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Klinic¢ki i imunoloski faktori prognoze kod bolesnika sa B
difuznim krupnocelijskim nehockinskim limfomom

Oboleli od B difuznog krupnocelijskog nehockinskog limfoma
(DLBCL) imaju veoma heterogen klinicki tok i prognozu. Postoji
stalna potreba za pronalaZzenjem novih prognostickih faktora radi
procene rizika kod obolelih. Imunohistohemijski biomarkeri u
korelaciji sa klinickim 1 bihemijskim parametrima, kao 1 sa
prognostickim skorovima, mogu biti prediktori rizika obolelih.
Osnovni cilj ovog istrazivanja bio je analiza prezivljavanja obolelih od
B difuznog krupnocelijskog nehockinskog limfoma prema klinickim
faktorima prognoze i ekspresiji proteina koji ucestvuju u aktivaciji
imunog odgovora, regulaciji ¢elijskog ciklusa i programirane celijske
smrti (Ki-67, Bcl-2, Bel-6, CD10, CD5, CD138, MUML i prisustvo
mutacije L265P MyD88), uz klasifikovanje obolelih prema aktuelnim
prognostickim  skoring sistemima Uporedivanjem klini¢kih 1
imunoloskih faktora prognoze kod obolelih od DLBCL, napraviti
predlog za prognosticki skoring sistem koji bi objedinio obe grupe
parametara. Svim pacijentima je odredivan klinicki stadijum bolesti.
Tokom studije su sakupljani i obradivani klini¢ki i laboratorijski
parametri, za koje se zna da imaju prognosticki znacaj i koje je bilo
moguce sakupiti za sve pacijente ukljucene u istrazivanje. Re¢ je o
polu, starosnoj dobi, Ann Arbor klinickom stadijumu bolesti, broju
ekstranodalnih manifestacija bolesti, performans statusu, prisustvu
,B“ simptoma, vrednosti hemoglobina, broju trombocita, brzini
sedimentacije eritrocita, vrednosti C reaktivnog proteina, beta 2
mikroglobulina, vrednosti albumina i LDH u serumu. Histopatoloski
materijal  sastojao se od 68 parafinskih blokova. Od
imunohistohemijskih parametara analizirani su : CD5, CD10, Ki 67,
Bcl-2, Bcl-6, MUM1 po EnVision proceduri. Za molekularno-
geneticko istraZzivanje genskog polimorfizma Myd88 L265P
koriS¢ena je genomska DNK izolovana iz tkiva fiksiranog u parafinu
pacijenata obolelih od DLBCL. Lan¢anom reakcijom polimerizacije
umnozavani su segmenati DNK u okviru kojih se nalazi SNP
ispitivanog gena MYD88 L265P. StatistiCke analize ukljucivale su
primenu neparametarskih metoda i parametarskih testova Period
trajanja OS (ukupno prezivljavanje) je ispitivan primenom Kaplan-
Meierove analize. Statisticki znacajna razlika u ukupnom
prezivljavanju (OS) postoji u odnosu na godine Zivota (u korist mladih
od 60 godina), u odnosu na pol (u korist zena) i koncentraciju
albumina u serumu (niZe vrednosti albumina u serumu kod obolelih od
DLBCL su udruzene sa kra¢im OS , pa su oni pokazali najveci
prediktorni znacaj). U predikciji rizika znacCajnost su pokazali
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prekategorisani  performans status (2 kategorije: <2; >2),
prekategorisani  klinicki  stadijum  bolesti  (,,limitirani“ 1
,uznapredovali“ DLBCL) i1 R- IPl. Analizom duZine restrikcionih
fragmenata utvrden je homozigotni, normalni (divlji, engl. wild type)
genotip za ispitivani polimorfizam. Svi ostali klini¢ki, biohemijski i
imunohistohemijski parametri, nisu pokazali prediktorni znacaj kod
obolelih od DLBCL. U odnosu na primenjeni terapijski protokol
postoji izrazita statisticka znaCajnost u duzini prezivljavanja u korist
pacijenata le¢enih R- CHOP protokolom. Standardizovali smo PCR-
RFLP metodu za Myd 88 L265P za DNK uzorke izolovane iz
parafinskih kalupova. Po nasim saznanjima ne postoje dostupni podaci
o istrazivanju Myd 88 L265P polimorfizma za populaciju obolelih od
DLBCL u Srbiji. U populaciji pacijenata sa podrucja jugoistocne
Srbije patoloski signalni put koga ostvaruje mutacija Myd 88 L265P,
nije odgovoran za razvoj DLBCL. Muski pol, starosna dob preko 60
godina, niske vrednosti albumina u serumu su negativni prediktorni
faktori kod obolelih od DLBCL. R-IPI skor je u eri
imunohemoterapije korisniji prognosticki skor u odnosu na IP1.
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Clinical and immunological prognostic factors in patients with diffuse
large B- cell non Hodgkin lymphoma

