL koji imaju vrlo visok
proliferativni indeks Ki 67 takode se moraju odvojiti od ovog grani¢nog entiteta (161).

1.2.6.1.2. Imunofenotip

Ovi limfomi eksprimiraju pan B ¢elijske markere CD19, CD20, CD22, CD79q, i tipi¢no slg.
Imunofenotipkoji ide u prilog BL je tipi¢no germinativno-celijski: bcl6+, CD10+, bcl2- i MUM1-.
TdT je diferencijalni marker prema PBLL. Indeks proliferacije Ki 67 veoma je visok i ide do 100%
Sto odgovara BL.

1.2.6.1.3. Genski ekspresioni profil

Geni za imunoglobuline klonski su rearanzirani. U oko 35-50% slu¢ajeva postoji 8q24/MYC
translokacija (9). Oko 15% ovih limfoma ima bcl2 translokaciju, a detektuju se i udruzeno sa MYC
translokacijom i tada su to tzv. ,double hit” limfomi. Dosta rede mozZe se detektovati bcl6
translokacija, ukoliko je udruzena sa MYC i bel2 translokacijom to su tzv. ,triple hit” limfomi, ¢ija

incidenca raste sa godinama zivota i prisutna je u preko 30% kod starijin bolesnika (9).
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Kompleksan kariotip koji se neretko detektuje, nije tipi¢an za BL (162). Za BL tipi¢na je
translokacija izmedu 14. hromozoma gde su locirani geni za teske lance imunoglobulina sa 8.
parom hromozoma gde je lokalizovan protonkogen MYC i tada se sa sigurno$¢u moze reci da je u
pitanju tipic¢an BL.

1.2.6.1.4. Karakteristike klini¢kog ispoljavanja

Radi se o agresivnoj ili vrlo agresivnoj neoplazmi refraktarnoj na terapiju, pogotovo ako postoji
kompleksan kariotip ili ako su u pitanju ,,double” ili ,triple hit” slucajevi. Klini¢ki se prezentuje
kao brzo rastuc¢a nodalna ili ekstranodalna masa, a ponekad ima sliku leukemijskog limfoma.
1.2.6.2. B (Celijski limfom, neklasifikovani, sa Kkarakteristikama izmedu difuznog
krupnocelijskog B limfoma i klasi¢nog Hodgkinovog limfoma

Drugi tip grani¢nog slucaja je limfom koji ima osobine HL 1 DLBCL. Moze se definisati kao
preklopni entitet u klinickom, morfololoSkom 1/ili imunofenotipskom smislu izmedu klasi¢nog HL
i DLBCL. Najcesce se javljaju kod mladih muskaraca u periodu izmedu 20-40 godina (163, 164).
Etiologija nije poznata, ali se EBV sekvenca detektuje u oko 20% slucajeva (9).

1.2.6.2.1. Mikromorfoloska slika

Tipican rast tumora podrazumeva konfluentne pleomorfne tumorske ¢éelije u slojevima koje su
uronjene u difuznu fibroznu stromu (163, 164). Tumor podse¢a na PMBCL, ali za razliku od njega
ovde su celije krupnije i pokazuju vecu pleomorfnost. Pleomorfne c¢elije nalikuju lakunarnoj
varijanti tipa nodularne skleroze klasi¢nog cHL. Pri pregledu preparata biopsije nailazi se na zone
tumorskog infiltrata koji vise ide u prilog dijagnozi cHL, a potom u drugim delovima infiltrata ima
vise centroblastnih ¢elija DLBCL. Nekroze u tumoru su prisutne i ¢este, ali za razliku od istih kod
cHL nema neutrofilne infiltracije u njoj.

1.2.6.2.2. Imunofenotip

Limfomske ¢elije eksprimiraju imunofenotip koji je tranzicionalan izmedu ¢elija cHL i DLBCL
(163, 164). Celije su CD45 pozitivne, kao i CD20 i CD790, ali u veéini sluajeva pokazuje
markere cHL (CD30 i CD15). Transkripcioni faktori tipa BOB-1, Oct-2 i PAX5 ¢esto su
eksprimirani. ALK je negativan, a bcl6 varijabilno je eksprimiran, dok CD10 nije eksprimiran (9).
1.2.6.2.3. Genski ekspresioni profil

Studijama genske ekspresije pokazalo se da je ovaj entitet u bliskoj vezi sa profilom genske
ekspresije cHL i PMLBCL, ali nema preciznijih studija koje su publikovane o profilu genske

ekspresije ovog entiteta (113, 114).
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1.2.6.2.4. Karakteristike klini¢kog ispoljavanja

Klini¢ki ovaj entitet najcesce se prezentuje kao medijastinalni voluminozni tumor koji moze dati
regionalne kompresivne efekte (sindrom gornje Suplje vene, pareza rekurentnog nerva i sl.).
Obicno, agresivnost tumora je veca u poredenju sa pojedinacnih izdvojenim entitetima sa
ukupnim lo$ijim ishodom.

1.2.7. Entiteti koji nisu obuhvac¢eni WHO 2008 klasifikacijom

Postoje specifi¢éne forme DLBCL koje se izdvajaju po svom klinickom toku, biologiji ili genetici, a
koje Klasifikacija WHO 2008 nije izdvojila kao posebne entitete. S obzirom na njihove
specifi¢nosti potrebno je posebno ih razmotriti.

1.2.7.1. DLBCL koji nastaje transformacijom iz limfoma niZeg stepena malignosti

DLBCL koji nastaju transformacijom iz prethodec¢ih limfoma indolentnijeg toka, tokom perioda
vremena, mogu se smatrati transformisanim DLBCL. Medutim, postavlja se pitanje kada se zaista
radi o transformaciji indolentnog u agresivni limfom, a kada je u pitanju slucajna, nezavisna
pojava novog agresivnog limfoma tipa DLBCL na terenu preegzistirajuceg indolentnog limfoma.
Ako DLBCL nastane zbog imunodeficijencije izazvane prethodnom limfoproliferativnom
neoplazmom ili jatrogeno zbog primenjene terapije u leGenju pomenute bolesti, otvoreno je pitanje
da li je to de novo ili transformisana neoplazma. Transformisanim DLBCL mogao bi se smatrati
limfom koji je nastao daljom, dubljom izmenom u genomu malignog klona ¢elija indolentnih
limfoma, pojavom novih, dodatnih hromozomskih aberacija ili mutacija gena. Takav DLBCL bi se
mogao smatrati transformisanim DLBCL koji je nastao iz limfoma nize maligne potencije
(transformacija FL ili Rihterov sindrom kod SLL/CLL entiteta). Pojava DLBCL koji nastaje
nezavisno, od ¢elija de novo klona, kasnije u nekom trenutku evolucije indolentnog limfoma, moze
se smatrati sekundarnom neoplazmom. Za diferencijaciju ova dva fenomena neophodna je primena
preciznih molekularnih tehnika, koje jo§ uvek nisu deo rutinske prakse, ve¢ su deo
eksperimentalne medicine. Sinhrona pojava DLBCL sa nekim drugim tipom NHL ili HL oznacava
se kao kompozitni limfom, gde DLBCL i druga limfoproliferativna neoplazma nastaju u isto
vreme, ali su potpuno dva nezavisna fenomena, verovatno nastala iz dva nezavisna maligna klona
koja najverovatnije slu¢ajno nastaju u istom trenutku.

Najbolje opisane su transformacija FL i sindroma SLL/CLL, rede to mogu biti transformacija
MALT limfoma u DLBCL, ili vrlo retko nekog drugog. FL, kao drugi po ucestalosti i najéesci

indolentni limfom razvijenih zemalja i zapadne hemisfere najces¢i je opisivani primer
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transformacije indolentnog limfoma u agresivni. FL moze vremenom, postepeno da iz nizih
gradusa prede u viSe graduse i transformise se u DLBCL, ili bez etapnih faza. Incidenca
transformacije je varijabilna, verovatno u zavisnosti od kriterijuma Kkoji se uzimaju za njenu
procenu, ali procenjena je na oko 3% na godiSnjem nivou (165). Danas se smatra da 30-40% FL
moze doziveti histolosku transformaciju u agresivne limfome, pre svega DLBCL (166).
Patogenetski mehanizam predmet je ispitivanja i u osnovi je nepoznat. Rizik od transformacije
imaju bolesnici uznapredovalog FL i visokog Follicular International Prognostic Index (FLIPI)
indeksa, pokazano je u prospektivnoj studiji Montotoa i sar. (167). Transformisani FL (tFL) je
specifi¢no udruzen sa alteracijama i deregulacijom celijskog ciklusa i odgovora na DNA ostecenja
(MYC, TP53 mutacija, aberantna somatska hipermutacija, COKN2A/B). Genski ekspresioni profil
tFL deli vrlo visoke sli¢nosti sa de novo GCB imunofenotipskim DLBCL (166). U prospektivnom
trajalu Montotoa i sar. pokazano je da histoloski transformisan DLBCL ima i kraéi period
prezivljavanja i period do progresije bolesti (p <0,0001) (167).

Rihterov sindrom RS predstavlja transformaciju CLL ili sindroma SLL/CLL u agresivni limfom
tipa DLBCL, najées¢e non-GCB imunofenotipa, koji je klonalno povezan sa preegzistiraju¢om
CLL (168). RS ima vrlo losu prognozu i patogenetski mehanizam ovog sindroma nedovoljno je
jasan (168). Lezije genoma u RS su heterogene. Deregulacija MYC onkogenog puta moze biti
jedan od glavnih onkogenih dogadaja u patogenezi klonalno povezanog RS sa prethodeCom CLL
(168). Danas su predlozena bar dva mehanizma nastanka RS: klonalno povezan, koji ustvari
predstavlja pravi RS, jer nastaje dodatnom izmenom u genomu ve¢ postojeCeg malignog klona
indolentnog limfoma/leukemije SLL/CLL, naj¢e$¢e nastankom p53 mutacije ili delecijom 17p13
hromozoma, i drugi mehanizam koji nije pravi RS, ve¢ nastanak de novo DLBCL kod bolesnika
koji boluju od SLL/CLL (169). Dva pomenuta DLBCL entiteta imaju potpuno drugaciju biologiju
1 klinicki tok. Kumulativna incidenca RS nije tako malo i prelazi 10% za period od 10 godina, §to
znaci da se kreée 1% na godiSnjem nivou (169). Definisani su neki od rizik faktora koji mogu biti
prediktori moguceg razvoja RS ili progresije CLL kao Sto su: ekspresija CD38 na ¢elijama CLL,
odsustvo delecije 13q14 i veli¢ina limfnih nodusa > od 3 cm (170). Terapija RS je ekstremni
problem, jer radi se o refraktarnom DLBCL kratkog prezivljavanja. U trenutno najsvezijem
retrospektivnom trajalu izraelske grupe autora potvrden je benefit od dodatka rituksimaba

hemioterapijskim Semama u tretmanu RS. Rezultati dobijeni u dugotrajnom pracenju (n=119)
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bolesnika u 12 izraelskih centara pokazali su poboljsanje 2-godiSnjeg prezivljavanja sa 19% na
42% (p=0,001) (171).

1.2.7.2. Molekularno-bioloske varijante DLBCL (,,Double hit” i ,triple hit” limfomi)

Ovaj molekularni podentitet zasluzuje posebno sagledavanje, iako je ve¢ pomenut u odeljku
1.2.6.1., s obzirom na rastu¢a saznanja iz oblasti molekularne biologije limfoma. Limfomi koji
nose MYC/8q24 rearanzman u kombinaciji sa translokacijama koji zahvataju gene za bcl2, bcl3 i
bclé oznaceni su kao ,,double hit” limfomi (DHL) (172). Kao $to je napomenuto predstavljaju
limfome koji se najcesce kategorisu kao DLBCL, neklasifikovani sa karakteristikama izmedu BL,
redovno su GCB-nalik imunofenotipa, i vrlo retko mogu biti DLBCL, NOS tipa. Najveci broj
opisanih slu¢ajeva su MYC*/BCL2" slu¢ajevi po podacima negde oko 60%, dosta rede su opisani
DH limfomi gde postoji MYC*/BCL6", s tim §to ovaj poslednji tip najéesc¢e predstavlja , triple hit”
(TH) limfome, jer ima trostruke prelome hromozoma MY C*/BCL2"/BCL6" (173). Tremin DHL je
relativno neprecizan, jer pored MYC translokacije najce$¢e postoje joS nekoliko udruzenih
translokacija te se govori o TH ili ,,quadriple hit” limfomima i sl. MYC*/BCL6" DH limfomi imaju
CesCe ekstranodalnu prezentaciju, agresivni su i za razliku od DLBCL/BL tipa limfoma ceSce
imaju fenotip CD10-, MUMI+, vise nalikuju BL, ali slabije eksprimiraju bcl2 i imaju nizi stepen
citogenetskih kompleksnosti kariotipa od BCL2" DH limfoma (174). Generalno, klinicka
prezentacija DH, TH ili ,,quadriple hit” limfoma je postojanje visokog proliferativnog indeksa,
dominantan GCB imunofenotip, ekstenzivna bolest, Cesta infiltracija koStane srzi i/ili CNS-a na
prezentaciji (173). Bolesnici sa DH limfomima generalno imaju brzo progrediraju¢i tok bolesti,
¢ak i nakon primene visokodoznih rezima. Uzrok ovakvom toku visoka su kompleksnost izmena u
genomu ovih tumora (172, 173). Opisana sfera molekularnih otkrica daleko produbljuje nasa
aktuelna saznanja i nudi potpuno drugi obim sagledavanja DLBCL i limfoma uopste. Ovo otvara
sustinsko pitanje individualizacije pristupa i uvodenje target molekularne terapije prema
specificnom profilu genetskih alteracija 1 konsekutivno aktiviranom onkogenom putu, §to u osnovi
i predstavlja buduci sustinski cilj lecenja DLBCL.

1.2.7.3. Primarni testikularni DLBCL (PTL)

PTL predstavlja poseban klini¢ki entitet, jer ima vrlo agresivan bioloski tok i neuobicajenu
tendenciju ka relapsa u CNS ili kontralateralnom testisu. Iz ovih razloga moze se razmatrati
izdvojeno iz ostale grupe DLBCL, jer ovde imamo fenomen da specifi¢na lokalizacija limfoma

ima drugacije biolosko ponasanje u odnosu na druge ekstranodalne lokalizacije DLBCL. PTL ¢ini
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1-2% svih NHL, 4% ekstranodalnih NHL i varijabilno 1-10% testikularnih neoplazmi koje
pogadaju muskarce starije od 60 godina sa rdavom prognozom (175, 176). U HIV+ bolesnika
incidenca PTL je u porastu i pojavljuje se u dosta ranijem zivotnom periodu (medijana oko 37.
godine), pracen vrlo loSom prognozom (177). Kod odraslih PTL je u 80-90% tipa DLBCL, dok
ostale forme ukljucuju BL, primarni FL testisa i vrlo retko druge (opisani su MZL i MCL, kao i
LBL), kod dece najveci broj sluc¢aja PTL porekla su BL, DLBCL i LBL (178). Pored ve¢ re¢enog
da PTL imaju izraziti afinitet ka relapsu u CNS i kontraletaralni testis, opisano je da imaju i
tendencu ka relapsu u plu¢ima, kozi i Waldeyerovom krajnickom prstenu (179, 180). Varijable
koje koincidiraju sa loSom prognozom su: starost bolesnika, prisustvo B simptoma, tumor > 9 cm,
invazija spermati¢nog voda, povisen nivo LDH, histoloski gradus, vaskularna invazija, Ann Arbor
stadijum, IPI skor, CNS zahvacenost (181, 182). Oko 90% bolesnika je u stadijumu I ili Il po Ann
Arbor klasifikaciji, na prezentaciji, dok se bilateralna testikularna zahvacenost sre¢e u oko 35%
slucajeva (183). O tretmanu ¢e biti re¢i u delu koji opisuje terapijski pristup posebnim formama
DLBCL.

1.2.7.4. Primarni DLBCL kostiju

Primarni kostani limfomi (eng. Primary bone lymphoma-PBL) su retke bolesti, ¢inec¢i < 2% svih
limfoma odraslih (184). Smatra se da ¢ine 5% ekstranodalnih limfoma (185) i da skoro svi tipovi
NHL mogu biti primarni kostani limfomi (186), s tim da oko 80% otpada na DLBCL tipove (185).
Vise publikovanih radova pokazuje nesto vecu ucestalost muske populacije u odnosu na Zensku,
iznose¢i odnos 1,2-1,8 : 1 (187-190). Klini¢ki prezentuju se kao mekotkivne lezije kostiju koje
mogu infiltrovati okolne mekotkivne strukture i koZzu, pojavom patoloskih fraktura ili pojavom
kompresivnih efekata na nervne pleksuse, u zavisnosti od lokalizacije primarnog procesa.
Sistemski B simptomi u vreme dijagnoze mogu biti prisutni na prezentaciji (190). Sporadi¢no,
simptomi mogu perzistirati mesecima pre nego Sto se bolesnik obrati lekaru. S obzirom na raritet
pojavljivanje nema optimalno definisanog tretmana za ovaj tip limfoma. Ukupna prognoza
relativno je dobra, s tim $to jedan manji procenat bolesnika relapsira (191).

1.2.7.5. DLBCL udruzen sa sekrecijom monoklonalnog IgM paraproteina

U skorije vreme publikovano je par slu¢ajeva DLBCL koji sekretuju paraprotein IgM. Publikovana
je serija od (n=19) bolesnika u grupi od (n=151) bolesnika sa DLBCL koji su le¢eni
konvencionalnom imunohemioterapijom. Pokazano je da je veéina ovih bolesnika imala

imunoblastnu morfologiju, non-GCB imunofenotip, uznapredovali klinicki stadijum, ceséu
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infiltraciju kostane srzi i veci broj ekstranodalnih mesta sa visokim IPI skorom. Neretko kod ovih
oblika moze postojati asocirana autoimuna hemolizna anemija (AIHA). Ovaj tip DLBCL
najverovatnije jeste poseban oblik bolesti sa vrlo loSom prognozom i velikom tendencijom ka CNS
infiltraciji u relapsu bolesti (192).

1.2.8.Stratifikacija rizika u DLBCL

Prvi pokusaji stratifikacije rizika kod obolelih od DLBCL poceli su jo$ od definisanja klinickog
stadijuma bolesti na konferenciji u Ann Arboru, po kome se i danas vrsi stadiranje NHL, odnosno
DLBCL, o kojima je ovde re¢. Jo§ iz tih vremena datiraju saznanja da se kao losi prediktori
prezivljavanja smatraju uznapredovala bolest (III/IV klinic¢ki stadijum, lo§ performans status na
prezentaciji bolesnika i prisustvo voluminozne ,,Bulky” bolesti).

Parametri rizika kod DLBCL se mogu didakticki razmotriti kroz 3 velike grupe pokazatelja:

1. Klini¢ko-biohemijski parametri (Ann Arbor klini¢ki stadijum, prisustvo nodalne ili
ekstranodalne forme bolesti, infiltracija kostane srzi, nivo LDH na prezentaciji, nivo albumina,
beta 2 mikroglobulina, hemoglobina na prezentaciji, itd.). Sumarno gledano iz nekih od ovih
parametara izvedeni su tzv. skorovi prognoze ili indeksi. U ovom delu treba razmotriti i Citav
spektar novijih klini¢ko-biohemijskih parametara prognoze koji se aktuelno publikuju (nivo
vitamina D, slobodnih lakih lanaca, odnos apsolutnog broja limfocita i monocita, itd.).

2. Vitalni kapacitet bolesnika (starost bolesnika, performans status, pol, indeks telesne mase,
prisustvo komorbiditeta).

3. Specifitne osobine malignog klona limfomskih ¢elija i tumorske mikrookoline DLBCL.
Osobine malignog klona ocitavaju se preko ekspresije razli¢itih molekularnih biomarkera. Ovi
biomarkeri prvo su definisani na osnovu raznih imunohistohemijski ekspresionih surogata koji
predstavljaju vidljivi odraz unutras$njih aktiviranih onkogenih puteva u c¢eliji malignog klona
DLBCL. Novi specifi¢ni agensi iz brojnih aktuelnih klini¢kih studija jasno ukazuju da je izrazita
bioloska 1 klini¢ka heterogenost DLBCL upravo posledica razli¢itih poremecaja u autonomnoj
aktivaciji unutrasnjih onkogenih signalnih puteva, koji determiniSu ¢elijsku diferencijaciju,
maturaciju, ¢elijski ciklus, prezivljavanje i dr. U osnovi ovih izmena stoje promene genomske
funkcije maligno alterisane ¢elije DLBCL. S druge strane rastu¢a su saznanja koja sve vise isti¢u
znacéaj mikrookoline tumora (okolnih ¢éelija i ekstracelularnog matriksa koji se nalaze u kontaktu sa
¢elijama DLBCL). Navedena saznanja pretenduju da u buducnosti predstavljaju okosnicu

personalizovane i ciljano usmerene terapije DLBCL.
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1.2.8.1. Stratifikacija rizika u odnosu na pojedine biohemijske i klini¢ke parametre

Pojedine klinicke i biohemijske parametre treba razmotriti posebno s obzirom na publikovane
radove koji ukazuju na njihov poseban znacaj u prognozi DLBCL.

Povisene vrednosti LDH od ranije su poznate kao parametar lose prognoze u ishodu tretmana
DLBCL. Iz tog razloga nivo LDH usao je u standardne indekse prognoze kao jedan od osnovnih
parametara. Nivo beta 2 mikroglobulina na prezentaciji nezavisni je prognosticki parametar ranog
relapsa bolesti, ve¢ je istaknuto napred (50). Pored ovih ispitivan je Citav niz serumskih
parametara, pre svega reaktanata akutne faze (fibrinogen, ceruloplazmin, nivo serumskog bakra,
feritin i dr), ¢ija visoka vrednost korelira sa uznapredovalom boles¢u i losijim ishodom lecenja.
Snizen nivo albumina parametar je loSeg ishoda tretmana DLBCL, pre svega u duZzini
prezivljavanja bolesnika (193). Razlog je multifaktorijalan (lo§ nutritivni status bolesnika, gubitak
proteina preko digestivnog trakta ili bubrega, mada pravi razlog ostaje nepoznat). Snizen nivo
hemoglobina takode je parametar uznapredovale bolesti i samim tim prediktor lose prognoze.
Smatra se da je povisen nivo interleukina 6 (IL-6) i inadekvatna eritrocitopoeza razlog anemije i da
koreliraju sa uznapredovalom boles¢u i lo§im ukupnim ishodom lecenja (194). Infiltracija koStane
srzi sama po sebi ukoliko je prisutna na prezentaciji nosi losu prognozu (5-godiSnje prezivljavanje
manje od 10%), dok diskordantna pojava infiltracije nosi nesto bolju prognozu (5-godiSnje
prezivljavanje u oko 62%). LoSe preZivljavanje udruzeno sa konkordantnom infiltracijom koStane
srzi bilo je nezavisno od IPI skora (195, 196, 197). Prisustvo ,,Bulky” bolesti predstavlja izraz
velike tumorske mase, Cesto zapustene bolesti 1 parametar je loSe prognoze. Prisustvo B simptoma
isto tako mozZe biti posledica ekscesivnog luCenja citokina, koji dalje mogu voditi
hipoalbuminemiji ili anemiji §to zajedno predisponira loSiju prognozu DLBCL (194). Lokalizacija
limfoma u smislu nodalnog ili ekstranodalnog nije se pokazala kao parametar koji znaCajno
definiSe ishod tretmana DLBCL. Neki od pomenutih klinickih 1 biohemijskih parametara su
ukljuceni u tzv. indekse prognoze o kojima ¢e biti re¢i u posebnom poglavlju koje razmatra ovu

problematiku.
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1.2.8.1.1. Stratifikacija rizika u odnosu na pojedine aktuelno publikovane Kklinicke i
biohemijske karakteristike DLBCL

U studiji Maurera i sar. ispitivan je prognosti¢ki znac¢aj povisenih vrednosti slobodnih lakih lanaca
u serumu (eng. free light chain-FLC) kod (n=259) bolesnika gde su nadene povisene vrednosti kod
32% bolesnika (198). Pokazano je da je i poliklonalna i monoklonalna elevacija FLC povezana sa
statisticki znaCajnim inferiornim EFS i OS u ispitivanim kohortama. Multivarijantna analiza
pokazala je da su pomenuta elevacija FLC koja je ukljucila i 5 komponente IPI skora, jaki
prediktori prezivljavanja. Ove analize potvrdene su i od strane Jardina i sar. u njihovoj kohorti od
(n=409) bolesnika, gde je pokazano da abnormalni odnos IgM kapa/IgM lambda takode predvidaju
inferiorni PFS (HR 1,54 p=0,03) (199). Interesantni su nalazi snizenih vrednosti vitamina D kao
prediktora losije prognoze kod NHL bolesnika (200, 201). Podaci in vitro studije ukazuju na
mogucnost loSe rituksimab posredovane citotoksi¢nosti zbog niskih serumskih vrednosti vitamina
D (202). Apsolutni broj limfocita (eng. absolute lymphocyte count-ALC), odredeni iz krve slike
mogu se smatrati surogat markerom za imuni sistem domacina. Uraden je veci broj studija koji je
analizirao ALC 1 dobijeni rezultati pokazuju da ve¢i nivo ALC korelira sa boljim ishodom u
pogledu PFS i OS, koji je nezavisan od IPI skora, ,,cut off vrednosti su se kretale od 0,8 do
1,3x10%L. Ovi nalazi su izgleda verodostojni i u eri pre i posle uvodenja rituksimaba (203, 204,
205). Cox i sar. su publikovali studiju koja je poredila ALC sa R-1PI skorom i u multivarijantnoj
analizi dobili su da ALC/R-IPI skor predstavlja vrlo mocan prediktor PFS i OS (206). Suprotno
ovome snizen apsolutni broj monocita (eng. absolute monocyte count-AMC) predstavlja lo$
prognosti¢ki parametar. Wilcox i sar. su opisali dihotomu Klasifikaciju AMC koja stratifikuje
bolesnike u tri prognosticke grupe (205). Par studija ispitivalo je odnos AMC/ALC koje su
pokazale da ovaj odnos korelirao sa ishodom tretmana DLBCL bolesnika nezavisno od IPI skora i
porekla ¢elija DLBCL (207,208). U ovom domenu jo§ uvek nema prospektivnih studija. Razvoj
limfopenije nakon R-CHOP (rituksimab, ciklofosfamid, doksorubicin, vinkristin, prednizon)
indukcione terapije su opisane kao rizik faktor za relaps DLBCL (209, 210). ALC u vreme prvog
relapsa opisan je kao nezavisni prediktor prezivljavanja (211). Sistemska imunosupresija u NHL
moze biti posledica poremecenog fenotipa monocita periferne krvi i ¢esto je udruzena sa visokim
stadijumom bolesti, agresivnijom biologijom i brzom progresijom bolesti (212). U studijama sa
citokinima pokazalo se da brojni citokinski molekuli mogu korelisati sa prezentacijom bolesti i

njenom prognozom, npr. solubilni interleukin-2 receptori (213). Pomenuti markeri predstavljaju
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buduée smernice u daljoj risk stratifikaciji limfoma, odnosno DLBCL i verovatno ¢e biti
inkorporirani u budude preciznije indekse prognoze.

1.2.8.1.2. Stratifikacija rizika u odnosu na prognosticke indekse

Stratifikacija rizika u DLBCL postala je rutinski inkorporirana praksa i usla je u zvani¢cne ESMO
preporuke kao sastavni deo stadiranja DLBCL. Ona predstavlja znaCajan faktor u terapijskom
odlu¢ivanju o tipu indukcione imunohemioterapije, broju ciklusa i eventualnom dodavanju
radioterapije ili dodatnih modaliteta lecenja. Istorijski razvojni put skorova i indeksa prognoze bice
opsirnije prezentovani u narednim podnaslovima ovog poglavlja. Skoro svi skoring sistemi
uzimaju kao parametre Ann Arbor stadirajuc¢i sistem (I/1l stadijum vs HI/IV stadijum), visinu
LDH, ¢iji znacaj je ve¢ opisan, prisustvo diseminovane bolesti.

1.2.8.1.2.1. Internacionalni prognosticki indeks (,,International prognostic index”-1P1)

Godine 1993. Sehn i sar., prvi put su napravili mocan prediktivni instrument baziran na opStim
klinickim pokazateljima u DLBCL 1 prezentovali ga nau¢noj javnosti kao Internacionalni
prognosticki indeks (IPI) skor (214). IPI skor jasno diferencira bolesnike sa de novo DLBCL na 4
prognosti¢ke podgrupe: nizak rizik (0-1), nizak-intermedijerni (2), visok intermedijerni (3), visok
(4-5). Nacin i principi bodovanja dati su u tabeli 7 i 8. Treba napomenuti da se IP1 skor odnosi na
ishod bolesnika le¢enih samo hemioterapijom CHOP, jer je nastao pre ere primene rituksimaba.

Tabela 7. IPI skor, na¢in bodovanja. Odreduje se bolesnicima > 60 godina (214)

Parametri IPI Broj poena
Starosna dob < 60 godina 0
> 60godina 1
Ann Arbor Lili 1l 0
Klini¢ki stadijum il v 1
ECOG 0ilil 0
Performans status 2-4 1
Serumska aktivnost LDH Normalna 0
Povisena 1
Ekstranodalna <od 1 mesta 0
zahvacenost > 0d 1 mesta 1
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Tabela 8. aalPI skor, na¢in bodovanja. Odreduje se bolesnicima < 60 godina (214)

Parametri aalPlI Broj poena
Ann Arbor Fili 1l 0
Klini¢ki stadijum il v 1
Serumska aktivnost LDH Normalna 0

PoviSena 1
Ekstranodalna <od 1 mesta 0
zahvacenost > 0d 1 mesta 1

1.2.8.1.2.2. Revidirani internacionalni prognosticki indeks (,,Revised IP1”-R-IPI)

Od momenta uvodenja rituksimaba u tretman DLBCL, kao dodatka CHOP indukcionoj
hemioterapiji, koja je decenijama perzistirala kao ,zlatni standard” lecenja, doslo je do
dramati¢nog poboljsanja u PFS i OS u odnosu na ishod le¢enja primenom same hemioterapije.
Prethodni indeks prognoze IPI definisan je, kao §to je ve¢ receno za bolesnike le¢ene samo CHOP
hemioterapijom, s obzirom da je nastao u vreme kada se rituksimab nije primenjivao. Grupa autora
sa Sehnom LH na ¢elu je 2007. godine publikovala tzv. revidirani IPI skor i nazvala ga R-IPI.
Indeks je dobijen retrospektivnom, nerandomizovanom analizom bolesnika iz baze podataka
,,British Columbia Cancer Agency” (BCCA), na grupi od (n=365) bolesnika. Uklju¢eni bolesnici
pra¢eni su od 2001. godine (period od kada je pocela primena rituksimaba u ovoj britanskoj
provinciji) do 2006. godine. Medijana starosti bolesnika bila je 61 godina (od 16 do 90 godina),
koji su imali centralnu laboratorijsku potvrdu CD20+ DLBCL i leeni su primenom 6-8
indukcionih ciklusa R-CHOP (92%) sa kurativhom intencom, 21% imalo je i dodatnu
radioterapiju (215). Analizom se pokazalo da je nakon uvodenja rituksimaba u redovnu terapiju
DLBCL, IPI skor zadrzao sposobnost prediktivnosti u odnosu na prezivljavanje i PFS, ali samo je
mogao da diferencira 2 podgrupe bolesnika (sa dobrom i loSom prognozom), a ne vise 4 kako je
inicijalno bio definisan. R-1PI skor sada je sa jasnom, statistickom znac¢ajno$¢u mogao da izdvoji 3
podgrupe bolesnika (sa vrlo dobrom, dobrom i loSom prognozom). Zakljucak studije bio je da se
R-IPI pokazao kao klini¢ki koristan prognostic¢ki indeks koji moZe pomoci u vodenju terapijskog

planiranja i interpretaciji klini¢kih studija (215).
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Nacin izraCunavanja R-IPl skora i bodovanja prikazan je u tabeli 9, a prognosti¢ka znacajnost
komparirana sa IPI skorom, odnosno aalPI mladih bolesnika (< 60 godina) data je u tabeli 10.
Treba jasno naglasiti da R-IPI skor nije validiran kroz prospektivnu evaluaciju, s toga originalni
IPI skor i dalje ostaje najbolje validirani prognosticki parametar (216, 217).

Tabela 9. R-IP1 skor, na¢in bodovanja i interpretacije

Parametri IPI Broj poena
Starosna dob <60 godina 0

> 60godina 1
Ann Arbor Fili 1l 0
Klini¢ki stadijum il v 1
ECOG oilil 0
Performans status 2-4 1
Serumska aktivnost LDH Normalna 0

PoviSena 1
Ekstranodalna <od 1 mesta 0
zahvacéenost > 0d 1 mesta 1
Vrlo dobar skor 0—1; dobar: skor 2; los: skor >3
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Tabela 10. Ishod u odnosu na rizik grupe definisane Internacionalnim prognostickim
indeksom (IP1), godistu-prilagodenom (aalPl) i revidiranom (R-IPI)

Rizik grupa | Broj Distribucija Kompletna remisija
rizik . Prezivljavanje
0,
faktora bolesnika (%)
Stopa | Prezivljavanje 2-god. 5-god.
(%) bez relapsa stopa stopa
(%) (%)

2-god. | 5-god.

stopa stopa

(%) (%)
IPI, svi pacijenti (n=2031)"
Nizak oili1 35 87 79 70 84 73
Nizak- 2 27 67 50 50 66 51
intermed.
Visok- 3 22 55 49 49 54 43
intermed.
Visok 4ili5 16 44 40 40 34 26
Godistu prilagoden Age adjusted aa IPI, bolesnici < 60 godina (n=1274)
Nizak 0 22 92 88 86 90 83
Nizak- 1 32 78 74 66 79 69
intermed.
Visok- 2 32 62 62 53 59 46
intermed.
Visok 3 14 61 61 58 37 32
R-IPI, DLBCL (n=365) bolesnika
Vrlo dobar 0 10 94° 94°
Dobar Lili2 45 80° 79°
Lo 3,4ili5 |45 53° 55°

"Pacijenti ukljueni 1385 u po&etni uzorak i 646 u validirani uzorak; “4-god. PFS; *4-god. OS.
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1.2.8.1.2.3. ,,Poboljsani” internacionalni prognosticki indeks (,,National Comprehensive
Cancer Network”-NCCN-IPI)

Jedan od poslednje publikovanih klini¢ko-prognostickog modela dobijen je iz baze podataka
,National Comprehensive Cancer Network” (NCCN), koja je analizirala (n=1650) odraslih
bolesnika sa de novo DLBCL (period od 2000-2010. godine) iz 7 NCCN centara u Sjedinjenim
Drzavama. Praceno je 5 prediktora (starost, odnos dobijenog LDH sa gornjom normalom
referentne vrednost laboratorije za LDH, broj zahva¢enih mesta, Ann Arbor klini¢ki stadijum i
ECOG performans status). Formirano je 4 grupa rizika: nizak (0-1), nizak-intermedijerni (2-3),
visok-intermedijerni (4-5) i visok (6-8). Model je nazvan ,,poboljsani” ili ,,0ja¢ani” IPI, odnosno
NCCN-IPI skor i publikovan je od strane Zhoua i sar. 2014. godine (218). Nacin kalkulacije i
komparacija NCCN-IPI skora sa IPI skorom dat je u tabeli 11 i 12. NCCN-IPI pokazao je bolju
mogucnost diferenciranja niske i visoko-rizi¢ne podgrupe u odnosu na tradicionalni IP1 skor. Kada
je ovaj novi skor poreden sa nezavisnom grupom (n=1138) bolesnika dobijenom iz baze podataka
BCCA, retrospektivno kao istorijskom kontrolom, takode je pokazao poboljSanu moguénost
diskriminacije u obe: nisko-rizi¢noj i visoko-rizi¢noj grupi bolesnika. "Novi-stari" skor ima sve

karakteristike kao standardni IPI, ali u neSto drugacijem rasporedu vrednosti i to ga cini

takozvanim ,,poboljsanim” ili ,,ojacanim” IPI skorom.

Tabela 11. NCCN-IPI skor, na¢in kalkulacije

NCCN-IPI Skor (broj poena)
Starost bolesnika (broj godina)

> 40 do <60 1

>60do <75 2

> 75 godina 3

LDH, odnos dobijenog LDH sa gornjom granicom referentne vrednosti LDH date laboratorije

>1do<3

>3

Ann Arbor stadijum HI-1V

Ekstranodalna bolest*

S I L

Performans status (ECOG) > 2

*Bolest prisutna u kostanoj srzi, CNS-u, jetri/gastrointestinalnom traktu ili plu¢ima.
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Tabela 12. Poredenje NCCN-IPI i IPI skora u stratifikaciji rizika i ishodu u 5-godi$njem OS
i PFS izmedu NCCN i BCCA grupe

Skor 5-godis$nji OS 5-godis$nji PFS
NCCN-IPI | IPI NCCN-IPI | IPI NCCN-IPI | IPI
NCCN grupa (n=1650)
Rizik
Nizak 0-1(19%) | 0-1(38%) | 96% 90% 91% 85%
Nizak- 2-3 (42%) | 2 (26%) 82% 77% 74% 66%
Intermed.
Visok- 4-5 (22%) | 3 (22%) 64% 62% 51% 52%
intermed.
Visok > 6 (8%) 4-5 (14%) | 33% 54% 30% 39%
BCCA grupa (n=1138)
Nizak 0-1(12%) | 0-1(33%) | 96% 84% 94% 81%
Nizak- 2-3 (37%) | 2 (24%) 77% 72% 72% 66%
intermed.
Visok- 4-5 (37%) | 3 (22%) 56% 54% 54% 54%
intermed.
Visok >6 (14%) | 4-5(21%) | 38% 43% 35% 41%

1.2.8.2. Stratifikacija rizika u odnosu na bioloski vitalni potencijal

Pod bioloskim vitalnim potencijalom se mogu smatrati ops$ti faktori organizma kao $to su: opsti
aspekt bolesnika, odnosno njegov performans status, starost bolesnika, telesna tezina, odnosno
indeks telesne mase, prisustvo komorbiditeta i sl. Svi navedeni faktori imaju uticajna ishod
tretmana DLBCL.

1.2.8.2.1. Starost bolesnika i performans status

Starost bolesnika kao i njegov opsti aspekt predstavljaju znacajne parametre koji mogu uticati na
terapijski odgovor i prognozu DLBCL. Performans status definisala je (,,Eastern Cooperative
Oncology Group”-ECOG) koja predstavlja jednu od najveéih istrazivackih kancerskih grupa u
Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama i koja je dala skalu bodovanja ECOG performans statusa (219).
Prikaz je dat u tabeli 13.
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Tabela 13. ECOG performans status (219)

ECOGO Asimptomatski bolesnici

ECOG 1 Simptomatski bolesnici, ali komplentno se

mogu resiti ambulantno

ECOG 2 Simptomatski bolesnici koji su vezani za
postelju, ali < od 50% za ceo dan

ECOG 3 Simptomatski bolesnici koji su vezani za
postelju, ali > od 50% za ceo dan

ECOG 4 Bolesnik koji je vezan za postelju, kompletno
onesposbljen za bilo kakvu dnevnu aktivnost

ECOG 5 Smrt

ECOG performans status oznacava se jo$ i kao Zubrodov skor (posle G. Zubroda) ili jednostavno
WHO skor. Predstavlja vrlo jednostavan klini¢ki skoring sistem, u ¢emu mu je i prednost primene
u odnosu na recimo, Karnofsky skor ili neki dr. Samostalno vrlo je vazan parametar ishoda
tretmana onkoloskih bolesnika, s toga je i ukljuen kao sastavni deo u sve trenutno aktuelne
indekse prognoze (IPI, aalPl, R-IPI, NCCN-IPI). Starost bolesnika oznacava vitalni kapacitet
organizma, odnosno ima znacajan uticaj na prezivljavanje onkoloskih bolesnika. Stariji bolesnici
imaju izmenjenu farmakokinetiku lekova, najée$¢e imaju prate¢ce komorbiditete, i ¢eS¢e imaju visi
ECOG performans status. Svi pomenuti faktori mogu imati prediktivni i prognosticki znacaj na
ishod tretmana DLBCL.

1.2.8.2.2. Pol bolesnika

Pol bolesnika pokazalo se u novijim studijama da ima efekta, pre svega na farmakokinetiku
rituksimaba, $to utice na iskoristljivost ovog monoklonskog antitela. U studiji Mullera i sar.
pokazalo se da je klirens rituksimaba kod zena redukovaniji i da se duze zadrzava u plazmi nego
kod muskaraca. Krupniji, gojazni muskarci imaju brzi klirens rituksimaba, ¢ime se zakljucilo da
stariji muskarci imaju manji benefit od dodavanja rituksimaba CHOP hemioterapiji nego Zene
(220). Kod mladih muskaraca i Zena izgleda da nema razlike u klirensu rituksimaba. Pitanje da li
su stariji bolesnici subdozirani rituksimabom pri primeni njegove standardne doze od 375 mg/m?
ostaje otvoreno. Aktuelna DSHNHL studija treba da nam pruzi odgovor da li dodavanje visih doza
rituksimaba doprinosi porastu benifita od ovog leka kod inkriminisane supkategorije bolesnika
(221).

56



1. Uvod

1.2.8.2.3. Telesna tezina bolesnika

U retrospektivnoj studiji sprovedenoj na grupi od (n=183) neselektovanih bolesnika, na bazi
iskustva jednog centra, doslo se do saznanja da je prekomerni indeks telesne mase (BMI > 25
kg/m®) povezan sa poboljsanim preZivljavanjem bolesnika sa DLBCL. Interesantno je da se
poviseni indeks telesne mase pokazao kao nezavisni prognosticki faktor za OS i u multivarijantnoj
analizi (HR 0,557; p=0,043) (222).

1.2.8.2.4. Komorbiditetni indeksi i skorovi

Prisustvo dodatnih bolesti ili patoloskih stanja (komorbiditeta) kod osoba obolelih od DLBCL
mogu imati uticaja na ukupni ishod tretmana. Definisan je veéi broj skorova koji razmatraju
komorbiditete. ACE-27 (eng. Adult Comorbidity Evaluation-27) (223), HCT-CI (eng.
Haematopoietic Stem Cell Transplantation-specific comorbidity index) (224) i M-CIRS (eng.
Modified Cumulative Illness Rating Scale) (225) su tri ispitivana komorbiditetna indeksa. U
univarijantnoj analizi pokazalo se da bolesnici sa DLBCL prema ACE-27 (p=0,007) i HCT-CI
(p=0,03) imaju nize ukupno prezivljavanje koje je bilo zavisno od skorova, a ne od vrste
primenjenjene terapije. Indeks komorbiditeta M-CIRS u istoj analizi nije se pokazao kao
prediktivan za prezivljavanje. U multivarijantnoj analizi skor baziran na HDC-CI i aalPIl skor
pokazali su se kao najbolji prediktori preZivljavanja (224).

1.2.8.3. Stratifikacija rizika u odnosu na molekularne biomarkere

Molekularni biomarkeri mogu se posmatrati kroz ekspresiju pojedinih biomolekula na ¢elijskoj
povrsini, citoplazmi, ili jedru maligne ¢elije DLBCL, kao 1 signalne puteve koji su aktivirani u
njoj. Neki tek skorije opisani parametri prognoze ¢e takode biti opisani u ovom poglavlju.
1.2.8.3.1. Stratifikacija rizika u odnosu na surogat markere, odnosno imunohistohemijsku
ekspresiju pojedinih antigena (CD10, MUML1, bcl6)

Ekspresija pojedinih markera koji se dokazuju imunohistohemijskim metodama na ¢elijskoj opni,
u citoplazmi ili jedarnoj opni, odnosno jedru ¢elija DLBCL direktno su povezani sa prediktivnim
znacajem i prognozom ishoda DLBCL.

CD10 predstavlja membranski proteinski kompleks oznac¢en kao neprilisin, odnosno membranski
enzim metalo-endopeptidaza (MME), neutralna endopeptidaza. Poznat je i pod nazivom CALLA
(eng. common acute lymphoblastic leukemia antigen). Pomenuti biomarker kodiran je od strane
gena MME sa 3. para hromozoma. Treba pomenuti da je CD10 eksprimiran na nekim

nehematopoeznim tkivima kao $to su bubreg, ili u nekim nelimfoidnim tumorima. Na ¢elijama B

57



1. Uvod

loze eksprimira se na nivou ranih progenitornih B ¢elija (rani B, Pro B i pre B limfocita), zatim se
povladi, a reeksprimira se u stadijumu antigen zavisne faze zrenja B limfocita u germinativnim
centrima limfnih folikula. S toga je on biomarker germinativno ¢elijskog porekla B limfocita. Od
NHL koji redovno eksprimiraju CD10 biomarker treba pomenuti FL, BL i GCB-nalik tip
DLBCL.Visoka ekspresija CD10 ima povoljan prognosticki zna¢aj saopsteno je u par studija (226,
227), ali ima i opre¢nih saopstenja.

MUML1 (multipli mijelom onkogen 1) pripada familiji interferon regulatornih proteina tip 4 (IRF4).
Cesto je oznacen kao IRF4/MUML1. Kodirajuéi gen je na 6p25-23 paru hromozoma. Uloga mu je
da ucestvuje u regulaciji nuklearne transkripcije i aktivaciji B limfocita. Eksprimira se u jedrima
postgerminativnih limfocita i plazma celijama, kao izraz njihove maturacije. U grupi malignih
bolesti eksprimiran je u DLBCL non-GCB nalik podtipa (63), multiplog mijeloma (228), HRS
¢elija HL (229) i melanoma (228). U jednoj manjoj studiji MUM1 pokazao se kao nepovoljan
prognosti¢ki parametar, s tim Sto su prikazani bolesnici bili leCeni samo hemioterapijom CHOP
(230).

Bcl6 (eng. B-cell lymphoma 6) protein kodiran je od strane BCL6 gena na hromozomu 3q27.
Predstavlja evoluciono konzervirani cink-finger transkripcioni faktor, koji deluje kao represor
transkripcije gena koji su ukljuceni u limfocitnoj aktivaciji i diferencijaciji, kao i kontroli ¢elijskog
ciklusa. U tom smislu ekspresija bcl6 ko¢i sazrevanje B limfocita (eng. maturation arrest) u
njihovoj daljoj bioloSkoj putanji ka postgerminativhom statusu. Normalno je eksprimiran u B-
limfocitima germinativnih centara limfnih folikula u periodu centroblastne faze zrenja, ali se
kasnije iskljucuje. Zaostala ekspresija bcl6é prisutna je kod malignih tumora limfoidnog sistema
koji su ukoceni u germinativno centarskoj fazi B limfocita, kao $to su BL, FL i DLBCL. U sluc¢aju
ekspresije u DLBCL pronadeno je da je gen za bcl6 Cesto translociran i hipermutiran (231). Visok
nivo bcl6 ekspresije povezan je sa GCB imunofenotipom i marker je dobre prognoze, prema nekim
studijama (227, 228).

1.2.8.3.2. Ekspresija bcl2 proteina

Bcl2 (eng. B-cell lymphoma 2) antiapoptotski protein kodiran je od strane BCL2 gena na 18. paru
hromozoma koji je ¢lan velike familije ovih proteina sa ulogom u sprecavanju apoptoze (232,
233). Prvo otkri¢e bcl2 proteinske overekspresije bilo je kod FL koja je nastajala kao rezultat
t(14;18). Kod DLBCL pronadeno je da je pomenuti tip overekspresije bcl2 proteina samo prisutan
kod GCB tipa DLBCL, dok se kod non-GCB tipa DLBCL overekspresija ovog proteina desava
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preko sasvim drugog mehanizma, pre svega preko aktivacije NFkB puta, o ¢emu je bilo re¢i u
poglavlju (1.2.3.4.). Mehanizam apoptoze je fizioloski put homeostaze celije i odigrava se u
kompleksnom sadejstvu brojnih signalnih kaskadnih puteva, ¢iji opis prevazilazi potrebe ovog
poglavlja, ali ukratko se moze rec¢i da se zavrSava aktivacijom kaspaze 9 koja lizira ¢eliju (234).
Znacaj ckspresije bcl2 proteina kod DLBCL viSestruko je ispitivan, ali su stalno saopStavani
kontradiktorni podaci u vezi sa njegovim znacajem. Studije starijeg datuma iz ere pre rituksimaba
ukazivale su na negativni znaéaj overekspresije bcl2 proteina kod DLBCL (235,236). Studije
nakon ere rituksimaba opet su vrlo kontradiktorne, Wilson i sar. nisu uspeli da dokazu da bel2 ima
bilo kakvih uticaja na period bez progresije (PFS) i na ukupno prezivljavanje (OS) bolesnika (237).
Nyman i sar. analizirali su GCB/non-GCB, ekspresiju FOXP1 i bcl2 i pokazali su da je bez obzira
na dodatak rituksimaba, bcl2 overekspresija imala uticaja kako na PFS tako i na OS. Smatra se da
je ova razlika ostvarena na ra¢un non-GCB podtipa (238).