Patients with diffuse large B cell non Hodgkin lymphoma (DLBCL)
have a very heterogeneous clinical course and prognosis. There is a
constant need to find new prognostic factors to assess risk in patients.
Immunohistochemical biomarkers correlated with clinical and
biochemical parameters, as well as prognostic scores may be predictors
of risk patients. The main aim of this study was to analyze the survival
of patients with diffuse large B- cell non Hodgkin lymphoma according
to clinical prognostic factors and expression of proteins involved in the
activation of immune response, cell cycle regulation and programmed
cell death (Ki-67, Bcl-2, Bcl-6 , CD10, CD5, CD138, MUML1 and the
presence of mutations L265P MyD88), by classifying patients
according to current prognostic scoring systems comparing the clinical
and immunological factors prognosis in patients with DLBCL, make a
proposal for a prognostic scoring system that would unite the two
groups of parameters. All patients was determined by clinical stage of
the disease. During the study were collected and processed by clinical
and laboratory parameters, that are known to have a prognostic value
and that it was possible to collect for all patients included in the study.
It is about gender, age, Ann Arbor clinical stage of disease, extranodal
number of cities affected processes, performance status, presence of
"B" symptoms, hemoglobin, platelet count, erythrocyte sedimentation
rate, C-reactive protein levels, beta 2 microglobulin, serum albumin and
serum LDH. Histopathological material consisted of 68 paraffin blocks.
From immunohistochemical parameters were analyzed: CDS5, CD10,
Ki- 67, Bcl-2, Bcl-6, MUM1 by EnVision procedure. Molecular-
genetic study of gene polymorphism MyD88 L265P was used genomic
DNA isolated from fixed tissue in paraffin patients with DLBCL.
Polymerization chain reaction were amplified by DNA segments
within which the SNP is tested gene MyD88 L265P. Statistical
analyzes included the use of nonparametric methods and parametric
tests. Period of OS (overall survival), was studied using Kaplan-Meier
analysis. A statistically significant difference in overall survival (OS)
exists in relation to the age (the benefit under the age of 60 years),
compared with gender (in favor of women) and the albumin
concentration in serum (lower serum albumin levels in patients with
DLBCL are associated with shorter OS, as they showed the greatest
predictive value). In the prediction of the risk significance showed
recategorized performance status (category : <2; > 2), recategorized
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clinical stage of the disease (limited and advanced DLBCL) and R- IPI.
The analysis of restriction fragment length is determined homozygous,
normal wild type genotype polymorphisms tested. All other clinical,
biochemical and immunohistochemical parameters showed no
predictive value in patients with DLBCL. in relation to the applied
therapeutic protocol there is a strong statistical significance in overall
survival in favor of the patients treated at R- CHOP protocol. We
standardized PCR-RFLP method for Myd 88 L265P DNA samples
isolated from paraffin molds. According to our knowledge there are no
data available on the study Myd 88 L265P polymorphism in a
population of patients with DLBCL in Serbia. In the population of
patients with areas of southeast Serbia pathological signaling pathway
which achieves mutation Myd 88 L265, is not responsible for the
development DLBCL.Male gender, age over 60, low levels of serum
albumin were negative predictor factors in patients with DLBCL. R-IPI
score is in the era imunochemotherapy, useful prognostic score in
relation to the IPI.
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Popis skracenica

AA-IPI:
ADCC:
Ag:
AlF:
AP-1:
APAF-1:
APC:
B2MG:
BCR:
CDC:
CDK:
CHOP:

CHOP:

CLL/SLL:
CNS:
CRP:
CVP:
DHAP:
DLBCL:
EBV:
EDTA:

EN manifestacije:

ESHAP:

GC:
HCV:

age adjused IPI

citotoksi¢nost zavisna od AT

antigen

apoptoza indukujucéi faktor

activator protein 1

Apoptotic protease-activating factor 1
aktivacija multimernog kompleksa
beta 2 mikroglobulini

B cell receptor

citotoksi¢nost posredovana komplementom
ciklin zavisna kinaza

hemioterapijski protokol (cyclophosphamide, hydroxyldaunomycin,
Vincristine [Oncovin], i prednisone)
terapijski protokol (cyclophosphamide, hydroxyldaunomycin, vincristine,

prednisone)

hroni¢na limfocitna leukemija/limfom malih limfocita

centralni nervni sistem

C reaktivni protein

hemioterapijski protokol (cyclophosphamide, vincristine, prednisone)
hemioterapijski protokol (dexamethasone, cytarabine- ARA-C, cisplatin).
difuzni B krupnocelijski nehockinski limfom

Epstein-Barr virus

etilendiamin siréetna kiselina

ekstranodalne manifestacije

hemioterapijski protokol (etoposide, methylprednisolone, cytarabine-
ARA-C, cisplatin)
germinativni centar

hepatitits C virus



HE:

HHV-8:
HTLV-1:
IFN:

lg:

IHH:

IKK:

IL-2:

IPI:
IRAK-4:
IRF3:

IxB:
JAK-STATS:
LDH:
Mal/TIRAP:
MALT :
MOMP:
MUM 1:
Myd 88:

Myd88L265P:

NCCN-IPI:
NF-kB :
NHL:
NOS:

Os:

PCR:

Popis skracenica

hematoksilin-eozin bojenje

humani herpes virus 8

humani T limfotropni virus 1

interferon

imunoglobulin

imunohistohemija

IxB kinase kompleks

interleukin 2

Internacionalni Prognosticki Indeks

IL-1 receptor—associated kinase 4

interferon regulatorni faktor 3

inhibitor NF-xB

Janus kinase-signal transducer and activator of transcription 3
laktat dehidrogenaza

Myd88 adaptor like/TIR domain containing adaptor molecule
mucosa associated lymphoid tissue

propustljivost spolj.membrane mitohondrija

(multiple myeloma oncogenel) /IRF4: (interferon regulatory factor 4)
Myeloid differentiation primary response adaptor protein
mutacija Myd88

enhanced International Prognostic Index

nuclear factor kappa B

nehockinski limfom

(not otherwise specified) drugacije neoznaceno

overall survival (ukupno prezivljavanje)

lan¢ana reakcija polimerizacije

PCR-RFLP metoda: (PCR- Restriction Fragment Length Polymorphism method)

PFS:
RAG:

DuzZina polimorfnih restrikcionih fragmenata
period bez bolesti

recombination activating gene
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R-CHOP:
R-CHOP:
R-CVP:

R-1PI:
R-MACOP-B:

SA:

SNP:
SZO(WHO):
TICAML1:
TIR domen:
TLR:

TNF:
TRAF6:
TRIF:

hemioterapijski protokol (rituksimab+CHOP)
hemioterapijski protokol (rituksimab+CHOP)
hemioterapijski protokol (rituksimab+CVP)

revidirani internacionalni prognosticki indeks

hemioterapijski protokol (rituximab, methotrexate, leucovorin,
doxorubicin, cyclophosphamide, vincristine, prednisone, bleomycin)
albumini u serumu

jednonukleotidni polimorfizam
svetska zdravstvena organizacija
TIR domain containing molecules
TLR/IL1 receptor domain

toll like receptor

tumor necrosis factor

TNF receptor associated factors 6

TIR domain containing adapter-inducing INFR
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Broj novoobolelih i incidencija od raka na 100.000 stanovnika prema primarnoj
lokalizaciji, uzrastu i polu, centralna Srbija, 2011.