1.2.8.3.3. Ekspresija drugih imunohistohemijskih biomarkera i algoritama

O losem znacaju ekspresije CD5 biomarkera bilo je govora u poglavlju (1.2.3.6.). Ekspresija CD30
biomarkera pokazala se u studiji Maesa i sar., kao povoljan prognosti¢ki parametar (239). U eri
rituksimaba, Hu i sar. analizirali su znacaj CD30 ekspresije kod (n=900) bolesnika sa de novo
DLBCL 1 pokazali povoljan prognostic¢ki znacaj njegove ekspresije kako u GCB tako i non-GCB
podtipu DLBCL (240). O losem znacaju ekspresije ALK biomarkera ve¢ je pisano u poglavlju o
ALK+ DLBCL (1.2.5.5). Ekspresija plazma ¢elijskih markera CD138/CD38 takode je opisana u
poglavljima koja su razmatrala plazmablastne limfome i povezani su sa loSom prognozom i non-
GCB podtipom DLBCL. Ekspresija CD43 antigena kod DLBCL nedovoljno je razjasnjena, ali ima
saopStenja o njegovom loSem prognostickom znacaju kod bolesnika tretiranih konvencionalnom
imunohemioterapijom (241). Proliferativni indeks Ki 67 govori u prilogu broja ¢elija koje su
proliferativnoj fazi, odnosno koje se aktivno dele. Rutinski se odreduje u analizi tkiva DLBCL.
Njegova prognosticka znacajnost dosta je ispitivana, ali su dobijani kontradiktorni rezultati.
Nekoliko studija pokazalo je njegovu negativnu vrednost u smislu ukupnog prezivljavanja i
perioda do progresije bolesti (241, 242).

Nakon pojave Hansovog algoritma 2004. godine, definisan je veéi broj algoritama kao $to su
Muris, Choi, Nyman, Visco—Young, Tilly i dr. Svi su prosirivali paletu imunohistohemijskih
biomarkera sa ciljem da $to preciznije definiSu i priblize svoj surogat potencijal pravom profilu

genske ekspresije. Bez obzira na to, ni danas nema konsenzusa koji od ovih algoritama je

59



1. Uvod

,hajbolji“ za klinicku primenu, s toga i dalje ostaje Hansov algoritam kao jedan od najcesce
upotrebljavanih u klini¢koj praksi i klini¢kim studijama gde se GEP nije sprovodio (243).

1.2.8.3.4. Biomolekularne i genomske karakteristike limfomskog klona i tumorske strome
kao buduc¢a smernica stratifikacije rizika u DLBCL

Sve je veéi broj nau¢nih dokaza da je B ¢elijski receptor (BCR) povezan sa patogenezom razlicitih
B c¢elijskih neoplazmi (244, 245). Rastu¢i broj dokaza ide u prilog da antigen-nezavisna
autonomna aktivacija BCR predstavlja klju¢ni dogadaj u razvoju B ¢elijskih neoplazmi (244, 246).
S ovim u vezi postoji ogroman broj aktuelnih studija sa agensima koji uti¢u na BCR ¢elijsku
signalizaciju, pre svega primenom razliitih inhibitora intracelularnih tirozin kinaza (Syk, Lyn,
ZAP 70, PI3K i brojne druge), koje su u direktnoj vezi sa BCR i predstavljaju signalne kaskadne
puteve unutar citozola B limfocita, koji se aktiviraju nakon aktivacije BCR, a u krajnjoj instanci
dovode do uticaja na genom B celije uticu¢i na kljuéne procese Ccelijske proliferacije,
prezivljavanja, diferencijacije 1 maturacije. Ovi procesi su sustinski naruseni u limfomskoj ¢eliji.
Problem modulacije B celijske signalizacije je buduca smernica potpuno nove generacije
terapijskih agenasa koji su u velikoj ekspanziji, o ¢emu ¢e biti kratko re¢i u poglavlju o novim
terapijskim agensima i aktuelnim klinickim trajalima u tretmanu DLBCL. Na slici 2 je prikazana
trenutno aktuelna Sema BCR 1 njegove intracelularne signalizacione organizacije. B limfocitni
stimulator (BlyS), odnosno B ¢elijski faktor aktivacije (eng. B-cell activating factor-BAFF) je
solubilni plazma molekul koji pripada familji faktora tumorske nekroze (TNF). FizioloSki BAFF
igra vaznu ulogu u homeostazi B ¢elija. Primeéeno je da BAFF moze imati ulogu u proliferaciji
malignih B limfocita (247). BAFF se u organizmu vezuje za tri vrste receptora BAFF-R, TACI
(eng. transmembrane activator and calcium modulator and cyclophylin ligand interactor) kao i za
BCMA (eng. B-cell maturation antigen). Nakon vezivanja za svoje receptore intracelularni
dogadaji su uglavnom vezani za aktivaciju NFkB signalnog puta koji je bitan za celijsko
prezivljavanje (povecana ekspresija bcl2), ili aktivacija puteva zavisnih od fosfatidil inozitol 3
kinaze (P13K) i mTOR (eng. mammalian target of rapamycin) koji promovisu ¢éelijsku proliferaciju
(BAFF-BAFF-R interakcija) (248). Treba pomenuti i da je otkriven jo§ jedan solubilni plazma
molekul APRIL (eng. A proliferation inducing ligand) koji se takode vezuje za BCMA i TACI, a
predstavlja TNF familijarni molekul. APRIL je visoko eksprimiran u brojnim malignim tumorima,
izmedu ostalog i u limfoproliferativnim neoplazmama (249). Pomenuti molekuli i njihovi receptori

predmet su brojnih ispitivanja i nepoznanica, ali ono $to je publikovano do sada govori u prilogu
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da je nivo koncentracije BAFF-a i APRIL-a povecan u bolesnika sa NHL u odnosu na zdravu
populaciju (250) i da bolesnici sa visokim nivoom BAFF-a imaju loSiju prognozu (251). Ovi
molekuli ve¢ su u fazi ispitivanja u smislu primene njihovih inhibitora monoklonalnim antitelima
(belimumab, talamumab i dr.). Vaskularni endotelijalni faktor (VEGF) kao faktor vaskularne
neoproliferacije je faktor koji nedvosmisleno uti¢e na odrzanje tumorske homeostaze i njegove
progresije. Ekspresija VEGF detektovana je kod 42-60% sluc¢ajeva DLBCL (252). Nekoliko
studija pokazalo je, u predklinickim modelima da poveéana ekspresija molekula (VEGFR1 i
VEGF-A i C) korelira sa losijom prognozom kod DLBCL (253, 254, 255). U novije vreme postoje
sve ja¢i dokazi da tumorska mikrokolina (stroma) i imunitet domacina igraju vaznu ulogu u
limfomskoj progresiji (256). TME (eng. B-cell/plasma cell tumor microenvironment) pokazano je
da znacajno doprinosi malignoj transformaciji i patogenezi tumora u smislu bidirekcione
interakcije sa malignim ¢elijama. TME utie na tumorsku inicijaciju, progresiju u smislu ustaljene
proliferacije i rasta, povecanja kapaciteta samoobnovljivosti limfomski ¢elija, imunog izbegavanja,
migracije i invazije, kao i rezistencije na celijsku smrt (257). U jednoj studiji koja se bavila
izolovanjem CD19- ¢elija izolovana su 2 genska potpisa (stromalni faktor 1 i 2). Nadeno je da
stromalni faktor 1 doprinosi boljem ishodu tretmana, i1 da potie najverovatnije
makrofaga/monocit+/-mijeloidnih ¢elija (258). Stromalni faktor 2 je korelirao sa ve¢im obimom
stromalne mikrovaskularizacije (eng. microvascular density-MVD) i bio je udruZzen sa loSijim
ukupnim prezivljavanjem. S obzirom na napred navedeno, Citava klasa lekova koji deluju na
mikrookolinu, ¢iji mehanizam nije u potpunosti razjasnjen, ali najverovatnije deluju redukcijom
neovaskularizacije, aktiviranjem imunog sistema, pre svega T ¢elija i NK c¢elija, imaju benefita u
tretmanu DLBCL. Ovi agensi ¢e biti komentarisani u poglavlju o trenutnim aktuelnim trajalima u
tretmanu DLBCL. Veliki zna¢aj u dolaze¢im vremenima imace rastuc¢a saznanja o epigenetskim

poremecajima (metilacija, acetilacija i dr. histona), ¢ije je ispitivanje u punom jeku kod DLBCL.
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1. Uvod

1.2.9. Tretman DLBCL

Smatra se da je kurabilnost DLBCL u danasnjim uslovima u vise od 50% bolesnika (259). Uvodna
(indukciona) terapija koja godinama perzistira kao ,zlatni standard” je R—-CHOP na 21 dan
razmaka. Za vecinu bolesnika ovaj rezim predstavlja odli¢an izbor, medutim, produbljivanjem
znanja iz oblasti molekularne biologije DLBCL, kroz brojne klinicke studije, uvidelo se da
pojedini bolesnici i podentiteti DLBCL nemaju podjednak benefit od pomenute terapije. S toga se
intenzivno traga, pre svega za prediktivnim parametrima koji bi rano mogli da definiSu optimalnu
uvodnu terapiju za DLBCL kod individualnog bolesnika.

Klini¢ki vodi¢i dati od strane ,,European School of Medical Oncology* (ESMO) predstavljaju
osnovnu smernicu za tretman i klinicko vodenje bolesnika obolelin od DLBCL na teritoriji
Evropske Unije i zemalja koje njoj gravitiraju. Prema savremenim smernicama ESMO aktuelni
tretman DLBCL sprovodi se stratifikacijom rizik faktora u odnosu na indekse prognoze (aalPlI,
odnosno IPI skora), starosti bolesnika i izvodljivosti dozne intenzifikacije.

1.2.9.1. Potvrda superiornosti dodavanja rituksimaba tretmanu DLBCL

U MInT studiji (MabThera International Trial) koja je sprovedena na (n=824) bolesnika, prvi put
je pokazan benefit od dodavanja rituksimaba konvencionalnoj indukcionoj hemioterapiji CHOP
kod mladih bolesnika dobre prognoze (bolesnici od 18-60 godina, aalPl skora 0-1, klinickog
stadijuma I1-1V, i | sa ,,.Bulky” volumenom). Bolesnici koji su primali hemioterapiju i rituksimab
su imali produZeno prezivljavanje bez novog dogadaja (event free survival-EFS) u 3-godi$njem
pracenju (79% vs 59%, p<0,0001), i produzeno 3-godiSnje ukupno prezivljavanje (overall
survival-OS) (93% vs 84%, p = 0,0001) u odnosu na one koji su imali samo hemioterapiju bez
dodavanja rituksimaba (260). Rezultati iste studije iz 2011. godine, pokazali su da je 6-godisnji
EFS (74.3% vs 55.8%, p<0,0001), bolji u korist rituksimab grupe. Multivarijantna analiza studije
pokazala je da je EFS bio definisan izabranom grupom, prisustvom “Bulky” bolesti i aalPlI
skorom, dok je OS bio definisan samo prisustvom ,,.Bulky” bolesti i izabranom grupom ispitanika
(261). Recher i sar. su ispitivali intenzivirani tip indukcione imunohemioterapije po R-ACVBP
protokolu (doksorubicin, ciklofosfamid, vindesin, bleomicin, prednizon i rituksimab) u odnosu na
R—-CHOP kod mladih bolesnika (18-59) godina sa aalPl 1. Rezultati su pokazali da je u 44-
meseénom pracenju 3-godisnji EFS bio (81% vs 67%, P=0,0035) u korist R-ACVBP grupe.
Procenjeni period do progresije bolesti (progression free survival-PFS) je bio (87% vs 73%,
p=0,0015) i u OS (92% vs 84%, p=0,0071) opet u korist R-ACVBP protokola. Ova francuska
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grupa autora koja je vrsila studiju je pokazala da kod bolesnika sa niskim-intermedijernim rizikom
u odnosu na IPI skor, R-ACVBP je superiornija kombinacija u odnosu na R—CHOP u svim
ispitivanim parametrima (EFS, PFS i OS), s tim $to je hematoloska toksi¢nost bila veca, ali
titrabilna (262). Na osnovu napred iznetog rituksimab, koji predstavlja prvu generaciju anti CD20
monoklonskih antitela, pridodat nekom od hemioterapijskih (CHOP, ACVBP ili dr.) rezima
predstavlja okosnicu aktuelne terapije DLBCL.

1.2.9.2.Tretman mladih bolesnika (18-60 godina) niskog rizika (aalP1-0)

Prema aktuelno vaze¢im ESMO kriterjjumima bolesnici pomenute grupe treba da budu leceni
primenom 6 ciklusa R—CHOP imunohemioterapije u indukciji, bez dodavanja konsolidacione
radioterapije, koja nema benefita u ovoj grupi [I,A] (260, 263).

1.2.9.3. Tretman mladih bolesnika (18-60 godina) niskog rizika (aalPI-0) sa “Bulky”
bolescu, ili aalPl-1 bez ,,Bulky” bolesti

Rezultati ve¢ pomenute MInT studije su pokazali da primena R—-CHOP 21 u 6 ciklusa uz dodatak
radioterapije na mesta prethodne ,,.Bulky” bolesti su standard leCenja ove supkategorije bolesnika
(260). Alternativa moze biti primena R-ACVBP 14 koja pokazuje poboljSano prezivljavanje u
poredenju sa R—~CHOP 21 datih u 8 ciklusa, s tim $to je u prezentovanoj studiji radioterapija bila
izostavljena u obe grupe bolesnika (262). ESMO 2012 vodi¢ preporucuje tretman sa 6 ciklusa R—
CHOP + konsolidaciona radioterapija na prethodno ,,Bulky” mesto ili alternativno intenzivniji
rezim R-ACVBP bez dodatka konsolidacione radioterapije.

1.2.9.4. Tretman mladih bolesnika (18-60 godina) visokog rizika (aalPI > 2)

Ova supkategorija bolesnika predstavlja najveci izazov klini¢arima koji se bave le¢enjem DLBCL.
Ne postoji optimalno definisan terapijski indukcioni protokol za ovu supkategoriju bolesnika i
prema ESMO preporukama trebalo bi ih le€iti u okviru klini¢kih trajala kad god je to izvodljivo.
Vecina centara u svetu ipak primenjuje inicijalno tretman sa standardnim R—-CHOP 21 rezimom 6-
8 ciklusa. Pitanje primene visokodozne hemioterapije pracene autologom potporom mati¢nim
¢elijama, joS uvek je u domenu klinickih studija faze II i u ovom momentu ne mogu se prepruciti

kao standardni pristup u le¢enju prve linije [II,C] (49).
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1.2.9.5. Tretman starijih bolesnika (od 60-80 godina)

Trenutni standard terapije u ovoj uzrasnoj kategoriji je primena CHOP hemioterapije sa
rituksimabom datih na 21 dan razmaka (264). U poredenju sa R—-CHOP 14 u odnosu na R—-CHOP
21 nema dokaza o benefitu u prezivljavanju, sem u povecanju toksi¢nih nezeljenih efekata i vecoj
potrebi za transfuzijama eritrocita (265, 266). Postoje trajali koji pokazuju da ako se daje CHOP na
14 dana, rituksimab treba dodati bar jo$ 2 ciklusa preko toga, da bi ih bilo ukupno 8 (267). Kod
bolesnika sa lokalizovanom boles¢u, konsolidacija radioterapijom nema dokazanog benefita u eri
pre primene rituksimaba (268).

1.2.9.6. Tretman starijih bolesnika (> 80 godina)

Ovaj subset bolesnika predstavlja Cestu populaciju, s obzirom na zna¢ajan skok incidence DLBCL
sa staroS¢u. Tretman izbora u indukeiji je relativno sli¢an tretmanu prethodno razmatranih uzrasnih
grupa, s tim §to pitanje upotrebe antraciklina ostaje otvoreno, pre svega zbog ucestalih
komorbiditeta, u najve¢em procentu kardiovaskularne prirode u ovoj uzrasnoj grupi bolesnika.
Elektivni tretman u ovom momentu je primena hemioimunoterapije: CHOP sa rituksimabom.
CHOP terapija moZe i¢i sa redukcijom doze doksorubicina na 25 mg/m? kao mini-CHOP
hemioterapija, ili eventualno izostavljanje antraciklina i njegova susptitucija sa lipozomalnim
doksorubicinom ili etopozidom, ili bez njih kao CVP (COP) terapija. Pokazano je u studijama da
kombinacija rituksimaba sa mini-CHOP terapijom moze indukovati dugotrajne kompletne remisije
i dugo prezivljavanje u bolesnika starijih od 80 godina bez komorbiditeta (269). Terapija se moze
zapoceti antraciklinima, a u slucaju loSe tolerancije oni se mogu kasnije izostaviti. S obzirom da je
ve¢ pokazano da je bendamustin sa rituksimabom podjednako efikasan kao i CHOP, a da je pracen
nizom toksi¢nosc¢u, logi¢no se postavlja mogucénost da ovaj tretman moze biti modalitet leCenja
ove subpopulacije bolesnika.

1.2.9.7. CNS profilaksa

Pokazalo se da pojedini bolesnici sa specificnom ekstranodalnom lokalizacijom DLBCL, pogotovo
sa > 1 mesta ekstranodalne zahvacéenosti, visokim IPI skorom (> 2), povisenim vrednostima LDH,
imaju vecéi rizik od relapsa bolesti u CNS (270). Testikularni DLBCL obavezno treba da prime
CNS profilaksu. Neka specifi¢na ekstranodalna mesta (DLBCL paranazalnih sinusa, gornjeg dela
vrata ili infiltracija koStane srzi) su tradicionalno smatrana, kao stanja gde je neophodna CNS
profilaksa, ali prema najnovijim shvatanjima nema eksplicitnih dokaza o redukciji rizika za relaps

u ovim situacijama (271). Nacin sprovodenja profilakse moze biti davanje metotreksata
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intratekalno, kako se to radilo godinama, medutim danas se smatra da to nije optimalna metoda.
Intravenska primena visokodoznog metotreksata udruzena sa efektivnom kontrolom bolesti moze
predstavljati jednu od interesantnih alternativa (272, 273).

1.2.9.8. Tretman pojedinih formi DLBCL koji zahtevaju posebno razmatranje

Elektivni tretman za najveci broj slu¢ajeva DLBCL je jasno definisan dugogodis$nji "zlatni
standard” R—CHOP. Pojedine lokalizacije ili forme DLBCL ipak zahtevaju drugaciji terapijski
pristup u odnosu na standardni R—-CHOP.

PMLBCL je poseban tip DLBCL za koji R—-CHOP 21 najverovatnije nije optimalan tretman.
Brojni centri i dalje primenjuju pomenuti rezim uz dodatak konsolidacione radioterapije, ukoliko
se postigne CR, cija je dodatna primena takode predmet kontroverzi. Najveéi broj publikovanih
trajala iz oblasti PMLBCL su retrospektivnog karaktera sa saopsStenjima koja ne daju jasnu
distinkciju koji od ispitivanih protokola ima najoptimalniji benefit po bolesnike, jer nema
statistiCke znacajnosti u prezivljavanju pri poredenju protokola R—-CHOP sa protokolima tzv. treée
generacije (R—-MACOP-B, R—-VACOP-B). Jedna od najveéih retrospektivnih studija publikovana
od strane ,,British Columbia” centra na (n=153) bolesnika je navodno uo¢ila trend boljeg ishoda sa
agresivnijim protokolima pomenute tre¢e generacije, ali samo u ORR (274). Po saopstenjima
Dunleavy i sar. koji su sproveli prospektivnu studiju faze Il na (n=51) bolesnika, pokazalo se da je
primenom indukcione terapije po visokodoznom rezimu DA-EPOCH-R [dose adjusted-(dozno
prilagodeni)-etopozid, prednison, vinkristin, ciklofosfamid i doksorubicin + rituksimab], ORR bio
97%, sa CR postignutom u 93% §to je znatno vise u odnosu na R-CHOP, gde je ORR nesto preko
80%, a stopa CR se krece oko 80%, i da nakon primene ovog rezima nije potrebno konsolidovati
bolesnike dodatnom radioterapijom medijastinuma (275). Iako primarno smatran limfomom loSe
prognoze i ishoda, danas se moze re¢i da mu je ishod leCenja u rangu sa klasicnom DLBCL, NOS,
ako ne cak i nesto bolji, po zakljuc¢ku pomenutog prospektivnog trajala. Najverovatnije da
pomenuti indukcioni protokol nudi bolje i kvalitetnije postizanje remisije, ¢ime najverovatnije
uti¢e i na ukupni OS, $to ostaje da se proveri u ve¢im randomizovanim studijama faze I11. Autor sa
saradnicima istice DA-EPOCH-R, kao novi elektivni tretman za PMLBCL.

Primarni CNS-DLBCL se tretira lekovima koji bolje prolaze hematoencefalnu barijeru i trenutni
standard leCenja sa kurativnhom intencom je ,.De Angelis“ rezim (visoke doze citarabina i

metotreksata u 4 konsekutivna ciklusa, pracenih konsolidacionom radioterapijom mozga). U
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sluaju loseg performans statusa, primenjuju se visoke doze deksametazona sa radioterapijom
mozga ciji je ukupni efekat palijativan.

Primarni testikularni DLBCL zahteva posebno terapijsko razmatranje zbog znacajno povecanog
rizika od ekstranodalnog, CNS relapsa i relapsa u kontraleteralni testis sa loSim ukupnim ishodom
(276). U lokalizovanoj formi bolesti (stadijum | i I1), koja je i najcesca, standardizovani tretman
predstavlja R—CHOP 21 sa CNS profilaksom bilo kao intratekalnom ili interkaliranim
visokodoznim metotreksatom datim intravenski, ili primenom oba nafina u isto vreme sa
profilaktickom iradijacijom kontralateralnog testisa (277).

Primarni koStani limfomi mogu imati multiple relapse, postoje saopStenja da bendamustin sa
rituksimabom moze prevazié¢i refraktarnost u relapsu nakon primene standardne R-CHOP
indukcije (278).

HIV-asocirani DLBCL najce$¢e imaju plazmablastnu morfologiju, agresivan i brz klini¢ki tok.
Primena HAART (eng. high active antiretroviral therapy), jedina je opcija koja pruza benefit, dok
optimalna antilimfomska terapija nije definisana i najée$¢e ako se primeni ima samo Kkratkotrajan
palijativan efekat. Opisane su i krace ili duze remisije. Najve¢i broj bolesnika biva le¢en
palijativno uz maksimalnu suportivnu negu.

Limfomi koji nose visok molekularni rizik (DH, TH limfomi) zahtevaju potpuno drugacije
sagledavanje. lako metode molekularne biologije nisu u ovom momentu postale rutinski
dijagnostic¢ki standard, pre svega zbog visoke cene kostanja, definitivno kod DLBCL, NOS ili
drugog tipa koji nose DH ili TH genski ekspresioni profil, R—-CHOP terapija nema nikakvog
benefita i nije elektivna terapijska opcija u indukciji (279). Najnoviji radovi koji su razmatrali
kinesku populaciju bolesnika sa pomenutim tipovima limfoma navode ista saznanja (280). Izbor

tretmana je u domenu klinicki kontrolisanih studija sa nedefinisanim ishodom koji su jos uvek u

fazi ispitivanja.
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1.2.10. Evaluacija odgovora nakon tretmana DLBCL

Nakon pocetka indukcione imunohemioterapije, odnosno tretmana bolesnika sa nekom od formi
DLBCL, radioloski testovi bi trebali da budu ponovljeni posle treéeg, ili Cetvrtog ciklusa tretmana
(49) (ranije se smatralo posle svakog parnog ciklusa). Biopsija kostane srzi koja je se radi
inicijalno u stadiranju bolesti, treba da se ponovi posle zavrsetka tretmana samo ako je inicijalno
nalaz bio pozitivan (281). Rana primena PET/CT evaluacije nakon prvog do cetvrtog ciklusa
indukcije, moze imati prediktivnu vrednost na ukupan terapijski odgovor, pokazano je u par
publikovanih studija, ali nisu sve studije sa istim zakljuckom (49). Definitivno je jasno da se
PET/CT snazno preporucuje U evaluaciji potvrde kompletne remisije, u saglasnosti sa revidiranim
kriterijumima odgovora nakon zavrsene indukcione imunohemioterapije (281).

1.2.10.1. Praéenje remisije DLBCL

Nakon zavrSene indukcione imunohemioterapije, i postignute remisije bolesti, nastavlja se sa
redovnim kontrolama bolesnika (eng. follow-up). Ne postoje jasno definisani algoritmi pracenja,
koji imaju utemeljenja u medicini baziranoj na dokazima, ali se po nekakvom ustaljenom
onkoloskom principu kontrole sprovode na 3 meseca u prvoj godini nakon le¢enja, a onda na 6
meseci naredne 2 godine, a posle 3. godine, pracenje se nastavlja jednom godiSnje. Ovo pracenje je
neophodno ne samo radi oCekivanja eventualnog relapsa bolesti, nego i zbog ranih ili kasnih
posledica primenjenog leCenja (imunohemioterapijatradioterapija). Ovakav princip pracenja dat je
u zadnjem vodi¢u ESMO preporuka za DLBCL (49). Za kontrolni pregled neophodna je krvna
slika i LDH kao minimum obrade. Minimalni nivo radioloskih pretraga je primena CT skena na 6,
12 i 24 meseca nakon zavrSetka terapijskog tretmana. Ovakva rutinska pretraga je bez jasnih
dokaza o klinickom benefitu (271, 282). Rutinska primena PET/CT u kontrolama nije preporu¢ena
(49). Bolesnici visokog rizika sa kurativnim potencijalom i intencijom mogu imati eventualni
benefit od ¢es¢ih kontrola (49).

1.2.11. Relaps/refraktarni oblik DLBCL (R/R DLBCL)

Uprkos ukupnom napretku u ishodu lecenja DLBCL, priblizno tre¢ina bolesnika ¢e razviti R/R
DLBCL koji ostaje glavni uzrok morbiditeta i mortaliteta (283). Osnovni pristup u takvim
situacijama je primena ,,salvage” (spasavajuce) terapije, uglavnom bazirane na nekim od platinskih
protokola, odnosno protokola koji nemaju ukrStenu rezistenciju sa primarnim. Princip je prvo
definisati o kakvom tipu relapsa se radi (ranom ili kasnom), a nakon toga jasno definisati terapijski

cilj (izleciti bolesnika ili leciti palijativno sa maksimalnom podrzavaju¢om negom). Rani relaps
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podrazumeva povratak bolesti unutar 12 meseci od postignute CR, najbolje procenjenom PET/CT
metodom i predstavlja najve¢i izazov klini¢arima, jer de facto predstavlja bolest koja ima
refraktaran karakter. Kasni relaps je povratak bolesti nakon perioda od 12 meseci i duze, kada bi
bilo pozeljno uraditi ponovnu biopsiju, pre svega radi definisanja statusa CD20 ekspresije, a manje
zbog ocekivanja eventualne druge patohistoloske dijagnoze.

Prema zadnjem publikovanom ESMO 2012 vodi¢u kod transplantaciono podobnih bolesnika
moguca je primena ,,debulking” procedure nekim od salvage protokola sa rituksimabom: R-DHAP
(rituksimab, visoke doze deksametazona, cisplatin i citarabin) ili R—ICE (rituksimab, ifosfamid,
karboplatin, etopozid), pri ¢emu nema dokaza koji od ova dva protokola nosi veci benefit (284). U
slucaju senzitivne bolesti, nakon toga sledi primena visokodozne hemioterapije. Najéesce koriséeni
kondicioni rezim je BEAM (BCNU, etopozid, melfalan, citarabin) pracen autologom potporom
mati¢nim ¢elijama hematopoeze (auto—SCT). Ovakav pristup ima visok nivo dokaza i preporuka
[IT A] kod bolesnika koji su transplantaciono podobni (imaju dobar performans status, nemaju
znacajnije disfunkcije vitalnih organa, i u dobi su < 65-70 godina (285, 286). Eventualni benefit
od primene R—-DHAP rezima u slucaju relapsa GCB nalik tipa DLBCL treba jo$ uvek da se
razjasni u budu¢im prospektivnim randomizovanim trajalima, mada ima potvrde u Bio-CORAL
studiji da R/R DLBCL GCB nalik tipa imaju bolji ORR (287). Nakon eventualnog drugog relapsa
posle auto-SCT, ili ranog relapsa, odnosno primarno refraktarne bolesti moze se primeniti allo—
SCT kao opcija (288). Primena ovakvog nacina leCenja sa sobom nosi visok rizik od mortaliteta
vezanog za proceduru. Moguca je primena metode redukovanog intenziteta kondicioniranja (RIC)
u kategorijama vulnerabilnijih ili starijih bolesnika nizeg performans statusa. Bolesnici primarno
refraktarni mogu biti podvrgnuti ,,debulking” proceduri primenom auto-SCT, a nakon toga
primenom allo-SCT kao tandem procedure. Rizik transplantacionog mortaliteta je visok u
ovakvim sluéajevima i ovakav naéin leCenja rezervisan je za ViSOKo razvijene centre sa iskustvom i
potrebnom pratecom infrastrukturom. U slu¢aju bolesnika nepodobnih za visokodozne i
transplantacione procedure ponudena mogucénost je primena "salvage" rezima sa gemcitabinom,
npr. R-GEMOX (rituksimab, gemcitabin, oksaliplatin) koji se moZe kombinovati sa tzv. ,,involved
field” iradijacijom (IFRT) (288). Dva agensa, piksantron (antracenoid nize kardiotoksi¢nosti od
svog parnjaka mitoksantrona) i lipozomalna formulacija vinkristina mogu biti interesantna opcija u

"salvage" tretmanu kod pretretiranih bolesnika sa agresivnim NHL (289, 290). Opciona solucija je
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ukljucenje bolesnika u neki od dostupnih, tekucih studija sa novim, inovativnim lekovima o kojima
¢e biti re¢i u slede¢em podnaslovu.

1.2.12. Trenutno aktuelni klini¢ki trajali u de novo i R/R DLBCL

Brojni klini¢ki trajali koji se sprovode u cilju iznalaZenja Sto rafiniranijeg na¢ina leCenja i pristupa
pacijentima sa de novo DLBCL su u znacajnoj ekspanziji. ,,Zlatni standard” R—-CHOP i dalje
perzistira kao elektivni tretman, iako je posve jasno da nije optimalan pristup u pojedinim
molekularnim i klini¢kim podgrupama DLBCL. Poredenje R—-CHOP 14 sa R—-CHOP 21 u nekim
od zadnjih saopstenja nisu nasli razliku izmedu ,,dose-density”, odnosno protokola dozne gustine, i
godinama standardizovanog 21-dnevnog rezima. Cunningham i sar. publikovali su rezulate svog
trajala na grupi od (n=1080) bolesnika, godista > 18 godina, sa de novo DLBCL, stadijuma
,Bulky” A do IV. Grupe su bile dobro balansirane (n=540) je primalo R—-CHOP 21 i (n=540) R—
CHOP 14. Srednje vreme pracenja je bilo 46 meseci (raspon 35-57 meseci). Rezultati su pokazali
da je 2-godisnji OS bio 82.7% u R—-CHOP 14 grupi, a u grupi R—CHOP 21 80.8% (HR 0,90; 95%
ClI 0,7-1,15; p=0,3763). Visok IPI skor, loSe prognosticke molekularne karakteristike i ¢elijsko
poreklo nije bilo prediktivno za benefit. Zakljucak je bio da R—CHOP 14 nije superiorniji u odnosu
na R—-CHOP 21 u prethodno ne tertiranih bolesnika sa DLBCL, iz tog razloga R—-CHOP 21 se i
dalje moze smatrati standardom. U ispitivanim grupama se pokazalo da molekularne karakteristike
uopste nisu uticale na ishod dozno intenzifikovanog protokola (291). Agresivniji rezimi kao $to je
R-EPOCH, koji po Dunleavyju i sar. predstavlja opcioni protokol za PMLBCL, je ispitivan od
strane Yanga i sar. na (n=39) bolesnika u de novo DLBCL, NOS bolesnika, sa medijanom starosti
od 52 godine (24 bolesnika su bila u stadijumu I/II, a 15 u III/IV stadijumu). Nizi stadijumi su
primili 4-6 ciklusa, a uznapredovalije forme 6-8 ciklusa. Medijana pracenja je bila 57,7 meseci. U
1-godiSnjem prezivljavanju stopa je iznosila 81,8%, u 3-godisnjem 70,9%, a u 5-godiSnjem 58,8%.
Profil toksi¢nosti je bio srednjeg stepena, bez indukcione smrtnosti. Zakljucak studije je da je R-
EPOCH efikasan i bezbedan u bolesnika sa DLBCL (292). Dalja ispitivanja su neophodna radi
evaluacije prognosti¢kih grupa koje bi posebno imale benefit od ove vrste terapije. Faza Ib studije
ispitivala je Bruton tirozin kinazni inhibitor (BTK) ibrutinib sa standardnim R-CHOP
imunohemioterapijom u bolesnika > 18 godina, sa de novo DLBCL. Cilj studije bio je optimizacija
doze ibrutiniba. Tri kategorije bolesnika razmatrane su sa doznom eskalacijom od: 280 mg, 420
mg do 560 mg u kombinaciji sa R—-CHOP 21. Ukljuceno je bilo (n=33) bolesnika, a (n=32) su

evaluirana. U fazi II studije je pokazano da maksimalna doza nije dostignuta i bila je preporucena
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doza od 560 mg. Svih (n=32) bolesnika imalo je klinicki odgovor. Zakljucak trajala je da
dodavanje ibrutiniba R—CHOP 21 indukcionoj terapiji moze poboljsati ishod leCenja, ali su
rezultati preuranjeni i neophodna je konfirmacija pravog klinickog znacaja u narednoj fazi 1lI
studije (293). U populaciji bolesnika 60-80 godina sprovedena je studija faze Il sa dodatkom
lenalidomida R—-CHOP 21 standardnoj indukcionoj terapiji. Ukljuceno je bilo (n=49) bolesnika
netretiranin sa CD20+ DLBCL, svih IPI skorova, ECOG 0-2. Doze lenalidomida bile su 15 mg
date 14 konsekutivnih dana sa 6 ciklusa R—-CHOP 21. Rezultati su pokazali da je 45 bolesnika
(92%) odgovorilo na tretman [ 42 (86%) postiglo je CR, 3 (6%) PR, 3 nisu odgovorili (6%), a 1
(2%) je umro, ali od drugih razloga nevezanih za terapiju]. Bezbedonosni profil bio je umeren bez
gradusa 4 neutropenije i smrtnosti u indukciji. Zaklju¢ak studije je da je lenalidomid sa R—-CHOP
21 indukcionom terapijom efikasan i siguran u starijih bolesnika sa netretiranim DLBCL (294). U
fazi 1l studije Nowakowskiog i sar. pokazano je na (n=60) evaluabilnih bolesnika da dodatak 25
mg lenalidomida 10 dana R—-CHOP 6 ciklusa indukcionoj terapiji, moze prevazi¢i negativni
prognosti¢ki znac¢aj non-GCB imunofenotipa DLBCL (295). Finalni rezultati MAIN studije
definitivno su pokazali da dodavanje bevacizumaba standardnoj R—-CHOP indukcionoj terapiji nije
rezultiralo u podizanju efikasnosti terapije, a povecalo je broj kardioloskih dogadaja u smislu
znacajnijeg pada ejekcione frakcije leve komore u bevacizumab grupi (18% vs 8%, OR 2,51) i
¢esc¢oj pojavi kongestivne sréane insuficijencije (16% vs 7%, OR 2,79) (296). Ovi nalazi prakti¢no
iskljucuju bevacizumab iz daljeg razmatranja kao novog terapijskog agensa u tretmanu DLBCL.
Dodavanje epratuzumaba (anti CD22 monoklonskog antitela) indukcionoj R—CHOP terapiji kao
ER-CHOP tretman ispitivan je u fazi Il studije kod de novo DLBCL bolesnika. Uklju¢eno je bilo
(n=107) bolesnika, a doza epratuzumaba bila je 360 mg/m? intravenski u 6 ciklusa. Toksi¢nost bila
je sli¢na kao kod R—CHOP terapije. Ukupni odgovor bio je 96% (74% CR/CRu) u 81 evaluabilnih
bolesnika. Zakljucak je bio da ER-CHOP ima dobru tolerabilnost i da u poredenju sa kontrolnom
grupom od (n=215) tretiranih standardnom R—-CHOP terapijom pokazuju obecavajuce rezultate
(297).

Klinicki trajali koji se aktuelno sprovode u tretmanu R/R DLBCL su brojni, obzirom da tretman
bolesti u fazi izmicanja kontroli dostupnim terapijskim opcijama predstavlja najveéi izazov
klini¢arima. Broj trajala koji su u opticaju je preobiman i povecava se neprekidno, stalno
ukljucujuéi novije klase medikamenata. Pomenuéemo samo neke sa izvesnim preliminarnim

rezultatima. Saopsteni su rezultati aktivnosti slede¢ih agenasa: bendamustina u kombinaciji sa
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rituksimabom, novija anti CD20 monoklonska antitela koja targetuju druge epitope ovog receptora
ili su dobijena glikoinzenjerskim postupcima (ofatumumab, obinutuzumab, veltuzumab), veé
pomenuto anti CD22 antitelo (epratuzumab), zatim anti CD40 antitelo (dacetuzumab), anti CD19 i
CD3 (blinatumumab), ihibitor citotoksi¢nog T limfocitnog antigena 4 (ipilimumab), konjugati sa
antitelima na CD22 receptor (inotuzumab o0zogamicin), mTOR inhibitori (temsirolimus,
everolimus), proteazomni inhibitori (bortezomib, karfilzomib), histon-deacetilazni inhibitori
(HDAC) inhibitori (vorinostat), imunomodulatorni (IMiD) lekovi (lenalidomid), pomenuti BTK
inhibitor (ibrutinib), inhibitori slezinske kinaze (Syk) kao $to je fostamatinib i drugi, inhibitori
PI3K puta (idelalisib) i drugi (298-310).
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2. Problem, predmet i ciljevi istrazivanja

2.1. Pregled problema i predmeta istrazivanja

Znacaj imunohistohemijske ekspresije biomarkera bcl2, bclo, CD10 i MUMI visestruko je
ispitivan u brojnim studijama, najcesc¢e u smislu njihovog prognostickog znacaja sa heterogenim
rezultatima u zavisnosti od publikovanih studija. Najve¢i broj dobijenih podataka o znacaju
biomarkera odnose se na period pre ere primene rituksimaba, dok su analize nakon uvodenja
rituksimaba manje zastupljene i dobijeni rezultati su kontradiktorni. Pitanje da li rituksimab
zaista ima sposobnost ukidanja negativne prediktivne vrednosti ekspresije pojedinih biomarkera
ili algoritama, ostaje otvoreno, s toga se u ovoj prospektivnoj studiji analizira zna¢aj biomarkera
u eri nakon uvodenja rituksimaba u terapiju DLBCL. Traganje za odgovorom da li biomarkeri
samostalno ili u korelaciji sa biohemijskim, klinickim parametrima ili skorovima/indeksima
prognoze mogu imati prediktivnu mo¢ u odnosu na terapijski odgovor, rizik od smrtnog ishoda i
duzine trajanja PFS su osnovni problem kojim ¢e se baviti ova studija. Analiza odnosa
biomarkera sa novijim skorovima/indeksima prognoze (NCCN-IPI), gde jo§ uvek ima malo
publikovanih rezultata, predstavlja oblast onkologije gde joS uvek nema dovoljno saznanja.
Metode molekularnih analiza (genski ekspresioni profil) predstavljaju jo$ uvek skup i relativno
nedostupan metod za Siru primenu. S toga Sirenje palete ispitivanih imunohistohemijskih
biomarkera i iznalazenje formula za njihovu $to prisniju korelaciju sa pravim genskim profilom
moze biti jedna od opcija za klinicku primenu prognosticke stratifikacije bolesnika sa DLBCL. U
tom smislu metode ,,ukrStanjem* biomarkera sa klinickim parametrima mogu imati svoju
znacajnu ulogu, do momenta kada ¢e metode molekularnog profiliranja DLBCL postati rutinska
praksa.

Predmet ovog istrazivanja bio je da se analizira prediktivan znacaj pomenutih
imunohistohemijskih biomarkera, pojedina¢no i grupno po Hansovom i Murisovom algoritmu
(skoru), kao i supkategorijska analiza biomarkera po Hansovom algoritmu i korelacija sa
biohemijskim, klinickim parametrima, i skorovima/indeksima prognoze u cilju sagledavanja
njihove prediktivne vrednosti na terapijski odgovor, rizika od smrtnog ishoda i duzine trajanja
PFS, u eri primene imunohemioterapije. Poseban znafaj ove studije se ogleda u analizi
meduzavisnosti pomenutih imunohistohemijskih biomarkera sa, u ovom momentu, novim
NCCN-IPI skorom.

73



2. Problem, predmet i ciljevi istrazivanja

2.2. Ciljevi istrazivanja

e (Odrediti ucestalost imunohistohemijske ekspresije pojedina¢nih biomarkera (bcl2, bcl6,
CD10 i MUM1), po Hansovom algoritmu (GCB i non-GCB podtipova), zatim po
Murisovom algoritmu (skoru) (tip 1 i 2) i supkategorijske ekspresije biomarkera po
Hansovom algoritmu u analiziranoj populaciji bolesnika

e Ispitati prediktivni znacaj imunohistohemijske ekspresije pojedinacnih biomarkera,
njihovih kombinacija po Hansovom algoritmu, Murisovom skoru, kao i supkategorijske
analize kombinacija biomarkera po Hansovom algoritmu sa terapijskim odgovorom,
rizikom od smrtnog ishoda i duzinom trajanja PFS u analiziranoj populaciji bolesnika

e Ispitati prediktivni znacaj biohemijskih parametara (nivo LDH, albumina, hemoglobina i
beta 2 mikroglobulina), klinickih parametara (prisustvo B simptoma, ,,Bulky” bolesti,
nodalne/ ekstranodalne prezentacije DLBCL, Ann Arbor klinickog stadijuma, ECOG PS i
prisustva infiltracije kostane srzi) i skorova/indeksa prognoze (aalPl, IPI, R-IPI, NCCN-
IPI) na terapijski odgovor, rizik od smrtnog ishoda i duzinu trajanja PFS u analiziranoj
populaciji bolesnika

e Ispitati prediktivni znacaj korelacije imunohistohemijskih biomarkera (pojedina¢no, po
Hansovom algoritmu, Murisovom skoru i supkategorijske analize kombinacija
biomarkera po Hansovom algoritmu) sa navedenim biohemijskim, klini¢kim parametrima
i sa skorovima/ indeksima prognoze u odnosu na terapijski odgovor, rizik od smrtnog

ishoda i duzinu trajanja PFS u analiziranoj populaciji bolesnika
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e Bolesnici koji su CD10+, bcl6+ i MUM1- imaju bolji odgovor na terapiju i duzi period
PFS

e Bolesnici koji su bcl2+ imaju kra¢i period PFS, dok je bcl2+ manje znacajan za odgovor
na primenjenu terapiju

o Supkategorijska analiza biomarkerskih kombinacija CD10, MUML1 i bcl6 je povezana sa
razli¢itim prediktivnim 1 prognostickim potencijalom

e Bolesnici sa Murisovim algoritmom (skorom) tipa 2 loSije odgovaraju na primenjenu
imunohemioterapiju i imaju kra¢i period PFS

e Bolesnici sa visokim LDH, niskim albuminima, niskim hemoglobinom, prisustvom B
simptoma, ,,Bulky” boles¢u, visokim Ann Arbor klini¢kim stadijumom, i visokim
skorovima/indeksima prognoze imaju losiji odgovor na primenjenu terapiju, veci rizik od

smrtnog ishoda 1 kraci period trajanja PFS

75



4. Materijali i metode

4.1. Bolesnici i dijagnoza

Ova prospektivna studija sprovedena je na grupi od (n=80) odraslih bolesnika sa patohistoloski i
imunohistohemijski verifikovanom dijagnozom de novo DLBCL. U nasu studiju ukljucivani su
bolesnici sa postavljenom dijagnozom DLBCL na osnhovu aktuelno vazece Klasifikacije WHO
2008, u nekom od referentnih centara/instituta za patologiju Srbije (centra za patologiju KC Nis,
patologije VMA Beograd, KC Srbije, ili Instituta za onkologiju VVojvodine, jedan nalaz je iz
patoloskog instituta iz Kardifa). Nije bilo centralne revizije patohistoloskih nalaza. Period
ukljucenja u studiju bio je od aprila 2009. do oktobra 2014. godine. Presek stanja nacinjen je
januara 2015. godine. Kriterijumi uklju¢enja u studiju podrazumevali su da su svi evaluirani
bolesnici morali imati postavljenu dijagnozu DLBCL na osnovu klasi¢ne hematoksilin-eozin
metode bojenja tkiva (HE) (bioptirani limfni nodusi, ekstranodalni infiltrati ili operativni
materijal kod nekih vrsta ekstranodalnih formi DLBCL). Nakon toga su bolesnici morali imati
minimum imunohistohemijske obrade tumorskog tkiva slede¢im biomarkerima: CD20, CD10,
bcl2, bel6, MUML,i Ki 67 proliferativni indeks iskazan u procentima. Ukljuéeni su bili bolesnici
ECOG PS 0-3, sa nodalnom ili ekstranodalnom prezentacijom DLBCL, svih Ann Arbor
klinickih stadijuma (I-1V). Prognostic¢ki skorovi: aalPI (bolesnici od 18-60 godina), IPI (> 60
godina), R-IP1 i NCCN-IPI kao indeksi prognoze su bili kalkulisani za sve uklju¢ene bolesnike i
evaluirani su bolesnici svih skorova. Svi bolesnici su imali kompletnu hematolosku i
biohemijsku obradu, uz obavezne slede¢e parametre: hemoglobin, albumine, beta 2
mikroglobulin i LDH. U studiji su analizirani slede¢i klini¢ki parametri: prisustvo B simptoma,
prisustvo ,.Bulky” bolesti, ekstranodalni, nodalni oblik bolesti, Ann Arbor klini¢ki stadijum,
ECOG PS i status kostane srzi. Svi bolesnici su stadirani i leCeni u stacionarnom delu Klinike za
onkologiju u Knez selu, Klinickog Centra u NiSu. Klini¢ki podaci prikupljani su iz istorija bolesti
(kompletna laboratorijska dokumentacija, patohistoloski izvestaji, dekurzusi napravljeni nakon
prikupljenih svih nalaza). Svi uklju¢eni bolesnici su imali potpisanu pisanu saglasnost za
pristanak na sprovodenje medicinskih procedura dijagnostike 1 lecenja.

Kriterijumi iskljucenja iz studije su bili: nepotpuna dokumentacija u odnosu na zahtevane

parametre, imunoreaktivnost na HIV i ECOG PS 4.
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4.2. Tretman bolesnika

Ukupno 77/80 (96,25%) bolesnika primili su imunoterapiju na 21 dan razmaka, po standardnoj
Semi (rituksimab 375mg/m?), uz primenu nekih od hemioterapijskih protokola: CHOP-21
primilo je 66 (85,71%) bolesnika, CVP-21 primilo je 8 (10,39%) bolesnika i (dozno prilagoden)
DA-EPOCH primilo je 3 (3,90%) bolesnika. Preostala 3 (3,75%) bolesnika primili su samo
hemioterapiju bez dodatka rituksimaba. Od toga 2 bolesnika primala su CHOP hemioterapiju:
jedan bolesnik imao je CD20- DLBCL anaplasti¢ni tip, drugi je primio hitno terapiju pre
administrativne odluke o primeni rituksimaba i zbog loseg ECOG PS nije uSao u dalju primenu
rituksimaba, tre¢i bolesnik primao je HD Mtx/HD citarabine, ,,De Angelis“ protokol, zbog
primarnog CNS DLBCL. Bolesnici sa inicijalnom ,,Bulky” boles¢u (definisani kao limfomska
masa ili konglomerati limfnih nodusa > 7 cm) ili DLBCL sa pojedinim ekstranodalnim
lokalizacijama primali su i dodatnu radioterapiju ukoliko su postizali kompletnu ili parcijalnu
remisiju. Neki od bolesnika imali su primarnu hirursku eksciziju ekstranodalnog limfoma pre
pocetka sprovodenja sistemskog leCenja (n=9) bolesnika, od toga (n=1) sa ekstirpacijom
primarnog CNS limfoma, (n=1) sa hemikastracijom zbog primarnog limfoma testisa, (n=2) sa
hemikolektomijom zbog primarnog DLBCL kolona i ostalih (n=4) sa totalnom gastrektomijom
zbog primarnog DLBCL zeluca. Kod (n=14) bolesnika je primenjivana dodatna terapija do
postizanja kompletne remisije. Od toga kod (n=5) bolesnika primenjena je visokodozna
hemioterapija sa autologom potporom u prvoj liniji le¢enja, (n=2) bolesnika iz navedene grupe
imalo je progresivnu bolest bez obzira na proceduru i umrlo, a kod (n=3) bolest je bila senzitivna
i uvedeni su u kompletnu remisiju nakon procedure koja se odrzavala do datuma preseka stanja.
Pracenje bolesnika bilo je do 01. januara 2015. godine, kada je na¢injen presek stanja. Procena
terapijskog odgovora vrSena je MSCT-om kod (n=15) bolesnika, u periodu pre primene PET/CT
u Srbiji i (n=39) bolesnika PET/CT-om. Umrli bolesnici (n=24) su procenjivani uglavnom
MSCT-om, jer su progredirali tokom primene terapije i nije bilo razloga za PET/CT procenom.
Odgovor na terapiju definisan je kao kompletna remisija, parcijalna remisija ili progresivna
bolest, na osnovu definisanih kriterijumima stadiranja terapijskog odgovora kod DLBCL.
Procena terapijskog odgovora vrSena je pre primene bilo konsolidacione ili palijativne
radioterapije, sekundarne linije hemioterapije ili primene visokodozne hemioterapije pracene
autologom potporom, tako da je odgovor na terapiju racunat samo u odnosu na prvu liniju

terapije. Bolesnici koji su nakon svih dodatnih terapija postigli kompletnu remisiju uracunati su
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kao bolesnici sa kompletnom remisijom, jer su de facto i imali senzitivhu bolest, (n=3)
bolesnika. Bolesnicima kod kojih je leCenje bilo jo§ u toku, tokom preseka stanja (n=2)
bolesnika, primili su minimum 3 ciklusa indukcione terapije, te je nafinjena procena odgovora
po standardnom protokolu (MSCT) i bili su responderi na terapiju. Iz tog razloga uracunati su
kao bolesnici sa parcijalnom remisijom bolesti. Period PFS meren je od datuma postavljanja
dijagnoze DLBCL, i pocetka indukcione terapije do datuma zabeleZene progresije bolesti,
odnosno do datume preseka stanja. Bolesnici kod kojih je le¢enje jo§ uvek trajalo do datuma
preseka stanja PFS vreme prikazano je kao 0.