Broj novoobolelih slu¢ajeva od raka, prema primarnoj lokalizaciji (MKB-10),
uzrastu i polu, centralna Srbija, 2011.

Ukupan broj novoobolelih, broj i procenat histoloski i citoloski verifikovanih
slu¢ajeva DLBCL prema polu, centralna Srbija, 2011.

Broj umrlih slu¢ajeva od raka, prema primarnoj lokalizaciji (MKB-10), uzrastu i
polu, centralna Srbija, 2011.

Klasifikaciji tumora hematopoetskog i limfoidnog tkiva SZO 2008 zrelih B
¢elijskih neoplazmi.

Klasifikaciji tumora hematopoetskog i limfoidnog tkiva SZO 2008 DLBCL
Translokacije koje zahvataju imunoglobulinske lokuse u DLBCL

Ann Arbor klasifikacija klini¢kog stadijuma limfoma

ECOG performas skoring

Kori$¢ena monoklonalna primarna mouse anti-human antitela i IHH analizi
Sastav reakcione smese za lancanu reakciju polimerizacije

Sekvence prajmera koriS¢enih za odredivanje genskih polimorfizama

Uslovi odvijanja lanc¢ane reakcije polimerizacije

Restrikcioni enzimi koriS¢eni za odredivanje ispitivanih polimorfizama

Aleli 1 veli€ina restrikcionih fragmenata za ispitivane polimorfizme

Prikaz klini¢kih, biohemijskih i imunohistohemijskih karakteristika pacijenata u
odnosu na godine starosti

Prikaz klini¢kih, biohemijskih i imunohistohemijskih karakteristika pacijenata u
odnosu na pol

Prosec¢no prezivljavanje u odnosu na klinicki stadijum bolesti DLBCL

Uticaj sadejstva IHH markera na prosecno prezivljavanje DLBCL obolelih
Prose¢no prezivljavanje obolelih od DLBCL u odnosu na terapijski protokol
Poredenje vrednosti proseénog prezivlj.izmedu grupa R-CHOP i nonR-CHOP
Karakteristike obolelih od DLBCL sa relapsom bolesti
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Uvod

UvOoD

Nehockinski limfomi (NHL, engl. Non-Hodgkin lymphoma), obuhvataju skup veoma
heterogenih limfoproliferativnih neoplazmi kako po histoloskoj strukturi tako i prema

bioloskim osobinama.

Epidemiologija i etiologija

Novije klasifikacije ovih neoplazmi imunog sistema prepoznaju preko 30 razli¢itih
entiteta, Cija je etiologija i patogeneza veé¢inom nedovoljno razjasnjena. NajceSce su
lokalizovani u limfnim nodusima, ali se mogu javiti i u ekstralimfati¢kim organima ili
kao prosirena bolest sa leukemijskom slikom.'*® Preko 85% svih NHL su poreklom od B
limfocita.™®® Difuzni B-krupnocelijski limfom (DLBCL, engl. diffuse large B-cell
lymphoma) ¢ini oko tre¢inu svih slu¢ajeva nehockinskih limfoma, ta¢nije oko 30-40%
svih NHL i ¢esce se javlja kod srednjove¢nih muskaraca i kod belaca, sa petogodisnjim
prezivljavanjem oko 50%.34120163.17019L199 predstaylja grupu tumora koja je heterogena
po svom klinickom ishodu, morfologiji, imunofenotipu, molekularnoj genetici i
citogenetici. DLBCL je agresivni limfom i predstavlja difuznu proliferaciju velikih
neoplasti¢nih B-limfocita, veoma heterogen, kako na klinickom tako i na genetskom i
molekularnom nivou. Ova razli¢itost je uslovljena stanjem bolesnika, prosirenoscu
bolesti, podtipom DLBCL, genetskim aberacijama, ekspresijom i mutacijom razlicitih
gena i molekularnim podgrupama definisanim profilom genske ekspresije. Podaci za
SAD ukazuju da su NHL na $estom mestu kao uzrok smrti od malignih bolesti, a drugi po

porastu stope mortaliteta. Isti podaci pokazuju porast stope incidence za 60% u odnosu na

Tadié¢ Lj. Klinicki i imunoloski faktori prognoze kod bolesnika sa B difuznim krupnocelijskim nehockinskim limfomom. 1



Uvod

1970 god. koja se odrzava na 3 do 4% godiSnje, $to je brze u odnosu na veéinu kancera/
National cancer institute (slika 1). Oboleli od NHL u SAD c¢ine 4% svih obolelih od
malignih bolesti. Preko 85% svih NHL su poreklom B limfocita. Po podacima »Cancer
research UK« iz 2013. godine, preko 13000 pacijenata godiSnje u Engleskoj, se
dijagnostikuje kao NHL i to je 6. najrasprostranjeniji malignitet. U 2012.godini, kod vise
od 4500 pacijenata smrtni ishod uzrokovan je NHL.

Ovakvi trendovi su uoceni i na nasem podru¢ju zbog ¢ega su predmet ovog istrazivanja
upravo B limfomi, konkretno, difuzni B limfom krupnih Celija. Tako je u registru za
maligne bolesti izdatom od strane higijenskog zavoda u NiSu i Instituta za zastitu zdravlja
Srbije "dr Milan Jovanovi¢-Batut”, Beograd za 1999 godinu standardna stopa incidence
NHL na 100 000 stanovnika u Srbiji iznosila 1,0, a u 2010. godini 2,0. Statiti¢ki podaci
Instituta za javno zdravlje Srbije “Dr Milan Jovanovi Batut”, Odeljenja za prevenciju i
kontrolu nezaraznih bolesti, objavljeni 2013. godine, a koji prikazuju incidence i
mortalitet maligniteta u Srbiji za 2011. godinu vrlo su ilistrativni i kada je u pitanju
DLCLB. ! Tu je stopa incidence samo za DLCBL na 100 000 stanovnika u Srhiji u
zavisnosti od pola od 2,2-3,2 (tabela 1), sa diskretnom prevalencom muskog pola u
ukupnoj stopi oboljevanja (tabela 2). Ono $to ohrabruje je da je procenat patohistoloski
dijagnostikovanih bolesnika 100%, jer je sa pravovremenom dijagnozom i mogucnost
terapijskog delovanja bolja, a samim tim i prognoza bolesti (tabela 3). Procenat smrtnosti
obolelih od DLBCL u odnosu na ukupan broj dijagnostikovanih i prijavljenih maligniteta
je 0d 0.7-0.9% u zavisnosti od pola (tabela 4).

Procenjuje se da je u Evropi u 2012. godini, oko 38000 ljudi umrlo od NHL (14. najces¢i
uzrok smrti od maligniteta) , a Sirom sveta, viSe od 199 000 ljudi (11. naj¢es¢i uzrok
smrti od maligniteta).

Najniza stopa smrtnosti uzrokovana NHL u Evropi je u Albaniji, a najvisa na Malti i u
Hrvatskoj. U svetu, najveca stopa smrtnosti od NHL je u Maleziji, a najniza u centralnoj

Aziji (po podacima ,,Cancer research UK).
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Year of Diagnosis

Slika 1. Prikaz porasta incidence i mortaliteta od NHL (National cancer institute USA)

Navedeni porast incidence delom se moze tumaciti i poboljSanom i pravovremenom
dijagnostikom. Distribucija i ucestalost DLBCL je relativna i pokazuje znacajne
varijacije u zavisnosti od geografske regije sveta.