4.3. Standardne patohistoloSke metode

Biopsijski ili operativni materijal je nakon hirurSke ekstirpacije ili operacije dostavljan u
navedene ustanove za patologiju u 10% puferisanom formalinu. Uzorci su opisivani
makroskopski, uzimani su isecci i fiksirani u 10% puferisanom formalinu tokom 24h. Nakon
rutinske obrade, uzorci su standardnom procedurom kalupljeni u te¢ni parafin i seCeni na rezove
debljine 4-5um. Deparafinisani uzorci su bojeni klasicnom HE metodom. Svim bolesnicima
radena je biopsija kosStane srzi u sklopu stadiranja bolesti i uzorci cilindara bioptata kostane srzi
dostavljani su u ustanove patologije u 10% rastvoru formalina. Nakon fiksacije u trajanju od 18—
24h uzorci su dekalcinisani u rastvoru mravlje kiseline 6-12h, zavisno od veli¢ine, zatim
obradivani po standardnoj proceduri i ukalupljeni u parafin. Svi uzorci seeni su na debljine od
Sum. Deparafinisani uzorci koStane srzi histoloski su obradivani i bojeni klasitnom HE
metodom i standardnom imunohistohemijom. Pripremljeni patohistoloski preparati analizirani su
optickim mikroskopom na malom, srednjem 1 velikom uvecanju. Dijagnoza je postavljana
standardnom morfoloskom 1 imunohistohemijskom analizom bioptickog materijala prema

aktuelnoj klasifikaciji WHO iz 2008. godine.
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4.4. Imunohistohemijske metode (IHH)

4.4.1. Upotrebljavana antitela
Upotrebljavana komercijalna antitela za imunohistohemijsku (IHH) analizu ekspresije antitela
data su u Tabeli 14.

Tabela 14. Tabelarni pregled korisé¢enih komercijalnih monoklonskih antitela

Ispitivan  Naziv komercijalno koris¢enog monoklonskog antitela Razredenje
antigen

CD20 DAKO, Mouse monoclonal antibody, Clone L26 (M0755) 1:250

bcl2 DAKO, Mouse monoclonal antibody, Clone 124 (M0887) 1:75

bclé DAKO, Mouse monoclonal antibody, Clone PG-B6p (M7211) 1:10

CD10 DAKO, Mouse monoclonal antibody, Clone 56C6 (M7308) 1:50
MUM1 DAKO, Mouse monoclonal antibody, Clone 56C6 (M7308) 1:30

Ki 67 DAKO, Mouse monoclonal antibody, Clone MIB-1 (M7240) 1:100

4.5. Imunohistohemijska analiza ekspresije antitela

Odredivanje ekspresije biomarkera (antigena) vr$eno je navedenim antitelima u sklopu rutinske
imunohistohemijske analize koja se vr$i u postavljanju dijagnoze DLBCL. Ekspresija
biomarkera prikazana je slikama, s tim §to se pored biomarkera bcl2, bcl6, MUMI1 i CD10 koji
su direktno tema istrazivanja u naSoj studiji, prikazuje i ekspresija CD20 receptora i Ki 67
indeksa, s obzirom da analiza njihove ekspresije predstavlja neizostavnu kariku u lancu
dijagnoze DLBCL.
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4. Materijali i metode

4.5.1. Analiza ekspresije CD20 biomarkera

U proceni ekspresije CD20 biomarkera semikvantitativnom metodom procenjen je % obojenih
¢elijskih opni tumorskih celija, nezavisno od intenziteta bojenja. Procena je izvrSena na 10
vidnih polja velikog uvecanja. Nalaz vise od 30% obojenih tumorskih ¢elija sa obojenom

membranom racunat je kao pozitivan nalaz. Pozitivna kontrola su B limfociti tonzile (slika 3).
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Slika 3. Izrazita membranska pozitivhost CD20 biomarkera kod DLBCL, 400x
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4. Materijali i metode

4.5.2. Analiza ekspresije CD10 biomarkera

U proceni ekspresije CD10 biomarkera semikvantitativnom metodom procenjen je % obojenih
¢elijskih opni tumorskih c¢elija, nezavisno od intenziteta bojenja. Procena je izvrSena na 10
vidnih polja velikog uvecanja. Nalaz vise od 30% obojenih tumorskih ¢elija sa obojenom

membranom racunat je kao pozitivan nalaz. Pozitivna kontrola je tanko crevo (slika 4).

Slika 4. Ekspresija CD10 biomarkera (membranska prebojenost > 30% celija), 400x
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4. Materijali i metode

4.5.3. Analiza ekspresije bcl2 biomarkera

U proceni ekspresije bcl2 biomarkera semikvantitativnom metodom procenjen je % obojenih
¢elijskih opni tumorskih c¢elija, nezavisno od intenziteta bojenja. Procena je izvrSena na 10
vidnih polja velikog uveéanja. Nalaz vise od 50% obojenih tumorskih ¢elija sa obojenom

membranom racunat je kao pozitivan nalaz.Pozitivna kontrola je tanko crevo (slika 5).

Slika 5. Ekspresija bcl2 biomarkera (membranska prebojenost > 50% celija), 400x
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4. Materijali i metode

4.5.4. Analiza ekspresije bcl6 biomarkera

U proceni ekspresije bclé biomarkera semikvantitativnom metodom procenjen je % obojenih
jedara tumorskih ¢elija, nezavisno od intenziteta bojenja. Procena je izvrSena na 10 vidnih polja
velikog uvecanja. Nalaz vise od 30% obojenih jedara tumorskih ¢elija racunat je kao pozitivan

nalaz. Pozitivna kontrola su centroblasti normalne tonzile (slika 6).

Slika 6. Ekspresija bcl6é biomarkera (jedarna prebojenost > 30% ¢éelija), 400X
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4. Materijali i metode

4.5.5. Analiza ekspresije MUM1biomarkera

U proceni ekspresije MUM1 biomarkera semikvantitativnom metodom procenjen je % obojenih
jedara tumorskih ¢elija, nezavisno od intenziteta bojenja. Procena je izvrSena na 10 vidnih polja
velikog uvecanja. Nalaz vise od 30% obojenih jedara tumorskih ¢elija racunat je kao pozitivan

nalaz. Pozitivna kontrola su plazmociti normalne tonzile (slika 7).

Slika 7. Ekspresija MUM1 biomarkera (jedarna prebojenost > 30% ¢elija), 400x
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4. Materijali i metode

4.5.6. Analiza ekspresije Ki 67

U proceni ekspresije Ki 67 indeksa semikvantitativnom metodom procenjen je % obojenih jedara
tumorskih ¢elija, nezavisno od intenziteta bojenja. Procena je izvrSena na 10 vidnih polja velikog
uveéanja. Nalaz vise od 30% obojenih jedara tumorskih celija racunat je kao pozitivan

nalaz.Pozitivna kontrola su ¢elije na dnu kripti tankog i debelog creva (slika 8).

Slika 8. Visoka jedarna ekspresija Ki 67 indeksa kod DLBCL (> 70%), 400x
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4. Materijali i metode

4.6. Statisti¢ke analize

Dobijeni podaci su uneSeni u bazu podataka, sredeni tabelarno i prikazani graficki. U sklopu
deskriptivne statistike podaci su predstavljeni u vidu aritmeti¢ke sredine i standardne devijacije,
medijane i interkvartilne razlike, ili u vidu apsolutnih ili relativnih brojeva. Testiranje
normalnosti podataka je vrSeno Kolmogoro-Smirnovim testom. Za uporedivanje dve grupe
podataka, ukoliko je zadovoljena normalna distribucija koriséen je t-test, ukoliko distribucija
podataka nije normalna koris¢en je Mann-Whitneyjev U test. Za poredenje tri ili viSe grupa
podataka, ukoliko je zadovoljena normalna distribucija koris¢ena je ANOVA, a kao post hoc
analiza koriS¢en je Tukeyev test. Ukoliko nije zadovoljena normalna distribucija pri poredenju tri
i viSe grupa podataka koris¢en je Kruskal-Wallisov test, u tom sluc¢aju kao post hoc analiza
koris¢en je Mann-Whitneyjev U test. Radi utvrdivanja medupovezanosti izmedu ispitivanih
varijabli odredivan je Pirsonov koeficijent proste linearne korelacije, odnosno Spirmanov
koeficijent rang korelacije u zavisnosti od distribucije podataka.

Analiza prezivljavanja (eng. survival analysis) je analiza odredenog dogadaja tokom vremena uz
evidenciju trenutka kada je doSlo do odredenog dogadaja, a da je pri tome dobro definisano
pocetno vreme pracenja. Da bi se analiza prezivljavanja mogla primeniti, podaci moraju sadrzati
vreme nekog dogadaja koji se prati. Svrha analize prezivljavanja bez progresije bolesti sastoji se
u mogucnosti predvidanja, tj. uspostavljanja prediktivnog modela u kojem rizik posmatranog
dogadaja zavisi od ispitivanih varijabli. Za ovu vrstu analiza je potrebno da se evidentira tacan
datum kada su pojedinci usli u studiju i tatan datum kada je doslo do odredenog dogadaja (t;.
kada je postignut odgovor). Formirana je Kaplan-Meierova kriva prezivljavanja u odnosu na
ispitivane varijable. Log rank testom je uporedivano prose¢no prezivljavanje u odnosu na
ispitivane parametre. Coxova regresiona analiza je kori$¢ena radi odredivanja unakrsnog odnosa
(eng. Odds ratio — OR) za svaki od ispitivanih biohemijskih parametara. Statisticka znacajnost je
uzimana za nivo verovatnoce p<0,05.

Statisticka obrada podataka koja obuhvata metode deskriptivne statistike, Kaplan-Meierove
krive, Coxovu regresionu analizu je sprovedena u programskom paketu SPSS 16.0 (SPSS Inc,
Chicago I, USA).
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5. Rezultati

5.1. Demografske, klini¢ke i biohemijske karakteristike u ispitivanoj populaciji

U prospektivno istrazivanje ukljuc¢eno je 80 odraslih bolesnika sa dijagnozom de novo
DLBCL. Bolesnici su analizirani u odnosu na demografske karakteristike (pol i starost),
biohemijske parametre (nivo LDH, albumina, beta 2 mikroglobulina i hemoglobina) i klini¢ke
parametre (prisustvo B simptoma, prisustvo ,,Bulky” bolesti, klinicka prezentacija DLBCL
(nodalna vs ekstranodalna), infiltracija kostane srzi, ECOG PS i Ann Arbor klini¢ki stadijum).
IzvrSena je analiza distribucije i na osnovi skorova/ indeksa prognoze (aalPl, IP1, R-1P1 i NCCN-
IP1). Prikazani su rezultati pojedinacne ekspresije biomarkera i u odnosu na Hans, Muris i
supkategorijska analiza po Hansovom algoritmu, kao i njihova ,ukrstena” analiza sa gore
navedenim parametrima. Sve analize radene su u odnosu na terapijski odgovor, rizik od smrtnog
ishoda i PFS.

5.1.1. Demografske karakteristike u ispitivanoj populaciji

Polna struktura ispitivane populacije imala je 36 muskih (45,00%) i 44 Zenskih ispitanika
(55,00%), sa proseénom staros¢u od 58,15+15,83 godina (min 18, max 86 godina). Starost
bolesnika bila je ujednacena prema polu (muski: 58.08+17.16 godina, zenski: 58,20+14,86
godina, t=0,033, p=0,973). U ispitivanoj populaciji bilo je 37 bolesnika starosti 18 do 60 godina
(46,20%) i 43 bolesnika starijih od 60 godina (53,80%). U grupi mladih od 60 godina bilo je 16
muskarca i 21 Zena, u grupi starijih od 60 godina 20 muskaraca i 23 zene. U ispitivanom uzorku
bilo je nesto viSe starijih bolesnika od 60 godina, ali nije postojala statisticki znacajna razlika u

odnosu na starost ispitanika, niti u odnosu starosti prema polu (X?=0,005, p=0,946) (Tabela 15).

Tabela 15. Distribucija ispitanika prema starosti i polu

Starost Pol

Muski Zenski
Mladi od 60 godina 16 (44,40%) 21 (47,70%)7
Stariji od 60 godina 20 (55,60%) 23 (52,30%)
Ukupno 36 (100,00%) 44 (100,00%)

T-n(%)
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5. Rezultati

Struktura u odnosu na tip DLBCL bila je slede¢a: 67 bolesnika sa DLBCL, NOS (83,75%), 7
bolesnika sa PMLBCL (8,75%), 2 bolesnika sa T cell/h rich DLBCL (2,50%), 3 bolesnika sa
anaplasti¢nom histoloskom varijantom DLBCL (3,75%) i 1 bolesnik koji je imao dijagnozu
DLBCL/ HL ,grey zone” limfom (1,25%) (Grafikon 3).

M DLBCL, NOS
®PMLBCL

4 DLBCL, T cell/h rich
i DLBCL, anaplastic

M DLBCL, grey zone

Grafikon 3. Struktura ispitivane populacije u odnosu na tip DLBCL
Distribucija DLBCL tipova u odnosu na pol bila je ujednacena. Najces¢i tip limfoma bio je
DLBCL, NOS i kod muskog i zenskog pola (83,33%, odnosno 84,10%). Kod zenskog pola bio
je veci broj bolesnik sa PMLBCL, ali se kod njih u ispitivanoj populaciji nije javljao DLBCL, T
cell/h rich i ,,grey zone” tip. Utvrdeno je da ne postoji statistiCki znacajna razlika u distribuciji
DLBCL tipova u odnosu na pol (p=0,218) (Tabelal6).
Tabela 16. Distribucija DLBCL tipa prema polu

DLBCL tip Pol X p
Muski Zenski

DLBCL, NOS 30 (83,33) 37(84,10) + 5,578 0,218

PMLBCL 2(560) 5(11,40)

DLBCL, T cell/h rich 2 (5,60) 0
DLBCL, anaplastic 1 (2,80) 2 (4,50)
DLBCL, grey zone 1(2,80) 0

- n (%), X° — Hi kvadrat test
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5. Rezultati

5.1.2. Analiza distribucije biohemijskih parametara u ispitivanoj populaciji

U ispitivanoj populaciji bolesnika analizirani su slede¢i biohemijski parametri: nivo LDH, nivo
albumina, nivo beta 2 MG i nivo hemoglobina.

Povisene vrednosti LDH bile su prisutne kod 38 bolesnika (47,50%), a referentni opseg imalo je
42 (52,50%) bolesnika. Smanjene vrednosti albumina bile su prisutne kod 28 bolesnika
(35,00%), a referentni opseg imalo je 52 (65,00%). Povisene vrednosti beta 2 MG imalo je 38
bolesnika (47,50%), a referentni opseg 42 (52,50%) bolesnika i smanjene vrednosti hemoglobina
bile su prisutne kod 36 bolesnika (46,00%), a referentni opseg imalo je 44 (54,00%) bolesnika
(Tabela 17).

Tabela 17. Distribucija biohemijskih parametara u ispitivanoj populaciji

Biohemijski parametri Broj %
Povisene vrednosti LDH 38 4750
Normalne vrednosti LDH 42 52,50

Smanjene vrednosti albumina 28 35,00

Normalne vrednosti albumina 52 65,00

PoviSen beta 2 MG 38 47,50
Normalan beta 2 MG 42 52,50
Smanjeni hemoglobin 36 45,00
Normalan hemoglobin 44 54,00

5.1.3. Analiza distribucije klini¢kihparametara u ispitivanoj populaciji

Analizirano je 7 klini¢kih parametara u ispitivanoj populacijii bolesnika: B simptomi, nodalna
vs ekstranodalna prezentacija DLBCL, infiltracija koStane srzi, ECOG PS, prisustvo vs
odsusutvo ,,Bulky” bolesti. B simptome imalo je 43 bolesnika (53,80%), dok je bez njih bilo 37
(46,20%). U ispitivanoj populaciji bilo je 40 bolesnika sa ,,Bulky* (50,00%) boles¢u i 40
bolesnika bez ,,Bulky” bolesti (50,00%). Nodalnu prezentaciju imalo je 40 bolesnika (50,00%) i
40 bolesnika imalo je ektranodalnu prezentaciju (50,00%). ECOG 0 imalo je 46 bolesnika
(57,50%), ECOG 1 imalo je 25 bolesnika (31,20%), ECOG 2 imalo je 6 bolesnika (7,50%) i
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5. Rezultati

ECOG 3 imala su 3 bolesnika (3,80%). Bilo je statisticki znacajnije bolesnika sa minimalnim
simptomima bolesti (ECOG 0 i 1). Infiltrisanu kostanu srz imalo je 14 bolesnika (17,50%), a 68
(72,50%) bolesnika nije imalo zahvacenu kostanu srz, $to je znacajnije ¢e$¢e u korist onih bez

infiltracije (Tabela 18).

Tabela 18. Distribucija Kklini¢kih parametara u ispitivanoj populaciji

Klinic¢kiparametri Broj %

B simptomi 43 53,50
Bez B simptoma 37 46,20
Infiltrisana koStana srz 14 17,50

Bez infiltracije koStane srzi 68 72,50

PSECOGO0 46 57,50
PSECOG 1 25 31,20
PS ECOG 2 6 7,50

PS ECOG 3 3 3,80

,»Bulky” 40 50,00
Non-Bulky 40 50,00
Nodalna prezentacija 40 50,00

Ekstranodalna prezentacija 40 50,00

Klini¢ki stadijum odreden po Ann Arbor stadijumu imao je slede¢u disrtibuciju: Ann Arbor 1
imalo je 8 bolesnika 10%, Ann Arbor 2 imalo je 15 bolesnika 18,75%, Ann Arbor 3 imalo je 12
bolesnika 15%, i Ann Arbor 4 imalo je 45 bolesnika 56,25%. Statisti¢ki znacajno bilo je vise
bolesnika sa visokim Ann Arbor 4 klini¢kim stadijumom (Tabela 19).

Tabela 19. Distribucija Ann Arbor klini¢ckog stadijuma u ispitivanoj populaciji

Klini¢ki Broj %
stadijum

Ann Arbor 1 8 10,00
Ann Arbor 2 15 18,75
Ann Arbor 3 12 15,00
Ann Arbor 4 45 56,25
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5. Rezultati

5.1.4. Distribucija prema indeksima/ skorovima prognoze u ispitivanoj populaciji

Bolesnicima od (18-60) godina kalkulisan je aalPI skor. Ukupno je bilo 37 (100,00%) bolesnika:
sa aalPl 0 bilo je 9 (24,32%) bolesnika: od toga 4 bolesnika i 5 bolesnica, sa aalPl 1 bilo je 10
(27,03%) bolesnika: od toga 4 bolesnika i 6 bolesnica, sa aalPI 2 bilo je 12 (32,43%) bolesnika:
od toga 4 bolesnika i 8 bolesnica i sa aalPI 3 bilo je 6 (16,22%) bolesnika: od toga 4 bolesnika i
2 bolesnice. Nije bilo statisticki zna¢ajne razlike u polnoj distribuciji u odnosu na aalPI skor
(Tabela 20).

Tabela 20. Distribucija aalP1 skora

aalPl skor Pol
Muski Zenski

0 4(10,81) 5(13,51)
1 4(10,81) 6 (16,22)

2 4(10,81) 8 (21,62)

3 4(10,81) 2 (5,41)
Ukupno 16 (43,24) 21 (56,76)
T-n (%),

Bolesnicima starijim od 60 godina kojima je kalkulisan IPI skor bilo je ukupno 43 (100,00%), od
toga sa IPI 0 bilo je 0 bolesnika, sa IP1 1 bilo je 18 (41,86%) bolesnika: od toga 8 bolesnika i 10
bolesnica, a sa IP1 > 2 bilo je 25 (58,14%) bolesnika: od toga 12 bolesnika i 13 bolesnica. Nije

bilo statisti¢ki zna¢ajne razlike u polnoj distribuciji u odnosu na IPI skor (Tabela 21).

Tabela 21. Distribucija IPI skora

IPI skor Pol

Muski Zenski
0 0 0
1 8 (18,60) 10 (23,26) t
>2 12 (27,91) 13 (30,23)
Ukupno 20 (46,51) 23(53,49)
T-n (%),
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Prema R-IPI indeksu distribucija je bila sledeca: sa R-IPI O (vrlo dobar) bilo je 12 (15,00%)
bolesnika: od toga po 6 u oba pola, sa R-IPI 1 (dobar) bilo je 38 (47,50%) bolesnika: od toga 15
bolesnika i 23 bolesnica, i sa R-1PI 2 (los) bilo je 30 (37,50%) bolesnika: od toga po 15 u oba

pola. Nije bilo statisti¢ki zna¢ajne razlike u polnoj distribuciji u odnosu na R-IPI skor (Tabela

22).
Tabela 22. Distribucija R-1PI skora
R-1P1 skor Pol

Muski Zenski
0 (vrlo dobar) 6 (7,50) 6 (7,50)
1 (dobar) 15 (18,75) 23 (28,75)
2 (1o%) 15 (18,75) 15 (18,75)
Ukupno 36 (45,00) 44 (55,00)
t-n (%),

Prema poslednje publikovanom NCCN-IPI skoru, distribucija je bila slede¢a: NCCN-IPI 0,1
imalo je 7 (8,75%) bolesnika: od toga 2 bolesnika i 5 bolesnica, NCCN-IPI 2,3 imalo je 42
(52,50%) bolesnika: od toga 17 bolesnika i 25 bolesnica, NCCN-IPI 4,5 imalo je 22 (27,50%)
bolesnika: od toga 10 bolesnika i 12 bolesnica i NCCN-IPI 6-8 imalo je 9 (11,25%) bolesnika:
od toga 6 bolesnika i 3 bolesnice. Nije bilo statisticki znacajne razlike u polnoj distribuciji u
odnosu na NCCN-IPI skor (Tabela 23).

Tabela 23. Distribucija NCCN-IPI skora

NCCN-IPI skor  Pol

Muski Zenski
0,1 2 (2,50) 5 (6,25)
2,3 17 (21,25) 25 (31,25)
4,5 10 (12,50) 12 (15,00)
6-8 6 (7,50) 3 (3,75)
Ukupno 36 (43,75) 44 (56,25)

T-n (%),
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5.1.5. Struktura ispitivane populacije u odnosu naekspresiju pojedina¢nih biomarkera

U ispitivanoj populaciji 57 bolesnika (77,00%) bilo je CD10-, a 17 bolesnika bilo je CD10+
(23,00%). Distribucija ovog biomarkera u odnosu na pol bila je slede¢a: 24 bolesnika i 33
bolesnice bile su CD10-, a 11 bolesnika i 6 bolesnica bilo je CD10+ (Grafikon 4). Utvrdeno je
da ne postoji statisticki znacajna razlika u distribuciji CD10 biomarkera u odnosu na pol

(X?=1,853; p=0,173).
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Grafikon 4. Distribucija CD10 biomarkera u odnosu na pol

U ispitivanoj populaciji 28 bolesnika bilo je MUM1- (40,60%), a 41 bolesnik bio je MUM1+
(59,40%). U odnosu na pol bez ekspresije MUML1 biomarkera bilo je 16 bolesnika i 12 bolesnica.
Ekspresija MUML1 bila je prisutna kod 16 bolesnika i 25 bolesnice (Grafikon 5). Utvrdeno je da
ne postoji statisticki znacajna razlika u distribuciji MUM1 biomarkera u odnosu na pol
(X?=1,528; p=0,216).
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Grafikon 5. Distribucija MUM1 biomarkera u odnosu na pol

Bcl6- bolesnika bilo je 41 bolesnik (63,10%), a 24 bolesnika bilo je bcl6+ (36,90%). Gledano po
polnoj distribuciji, ekspresija bclé biomarkera (bcl6+) bila je prisutna kod 12 bolesnika i 12
bolesnica. Bcl6- bilo je 17 bolesnika i 24 bolesnice (Grafikon 6). Utvrdeno je da ne postoji

statisti¢ki znacajna razlika u distribuciji bel6 biomarkera u odnosu na pol (X°=0,168; p=0,682).
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Grafikon 6. Distribucija bcl6é biomarkera u odnosu na pol



5. Rezultati

U ispitivanoj populaciji u odnosu na bcl2 biomarker videlo se da je 50 bolesnika imalo

ekspresiju ovog biomarkera (bcl2+), sto predstavlja (67,60%), a bez ekspresije ovog markera
(bcl2-) bilo je 24 bolesnika (32,40%). U odnosu na polnu distribuciju bcl2+ imalo je 19
bolesnika i 31 bolesnica, dok je bcl2- bilo kod 16 bolesnika i 8 bolesnica (Grafikon 7). Utvrdeno

je da postoji statisticki znacajna razlika u distribuciji bcl2 biomarkera u odnosu na pol
(X?=4,258; p=0,039*).
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Grafikon 7. Distribucija bcl2 biomarkera u odnosu na pol

5.1.6. Struktura ispitivane populacije po Hansovom i Murisovom algoritmu (skoru)

U odnosu na Hansov algoritam u ispitivanoj populaciji bilo je 19 bolesnika sa GCB (29,68%) i

45 bolesnika sa non-GCB podtipom (70,32%). Distribucija po Hansovom algoritmu u odnosu na

pol bila je sledeca: 12 bolesnika i 7 bolesnica su imali GCB podtip, a 18 bolesnika i 27 bolesnica

su imali non-GCB podtip (Grafikon 8). Utvrdeno je da ne postoji statisti¢ki znacajna razlika u
distribuciji GCB i non-GCB podtipa u odnosu na pol (X?=2,022; p=0,155).
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Grafikon 8. Distribucija po Hansovom algoritmu u odnosu na pol

U ispitivanoj populaciji po Murisovom algoritmu, Muris 1 tip imalo je 37 bolesnika (52,90%) i

33 bolesnika bilo je sa Muris 2 tipom (47,10%). U odnosu na polnu distribuciju Muris 1 tip

imalo je 22 bolesnika i 15 bolesnica, dok je Muris 2 tip bio zastupljen kod 12 bolesnika i 21

bolesnice (Grafikon 9). Utvrdeno je da ne postoji statisti¢ki znacajna razlika u distribuciji Muris
skorova u odnosu na pol (X?=2,858; p=0,091).
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Grafikon 9. Distribucija po Murisovom algoritmu odnosu na pol
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5. Rezultati

5.1.7. Struktura ispitivane populacije u odnosu na supkategorijsku Kklasifikaciju

biomarkera po Hansovom algoritmu

U ispitivanoj populaciji, u GCB podtipu je bilo: 6 bolesnika (10,70%) sa (CD10+, MUM1-,
bcl6+), 6 bolesnika (10,70%) sa (CD10+, MUM1-, bcl6-). U podtipu non-GCB bilo je: 11
bolesnika (19,60%) sa (CD10-, MUML1+, bcl6+), 28 bolesnika (50,00%) sa (CD10-, MUM1+,
bclé-) i 5 bolesnika sa (CD10-, MUML1-, bcl6-). Imunofenotip non-GCB podtipa (CD10-,
MUM1+, bcl6-) se statistiCki znacajno najCe$¢e nalazio u ispitivanoj populaciji bolesnika
(Grafikon 10). Analizirana kohorta bolesnika nije imala podkategoriju iz GCB podtipa CD10+,
MUM1+, bcl6+), koja spada u najrede.

¥ CD10+.MUM1-, Bel6+
¥ CD10+, MUM1-, Bcl6-
4 CD10-, MUM1+, Bcl6+
i CD10-, MUM1+, Bcl6-
¥ CD10-, MUM1-, Bcl6-

Grafikon 10. Distribucija u odnosu na supkategorije po Hansovom algoritmu
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5.2. Rezultati odgovora na primenjenu terapiju

Nakon ordinirane indukcione terapije procenjivan je odgovor na terapiju kod ispitivane
populacije bolesnika. Imunohemioterapiju primilo je 77 od 80 bolesnika, odnosno (96,25%), a
ostala 3 bolesnika samo hemioterapiju (3,75%).

Ukupan terapijski odgovor (eng. overall response rate-ORR) iznosio je 66,25% (53 bolesnika).
Od toga kompletnu remisiju postiglo je 49 bolesnika (61,25%), a parcijalnu remisiju 3 bolesnika
(3,75%), nije bilo bolesnika sa stabilnom boles¢u. Progresija bolesti bila je prisutna kod 28
bolesnika (35,00%). (Grafikon 11).

35.00% @ Kompletna remisija
M Parcijalna remisija

i Progresivna bolest

Grafikon 11. Distribucija u odnosu na odgovor na primenjenu terapiju

Starost bolesnika koji su postigli kompletnu remisiju bila je (57,94+14,28) godina, onih koji su
postigli parcijalnu remisiju bila je (60,33+£18,15) godina, a starost bolesnika sa progresijom
bolesti (58,29+18,59) godina. Utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna razlika u starosti

bolesnika u odnosu na odgovor na terapiju (F=0,033; p=0,967).
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Kompletna remisija postignuta je kod 18 (50,00%) bolesnika i 31 (70,50%) bolesnice. Parcijalna
remisija postignuta je kod 2 (5,60%) bolesnika i 1 (2,30%) bolesnice. Progresivna bolest bila je
prisutna kod 16 (44,40%) bolesnika i 12 (27,30%) bolesnica. Utvrdeno je da ne postoji statisti¢ki

znacajna razlika u odgovoru na terapiju u odnosu na pol (p=0,165) (Tabela 24).

Tabela 24. Odgovor na terapiju u odnosu na pol

Pol X* p
Muski Zenski
Kompletna remisija 18 (50,00) 31 (70,50) ¥ 3,602 0,165

Parcijalna remisija 2 (5,60) 1(2,30)
Progresija bolesti 16 (44,40) 12 (27,20)

T - n (%), X* — Hi kvadrat test

Kompletna remisija postignuta je kod 41 bolesnika sa DLBCL, NOS (61,20%), 5 bolesnika sa
PMLBCL (71,40%), 2 bolesnika sa DLBCL, T cell/h rich (100,00%) i kod 1 bolesnika sa
DLBCL "grey zone" (100,00%). Parcijalna remisija postignuta je kod 2 bolesnika sa DLBCL,
NOS (3,00%) i 1 bolesnika sa PMLBCL (14,30%). Progresivna bolest bila je prisutna kod 24
bolesnika sa DLBCL, NOS (35,80%), 1 bolesnika sa PMLBCL (14,30%) i kod 3 bolesnika sa
anaplasticnim DLBCL (100,00%). Utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna razlika u
odgovoru na terapiju u odnosu na tip DLBCL (X?=11,786; p=0,161) (Grafikon 12).
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Grafikon 12. Distribucija tipova DLBCL u odnosu na odgovor na primenjenu terapiju
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5. Rezultati

5.2.1. Analiza odgovora na terapiju u odnosu na pojedina¢ne biomarkere

Kompletna remisija postignuta je kod 38 (66,70%) bolesnika sa CD 10-, 9 (52,20%) bolesnika sa
CD10+. Parcijalna remisija postignuta je kod 2 (3,50%) bolesnika sa CD10+. Progresija bolesti
bila je prisutna kod 17 (29,80%) bolesnika sa CD10+, i 8 (47,10%) bolesnika sa CD10- (Tabela
25). Utvrdeno je da ne postoji statistiCki znaCajna razlika u odgovoru na terapiju u odnosu na
CD10 biomarker (p=0,285).

Tabela 25. Odgovor na terapiju u odnosu na CD10 biomarker

Odgovor na terapiju CD10 X p
CD10- CD10+

Kompletna remisija 38 (66,70) 9 (52,90) ¥ 2,514 0,285

Parcijalna remisija 2 (3,50) 0

Progresija bolesti 17 (29,80) 8 (47,10)

1 - n (%), X° — Hi kvadrat test

Kompletna remisija postignuta je kod 16 (57,10%) bolesnika sa MUML1-, i 28 (68,30%)
bolesnika sa MUM1+. Parcijalna remisija postignuta je kod 2 (4,90%) bolesnika sa MUM1+.
Progresija bolesti bila je prisutna kod 12 (42,90%) MUML1- bolesnika, i 11 (26,80%) bolesnika

sa MUMI1+. Utvrdeno je da ne postoji statisticki znaCajna razlika u odgovoru na terapiju u

odnosu na MUM1 biomarker (p=0,160) (Tabela 26).

Tabela 26. Odgovor na terapiju u odnosu na MUMZ1 biomarker

Odgovor na terapiju MUM1 X° p
MUM1-  MUM1+

Kompletna remisija 16 (57,10) 28 (68,30) ¥ 3,667 0,160

Parcijalna remisija 0 2 (4,90)

Progresija bolesti 12 (42,90) 11 (26,80)

1 - n (%), X — Hi kvadrat test
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Kompletna remisija postignuta je kod 29 (70,70%) bolesnika sa bcl6-, i 13 (54,20%) bolesnika sa
bcl6+. Parcijalna remisija postignuta je kod 2 (8,30%) bolesnika sa bcl6+. Progresija bolesti bila
je prisutna kod 12 (29,30%) bcl6- bolesnika, i 9 (37,50%) bolesnika sa bel6+. Utvrdeno je da ne
postoji statisti¢ki znacajna razlika u odgovoru na terapiju u odnosu na bcl6 biomarker (p=0,084)

(Tabela 27).

Tabela 27. Odgovor na terapiju u odnosu na bcl6é biomarker

Odgovor na terapiju bcl6 X p
bcl6+ bcl6-

Kompletna remisija 29 (70,70) 13 (54,20) + 4,956 0,084

Parcijalna remisija 0 2 (8,30)

Progresija bolesti 12 (29,30) 9 (37,50)

1 - n (%), X° — Hi kvadrat test

Kompletna remisija postignuta je kod 13 (54,20%) bolesnika sa bcl2+ i 33 (66,00%) bolesnika sa
bcl2-. Parcijalna remisija postignuta je kod 3 (6,00%) bolesnika sa bcl2-. Progresija bolesti bila
je prisutna kod 11 (45,80%) bcl2+ bolesnika i 14 (28,00%) bolesnika sa bcl2-. Utvrdeno je da ne
postoji statisti¢ki znacajna razlika u odgovoru na terapiju u odnosu na bcl2 biomarker (p=0,124)
(Tabela 28).

Tabela 28. Odgovor na terapiju u odnosu na bcl2 biomarker

Odgovor na terapiju bcl2 X° p
bcl2+ bcl2-

Kompletna remisija 13 (54,20) 33(66,00) ¥ 4,179 0,124

Parcijalna remisija 0 3 (6,00)

Progresija bolesti 11 (45,80) 14 (28,00)

1 - n (%), X — Hi kvadrat test
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5.2.2. Analiza terapijskog odgovora u odnosu na Hansov i Murisov algoritam (skor)

U odnosu na Hansov algoritam, kompletna remisija postignuta je kod 12 (63,20%) bolesnika sa
GCB i 30 (66,70%) bolesnika sa non-GCB podtipom. Parcijalna remisija postignuta je kod 2
(4,40%) bolesnika sa non-GCB podtipom. Progresija bolesti bila je prisutna kod 7 (36,80%)
bolesnika sa GCB i 13 (28,90%) bolesnika sa non-GCB podtipom. Utvrdeno je da ne postoji
statistiCki znacajna razlika u odgovoru na terapiju u odnosu na Hansov algoritam (p=0,428)
(Tabela 29).

Tabela 29. Odgovor na terapiju u odnosu na Hansov algoritam

Odgovor na terapiju Hans algoritam X p
GCB non-GCB

Kompletna remisija 12 (63,20) 30 (66,70) ¥+ 1,696 0,428

Parcijalna remisija 0 2 (4,40)

Progresija bolesti 7 (36,80) 13 (28,90)

1 - n (%), X — Hi kvadrat test

U grupi bolesnika sa Murisovim algoritmom (skorom), Muris tip 1 bio je zastupljen kod 23
(62,20%) bolesnika sa kompletnom remisijom i 14 (37,80%) bolesnika sa progresijom bolesti. U
grupi bolesnika sa Muris tipom 2 bilo je 22 (66,70%) sa kompletnom remisijom, i 2 (6,10%)
bolesnika sa parcijalnom remisijom i 9 (27,30%) bolesnika sa progresijom bolesti. Utvrdeno je

da ne postoji statisticki znaCajna povezanost izmedu Muris tipova i odgovora na terapiju

(p=0,160) (Tabela 30).

Tabela 30. Odgovor na terapiju u odnosu na Murisov algoritam

Odgovor na terapiju Muris algoritam X° p
Muris 1 Muris 2

Kompletna remisija  23(62,20) 22 (66,70) ¥ 3,662 0,160

Parcijalna remisija 0 2 (6,10)

Progresija bolesti 14(37,80) 9 (27,30)

1 - n (%), X — Hi kvadrat test
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5.2.2.1. Rezultati odgovora na terapiju u supkategorijama biomarkera po Hansovom

algoritmu

Supkategorijska analiza biomarkera ukljucila je opisane supkategorije Hansovog algoritma i

kombinacija sa bcl2 biomarkerom.

U GCB podgrupi, na terapiju odgovorilo je 2 (33,30%) bolesnika iz prve podgrupe, i 3 (50,00%)
bolesnika iz druge podgrupe. U non-GCB podgrupi odgovor na terapiju imalo je 10 (88,90%)
bolesnika iz prve podgrupe, 20 (74,10%) bolesnika iz druge podgrupe i 4 (66,70%) iz trece
podgrupe. Utvrdeno je da ne postoji statisti¢ki znacajna razlika u ucestalosti odgovora na terapiju

u odnosu na razli¢ite kombinacije biomarkera (X?=7,587, p=0,108) (Tabela 31).

Tabela 31. Supkategorije Hansovog algoritma u odnosu na odgovor na terapiju

Odgovor na GCB podtipovi non-GCB podtipovi X? P
terapiju CD10+, CD10+, CD10-, CD10-, CD10-,

MUM1-, MUM1-, MUM1+, MUM1+, MUM1-,

bcl6+ bcl6- bcl6+ bcl6- bcl6-
Da 2(33,30) 3(50,00) 10 (88,90) 20 (74,10) 4 (66,70) + 7,587 0,108
Ne 4 (66,70) 3 (50,00) 1(11,10) 8 (28,60) 1 (20,00)

T - n (%), X° — Hi kvadrat test

U narednoj analizi supkategorija biomarkera, napravljeno je ukrStanje GCB podtipova sa
bcl2+/bcl2- i isto tako non-GCB podtipova. Podtip CD10-, MUM1-, bcl6- nije imao bcl2-
podgrupu u analiziranoj populaciji bolesnika. Utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna

razlika u ucestalosti razli¢itih kombinacija markera u odnosu na odgovor na terapiju (p=0,129)

(Tabela 32).

Tabela 32. Supkategorije Hansovog algoritma i bcl2 u odnosu na odgovor na terapiju

Odgovor GCB podtipovi non-GCB podtipovi P
na CD10+, CD10+, CD10-, CD10-, CD10-,
terapiju MUM1-, MUM1-, MUM1+, MUM1+, MUM1-,
bcl6+ bcl6- bcl6+ bcl6- bcl6-
bcl2+ bcl2- bcl2+  bcl2- bcl2+  bcl2- bcl2+  bcl2- bcl2+
Da 0 2 1 2 9 1 12 7 4 (80,00) | 0,129
(66,70) (33,30) (66,70) | (90,00) (100,00) (70,60) (77,80)
Ne 3 1 2 1 1 0 5 2 1 (20,00)
(100,00) (33,30) (66,70) (33,30) | (10,00) (29,40)  (22,20)

1 - n (%), X — Hi kvadrat test
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5.2.3. Rezultati odgovora na terapiju u odnosu na biohemijske i klinicke parametre

U analizi rezultata biohemijskih i klini¢kih parametara koji se standardno ispituju kod DLBCL,
prvo je uradena klasi¢na analiza u odnosu na odgovor na terapiju, a zatim analiza koja razmatra

povezanost biomarkera sa biohemijskim i klinickim parametrima.
5.2.3.1. Opsta analiza odgovora na terapiju u odnosu na biohemijske i klini¢cke parametre

PoviSene vrednosti LDH statisticki znacajno Su se najrede javljale kod bolesnika koji su imali
kompletnu remisiju (p=0,001) (Grafikon 13). Smanjena vrednost albumina statisticki znacajno
najrede javljala se kod bolesnika sa kompletnom remisijom (p=0,041) (Grafikon 14). Ucestalost
povisenih vrednosti beta 2 MG i smanjenih vrednosti hemoglobina statisticki znacajno se ne

razlikuje u odnosu na odgovor na terapiju (p=0,348, odnosno, p=0,115) (Tabela 33).

Tabela 33. Biohemijski parametru u odnosu na odgovor na terapiju

Biohemijski markeri Odgovor na terapiju X? p
Kompletna Parcijalna Progresija
remisija  remisija  bolesti
Poviseni LDH 16 (32,70) 3 (100) 19 (67,90) + 13,633 0,001*
Smanjeni albumin 12 (24,50) 2 (66,70) 14 (50,00) 6,403 0,041*
Povisen beta2MG 20 (54,10) 2(66,70) 16(72,70) 2,111 0,348
Smanjeni Hgb 18 (36,70) 1(33,30) 17(60,70) 4,325 0,115

T - n (%), X — Hi kvadrat test, * statisti¢ki znagajno
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Grafikon 13. U¢estalost poviSenih vrednosti LDH u odnosu na odgovor na terapiju
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Grafikon 14. Udestalost smanjenih vrednosti albumina u odnosu na odgovor na terapiju
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B simptomi bili su prisutni kod 36,70% bolesnika sa kompletnom remisijom, 100,00% bolesnika
sa parcijalnom remisijom 1 78,60% bolesnika sa progresijom bolesti. Utvrdeno je da postoji

statisticki znaCajna razlika u ucestalosti B simptoma u odnosu na odgovor na terapiju

(X?=16,919, p<0,001) (Grafikon 15).

Kostana srz bila je infiltrisana kod 8 bolesnika (16,30%) sa kompletnom remisijom, 1 bolesnika
(33,33%) sa parcijalnom remisijom i 5 bolesnika (17,90%) sa progresijom bolesti. Utvrdeno je
da ne postoji statisticki znaCajna razlika u ucestalosti infiltracije koStane srzi u odnosu na

odgovor na terapiju (X°=0,486, p=0,784).

,,Bulky” bolest bila je prisutna kod 38,80% bolesnika sa kompletnom remisijom, 100,00%
bolesnika sa parcijalnom remisijom i 64,30% bolesnika sa progresijom bolesti. Utvrdeno je da
postoji statisti¢ki znacajna razlika u ucestalosti ,,Bulky” bolesti u odnosu na odgovor na terapiju
(X?=8,967, p=0,011) (Grafikon 16).

Nodalni oblik bio je prisutan kod 25 bolesnika (51,00%) sa kompletnom remisijom, 1 bolesnika
(33,33%) sa parcijalnom remisijom i 14 bolesnika (50,00%) sa progresijom bolesti.
Ekstranodalni tip bio je prisutan kod 24 bolesnika (49,00%) sa kompletnom remisijom, 2
bolesnika (66,67%) sa parcijalnom remisijom i 14 bolesnika (50,00%) sa progresijom bolesti.
Utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna razlika u odgovoru na terapiju u zavisnosti od

nodalne odnosne ekstranodalne prezentacije DLBCL (X?=0,360, p=0,835) (Tabela 34).

Tabela 34. Klini¢ki parametri u odnosu na odgovor na terapiju

Odgovor na terapiju
Klini¢ki parametri Kompletna Parcijalna Progresija X p
remisija remisija  bolesti
Prisustvo B simtoma 18 (36,70) 3 (100,00) 22 (78,60) ¥ 16,919 <0,001*
Infiltrisana kostna srz 8 (16,30) 1 (33,30) 5(17,90) 0,486 0,784
Prisustvo Bulky bolesti 19 (38,80) 3 (100,00) 18 (64,30) 8,967 0,011*
Nodalni oblik 25(51,00) 1(33,30) 14(50,00) 0,360 0,835

1 - n (%), X° — Hi kvadrat test, * statisti¢ki zna¢ajno
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U analizi ECOG PS nadeno je da je statisti¢ki ¢e$c¢e bio prisutan nizak ECOG PS kod bolesnika

koji su postizali kompletnu remisiju (p < 0.001) (Grafikon 17).
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Grafikon 17. Uéestalost ECOG PS u odnosu na odgovor na terapiju
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Kod bolesnika sa kompletnom remisijom najcesce je bio prisutan Ann Arbor 2 klini¢ki stadijum

bolesti (38,80%). Kod bolesnika sa parcijalnom remisijom najéesce je bio prisutan Ann Arbor 4

klinicki

stadijjum bolesti

(66,67%),

kao 1

kod bolesnika

sa progresijom bolesti

(64,30%).Utvrdeno je da postoji statisticki znacajna razlika u zavisnosti od Ann Arbor klinickog

stadijuma u odnosu na odgovor na terapiju (p=0,004) (Grafikon 18).

108



5. Rezultati

100%
0% 1 0p=0,004
80% -
70% -
[0 -
60% H Ann Arbor 4
50% -
i Ann Arbor 3
40% -
30% H Ann Arbor 2
i -
20% - ) Ann Arbor 1
10% -
0% - T )

Kompletna Parcijalnaremisija Progresija bolesti
remisija

Grafikon 18. Ucestalost Ann Arbor klini¢kog stadijuma u odnosu na odgovor na terapiju

5.2.3.2. Analiza biohemijskih i klinickih parametara u odnosu na pojedina¢ne biomarkere,

Hansov, Murisov algoritam, kao i supkategorijske analize po Hansovom algoritmu

Poviseni LDH imalo je 47,40% bolesnika sa CD10- i 41,20% bolesnika sa CD10+. Utvrdeno je
da ne postoji statisticki znacajna razlika u ucestalosti povisenih vrednosti LDH u odnosu na

CD10 biomarker (p=0,863).

Smanjene vrednosti albumina bile su prisutne kod 38,60% bolesnika sa CD10- i 23,50%
bolesnika sa CD10+. Utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna razlika u ucestalosti

smanjenih vrednosti albumina u odnosu na CD10 biomarker (p=0,394).

PoviSene vrednosti beta 2 MG bile su prisutne kod 59,50% bolesnika sa CD10- i 64,30%
bolesnika sa CD10+. Utvrdeno je da ne postoji statisti¢ki znacajna razlika u ucestalosti poviSenih

vrednosti beta2MG u odnosu na CD10 biomarker (p=0,998).

Smanjeni vrednosti hemoglobina bile su prisutne kod 45,60% bolesnika sa CD10- i 41,20%
bolesnika sa CD10+. Utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna razlika u ucestalosti

smanjenih vrednosti hemoglobina u odnosu na CD10 biomarker (p=0,964) (Tabela 35).
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Tabela 35. Biohemijski parametri u odnosu na CD10 biomarker

Biohemijski parametri CD10 X° p
CD10- CD10+

Poviseni LDH 27 (47,40) 7 (41,20)+ 0,030 0,863

Smanjeni albumin 22(38,60) 4(2350) 0,727 0,394

Povisen beta2MG 25 (59,50) 9(64,30) 0,001 0,998

Smanjeni Hgb 26 (45,60) 7 (41,20) 0,002 0,964

1 - n (%), X° — Hi kvadrat test

PoviSeni LDH imalo je 39,30% bolesnika sa MUML1- i 51,20% bolesnika sa MUM1+. Utvrdeno
je da ne postoji statisticki zna€ajna razlika u ucestalosti povisenih vrednosti LDH u odnosu na

MUML1 biomarker (p=0,465).

Smanjene vrednosti albumina bile su prisutne kod 17,90% bolesnika sa MUML1- i 46,30%

bolesnika sa MUM1+. Utvrdeno je da postoji statisti¢ki znacajna razlika u ucestalosti smanjenih

vrednosti albumina u odnosu na MUMZ1 biomarker (p=0,029) (Grafikon 19).

PoviSene vrednosti beta 2 MG bile su prisutne kod 59,50% bolesnika sa MUM1- i 61,30%
bolesnika sa MUMI1+. Utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna razlika u ucestalosti

povisenih vrednosti beta2MG u odnosu na MUM1 biomarker (p=0,998).

Smanjeni vrednosti hemoglobina bile su prisutne kod 39,30% bolesnika sa MUML1- i 46,30%
bolesnika sa MUMI1+. Utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna razlika u ucestalosti

smanjenih vrednosti hemoglobina u odnosu na MUM1 biomarker (p=0,739) (Tabela 36).

Tabela 36. Biohemijski parametri u odnosu na MUMZ1 biomarker

Biohemijski parametri MUM1 X p
MUM1- MUM1+

Poviseni LDH 11 (39,30) 21(51,20) ¥ 0,533 0,465

Smanjeni albumin 5(17,90) 19(46,30) 4,761 0,029*

Povisen beta2MG 13(59,10) 19(61,30) 0,001 0,998

Smanjeni Hgb 11 (39,30) 19(46,30) 0,111 0,739

1 - n (%), X° — Hi kvadrat test, * statisti¢ki zna¢ajno
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Grafikon 19. U¢estalost smanjenih vrednosti albumina u odnosu na MUMI1 biomarker

PoviSene vrednosti LDH bile su najce$¢e kod bolesnika sa bcl6- (66,70%). Utvrdeno je da

postoji statisticki znacCajna razlika u ucestalosti poviSenih vrednosti LDH u odnosu na bcl6
biomarker (p=0,037) (Grafikon 20).

Smanjene vrednosti albumina bile su najceS¢e prisutne kod bolesnika sa bcl6-, a najrede kod
bolesnika sa bcl6+. Utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna razlika u ucestalosti smanjenih

vrednosti albumina u odnosu na bcl6é biomarker (p=0,588).

Povisene vrednosti beta 2 MG bile su najcesce prisutne kod bolesnika sa bcl6-. Utvrdeno je da ne

postoji statisti¢ki znacajna razlika u ucestalosti povisenih vrednosti beta 2 MG u odnosu na bcl6

marker (p=0,674).

Smanjene vrednosti hemoglobina bile su ujednaceno rasporedene u obe grupe. Utvrdeno je da ne
postoji statisticki znacajna razlika u ucestalosti smanjenih vrednosti hemoglobina u odnosu na
bcl6é biomarker (p=0,999) (Tabela 37).
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Tabela 37. Biohemijski parametri u odnosu na bcl6é biomarker

Biohemijski parametri bcl6 X° p
bcl6+ bcl6-

Povieni LDH 15 (36,60) 16 (66,70) + 4,351 0,037*

Smanjeni albumini 13 (31,70) 10(41,70) 0,293 0,588

Povisen beta2MG 18 (56,20) 12 (66,70) 0,177 0,674

Smanjeni Hgb 17 (41,50) 10 (41,70) 0,001 0,999

1 - n (%), X° — Hi kvadrat test, * statisti¢ki zna¢ajno
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Grafikon 20. Ucestalost poviSenih vrednosti LDH u odnosu na bcl6 biomarker

PoviSene vrednosti LDH bile su najées¢e kod bolesnika sa bel2+ (69,40%). Utvrdeno je da ne

postoji statisticki znacajna razlika u ucestalosti poviSenih vrednosti LDH u odnosu na bcl2

biomarker (p=0,930).

Smanjene vrednosti albumina bile su najcesce prisutne kod bolesnika sa bcl2-. Utvrdeno je da

postoji statisticki znacajna razlika u ucestalosti smanjenih vrednosti albumina u odnosu na bcl2

biomarker (p=0,041) (Grafikon 21).

112



5. Rezultati

Povisene vrednosti beta2 MG bile su najcesce prisutne kod bolesnika sa bel2+. Utvrdeno je da ne
postoji statisti¢ki znacajna razlika u ucestalosti povisenih vrednosti beta 2 MG u odnosu na bcl2

biomarker (p=0,834).

Smanjene vrednosti hemoglobina bile su naj¢esce prisutne kod bolesnika sa bcl2-, a najrede kod
bolesnika sa bcl2+. Utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna razlika u uéestalosti povisenih

vrednosti hemoglobina u odnosu na bcl2 biomarker (p=0,052) (Tabela 38).

Tabela 38. Biohemijski parametri u odnosu na bcl2 biomarker

Biohemijski parametri bcl2 X? p
bcl2+ bcl2-

Poviseni LDH 11(45,80) 25 (69,40) + 0,008 0,930

Smanjeni albumini 4 (16,70) 22 (44,00) 4,184 0,041*

Povisen beta2MG 10(55,60) 25 (62,50) 0,044 0,834

Smanjeni Hgb 6 (25,000 26 (52,000 3,779 0,052

1 - n (%), X* — Hi kvadrat test, * statisti¢ki zna¢ajno
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Grafikon 21. Uc¢estalost smanjenih vrednosti albumina u odnosu na bcl2 biomarker

Poviseni LDH imalo je 36,80% bolesnika sa GCB i 50,10% bolesnika sa non-GCB. Utvrdeno je
da ne postoji statisticki znacajna razlika u ucestalosti poviSenih vrednosti LDH u odnosu na

Hansov algoritam (p=0,441).
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Smanjene vrednosti albumina bile su prisutne kod 21,10% bolesnika sa GCB i 42,20% bolesnika
sa non-GCB. Utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna razlika u ucestalosti smanjenih

albumina u odnosu na Hansov algoritam (p=0,184).

PoviSene vrednosti beta 2 MG bile su prisutne kod 60,00% bolesnika sa GCB i 62,90% bolesnika
sa non-GCB. Utvrdeno je da ne postoji statistiCki znaCajna razlika u ucestalosti povisenih

vrednosti beta2MG u odnosu na Hansov algoritam (p=0,849).

Smanjene vrednosti hemoglobina bile su prisutne kod 31,60% bolesnika sa GCB i 46,70%
bolesnika sa non-GCB. Utvrdeno je da ne postoji statistiCki znalajna razlika u ucestalosti
smanjenih vrednosti hemoglobina u odnosu na Hansov algoritam (p=0,401) (Tabela 39).

Tabela 39. Biohemijski parametri u odnosu na Hansov algoritam

Biohemijski parametri Hans algoritam X? p
GCB Non-GCB

PoviSeni LDH 7 (36,80) 23(51,10) ¥ 0,594 0,441

Smanjeni albumin 4(21,10) 19(42,20) 1,762 0,184

Povisen beta2MG 9 (60,00) 22(62,90) 0,001 0,849

Smanjeni Hgb 6 (31,60) 21(46,70) 0,705 0,401

1 - n (%), X — Hi kvadrat test

PoviSeni LDH imalo je 37,80% bolesnika sa Muris tipom 1 i 57,60% bolesnika sa Muris 2
tipom. Utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna razlika u ucestalosti povisenih vrednosti

LDH u odnosu na Murisov skor (p=0,158).

Smanjene vrednosti albumina bile su prisutne kod 18,90% bolesnika sa Muris 1 tipom i 54,50%
bolesnika sa Muris 2 tipom. Utvrdeno je da postoji statisticki znaCajna razlika u ucestalosti

smanjenih albumina u odnosu na Murisov skor (p=0,004) (Grafikon 22).

PoviSene vrednosti beta 2 MG bile su prisutne kod 63,30% bolesnika sa Muris 1 tipom i 54,20%
bolesnika sa Muris 2 tipom. Utvrdeno je da ne postoji statisticki zna€ajna razlika u ucestalosti

povisenih vrednosti beta 2 MG u odnosu na Murisov skor (p=0,687) (Tabela 40).

Smanjeni vrednosti hemoglobina bile su prisutne kod 27,00% bolesnika sa Muris tip 1 i 57,60%
bolesnika sa Muris tip 2. Utvrdeno je da postoji statisticki znaCajna razlika u ucestalosti

smanjenih vrednosti hemoglobina u odnosu na Murisov skor (p=0,019) (Grafikon 23).
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Tabela 40. Biohemijski parametri u odnosu na Murisov skor

Biohemijski parametri Muris X* p
Muris 1 Muris 2

Poviseni LDH 14 (37,80) 19(57,60) ¥ 1,993 0,158

Smanjeni aloumin 7(18,90) 18(54,50) 8,154 0,004*

Povisen beta2MG 19 (63,30) 13(54,20) 0,162 0,687

Smanjeni Hgb 10 (27,00) 19(57,60) 5,509 0,019*

1 - n (%), X° — Hi kvadrat test, * statisti¢ki zna¢ajno
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Grafikon 22. Ucestalost smanjenih vrednosti albumina u odnosu na Murisov skor
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Grafikon 23. Udestalost smanjenih vrednosti hemoglobin u odnosu na Murisov skor
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U odnosu na podgrupe markera ne postoji statisticki znacajna razlika u odnosu na ucestalost

poviSenih vrednosti LDH (p=0,144), smanjenih vrednosti albumina (p=0,138), poviSenih
vrednosti beta 2 MG (p=0,126) i smanjenih vrednosti hemoglobina (p=0,772) (Tabela 41).

Tabela 41. Biohemijski parametri u odnosu na supkategorije biomarkera

Biohemijski GCB tipovi non-GCB tipovi X* p
markeri CD10+, CD10+, CD10-, CD10-, CD10-,

MUM1- MUM1- MUM1+, MUM1+, MUM1-,

bclé+ bcl6- bcl6+ bcl6- bcl6-
Poviseni 5(18,50) 2 (7,40) 7 (25,90) 12 (44,40) 1 (3,70) 6,849 0,144
LDH 1l
Smanjeni 3(14,30) 1 (4,80) 5 (23,80) 12 (57,10) O 6,970 0,138
albumin
Povisen 5(19,20) 2 (7,70) 3 (11,50) 14 (53,80) 2 (7,70) 7,196 0,126
beta2MG
Smanjeni 2 (8,30) 4 (16,70) 5 (20,80) 11 (45,80) 2 (8,30) 1,801 0,772
Hgb

1 - n (%), X° — Hi kvadrat test

U analizi klinickih parametara sa biomarkerima nadeno je slede¢e: B simptomi su se javili kod
56,10% bolesnika sa CD10- i 41,20% bolesnika sa CD10+. ,,Bulky* bolest javila se kod 47,40%
bolesnika sa CD10- i 52,90% bolesnika sa CD10+. Nodalni oblik prisutan je kod 45,60%
bolesnika sa CD10- i 52,90% bolesnika sa CD10+. Ekstranodalni oblik prisutan je kod 54,40%
bolesnika sa CD10- i 47,10% bolesnika sa CD10+. Utvrdeno je da ne postoji statisti¢ki znacajna

razlika u ucestalosti B

simptoma (p=0,419),

,Bulky”

bolesti

(p=0,899),

ekstranodalnog oblika (p=0,799) u odnosu na CD10 biomarker (Tabela 42).

Tabela 42. Klini¢ki parametri u odnosu na CD10 biomarker

Klini¢ki parametri CD 10 X°

CD10- CD10+
B simptomi 32(56,10) 7(41,20) ¥ 0,653 0,419
Bulky bolest 27(47,40) 9(52,90) 0,016 0,899
Nodalni oblik 26(45,60) 9(52,90) 0,065 0,799

Ekstranodalni oblik 31(54,40)

8 (47,10)

- n (%), X° — Hi kvadrat test

nodalnog
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| kod bolesnika sa CD10- i kod bolesnika sa CD10+ postoji ujednacena distribucija razli¢itih
ECOG PS. Najcesce se u obe grupe javlja ECOG 0, preko 50,00%, a najmanje ECOG 3 (5,30%,
odnosno 0,00%). Utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna razlika u distribuciji razli¢itih
ECOG PS u odnosu na CD10 marker (p=0,388) (Tabela 43).

Tabela 43. ECOG PS u odnosu na CD10 biomarker

ECOG CD 10 X p
CD10- CD10+

0 33(57,90) 9(52,90)f 3,021 0,388

1 19(33,30) 6 (35,30)

2 2(3,50) 2 (11,80)

3 3 (5,30) 0

1 - n (%), X° — Hi kvadrat test

U obe grupe je ujednacena distribucija Ann Arbor klinickih stadijuma. Naj¢es¢i Ann Arbor u obe
grupe je 3 (43,90%, odnosno 58,80%). Utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna razlika u
ucestalosti Ann Arbor-a u odnosu na CD10 biomarker (p=0,658) (Tabela 44).

Tabela 44. Ann Arbor u odnosu na CD10 biomarker

Ann Arbor CD 10 X p
CD10- CD10+
6(1050) 2(11,80) f 1,606 0,658
19(33,30) 4 (23,50)

25 (43,90) 10 (58,80)

1
1

2 7(12,30) 1 (5,90)
3

T -

n (%), X° — Hi kvadrat test

B simptomi javili su se kod 39,30% bolesnika sa MUML1-, i 41,20% bolesnika sa MUM1+.
,,Bulky* bolest javila se kod 46,40% bolesnika sa MUM1-, i 51,10% bolesnika sa MUM1+.
Nodalni oblik prisutan je kod 46,40% bolesnika sa MUM1-, i 46,30% bolesnika sa MUM1+.
Ekstranodalni oblik prisutan je kod 53,60% bolesnika sa MUML1-, i 53,740 bolesnika sa
MUM1+. Utvrdeno je da ne postoji statisticki znaCajna razlika u ucestalosti B simptoma
(p=0,185), ,,Bulky” bolesti (p=0,884), nodalnog i ekstranodalnog oblika (p=0,994) u odnosu na
MUML1 biomarker (Tabela 45).
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Tabela 45. Klini¢ki parametri u odnosu na MUM1 biomarker

Klini¢ki parametri MUM1 X* p
MUM1- MUM1+

B simptomi 11(39,30) 24(58,50) ¥ 1,757 0,185

Bulky bolest 13(46,40) 21(51,10) 0,021 0,884

Nodalni oblik 13(46,40) 19(46,30) 0,001 0,994

Ekstranodalni oblik 15(53,60) 22(53,70)

T - n (%), X* — Hi kvadrat test

| kod bolesnika sa MUML1- i kod bolesnika sa MUMI1+ postoji ujednacena distribucija razli¢itih
ECOG PS. Najcesce se u obe grupe javlja ECOG 0, preko 50,00%, u grupi MUML1- 57,10%, a u
grupi MUM1+ 53,70%. Utvrdeno je da ne postoji statistiCki znacajna razlika u distribuciji
razli¢itih ECOG PS u odnosu na MUMZ1 biomarker (p=0,345) (Tabela 46).

Tabela 46. ECOG PS u odnosu na MUM1 biomarker

ECOG MUM1 X p
MUM1-  MUM1+
16(57,10) 22(53,70) + 3,316 0,345
10(35,70)  14(34,10)

0 3 (7,30)

0

1

2 2(7,0) 2 (4,90)
3

1 - n (%), X — Hi kvadrat test

U obe grupe je ujednacena distribucija Ann Arbor klinickih stadijuma. Naj¢es¢i Ann Arbor u obe
grupe je 3 (46,40%, odnosno 48,80%). Utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna razlika u
ucestalosti Ann Arbor-a u odnosu na MUM1 biomarker (p=0,637) (Tabela 47).

Tabela 47. Ann Arbor u odnosu na MUM1 biomarker

Ann Arbor MUM1 X p
MUM1- MUM1+
4(1430) 3(7,30)% 1,699 0,637
9(32,40)  12(29,30)

13 (46,40) 20 (48,80)

1

1

2 2(7,10) 6 (14,60)
3

¥ -

n (%), X° — Hi kvadrat test

118



5. Rezultati

B simptomi javili su se kod 46,30% bolesnika sa bcl6-, i 58,30% bolesnika sa bcl6+., Bulky*
bolest javila se kod 39,00% bolesnika sa bcl6-, i 62,50% bolesnika sa bcl6+. Nodalni oblik
prisutan je kod 48,80% bolesnika sa bcl6-, i 45,80% bolesnika sa bcl6+. Ekstranodalni oblik
prisutan je kod 51,20% bolesnika sa bcl6-, i 54,20% bolesnika sa bcl6+. Utvrdeno je da ne
postoji statistiCki znacajna razlika u ucestalosti B simptoma (p=0,499), ,,Bulky” bolesti
(p=0,166), nodalnog i ekstranodalnog oblika (p=0,818) u odnosu na bcl6é biomarker (Tabela 48).

Tabela 48. Klini¢ki parametri u odnosu na bcl6é biomarker

Klini¢ki parametri bcl6 X* p
bcl6- bcl6+

B simptomi 19(46,30) 14(58,30) ¥ 0,457 0,499

Bulky bolest 16(39,00) 15(62,50) 2,469 0,166

Nodalni oblik 20(48,80) 11(45,80) 0,053 0,818

Ekstranodalni oblik 21(51,20) 13(54,20)

T - n (%), X* — Hi kvadrat test

| kod bolesnika sa bcl6-, i kod bolesnika sa bcl6+ postoji ujednacena distribucija razli¢itih
ECOG PS. Najcesce se u obe grupe javlja ECOG 0, preko 50,00%, u grupi bcl6- 63,40%, a u
grupi bcl6+ 54,20%. Utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna razlika u distribuciji razli¢itih

ECOG PS u odnosu na bcl6 biomarker (p=0,159) (Tabela 49).

Tabela 49. ECOG PS u odnosu na bcl6 biomarker

ECOG bcl6 X p
bcl6- bcl6+
26(63,40) 13(54,20)1+ 5,177 0,159
9(22,00) 10(41,70)

3 (7,30) 0

0

1

2 3(7,30)  1(4,20)
3

1 - n (%), X — Hi kvadrat test

U obe grupe ujednacena je distribucija Ann Arbor klinickih stadijuma. Najce$¢i Ann Arbor u obe
grupe je 3 (39,00%, odnosno 58,30%). Utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna razlika u
ucestalosti Ann Arbor-a u odnosu na bcl6é biomarker (p=0,347) (Tabela 50).
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Tabela 50. Ann Arbor u odnosu na bcl6 biomarker

Ann Arbor bcl6 X° p
bcl6- bcl6+
4(9,80) 3(1250)F 3,308 0,347
14(34,10) 4 (16,70)

16 (39,00) 14 (58,30)

1
1
2 7(17,10) 3 (12,50)
3
1 - n (%), X° — Hi kvadrat test

B simptomi javili su se kod 54,20% bolesnika sa bcl2-, i 54,00% bolesnika sa bcl2+., Bulky*
bolest javila se kod 45,80% bolesnika sa bcl2-, i 52,00% bolesnika sa bcl2+. Nodalni oblik
prisutan je kod 45,80% bolesnika sa bcl2-, i 52,00% bolesnika sa bcl2+. Ekstranodalni oblik
prisutan je kod 54,20% bolesnika sa bcl2-, i 48,00% bolesnika sa bcl2+. Utvrdeno je da ne
postoji statisticki znaCajna razlika u ucestalosti B simptoma (p=0,989), ,,.Bulky” bolesti
(p=0,804), nodalnog i ekstranodalnog oblika (p=0,804) u odnosu na bcl2 marker (Tabela 51).

Tabela 51. Klini¢ki parametri u odnosu na bcl2 biomarker

Klini¢ki parametri bcl2 X° p
bcl2- bcl2+

B simptomi 13(54,20) 27(54,00) ¥ 0,001 0,989

Bulky bolest 11(45,80) 26(52,00) 0,062 0,804

Nodalni oblik 11(45,80) 26(52,00) 0,062 0,804

Ekstranodalni oblik 13(54,20)  14(48,00)

T - n (%), X° — Hi kvadrat test

| kod bolesnika sa bcl2-, i kod bolesnika sa bcl2+ postoji ujednacena distribucija razli¢itih
ECOG PS. Najcesce se u obe grupe javlja ECOG 0, preko 50,00%, u grupi bcl2- 70,80%, a u
grupi bcl2+ 54,00%. Utvrdeno je da ne postoji statisti¢ki znacajna razlika u distribuciji razlicitih

ECOG PS u odnosu na bcl2 biomarker (p=0,339) (Tabela 52).

Tabela 52. ECOG PS u odnosu na bcl2 biomarker

ECOG bcl2 X p
bcl2- bcl2+

0 17(70,80) 27(54,00)7 3,360 0,339

1 6 (25,00) 16(32,00)

2 1(4,20) 5 (10,00)

3 0 2 (4,00)

1 - n (%), X — Hi kvadrat test
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U obe grupe ujednacena je distribucija Ann Arbor klinickih stadijuma. Naj¢es¢i Ann Arbor u obe
grupe je 3 (39,00%, odnosno 58,30%). Utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna razlika u
ucestalosti Ann Arbora u odnosu na bcl2 biomarker (p=0,347) (Tabela 53).

Tabela 53. Ann Arbor u odnosu na bcl2 biomarker

Ann Arbor bcl2 X° p
bcl2- bcl2+
2(830) 6(12,00)F 2,145 0,543
5(20,80)  14(28,00)

11 (45,80) 24 (48,00)

1
1
2 6(25,00) 6 (12,00)
3
1 - n (%), X° — Hi kvadrat test

B simptomi javili su se kod 36,80% bolesnika sa GCB, i 54,00% bolesnika sa non-GCB.
,,Bulky” bolest javila se kod 42,10% bolesnika sa GCB, i 51,10% bolesnika sa non-GCB.
Nodalni oblik prisutan je kod 52,60% bolesnika sa GCB, i 44,40% bolesnika sa non-GCB.
Ekstranodalni oblik prisutan je kod 47,40% bolesnika sa GCB i 55,60% bolesnika sa non-GCB.
Utvrdeno je da ne postoji statistiCki znaCajna razlika u ucestalosti B simptoma (p=0,274),
,,Bulky” bolesti (p=0,700), nodalnog i ekstranodalnog oblika (p=0,745) u odnosu na Hansov
algoritam (Tabela 54).

Tabela 54. Klini¢ki parametri u odnosu na Hansov algoritam

Klini¢ki parametri Hans algoritam X° p
GCB non-GCB

B simptomi 7(36,80) 25(55,60) ¥ 1,198 0,274

Bulky bolest 8 (42,10) 23(51,10) 0,148 0,700

Nodalni oblik 10(52,60) 20(44,40) 0,106 0,745

Ekstranodalni oblik 9 (47,40)  25(55,60)

- n (%), X° — Hi kvadrat test

| kod bolesnika sa GCB i kod bolesnika sa non-GCB postoji ujednacena distribucija razli¢itih
ECOG PS. Najcesce se u obe grupe javlja ECOG 0, preko 50,00%, u grupi GCB 57,90%, a u
grupi non-GCB 53,30%. Utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna razlika u distribuciji
razli¢itih ECOG PS u odnosu na Hansov algoritam (p=0,400) (Tabela 55).
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Tabela 55. ECOG PS u odnosu na Hansov algoritam

ECOG Hans algoritam X p
GCB Non-GCB
11(57,90) 24(53,30)F 2,948 0,400
6(31,60)  16(35,60)

0 3 (6,70)

0

1

2 2(10,50) 2 (4,40)
3

1 - n (%), X° — Hi kvadrat test

U obe grupe je ujednacena distribucija Ann Arbor klinickih stadijuma. Naj¢es¢i Ann Arbor u obe
grupe je 3 (52,60%, odnosno 46,70%). Utvrdeno je da ne postoji statistiCki znacajna razlika u
ucestalosti Ann Arbora u odnosu na Hansov algoritam (p=0,511) (Tabela 56).

Tabela 56. Ann Arbor u odnosu na Hansov algoritam

Ann Arbor Hans algoritam X p
GCB non-GCB
3(1580) 3(6,70)F 2,310 0,511
5(26,30)  15(33,30)

10 (52,60) 21 (46,70)

1
1
2 1(5,30) 6 (13,30)
3
1 - n (%), X — Hi kvadrat test

B simptomi javili su se kod 42,90% bolesnika sa Muris skorom 1, i 63,60% bolesnika sa Muris
skorom 2. ,.Bulky” bolest se javila kod 37,10% bolesnika sa Muris skorom 1, i 60,60% bolesnika
sa Muris skorom 2. Nodalni oblik je prisutan kod 42,90% bolesnika sa Muris skorom 1,i 48,50%
bolesnika sa Muris skorom 2. Ekstranodalni oblik je prisutan kod 57,10% bolesnika sa Muris
skorom 1,i 51,50% bolesnika sa Muris skorom 2. Utvrdeno je da ne postoji statisti¢ki znacajna
razlika u ucestalosti B simptoma (p=0,141), ,Bulky” bolesti (p=0,091), nodalnog i
ekstranodalnog oblika (p=0,824) u odnosu na Murisov skor (Tabela 57).

Tabela 57. Klini¢ki parametri u odnosu na Murisov skor

Klini¢ki parametri Muris skor X° p

1 2
B simptomi 15(42,90) 21(63,60) ¥ 2,169 0,141
Bulky bolest 13(37,10) 20(60,60) 2,863 0,091
Nodalni oblik 15(42,90) 16(48,50) 0,049 0,824

Ekstranodalni oblik 20(57,10) 17(51,50)

- n (%), X° — Hi kvadrat test
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5. Rezultati

| kod bolesnika sa Muris skorom 1 i kod bolesnika sa Muris skorom 2 postoji ujednacena
distribucija razlicitih ECOG PS. Najéesce se u obe grupe javlja ECOG 0 u grupi Muris skorom 1
68,60%, a u grupi Muris skorom 2 48,50%. Utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna razlika
u distribuciji razlic¢itih ECOG PS u odnosu na Murisov skor (p=0,168) (Tabela 58).

Tabela 58. ECOG PS u odnosu na Murisov skor

ECOG Muris skor X p
1 2
0 24(68,60) 16(48,50)F 5,056 0,168
1 9(2570)  13(39,40)
2 2(570) 2 (6,10)
3 0 2 (6,10)
1 - n (%), X° — Hi kvadrat test

U obe grupe je ujednacena distribucija Ann Arbor klinickih stadijuma. Naj¢es¢i Ann Arbor u obe
grupe je 3 (45,70%, odnosno 51,50%). Utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna razlika u
ucestalosti Ann Arbor-a u odnosu na Muris skor (p=0,424) (Tabela 59).

Tabela 59. Ann Arbor u odnosu na Muris skor

Ann Arbor Muris skor X p
1 2
5(14,300) 2 (6,10)f 2,795 0,424
8(22,90)  11(33,30)

16 (45,70) 17 (51,50)

1
1

2 6(17,10)  3(9,10)
3

T -

n (%), X° — Hi kvadrat test
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5. Rezultati

U odnosu na ispitivane supkategorije biomarkera nije utvrdena statisticki znacajna razlika u
ucestalosti ,,Bulky” bolesti, infiltracije kostane srzi, B simptoma i nodalnog i ekstranodalnog
oblika bolesti (Tabela 60).

Tabela 60. Klini¢ki parametri u odnosu na supkategorije Hansovog algoritma

Klini¢ki GCB podtipovi non-GCB podtipovi X* p
parametri CD10+, CD10+, CD10-, CD10-, CD10-,
MUM1- MUM1- | MUM1+, MUM1+, MUM1-,
bcl6+ bcl6- bcl6+ bcl6- bcl6-
»Bulky” bolest 3 (50,00) 3(50,00) | 6 (54,50) 12 (42,90) 1 1,948 0,745
(20,00)
B simptomi 3(50,00) 3(50,00) |6 (54,50) 15 (53,60) 1 (20,00) | 2,161 0,706
Nodalni oblik ~ 3,(50,00) 3 (50,00) |5 (45,50) 13 2 (40,00) | 0,149 0,997
(46,40)2
Ekstranodalni 3 (50,00) 3 (50,00) |5 (54,50) 15 (53,60) 3 (60,00)
oblik

1 - n (%), X° — Hi kvadrat test

Ucestalost razlicitih Ann Arbor klinickih stadijuma statisticki znacajno se ne razlikuje u odnosu

nasupkategorije biomarkera (Tabela 61).

Tabela 61. Ann Arbor u odnosu na supkategorije Hansovog algoritma

Ann GCB podtipovi non-GCB podtipovi X° p
Arbor CD10+, CD10+, | CD10-, CD10-, CD10-,
MUM1- MUM1- | MUM1+, MUM1+, MUM1-,
bcl6+ bcl6- bcl6+ bcl6- bcl6-
1 0 1(16,70) |2 (18,20) 2 (7,10) 1 14,612 0,263
(20,00)
2 1(16,70) 1(16,70) | 3(27,30) 9 (32,10) 3 (60,00)
3 0 1(16,70) |0 6 (21,40) 0
4 5,(83,30) 3(50,00) | 6 (54,50) 11 (39,30) 1 (20,00)
1 - n (%), X* — Hi kvadrat test
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5. Rezultati

Ucestalost razli¢itih ECOG PS statisticki znacajno se ne razlikuje u odnosu na supkategorije
biomarkera (Tabela 62).

Tabela 62. ECOG PS u odnosu na supkategorije Hansovog algoritma

ECOG GCB podtipovi non-GCB podtipovi X* p
CD10+, CD10+, CD10-, CD10-, CD10-,
MUM1- MUM1- | MUM1+, MUM1+, MUM1-,
bcl6+ bcl6- bcl6+ bcl6- bcl6-

0 2(33,30) 3(50,00) |6 (54,50) 17(60,70) 4 15,419 0,219

(80,00)t

1 4 (66,70) 1 (16,70) |5 (45,50) 7 (25,00) 1 (20,00)

2 0 2(33,30) |0 1 (3,60) 0

3 0 0 0 3 (10,70) 0

T - n (%), X* — Hi kvadrat test

5.2.4. Analiza odgovora na terapiju u odnosu na biomarkere sa razli¢itim kombinacijama
skorova/indeksa prognoze (aalPl, IPI, R-1PI, NCCN-IPI)

Analiza biomarkera sa aalPl skorom (bolesnici 18-60 godina): utvrdeno je da ne postoji

statistiCki znaCajna razlika u odgovoru na terapiju u odnosu na razli¢ite kombinacije aalPI

skorova i CD10 biomarkera (p=0,547) (Tabela 63).

Tabela 63. Odnos aalPl/ CD10 biomarkera

Kombinacije Odgovor na terapiju  X* p
Ne Da
aalP10,1 CD10- 3(25,00) 9 (75,00) + 2,124 0,547
aalPI >2 CD10- 4 (28,60) 10 (71,40)
aalP10,1 CD10+ 1 (20,00) 4 (80,00)
aalPI >2 CD10+ 2 (66,70) 1 (33,30)

1 - n (%), X — Hi kvadrat test
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5. Rezultati

Utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna razlika u odgovoru na terapiju u odnosu na razli¢ite

kombinacije aalPI skorova i MUML1 biomarkera (p=0,068) (Tabela 64).

Tabela 64. Odnos aalPl/ MUM1 biomarkera

Kombinacije Odgovor na terapiju ~ X* p
Ne Da
aalP1 0,1 MUM1- 2(25,00) 6 (75,00)1+ 7,119 0,068
aalPI >2 MUMI1- 4 (80,00) 1 (20,00)
aalP1 0,1 MUM1+ 1 (12,50) 7 (87,50)
aalPI >2 MUM1+ 3(23,10) 10 (76,909

1 - n (%), X° — Hi kvadrat test

Utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna razlika u odgovoru na terapiju u odnosu na razlicite

kombinacije skorova i bcl6é biomarkera (p=0,619) (Tabela 65).

Tabela 65. Odnos aalPI/ bcl6 biomarkera

Kombinacije Odgovor na terapiju ~ X* p
Ne Da
aalP10,1 bc6- 1(11,10) 8(88,90) ¥ 1,782 0,619
aalPI>2 bel6- 3(33,30) 6 (66,70)
aalPl1 0,1 bclé+ 2(33,30) 4 (66,70)
aalPI >2 bcl6+ 2 (33,30) 4 (66,70)

1 - n (%), X — Hi kvadrat test

Utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna razlika u odgovoru na terapiju u odnosu na razlicite

kombinacije skorova i bcl2 biomarkera (p=0,428) (Tabela 66).

Tabela 66. Odnos aalPl/ bcl2 biomarkera

Kombinacije Odgovor na terapiju = X° p
Ne Da
aalP10,1bcl2- 1(14,30) 6(85,70) + 2,774 0,428
aalPI >2 bel2- 2 (66,70) 1 (33,30)
aalP10,1 bcl2+ 3(25,00) 9 (75,00)
aalPI >2 bel2+ 4 (30,80) 9 (69,20)

1 - n (%), X — Hi kvadrat test
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5. Rezultati

Analiza biomarkera sa IPI skorom (bolesnici > 60 godina): Bolesnici sa IPI 0, 1 i CD10- i

bolesnici sa IPI 0, 1 i CD10+ imaju statisticki znacajno bolji odgovor na terapiju (p<0.001) u

odnosu na bolesnike visokog IPI skora > 2 (Grafikon 24).
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Grafikon24. Odnos IPI skor/CD10 biomarker

Bolesnici sa IPI 0, 1 i MUML1- i bolesnici sa IPI 0, 1 i MUMI1+ imaju statisti¢ki znac¢ajno bolji

odgovor na terapiju (p<0,001) u odnosu na bolesnike visokog IPI skora > 2 (Grafikon 25).
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Grafikon 25. Odnos IPI skor/MUM1 biomarker
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5. Rezultati

Bolesnicii sa IPI 0,1 i bcl6- i bolesnici sa IPI 0, 1 i bcl6+ imaju statisti¢ki znac¢ajno bolji odgovor
na terapiju (p<0,001) u odnosu na bolesnike visokog IPI skora > 2 (Grafikon 26).
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Grafikon 26. Odnos IPI skor/bcl6é biomarker

Bolesnici sa IPI 0, 1 i bcl2- i bolesnici sa IPI 0, 1 i bcl2+ imaju statisti¢ki znacajno bolji odgovor
na terapiju (p<0,001) u odnosu na bolesnike visokog IPI skora > 2 (Grafikon 27).
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Grafikon 27. Odnos IPI skor/bcl2 biomarker
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5. Rezultati

Bolesnici sa R-IPI 1 i CD10-, bolesnici sa R-1P1 2,3 1 CD10-, kao i bolesnici sa R-1P1 1, i CD10+
imaju statisticki znacajno bolji odgovor na terapiju u odnosu na bolesnike sa R-1PI 2,3 i CD10+
(p=0,015) (Grafikon 28).
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Grafikon 28. Odnos R-IPI skor/CD10 biomarker

Utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna razlika u odgovoru na terapiju u odnosu na razli¢ite

kombinacije skorova R-1PI i MUM1 biomarkera (p=0,127) (Tabela 67).

Tabela 67. Odnos R-1P1/ MUM1 biomarkera

Kombinacije Odgovor na terapiju =~ X° p
Ne Da
R-IPI1 MUM1- 2(25,00) 6(75,00)+ 5,708 0,127
R-IPI1 2,3 MUM1- 10 (50,00) 10 (50,00)
R-IPI1 MUM1+ 0 3 (100,00)
R-IPI 2, 3 MUM1+ 10 (26,00) 27 (73,00)

+ - n (%), X — Hi kvadrat test
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5. Rezultati

Utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna razlika u odgovoru na terapiju u odnosu na razlicite

kombinacije skorova R-1PI i bcl6 biomarkera (p=0,239) (Tabela 68).

Tabela 68. Odnos R-I1PI1/ bcl6 biomarkera

Kombinacije Odgovor na terapiju ~ X* p
Ne Da
R-IPI1 bcl6- 1(16,70) 5(83,30) ¥ 4,216 0,239
R-IPI 2, 3 bcl6- 10 (29,40) 24 (70,60)
R-IPI1  bclé+ 0 3(100,00)
R-IP12,3bl6+ 9(42,90) 12 (57,10)

1 - n (%), X° — Hi kvadrat test

Utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna razlika u odgovoru na terapiju u odnosu na razlicite

kombinacije skorova R-1PI i bcl2 biomarkera (p=0,185) (Tabela 69).

Tabela 69. Odnos R-I1PI/ bcl2 biomarkera

Kombinacije Odgovor na terapiju X° p
Ne Da
R-IPI1 bcl2- 0 2 (100,00) + 4,821 0,185

R-IPI 2, 3bcl2-  7(31,80) 15 (68,20)
R-IPI1 bcl2+ 1(11,10) 8 (88,90)
R-IPI 2, 3 bcl2+ 16 (40,00) 24 (60,00)

1 - n (%), X — Hi kvadrat test

NCCN-IPI je dihotomiziran kao nizak i nizak intermedijerni vs visok-intermedijerni i

visok. Utvrdeno je da ne postoji statisti¢ki zna¢ajna razlika u odgovoru na terapiju u odnosu na

razli¢ite kombinacije skorova NCCN-IPI i CD10 biomarkera (p=0,610) (Tabela 70).

Tabela 70. Odnos NCCN-IPI/ CD10 biomarkera

Kombinacije Odgovor na terapiju X° p
Ne Da
NCCN-IPI 1,2 CD10- 11(29,70) 26 (70,30) + 1,823 0,610
NCCN-IPI 3,4 CD10- 9 (47,40) 10 (52,60)
NCCN-IPI 1,2 CD10+ 3(30,00) 7 (70,00)
NCCN-IPI 3,4 CD10+ 3(37,50) 5 (62,50)

1 - n (%), X — Hi kvadrat test
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5. Rezultati

Utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna razlika u odgovoru na terapiju u odnosu na razli¢ite
kombinacije skorova NCCN-IPI i MUM1 biomarkera (p=0,239) (Tabela 71).

Tabela 71. Odnos NCCN-IPI/ MUMZ1 biomarkera

Kombinacije Odgovor na terapiju ~ X* p
Ne Da

NCCN-IPI 1,2 MUM1- 6(33,30) 12(66,70) ¥ 3,051 0,384

NCCN-IPI 3,4 MUM1- 4 (40,00) 6 (60,00)

NCCN-IP1 1, 2 MUM1+ 6 (24,00) 19 (76,00)

NCCN-IPI 3,4 MUM1+ 8 (50,00) 8 (50,00)

1 - n (%), X° — Hi kvadrat test

Bolesnici sa NCCN-IPI 1,2 i bcl6- i bolesnici sa NCCN-IPI 3,4 i bcl6+ imaju statisti¢ki znacajno
bolji odgovor u odnosu na ostale bolesnike (p<0,001) (Grafikon 29).
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Grafikon 29. Odnos NCCN-IPI skor/bcl6 biomarker
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5. Rezultati

Utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna razlika u odgovoru na terapiju u odnosu na razli¢ite
kombinacije skorova NCCN-IPI i bcl2 biomarkera (p=0,376) (Tabela 72).

Tabela 72. Odnos NCCN-IPI/ bcl2 biomarkera

Kombinacije Odgovor na terapiju ~ X* p
Ne Da
NCCN-IPI 1, 2 bcl2- 3 (20,00) 12 (80,00) ¥ 3,105 0,376
NCCN-IPI 3, 4 bcl2- 4 (44,40) 5 (55,60)
NCCN-IPI 1, 2 bcl2+ 9 (30,00) 21 (70,00)
NCCN-IPI 3, 4 bcl2+ 9 (45,00) 11 (55,00)

1 - n (%), X° — Hi kvadrat test

Utvrdeno je da ne postoji statisticki zna€ajna razlika u odgovoru na terapiju u odnosu na razlicite

kombinacije aalPI skorova i Hansovog algoritma (p=0,199) (Tabela 73).

Tabela 73. Odnos aalPI1/ Hans algoritam

Hans algoritam Odgovor na terapiju ~ X* p

Ne Da
aalP10,1 GCB 0 4 (100,00) + 4,655 0,199
aalPI>2 GCB 2 (66,70) 1 (33,30)

aalP1 0,1 non-GCB 2 (22,20) 7 (77,80)
aalPI>2 non-GCB 3(23,10) 10(76,90)

1 - n (%), X — Hi kvadrat test
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5. Rezultati

Bolesnici sa IP1 0,1 i GCB i bolesnici sa IPI 0,1 i non-GCB imali su statisticki znac¢ajno bolji
odgovor na terapiju u odnosu na ostale bolesnike (p=0,001) (Grafikon 30).
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Grafikon 30. Odnos IPI skor/Hans algoritam

Utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna razlika u odgovoru na terapiju u odnosu na razlicite

kombinacije R-IPI skorova i Hansovog algoritma (p=0,183) (Tabela 74).

Tabela 74. OdnosR-1PI / Hans algoritam

Hans algoritam Odgovor na terapiju X° p
Ne Da
R-IPI 1, GCB 0 4 (100,00) + 4,858 0,183

R-IPI 2,3 GCB 7 (46,70) 8 (53,30)
R-IP1 1, non-GCB 1 (25,00) 3 (75,00)
R-IPI1 2,3 non-GCB  11(27,50) 29(72,50)

+ - n (%), X — Hi kvadrat test
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5. Rezultati

Bolesnici sa NCCN-IPI 1,2 i GCB i bolesnici sa NCCN-IPI 1,2 i non-GCB imali su statisticki
znacajno bolji odgovor na terapiju u odnosu na ostale bolesnike (p=0,003) (Grafikon 31).
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Grafikon 31. Odnos NCCN-IPI skor/Hans algoritam

Utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna razlika u odgovoru na terapiju u odnosu na razlicite

kombinacije aalPI skorova i Muris skora (p=0,118) (Tabela 75).

Tabela 75. Odnos aalPl/ Muris skor

Muris algoritam Odgovor na terapiju ~ X* p

Ne
aalP10,1 Muris1 1 (10,00)
aalPI>2 Muris1 4 (66,70)
aalP10,1 Muris2 2 (28,60)
aalPI>2 Muris 2 3 (25,00)

Da
9(90,00) ¥ 5,867 0,118
2 (33,30)
5 (71,40)
9 (75,00)

+ - n (%), X — Hi kvadrat test
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5. Rezultati

Bolesnici sa IP1 0,1 i Muris 1 i bolesnici sa IP1 0,1 i Muris 2 i bolesnici sa IPI > 2 i Muris 2
imaju statisti¢ki znacajno bolji odgovor na terapiju u odnosu na bolesnike sa IPI > 2 i Muris 1
(p<0,001) (Grafikon 32).
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Grafikon 32. Odnos IPI skor/Muris skor

Utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna razlika u odgovoru na terapiju u odnosu na razlicite

kombinacije R-IPI skorova i Muris skora (p=0,052) (Tabela 76).

Tabela 76. Odnos R-1P1/ Muris skor

Muris algoritam  Odgovor na terapiju X° p
Ne Da
R-IPI'1, Muris1 O 6 (100,00) + 7,713 0,052
R-I1PI 2,3, Muris 1  14(45,20) 17(54,80)
R-IP11, Muris2 1 (25,00) 3(75,00)
R-IP1 2,3, Muris 2 7 (25,00) 21(75,00)

+ - n (%), X — Hi kvadrat test
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5. Rezultati

Bolesnici sa NCCN-IPI 1,2 i Muris 1 i bolesnici sa NCCN-IPI 1,2 i Muris 2, kao i bolesnici sa
NCCN-IPI 3,4 i Muris 2 imali su statisticki znac¢ajno bolji odgovor na terapiju u odnosu na ostale

bolesnike (p=0,002) (Grafikon 33).
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5. Rezultati

Utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna razlika u odgovoru na terapiju u odnosu na razli¢ite

kombinacije aalPI skorova i potkategorije markera (Tabela 77).

Tabela 77. Odnos aalP1/ Hans algoritam (supkategorijska analiza)

Hans algoritam-podgrupe

aalPl1 0,1, CD10+, MUM1-, bcl 6+
aalPI >2 CD10+, MUMI1-, bcl 6+
aalPl1 0,1, CD10-, MUM1+, bcl6-
aalPI>2 CD10-, MUM1+, bcl6-
aalPl1 0,1, CD10-, MUM1+, bcl 6+
aalPI>2 CD10-, MUM1+, bcl 6+
aalPl1 0,1, CD10-, MUM1+, bcl6-
aalPI>2 CD10-, MUM1+, bcl6-

aalP10,1, CD10-, MUM1-, bcl6-
aalPI >2 CD10-, MUM1-, bcl6-

Odgovor na terapiju p*

Ne Da

0 1(100,00) 0,769*
1(50,50) 1 (50,00) 0,415*
0 1(100,00) 0,769*
1(100,00) O 0,230*
0 2 (100,00) 0,584*
1(25,00) 3(75,00) 0,675*
0 5 (100,00)0 0,298
2 (25,00) 6 (75,00) 0,621
1(50,00) 1 (50,00) 0,415
0 0 -

* Fisherov test egzaktne verovatnoce

Bolesnici sa IPI > 2 i CD10+, MUMI1-, bcl 6+ i bolesnici sa IPI > 2 i CD10-, MUM1+, bcl6-

imaju statisticki znacajno loSiji odgovor na terapiju u odnosu na ostale bolesnike (p=0,045,

odnosno p=0.045) (Tabela 78).

Tabela 78. Odnos IP1/ Hans algoritam (supkategorijska analiza)

Hans algoritam-podgrupe Odgovor na terapiju  p*

Ne Da
IP10,1, CD10+, MUM1-, bcl 6+ 0 0 -
IPI>2 CD10+, MUMI1-, bcl 6+ 3(100,00) 0 0,045**
IP10,1, CD10-, MUM1+, bclé- 0 2 (100,00) 0,512
IPI>2 CD10-, MUM1+, bcl6- 2 (100,00) 0 0,135
IP10,1, CD10-, MUM1+, bcl 6+ 0 3(100,00) 0,268
IPI>2 CD10-, MUM1+, bcl 6+ 0 1(100,00) 0,620
IP10,1, CD10-, MUM1+, bcl6- 3 (25,0000 9 (75,00) 0,259
IPI>2 CD10-, MUM1+, bcl6- 3 (100,00) 0 0,045**
IP10,1, CD10-, MUM1-, bclé- 0 3(100,00) 0,268
IPI>2 CD10-, MUM1-, bcl6- O 0 -

* Fisherov test egzaktne verovatnoce, ** statisticki znac¢ajno
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Bolesnici sa R-IPI 2,3, CD10+, MUM1-, bcl 6+ imaju statistiCki znacajno loSiji odgovor

naterapiju u odnosu na ostale bolesnike (p=0,021) (Tabela 79).

Tabela 79. Odnos R-1PI/ Hans algoritam (supkategorijska analiza)

Hans algoritam-podgrupe Odgovor na terapiju p*
Ne Da

R-1P1 0,1, CD10+, MUM1-, bcl 6+ 0 1 (100,00) 0,709
R-IPI 2 CD10+, MUM1-, bcl 6+ 4 (80,00) 1 (20,00) 0,021**
R-1P1 0,1, CD10-, MUM1+, bclé- 0 1(100,00) 0,709
R-IPI2 CD10-, MUM1+, bcl6- 3 (60,00) 2 (40,000 0,141
R-1P1 0,1, CD10-, MUM1+, bcl 6+ 0 1 (100,00) 0,709
R-IP12 CD10-, MUM1+, bcl 6+ 1(10,00) 9(90,00) 0,250
R-IP1 0,1, CD10-, MUM1+, bclé- 0 2 (100,00) 0,499
R-IP12 CD10-, MUM1+, bcl6- 6 (25,00) 18 (75,00) 0,773
R-1P1 0,1, CD10-, MUM1-, bcl6- 1 (50,00) 1 (50,00) 0,501
R-IPI2 CD10-, MUM1-, bcl6-  1(25,00) 3(75,00) 0,669

* Fisherov test egzaktne verovatnoce,

** statisticki znacajno

Bolesnici sa NCCN-IPI 3,4, CD10+, MUML1-, bcl 6+ i bolesnici sa NCCN-IPI 3,4, CD10-,
MUM1+, bcl6- imaju statisticki znacajno losiji odgovor u odnosu na ostale bolesnike (p=0,006,
odnosno p=0,016). Bolesnici sa NCCN-IPI 1,2, CD10-, MUM1+, bcl6- imaju statisti¢ki znac¢ajno

bolji odgovor na terapiju u odnosu na ostale bolesnike (p=0,013) (Tabela 80).