Smatra se da su klinicke 1 bioloske osobine NHL posledica transformacije ali i nasleda
karakteristika ¢elije od koje su postali. Iz tog razloga sve viSe paznje se pridaje

proucavanju biologije i histogeneze malignog limfoma.
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Tabela 1. Broj novoobolelih i incidencija od raka na 100.000 stanovnika prema
primarnoj lokalizaciji, uzrastu i polu, centralna Srbija, 2011. godina **

Standardizovana incidencija

MKB pol ukupno  Sirova ASR (E) ASR (W) ASR

10 Incidenca TRUNC
(crude rate)

DLCBL muskarci 98 3,8 3,2 2,5 15

c83 Zene 82 3,0 2,2 1,7 0,9

Standardizovane stope incidencije i mortaliteta predstavljaju fiktivne vrednosti koje se
dobijaju odredenim tehnickim postupkom, uvodenjem standardne populacije, obi¢no je
to: populacija sveta (ASR-W), Evrope (ASR-E) ili tranka (ASR-TRUNC). Njima se
prevazilaze razlike (najcesce po polu i uzrastu) koje postoje u razliitim populacijama,

tako da su pogodne za poredenja.

Tabela 2. Broj novoobolelih sluc¢ajeva od raka, prema primarnoj lokalizaciji (MKB-10),
uzrastu i polu, centralna Srbija, 2011. godina™

MKB10 pol Ukupno 0-29 30-59  60-74  >75 % *
(br.) godina godina godina godina

DLBCL muskarci 98 7 45 33 13 0,7%

c83 Zene 82 3 32 29 17 0,6%

* % u odnosu na ukupan broj maligniteta

Tadié¢ Lj. Klinicki i imunoloski faktori prognoze kod bolesnika sa B difuznim krupnocelijskim nehockinskim limfomom. 4
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Tabela 3. Ukupan broj novoobolelih, broj i procenat histoloski i citoloski verifikovanih
slu¢ajeva DLBCL prema polu, centralna Srbija, 2011. godina ™

pol ukupan broj HP
br.novoobolelih verifikovanih %o
DBCLB muskarci 98 98 100%
C83 zene 82 82 100%
IMKB10/

Tabela 4. Broj umrlih slucajeva od raka, prema primarnoj lokalizaciji (MKB-10), uzrastu
i polu, centralna Srbija, 2011. godina *

MKB10  pol Ukupno 0-29 30-59  60-74  >75 %*
umrli godina godina godina godina

DLBCL muskarci 62 4 17 24 17 0,7%

c83 zene 55 3 13 26 13 0,9%

* % u odnosu na ukupan broj maligniteta

Brojni eksperimentalni 1 klinicki podaci ukazuju na izuzetan znacaj virusa u
etiopatogenezi non Hodgkin's limfoma. Vise humanih ,,lymphoma-associated” virusa
kodiraju NF-kB aktivaciju: EBV, human herpesvirus 8 (HHV-8)/Kaposi sarcoma-
associated herpesvirus i human T-lymphotropic virus type 1 (HTLV-1).**® Medu DNK
virusima koji se najées$¢e dokazuju u ¢elijama najucestaliji je Epstein-Barr-ov virus. To je
herpes virus koji pokazuje limfotropizam i onkoviralna svojstva. Epstein-Barr virus ulazi
u B limfocit preko CD21 antigena (receptora za C3 komponentu komplementa) i vezuje
se za genom domacina. Taj pocetni korak priprema B limfocit za EBV infekciju.
Patohistoloske karakteristike EBV' DLBCL su polimorfne, pa se na preparatima mogu

videti i mali i veliki limfociti, imunoblasti i ¢elije slicne Reed-Sternberg ¢elijama.'***

Tadié Lj. Klinicki i imunoloski faktori prognoze kod bolesnika sa B difuznim krupnocelijskim nehockinskim limfomom. 5
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Drugi poznati retrovirus je humani T leukemija virus (HTLV-1). HTLV spada u rod
Deltaretrovirusa, podfamiliju Onkovirinae a familiju Retroviridae, velike grupe RNK
virusa. Virusna RNK se inkorporira u limfocit i ta hroni¢na stimulacija moze imati vaznu
ulogu u malignoj proliferaciji. HTLV-1 sintetiSe protein koji sluzi kao transkripcioni
faktor sposoban da poveca produkciju IL-2 1 njegovih receptora ¢ime se stvara autokrini
mehanizam vaZan za rane faze razvoja limfoma.** Hepatitis C virus (HCV) se takode
pominje u epidemioloskim studijama i dovodi u vezu sa indolentnim limfomima. Pa iako
DLCBL ne spada u grupu indolentnih limfoma, dovodi se u vezu sa HCV infekcijom.
Vise teorija pokuSava da objasni na koji na¢in HCV infekcija indukuje nastanak limfoma.
Najprihvacenija je ,hit and run® teorija po kojoj HCV indukuje genetko oSte¢enje B
¢elije uzrokujuéi Bel-2 translokaciju. #*