Tabela 80. Odnos NCCN-IPI/ Hans algoritam (supkategorijska analiza)

Hans algoritam-podgrupe Odgovor na terapiju  p*
Ne Da

NCCN-IPI 1,2, CD10+, MUM1-, bcl 6+ 0 2 (100,00) 0,481
NCCN-IPI 3,4, CD10+, MUML1-, bcl 6+ 4 (100,00) 0 0,006**
NCCN-IPI 1,2, CD10-, MUM1+, bcl6- 1 (25,000 3(75,00) 0,646
NCCN-IPI 3,4, CD10-, MUM1+, bcl6- 2 (100,00) O 0,088
NCCN-IPI 1,2, CD10-, MUM1+, bcl 6+ 1(14,30) 6(85,70) 0,421
NCCN-IPI 3,4, CD10-, MUM1+, bcl 6+ 0 4 (100,00) 0,302
NCCN-IPI 1,2, CD10-, MUM1+, bclé- 1 (5,60) 17(94,40) 0,013**
NCCN-IPI 3,4, CD10-, MUM1+, bcl6- 6 (66,70) 3(33,30) 0,016**
NCCN-IPI 1,2, CD10-, MUM1-, bcl6- 1(25,000 3(75,00) 0,646
NCCN-IPI 3,4, CD10-, MUM1-, bcl6- 1(50,00) 1(50,00) 0,518

* Fisherov test egzaktne verovatnoce, ** statisticki znacajno

138



5. Rezultati

5.2.5. Rezultati logisti¢ke regresione analize

U univarijantnom regresionom modelu (log rank testu) kao statisticki znacajni nezavisni faktori
rizika za lo§ terapijski odgovor izdvojili su se: poviseni LDH (OR=0,273, p=0,009), smanjeni
nivo albumina (OR=0,368, p=0,042), smanjeni nivo hemoglobina (OR=0,373, p=0,041) od
biohemijskih parametara i prisustvo B simptoma (OR=2,203, p=0.003) od klini¢kih parametara.
Biomarkeri samostalno, kao ni u grupnoj analizi se nisu statisticki znacajno izdvojili kao

parametri rizika za lo§ odgovor na terapiju (Tabela 81).

Tabela 81. Univarijantna regresiona analiza faktora rizika u odnosu na odgovor na
terapiju

Parametar OR 95%Cl p

Muski pol 2,133 0,838-5,429 0,112
Starost 0,999 0,970-1,029 0,955
GCB 1,436 0,462-4,460 0,532
CD10+ 0,478 0,158-1,449 0,192
MUM1+ 2,045 0,739-5,664 0,169
bcl6+ 0,690 0,238-2,002 0,494
bcl2+ 2,176 0,790-5,991 0,132
Muris 1 1,623 0,589-4,475 0,349
Ki 67 0,985 0,956-1,016 0,343
PoviSeni LDH 0,273 0,103-0,722 0,009*

Smanjeni albumin 0,368 0,141-0,964 0,042*
PoviSeni beta2 MG 0,458 0,149-1,413 0,175
Smanjeni hemoglobin 0,373 0,145-0,959 0,041*

Bulky bolest 0.458 0.175-1.200 0,112
B simptomi 0.203 0.70-0.591 0,003*

OR — unakrsni odnos, 95%CI — 95% interval poverenja, *statisti¢ki znacajno

Ovi parametri zatim su uba¢eni u multivarijantni model (Cox regresionu analizu), gde se nijedan
od testiranih parametara nije izdvojio kao statisticki znaCajan faktor rizika za lo§ terapijski

odgovor.
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5.3. Rezultati u odnosu na smrtni ishod

U ispitivanoj populaciji umrlo je 26 bolesnika (34,60%). Struktura umrlih prema polu bila je
sledeca: 17 bolesnika (65,40%) i 9 bolesnica (34,90%). Utvrdeno je da postoji statisticki
znadajna razlika u udestalosti smrtnog ishoda u odnosu na pol (X°=5,304, p=0,021) (Grafikon
34).
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Grafikon 34. Udeo smrtnosti u odnosu na pol

Umrli bolesnici bili su nesto stariji (58,58+19,54) u odnosu na prezivele bolesnike
(57,94+13,91), ali nije bilo statisticki znacajne razlike (t=0,166, p=0,868).

U grupi preminulih bolesnika bilo je 22 bolesnika sa DLBCL, NOS (84,60%), 1 bolesnik sa
PMLBCL (3,80%), 3 bolesnika sa DLBCL anaplastic (11,50%). Utvrdeno je da postoji statisticki
znacajna razlika u smrtnom ishodu u odnosu na tip DLBCL (X2=1O,328, p=0,038). Smrtni ishod
bio je ¢es¢i kod bolesnika sa anaplastiénim DLBCL tipom (Grafikon 35).
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Grafikon 35. Smrtni ishod u odnosu na DLBCL tip
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5.3.1. Analiza smrtnog ishoda u odnosu na pojedina¢ne biomarkere, Hansov, Murisov
algoritam i supkategorijska analiza za Hansov algoritam

U grupi umrlih bilo je 24,50% bolesnika sa CD10-, i 52,90% bolesnika sa CD10+. Utvrdeno je
da ne postoji statistiCki znaCajna razlika u smrtnom ishodu u odnosu na CD10 biomarker
(p=0,055) (Tabela 82).

Tabela 82. Smrtni ishod u odnosu na CD10 biomarker

Smrtni ishod CD10 X? p
CD10- CD10+

Zivi 43 (75,40) 8 (47,10)+ 3,688 0,055

Umrli 14(24,60) 9 (52,90)

1 - n (%), X° — Hi kvadrat test

U grupi umrlih bilo je 42,90% bolesnika sa MUM1-, i 22,00% bolesnika sa MUMI1+. Utvrdeno
je da ne postoji statistiCki znacajna razlika u smrtnom ishodu u odnosu na MUM1 biomarker
(p=0,113) (Tabela 83).

Tabela 83. Smrtni ishod u odnosu na MUMZ1 biomarker

Smrtni ishod MUM1 X° p
MUM1- MUM1+

Zivi 16 (57,10) 32 (78,00 2,518 0,113

Umrli 12 (42,90) 9 (22,00)

1 - n (%), X — Hi kvadrat test

U grupi umrlih bilo je 26,80% bolesnika sa bcl6-, i 37,50% bolesnika sa bcl6+. Utvrdeno je da

ne postoji statisticki znacajna razlika u smrtnom ishodu u odnosu na bcl6é biomarker (p=0,535)
(Tabela 84).

Tabela 84. Smrtni ishod u odnosu na bcl6é biomarker

Smrtni ishod bcl6 X° p
bcl6- bclé+

Zivi 30(73,20) 15(62,50) f 0,386 0,535

Umrli 11 (26,80) 9 (37,50)

1 - n (%), X — Hi kvadrat test
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U grupi umrlih bilo je 45,80% bolesnika sa bcl2-, i 26,00% bolesnika sa bcl2+. Utvrdeno je da

ne postoji statisticki znaCajna razlika u odgovoru na terapiju u odnosu na bcl2biomarker
(p=0,150) (Tabela 85).

Tabela 85. Smrtni ishod u odnosu na bcl2 biomarker

Smrtni ishod bcl2 X* p
bcl2- bcl2+

Zivi 13(54,20) 37 (74,00) + 2,076 0,150

Umrli 11(45,80)  13(26,00)

1 - n (%), X° — Hi kvadrat test

U grupi umrlih bilo je 42,10% bolesnika sa GCB i 24,40% bolesnika sa non-GCB. Utvrdeno je
da ne postoji statistiCki znacajna razlika u smrtnom ishodu u odnosu na Hansov algoritam
(p=0,266) (Tabela 86).

Tabela 86. Smrtni ishod u odnosu na Hansov algoritam

Smrtni ishod Hans algoritam X° p
GCB non-GCB

Zivi 11 (57,90) 34 (75,60) ¥ 1,240 0,266

Umrli 8 (42,10) 11(24,40)

1 - n (%), X — Hi kvadrat test

Muris algoritam tip 1 bio je prisutan kod 62,20% zivih i 37,80% umrlih bolesnika. Muris
algoritam tip 2 registrovan je kod 75,80% zivih i 24,20% umrlih bolesnika. Utvrdeno je da ne

postoji statisticki znacajna povezanost izmedu Muris skora i smrtnog ishoda (p=0,334) (Tabela
87).

Tabela 87. Smrtni ishod u odnosu na Murisov skor

Smrtni ishod Muris X° p

1 2
Zivi 23(62,20) 25(75,80) F 0,932 0,334
Umrli 14 (37,80) 8 (24,20)

1 - n (%), X — Hi kvadrat test
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Bolesnici sa CD10+, MUML1-, bcl 6+ i bolesnici sa CD10+, MUM1+, bcl6- imaju statisticki
znacajno ¢eS¢e smrtni ishod u odnosu na ostale bolesnike (p=0,049, odnosno p=0,049) (Tabela
88).

Tabela 88. Supkatergorije Hansovog algoritma u odnosu na smrtni ishod

Podgrupe Hans Smrtni ishod p*

algoritma Ne Da

GCB CD10+, MUM1-bcl 6+ 2(33,3) 4(66,7) 0,049**
CD10+, MUM1-, bcl6-  2(33,3) 4(66,7) 0,049**

non- CD10-, MUM1+, bcl 6+ 10(90,9) 1 (9,10) 0,149

GCcB CD10-, MUM1+, belé-  22(78,6) 6(21,4) 0,375
CD10-, MUM1-, bcl6- 4(80,0) 1(20,0) 0,555

* Fisherov test egzaktne verovatnoce, ** statisticki znac¢ajno

5.3.2. Analiza smrtnog ishoda u odnosu na biohemijske parametre

PoviSene vrednosti LDH su se statisti¢ki znacajno ¢eSce javljale kod umrlih bolesnika (73,10%
vs 35,20%, p=0,003) (Grafikon 36). Smanjeni albumini javili su se kod 27,80% prezivelih
bolesnika i 50,00% umrlih bolesnika. Utvrdeno je da ne postoji statistiCki znacajna razlika u
ucestalosti smanjenih nivoa albumina u odnosu na smrtni ishod (p=0,089). PoviSeni beta 2
mikroglobulin bio je prisutan kod 56,10% prezivelih i 71,40% umrlih bolesnika. Utvrdeno je da
ne postoji statisticki znaCajna razlika u ucestalosti poviSenih vrednosti ovog biohemijskog
parametra u odnosu na smrtni ishod (p=0,369). Smanjene vrednosti hemoglobina su statisticki
znacajno ¢e$ce bile kod umrlih bolesnika (65,40% vs 35,20%, p=0,021) (Grafikon 37).
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Grafikon 36. Ucestalost poviSenih vrednosti LDH u odnosu na smrtni ishod
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Grafikon 37. Udestalost smanjenih vrednosti hemoglobina u odnosu na smrtni ishod
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5.3.3. Analiza smrtnog ishoda u odnosu na klini¢ke parametre

B simptomi bili su prisutni kod 42,60% prezivelih bolesnika i 76,90% umrlih bolesnika.

Utvrdeno je da postoji statistiCki znacajna razlika u ucestalosti B simptoma u odnosu na smrtni
ishod (X?=6,997, p=0,008) (Grafikon 38).

Kostana srz bila je infiltrisana kod 9 prezivelih bolesnika (16,70%) i 5 umrlih bolesnika
(19,20%). Utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna razlika u ucestalosti infiltracije kostane

sr7i u odnosu na smrtni ishod (X?=0,001, p=0,777).

,,Bulky” bolest bila je prisutna kod 40,70% prezivelih bolesnika i 69,20% umrlih bolesnika.
Utvrdeno je da postoji statisticki znacajna razlika u ucestalosti ,,Bulky” bolesti u odnosu na
smrtni ishod (X?=4,615, p=0,032) (Grafikon 39).

Nodalni oblik DLBCL bio je prisutan kod 26 prezivelih bolesnika (48,10%) i 14 umrlih
bolesnika (53,80%). Ekstranodalni tip DLBCL bio je prisutan kod 28 umrlih bolesnika (51,90%)
i 12 umrlih bolesnika (46,20%). Utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna razlika poredenjem
klini¢ke prezentacije DLBCL (nodalni vs ekstranodalni) u odnosu na smrtni ishod (X?=0,057,
p=0,811).
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Grafikon 38. Uc¢estalost B simptoma u odnosu na smrtni ishod
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Grafikon 39. Ucestalost “Bulky” bolesti u odnosu na smrtni ishod

Marker Ki 67 bio je ve¢i kod umrlih bolesnika 61,88+14,95, u odnosu na prezivele bolesnike
55,67+16,57. Utvrdeno je da ne postoji statisti¢ki znacajna razlika u vrednostima Ki 67 u odnosu
na smrtni ishod (t=0,1,606, p=0,115).

U analizi Ki 67 proliferativnog indeksa preko ,,cut off* vrednosti, nadeno je sledece: Ki 67< 40%
imalo je (12,50%) umrlih bolesnika. Vrednost Ki 67 > 40-80% imalo je (66,70%) umrlih
bolesnika i vrednosti > 80% imalo je (6,80%). Utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna

razlika u ucestalosti razli¢itih vrednosti Ki 67 u odnosu na smrtni ishod (p=0,212) (Tabela 89).

Tabela 89. Vrednosti Ki 67 u odnosu na smrtni ishod

Ki67 %  Smrtni ishod X° p
Zivi Umrli

<40 15(30,60) 3 (12,50) % 3,089 0,212

41-80 26 (53,10)  16(66,70)

>80 8(16,30) 5 (6,80)

+ - n (%), X — Hi kvadrat test

ECOG PS 0,1 imalo je 94,40% prezivelih i 76,90% preminulih bolesnika. ECOG PS 2,3 imalo je
5,60% prezivelih i 23,10% preminulih bolesnika. Utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna
razlika u distribuciji razli¢itih ECOG PS u odnosu na smrtni ishod (p=0,052) (Tabela 90).
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Tabela 90. ECOG PS u odnosu na smrtni ishod

ECOG Zivi Umrli p

0,1 51 (94,40) 20 (76,90) 0,052#
23 3(560)  6(23,10)

# Fisherov test

Kod prezivelih bolesnika najcesce je bio prisutan Ann Arbor stadijum 2 (37,00%), a kod umrlih
bolesnika dominirao je stadijum 4 (69,20%). Utvrdeno je da postoji statisti¢ki zna¢ajna razlika
vezano za Ann Arbor klini¢ki stadijum u odnosu na smrtni ishod (p=0,001) (Grafikon 40).
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Grafikon 40. Udestalost Ann Arbor klini¢kog stadijuma u odnosu na smrtni ishod
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5.3.4. Analiza smrtnog ishoda u odnosu na skorove/indekse prognoze

U grupi mladih bolesnika (18—60 godina) racunat je aalPI skor. Njegova distribucija u odnosu na
smrtni ishod bila je slede¢a: kod prezivelih bolesnika ravnomerno su bili zastupljeni skorovi
0,1,2 (po 29,60%), a kod umrlih bolesnika 40,00% imalo je aalPIl 2 (Tabela 91). Utvrdeno je da
ne postoji statisticki znacajna razlika u ucestalosti razli¢itih aalPI skorova u odnosu na smrtni
ishod (p=0,348).

Tabela 91. aalPl u odnosu na smrtni ishod

aalPI Zivi Umrli X* p

8(29,60) 1 (10,00) f 3,300 0,348
8(29,60) 2 (20,00)

3(11,10) 3 (30,00)

0
1
2 8(29,60) 4 (40,00)
3
+ - n (%), X° — Hi kvadrat test

U grupi bolesnika Zivotne dobi (> 60 godina) racunat je IPI skor. Njegova distribucija u odnosu
na smrtni ishod bila je sledeca: vecina prezivelih bolesnika imali su skor 1 (57,70%), a kod
umrlih bolesnika najées¢i skor je bio 3 (50,00%). Utvrdeno je da postoji statisticki znacajna
razlika u ucestalosti razli¢itih IPI skorova u odnosu na smrtni ishod (p<0,001) (Grafikon 41).
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Grafikon 41. Uéestalost IPI skorova u odnosu na smrtni ishod
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Kod prezivelih bolesnika najcesce je bio zastupljen R-IP1 skor 2, a kod umrlih bolesnika R-1PI

skor 3. Utvrdeno je da postoji statisti¢ki znacajna razlika u ucestalosti razli¢itih R-1PI skorova u

odnosu na smrtni ishod (p<0,001) (Grafikon 42).
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Grafikon 42. Uéestalost R-1PI skorova u odnosu na smrtni ishod

Vecina prezivelih bolesnika (63,00%) imala je NCCN-IPI skor 2,3, a kod umrlih bolesnika

najéeséi skor je bio 4,5. Utvrdeno je da postoji statisticki znacajna razlika u ucestalosti razli¢itih

NCCN-IPI skorova u odnosu na smrtni ishod (p<0,001) (Grafikon 43).

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Zivi

p<0,001

B NCCN-IP16-8

L4 NCCN-IP1 4,5

B NCCN-IP1 2,3

E NCCN-IPIO,1

Umrli

Grafikon 43. Uéestalost NCCN-IPI skorova u odnosu na smrtni ishod
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5. Rezultati

5.3.5. Analiza smrtnog ishoda u odnosu na dodatnu primenu terapije

Dodatna terapija primenjivana je kod 9 prezivelih bolesnika (17,30%) i 12 umrlih bolesnika
(46,20%). Utvrdeno je da postoji statisticki znacajna razlika u ucestalosti primene dodatne

terapije u odnosu na smrtni ishod (X?=5,938, p=0,015) (Grafikon 44).
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Grafikon 44. Distribucija smrtnog ishoda u odnosu na dodatnu primenu terapije
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5. Rezultati

5.4. Rezultati u odnosu na PFS

Za duzinu perioda bez progresije bolesti (PFS) racunato je vreme od momenta postavljanja
dijagnoze do trenutka registrovanja pojave progresivne bolesti. S obzirom na heterogeni period
vremena do pojave progresivne bolesti, PFS vreme je prikazano medijanom. U ispitivanoj
populaciji medijana PFS iznosila je 14,85 meseci (Min 0 meseci, Max 71 mesec).

5.4.1 Kaplan-Meierova analiza PFS u odnosu na pojedina¢ne biomarkere, Hansov i

Murisov algoritam

PFS vreme bilo je duze kod bolesnika sa CD10+ u odnosu na CD10-, ali nije utvrdena statisticki
znacajna razlika (p=0,511) (Tabela 92).

Tabela 92. Kaplan-Meierova analiza PFS vremena u odnosu na CD10 biomarker

Marker Medijana SE  X** p

CD10- 26,90 2,14 0,432 0,511
CD10+ 26,20 7,66

SE — standardna greska, * log rank test

PFS vreme bilo je duze kod bolesnika sa MUM1- u odnosu na MUMI+, ali nije utvrdena

statisticki znacajna razlika (p=0,170) (Tabela 93).

Tabela 93. Kaplan-Meierova analiza PFS vremena u odnosu na MUM1 biomarker

Marker Medijana SE  X** p

MUM1- 26,83 0,69 1,887 0,170
MUM1+- 25,06 5,91

SE — standardna greska, * log rank test
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5. Rezultati

PFS vreme bilo je duze kod bolesnika sa bcl6- u odnosu na bcl6+, ali nije utvrdena statisticki
znacajna razlika (p=0,440) (Tabela 94).

Tabela 94. Kaplan-Meierova analiza PFS vremena u odnosu na bcl6 biomarker

Marker Medijana SE  X** p

bcl6- 30,53 5,64 0,597 0,440
bcl6+ 22,80 5,58

SE — standardna greska, * log rank test.

Kod bolesnika sa bcl2- PFS vreme bilo je statisti¢ki znacajno duZze u odnosu na bolesnike sa
ekspresijom (bcl2+) biomarkera (p=0,031) (Grafikon 45).
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Grafikon 45. Kaplan-Meierova kriva PFS u odnosu na bcl 2 biomarker
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5. Rezultati

PFS vreme bilo je malo duze kod bolesnika sa GCB u odnosu na bolesnike sa non-GCB, ali ne

postoji statisticki znacajna razlika (p=0,187) (Tabela 95).

Tabela 95. Kaplan-Meierova analiza PFS vremena u odnosu na Hansov algoritam

Marker ~ Medijana SE X p

GCB 26,20 3,58 1,738 0,187
Non-GCB 25,07 6,04

SE — standardna greska, * log rank test

Kod bolesnika sa Muris skorom 1 PFS vreme bilo je statisti¢ki znacajno duze u odnosu na

bolesnike sa Muris skorom 2 (p=0,001) (Grafikon 46).
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Grafikon 46. Kaplan-Meierova kriva PFS u odnosu na Murisov skor
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5. Rezultati

5.4.2. Kaplan-Meierova analiza PFS u odnosu na biohemijske i klini¢ke parametre

U analiziranoj grupi biohemijskih parametara, vrednosti LDH, albumina, i hemoglobina nisu se

izdvojili kao bitni parametri u odnosu na PFS, odnosno njihove vrednosti nisu bile statisticki

znacajno razli¢ite u odnosu na PFS vreme (Tabela 96).

Tabela 96. Kaplan-Meierova analiza u odnosu na biohemijske parametre

Marker Medijana SE X* p
Referentnevrednosti LDH 30,53 4,68 0,804 0,370
PoviSene vrednosti LDH 26,37 2,43

Referentne vrednosti albumina 30,53 519 3,509 0,061
SniZene vrednosti albumina 22,80 71,22

Referentne vrednosti hemoglobin 34,37 536 0982 0,322
SniZene vrednosti hemoglobina 22,80 5,20

Bolesnici sa povisenim vrednostima beta 2 MG imali su statisticki znacajno krac¢e vreme PFS u
odnosu na bolesnike sa referentnim vrednostima ovog parametra (X°=6,077, p=0,014)

(Grafikon47).
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Grafikon 47. Kaplan-Meierova kriva PFS u odnosu na poviSene vrednosti beta 2 MG
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U analizi PFS u odnosu na klini¢ke parametre nadeno je da nodalna u odnosu na ekstranodalnu

prezentaciju DLBCL, prisustvo infiltracije kosStane srzi, prisustvo ili odsustvo B simptoma i Ann

Arbor Klini¢ki stadijum statisticki znacajno ne koreliraju sa PFS vremenom (Tabela 97).

Pronadeno je da bolesnici sa ,,Bulky” boles¢u imaju statisticki znacajno kra¢i PFS u odnosu na
bolesnike bez ,Bulky” bolesti (X*=6,860, p=0,009) (Grafikon 48).

Tabela 97. Kaplan-Meierova analiza u odnosu na klini¢ke parametre

Marker

Medijana SE X p

Odsustvo B simptoma
Prisustvo B simptoma

Ne infiltrisana kostana srz
Infiltrisana kostana srz
Nodalni oblik
Ekstranodalni oblik

Ann Arbor 1

Ann Arbor 2

Ann Arbor 3

Ann Arbor 4

29,14
29,55
27,68
34,11
26,73
31,45
24,11
24,73
33,81
32,69

3,26
4,55
2,89
6,14
3,48
3,88
7,29
4,43
7,20
4,37

0,449 0,503

0,720 0,396

0,625 0,429

2,802 0,423

SE — standardna greska, * log rank test
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Grafikon 48. Kaplan-Meierova kriva PFS u odnosu na prisustvo ,,Bulky” bolesti

Kaplan-Meierova analiza pokazala je da ne postoji statisti¢ki znacajna razlika u PFS u odnosu

na ispitivane skorove/indekse prognoze (Tabela 98).

Tabela 98. Kaplan-Meierova analiza u odnosu na skorove/indekse prognoze

Marker Medijana SE X* p
aalPl1 0,1 31,18 554 0,659 0,417
aalPl >2 26,85 4,93

IP10,1 26,41 458 (939 0332
IP1>2 36,34 5,97

R-1P1 0 27,13 6,65

R-IPI 1 30,43 3,51 0,342 0,843
R-1PI 2 27,36 5,24
NCCN-IP11,2 28,66 302 0175 0678
NCCN-IP13,4 30,08 5,04

SE — standardna greska, * log rank test
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5. Rezultati

5.4.3. Analiza PFS u odnosu na pojedina¢ne biomarkere, Hansov, Murisov algoritam i
supkategorijska analiza biomarkerskih kombinacija za Hansov algoritam (Mann-Whitney
U test)

PFS bio je duzi kod bolesnika sa CD10- u odnosu na bolesnike sa CD10+, ali ne postoji
statisticki znacajna razlika (p=0,531) (Tabela 99).

Tabela 99. PFS u odnosu na CD10 biomarker

CD10+ CD10- Z# p

PFS 19,02+21,15* 20,81+18,88 0,626 0,531
11,67(0,67-60,60)1 17,17(0,00-61,07)

* (AS+SD), 1 Medijana (Min-Max), # Mann-Whitney U test

PFS bio je duzi kod bolesnika sa MUMI1- u odnosu na bolesnike sa MUM1+, ali ne postoji
statisti¢ki znacajna razlika (p=0,841) (Tabela 100).

Tabela 100. PFS u odnosu na MUM1 biomarker

MUML+ MUM1- Z# D

PFS 18,40+17,46* 20,04+20,04 0,201 0,841
11,67(0,00-57,67)% 14,70(0,67-60,60)

* (AS+SD), T Medijana (Min-Max), # Mann-Whitney U test

PFS bio je duzi kod bolesnika sa bcl6- u odnosu na bolesnike sa bcl6+, ali ne postoji statisti¢ki
znacajna razlika (p=0,248) (Tabela 101).

Tabela 101. PFS u odnosu na bcl6 biomarker

bcl6+ bcl6- Z# p

PFS 15,69+16,38* 20,88+18,03 1,154 0,248
9,40 (0,00-59,87)t 16,63(0,13-57,67)

* (AS+SD), T Medijana (Min-Max), # Mann-Whitney U test

PFS bio je duzi kod bolesnika sa bcl2- u odnosu na bolesnike sa bcl2+, ali ne postoji statisticki
znacajna razlika (p=0,458) (Tabela 102).
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Tabela 102. PFES u odnosu na bcl2 biomarker

bcl2+ bcl2- Z# p

PFS 19,11+17,87* 25,64+23 24 0,742 0,458
14,72(0,00-61,07)t  26,90(0,67-64,07)

* (AS+SD), T Medijana (Min-Max), # Mann-Whitney U test

PFS bio je duzi kod bolesnika sa non-GCB podtipom u odnosu na bolesnike sa GCB podtipom,
ali ne postoji statisticki znacajna razlika (p=0,703) (Tabela 103).

Tabela 103. PFS u odnosu na Hansov algoritam

GCB non-GCB Z# p

PFS 19,46x17,42* 24,1523 21 0,381 0,703
9,80 (1,47-53,63)F 10,47(0,60-71,03)

* (AS+SD), T Medijana (Min-Max), # Mann-Whitney U test

PFS bio je duzi kod bolesnika sa Muris skorom 1 u odnosu na bolesnike sa Muris skorom 2, ali

ne postoji statisti¢ki znacajna razlika (p=0,121) (Tabela 104).

Tabela 104. PFS u odnosu na Murisov skor

Muris 1 Muris 2 Z# p

PFS 24,68+21,96* 14,58+13,87 1550 0,121
19,73(0,67-67,07)1 9,30 (0,00-45,50)

* (AS+SD), T Medijana (Min-Max), # Mann-Whitney U test

Utvrdeno je da ne postoji statisticki znaCajna razlika u duzini PFS u odnosu na ispitivane
supkategorije. Najkra¢i PFS bio je kod bolesnika sa CD10+, MUML1-, bcl6-, a najduzi kod
bolesnika sa CD10-, MUM1+, bcl6- i kod bolesnika sa CD10-, MUM1-, bcl6- (Tabela 105).

Tabela 105. PFS u odnosu na ispitivane supkategorije Hansovog algoritma

GCB podgrupe non-GCB podgrupe X p
CD10+, CD10+, CD10-, CD10-, CD10-,
MUM1-, MUM1-, MUM1+, MUM1+, MUM1-,
bcl6+ bcl6- bcl6+ bcl6- bcl6-
PFS 16,37+22,73* 7,69+7,20 | 16,12+14,34 22,79+18,61 21,29+22,17 4,756 0,313
5,57 (2,07- 6,83 (0,67- | 17,20 (0,00- 22,67 (0,13- 16,63 (1,07-
59,87)t 16,00) 45,23) 57,67) 56,63)

* (AS+SD), T Medijana (Min-Max), # Kruskal-Wallisov test,
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5. Rezultati

5.4.3.1. Analiza PFS vremena u odnosu na biomarkere i skorove/indekse prognoze
(Kruskal-Wallis test)

Analiza kod bolesnika < 60 godina (aalP1 skor): PFS bio je najduzi kod bolesnika sa aalP1 0,1
i CD10-, a najkraci kod bolesnika sa aalPI 0,1 i CD10+, ali ne postoji statisticki znacajna razlika
(p=0,404) (Tabela 106).

Tabela 106. PFS u odnosu na odnos (aalP1/CD10)

aalP1 0,1 aalPl >2 aalP1 0,1 aalPl >2 X% p
CD10- CD10- CD10+ CD10+

PFS 21,06+21,62*  21,69+17,04 22,81+23,92 7,60+4,39 0,961 0,811
7,35 (1,70-56,63) 22,27(0,00-54,87) 22,83 (2,00-60,60) 8,20 (2,93-11,67)

* (AS+SD), T Medijana (Min-Max), # Kruskal-Wallisov test,

PFS je najduzi kod bolesnika sa aalPl 0,1 i MUMI1-, a najkraé¢i kod bolesnika sa aalPl > 2i
MUML1-, ali ne postoji statisticki znacajna razlika (p=0,244) (Tabela 107).

Tabela 107. PFS u odnosu na odnos (aalPI/MUM1)

aalPl1 0,1 aalPl >2 aalPl1 0,1 aalPl >2 X4 p
MUM1- MUM1- MUM1+ MUM1+

PFS 26,10+22,75* 5,79+4,04 18,59+20,70 23,05+16,94 4,163 0,244
24,52(2,00-60,60)F 4,17 (2,00-11,67) 6,60 (2,43-54,87) 23,00(0,00-54,87)

* (AS+SD), T Medijana (Min-Max), # Kruskal-Wallisov test,

PFS je najduzi kod bolesnika sa aalPl > 2 i bcl6-, a najkraci kod bolesnika sa aalP1 0,1 i bcl6-,
ali ne postoji statisticki znacajna razlika (p=0,232) (Tabela 108).

Tabela 108. PFS u odnosu na odnos (aalPl/bcl6)

aalP1 0,1 aalPl >2 aalP1 0,1 aalPl >2 X4 p
bcl6- bcl6- bcl6+ bcl6+

PES 25,44+22,39* 26,66+17,84 12,80+14,73 12,95+10,86 4,289 0,232
30,53(2,00-56,63)F 28,63(3,83-54,87) 12,02(1,70-38,00) 12,70(0,00-26,37)

* (AS+SD), T Medijana (Min-Max), # Kruskal-Wallisov test,
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PFS je najduzi kod bolesnika sa aalP1 0,1 i bcl2-, a najkraci kod bolesnika sa aalPI1 0,1 i bcl2+,
ali ne postoji statisticki znacajna razlika (p=0,766) (Tabela 109).

Tabela 109. PFS u odnosu na odnos (aalP1/bcl2)

aalP1 0,1 aalPl >2 aalP1 0,1 aalPl >2 X% p
bcl2- bcl2- bcl2+ bcl2+

PFS 32,23+23,84* 20,34+29,91 19,57+21,54 19,92+14,00 1,146 0,766
34,90(1,70-64,07)% 4,17 (2,00-54,87) 7,35(2,43-60,60) 21,53(0,00-45,50)

* (AS+SD), T Medijana (Min-Max), # Kruskal-Wallisov test,

Analiza kod bolesnika > 60 godina (IPI skor): PFS je najduzi kod bolesnika sa IPl 0,1 i
CD10+, a najkraci kod bolesnika sa IPI > 2 i CD10+, ali ne postoji statisticki znacajna razlika
(p=0,893) (Tabela 110).

Tabela 110. PFS u odnosu na odnos (IP1/CD10)

IP10,1 IP1>2 IP10,1 IPl1>2 X% p
CD10- CD10- CD10+ CD10+

PFS 24,26+18,29* 12,24+21,35 28,67+15,97 13,20+26,09 5,352 0,148
24,43(0,13-61,07)t 2,13 (0,20-59,50) 22,80 (14,70-52,07) 2,07 (0,67-59,87)

* (AS+SD), T Medijana (Min-Max), # Kruskal-Wallisov test,
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PFS bio je najduzi kod bolesnika sa IPl 0,1 i MUML1-, a najkraci kod bolesnika sa IP1 > 2 i
MUMI+. Utvrdeno je da postoji statisticki znacajna razlika u duzini PFS u odnosu na ispitivane
grupe (p=0,028). Post-hoc analizom pokazano je da statisticki znacajna razlika postoji izmedu
slede¢ih grupa: IPI 0,1 i MUMI1- i IPl > 2 i MUML1- (z=2,733, p=0,004), IPI 0,1 i MUM1+ i
grupe IP1 >2 i MUM1+ (z=2,407, p=0,016) (Grafikon 49).

60.00 5 p=0,028
a

50.00-

40.00-
=)
o
Q
w
(1}
£ 30.00 -1
S
»
[T
o

20.00-

10.00- ]
— I — =
0.00
T T T T
IPIO, 1 MUMI- IPI>2, UM - IPID,1, MUM1 + IPI>2, MUM1 +
IPI/IMUM1

Grafikon 49. PFS u odnosu na ispitivane odnose (IPI/MUM1) ®vs (IPI>2, MUM1+)
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PFS je najduzi kod bolesnika sa IPI 0,1 i bcl6+, a najkraci kod bolesnika sa IPI > 2 i bcl6-.
Utvrdeno je da postoji statisticki znacajna razlika u duzini PFS u odnosu na ispitivane grupe
(p=0,012). Daljom analizom utvrdeno je izmedu kojih grupa postoji statisticki znacajna razlika:
IP1 0,11 bcl6- 1 IPI > 2 i bcl6- (z=2,832, p=0,005), grupe IP1 >2 i bcl6- i grupe IP1 0,1 i bcl6+
(z=2,236, p=0,025), grupe IP1 >2 i bcl6- i grupe > 2 i bcl6+ (z=2,030, p=0,042) (Grafikon 50).
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PFS je najduzi kod bolesnika sa IP1 0,1 i bcl2-, a najkraé¢i kod bolesnika sa IPI > 2 i bcl2-, ali ne
postoji statisticki znacajna razlika (p=0,063) (Tabela 111).

Tabela 111. PFS u odnosu na odnos (IP1/bcl2)

IP10,1 IPI>2 IP10,1 IPI>2 X4 p
bcl2- bcl2- bcl2+ bcl2+

PFS 33,40+17,64* 11,53+23,69 22,82+17,44 13,56+21,02 7,284 0,063
30,03(11,67-57,67) 2,13 (0,67-59,87) 22,80(0,13-61,07) 2,40 (0,20-59,50)

* (AS+SD), T Medijana (Min-Max), # Kruskal-Wallisov test,

Analiza R-IPI skora: PFS je najduzi kod bolesnika sa R-IPI 0,1 i CD10+, a najkra¢i kod
bolesnika sa R-1PI 0,1 i CD10-, ali ne postoji statisti¢ki znacajna razlika (p=0,683) (Tabela 112).

Tabela 112. PFS u odnosu na odnos (R-1P1/CD10)

R-1P1 0,1 R-I1PI 2 R-1P1 0,1 R-I1PI 2 X% p
CD10- CD10- CD10+ CD10+

PFS 16,44+21,78* 21,88+18,54 23,97+22,80 16,97+21,11 1,495 0,683
4,70 (3,30-56,63)F  22,17(0,00-61,07) 22,83 (2,00-60,60) 7,30 (0,67-59,87)

* (AS+SD), T Medijana (Min-Max), # Kruskal-Wallisov test,

PFS je najduzi kod bolesnika sa IPI 0,1 i MUMZ1-, a najkraci kod bolesnika sa IP1 0,1 i MUM1+,
ali ne postoji statisticki znacajna razlika (p=0,323) (Tabela 113).

Tabela 113. PFS u odnosu na odnos (R-1IPI/MUM1)

R-1P10,1 R-I1PI 2 R-1P10,1 R-1PI 2 X# p
MUM1- MUM1- MUM1+ MUM1+

PFS 26,10+22,75* 17,48+18,86 3,49+0,27 20,10+17,54 3,484 0,323
24,52 (2,00-60,60)t 11,67(0,67-59,87) 3,37(3,30-3,80) 17,20(0,00-57,67)

* (AS+SD), T Medijana (Min-Max), # Kruskal-Wallisov test,

PFS je najduzi kod bolesnika sa R-IPI 2 i bcl6-, a najkra¢i kod bolesnika sa R-IPI 2 i bcl6+, ali
nije utvrdena statisticki znacajna razlika (p=0,401) (Tabela 114).

Tabela 114. PFS u odnosu na odnos (R-1P1/bcl6)

R-1P1 0,1 R-I1PI 2 R-1P1 0,1 R-IPI 2 X°# p
bcl6- bcl6- bcl6+ bcl6+

PFS 16,94+22,52*  22,18+17,37 21,38+17,39 14,84+16,52 2,939 0,401
4,55 (2,00-56,63)F 19,33(0,13-57,67) 22,83(3,30-38,00) 8,80 (0,00-59,87)

* (AS+SD), T Medijana (Min-Max), # Kruskal-Wallisov test,
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PFS je najduzi kod bolesnika sa R-1PI 2 i bcl2-, a najkraci kod bolesnika sa R-1PI 0,1 i bcl2-, ali
ne postoji statisticki znacajna razlika (p=0,687) (Tabela 115).

Tabela 115. PFS u odnosu na odnos (R-1P1/bcl2)

R-1P1 0,1 R-IPI 2 R-1P10,1 R-IPI 2 XH# p
bcl2- bcl2- bcl2+ bcl2+

PFS 16,27+20,17* 25,07+22,03 24,45+22 96 19,15+18,12 1,479 0,687
16,27(2,00-30,53)t 14,70(0,67-64,07) 22,83(3,30-60,60) 16,32(0,00-61,07)

* (AS+SD), T Medijana (Min-Max), # Kruskal-Wallisov test,

Analiza NCCN-IPI skora: U analizi NCCN-IPI skora grupe su sumirane tako da 1 i 2 skor
predstavljaju grupe niskog i intermedijerno-niskog rizika, a grupe 3 i 4 su grupe intermedijerno-
visokog i visokog rizika. PFS bio je najduzi kod bolesnika sa NCCN-IPI 1,2 i CD10-, a najkraci
kod bolesnika sa NCCN-IPI 3,4 i CD10+, ali ne postoji statisti¢ki znacajna razlika (p=0,683)
(Tabela 116).

Tabela 116. PFS u odnosu na odnos (NCCN-I1P1/CD10)

NCCN-IPI1,2 NCCN-IPI34 NCCN-IPI1,2 NCCN-IPI34 X% p
CD10- CD10- CD10+ CD10+

PFS 22,84+19,99* 16,90+18,34 19,89+21,39 11,64+14,09 3,321 0,345
20,47(0,47-61,07) 9,40 (0,00-59,50) 15,35 (1,10-60,60) 5,57 (0,67-37,80)

* (AS+SD), T Medijana (Min-Max), # Kruskal-Wallisov test,

PFS je najduzi kod bolesnika sa NCCN-IPI 1,2 i MUM1+, a najkra¢i kod bolesnika sa NCCN-
IPI 3,4 i MUM1-, ali ne postoji statisti¢ki znacajna razlika (p=0,358) (Tabela 117).

Tabela 117. PFS u odnosu na odnos (NCCN-IPI/MUML1)

NCCN-IP11,2 NCCN-IP13,4 NCCN-IPI1,2 NCCN-IPI34 X# p
MUM1- MUM1- MUM1+ MUM1+

PES 19,05+19,78* 12,05+12,43 22,91+19,45 14,73+16,55 3,228 0,358
14,07 (1,07-60,60)t 8,80 (0,67-37,80)  23,80(0,47-59,87) 7,03 (0,00-57,67)

* (AS+SD), T Medijana (Min-Max), # Kruskal-Wallisov test,
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5. Rezultati

PFS je najduzi kod bolesnika sa NCCN-IPI 1,2 i bcl6-, a najkra¢i kod bolesnika sa NCCN-IPI
3,4 1 bcl6-, ali nije utvrdena statisticki znacajna razlika (p=0,156) (Tabela 118).

Tabela 118. PFS u odnosu na odnos (NCCN-IPI/bcl6)

NCCN-IPI 1,2 NCCN-IPI 3,4 NCCN-IPI 1,2 NCCN-IPI 3,4 X°H# p
bcl6- bcl6- bclo+ bclo+

PFS 23,79+17,83* 14,59+17,48 15,82+19,32 15,58+14,04 5,220 0,156
24,43(1,07-56,63)t 9,30 (0,13-57,67) 3,30 (1,13-59,87)  13,30(0,00-45,23)

* (AS+SD), T Medijana (Min-Max), # Kruskal-Wallisov test,

PFS je najduzi kod bolesnika sa NCCN-IPI 1,2 i bcl2-, a najkraci kod bolesnika sa NCCN-IPI
3,4 i bcl2-, ali ne postoji statisticki znacajna razlika (p=0,248) (Tabela 119).

Tabela 119. PFS u odnosu na odnos (NCCN-IPI/bcl2)

NCCN-IPI11,2 NCCN-IPI13,4 NCCN-IPI11,2 NCCN-IPI34 X%# p
bcl2- bcl2- bcl2+ bcl2+

PFS 29,84+21,76* 15,70+19,38 21,36+20,37 17,26+16,82 4,129 0,248
32,72(2,00-64,07)t 8,20 (0,67-57,67)  19,42(1,07-61,07) 14,15(0,00-59,50)

* (AS+SD), T Medijana (Min-Max), # Kruskal-Wallisov test,

PFS je najduzi kod bolesnika sa aalPl 0,1 i GCB, a najkrac¢i kod bolesnika sa aalPl > 2 i GCB,
ali ne postoji statisticki znacajna razlika (p=0,577) (Tabela 120).

Tabela 120. PFS u odnosu na odnos (aalPl/Hans algoritam)

aalP1 0,1 aalPl >2 aalP1 0,1 aalPl >2 X4 p
GCB GCB non-GCB non-GCB

PES 27,91+24,28* 7,60+4,40 17,12+19,86 23,05+16,94 1,976 0,577
24,52(2,00-60,60)F 8,20 (2,93-11,67) 5,30 (2,43-54,87) 23,00(0,00-54,87)

* (AS+SD), T Medijana (Min-Max), # Kruskal-Wallisov test,
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5. Rezultati

PFS najduzi je kod bolesnika sa IPI 0,1 i GCB, a najkra¢i kod bolesnika sa IPI > 2 i non-GCB.
Utvrdeno je da postoji statisticki znacajna razlika u duzini PFS u odnosu na ispitivane grupe
(p=0,018). Daljom analizom pokazano je izmedu kojih grupa postoji statisticki znacajna razlika:
IP10,11GCB igrupe IPl1 >2iGCB (z=2,842, p=0,004), grupe IPI 0,1 i non-GCB i grupe IPI > 2
i non-GCB (z=2,395, p=0,017) (Grafikon 51).
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Grafikon51. PFS u odnosu na ispitivane odnose (IPI/GCB/non-GCB)? vs (IPI>2, non-GCB)
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5. Rezultati

PFS je najduzi kod bolesnika sa R-IP1 0,1 i GCB, a najkra¢i kod bolesnika sa R-IPI 0,1 i non-
GCB, ali ne postoji statisticki znacajna razlika (p=0,467) (Tabela 121).

Tabela 121. PFS u odnosu na odnos (R-1PI/Hans algoritam)

R-1P1 0,1 R-IPI 2 R-1PI10,1 R-1PI 2 X°H# p
GCB GCB non-GCB non-GCB

PFS 27,91+24,28*  19,88+19,89 3,94+0,93 19,79+17,38 2,546 0,467
24,52(2,00-60,60)t 14,70(0,67-59,87) 3,58 (3,30-5,30) 17,20(0,00-57,67)

* (AS+SD), T Medijana (Min-Max), # Kruskal-Wallisov test,

PFS je najduzi kod bolesnika sa NCCN-IPI 1,2 i GCB, a najkra¢i kod bolesnika sa NCCN-IPI
3,4 i non-GCB, ali ne postoji statisti¢ki znacajna razlika (p=0,215) (Tabela 122).

Tabela 122. PFS u odnosu na odnos (NCCN-IPI/Hans algoritam)

NCCN-IPI 1,2 NCCN-IP13,4 NCCN-IP11,2 NCCN-IPI13,4 X# p
GCB GCB non-GCB non-GCB

PFS 25,08+19,97* 16,74+21,38 20,31+17,20 13,68+16,88 4,465 0,215
22,83(1,10-60,60) 7,30 (0,67-59,87) 17,17(0,47-54,87) 4,30 (0,00-57,67)

* (AS+SD), T Medijana (Min-Max), # Kruskal-Wallisov test,

PFS je najduzi kod bolesnika sa aalPIl 0,1 i Muris 1, a najkrac¢i kod bolesnika sa aalPI 0,1 i Muris

1, ali ne postoji statisticki znacajna razlika (p=0,108) (Tabela 123).

Tabela 123. PFS u odnosu na odnos (aalP1/Muris skor)

aalP1 0,1 aalPl >2 aalP1 0,1 aalPl >2 X4 p
Muris 1 Muris 1 Muris 2 Muris 2

PFS 35,70+23,11* 13,97+20,36 8,80+11,76 20,39+14,61 6,075 0,108
34,05(1,70-64,07)F 6,18 (2,00-54,87) 3,80 (2,43-34,90) 20,27(0,00-45,50)

* (AS+SD), T Medijana (Min-Max), # Kruskal-Wallisov test,
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5. Rezultati

PFS bio je najduzi kod bolesnika sa IPI 0,1 i Muris 1, a najkraci kod bolesnika sa IPI > 2 i Muris
1. Utvrdeno je da postoji statisticki znacajna razlika u duzini PFS u odnosu na ispitivane grupe
(p=0,034). Daljom analizom je pokazano izmedu kojih grupa postoji statisticki znacajna razlika:
IP10,1 1 Muris 1igrupe IPl1 >2 iMuris 2 (z=2,179, p=0,029), grupe IPI1 0,1 i Muris 1 i grupe IPI
0,1 i Muris 2 (z=2,037, p=0,042), grupe IP1 0,1 i Muris 2 i grupe IPI > 2 i Muris 2 (z=2,038,
p=0,042) (Grafikon 52).
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5. Rezultati

PFS je najduzi kod bolesnika sa R-IPI 0,1 i Muris 1, a najkra¢i kod bolesnika sa R-IPI1 0,1 i
Muris 2, ali ne postoji statisticki znacajna razlika (p=0,229) (Tabela 124).

Tabela 124. PFS u odnosu na odnos (R-1P1/Muris skor)

X°H#

R-1P1 0,1 R-IPI 2 R-1PI10,1 R-1PI 2 p
Muris 1 Muris 1 Muris 2 Muris 2
PFS 33,13+22,08* 22,99+21 91 3,94+0,93 16,61+14,12 4,316 0,229

28,37(2,00-60,60) 22,02(0,67-64,07) 3,58 (3,30-5,30) 13,52(0,00-45,50)

* (AS+SD), T Medijana (Min-Max), # Kruskal-Wallisov test,

PFS je najduzi kod bolesnika sa NCCN-IPI 1,2 i Muris 1, a najkra¢i kod bolesnika sa NCCN-IPI
3,4 i Muris 2, ali ne postoji statisti¢ki znacajna razlika (p=0,141) (Tabela 125).

Tabela 125. PFS u odnosu na odnos (NCCN-IPI/Muris skor)

NCCN-IPI1 1,2 NCCN-IP13,4 NCCN-IP11,2 NCCN-IPI13,4 X# p
Muris 1 Muris 1 Muris 2 Muris 2
PFS 27,61+21,69* 18,82+22,22 16,20+14,61 12,08+12,81 5,462 0,141

26,52(1,07-64,07) 7,30 (0,67-59,87)  9,62(0,47-45,50)

4,77 (0,00-35,00)

* (AS+SD), T Medijana (Min-Max), # Kruskal-Wallisov test,

5.4.4. Regresiona analiza faktora rizika za PFS

U linearnoj regresionoj analizi utvrdeno je da nijedan ispitivani parametar nije

znacajan prediktor za PFS (Tabela 126).