Helicobacter pylori stalnom antigenom stimulacijom svojim mo¢nim enzimima |
lipopolisaharidima, kao i toksinima kojima je naoruzana, Stvara uslove za razvoj
limfoidnih neoplazmi u sluznici Zeluca (mucosa associated lymphoid tissue - MALT).
MALT limfomi Zeluca nastaju na mestima gde se normalno ne nalazi limfno tkivo, a
nastaju kao posledica hroni¢ne infekcije zbog nakupljanja limfocita kao odgovor na
infekciju. %213

Razli¢ite nokse, pesticidi, veStacke boje i Citav niz drugih faktora spoljne sredine su
dovodeni u vezu sa pojac¢anom incidencom NHL ali ni za jedan od brojnih faktora nije
identifikovana precizna etioloSka uloga. Ocita je i mozda presudna uloga hromozomskih
translokacija - najéesca t (8;14), delecija i tackastih mutacija. Vazan patogenetski faktor
predstavlja imunosupresija koja znacajno onesposobljava mehanizme imunoloskog
nadzora. Imunosupresija se smatra najodgovornijom za povecanje incidence limfoma u
kongenitalnim  imunodeficijencijama i kod transplantiranih na  hroni¢noj
imunosupresivnoj terapiji. Znacaj disregulacije imunog sistema za ravoj NHL se ogleda i
kroz porast incidencije limfoma kod obolelih od autoimunih bolesti. %%

U vrlo oskudnim podacima, na temu uloge selenijuma u DLBCL ¢ini se da ima mesta

novim istrazivanjima.*%**!
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Klasifikacija nehockinskih limfoma

Morfoloska, bioloska i klinicka heterogenost je prepoznata od strane Svetske Zdravstvene
Organizacije (SZO), tako da u Klasifikaciji tumora hematopoetskog i limfoidnog tkiva
SZO iz 2008, 4. izdanje, u odnosu na prethodnu Klasifikaciju®’, postoje razligite
morfoloske varijante DLBCL, molekularne i imunohistohemijske podgrupe DLBCL, kao
1 razliciti klini¢ki entiteti DLBCL koji nisu drugacije specifikovani (not otherwise
specified, NOS) i obuhvataju one tipove DLBCL koji ne pripadaju specificnim
podtipovima ili entitetima, kojih nije bilo u ranijim klasifikacijama.®® Kilasifikacija
limfoma iz 2008. godine, predvida prepoznavanje ranih 1 in situ lezija, prepoznavanje
starosne dobi kao karakteristike odredenih limfomskih entiteta, (kod starijih osoba i kod
dece), kao i prepoznavanje ,border-line“ kategorija. %% Klasifikacija neoplazmi
zrelih B limfocita®™ prikazana je u tabeli 5, a DLBCL po istoj klasifikaciji u tabeli 6.
Tumorska ¢elija je B veliki transformirani limfocit, ali morfoloSka slika DLBCL je
Sarolika 1 prema prevladavajucem morfoloSkom tipu celija moZe se razlikovati vise
podtipova DLBCL.***

Imunohistohemijska analiza je postala integralni deo dijagnosticke hematopatologije 1
neophodna je u dijagnostici limfoma. Panel antitela (CD20, CD10, Bcl-6, MUM1/IRF-4,
Bcl-2, CD5, CD138) moze mnogo pomoc¢i u svrstavanju razli¢itih tipova limfoma u
skladu sa morfoloskim izgledom 1 stepenom diferencijacije. Odredeni markeri
korespondiraju sa setom klju¢nih proteina ukljucenih u celijski ciklus, apoptozu i B
¢elijsku diferencijaciju. 67132177 promene u klasifikaciji B ¢elijskih limfoma su nastale
kao rezultat prepoznavanja vaznosti mesta nastanka tumora kao i odredenih klinickih

karakteristika. Poznavanje novih klinicko-patoloskih entiteta je kljuéno za razvoj i

primenu specifiénije i preciznije terapije.
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Tabela 5. Klasifikaciji tumora hematopoetskog i limfoidnog tkiva SZO/ 2008. godina,
zrelih B éelijskih neoplazmi. %