Tabela 126. Faktori rizika za PFS u regresionoj analizi

bio statisticki

Faktori rizika Nestandardizovani Standardizovani 95%CI p
koeficijent (B) koeficijent ()

Muski pol -2,967 -0,072 -12,464-6,528 0,535
CD10+ -5,227 -0,109 -16,755-6,301 0,369
MUM1+ 3,349 0,078 -7,391-14,089 0,534
bcl6+ -2,465 -0,059 -13,247-8,317 0,649
bcl2+ -8,727 -0,195 -19,346-1,893 0,106
Poviseni LDH 2,127 0,052 -7,363-11,617 0,447
Smanjeni albumini -5,955 -0,138 -15,860-3,951 0,235
Poviseni beta2MG -1,844 -0,044 -13,072-9,385 0,743
Smanjeni hemoglobin 4,773 0,116 -4,682-14,228 0,318
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6. Diskusija

U nasoj studiji prezentovane su demografske, biohemijske, klinicke, prognosticke skor/indeks
i imunohistohemijske karakteristike 80 bolesnika sa dijagnozom de novo DLBCL, stadiranih i
leenih u stacionarnom delu Klinike za onkologiju u Knez Selu Klini¢kog centra u Nisu. Ukupni
period pracenja bolesnika bio je 5,8 godina, pocevsi od prvog uklju¢enog bolesnika, dok je
medijana pracenja iznosila 14,8 meseci. Osnovni cilj izvrSenog ispitivanja bio je utvrdivanje
samostalnog znacaja ekspresije imunohistohemijskih biomarkera (bcl2, bcl6, CD10 i MUM1,
Hansovog, Murisovog algoritma i supkategorijska analiza ekspresije biomarkera po Hansovom
algoritmu), kao i njihove povezanosti sa biohemijskim, klini¢kim i skorovima/indeksima
prognoze, u odnosu na terapijski odgovor, faktore rizika za smrtni ishod i analizu duzine trajanja
PFS vremena.
U analizi dobijenih demografskih podataka pokazalo se da je na uzorku od 80 ispitivanih
bolesnika, polna distribucija bila relativno ujednac¢ena. DLBCL se sa podjednakom ucestalo$¢u
javljao u oba pola, sa odnosom (44 : 36) u korist Zenskog pola. Nalaz ravnomerne polne
distribucije u korelaciji je sa brojnim publikovanim rezultatima studija (311, 312, 313).
Gratzinger i sar. pokazali su u svojoj studiji blagu predominaciju Zenskog pola u oboljevanju od
DLBCL (314), dok smo u nasoj zajednickoj studiji Srpske limfomske grupe (SLG) pronasli nesto
vecu ucestalost muskog pola (55,3%) (315). U pomenutim, ali ni u drugim publikovanim,
studijama nije postojala statisticki znacajna razlika u polnoj distribuciji obolelin od DLBCL.
Prose¢na starost ispitivane populacije iznosila je 58,15+15,83 godina (minimalno 18,
maksimalno 86 godina). DLBCL nesto ¢esc¢e se javljao kod starijih od 60 godina (n=43) u
odnosu na mlade od 60 godina (n=37), ali nije bilo statisti¢ki zna¢ajne razlike u analiziranoj
kohorti bolesnika. Porast incidence DLBCL sa staro$¢u davno je poznata nauc¢na ¢injenica (51),
medutim trendovi pomeranja ka mladoj uzrasnoj grupi postoje danas u gotovo svim onkoloskim
oboljenjima. U uvodu je receno da je porast trenda oboljevanja od DLBCL znacajno porastao u
svim uzrasnim grupama, sem kod vrlo mladih (53). Nasa kohorta od 80 bolesnika nedovoljna je
za valjanu epidemiolosku interpretaciju, za koju je potrebna veca serija bolesnika, odnosno vecéa
statisticka masa. S obzirom na aktuelno vaze¢cu WHO 2008 klasifikaciju, u nasu studiju bili su
uklju¢eni bolesnici sa nekoliko podtipova DLBCL. DLBCL, NOS imalo je 67 bolesnika,
odnosno 83,75%. Pored ovog entiteta, bilo je 7 bolesnika sa PMLBCL, odnosno 8,75%, kao
tipom limfoma ,drugih krupnih B ¢celija”. Nakon toga, bilo je 3 bolesnika sa DLBCL
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6. Diskusija

anaplasti¢ne celijske morfologije, odnosno 3,75%, 2 sa T cell/h rich podtipom DLBCL, odnosno
2,50% i 1 bolesnik sa grani¢nim DLBCL/HL, odnosno ,,grey zone” limfomom 1,25%. Najéesca
histoloSka forma u naSoj studiji bila je DLBCL, NOS, koja i predstavlja vode¢u morfolosku
formu DLBCL. Saopstavana incidenca ovog podtipa DLBCL kreée se oko 30% u zemljama
zapadne hemisfere, dok je u zemljama u razvoju veca (9). Srbija spada u grupu zemalja u razvoju
i shodno tome uklapa se u Semu visoke prevalence DLBCL, NOS tipa. Godinama unazad
saopstavana incidenca PMLBCL kretala se izmedu 2% i 4%, u odnosu na sve druge forme
DLBCL (9). Dunleavy i sar. u svojim najskorijim istrazivanjima saopstili su veéu incidencu ovog
entiteta, gde se ona kretala i do 10% (316). S tim u vezi, nalaz incidence od 8,75%, koja je
zabelezena U na$oj grupi bolesnika, korelira sa aktuelnim podacima. T cell/h rich DLBCL javljao
se relativno retko sa udelom < 10% sto se poklapa sa aktuelnom statistikom za ovaj podtip
DLBCL (9). U odnosu na polnu distribuciju podtipova DLBCL, entitet DLBCL, NOS imao je
gotovo potpuno izjednac¢ene incidence u odnosu na pol. Podentitet PMLBCL izdvajao se ¢es¢om
pojavom kod Zenskog pola (od 7 bolesnika, 2 su bila muskog, a 5 Zenskog pola), ali ova razlika
nije dostigla statisticku znacajnost zbog malog broja bolesnika. Ovakav nalaz polne raspodele
kod PMLBCL entiteta korelira sa do sada publikovanim demografskim podacima, gde se taj
odnos krece 2 : 1 u korist zenskog pola (108). Forme DLBCL, anaplasti¢ne ¢elijske morfologije 1
grani¢ni ,,grey zone“ DLBCL bili su zastupljeni samo kod muskog pola. Ovakav nalaz, s
obzirom na mali broj bolesnika moze se smatrati rezultatom slu¢ajnog izbora bolesnika. Podaci
iz literature pokazuju da se radi o retkim formama DLBCL, pri ¢emu se ,,grey zone” DLBCL
¢esce javljao kod muskog pola (9).

Distribucija biohemijskih parametara bila je relativno ujednacena kada su se posmatrale grupe sa
normalnim u odnosu na one sa povisenim vrednostima LDH, beta 2 mikroglobulina i u odnosu
na bolesnike sa sniZzenim vrednostima hemoglobina, dok se grupa bolesnika sa snizenim
vrednostima albumina najrede javljala. Nije zabelezena statisticki znacajno veca ucestalost
nekog od analiziranih biohemijskih parametara.

U analizi klinickih parametara nadeno je da je B simptomatologija bila zastupljena kod vise od
polovine ispitanih, odnosno 53,80% bolesnika. Ovakva ucestalost pojave B simptoma uklapa se
u neke saopstavane rezultate, gde su se B simptomi pojavljivali u 45-60% bolesnika sa DLBCL
(317). U nasoj studiji SLG, grupa analiziranih bolesnika imala je B simptome u 50% slucajeva sa

razli¢itim tipovima NHL (315). Pregledom literature ustanovljeno je da su se B simptomi javljali
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sa razli¢itom ucestaloS¢u u zavisnosti od serije bolesnika, ali moze se re¢i da se kretala oko 50%
i viSe. Na osnovu toga, moze Se rece da se dobijeni rezultati u nasoj kohorti bolesnika poklapaju
sa saopStavanim rezultatima drugih autora. Infiltracija kostane srzi ¢elijama DLBCL nasla se kod
14 bolesnika, odnosno 17,50%. Konkordantna infiltracija kostane srzi relativno je retka, ali se
prema nekim novijim podacima ona moze nac¢i kod 10-25% bolesnika sa DLBCL (195).
Rezultati distribucije infiltracije koStane srzi nadene u nasoj kohorti bolesnika u skladu su sa
saopStavanim podacima u literaturi. ,,Bulky* bolest imalo je ta¢no polovina ispitivane grupe
bolesnika, odnosno 50%. Ovakav dobijeni rezultat predstavlja relativno visoku frekvencu
ovakvog nalaza u odnosu na saops$tavane podatke iz literature. Problem definisanja ,,Bulky*
bolesti i danas ostaje donekle otvoren. U zavisnosti od klinickih studija, za ,,cut off* vrednost
uzimala se limfomska masa, ili konglomerat limfnih nodusa u intervalu od >5 cm do > 10 cm. U
nekim, relativno novijim, klini¢kim studijama moze se nai¢i na podatke da je za proglasenje
,,Bulky“ volumena kao ,,cut off vrednost uziman dijametar tumorske mase > 10 cm (318, 53).
Pomenuti dijametar pominje se nakon uvodenja rituksimaba u terapiju DLBCL, jer se naslo da
on predstavlja prikladnu marginu za delineaciju bolesnika sa ,,Bulky* boles¢u (318). U nasoj
studiji, kao ,,cut off“ vrednost za ,,.Bulky” bolest uziman je dijametar tumorske mase > 7 cm.
Razlog visoke ucestalosti pojave ,,Bulky” bolesti u nasoj grupi bolesnika moze biti trivijalan. U
Sta mogu spadati: dugo prose¢no ¢ekanje na postavljanje dijagnoze NHL/DLBCL, kao i relativno
zakasnela dijagnoza DLBCL. Ekstranodalni oblici DLBCL bili su zastupljeni u ta¢no polovine,
odnosno 50% nasih slu¢ajeva, $to je nesto vise u odnosu na publikovane serije, gde taj procenat
ide do 40% (9). Razlog tome moze lezati u odabiru grupa bolesnika, jer se mnogi bolesnici sa
ekstranodalnim limfomima preusmeravaju ¢e$¢e u onkoloske centre (kakav je nas), dok oni sa
klasi¢nom nodalnom ili leukemijskom prezentacijom primarno odlaze u ustanove hematologije.
U odnosu na Ann Arbor klini¢ki stadijum, bilo je najmanje bolesnika sa niskim Ann Arbor
klini¢kim stadijumom | (10%), dok je najvise bilo bolesnika sa visokim Ann Arbor klini¢kim
stadijumom 1V (56,25%). Ovakva distribucija bolesnika pokazuje da je kod veéine bolesnika
bolest bila uznapredovala, sto mozZe ukazivati da je kod analizirane grupe bolesnika bolest kasno
dijagnostikovana. Razlog ovakvom nalazu treba traziti u kasnom javljanju bolesnika lekaru i
kasnom prepoznavanju od strane ustanova, pre svega primarne zdravstvene zastite, mada treba
istaci 1 svakodnevne podatke o dugom periodu ¢ekanja na postavljanje patohistoloske dijagnoze

limfoma.
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Distribucija bolesnika prema skorovima/indeksima prognoze bila je sledeca: mladi bolesnici
imali su relativno ujednacenu distribuciju aalPI skorova od 0 do 2, najmanje je bilo sa visokim
aalPl, ali nije bilo statisticki znacajne razlike u odnosu na distribuciju medu vrednostima skorova
i u odnosu na polnu distribuciju aalPI skora. U grupi starijih bolesnika, kojima je kalkulisan IPI
skor, nije bilo bolesnika sa skorom 0, s obzirom da se starost bolesnika (> 60 godina), uzima kao
kriterijum bodovanja. Bilo je nesto vise bolesnika sa visim skorom (> 2), koji spadaju u
terapijski 1 prognosticki najproblemati¢niju grupu. Nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu
grupa bolesnika uporedivanih na osnovu IPl skorova (41,86% bolesnika IPI 1 vs 58,14%
bolesnika IPI > 2), niti u distribuciji u odnosu na pol. R-1PI skor bio je relativnho ravhomerno
distribuiran: najmanje bolesnika bilo je sa vrlo dobrim skorom, a najvise sa dobrim skorom. Nije
postojala statistiCki znacajna razlika u odnosu na razli¢ite R-IP1 grupe skorova, niti u odnosu na
polnu distribuciju R-1PI skorova. U grupi NCCN-IPI skora, koji su definisali Zhou i sar. 2014. g.
(218), bilo je najvise bolesnika sa niskim intermedijernim NCCN-IPI skorom (2 i 3), ukupno
52,50%, dok su nizak i visok nepovoljan skor bili slabije zastupljeni. Ovakva distribucija
bolesnika poklapa se sa originalnom kolekcijom bolesnika prezentovanoj u studiji Zhoua i sar.
(218). Nije postojala statisticki znacajna razlika u odnosu na polnu distribuciju unutar grupa
NCCN-IPI skora.

U odnosu na pojedina¢nu ekspresiju biomarkera u nasoj kohorti bolesnika, nadeno je da je CD10
ekspresiju imalo 23%, ekspresiju bcl6 imalo je 36,90%, a ekspresiju MUML1 biomarkera imalo je
59,40% bolesnika. Ekspresija navedenih biomarkera grani¢no Kkorelira sa podacima koje
prezentuje zvanicna WHO 2008 klasifikacija, osim za bcl6 biomarker. Aktuelno publikovani
opseg ekspresije za CD10 biomarker krece se 30-60%, za MUML1 biomarker 35-65% i za bcl6
biomarker 60-90% (9). 1z navedenih podataka, nase serije bolesnika, uocava se da je postojala
dominantna ekspresija MUMI1 biomarkera, §to sugeriSe dominaciju non-GCB fenotipa.
Distribucija biomarkera CD10, MUML1 i bcl6 nije se statisticki znacajno razlikovala u odnosu na
pol. Ekspresija bcl2 bila je prisutna u 67,60% bolesnika, sa statisticki znacajno ¢eS¢om pojavom
u zenskom polu (p=0,039). Zvani¢tna WHO 2008 klasifikacija nema podataka o0 ucestalosti bcl2
ekspresije (9). U revijskom prikazu Lossosa i sar. o prognostickim parametrima kod DLBCL,
pokazano je da se ekspresija bcl2 biomarkera krec¢e 47-58% (319). Sehn je pokazao priblizno
istu ekspresiju, u intervalu 40-60% (320). Obe publikovane serije ukazuju na to da je ekspresija

bcl2 biomarkera bila nesto manja u odnosu na nasu grupu bolesnika. U radovima u kojima su

174



6. Diskusija

razmatrani krupnocelijski B limfomi tipa DHL i jos aktuelnije, atipicni DHL, saopStavana je
visoka ekspresija bcl2, ¢ak u preko 90% slucajeva (321). Ovakav podatak moze da pobudi
sumnju da je naSa kohorta bolesnika mozda imala i slu¢ajeve DHL. Pojava statisticki znacajno
¢esce ekspresije bel2 proteina u Zenskom polu nije opisivana u svetskoj literaturi i njen znacaj se
ne zna. Moguée da je takav rezultat sasvim slucajan i da je posledica sastava ukljucenih
bolesnika. Pregledom publikovane literature moglo se naci jedino da je bcl2 biomarker ¢esce
eksprimiran kod starijih osoba, odnosno da nivo ekspresije bcl2 biomarkera raste sa starosc¢u, pri
¢emu je “cut off* vrednost zabelezena oko 40. godine zivota. Ovakav trend postoji i u GCB i
non-GCB imunohistohemijskim podtipovima, mada neSto vise u non-GCB podtipu (322).
Postoje studije koje su pokazale da imunohistohemijska ekspresija bcl2 proteina, merena
semikvantitativnom metodologijom na membranama c¢elija DLBCL (kakva je radena u naSoj
studiji), u velikoj meri koreliraju sa (eng. microarray) studijama kvantitativnhog RT-PCR (eng.
real time-polymerase chain reaction), koje identifikuju mRNA (eng. messenger-Ribonucleic
acid), za buduci bcl2 protein u citoplazmi celije (323). Ovo ukazuje na to da su metode
imunohistohemije veoma pouzdane i dovoljno senzitivne za detekciju nivoa ekspresije ovog
proteina.

U ispitivanoj populaciji bolesnika u odnosu na Hansov algoritam, koga su definisali Hans i sar.
2004. godine (63), bilo je 19 bolesnika, odnosno 29,68% sa GCB podtipom i 45 bolesnika,
odnosno 70,32% sa non-GCB podtipom. U prikazanoj grupi ispitanika statisticki znacajno bio je
veci broj non-GCB podtipova, dok na nivou polne distribucije nije utvrdena statisti¢ki znacajna
razlika. U odnosu na statistike vezane za imunohistohemijsku ekspresiju surogat markera profila
genske ekspresije (GCB i non-GCB podtipova), u nasoj studiji bilo je znacajno vise non-GCB
podtipova, prakti¢no 2/3 slucajeva. U vezi sa ovim nalazom postoji prava kolizija podataka
prezentovanih od strane razli¢itih autora. U studiji Shizoawe i sar. u 248 evaluiranih japanskih
bolesnika, nadeno je da je 29% bilo GCB, a 71% non-GCB podtipova (324), §to je gotovo
identi¢no nalazu u odnosu na nasu kohortu bolesnika. Yamaguchi i sar. pokazali su na 81 mladih
bolesnika takode diminaciju non-GCB fenotipa sa udelom od 59%, dok je GCB podtipova bilo
41% (325). Alacacioglu i sar. su u Turskoj analizirali 50 bolesnika i pronasli da je 30% bilo
GCB, a 70% non-GCB podtipova (326), sto je identi¢no nalazu sa nasom grupom bolesnika. U
analizi Limfomske studijske grupe iz Nebraske, od strane Fua i sar. na grupi od 131 bolesnika

pokazali su blagu predominaciju GCB grupe sa 52%, dok je non-GCB bilo 48% bolesnika (327).
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Saad i sar. retrospektivno su analizirali parafinske blokove 30 slucaja DLBCL i pokazali
znacajniju predominaciju GCB podtipa sa 57%, dok je 43% bilo non-GCB (328). Castillo i sar.
analizirali su 730 uzoraka i pokazali da je GCB podtipova bilo 48,8%, a non-GCB podtipova
51,8% (329). U disertaciji Popovi¢a iz Novog Sada pronadena je identi¢na distribucija bolesnika
u odnosu na Hansov algoritam (330), kao u nasoj studiji. Na osnovu iznetih podataka izgleda da
postoje regionalne razlike u distribuciji imunofenotipova, odnosno GCB/non-GCB podtipova po
Hansovom algoritmu. U vezi sa ovim problemom valjano je pomenuti i moguc¢nost subjektivnog
uticaja patologa u toku imunohistohemijske ekspertize, jer se radi o semikvantitativnoj metodi
analize. S druge strane, treba pomenuti da neke studije nisu koristile isti ,,cut off za proglaSenje
pozitivnosti biomarkera, ¢ime izazivaju koliziju u saopsStavanim nalazima i nemogucnost
adekvatnog poredenja. Poznata ¢injenica je da se imunohistohemijska ekspresija ne poklapa u
potpunosti sa pravim profilom genske ekspresije. Podsecanja radi, nadeno je da se stepen
konkordantnosti u Hansovoj algoritamskoj grupi kre¢e oko 80% (73% za GCB i 87% za non-
GCB podtip) (63). U studiji o molekularnoj analizi ,,The Lymphoma/Leukemia Molecular
Profiling Project” detektovano je priblizno 60% GCB i 40% non-GCB podtipova, upotrebom
analize genskog ekspresionog profila (327, 331). Podaci saopstavanih analiza profila genske
ekspresije poticu sa prostora zapadne Evrope, s toga je otvoreno pitanje da li je situacija ista u
svim regijama sveta. Ne postoje podaci iz literature o analizi genskog ekspresionog profila kod
DLBCL na serijama bolesnika iz Srbije i okolnih geografskih regiona.

Murisov algoritam (skor) ukljucuje u sebe bcl2 biomarker kombinovan sa Hansovim algoritmom
(72). U analizi naSih bolesnika videlo se da je zastupljenost Muris skorova u odnosu na tip (1 i 2)
bio potpuno ujednacen, a u odnosu na pol takode nije se naSla statisticki znacajna razlika.
Ovakav dobijeni rezultat korelira sa publikovanim rezultatima originalne studije Murisa i sar.
koji su definisali ovaj skor (72).

U supkategorijskoj analizi ekspresije biomarkera u odnosu na Hansov algoritam videlo sa da je
najvise bolesnika bilo sa imunoprofilom klasi¢nog non-GCB podtipa: CD10-, MUM1+, bcl6-
ukupno 50%, Sto je bilo statisticki znacajnije u odnosu na druge supkategorije biomarkera.
Ovakav nalaz poklapa se sa ve¢ navedenim podacima o dominaciji non-GCB podtipa DLBCL u
naSoj grupi bolesnika. Ostale supkategorije imunoprofila bile su relativno ujednacene
zastupljenosti, odnosno bez statistiCke znacajnosti razlika. Koekspresija opozitnih biomarkera

(koji su medusobno iskljucivi), MUM1+/bcl6+ bila je prisutna u 19,60% slucajeva. U jednoj
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studiji zabelezena je koekspresija i do 50% (332), ali uglavnom je bila niska prebojenost jedara
¢elija. Najmanje bolesnika bilo je bez ekspresije ispitivanih biomarkera CD10-, MUM1-, bcl6-,
ukupno 8.93%, koji se svrstavaju u non-GCB podtip DLBCL (333). U nasoj kohorti nije bilo
bolesnika sa statisticki najredom grupom: CD10+, MUM1+ i bcl6+, koja spada u GCB podtip.

U analizi odgovora na indukcionu terapiju ukupni terapijski odgovor (ORR) dobijen je kod 53
bolesnika, odnosno 66,25%. Imunohemioterapija (rituksimab+hemioterapija) bila je primenjena
kod 77 od 80 bolesnika, odnosno 96,25%. Ostala 3 bolesnika, odnosno 3,75% primila su samo
hemioterapiju. Rezultati MInT studije koja je analizirala bolesnike mlade od 60 godina dobrog
ECOG PS 0-1, klini¢kih stadijuma II-1V, i | ,,Bulky*, pokazali su impozantnu efikasnost le¢enja
sa postizanjem CR > 80% bolesnika (260). Rezultati GELA LNH-98.5 studije Il faze koja je
analizirala bolesnike starije od 60 godina, takode su pokazali odlicnu efikasnost u R—-CHOP
grupi od > 70% postignutih CR (334). U studiji Cunninghama i sar. ORR se kretao do 88% u R—
CHOP 21 grupi, dok je u R—-CHOP 14 grupi bio i veci, §to u ovom razmatranju nije od znacaja.
Studija je imala 1080 bolesnika (540 u svakoj grani); bilo je 237 smrtnih ishoda i 318 relapsa i
progresija bolesti pod terapijom (335). U pomenutim studijama ORR kretao se > 80%, $to je
znacajno viSe u odnosu na dobijene rezultate na naSoj seriji bolesnika. Rezultate nase studije
mozemo Objasniti pre svega neselektovanim i nehomogenim grupama bolesnika, po vise osnova,
koje su ispitivane. U naSu analizu bili su ukljuceni bolesnici starosti od 18 do 86 godina,
razli¢itih skorova/indeksa prognoze, razli¢itih klini¢kih karakteristika i umereno razli¢itih
hemioterapijskih Sema, mada je CHOP bio dominantan. U delu poglavlja 4, gde se razmatrao
tretman bolesnika, navedeno je da je bilo 66 bolesnika koji su primali R—-CHOP 21 protokol, 8
bolesnika suboptimalni R—-CVP 21 protokol, bez primene antraciklina (glavni razlog njihovog
izostavljanja bila je niska ejekciona frakcija leve komore < 50% na prezentaciji), 3 bolesnika
primala su dozno prilagoden (eng. dose-adjusted) DA-EPOCH-R (3 bolesnika sa PMLBCL) i 1
bolesnik HD Mtx/ HD citarabin (sa primarnim DLBCL CNS-a), 2 bolesnika primala su samo
CHOP. Neki od bolesnika su tokom perioda le¢enja razvili klinicki evidentnu kardiotoksi¢nost
(koja je bila ehokardiografski verifikovana), te su bili diskontinuirani sa antraciklina i nastavili
dalje lecenje primenom R—CVP protokola. Prema aktuelnom ESMO vodicu iz 2012. godine (49),
ovakvim bolesnicima moze se dodati etopozid umesto antraciklina, radi podizanja efikasnosti
tretmana, ali mi to nismo praktikovali kao terapijsku opciju. Jedan od hipotetickih uzroka nize

dobijenog ORR mozda treba traZiti u visokoj ekspresiji bcl2 proteina, koji je zabelezen kod
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67,60% bolesnika, $to je bilo vise u odnosu na publikovane serije bolesnika iz literature. Ovakav
podatak moze da pobudi sumnju da je u nasoj kohorti bilo bolesnika sa DHL, $to nije moglo biti
dokazano, jer se gensko profiliranje DLBCL rutinski ne primenjuje u Srbiji, a ni u svetu. Ovakva
sumnja moze Se opravdati ¢injenicom da su dominirali bolesnici koji su dozivljavali progresiju
bolesti pod terapijom, odnosno imali su rezistentnu bolest. Ovo je tipi¢no za entitete DHL, koji
se trenutno nalaze u zizi svetskih ispitivanja u domenu genetske supklasifikacije DLBCL. Danas
je sasvim jasno da R—CHOP nije terapija izbora za ove entitete, jer je bez znacajnijeg efekta
(279, 280). Od 53 bolesnika koji su imali odgovor na terapiju bilo je njih 49, odnosno 61,25% sa
postignutom CR i 3 bolesnika, odnosno 3,75% sa PR, pri ¢emu su u momentu preseka stanja 2
bolesnika u grupi sa PR jo$ uvek primala sistemsku indukcionu terapiju. Ovi bolesnici svrstani
su u grupu respondera koji su, do momenta preseka stanja, dostigli PR. Progresija bolesti bila je
prisutna kod 28 bolesnika, odnosno 35%. Dominantan broj bolesnika progredirao je u toku
primene same terapije, odnosno imali su kratak period odgovora na terapiju, a onda su doziveli
progresiju. U naSoj kohorti bolesnika samo jedna bolesnica imala je postignutu CR kratkog
trajanja (rani relaps) verifikovanu pomoc¢u PET/CT, dok bolesnika sa kasnim relapsom nije bilo.
Kao jedan od mogucih razloga tome treba traziti u dugom periodu inkluzije bolesnika u nasu
studiju (od aprila 2009. do oktobra 2014. godine), kao i u heterogenom i relativno kratkom
periodu pracenja bolesnika. Jednostavno nije se desilo da ispitivana grupa bolesnika ima one sa
kasnim relapsom, ve¢ samo one sa refraktarnom boles¢u ili ranim relapsom, Sto opet vise
nalikuje primarno refraktarnoj bolesti. Thieblemontova i sar. ukazuju na to da bez obzira na
poboljsanu efikasnost terapije u eri R-CHOP indukcione imunohemioterapije, 40% bolesnika
dozivljava lo§ odgovor na terapiju, odnosno rezistenciju ili relapsira (336). Slicne podatke
saopStava i jedan od vodec¢ih svetskih autoriteta iz oblasti limfoproliferativnih bolesti, Prof.
Armitage sa Departmana za hematologiju i onkologiju, Univerziteta iz Nebraske, Sjedinjene
Americ¢ke Drzave, u jednoj od svojih publikacija o samostalnom pristupu tretmanu bolesnicima
sa DLBCL (337). U odnosu na pol i starost bolesnika nije utvrdena statisti¢ki zna¢ajna razlika u
odgovoru na primenjenu terapiju. Posmatrano u odnosu na tip DLBCL takode je utvrdeno da
nema statisticki znacajne razlike u odgovoru na terapiju. Bez obzira §to tip DLBCL nije zna¢ajno
uticao na terapijski odgovor, primec¢eno je bilo da su svi bolesnici (njih 3) sa anaplasti¢cnom
¢elijskom morfologijom DLBCL, odnosno 100%, progredirala i umrla od uzroka vezanih za

samu progresiju bolesti. Ovi bolesnici bili su rezistentni na leCenje, Sto implicira da ova
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histoloska forma DLBCL nosi sa sobom loSu prognozu. Serija slu¢aja od 3 bolesnika prikazanih
u nasoj studiji nedovoljna je da bi dobijeni rezultat mogao da se generalizuje. Ovakav nalaz
zahteva potvrdu na veéoj kohorti bolesnika.

Uradena je analiza odgovora na terapiju u odnosu na svaki imunohistohemijski biomarker
pojedina¢no. Dobijeni rezultati pokazali su da se nijedan od ispitivanih biomarkera samostalno
(bcl2, bclé, MUML1 i CD10) nije izdvojio kao nezavisni prediktor terapijskog odgovora. Ovakav
nalaz samo donekle moze se tumaditi ¢injenicom da Se ocitavanje ekspresije biomarkera vrsi
semikvantitativnim imunohistohemijskom metodologijom, koja je bar jednim delom zavisna od
subjektivne procene patologa. Drugi aspekt problema je Sto su brojne publikovane studije, koje
su ukazivale na ¢injenicu da imunohistohemijski biomarkeri mogu imati uticaja na ishod
tretmana, koristile razli¢ite ,,cut off* vrednosti za tumacenje ekspresije imunohistohemijskih
biomarkera. 1z ovih razloga saopstavani su vrlo razli¢iti i neretko kontradiktorni rezultati, ali pre
svega 0 prognostickom znaCaju ekspresije biomarkera. Tehnika semikvantitativne
imunohistohemije za supklasifikaciju DLBCL izvodljiva je i reproducibilna, ali pokazuje
varijabilnu stopu konkordance za razli¢ite analizirane biomarkere (338). U navedenoj studiji de
Jonga i sar. zabelezena je visoka konkordanca za CD20 1 CD10 biomarker, dok je za bcl6 1 Ki 67
proliferativni indeks postojala vrlo niska saglasnost medu razli¢itim patolozima koji su vrsili
ekspertizu istih imunohistohemijskih preparata.

Gotovo da nema publikovanih studija koje su ispitivale direktan uticaj CD10 biomarkera u
odnosu na odgovor na primenjenu terapiju. Uglavnom je evaluiran njegov prognosti¢ki znacaj,
odnosno njegov uticaj na dugoro¢ne efekte u prezivljavanju bolesnika. U tom smislu dobijani su
kontradiktorni rezultati. Studije Colomoa i sar. kao i studije Fabianija i sar. pokazale su da CD10
biomarker gotovo da nema nikakav uticaj na prezivljavanje bolesnika sa DLBCL (339, 340).
Studija Uherove i sar. pokazala je negativan znac¢aj ekspresije CD10 biomarkera na ishod lecenja
DLBCL (341). Pomenuta studija odnosi se na period pre ere primene rituksimaba u terapiju
DLBCL. Studije koje su sugerisale pozitivni prognosticki znacaj CD10 ekspresije su, pre svega,
studije Hansa i sar., ali i drugih autora (63, 342, 343). Ove studije prikazale su rezultate kod
bolesnika koji su bili tretirani rituksimabom sa hemioterapijom. Rezultati dobijeni u nasoj seriji
bolesnika pokazali su da u analizi imunohistohemijske ekspresije CD10 biomarkera (CD10+ vs
CD10-), kao samostalne varijable, nema statisticki znacajne razlike u odgovoru na primenjenu

terapiju.
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MUML1 biomarker ispitivan je kao prognosticki faktor u brojnim studijama sa vrlo
kontradiktornim zaklju¢cima. Nema studija koje su ispitivale njegov direktan uticaj u odnosu na
odgovor na terapiju. Tradicionalno smatra se da je MUMI ekspresija povezana sa loSim
prognosti¢kim potencijalom u smislu kraceg OS (63, 344), dok druge studije nisu pronasle
nikakav prognosticki znacaj (227, 345, 346). Rezultati dobijeni u naSoj seriji bolesnika pokazali
su da u analizi imunohistohemijske ekspresije MUM1 biomarkera (MUM1+ vs MUML1-), kao
samostalne varijable, nema statisticki znacajne razlike u odgovoru na primenjenu terapiju.
Ekspresija bclé biomarkera tradicionalno se smatra povoljnim prognosti¢kim nalazom, §to je
saopStavano u studijama i pre i nakon primene rituksimaba (227). Nema podataka iz literature
koji su analizirali direktan uticaj bcl6 bimarkera u odnosu na odgovor na primenjenu terapiju.
Rezultati dobijeni u nasoj seriji bolesnika pokazali su da se u analizi imunohistohemijske
ekspresije bcl6é biomarkera, kao samostalne varijable, uocio trend ka boljem odgovoru na
primenjenu terapiju u grupi bcl6+ bolesnika (p=0,08), ali bez dostizanja statisticki znacajne
razlike u poredenju sa bcl6- grupom bolesnika.

Ekspresija bcl2 biomarkera, jednog od najispitivanijin biomarkera u DLBCL, pokazala je
najvecu kontradiktornost nalaza. Najveci broj studija, iz perioda pre primene rituksimaba, isticale
su negativni prognosticki uticaj bcl2 overekspresije. Nakon involviranja rituksimaba u terapiju
DLBCL, prognosticki znacaj bcl2 overekspresije saopStavan je dosta raznoliko, od njegovog
negativnog uticaja, do toga da je rituksimab uspeo da prevazide negativni uticaj bcl2
overekspresije na ishod tretmana DLBCL. Rezultati dobijeni u nasoj seriji bolesnika pokazali su
da u analizi imunohistohemijske ekspresije bcl2 biomarkera, kao samostalne varijable, iako je
bilo viSe bcl2- bolesnika koji su odgovorili na terapiju, nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u
odgovoru na terapiju u odnosu na bcl2+ grupu.

U analizi biomarkera grupisanih po Hansovom algoritmu nije se nasla statisticki zna¢ajna razlika
u odgovoru na primenjenu terapiju. Ima radova koji su pokazali da je rituksimab uspeo da
prevazide negativni uticaj non-GCB podtipa na terapijski odgovor koji je postojao u eri pre
primene rituksimaba (347), medutim to se dominantno odnosi na dugoro¢ni, prognosticki uticaj
non-GCB podtipa.

U analizi uticaja Murisovog algoritma (skora), nije se nasSla statisticka znacajna razlika izmedu
Muris skora tipa 1 i tipa 2 u odgovoru na indukcionu terapiju. Odgovor na terapiju bio je skoro

ekvivalentan u oba tipa po Murisovom skoru.
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U analizi uticaja supkategorija biomarkera po Hansovom algoritmu nije se nasla statisticki
znacajna razlika medu uporedivanim grupama u odgovoru na indukcionu terapiju. Ovde treba
naglasiti da se dogodila velika disperzija bolesnika unutar analiziranih grupa, te da se dobio jako
mali uzorak razlic¢itih supkategorija biomarkera, koji nije bio validan za statisti¢ku interpretaciju.
Za ovakav tip analize potrebna je znacajno veca serija bolesnika.

Na kraju razmatranja ovog pocetnog segmenta nase studije vazno je ista¢i da imunohistohemijski
biomarkeri i iz njih izvedeni algoritmi predstavljaju surogat markere, ¢ija je konkordanca sa
pravim profilom genske ekspresije dostigla maksimalno 93%, prema aktuelnim saop$tenjima.
Publikacija Garciae i sar. upravo opominje da se imunohistohemijski algoritmi trebaju koristiti sa
velikom opreznos$cu, jer Cesto ne odrazavaju pravo stanje genskog ekspresionog profila (348).
Najnovije publikacije, takode potvrduju da i u eri rituksimaba (R-CHOP terapije),
imunohistohemijski algoritmi Hans, Muris, ali i novijeg datuma Choi, Tally i Visco—Young,
mogu da izdvoje one bolesnike sa evidentno lo$im prognostickim profilom, ali da ne mogu da
predvide biolosko ponaSanje i ishod tretmana DLBCL (349). U ovom smislu takode govore
rezultati skoro saopstene metaanalize Reada i sar. u kojoj su obradene 24 studije koje su se
bavile ispitivanjem znacaja Hans, Muris i Choi imunohistohemijskih algoritama. Rezultati ove
metaanalize pokazali su nedostatak dokaza koji podrzavaju upotrebu pomenutih algoritama u
stratifikaciji bolesnika u posebne prognosticke grupe, navodeci da profil genske ekspresije ostaje
preferirana metoda koja nudi takve moguénosti (350). Na osnovu iznetih pregleda literature, od
kojih je jedna metaanaliza, koja kao statisticka metoda nudi najjaci nivo dokaza, pocetni rezultati
naSe studije u korelaciji su sa pomenutim. Bez obzira na napred navedeno i dalje se sprovode
studije koje stavljaju akcent na odredivanje imunohistohemijskog profila ekspresije, pri ¢emu se
broj ispitivanih biomarkera sve viSe povecava, a algoritmi usloznjavaju ¢ime se konkordanca sa
pravim profilom genske ekspresije lagano priblizava maksimumu, odnosno potpunom
podudaranju. Jedan od razloga za insistiranje na imunohistohemiji je to sto odredivanje profila
genske ekspresije jos uvek predstavlja veoma skup model, koji delom nije standardizovan za
rutinsku upotrebu. S druge strane, imunohistohemija je dozivela maksimalnu rutinu, a pritom je
dosta jeftinija i siroko dostupna. Jedino donekle ostaje problem semikvantitativhe metodologije
odredivanja nivoa ekspresije biomarkera.

U daljem toku ispitivanja analizirani su opsti podaci biohemijskih i klini¢kih parametara radi

evaluacije njihovog uticaja na terapijski odgovor u nasoj kohorti bolesnika.
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Kao biohemijske varijable analizirani su: nivo LDH, nivo albumina, nivo beta 2 mikroglobulina i
nivo hemoglobina. U ovom nivou ispitivanja dobijeni su rezultati koji su ukazali da su se
povisene vrednosti LDH statisticki znacajno ceSce javljale kod bolesnika koji su imali
progresivnu bolest, odnosno kod bolesnika koji su postizali CR vrednosti LDH bile su statisticki
znacajno nize (p=0,001). Slican nalaz dobijen je kod smanjenih vrednosti albumina, koji su se sa
manjom statistickom znac¢ajno$¢u u odnosu na LDH najrede javljali kod bolesnika koji su
postizali CR (p=0,041). PoviSene vrednosti LDH su, bez sumnje, udruzene sa velikom
tumorskom masom i uznapredovalom bolescu. Patofizioloski gledano visoke vrednosti LDH su
posledica visoke celularne dinamike u malignom limfoidnom tkivu, ¢iju osnovu ¢ini povecana
proliferacija blasta DLBCL prac¢ena nekrozom limfomskog tkiva i povec¢anim izlivanjem enzima.
Vecina studija ranijih datuma, iz ere pre primene rituksimaba, isticu pre svega, negativan
prognosti¢ki znacaj poviSenih vrednosti LDH (351). Zbog svog dokazanog negativnog
prognostickog znacaja, nivo LDH je sastavni deo kalkulacije svih skorova/indeksa prognoze
(aalPl, IPI, R-IPI, NCCN-IPI). U nasoj studiji se istice negativan prediktivan potencijal
povisenih vrednosti LDH, odnosno njegov uticaj na ometanje efikasnosti primenjene indukcione
imunohemioterapije (era nakon primene rituksimaba) i smanjenje moguénosti postizanja remisije
bolesti. Ovakav aspekt veoma je retko razmatran u publikovanim studijama. Pregledom literature
pronadena je studija Parka i sar. iz 2014.godine, koja po prvi put isti¢e da kod bolesnika sa
visokim vrednostima LDH postoji statisticki znac¢ajna veza sa nizom stopom postizanja CR u
odnosu na one sa referentnim vrednostima ovog biohemijskog parametra (73,1% vs 95,2%).
Efekti ovakvog uticaja na obaranje efikasnosti imunohemioterapije bili su najizraZeniji kod
bolesnika koji su imali povisen LDH u visokom IPI skoru (> 2). U pomenutoj studiji pokazano je
da je povisen LDH bio najsire distribuiran parametar lose prognoze u IPI skoru i da su vrednosti
LDH > 2000 IU/L signifikantno korelisale sa kra¢im OS. Zaklju¢ak ove studije jeste da su
povisene vrednosti LDH najrelevantniji parametar iz IPl skora, sa najjaéim uticajem na
prognozu, ali da nalazi zahtevaju dalju validaciju u ve¢im kohortama bolesnika (352). Rezulati
dobijeni u naSoj studiji u potpunosti koreliraju sa navedenim nalazom Parka i sar. ¢ime naSa
studija predstavlja drugu studiju ovakve vrste koja potvrduje nalaze navedene grupe autora.
Treba pomenuti nalaz studije Tomite i sar. koji su nasli da je elevacija LDH za > 2 puta od
normale, povezana sa povec¢anim rizikom od CNS infiltracije (353). Nalaz koji je u toku analize

bolesnika uzgredno bio uocen je da je kod nekolicine bolesnika zapazen paradoksalan rezultat.
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Navedeni bolesnici imali su normalan nivo LDH, a uznapredovalu bolest koja je bila refraktarna
na terapiju. Podaci o ovakvim slu¢ajevima nisu publikovani do sada u svetskoj literaturi, i ostaje
otvoreno pitanje znacaja ovakvog nalaza. Mozda je ovakav nalaz u domenu serije prikaza
slu¢ajeva, medutim u svakodnevnoj klinickoj praksi primeéeno je da se ovakvi ,paradoksi”
normalnih vrednosti LDH u uznapredovaloj bolesti povremeno sre¢u i da bi zahtevali ozbiljniju
analizu na ve¢im serijama bolesnika.

Snizen nivo albumina korelirao je sa losijim terapijskim odgovorom. Ovakav nalaz vezan za nivo
albumina u korelaciji je sa postoje¢im podacima iz literature (354). Neke od poslednjih
publikovanih studija pokazuju da snizen nivo albumina ostaje 10§ i prognosti¢ki parametar U eri
nakon uvodenja rituksimaba u terapiju DLBCL. Marcheselli 1 sar. ovaj fenomen objasnjavaju
postojanjem povecanog inflamatornog odgovora organizma, povecanim oslobadanjem citokina
iz tumora, kao i loSijim nutritivnim statusom bolesnika, mada generalno fenomen ostaje
nerazja$njen (355). U analizi Dalia i sar. pronadeno je da nivo albumina ispod 37 g/dl
predstavljaju ,,cut off* vrednost za lo$ terapijski ishod i kra¢i OS na primenjenu terapiju (era R—
CHOP indukcione imunohemioterapije) (356). Pitanje zaSto snizen nivo albumina smanjuje
efikasnost primenjene imunohemioterapije, ostaje velikim delom nerazjas$njeno. Jedna od
hipoteza je da je smanjen nivo albumina povezan sa smanjenim kapacitetom vezivanja
primenjenih lekova za albumine, ¢ime bi se ubrzavao njihov klirens iz organizma, §to bi vodilo
njihovom kra¢em zadrzavanju i smanjenju perioda ekspozicije tumora dejstvu primenjenih
lekova. Nizak nivo albumina, kao $to je ve¢ navedeno, povezan je sa smanjenim nutritivnim
statusom organizma $to moze voditi ka loSijem podnoSenju primenjene terapije i njenoj vecoj
toksi¢nosti. Ove poslednje navedene spekulacije predstavljaju radne hipoteze koje zahtevaju
prospektivnu studijsku evaluaciju.

Pronadeno je da smanjene vrednosti hemoglobina i povisene vrednosti beta 2 mikroglobulina
nisu statisticki znacajno korelirale sa odgovorom na terapiju. Nivo beta 2 mikroglobulina
znacajniji je kao marker relapsa i kraceg PFS i OS (50). Nema publikovanih rezultata o
prediktivnom uticaj na efekat primenjene terapije.

U analizi odgovora na indukcionu terapiju ispitivane su sledece klinicke varijable: prisustvo B
simptoma, prisustvo ,,Bulky” bolesti, prisustvo infiltracije kostane srzi, nodalna vs ekstranodalna
prezentacija DLBCL, ECOG PS i Ann Arbor klini¢ki stadijum.
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Naslo se da su se B simptomi sa velikom statistickom zna¢ajnosc¢u javljali kod bolesnika koji su
progredirali, odnosno nisu imali dobar tok bolesti (36,7% kod bolesnika sa CR, 100% kod
bolesnika sa PR i 78,60% kod bolesnika sa PD, p<0,001, respektivno). Do sada publikovani
rezultati uglavnom su se odnosili na znacaj prisustva B simptoma kao loSeg prognostickog
parametra, manje je poznato da mogu imati uticaja na modulaciju terapijskog odgovora.
Prisustvo B simptoma pre svega je rezultat paraneoplasticnog sindroma specifi¢no prisutnog u
limfoproliferativnim neoplazmama (HL i NHL). Oni su posledica povecane produkcije i
sekrecije citokina i medijatora inflamacije koji vode pojavi hroni¢nog inflamatornog odgovora
organizma. U literaturi najée$¢e Se pominje znacaj interleukina 6 (IL-6), koji je multipotentni
citokin, autokrino sekretovan od strane malignih ¢elija NHL i ¢ije su poviSene koncentracije u
plazmi obolelih povezane sa prisustvom B simptoma (357). Visok nivo citokina i drugih
produkata tumora remete brojne metabolicke puteve na vise nivoa, dovodeci do tipi¢nih
inflamatornih simptoma bolesti, $to najverovatnije moduliSe dejstvo imunohemioterapije
umanjujué¢i njenu efikasnost. B simptomi su, sa druge strane, ¢esto udruZzeni i sa ostalim
faktorima loSe prognoze (visi klinicki stadijum bolesti, ,,Bulky” bolest, snizeni albumini,
hemoglobin i sl.). U nasoj, analiziranoj kohorti bolesnika 53,50% je imalo prisutne B
simptomime, $to je bilo idealno za poredenje dveju grupa: one sa prisutnim B simptomima i bez
B simptoma.

Nije se pokazalo da prisustvo infiltracije koStane srzi znacajno uti¢e na terapijski odgovor, $to
uostalom i nije opisivano. Uglavnom se zna za uticaj ovog klini¢kog parametra, pre svega na OS
bolesnika (5-godisnji OS < 10%, kod konkordantno prisutne infiltracije) (195, 196, 197).
,,Bulky” bolest statisticki znacajno korelira sa losijim terapijskim odgovorom (p=0,01). Ovaj
rezultat moze Se tumaciti uznapredovalom bolescu koja je obi¢no pracena i prisustvom dodatnih
parametara loSe predikcije odgovora na terapiju i ukupne prognoze (povisen LDH, sniZene
vrednosti albumina i hemoglobina, i sl.). U analizi klinicke prezentacije DLBCL (nodalna vs
ekstranodalna) nije se nasla statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na odgovor na primenjenu
terapiju. Grupe za komparaciju bile su odli¢no izbalansirane (odnos 50% vs 50%). Od bolesnika
sa ekstranodalnom prezentacijom u nasu studiju bili su ukljuceni bolesnici sa limfomskom
infiltracijom sledec¢ih ekstranodalnih lokalizacija: Zeluca, kolona, hipofarinksa, kostiju, mozga,
testisa, ovarijuma, mokraéne besike, retrobulbarnog regiona, jetre i pluca, bilo je i bolesnika sa >

1 ekstranodalne lokalizacije. Unutargrupna analiza odgovora na terapiju u odnosu na
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ekstranodalno mesto nije sprovedena, jer bilo je malo bolesnika za adekvatno poredenje, a i to
prevazilazi potrebne okvire ove studije. U studiji Huija i sar. koja je retrospektivno analizirala
1781 bolesnika (od kojih je 513 primalo R—-CHOP, a njih 133 imalo ekstranodalnu prezentaciju
DLBCL) naslo se da ekstranodalna prezentacija u odnosu na nodalnu nema nikakvog uticaja u
odnosu na odgovor na primenjenu terapiju, kao ni primarno mesto ekstranodalne prezentacije,
pogotovo u eri primene rituksimaba (358). Ovakvi rezultati potvrdeni SU i U nasoj seriji
bolesnika, mada je to znacajno manja grupa.

U analizi odgovora na primenjenu terapiju u odnosu na ECOG PS nasla se visoka statisticka
znacajnost boljeg odgovora na terapiju u grupi niskog ECOG PS (0 i 1) (p<0,001), u odnosu na
grupe viseg ECOG PS (2 i 3). Ovakav nalaz je ocekivan, jer je visi ECOG PS najcesce povezan
sa uznapredovalom boleS¢u, koja vodi opStem slabljenju 1 propadanju organizma i gubitku
opsteg vitalnog kapaciteta bolesnika. Visok ECOG PS samostalno podize nivo skorova/indeksa
prognoze, s obzirom na to da je sastavni deo u njihovom izraCunavanju, Koji su opet povezani sa
lo$ijim ishodom tretmana i pre svega losijim prezivljavanjem bolesnika sa DLBCL.

U analizi u odnosu na Ann Arbor klini¢ki stadijum pokazano je da je u visim stadijumima (3 i 4)
bolesti statisti¢ki znacajno zabelezena manja efikasnost u ukupnom odgovoru na primenjenu
terapiju (p=0,004), u odnosu na nize stadijume (1 i 2). Ovaj rezultat moze Se veoma sli¢no
komentarisati kao i nalaz 0 ECOG PS. Naime, Ann Arbor klinicki stadijum samostalno
predstavlja takode jedan od sastavnih parametara u izraCunavanju skorova/indeksa prognoze, pri
¢emu visi stadijumi podizu njihovu lestvicu i vode umanjenju efikasnosti tretmana. Eventualni
dodatak tumacenju bi bio da su visi klinicki stadijumi po Ann Arboru povezani sa vecom
diseminacijom bolesti, 1 ve¢im ukupnim tumorskim volumenom, §to otezava sistemskoj terapiji
da postigne efikasnu eradikaciju limfomskog tkiva. Rezidualno vijabilno limfomsko tkivo nakon
terapije jeste morfoloska osnova relapsa bolesti ili njegove brze progresije u okviru refraktarne
bolesti.

U daljem toku statistickih analiza uradena je uporedna analiza povezanosti biohemijskih i
klini¢kih parametara sa eksprimacijom pojedina¢nih biomarkera (CD10, MUML, bcl6 i bcl2).
Analiza je zapoceta od ispitivanja povezanosti pojedina¢nih biomarkera i biohemijskih
parametara.

Pronadeno je da CDI10 biomarker ne korelira ni sa jednim od ispitivanih biohemijskih

parametara.
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Analizom korelacije MUML1 biomarkerske ekspresije sa biohemijskim parametrima, nadena je
statisticki znacajno ¢es¢a ekspresija MUM1 biomarkera (MUM1+) kod bolesnika sa smanjenim
nivoom albumina na prezentaciji (p=0,029). Isti biomarker nije statisticki znac¢ajno korelirao sa
drugim parametrima biohemije. Ranije studije, iz ere pre primene rituksimaba, govorile su u
prilog loseg, samostalnog, prognostickog znacaja MUMI1 ekspresije (72). Pregledom literature
nadeno je u pojedinim publikacijama da MUMI+ samostalno korelira sa lo§im prognosti¢kim
potencijalom (PFS, OS) i u eri primene rituksimaba (359, 360). Korelacija sa snizenim nivoom
albumina do sada nije opisivana u svetskoj literaturi, ali ve¢ je pomenut negativan prognostic¢ki
znacaj niskih albumina (354). U rezultatima iz naSe studije u prethodnim analizama pokazano je
da je snizen nivo albumina samostalno korelirao sa losim odgovorom na indukcionu terapiju.
Dakle, na osnovu rezultata dobijenih u ovoj studiji moze se izvesti indirektan zakljuc¢ak da
ekspresija. MUML1 biomarkera (MUM1+) u asocijaciji sa snizenim vrednostima albumina,
korelira sa lo§im ishodom na indukcionu terapiju, i u eri rituksimaba, ali ne samostalno. Ovakav
rezultat nastaje sumiranjem efekata niskih albumina i MUM1+ ekspresije. Nalazi zahtevaju da
budu validirani u veé¢im serijama bolesnika.

Analizom korelacije ekspresije bcl6 biomarkera sa parametrima biohemije, pronadena je
korelacija bcl6 ekspresije sa vrednostima LDH. Uvidelo se da je bcl6- (odsustvo
imunohistohemijske ekspresije) bilo statisticki znacajno Ce$¢e prisutno kod bolesnika koji su
imali povisen nivo LDH (p=0,037). Ujedno, iz grafikona 29, poglavlje 5, vidi se da je bcl6+
bolesnika bilo znac¢ajno viSe u grupi sa normalnim vrednostima LDH. U naSoj studiji ve¢ je
ranije pomenut nalaz da viSe vrednosti LDH koreliraju sa loSijim odgovorom na terapiju. Na
osnovu iznetih rezultata nase studije, moze se re¢i da je ekspresija bcl6 biomarkera (bclo+)
povoljan prediktor terapijskog odgovora, kada je korelisan sa nivoom aktivnosti LDH u
ispitivanom uzorku bolesnika. Obrnuto, odsustvo ekspresije bclé biomarkera (bcl6-) predstavlja
nepovoljan zavisni prediktor u grupi bolesnika sa povisenim vrednostima LDH. Ukupni
zakljucak koji se moze izvesti jeste da je bcl6 zavisni prediktor odgovora u odnosu na nivo LDH
u ispitivanoj kohorti bolesnika. Ovakav nalaz korelira sa brojnim publikovanim rezultatima koji
su ispitivali uticaj imunohistohemijske ekspresije bcl6 biomarkera kao prognoznog ¢inioca u
DLBCL. Vecina ovih studija evaluirala je samostalni prognostic¢ki znacaj bcl6 ekspresije, ali u
eri pre primene rituksimaba. Studija Sjoa i sar. pokazala je ekspresiju bcl6 kao povoljan

parametar prognoze i u eri primene rituksimaba (227). Studija Wintera i sar. ispitivala je
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prognosti¢ki znacaj ekspresije bclé biomarkera poredenjem dve grupe bolesnika u eri
rituksimaba (CHOP vs R—CHOP). Zakljucak studije je da je benefit postojao od dodavanja
rituksimaba samo u bcl6- DLBCL grupi, dok bcl6+ grupa nije imala benefit od dodavanja
rituksimaba, s tim da je neophodno sprovesti dodatna ispitivanja da bi se dobio pravi zaklju¢ak
(361). Nakon involviranja rituksimaba izgleda da se prognosticki znacaj bcl6 ekspresije gubi, ali
to jo§ uvek ostaje nejasno i postoje potrebe za velikim randomizovanim studijama koje bi
ustanovile pravi znacaj bcl6 ekspresije kod DLBCL na ishod tretmana u eri rituksimaba. U
jednoj od poslednje publikovanih studija Culpina i sar. pokazalo se da vezano za PFS, ekspresija
bel6 niza od 60% korelira sa kra¢im PFS vremenom (362). Medutim, u ovoj studiji kao “cut off™
vrednost za bcl6 pozitivnost uzimala se visoka vrednost jedarne pozitivnosti (> 60%) celija
DLBCL, te se nalaz ne moze porediti sa rezultatima dobijenim u nasoj studiji. Pomenute studije
analizirale su samostalni uticaj bcl6 biomarkera, koji nije bio zavisan od drugih ispitivanih
parametara. U literaturi nema podataka kakvi su saopsteni u nasoj studiji, da bi se mogli porediti,
s toga je neophodna potvrda navedenog nalaza u ve¢im serijama bolesnika.

Analizom korelacije ekspresije bcl2 biomarkera sa biohemijskim parametrima pronadeno je da
su bolesnici sa smanjenim vrednosti albumina statisticki znacajno ¢e$¢e bili bcl2- bolesnici
(p=0,041). Statisticka znacajnost nije bila visoka, ali detektovana je. Ovakav nalaz implicira
zavisnu negativnu prediktivnu vrednost negativnosti bcl2 biomarkera. U nalazu naSe studije
dobijeni rezultati nekonzistentni su sa do sada poznatim, jer je bcl2- korelirao sa sniZzenim
vrednostima albumina, za koje se pokazalo da sami statisticki znacajno utiu na negativan
odgovor na primenjenu terapiju. S tim u vezi iz rezultata nase studije moze se zakljuciti da je
bcl2- parametar loSeg odgovora na terapiju, odnosno da ima negativan prediktivni znacaj, ali
samo kada je koreliran sa niskim albuminima. Ovakav odnos bcl2 biomarkera sa biohemijskim
parametrima do sada nije opisivan u svetskoj literaturi, te zahteva potvrdu u analizi vece serije
bolesnika.

U grupnoj analizi biomarkera po Hansovom algoritmu nije pronadena statisticka znacajna
korelacija sa nekim od biohemijskih parametara.

U analizi koralcije Murisovog algoritma (skora) sa biohemijskim parametrima, pronadeno je da
bolesnici sa Murisovim skorom tipa 2 imaju statisticki znacajno CeS¢e smanjene vrednosti
albumina (p=0,004) i hemoglobina (p=0,019), sto direktno implicira ranije poznatu ¢injenicu o

losem prognostickom znacaju Murisovog skora tipa 2, koja je saopsStena od strane autora ovog
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skoring sistema (72). U nalazu nase studije smanjene vrednosti albumina su korelirale sa losim
odgovorom na terapiju i povecanim rizikom od smrtnog ishoda, dok su snizene vrednosti
hemoglobina korelirale i sa loSijim odgovorom na terapiju (rezultati univarijantne analize) i sa
povecanim rizikom od smrtnog ishoda. Muris skor tip 2 u sebi sadrzi bcl2+/non-GCB fenotip,
koji samostalno nosi kra¢i OS, kao i PFS (72, 63). Ovakav dobijeni rezultat u nasoj studiji
pokazuje da se Murisov skor tipa 2 ,,ukrSta” sa dva inace nepovoljna parametra rizika u DLBCL,
¢ime mu daje negativan i prediktivan i prognosticki znacaj, koji je u ovoj analizi zavisan od
pomenutih parametara.

U supkategorijskoj analizi biomarkera po Hansovom algoritmu nije pronadena statisticki
znacajna povezanost sa nekim od ispitivanih biohemijskih parametara. Ovaj nalaz najverovatnije
je posledica velike disperzije bolesnika kada se izvr§i pomenuti tip ras¢lanjivanja biomarkerskih
kombinacija i zato se ne moze dobiti potrebna statistiCka masa bolesnika za adekvatnu statisticku
analizu.

Analizom korelacije klini¢kih parametara (prisustva B simptoma, klinicke prezentacije DLBCL,
prisustvo ,,Bulky” bolesti, infiltracije kostane srzi, ECOG PS i Ann Arbor klinickog stadijuma
bolesti) sa ekspresijom imunohistohemijskih biomarkera nije pronadena statisticki znacajna
korelacija kod nasih bolesnika.

U daljem toku ispitivanja uradena je analiza odnosa biomarkera sa skorovima/indeksima
prognoze.

Prilikom posmatranja pojedina¢nih biomarkera (CD10, MUMLI, bcl6 i bcl2) u odnosu na
bolesnike starosne dobi od 18 do 60 godina, kojima se odreduje aalPI skor, utvrdeno je da ne
postoji statisti¢ki znacajna korelacija ni jednog od ispitivanih biomarkera sa aalPl skorom u
odnosu na odgovor na primenjenu indukcionu terapiju. Razlog za ovakav nalaz verovatno je mali
broj ispitanika u grupi (samo 37), sto dovodi do njihove disperzije kada se bolesnici kategoriSu
po nivou rizika prema aalPl skoru.

U analizi IPI skora, koji se odreduje bolesnicima starijim od 60 godina, pronadeno je da
bolesnici niskog IPI skora (0 i 1), nezavisno od toga da li eksprimiraju ili ne bilo koji od
ispitivanih biomarkera ponaosob (CD10, MUML, bcl6 ili bel2) imaju statisticki zna¢ajno bolji
terapijski odgovor na indukcionu terapiju (p<0,001, respektivno) u odnosu na bolesnike viseg IPI
skora (> 2), opet nezavisno od ekspresije biomarkera. Ovakav dobijeni rezultat na prvi pogled

nalikuje kontradiktornom nalazu. Pravo objasnjenje verovatno lezi u tome Sto ni jedan od
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pomenutih biomarkera samostalno nema prediktivnu vrednost u odnosu na odgovor na terapiju.
Glavni razlog za statisti¢ki bolji odgovor u prognosticki niskoj IPI1 grupi ustvari je nezavisan i
samostalan uticaj IPI skora. Ovakav nalaz sugeriSe prediktivan znacaj IPI skora u odnosu na
terapijski odgovor i u eri primene rituksimaba.

U daljem toku uradena je analiza odnosa biomarkera sa R-IPl skorom. Treba napomenuti da je
R-IPI skor u ovoj analizi posmatran kao dihotom, naime sumirane su vrednosti R-IPI skora na
slede¢i na¢in: R-IPI 1 (vrlo dobar) vs R-IPI 2 i 3 (dobar i lo$). U posmatranoj grupi bolesnika u
odnosu na CD10 biomarker, nezavisno od njegove ekspresije (CD10+ ili CD10-) u niskoj R-1PI
grupi 1 (vrlo dobar), kao i u visokoj R-IPI 2, 3 (dobar i los) grupi, ali bez ekspresije CD10
biomarkera (CD10-) pronadeno je da ti bolesnici imaju statisticki znacajno (p=0,015) bolji
odgovor na indukcionu imunohemioterapiju u odnosu na visoku R-IPI 2, 3 (dobar i lo§) grupu sa
ekspresijom CD10 biomarkera (CD10+). Dobijeni rezultati u odnosu na nizak R-IPI skor 1 (vrlo
dobar) pokazao je da nezavisno od ekspresije CD10 biomarkera postoji statisticki znacajan bolji
odgovor na terapiju. Ovakav razultat se moZe tumaciti dominantnim, odnosno samostalnim
uticajem R-1PI skora na terapijski odgovor, koji je nezavisan od statusa CD10 ekspresije. Pravo
pitanje ostaje u analizi odnosa visokog R-IPI skora 2, 3 (dobar i lo§) i CD10 biomarkerske
ekspresije, gde se jasno uocila statisticki znaCajna razlika u odgovoru na terapiju izmedu grupa
CD10+ i CD10-. U ovom slucaju se ekspresija biomarkera moze smatrati faktorom uticaja za
odgovor na terapiju. Rezultati nase studije, bar u ovom segmentu, kontradiktorni su u odnosu na
tvrdnje o dobrom prognostickom znacaju CD10 ekspresije, jer su bolesnici u nasoj kohorti imali
losiji odgovor na terapiju ukoliko su bili CD10+. U pregledu literature ima radova koji su isticali
negativan prognosti¢ki znacaj CD10 ekspresije (341), ali nema publikovanih rezultata ovakvog
tipa razmatranja, gde je analizirana ,,ukrStena” analiza R-1P1 skora sa CD10 ekspresijom, te se
moze reci da je ovo jo§ jedan od novih doprinosa nase studije. Pravo tumacenje ostaje otvoreno, i
neophodno ga je potvrditi u vecoj kohorti bolesnika pod istim uslovima sazimanja R-IPI skora. U
ostalim evaluiranim odnosima biomarkera (MUML1, bcl6 i bcl2) sa R-IPI skorom nije pronadena
statisticka zna¢ajnost u odnosu na odgovor na primenjenu terapiju.

U analizi odnosa biomarkera sa NCCN-IPI skorom, treba najpre ista¢i da je izvrSena dihotoma
prezentacija NCCN-IPI skora na slede¢i na¢in: spojeni su niski i niski-intermedijerni NCCN-IPI
skor i predstavljeni kao NCCN-IPI (1 i 2) vs visoki-intermedijerni i visoki NCCN-IPI skor koji
su predstavljeni kao NCCN-IPI skor (3 i 4). U evaluiranom odnosu NCCN-IPI skora sa bcl6
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biomarkerom nadeno je da bolesnici sa NCCN-IPI (1 i 2), koji su bili bcl6- i bolesnici sa NCCN-
IPI skorom (3 i 4), koji su bili bcl6+ su imali statisticki znacajno bolji odgovor na primenjenu
terapiju (p<0,001), u odnosu na sve ostale grupe u svojoj kategoriji, kao i u odnosu na sve druge
ispitivane biomarkere. Ovaj nalaz je prvi put evidentiran u ovoj studiji, i nema publikovanih
studija koje su razmatrale ovakav nacin poredenja i analize odnosa NCCN-IPI skora i
biomarkera. Slobodno se moze reéi da je ovo i jedan od najoriginalnijih nalaza nase studije, koji
definitivno zasluzuje dalje ispitivanje klini¢kog znacaja ovakvog nalaza i njegove potvrde od
strane drugih autora. Ono o ¢emu se eventualno moze diskutovati jeste ¢injenica da bolesnici
niskog NCCN-IPI skora, koji su bcl6- imaju veéi benefit od terapije, zbog dominantnog uticaja
niskog NCCN-IPI skora, a ne odsustvo ekspresije bcl6 biomarkera. U prilog takvoj tvrdnji stoje
saopStenja iz studija koje su opisivale odsustvo bcl6 ekspresije kao negativan prognosticki
Cinilac. To bi moglo znaditi da nizak NCCN-IPI skor ima snagu da prevazide negativnu
prediktivnu vrednost odsustva ekspresije bclé biomarkera. Ovde treba podsetiti i na studiju
Wintera i sar. (136), koja je tvrdila da je primena rituksimaba pokazala benefit samo kod bcl6-
grupe bolesnika, deluju¢i kao faktor koji amortizuje negativnu prediktivnu vrednost odsustva
ekspresije ovog biomarkera. U ovakvom razmatranju bi smo mogli imati uticaj niskog NCCN-
IPI skora i amortizuju¢e dejstvo rituksimaba na negativnu prediktivnu vrednost odsustva bcl6
ekspresije. Drugi nalaz koji je pokazao da visoko rizicne grupe NCCN-IPI skora koje
eksprimiraju bclé biomarker imaju benefit od terapije, moze se tumaciti dominantnim uticajem
bcl6 ekspresije. U prilog takvoj tvrdnji stoje rezulati pojedinih studija koje isti¢u ekspresiju bclé
biomarkera kao faktora dobre prognoze (227). Postoji moguénost da bcl6 overekspresija uspeva
da prevazide negativan prognosticki uticaj visoko rizicnog NCCN-IPI skora. U daljim analizama
odnosa NCCN-IPI skora sa preostala 3 biomarkera (bcl2, MUM1 i CD10) nije pronadena
statisticki znacajna povezanost koja bi rezultirala uticajem na terapijski odgovor.

U analizi odnosa aalPl skora sa Hansovim algoritmom (GCB i non-GCB podtipovi) nije
pronadena statisticka znacajnost u odgovoru na primenjenu terapiju. Ovakav nalaz moze se
objasniti time da Hansov algoritam samostalno ne definise odgovor na terapiju, ve¢ je njegov
uticaj vezan za dugoro¢nu prognozu bolesnika sa DLBCL.

U grupi bolesnika starijih od 60 godina, nadeno je da bolesnici niskog IPI skora (0 i 1) imaju
statisticki znacajno bolji odgovor na terapiju (p=0,001), nezavisno od podtipa Hansovog

algoritma (bolji odgovor i kod GCB i non-GCB podtipova) u odnosu na grupe visokog IPI skora
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(> 2). Ovaj nalaz moze se tumaciti dominantnim uticajem samog IPI skora, dok je Hansova
klasifikacija bez ikakvog uticaja na terapijski odgovor u ispitivanoj kohorti bolesnika. Ovakav
nalaz samo potvrduje prediktivni i diskriminatorni nezavisni uticaj IPl skora na terapijski
odgovor i u eri primene rituksimaba.

U analizi odnosa Hansovog algoritma sa R-IPI skorom nije bilo statitisticke znacajnosti u
odgovoru na terapiju medu uporedivanim grupama.

U analizi odnosa Hansovog algoritma sa NCCN-IPI skorom, pronadena je statisticki znacajna
razlika (p=0,003) u odgovoru na primenjenu inducionu terapiju izmedu grupa niskog NCCN-IPI
skora (1 i 2) nezavisno od tipa Hansovog algoritma (bolji odgovor i kod GCB i non-GCB
podtipa) i grupa viseg NCCN-IPI skora (3 i 4). Ovakav nalaz se moze tumaciti isto kao nalaz koji
je postojao kod IPI skora i biomarkera samostalno. Dakle, najverovatnije se radi o dominantnom
uticaju samog NCCN-IPI skora, dok su imunofenotipovi bez uticaja na terapijski odgovor.

U analizi odnosa aalPl skora sa Murisovim algoritmom (skorom) nije pronadena statistiCka
znacajnost u odnosu na odgovor na indukcionu terapiju. Ovakav nalaz se moze objasniti malim
brojem ispitivanih bolesnika.

U daljoj analizi odnosa IPl skora sa Murisovim algoritmom pronadena je statisti¢ki znacajna
razlika izmedu slede¢ih analiziranih grupa: grupe niskog IPI skora (0 i 1) i Muris skora tipa 1 i
tipa 2 i grupa visokog IPI skora (> 2) i Muris skora tipa 2. Pomenute grupe imaju statisticki
znacajno bolji odgovor (p<0,001) u poredenju sa bolesnicima visokog IPI skora (> 2) i Muris
skora tipa 1. Ovakav nalaz je neocekivan, jer visoki IPI skor sam po sebi odreduje pre svega
losiju prognozu, a Muris skor tip 2 takode je definisan kao parametar loSe prognoze (72). Mozda
bi jedno od objasnjenja za ovakav nalaz trebalo traziti opet u malom broju analiziranih bolesnika
i uticajem njihove disperzije kada se izvr$i ovakva distribuciju. Uvidom u ta¢nu distribuciju
bolesnika videlo se da je bilo 8 bolesnika sa Muris skorom tipa 2, niskog IPI skora (0 i 1), od
kojih nijedan nije odgovorio na terapiju, §to iznosi ravno 100%, a bolesnika sa Muris skorom
tipa 2, niskog IP1 skora (0 i 1) bilo je 4, od ¢ega su 3 odgovorila na terapiju, a 1 nije. S obzirom
na, ipak mali broj bolesnika ovakav nalaz zasluzuje dodatno ispitivanje i sagledavanje na vecoj
kohorti radi potvrde nalaza.

U daljoj analizi odnosa R-IPI skora sa Murisovim algoritmom nije pronadena statisticka

znacajnost u razlici odgovora izmedu grupa, S tim da je postojao visok trend razlike izmedu
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grupe R-1PI (1) i Muris skora tipa 1 vs R-IPI (2 i 3) skora i Muris skora tipa 2 (p=0,052). Ovakav
nalaz je o¢ekivan i verovatno bi ubrzo dostigao statisticku znacajnost na vecoj seriji bolesnika.

U analizi odnosa NCCN-IPI skora i Muris algoritma (skora) pronadena je statisticki znacajna
razlika (p=0,002) izmedu sledecih analiziranih grupa: grupe niskog NCCN-IPI skora (1 i 2) i oba
Muris skora (tip 1 i 2) i grupa visokog NCCN-IPI skora (3 i 4) i Muris skora tipa 2 u poredenju
sa bolesnicima visokog NCCN-IPI skora (3 i 4) i Muris skora tipa 1. Ovakav nalaz je identican
sa nalazima u analizi IPl skora, mada je ovde distribucija bolesnika bila relativno dobro
balansirana, te je zaista otvoreno pitanje koji je pravi razlog ovakvog nalaza. Neophodne su dalje
studije na vecoj grupi ispitanika radi potvrde nalaza.

U analizama odnosa aalPl skora i supkategorijske analize biomarkera u odnosu na Hansov
algoritam utvrdeno je da nema statistiCke znacajnosti u odnosu na bilo koju od kombinacija
biomarkera sa odgovorom na indukcionu terapiju. Na ovakav nalaz uticao je vrlo mali broj
analiziranih bolesnika, zbog Cega je i bio primenjen neparametrijski Fisherov test za male
uzorke. No, bez obzira na to kada su se ovako razmatrale supkategorije biomarkera doslo je do
velike disperzije uzorka te se nije mogla dosti¢i statisticka masa bolesnika za adekvatnu
statisticku analizu i interpretaciju.

U analizi odnosa IPI skora i supkategorijske analize biomarkera u odnosu na Hansov algoritam
pronadena je relativno niska statisticka znacajnost losijeg odgovora na terapiju (p=0,045) u
grupama visokog IPI skora (> 2) i biomarkerske kombinacije klasi¢nog GCB podtipa DLBCL
(CD10+, MUM1+, bcl6+) i biomarkerske kombinacije klasi¢nog non-GCB podtipa (CD10-,
MUM1+, bcl6-). Ovakav nalaz najverovatnije je posledica visokog IPl skora, a ne
imunohistohemijskog fenotipa ¢elija DLBCL. S druge strane broj analiziranih bolesnika bio je
veoma mali (po 3 u obe pomenute grupe), gde su svi imali lo§ odgovor na primenjenu terapiju.

U analizi odnosa R-IPI skora i supkategorijske analize biomarkera u odnosu na Hansov
algoritam pronadeno je da je grupa bolesnika viseg R-IPI skora (2 i 3) i klasi¢nog GCB podtipa
(CD10+, MUML1+, bcl6+) imala statisticki znacajno losiji odgovor (p=0,021) u odnosu na sve
druge analizirane kombinacije biomarkera po Hansovom algoritmu. Ukupan broj analiziranih
bolesnika bio je 5, od toga 4 sa lo§im odgovorom, a 1 sa postignutom remisijom. Opet se
nametnulo pitanje malog broja bolesnika, koji su se dispergovali, ali i uticaja samog visokog R-
IPI skora. Mada ovaj nalaz korelira sa pomenutim nalazom R-IPI skora u samostalnoj analizi i

biomarkera CD10, gde je zabelezen statisticki znacajno lo$iji odgovor na terapiju u grupi
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visokog R-IPI skora (2 i 3) i CD10+. Pomenuti nalaz potrebno je potvrditi u ve¢im kohortama
bolesnika.

U analizi odnosa NCCN-IPI skora i supkategorijske analize biomarkera u odnosu na Hansov
algoritam pronadeno je da je grupa bolesnika viseg NCCN-IPI skora (3 i 4) i klasi¢cnog GCB
podtipa (CD10+, MUML1-, bcl6+) i grupa klasi¢nog non-GCB podtipa (CD10-, MUM1+, bcl6-)
imala statisti¢ki znaCajno loSiji odgovor (p=0,006, odnosno p=0,016) u odnosu na ostale
analizirane grupe. Sa druge strane, izdvojila se grupa nizeg NCCN-IPI skora (1 i 2) i grupa
klasi¢nog non-GCB podtipa (CD10-, MUML1+, bcl6-) koja je imala statisticki znac¢ajno najbolji
odgovor na terapiju (p=0,013). Nalaz loSijeg terapijskog odgovora u analiziranoj kohorti sa
NCCN-IPI skorom treba tumaciti dominantnim i nezavisnim uticajem samog prognosticki loseg
skora, a ne imunohistohemijskim podtipom biomarkera (bili su GCB i non-GCB podtipovi).

U ukupnom plasmanu u poslednjoj seriji supkategorijskih analiza biomarkera po Hansovom
algoritmu, doslo je do velike disperzije bolesnika, te su dobijene vrlo male grupe. Bez obzira na
adekvatan izbor statistickog testa, izgleda da su dobijeni nalazi statisticke znacajnosti u odnosu
na odgovor na primenjenu terapiju pre svega posledica dominantnog uticaja skorova/indeksa
prognoze, a ne podtipa biomarkerskih kombinacija po Hansovom algoritmu.

U univarijantnoj analizi logisticke regresije (Log rank test) pokazalo se da su se kao statisti¢ki
znacajni nezavisni faktori rizika za lo§ odgovor na terapiju izdvojili: povisen nivo LDH, snizen
nivo albumina, snizen nivo hemoglobina i prisustvo B simptoma. Iz univarijantne analize
logisticke regresije jasno se uocava da su unakrsni odnosi poviSenih u odnosu na referentne
vrednosti LDH visoko signifikantno korelisale sa smanjenom efikasno$¢u na primenjenu terapiju
kod bolesnika sa poviSenim vrednostima ovog biohemijskog parametra (OR=0,273, 95% CI
0,103-0,722, p=0,009), dok su snizene vrednosti albumina i hemoglobina bile statisticki
znadajne, ali dosta slabije (OR=0,368, 95% CI 0,141-0,964, p=0,042) i (OR=0,373, 95% ClI
0,145-0,959, p=0,041), respektivno. Kao faktori rizika za lo§ terapijski ishod le¢enja sa najvisom
statistickom znacajno$¢éu pokazalo se prisustvo B simptoma, u odnosu na njihovo odsustvo
(OR=0,203, 95% CI 0,70-0,591, p=0,003). O patofizioloskom i klinic(kom znacaju svih
statisti¢ki signifikantnih rezultata iz univarijantne analize ve¢ je bilo re¢i. U univarijantnoj
analizi logisticke regresije nijedan od biomarkera, niti kombinacija po Hansovom i Murisovom

algoritmu (skoru) nisu se izdvojili kao statisti¢ki znacajni za odgovor na primenjenu terapiju.
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Kada su ispitivani parametri ubaceni u Cox proporcionalni hazard regresioni model, odnosno
multivarijantnu analizu, nijedan od pomenutih parametara vise se nije pokazao kao statisticki
znacajan faktor loSeg terapijskog odgovora. Jedno od mogucih objasnjenja ovakvog nalaza je
mali uzorak bolesnika, odnosno niska statisticka masa ispitanika. Pretpostavka je da bi se u vecoj
masi mogao ocekivati statisticki znacajan nalaz.

U statistickoj analizi u odnosu na rizik od smrtnog ishoda, nadeno je da je 26 bolesnika umrlo u
toku trajanja studije, odnosno 34,60%. Pomenuti bolesnici umrli su od progresije osnovne
bolesti, s tim da je samo jedna bolesnica imala kratak period kompletne remisije, a nakon toga je
usledio novi zamah bolesti koji je bio pracen rezistentnom boleS¢u. Period pracenja bolesnika bio
je relativno kratak, tako da nije bilo opravdano raditi analizu ukupnog prezivljavanja (eng.
overall survival), ve¢ su samo analizirani parametri rizika za smrtni ishod. Procenat smrtnog
ishoda, odnosno neuspeha terapije, prikazanog u nasoj studiji nalazi se okvirima saop$tavane
statistike (336, 337).

Utvrdeno je da je smrtni ishod bio statisticki znacajno ¢e$¢i u muSkaraca, nego U Zena,
(p=0,021). U analizama novijeg datuma koje su posle od saznanja da je muski pol nepovoljan
prognosticki faktor za HL, primenom Kaplan-Meierove analize, videlo se da je zenski pol u
odnosu na muski, kod NHL B ¢elijskog tipa, pre svega DLBCL, imao statisticki znacajno bolji
PFS (4-god. PFS 75% vs 60%, p=0,013) kod onih tretiranih hemioterapijom sa rituksimabom. U
grupi tretiranih samo hemioterapijom takva razlika se nije videla, §to implikuje da Zenski pol ima
veci benefit od primene rituksimaba (363). Retrospektivna studija Carella i sar. koja je ispitivala
prognosticki znac¢aj muskog pola kod bolesnika sa DLBCL tretiranih rituksimabom, takode je
pokazala u univarijantnoj analizi da je muski pol predstavljao lo§ prognosticki faktor. Ovakav
trend odrzao se i u multivarijantnoj analizi, kada je bio prilagoden sa IP1 skorom. To direktno
implicira hipotezu o eskalaciji doze rituksimaba kod muskaraca radi postizanja boljih efekata u
prezivljavanju u odnosu na Zenski pol (364). U ovom smislu studije u kojima je ispitivana
farmakokinetika rituksimaba pokazale su njegov razli¢it klirens u odnosu na pol sa povoljnijim
efektima kod Zenskog pola, sa zakljuckom da to moze uticati na ishod tretmana DLBCL (202). S
obzirom na napred navedene rezultate, moze se izvesti zakljucak da su rezultati koji su dobijeni u
ovoj studiji (prikazani bolesnici su tretirani rituksimabom) u korelaciji sa najskorije
publikovanim rezultatima svetskih studija, koje potenciraju manji benefit od rituksimaba, i ve¢i

rizik od smrtnog ishoda kod muskog pola. U odnosu na starost, bilo je nesto vise starijih
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bolesnika koji su umrli, ali nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu mladih (< 60 god.) i
starijih bolesnika (> 60 god.).

U odnosu na tip DLBCL statisticki signifikantno izdvojila se grupa sa anaplasticnom ¢elijskom
morfologijom DLBCL u odnosu na druge grupe, kao prediktor kraeg prezivljavanja, odnosno
veceg rizika od smrtnog ishoda (p=0,038). Problem anaplasti¢ne celijske morfologije DLBCL
slabo je proucavan i ima samo nekoliko publikovanih radova na nivou prikaza slucajeva (eng.
case reports) koji su se odnosili na ovu temu (365, 366). U WHO 2008 klasifikaciji ovaj entitet je
definisan kao DLBCL, NOS koji ima karakteristicnu ¢elijsku morfologiju (opisana u poglavlju
1.2.3.2), sa imunohistohemijskim eksprimiranjem CD30+ (ranije nazivan Ki 1+), uz obavezan
ALK negativan (ALK-) fenotip (9). Pomenuta grupa bolesnika u nasoj studiji uklapala se u
kriterijume WHO 2008 klasifikacije (bolesnici su bili ALK-, a CD30+). U analizi klini¢kog
znacaja ekspresije CD30 biomarkera naSlo se da on korelira sa boljom prognozom, §to je
komentarisano u uvodnom delu nase studije. Prezentovane studije Maesa i sar., kao i Hua i sar.
isticale su povoljan znacaj ekspresije CD30 biomarkera i u GCB i non-GCB podtipu DLBCL
(239, 240). Ono §to u nalazu nase studije odudara od publikovanih rezultata napred navedenih
autora, jeste to $to su prezentovani bolesnici imali rezistentnu bolest, ili nisko senzitivnu koja je
ubrzo progredirala. Ovo se moze tumaciti negativnom predikcijom histologije limfoma i drugih
manje poznatih faktora, gde sama pozitivnost na CD30 biomarker nije predstavljala dovoljan
parametar za povoljan odgovor na primenjenu terapiju. Uopsteno posmatrano, u onkologiji
tumori koji imaju anaplasticnu morfologiju izraz su dediferentovanosti malignog procesa,
visokog nivoa rezistencije i loseg terapijskog odgovora. Ovakva situacija analogna je verovatno i
kada je u pitanju DLBCL. U prilog dediferentovanosti govori i nalaz CD20- kod jednog od
bolesnika sa anaplastitnom morfologijom DLBCL, $to takode predstavlja redak nalaz. U
literaturi se moze na¢i da de novo CD20- DLBCL pripadaju ALK+ DLBCL, plazmablastnoj
histoloskoj varijanti ili se javljaju kod DLBCL HIV+ koji imaju plazmablastnu morfologiju
(PEL, MCD) (9). Literatura za ovakve slucajeve takode se nalazi na nivou prikaza slu¢ajeva koji
sugeriSu lo§ odgovor na terapiju kod ovih bolesnika (367, 368). U retrospektivnoj studiji kontrole
slucaja na bazi iskustva jednog centra, nailazi se na podatak koji govori u prilog tome da de novo
CD20- DLBCL koji su HIV negativni, ¢es¢e imaju losiji odgovor na primenjenu terapiju i lo$
odgovor na konvencionalnu hemioterapiju u poredenju sa grupom CD20+ DLBCL (369).

Rezultati ove studije pokazali su ¢esc¢e postojanje non-GCB fenotipa kod ovakvih bolesnika,
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visokog Ki 67 proliferativnog indeksa i ucestaliju ekstranodalnu prezentaciju limfoma. Pomenuti
bolesnik iz nase studije imao je ekspresiju B c¢elijskin markera kao sto su CD79a i GCB
imunofenotipske biomarkere, visok Ki 67 indeks, dok je klinicki imao ekstranodalno zahvatanje
organa male karlice u bloku sa konglomeratima limfnih nodusa. U inicijalnom antivirusnom
skriningu, koji se redovno primenjuje po ESMO vodi¢ima kod svih ispitivanih bolesnika,
pokazalo se da je bolesnik anti HIV nisko reaktivan. U ponovljenoj analizi se pokazao kao
negativan. Bolest je tekla kao nisko senzitivna, a onda je doslo do progresije pod terapijom
(CHOP). Nijedan od narednih ,salvage* terapijskih protokola nije davao rezultate leenja, a
bolesnik nije bio podoban za program visokodozne hemioterapije sa autologom potporom, kao
jednim od eventualno moguc¢ih modaliteta lecenja u ovakvim situacijama. Ostale dve bolesnice
takode su imale redukciju limfomske mase za kratko vreme (nedovoljnu za kriterijum parcijalne
remisije), a nakon toga progresiju pod terapijom sa smrtnih ishodom. Prezentovana grupa
bolesnika iz nase studije od samo 3 slucaja sa anaplasticnom celijskom morfologijom DLBCL
koji su imali lo$ tok bolesti, nedovoljan je za $iri informativniji zakljucak. S obzirom da se
ovakav nalaz moze tumaciti na nivou statistiCke greske, izneti rezultati komentarisani su na
nivou prikaza slucaja pojedinacnih bolesnika (serija slucaja).

U analizi rizika od smrtnog ishoda u odnosu na pojedina¢ne biomarkere (CD10, MUML, bcl6 i
bcl2) i njihove grupne klasifikacije po Hansovom i Murisovom algoritmu (skoru), nije nadena
statisticki znaCajna razlika u odnosu na smrtni ishod medu uporedivanim varijablama.
Fisherovim testom egzaktne verovatno¢e nulte hipoteze nadeno je da su oba imunofenotipa
unutar GCB imunohistohemijskih podtipova (CD10+, MUML1-, bcl6+) i (CD10+, MUML1-, bcl6-
) imali statisti¢ki znacajno ¢e$¢i smrtni ishod u odnosu na druge supkategorije biomarkera, koje
su sve pripadale non-GCB podgrupi. Dostignuti nivo statisticke znac¢ajnosti bio je grani¢an
(p=0,049) i radilo se o vrlo malom broju bolesnika (ukupno 6 po podgrupi, od toga 2 ziva, a 4
umrla u obe podgrupe). Bez obzira na to dobijeni rezultat bio je potpuno kontradiktoran u odnosu
na dosada$nja saznanja i publikacije. Ovakav nalaz donekle se moze objasniti time da je unutar
GCB imunohistohemijske podgrupe bilo bolesnika na ¢iju su smrt pored progresije bolesti uticali
dodatni uzroci, nevezani samo za progresiju bolesti. S toga se moze smatrati da je ovaj nalaz
rezultat ,kolateralne Stete” i da nema pravu vrednost koja se temelji na nau¢nim ¢injenicama.

Neophodno ga je proveriti na ve¢em broju bolesnika.
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Opstom analizom rizika od smrtnog ishoda u odnosu na biohemijske parametre nadena je
statisticka znacajna korelacija kod bolesnika sa povisenim vrednostima LDH (p=0,003) i
snizenim vrednostima hemoglobina (p=0,021), na prezentaciji. Snizen nivo albumina i povisen
nivo beta 2 mikroglobulina, iako su bili ¢e$¢i kod bolesnika koji su umrli, nisu statisticki
znacajno korelisali sa rizikom od smrtnog ishoda. Povisen nivo LDH ve¢ je od ranije poznat kao
negativni prognosticki ¢inilac kod DLBCL, samim tim je i ukljuéen u sve aktuelno vazece
skorove/indekse prognoze (aalPl, IPI, R-IPI) (214, 215). U NCCN-IPI skoru jos je delikatnije
prezentovan, kao odnos dobijene vrednosti LDH sa gornjom granicom referentne vrednosti LDH
za datu laboratoriju, (vrednost od 1 do 3 nose 1 bod, a vrednosti > 3, nose 2 boda), ukazuju¢i
time na njegov veliki klinicki znacaj (218). Ovakav nalaz o klinickom znacaju povisenih
vrednosti LDH je ocekivan. Studije relativno novijeg datuma takode su potvrdile da povisen nivo
LDH predstavlja znacajan negativan parametar prezivljavanja kod bolesnika sa DLBCL, ¢ak i
kod rizik-adaptirane primene hemioterapije (370). Mehanizam nastanka anemije u DLBCL
najverovatnije je posledica defektne endogene produkcije eritropoetina, jer je pronadeno da je
nivo hepcidina bio signifikantno povisen u grupi bolesnika sa anemijom (p=0,006). U studiji
Tisija i sar. u kohorti od 53 bolesnika sa DLBCL pokazano je da bolesnici sa vrlo aktivhom
bolesc¢u, sa povisenim LDH (p=0,0004), B simptomima (p=0,07) i visokim aalPl indeksom > 1
(p=0,01), imaju anemiju. U prezentovanim rezultatima nadeno je da je i u univarijantnoj i
multivarijantnoj logistickoj regresionoj analizi IL-6 inverzno korelisao sa nivoom hemoglobina,
povisene vrednosti hepcidina i inadekvatan odgovor na sekretovani eritropoetin ¢esto prisutni
kod bolesnika sa DLBCL, ali da nivo IL-6 igra glavnu ulogu u razvoju anemije (194). Povisene
vrednosti IL-6 pokazane su kao vodec¢i faktor kraceg OS u bolesnika sa DLBCL, saopstenja su
nekih od najnovijih studija (371). U publikovanoj studiji Suzukija i sar. pokazano je da anemija
predstavlja negativan prognosticki ¢inilac, u analizi selektovane grupe bolesnika sa R/R DLBCL
(372). Publikacija Hinga i sar. ukazuje na anemiju kao negativan ¢inilac rizika od ranog relapsa
nakon tretmana R—CHOP terapijom, ukoliko perzistira 6 meseci nakon zavrSetka indukcionog
tretmana (373). S obzirom na napred navedeno, nalaz anemije kao faktora koji je povezan sa
ve¢im rizikom od smrtnog ishoda u naSoj studiji, u potpunosti korelira sa prezentovanim

rezultatima istraZivanja u svetu.
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Opstom analizom klini¢kih parametara u odnosu na rizik od smrtnog ishoda, pronadeno je da su
bolesnici sa prisutnim B simptomima (p=0,008), ,,Bulky” boles¢u (p=0,032) i visokog Ann
Arbor klinickog stadijuma (p=0,001) korelirali sa ve¢im rizikom. Dobijeni rezultati analiza
klini¢kih parametara mogu se smatrati oc¢ekivanim i u korelaciji su sa publikovanim radovima
ranijinh datuma. B simptomi i ,,Bulky” bolest jo§ su se u analizi terapijskog odgovora izdvojili
kao faktori koji direktno uti¢u na smanjenje efikasnosti primenjene imunohemioterapije. Ve¢ je
ranije pokazano da je prisustvo B simptoma povezano sa ekscesivnim lu¢enjem citokina i
medijatora inflamacije i da su oni najé¢e$¢e udruzeni sa uznapredovalom bolescu, kao i da je
,Bulky” bolest povezana sa boleS¢u koja je visoko uznapredovala i Cesto ima B simptome.
Pomenuta 3 klinicka parametra stoje u jakoj medusobnoj povezanosti te je i o¢ekivano da budu
udruzeni sa povi$enim rizikom od smrtnog ishoda.

Visi Ann Arbor klinicki stadijum bolesti sam po sebi povezan je sa brojnim drugim negativnim,
biohemijskim i klinickim parametrima prognoze, S toga da rizik od smrtnog ishoda ocekivano
raste sa stadijumom bolesti. Uostalom, Ann Arbor klinicki stadijum, kao i povisen nivo LDH
inkorporirani su u IPl indeks, gde svaki ponaosob podizu lestvicu rizika za po 1 bod i
produbljuju negativni prognosticki potencijal IPI skora (214).

Konkordantna infiltracija koStane srzi kod DLBCL nije imala statistiCki znac¢ajnog uticaja na
rizik od smrtnog ishoda. Ovde treba naglasiti kontradiktorna saopstenja, koja su razmatrala ovaj
klinicki parametar. U uvodu pominjanoj studiji Chunga i sar. prisustvo infiltracije kostane srzi na
prezentaciji bio je nezavisni faktor loSe prognoze i krac¢eg OS (196), dok Campbell i sar. tvrde da
je prognosticki znacaj infiltracije 10§, ali da zavisi od stepena infiltracije koStane srzi (195). U
naSoj kohorti bolesnika, analizom podataka patohistoloskih izvestaja, stepen infiltracije kostane
srzi bio je nizak i nije se mogao ocitati na imprintnim preparatima, nego samo primenom
imunohistohemijskih metoda. S toga je, mozda, to glavni razlog ne postojanja statisticki znacajne
korelacije sa smrtnim ishodom. Drugi razlog moze biti relativno kratak period pracenja
bolesnika, jer se negativni efekti infiltracije koStane srzi na prezivljavanje bolesnika odrazavaju
sa protokom vremena.

U analizi klinicke prezentacije DLBCL (nodalne vs ekstranodalne) nije se nasla statisticka
zanacajnost u odnosu na rizik od smrtnog ishoda. U ekstranodalnoj formi nije radena podanaliza
u odnosu na broj ekstranodalnih mesta, jer takva analiza je prevazilazila potrebne okvire ove

studije. Poznato je da se i kod skorova/indeksa prognoze (aalPl, IPl) taj parametar uzima kao
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faktor negativnog bodovanja. NCCN-IPI skor je ¢ak precizirao i specifi¢na mesta ekstranodalnog
zahvatanja sa posebnim rizikom na ishod tretmana (218). Rezultati analize u odnosu na nivo Ki
67 indeksa proliferacije u nasoj kohorti bolesnika nisu pokazali statisticku znac¢ajnost u odnosu
na rizik od smrtnog ishoda. Prvo je uradeno parametrijsko testiranje hipoteze analizom srednjih
vrednosti ekspresije Ki 67 indeksa, gde se pokazalo da je Ki 67 bio vec¢i kod bolesnika koji su
umrli (61,88+£14,95) u odnosu na prezivele (55,65+16,57), ali bez statisticki znacajne razlike. U
drugoj analizi se Ki 67 trihotomo razmatrao kao nizak (< 40%), intermedijerni (do 80%) i visok
(> 80%), ali se i u ovakvoj postavci nije statisticki pokazao znafajnim u odnosu na rizik od
smrtnog ishoda. Ovakav nalaz nije u korelaciji sa brojnim publikovanim studijama skorijeg
datuma koje su razmatrale znacaj Ki 67 proliferativnog indeksa, u eri primene rituksimaba. S
druge strane ima i saopstenih rezultata koji su u korelaciji sa rezultatima prezentovanim u nasoj
studiji. U tom smislu je studija Lenza i sar. pokazala da, u eri primene rituksimaba, Ki 67 nije se
pokazao kao nezavisni prediktor prezivljavanja (256). S druge strane, mnogo vise je studija koje
ukazuju na znacaj nivoa Ki 67 ekspresije na prezivljavanje bolesnika sa DLBCL. Tako je, studija
Lija i sar. pokazala, u multivarijantnoj analizi, da je visok Ki 67 proliferativni indeks udruzen sa
inferiornim PFS i OS, pre svega u non-GCB grupi bolesnika i u eri primene rituksimaba (374). U
analizi Broydea i sar. nadeno je da u slu¢ajevima DLBCL ,cut off“ vrednost za Ki 67
proliferativni indeks > 70% moze napraviti distinkciju bolesnika sa dobrim, odnosno loSim
ishodom, ali samo kada se kombinuje sa drugim prognosti¢kim faktorima kao $to su nizak IPI
skor i ,,Bulky” bolest (375). U studiji kineskih autora takode se istice znaéaj visokog Ki 67
indeksa, gde je ,,cut off* vrednost bila > 75% za los ishod DLBCL bolesnika, ali opet kada se
udruzila sa drugim parametrima loSe prognoze (B simptomi, visok Ann Arbor klinic¢ki stadijum,
visok IPI i visoka vrednost LDH) (376). Studija PeruniCi¢ke i sar. pokazala je lo$§ prediktivni
potencijal visokog Ki 67 indeksa, opet ne samog po sebi, nego kada se posmatrao u spoju sa
bcl2+ overekspresijom i visokim IPI skorom (377). Na kraju treba pomenuti rezultate
metaanalize, novijeg datuma, u kojoj je ispitivana prognosticka znac¢ajnost Ki 67 kod raznih
tipova limfoma. U njoj se pokazalo da, sto se tice DLBCL, visoka ekspresija Ki 67 znacajno
korelira sa kra¢im OS (HR=1,457, 95% CI 1,123-1,891) i u eri primene rituksimaba (378).
Interesantno je da su rezultati ove metaanalize pokazali da visok Ki 67 ne korelira sa losim

biohemijskim i klinickim parametrima kod DLBCL. U naSoj studiji nije vrSena ukrStena analiza
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Ki 67 indeksa sa drugim parametrima loSe prognoze, te je to mozda i razlog za nepostojanje
statisticke znacajnosti u odnosu na rizik od smrtnog ishoda.

Analiza ECOG PS vrsena je dihotomo, tako §to su uporedivane grupe ECOG PS (0 i 1) sa
grupom bolesnika ECOG PS (2 i 3). Rezultati ovakvog razmatranja pokazali su visok trend ka
vecem riziku od smrtnog ishoda u losijem ECOG PS (p=0,052), ali bez dostizanja statisticke
znacajnosti. Razlog ovakvom nalazu najverovatnije je posledica nacina na koji su uporedivane
grupe bile formirane. Najveéi broj nasih bolesnika bio je sa dobrim ECOG PS (0 i 1), dok je bilo
manje bolesnika sa losim ECOG PS (2 i 3), a oni sa ECOG PS 4 nisu bili uklju¢ivani u studiju. S
obzirom na ostvaren visok trend, gotovo je izvesno da bolesnici koji na prezentaciji imaju lo$
ECOG PS imaju znac¢ajno ve¢i rizik od smrtnog ishoda.

U odnosu na skorove/idekse prognoze nadeni su oc¢ekivani rezultati statisticke znacajnosti u
odnosu na IPI, R-IPI i NCCN-IPI skor, gde je visi skor visoko signifikantno korelisao sa rizikom
od smrtnog ishoda (p<0,001, respektivno). Ovi rezultati u potpunosti koreliraju sa publikovanim
rezultatima studija koje su definisale IPIl, R-IPI i NCCN-IPI skorove/indekse prognoze i
potvrdeni su i na naSoj kohorti bolesnika (214, 215, 218). NCCN-IPI skor skoro je definisan tako
da je joS uvek predmet studija koje se bave njegovim potvrdivanjem u razlicitim klinickim
kategorijama bolesnika. Do sada poznati rezultati 0 NCCN-IPI skoru jedino upuéuju na to da je
on veoma mocan prediktor prezivljavanja i da pre svega vrsi bolju diskriminaciju bolesnika
diferenciraju¢i grupe niskog i visokog rizika u odnosu na standardni IPI skor (218). Jedno od
poslednjih saops$tenja govori u prilog tvrdnji da ovaj skor trenutno predstavlja najmoc¢niji
prediktor prezivljavanja u grupi lokalizovanog DLBCL (379). Neocekivani nalaz je to $to se kod
aalPl skora nije naSla statisticki znacajna korelacija sa rizikom od smrtnog ishoda, s tim da se
naslo da je bilo viSe umrlih bolesnika u vis§im skorovima (aalPI > 2). Jedno od moguéih
objasnjenja za ovakvo stanje jeste mali broj analiziranih bolesnika koji su bili mladi od 60
godina, njih 37 i njihova disperzija. Pretpostavka je da je verovatno potrebna veca masa
bolesnika da bi se dobila statisticka znacajnost koja bi hipoteticki trebalo da postoji. Mladi
bolesnici naj¢e$¢e imaju oCuvan ukupni vitalni kapacitet, bolje podnose primenjenu
imunohemioterapiju, kao i dodatne terapije i sl. Bez obzira na znacaj aalPI skora, izgleda da IPI
skor ima jacu prediktivnu mo¢.

Kod 21 bolesnika koji nije odgovorio na prvu liniju terapije primenjivana je dodatna terapija

kako bi se postigla remisija bolesti. Dobijeni rezultati pokazali su da se dodavanjem nove
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terapijske linije dobila statisticka znacajnost koja korelira sa smrtnim ishodom, u smislu vece
smrtnosti kod onih bolesnika gde je bila primenjivana dodatna terapija (9 prezivelih bolesnika
(17,30%) vs 12 umrlih bolesnika (46,20%), p=0,015). Ovaj naizgled paradoksalni rezultat nije
bio posledica smrti bolesnika od pretretiranosti lekovima, nego je bio rezultat rezistentne bolesti,
koja nije odgovarala na dodatne primenjivane terapije.

PFS vreme prikazano je kao vreme od datuma postavljanja dijagnoze i zapocinjanja indukcione
terapije do datuma kada se verifikovala progresivna bolest, odnosno do datuma preseka stanja,
ukoliko se progresija bolesti nije desila. Datum preseka stanja predstavlja takozvano cenzorisano
vreme, odnosno period do kada su bolesnici prospektivno bili praceni. S obzirom da je period
ukljucenja bolesnika u studiju bio dugacak, period pracenja bolesnika bio je heterogen, te je PFS
vreme prikazano medijanom. Medijana PFS vremena iznosila je 14,85 meseci (minimalno 0,
maksimalno 71 mesec).

Idu¢i redom kako su rezultati predstavljani, najpre je posmatran samostalni uticaj pojedina¢nih
biomarkera na PFS vreme. U Kaplan—Meierovoj analizi (eng. survival analysis) nije pronadena
statistiCki znacajna razlika u PFS vremenu u odnosu na pojedinacnu CD10, MUML1 i bcl6
ekspresiju biomarkera. Ono $to se uocilo jeste da su bolesnici sa CD10+, MUML1- i bcl6- imali
duze ukupno trajanje PFS vremena. Nalaz bcl6- korelacije sa duzim ukupnim PFS bio je
neocekivan, S obzirom na saopStavane podatke o boljem prezivljavanju bcl6+ bolesnika.
Prezentovana brojna studijska razmatranja vezana za prognosticki znacaj ekspresije pomenuta 3
biomarkera manje ili viSe su kontradiktorna, ali podsecanja radi, naj¢esc¢e se nailazi na saopstenja
koja su ukazivala na to da je ekspresia MUM1 biomarkera povezana sa negativnim
prognosti¢kim zna¢enjem, a ekspresija bcl6 biomarkera sa pozitivnim prognosti¢kim zna¢enjem.
Za ekspresiju CD10 biomarkera prisutna je velika kolizija rezultata u zavisnosti od
prezentovanih studija.

Na naSem uzorku bolesnika Kaplan-Meierova analiza prezivljavanja pokazala je statisticki
znacajnu razliku izmedu grupa bcl2+ i bcl2- bolesnika. Bolesnici koji su bili bcl2- imali su
statistiCki znacajno duze vreme PFS, u odnosu na bcl2+ bolesnike (p=0,031). Od ranije je
poznato da su publikovani kontradiktorni podaci u vezi sa znacajem bcl2 overekspresije Koji se
odnose na duzinu PFS i OS. U studijama ranijeg datuma, iz ere pre upotrebe rituksimaba, bcl2
pozitivnost ¢elija DLBCL jasno se potvrdila kao lo§ prognosticki parametar (380, 381, 382). U

studiji Maeshimae i sar. na velikoj seriji od 285 bolesnika sa de novo DLBCL, tretiranih
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rituksimabom i hemioterapijom, bcl2 overekspresija korelirala je sa kra¢im PFS i OS. Statisticka
znacajnost zadrzana je i u multivarijantnoj analizi (p=0,0015) (383). Ova studija takode je
pokazala statistiCki znacajnu asocijaciju bcl2+ sa primarno refraktarnim oblikom DLBCL
(p=0,0029). U studiji Nymana i sar. (238), pominjanoj u uvodnom delu nase studije, u kojoj je
analiziran znacaj ekspresije bcl2 i FOXP1 biomarkera, pokazalo se da je bcl2 ekspresija bila
povezana sa non-GCB podtipom i da je zadrzala negativni prognosticki znacaj i u eri primene
imunohemioterapije. U studija Igbala i sar. tvrdi se da je bcl2 overekspresija povezana sa
negativnim prognostickim znacajem, ali samo u GCB fenotipu, kod bolesnika tretiranih R—
CHOP indukcionom imunohemioterapijom (384). Peruni¢i¢ i sar. u svojoj analizi takode su
pokazali negativnu korelaciju bcl2 overekspresije sa duzinom trajanja PFS i OS (377). U
njihovoj analizi bcl2+, bila je povezana sa visim IPI skorom bolesnika, §to je dalje vodilo loSijem
OS bolesnika, pri ¢emu su rezultati potvrdeni i u Cox regresionom modelu (IPI > 3, visok Ki 67 i
bcl2+, p< 0,05). Uostalom, u studiji Murisa i sar. (72) istaknut je znac¢aj bcl2 ekspresije kao vrlo
nepovoljnog parametra prognoze DLBCL. U studiji Veelkena i sar. na grupi od 60 bolesnika sa
de novo DLBCL, koji su bili tretirani risk-adaptiranom terapijom, bcl2 overekspresija i dalje je
zadrZala negativan prognosticki potencijal na duzinu trajanja PFS (385). S druge strane, ima
studija u kojima se opovrgava prognosti¢ki znacaj bcl2 overekspresije u eri rituksimab
imunoterapije, kao $to je studija Mouniera i sar. U kojoj se pokazuje da u Cox regresionom
modelu bcl2 overekspresija prestaje da bude negativni prognosticki Cinilac, a autori zakljucuju
da je rituksimab sposoban da prevazide negativni prognosticki uticaj bcl2 overekspresije (386).
U revijskom radu novijeg datuma Dunleavyja i sar., koji su opsezno razmatrali problem visoke
disonance nalaza o prognostickom znacCaju bcl2 overekspresije, pokazan je uticaj razlicitih
mehanizama bcl2 aktivacije na molekularnom nivou. Pomenuti mehanizmi direktno uti¢u na
ovako veliku heterogenost i koliziju nalaza vezanih za prognosticki znacaj bcl2 overekspresije
(387). U uvodnom delu nase studije prezentovana su 2 najpoznatija mehanizma bcl2
overekspresije, koja su do sada prepoznata i opisana, vezano za GCB i non-GCB podtip DLBCL.
U podtipu GCB, odnosno u molekularnom GCB-nalik tipu, dominantan mehanizam bcl2
overekspresije vezan je za prisustvo t(14;18)(g32;931) (66), dok je u ABC-nalik DLBCL
mehanizam bcl2 overekspresije povezan sa NF-kB aktivacijom, sa 18q21 amplifikacije gena ili
bez nje (67, 68). U ovom smislu Zeng i sar. (388) potvrdili su na svojoj kohorti od 214

analiziranih bolesnika da je bcl2 overekspresija statisticki znac¢ajno (p=0,002) bila udruzena sa
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genskom amplifikacijom i NFkB aktivacijom u non-GCB imunohistohemijskom podtipu u
odnosu na GCB podtip. Ova grupa autora pronasla je da je bcl2 overekspresija korelirala sa
kra¢im ukupnim OS (31.2 vs 40.2 meseca), da je rizik od smrtnog ishoda bio 1,89 puta veci u
bcl2+ kohorti bolesnika i predlazu upotrebu bcl2+ kao prognostickog biomarkera nezavisnog od
klinickog stadijuma i Hansovog algoritma. Na kraju ovog razmatranja, vezano za analizu bcl2
biomarkera i njegovog uticaja na PFS, moze se zakljuéiti da se i u ovako kratkoj medijani
vremena prac¢enja bolesnika, kakva je bila u nasoj studiji, pronasla statistiCka znacajnost kraceg
PFS vremena u bcl2+ grupi. Ovakav nalaz vodi zakljuc¢ku da bcl2 overekspresija ima klinicku
znacajnost, koja ostaje aktuelna i u eri primene rituksimaba. Dobijeni rezultati nase studije u
korelaciji su sa rezultatima brojnih publikovanih i ovde iznetih studija. Ostaje otvoreno pitanje
da 1i je ta znaCajnost ostvarena na rac¢un non-GCB grupe bolesnika, kao §to tvrde Nyman i sar.
(238). U naSoj studiji nije radena takva podanaliza, mada pronadena je znafajno veca
zastupljenost non-GCB imunohistohemijskog podtipa. Za takvu klinicku diskriminaciju potrebne
su dodatne statisticke analize, koje su prevazilazile potrebne okvire ove studije.

U analizi PFS u odnosu na Hansov algoritam, pronadeno je da je GCB grupa bolesnika imala
trend ka duZem trajanju PFS, u odnosu na non-GCB grupu, ali bez dostizanja statisticki znacajne
razlike medu ispitivanim grupama (p=0,187). Ovakav nalaz odudara od rezultata studije Hansa i
sar. (63), koji su prvi istakli prognosticki zna¢aj Hansovog imunohistohemijskog algoritma, ali
treba napomenuti da su oni imali duzi period pracenja bolesnika. U studiji Nymana i sar.
saopSteni rezultati su opre¢ni onima u Hansovoj studiji (238). Ova grupa nije nasla statisticki
znacajnu razliku izmedu GCB 1 non-GCB podtipa, u prezivljanju u 2-godiSnjem pracenju
bolesnika. Medijana pracenja njihove grupe bolesnika bila je kratka da bi dobijeni rezultati mogli
imati vec¢i informativni znac¢aj. U nasoj studiji medijana prac¢enja bolesnika bila je jo§ kraca, te
ako bi statisticka razlika u duzini PFS i postojala nije bilo dovoljno vremena da se ona detektuje.
U analizi PFS u odnosu na Murisov skor postojala je statisticki znacajna razlika u duZini trajanja
PFS vremena izmedu bolesnika sa Muris skorom tipa 1 i Muris skorom tipa 2 (63 vs 45 meseci,
respektivno, p=0,001). Dobijeni rezultati nase studije pokazuju da je Muris skoring sistem imao
visoku diskriminatornu snagu, jer se statisticka znacajnost pojavila za dosta kratku medijanu
pracenja PFS. Dobijeni rezultati ukazuju da pomenuti skor, kao imunohistohemijski zasnovan
algoritam moze da izvrs$i jasnu stratifikaciju bolesnika na kategorije rizika. Studija Murisa i sar.

pokazala je da je Murisov skor moc¢an instrument u stratifikaciji bolesnika na one sa niskim, a
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pogotovo na one sa visokim rizikom za lo$ ishod lecenja (p=0,04 i p<0,001, respektivno) (72).
Ipak, treba naglasiti da je ova studija razmatrala samo nodalne forme DLBCL. U studiji
Jablonske i sar., koji su na svojoj kohorti od 66 bolesnika sa de novo DLBCL analizirali uticaj,
izmedu ostalog i Murisovog skora na OS, bile su uklju¢ene obe klinicke prezentacije DLBCL
bolesnika. Dobijeni su oprecni rezultati koji nisu pokazali statisticki znacajnu razliku u OS
izmedu Muris skorova, iako su bolesnici sa Murisovim skorom tipa 1 imali blago duzi 5-godisn;i
OS (389). U nasu studiji ukljuceni su bili bolesnici sa obe klini¢ke prezentacije DLBCL, pri
¢emu je odnos izmedu nodalne i ekstranodalne prezentacije bio ekvivalentan (50% : 50%). Nalaz
da je Muris skor bio statisticki znacajan za PFS u nasoj kohorti bolesnika, pokazuje da je on
zadrZao svoju sposobnost diskriminacije i kada su bili posmatrani bolesnici sa ekstranodalnom
prezentacijom DLBCL. Ovakav rezultat ostaje da bude proveren na vecoj kohorti i od strane
drugih autora, jer nema mnogo radova iz oblasti analize Murisovog skora, s obzirom da su se u
svetu pojavili noviji imunohistohemijski skoring sistemi, odnosno algoritmi, koji su pokazali
vecu konkordancu sa pravim profilom genske ekspresije.

U analizi supkategorija biomarkera po Hansovom algoritmu nije pronadena statisticki znacajna
razlika u duzini trajanja PFS, medu ispitivanim grupama. Detektovan je trend ka duzem PFS u
grupi slede¢ih supkategorija biomarkera: CD10-, MUM1+, bcl6- i CD10-, MUM1-, bcl6-, dok je
najkra¢i PFS bio u GCB supkategoriji biomarkera CD10+, MUM1-, bcl6-. Ovakav nalaz
delimi¢no korelira sa retkim publikovanim studijama koje su analizirale ovakav pristup. U nasoj
studiji nije dostignuta statisticka znacajnost, verovatno zbog visoke disperzije u maloj grupi
bolesnika i kratkog vremena prac¢enja bolesnika. Bez obzira na na$ nalaz, retko se mogu naci
radovi koji su se uopSte bavili analizom supkategorija biomarkera po Hansovom algoritmu.
Publikacija Andersona i sar. (334), koja je analizirala 155 bolesnika sa DLBCL, podelivsi ih u 6
supkategorija biomarkera po Hansovom algoritmu (3 GCB i 3 non-GCB podgrupe) pokazala je
da postoji statisticki znacajna razlika u medijani prezivljavanja (p=0,014) izmedu razli¢itih
ispitivanin  supkategorija. Supkategorije GCB podtipa imale su sledecu distribuciju
prezivljavanja: CD10-, MUM1-, bcl6+ imala je medijanu od 143 meseca, vrlo retka
supkategorija CD10+, MUM1+, bcl6+ imala je vrlo kratku medijanu od 11 meseci i
supkategorija CD10+, MUML1-, bcl6+ pokazala je kratku medijanu od 32 meseca prezivljavanja.
Unutar samog podtipa GCB zabelezena je visoka statisticki znacajna razlika u prezivljavanju

(p=0.002) izmedu supkategorija CD10-, MUM1-, bcl6+ i pomenute vrlo retke supkategorije
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CD10+, MUM1+, bcl6+. U supkategorijskoj analizi non-GCB podtipa DLBCL, zabelezene su
slede¢e medijane u OS: za supkategoriju CD10-, MUM1+, bcl6- medijana je bila 58 meseci, za
supkategoriju CD10-, MUML1-, bcl6- medijana je bila 54 meseci, a za supkategoriju CD10-,
MUM1+, bcl6+ bila je najkraca medijana od 27 meseci. Ova studija pokazala je dalju
heterogenizaciju u ukupnom prognostickom znac¢aju GCB 1 non-GCB podtipova, ukazujuéi da se
oni ne mogu univerzalno i homogeno posmatrati. Unutar pomenutih imunohistohemijskih
podtipova DLBCL prognoze bolesnika nisu homogene, kada se izvrsi supkategorijska
klasifikacija kombinacija na osnovu ekspresija CD10, MUML1 i bcl6 biomarkera.

U analizi PFS u odnosu na biohemijske parametre pronadeno je da jedino referentni opseg beta 2
mikroglobulina predstavlja prediktor statisti¢ki znac¢ajno duzeg PFS (p=0,014). Rezultati studije
Avillesa i sar. koji su pokazali da poviSen nivo beta 2 mikroglobulina predstavlja prediktor ranog
relapsa (50), odnose se na period pre primene rituksimaba. U naSoj studiji ispitivan je
prognosti¢ki znacaj nivoa beta 2 mikroglobulina u eri primene rituksimaba. Na poslednjem
kongresu ASH (eng. American Society of Hematology) decembra 2014. godine, prezentovani su
rezultati studija Seoa i sar. i Miyashitae i sar. u kojima je analiziran znac¢aj povisenih vrednosti
beta 2 mikroglobulina na veéem broju bolesnika (834 i 781, respektivno), tretiranih R-CHOP
indukcionom imunohemioterapijom. Analizom prezivljavanja, primenom log rank testa,
potvrdeno je da visok nivo beta 2 mikroglobulina zadrzava negativni prognosticki znac¢aj u PFS
(HR=1,9 p<0,001), a takode i u OS (390), odnosno da zadrzava visoku signifikantnost u kracem
PFS (HR=2,11 p=0,04) (391). Ovi najsveziji podaci gotovo u potpunosti se slazu sa nalazima
pronadenim U naSoj seriji bolesnika. Nalaz niskih albumina pokazao je trend ka kra¢oj medijani
PFS (p=0,061), ali bez dostizanja statisticke znacajnosti. Nivo LDH i nivo hemoglobina
pronadeno da ne koreliraju sa duzinom PFS. Poslednje navedeni rezultati verovatno su posledica
kratke medijane pracenja bolesnika, jer ne koreliraju sa do sada poznatim rezultatima studija.

U analizi PFS u odnosu na klini¢ke parametre nadeno je da jedino postojanje ,,Bulky” bolesti
statisticki znacajno korelira sa kra¢im PFS (p=0,009). Rezultati o znacaju ,,Bulky” bolesti kao
loSeg parametra prezivljavanja poti¢u iz brojnih studija, izmedu ostalog i iz rezultata MInT
studije, gde je navedeno da rituksimab nije uspeo da eliminiSe negativni prognosticki uticaj
,,Bulky” bolesti kod bolesnika mladih od 60 godina (260). ,,Bulky” bolest otezava postizanje
povoljnog odgovora na terapiju (nalaz na naSem kliniCkom materijalu) i uti¢e na brzi relaps

bolesti. U nasoj studiji medijana prac¢enja bolesnika bila je relativno kratka, a ve¢ se ispoljila
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statisticka znacajnost u ispitivanom parametru. Jedno od objasnjenja moze biti da primenjena
terapija ne uspeva da dovoljno efikasno eradicira bolest, s obzirom da je kvantitet limfomskog
tkiva obiman, i da je trenutno aktuelnom terapijom otezano postizanje, tzv.,,dubine” remisije.
Drugo objasnjenje bi moglo da bude da u uznapredovaloj, voluminoznoj bolesti postoje klonovi
¢elija DLBCL koji su ve¢ rezistentni na dejstvo imunohemioterapije, te da je to osnovni razlog
za negativni prognosti¢ki znacaj ,,Bulky” bolesti. Kod ovih bolesnika na osnovu poslednjih
kriterijuma ESMO 2012, neophodno je dodati radioterapiju (49), pre svega u niskim IPI
skorovima. U grupi bolesnika iz nase studije primenjivana je dodatna konsolidaciona
radioterapija i kod bolesnika visih IPI skorova, ali efekat je i dalje bio minoran. Ovakav nalaz
delom se poklapa sa ¢injenicom da primena radioterapije u visokim IPI skorovima na ,,Bulky”
masu, nema efekta na ukupno prezivljavanje bolesnika (49), dok je pitanje PFS otvoreno. U
analizama nijedan od ostalih ispitivanih klini€¢kih parametara nije se pokazao kao statisticki
znacajan za PFS (klini¢ka prezentacija limfoma, prisustvo B simptoma, prisustvo infiltracije
kostane srzi i Ann Arbor klinicki stadijum).

U daljem toku istrazivanja uradene su analize odnosa svakog pojedinac¢nog biomarkera (CD10,
MUML1, bcl6 i bcl2) sa skorovima/indeksima prognoze (aalPl, IPI, R-IPI i NCCN-IPI).Pronadeni
odnosi meduzavisnosti bi¢e sukcesivno diskutovani, kako su navedeni u poglavlju o rezultatima.

U grupi mladih bolesnika, kojima je kalkulisan aalPIl skor, nije pronadena statisticki zna¢ajna
korelacija sa bilo kojim od pojedina¢nih biomarkera u odnosu na period trajanja PFS. Razlog za
ovakav nalaz ostaje nejasan, da li je u pitanju mala serija analiziranih bolesnika, ili kratka
medijana pracenja.

U analizi bolesnika starijih od 60 godina, kojima je kalkulisan IPI skor sa pojedina¢nim
biomarkerima, pronadeno je da bolesnici niskog IPI skora (0 i 1) i MUMLI1- imaju statisticki
znacajno najduzi period PFS u odnosu na bolesnike svih drugih skorova i MUML1 statusa
ekspresije. Ukupna medijana njihovog trajanja PFS bila je najduza, i iznosila je oko 27 meseci.
Nakon nje sledili su bolesnici niskog IPI skora (01 1) i MUMI+, ¢ija je ukupna medijana trajanja
PFS iznosila oko 20 meseci. Izmedu ovih grupa razlika nije bila statisticki znacajna. Ova razlika
mozda bi dostigla statisticCku znacajnost da je medijana pracenja bolesnika bila duza. Svi
bolesnici visokog IPI skora (> 2) nezavisno od MUML1 statusa ekspresije (MUM1+ i MUML1-),
imali su kratke medijane trajanja PFS, koje su bile relativno priblizne i kretale su se u opsegu

manjem od 5 meseci. Najkra¢a ukupna medijana trajanja PFS bila je u grupi bolesnika visokog
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IPI skora (> 2) i MUM 1+ i trajala je samo 1 mesec. Odnos izmedu grupa bolesnika niskog IPI
skora (0 i 1) i MUM1- vs visokog IPI skora (> 2) i MUM1+, pokazao je najvecu statisticki
znacajnu razliku u duzini trajanja PFS (p=0,028). Ovakav nalaz otvara intrigantno pitanje, koliki
je zaista uticaj IPI skora, a koliki status MUM1 biomarkerske ekspresije. Statisticki gledano, obe
varijable mogu imati uticaja na duzinu trajanja medijane PFS vremena. Problem je §to su grupe
bile nekomparabilne, jer su poredeni IPI skorovi razli¢itih bazi¢no definisanih rizika, dok
razli¢iti MUMI statusi ekspresije, sa druge strane, mogu biti komparabilni. Ovakva postavka
problema otezava definisanje koja od ispitivanih varijabli je sa sigurno$¢u imala presudan uticaj
na duzinu trajanja PFS. U daljoj post-hoc analizi jasno se identifikuju grupe sa visokom
statistickom znacajnos¢u za duzi period PFS: IPI (0, 1) i MUM1- vs IPI (> 2) i MUM1-
(p=0,004). Dobijeni rezultat korelira i sa nadenim odnosima u analizi odgovora na indukcionu
terapiju. Verovatno da je ovde prisutan dominantan i samostalan uticaj IPI skora, jer u obe grupe
je postojalo odsustvo ekspresije MUML1 biomarkera (MUM1-). Nadena je i distinkcija u grupi
bolesnika koji eksprimiraju MUM1 biomarker, naime grupa niskog IPI skora (0 i 1) i MUM1+ i
visokog IPI skora (> 2) i MUM1+, pokazuje statisticki znacajne razlike u PFS vremenu
(p=0,016). U analizi ovog odnosa takode se moZe govoriti i dominantnom i samostalnom uticaju
IPI skorova. U ukupnom razmatranju navedenih rezultata, otvara se pitanje koliki je pravi uticaj
ekspresije MUML1 biomarkera, a koliki samog IPI skora na dobijene medijane PFS. Evidentno je
da bolesnici 1 niskog i visokog IPI skora koji su MUM1+ imaju kra¢i PFS, u odnosu na bolesnike
niskog IPI skora i MUML1-, dok se to ne moze reci za grupe visokog IPI skora koje su MUM1-.
Brojne studije ukazivale su na to da je MUML1 ekspresija faktor koji korelira sa kra¢im PFS i OS,
i u eri rituksimaba (360, 361). Rezultati dobijeni u ovoj studiji, nisu mogli da potvrde takvu
tvrdnju, ali su ipak otvorili sumnju da MUMI+ moze biti prediktor duzeg PFS. Nalaz da
bolesnici niskog IPI skora i MUMI1+ imaju najduzu ukupnu medijanu trajanja PFS vremena, u
odnosu na sve poredbene grupe zasluzuje da bude ispitan u duzem periodu pracenja i na vecoj
kohorti bolesnika. Statisticki gledano, najopravdanija bila bi ona razlika koja bi se eventualno
pronasla u grupama istog IPI skora, a razli¢itih statusa MUM1 biomarkerske ekspresije.

U analizi odnosa bcl6 biomarkera sa IPI skorom nadeno je da su bolesnici niskog IPI skora (0 i
1) i bcl6+ imali najduzu dostignutu ukupnu medijanu trajanja PFS od oko 28 meseci. Nakon nje
sledili su bolesnici niskog IPI skora (0 i 1) i bcl6-, ¢ija je dostignuta ukupna medijana trajanja

PFS bila oko 17 meseci. Izmedu ovih grupa nije nadena statisticki znacajna razlika. Ostale grupe
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bolesnika visokog IPI skora (> 2), nezavisno od ekspresije bcl6 bimarkera (bcl6+ i bcl6-), su
imali vrlo kratke medijane trajanja PFS koje se krecu priblizno oko 3 meseca. Najveca statisticka
znacajna razlika u PFS nadena je izmedu grupa niskog IPI skora (0 i 1) i bcl6+ i grupe visokog
IP1 skora (> 2) i bcl6- (p=0,012). U post hoc-analizi nadena je i statisticka znacajna distinkcija u
grupama niskog IPI skora (0 i 1) i bcl6- i grupama visokog IPI skora (> 2) i bcl6- (p=0,005), kao
i u grupama niskog IPI skora (0 i 1) i bcl6+ i grupama viskog IPI skora (> 2) i bcl6+ (p=0,025) i
u grupama visokih IPI skorova (> 2) bcl6- i bcl6+ (p=0,042). Ovaj poslednji saopsteni nalaz vrlo
je diskutabilan. Pazljivom analizom box-plot grafikona uocava se da je grupa visokog IPI skora i
bcl6- potpuno homogena, jer su sve vrednosti kvartila zbijene oko medijane, dok grupa visokog
IPI skora 1 bcl6+, iako ima medijanu pribliznu prethodnoj grupi, ima dosta bolesnika koji su
imali duze prezivljavanje, te se zato naSla niska statisticki znacajna razlika unutar poredbenih
grupa. U ukupnoj analizi evidentno je da bolesnici niskih IPI skorova imaju duzi PFS nezavisno
od ekspresije bcl6 biomarkera. Ovakav nalaz namece odgovor da je IPI skor imao dominantan i
nezavisan uticaj na duzinu PFS, a ne status ekspresije samog bcl6 biomarkera.

U analizama IPI skora sa bcl2 i CD10 biomarkerima nisu nadene statisticki znacajne razlike u
duzini trajanja PFS.

Zakljuéno gledano rezultati nase studije pokazali su da je IPI skor, koji je definisan u eri pre
primene rituksimaba, ostao najmoc¢niji nezavisni prediktor za PFS, i u eri posle primene
rituksimaba.

U analizi odnosa R-IPI skora sa pojedina¢nim biomarkerima nije se na$la statistiCka znacajna
razlika u uporedivanim grupama u odnosu na PFS. Ovde treba napomenuti da je R-IPI skor
razmatran u dihotomoj organizaciji, naime spojeni su R-1P1 skorovi (vrlo dobar i dobar ) vs (los).
U analizi odnosa NCCN-IPI skora sa pojedina¢nim biomarkerima nije se naSla statistic¢ki
znacajna razlika medu razli¢itim ispitivanim biomarkerima u duZini PFS.

U analizi odnosa aalPl skora i Hansovog algoritma, pronadeno je da bolesnici sa niskim aalPI
skorom (0 i 1) i GCB podtipa po Hansovom algoritmu imaju trend najduzeg PFS, dok grupa
visokog aalPI skora (> 2) i GCB podtipa po Hansovom algoritmu ima trend najkra¢eg PFS
(p=0,057). Statisticki znacajna razlika nije dobijena, ali bila je veoma blizu. Ovakva
unutargrupna razlika u GCB podtipu neocekivana je i verovatno je posledica slucajne selekcije
naSe grupe bolesnika. Razlika izmedu aalPI skora i GCB podtipa vs aalPl skora i non-GCB

podtipa bila je manje izrazena.
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Kod bolesnika starijih od 60 godina, pronadeno je da bolesnici niskog IPI skora (0 i 1) i GCB
podtipa imaju najduzu ukupnu medijanu trajanja PFS, koja se kretala oko 27 meseci. Nakon nje
sledili su bolesnici niskog IPI skora (0 i 1) i non-GCB podtipa koji su imali ukupnu medijanu
trajanja PFS oko 19 meseci. Izmedu ovih uporedivanih grupa nije postojala statisticki znacajna
razlika u duzini trajanja medijane PFS. Ovakav nalaz, bez obzira $to nije pokazao statisticki
znacajnu razliku, ukazuje na trend u GCB podtipu ka duzem trajanju PFS. Verovatno bi
statisticki znaCajna razlika bila dostignuta da je vreme pracenja bolesnika bilo duze. Grupe
bolesnika visokog IPI skora (> 2) i GCB, kao i non-GCB podtipa, imale su vrlo priblizne ukupne
medijane trajanja PFS, koje su se kretale oko 1 i 3 meseca, respektivno. Utvrdeno je da grupa
bolesnika sa niskim IPI skorom (0 i 1) i GCB fenotipom statisticki znac¢ajno ima najduzi period
PFS u odnosu na grupu visokog IPI skora (> 2) i non-GCB fenotipa (p=0,018), koja ima najkraci
period PFS. Ova dobijena razlika otvara pitanje koliki je bio uticaj samog IPI skora, a koliki
Hansovog algoritma. StatistiCka metodologija pruza mogucénost uticaja obe varijable (razli¢itih
IPI skorova i razli¢itog fenotipa GCB i non-GCB). Ostaje otvoreno pitanje u kojoj meri je koji
od faktora imao uticaja na PFS. U daljoj post-hoc analizi pokazala se distinkcija izmedu grupa
niskog IPI skora (0 i 1) i GCB fenotipa i visokog IPI skora (> 2) i GCB fenotipa (p=0.004) i
grupe niskog IPI skora (0 i 1) i non-GCB fenotipa i grupe visokog IPI skora (> 2) i non-GCB
fenotipa (p=0,017). Rezultati post-hoc analize se mogu relativno lako protumaditi i zakljuciti da
je IPI skor odigrao samostalan i nezavisan uticaj na medijane trajanja PFS. Sumarno gledano,
pokazano je da je grupa niskog IPI skora i GCB fenotipa, grupa koja ima najduzi period PFS i
verovatno najbolje prognosticke izglede na duze prezivljavanje, Sto je u korelaciji sa nalazom
studije Hansa i sar. (72). Ranije pominjana studija Xea i sar. koji su publikovali da je grupa GCB
podtipa bolesnika i niskog IPI skora statisticki znacajno sa boljim 5-godi$njim PFS (p=0,003) u
odnosu na non-GCB grupu bolesnika (360), takode potvrduje rezultate Hansove studije.
Rezultati nase studije pokazali su trend ka takvom nalazu, ali se nije dobio potreban nivo za
proglasenje statisticke znacajnosti. Razlog za to moze lezati u kratkoj medijani pracenja
bolesnika. S toga, moze se zakljuciti da je potrebno duze vreme pracenja za adekvatnu procenu.
Sto se ti¢e unutargrupnog diverziteta (poredenja GCB/GCB i non-GCB/non-GCB, razli¢itih IPI
skorova), sasvim je jasno da je ispoljen dominantan uticaj IPI skora, koji i u eri rituksimaba,
predstavlja skoring sistem sa visokim kapacitetom distinkcije unutar grupa istog Hansovog

algoritma u odnosu na duzinu trajanja PFS. Ovakav nalaz dala je i ranije pominjana studija

209



6. Diskusija

Maeshimae i sar. koja je pokazala da visok IPI skor statisticki znac¢ajno korelira sa kra¢im PFS i
u eri rituksimab imunohemioterapije (383).

U analizi odnosa Hansovog algoritma sa R-IPl skorom nije bilo statisticki znacajne razlike
izmedu grupa GCB i non-GCB podtipa DLBCL. Grupa niskog R-I1PI skora i GCB fenotipa imala
je najduzi period PFS, ali bez statisti¢ki znacajne razlike. Razlog ovakvom nalazu, verovatno je,
kratka medijana pracenja bolesnika.

U analizi odnosa Hansovog algoritma sa NCCN-IPI skorom pronadeno je da je medijana trajanja
PFS u grupama niskog NCCN-IPI skora (1 i 2) i GCB fenotipa bila duza u odnosu na visok
NCCN-IPI skor (3 i 4) i non-GCB fenotip, ali bez dostizanja statisticki znacajne razlike medu
uporedivanim grupama. Razlog je verovatno kratka medijana pracenja bolesnika.

U analizi odnosa Murisovog algoritma kod bolesnika mladih od 60 godina, nije pronadena
statistiCki znacajna razlika u medijanama trajanja PFS izmedu grupa razli¢itih aalPl skorova i
Muris skora tipa 1 ili 2. Najduza ukupna medijana trajanja PFS bila je u grupi niskog aalPI skora
i Muris skora tipa 1, a najkraca u grupi niskog aalPl skora i Muris skora tipa 2, ali razlika nije
bila statisticki znacajna.

U analizi odnosa Murisovog algoritma kod bolesnika starijih od 60 godina, pronadeno je da su
bolesnici niskog IPI skora (0 i 1) i Muris skora tipa 1 imali najduzu ukupnu medijanu trajanja
PFS od oko 28 meseci, u odnosu na sve ostale poredbene grupe. Nakon nje sledila je grupa
bolesnika niskog IPI skora (0 i 1) i Muris skora tipa 2 koji su dostigli ukupnu medijanu trajanja
PFS od oko 9 meseci. U grupama visokog IPI skora (> 2), nezavisno od tipa Muris skora (tip 1 i
2) ukupna medijana trajanja PFS bila je najkraca, gotovo identi¢na i kretala se oko 2 meseca.
Utvrdena je statisti¢ki znacajna razlika u duzini trajanja PFS izmedu grupa niskog IPI skora (O i
1) i Muris skora tipa 1 vs grupe visokog IPI skora (> 2) i Muris skora tipa 2 (p=0,029). Ova
razlika bila je najupadljivija, sa najveom statistickom znac¢ajno$¢u, medutim sam nalaz otvara
pitanje samostalnog uticaja IPI skora na duzinu trajanja PFS, sa jedne strane i Murisovog
imunohistohemijskog algoritma, sa druge strane. U daljoj post-hoc analizi pronadene su
distinkcije izmedu grupa: niskog IPI skora (0 i 1) i Muris skora tipa 1 vs grupe visokog IPI skora
(> 2) i Muris skora tipa 1, (p=0,034), grupe niskog IPI skora (0 i 1) i Muris skora tipa 2 vs grupe
visokog IPI skora (> 2) i Muris skora tipa 2 (p=0,042), kao i grupe niskog IPI skora (0 i 1) i
Muris skora tipa 1 vs grupe niskog IPI skora (0 i 1) i Muris skora tipa 2 (p=0,042). Ovaj

poslednje navedeni nalaz je i najznacajniji, jer pokazuje diskriminaciju bolesnika unutar istih IPI
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skorova, a razli¢itih Muris skorova. Ovo nedvosmisleno ukazuje da je Murisov skor samostalno
bio nezavisan faktor diskriminacije izmedu grupa, a ne IP1 skor. Takav nalaz istice ¢injenicu da
bolesnici koji pripadaju Murisovom skoru tipa 1 i niskom IPI skoru imaju najveci, statisticki
znacajno, potvrden benefit u duzini trajanja PFS. Dobijeni rezultat demonstrira uticaj Murisovog
skora kao moc¢nog instrumenta diskriminacije duzine trajanja PFS. Njegov znacaj je u toliko
veci, jer se statisticka znacajnost pojavila za vrlo kratku medijanu pracenja bolesnika. Ukupno
gledano grupa niskog IPI skora (0 i 1) i Muris skora tip 1 je grupa bcl2-/GCB bolesnika, i ona
nosi najve¢i benefit u duzini trajanja PFS, a verovatno i u OS bolesnika. Na osnovu svega
navedenog moze se rec¢i da su rezultati naSe studije pokazali da Murisov imunohistohemijski
algoritam (skor) moze biti klinicki instrument stratifikacije rizika kod DLBCL bolesnika.
Dobijeni rezultati koreliraju sa zakljuécima studije Murisa i sar. koji su i definisali pominjani
skor (72). Suprotno tome, studija Jablonske i sar., kao jedna od retkih studija koja je
prospektivno evaluirala Murisov skor, nekoliko godina nakon njegovog saopstenja u javnosti,
negirala je takav zakljucak u svojoj analiziranoj kohorti bolesnika (389).

U analizi odnosa Murisovog algoritma sa R-IP1 skorom nije se nasla statisticka znacajna razlika
u duzini PFS izmedu analiziranih podgrupa bolesnika. Najduzi PFS bio je u niskoj R-IPI grupi i
Muris skoru tipa 1, a najkrac¢i PFS u niskoj R-IPI grupi i Muris skoru tipa 2.

U analizi odnosa Murisovog algoritma sa NCCN-IPI skorom pronaden je blagi trend duzeg PFS
u grupi niskog NCCN-IPI skora (1 i 2) i Muris skora tipa 1 u odnosu na grupu bolesnika sa
visokim NCCN-IPI skorom (3 i 4) i Muris skorom tipa 2. Razlika nije bila statisti¢ki znacajna
(p=0,141).

Statisticka analiza odnosa skorova/indeksa prognoze sa supkategorijskom Klasifikacijom
biomarkera po Hansovom algoritmu nije radena zbog malog broja bolesnika i velike disperzije
bolesnika u uzorku, $to ne daje mogucnost validne analize i interpretacije rezultata.

U analizi linearne regresije faktora rizika za duzinu trajanja PFS nije se izdvojio, kao statisticki
znacajan, nijedan od faktora rizika za kraci PFS. Statisti¢ki gledano postojao je blagi trend
kraceg trajanja PFS izmedu bcl2+ grupe bolesnika u odnosu na bcl2- grupu (p=0,106), ali se nije

postigla statisticki znac¢ajna razlika.
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U sveukupnoj analizi dobijenih rezultata ove studije moze se izneti zakljucak da su analizirani
imunohistohemijski biomarkeri i dalje zadrzali svoje mesta u pruzanju mogucnosti prognosticke
stratifikacije bolesnika sa DLBCL. U tom smislu dominantno su se istakli bcl2 overekspresija i
Murisova algoritamska (skor) klasifikacija tipa 2. Pomenuti imunohistohemijski parametri mogu
imati realnu klinicku implikaciju u stratifikaciji bolesnika sa povisenim rizikom od terapijskog
neuspeha, odnosno loSe ukupne prognoze. Bez obzira Sto se profil genske ekspresije sve vise
istice kao budué¢i model za ciljano vodenje terapije, Sto svakako i jeste cilj onkologije, ova
studija ukazuje da imunohistohemija i dalje ima prostora za svakodnevnu klini¢ku primenu.
Sirenjem palete imunohistohemijskih biomarkera i definisanjem novih algoritamskih
imunohistohemijskih Sema priblizavamo se gotovo potpunom poklapanju imunohistohemije i
genskog ekspresionog profila DLBCL. Ovo sa svoje strane otvara pitanje koja ¢e od metoda
zauzeti primat, jer je imunohistohemija, bar za sada finansijski isplativija i pogodnija za rutinsku

klinicku upotrebu.
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1. Pronadena je znacajno veéa ucestalost non-GCB podtipa u odnosu na GCB podtip,
u skladu sa tim najce$¢i fenotip bio je CD10-, MUM1+, bcl6-, dok je bcl2
biomarker imao vec¢u ucestalost ekspresije u odnosu na publikovane serije, sa
statisticki znacajno ¢eS¢om pojavom u Zenskom polu.

2. Biomarkeri bcl2, bcl6, CD10 i MUM1, Hans i Muris algoritam (skor), i
supkategorija biomarkera po Hansovom algoritmu nemaju nezavisan prediktivni
znacaj u odnosu na terapijski odgovor i rizik od smrtnog ishoda, dok su se bcl2 i
Muris skor tipa 2 izdvojili kao statisticki znac¢ajni nezavisni faktori kraceg PFS.

3. Prisustvo B simptoma, ,,Bulky* bolesti, visokog Ann Arbor klini¢kog stadijuma,
povisenog LDH, na prezentaciji, statisti¢ki zna¢ajno su uticali na losiji odgovor na
indukcionu terapiju i veéi rizik od smrtnog ishoda, dok su niski albumini statisti¢ki
znacajno uticali na loSiji odgovor na indukcionu terapiju. Bolesnici sa sniZenim
hemoglobinom, muskog pola, anaplasti¢nog histomorfoloskog tipa DLBCL imaju
statisticki znacajno CeS¢i rizik od smrtnog ishoda. Bolesnici sa poviSenim beta 2
mikroglobulinom i “Bulky” bole§¢u imaju statisticki znacajno kraéi period
trajanja PFS. U univarijantnoj analizi faktora rizika za lo§ odgovor na terapiju
izdvojili su se: poviSen LDH, sniZeni albumini i hemoglobin, i prisustvo B
simptoma.

4. Postojala je statisti¢ki znacajna korelacija MUM1+ i bcl2- sa snizenim albuminima,
bcl6- sa povisenim LDH, Muris skora tipa 2 sa smanjenim albuminima i
hemoglobinom. Bolesnici NCCN-IPI skora (1 i 2) i bcl6-, kao i NCCN-IPI skora (3 i
4) i bcl6+ imali su statisticki znacajno bolji odgovor na indukcionu terapiju u
odnosu na druge poredbene grupe. Muris skor prilagoden sa niskim IPl skorom

zadrzao je statisti¢ki znacajan prediktivni znac¢aj za duzinu trajanja PFS.
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5. Muris skor pokazao se kao nezavisni faktor prognosticke diskriminacije bolesnika,
dok su IPI skor i bcl2 biomarker zadrzali nezavisni prediktivni zna¢aj za duZinu
trajanja PFS i u eri primene rituksimaba.

6. Originalni doprinos ove teze ogleda se u moguénosti primene Murisovog skora i
bcl2 biomarkera u klini¢koj praksi radi prognosti¢ke stratifikacije rizika kod
DLBCL bolesnika, ¢ime se otvara moguénost izbora novih terapijskih modaliteta
za Vvisoko-rizicne grupe bolesnika, dok odnos NCCN-IPI skora sa bcl6
biomarkerom zahteva dodatnu potvrdu u vecoj grupi bolesnika i od strane drugih

autora.
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YHusepauteT y Huwwy

Ilpuaor 4: U3jase ayTopa XOKTOPCKHX HCePTANHja
H3jasa 1.

HU3JABA O AYTOPCTBY

M3jarspyjeM Na je NOKTOpCKa AUCepTaLija, N0/ HACIOBOM
Prediktivni znadaj biomarkera bcl2,bcl6,CD10 i MUM1
epd AT ih B falidaiih. 1infons

Xoja je onbpameHa Ha Med ic inskormpakyarery YHusepsurera y Humy:

®  pe3yirar CONCTBEHOr HCTPAXKUBAYKOI pajia,

s ]2 OBY AMCEpTAUMjy, HH Y LEJWHH, HUTH y JeJIOBUMA, HHUCAM TpHjaB/bUBa0/ia Ha
apyruM GakyaTeTHMa, HUTH YHUBEP3UTETHMA;

e a HUCaM MOBPENMO/Na ayToOpcka TNpaBa, HWUTH 3/10yNOTpeGuo/1a MHTENeKTyalHy
CBOJUHY APYTUX JIMLA.

JlozBo/baBaM f1a ce oGjaBe MOjM JIMYHM NOJALM, KOjU Cy y BE3M ca ayTOPCTBOM M
noOHjarbeM aKaJeMCKOT 3Bakba JIOKTOpa HaykKa, Kao LITO Cy MMe M Mpe3nuMe, roMHa i MecTo
poheta 1 1aTym o6pane paja, ¥ To y karanory bubnuorteke, JJUrutanHom peno3uTopujymy
Vuusepsurera y Humty, kao u y ny6auxauujama Yrausepsuteta y Huury.

Y Humy,

AyTop JucepTalmje: Ivan Petkovié

[loTnuc ayTopa auceprauuje:

Lol b

VIIVTCTBO 3A OBJIMKOBARE, OBJABJBUBAE U IOCTABJBABE JJOKTOPCKUX TUCEPTALIMIA 3A JIMIMTATHH
PETNO3UTOPUIYM YHUBEP3UTETA V HUILY. Crp. 11
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YHUBEpP3UTET y Huwy

Usjasa 2.

U3JABA O HCTOBETHOCTHU WITAMIIAHOI' U EJIEKTPOHCKOI" OBJINKA
JOKTOPCKE JUCEPTALIMJE

ViMe 1 npesnme ayTopa: Ivan Petkovié

Hacrios aucepranmje: Prediktivni znadaj biomarkera bcl2,bcl6,CD10

i MUM1 kod difuznih B krupnodelijskih limfoma

Mentop: __Prof. dr Svetislav Vrbié

MzjaB:byjem Ja je wraMnaHd oONMK MOje JOKTOpCKe JucepTalije HMCTOBETaH
eNeKTPOHCKOM OGJIMKY, KOjH caM mpenao/ia 3a yHouwewe Y JHIHTajJHH Pemo3HTOPHjyM
VYuusepaureray Humry.

V Humy,

TMoTnuc ayTopa aucepraije:

83 e/ o

/ A

VIIYTCTBO 3A OBJIMKOBABE, OBJAB/BUBABE U JIOCTABJBABE JIOKTOPCKUX JJMCEPTALIMIA 3A JIMTUTAJTHH
PETO3UTOPHIYM YHUBEP3UTETA VY HULLY. Crp. 12
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YHuBep3uTeT y Huwy

Hsjasa 3:

H3JABA O KOPUIIREBY

OpnamhyjeM VHupepsutercky Oubnuorexy ,Hukona Tecna® na, y Jlururanau
penosuTopujyM YHuBepsutera y Humy, yHece MOjy JOKTOPCKY AMCEPTALM]Y, MO/l HACIOBOM:

Prediktivni znadaj biomarkera bcl2,bcl6,CD10 i MUM1
_kod difuznih B krupnoéelijskih limfoma

Jwicepranujy ca CBUM NPUIO3MMA MPeJao/Jia caM y eleKTPOHCKOM OBIIMKY, MOr0AHOM
3 TPajHO apXHUBHpabE.

Mojy 10KTOpCKy aucepTauujy, yHeTy y JINTUTaiHK Pero3nuTopujyM YHUBEp3UTETA Y
Hulity. MOry KOPHCTMTH CBM KOjU MOIITYjy oxpeade caipikaHe y oaabpaHOM THUILY JIMLEHLE
KpearusHe 3ajeanuue (Creative Commons), 3a KOjy caM ce 0u1y41o/sa.

1. Aytopctso (CC BY)
2. AytopcTBo — HekomepuujanHo (CC BY-NC)
3. AyTopcTBO — Hekomepumjanno — 6e3 npepaze (CC BY-NC-ND)

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjaIHO — aeanTH noa uctiM yeraosuma (CC BY-NC-SA)

W

. Ayropertso — Ges npepage (CC BY-ND)
6. AyTopeTBo — nenut moj uctuM yenosuma (CC BY-SA)
(MoMo J1a 1oIBYYETE CaMO JE/HY OJ1 WECT NOHYHEHHX IHLEHIM; ONKUC THUCHIA JaT j¢ Y HACTABKY TEKCTa).

Y Humy,

AyTop aucepTauije: Ivan Petkovié

ITornuc ayTopa auceprauuje:

&'\QL_}—YA £ ‘/y e

VIVTCTBO 3A OBJIMKOBAIGE, OBJABJBUBAE U IOCTABJBAIE JIOKTOPCKUX JIMCEPTALIMJA 3A IMTUTAJTHU
PEMNO3UTOPAIYM YHUBEP3UTETA V HUILIY Cmp. 13
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