Hroni¢na limfocitna leukemija/limfom malih limfocita

B-¢elijska prolimfocitna leukemija

Spleni¢ni marginalno zonalni B-¢elijski limfom

Leukemija vlasastih ¢elija

Spleni¢ni limfom/leukemija, neklasifikovana
B difuzni sitnocelijski spleni¢ni limfom crvene pulpe
Leukemija vlasastih ¢elija-variant

Limfoplasmacitni limfom
Waldenstrom makroglobulinemija

Bolest teskih lanaca
a bolest teskih lanaca
vy bolest teskih lanaca
u bolest teskih lanaca

Plazma ¢elijski mijelom

Solitarni plazmocitom kostiju

Ekstraosealni plazmocitom

Ektranodalni B ¢elijski limfom marginalne zone MALT tipa

Nodalni marginalno zonalni B-¢elijski limfom (MZL)
Pedijatrijski tip nodalnog MZL

Folikularni limfom
Pedijatrijski tip folikularnog limfoma

Primarni kutani folikularno centarski limfom

Mantle ¢elijski lomfom

Difuzni B krupnoéelijski limfom (DLBCL), not otherwise specified (NOS)

Hodgkin Lymphoma

Modifikacija, napravljena u klasifikaciji limfoma iz 2008. godine, rezultat je saradnje

patologa, klini¢kih lekara 1 biologa i odskoc¢na je daska za buducnost i nove klasifikacije

96,191

u skladu sa situacijom i deSavanjem u klini¢kom radu , @ sve sa ciljem da se poboljsa

preciznost dijagnostikovanja i terapijski pristup. Druge specifi¢ne kategorije DLBCL
vezane za mesto nastanka su: DLBCL centralnog nervnog sistema i primarni kutani

DLBCL , leg type* koji se izdvaja kao poseban entitet. 2>2%

Tadié¢ Lj. Klinicki i imunoloski faktori prognoze kod bolesnika sa B difuznim krupnocelijskim nehockinskim limfomom. 8



Tabela 6. Klasifikaciji tumora hematopoetskog i limfoidnog tkiva SZO/ 2008. godina,

DLBCL. 163,191

Uvod

Tip Morfoloske varijante

Tip Morfoloske varijante

Difuzni B krupnocelijski limfom,
(DLBCL) NOS

Centroblastni

Imunoblastni

Anaplasti¢ni

Retke morfoloske varijante

Molekularne podgrupe

GCB tip

ABC tip

Imunohistohemijske podgrupe

CD5 + DLBCL

GCB

Non-GCB

DLBCL, podtipovi

DBKL T-cell/histiocyte-rich tip

Primarni DLBCL centralnog nervnog
sistema

Primarni kutani DLBCL, leg type

EBV pozitivni DLBCL starijih

Ostali limfomi krupnih B celija

Primarni medijastinalni B
krupnocelijski limfom

Intravaskularni B krupnocelijski
limfom

DLBCL udruzen sa hroni¢nom
inflamacijom

Limfomatoidna granulomatoza

Intravaskularni B krupnocelijski
limfom

ALK+ B krupnocelijski limfom

Plazmablastni limfom

Krupnocelijski limfom udruZen sa
HHV8+ Castleman-ovom boles¢u

Primarni efuzioni limfom

“Borderline” limfomi

B-celijski limfom, neklasifikovan, sa
karakteristikama
izmedu DLBCL i Burkitt-ovog limfoma

B-celijski limfom, neklasifikovan, sa
karakteristikama
izmedu DBKL i Hodgkin-ovog limfoma

Tadié¢ Lj. Klinicki i imunoloski faktori prognoze kod bolesnika sa B difuznim krupnocelijskim nehockinskim limfomom. 9
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Klasifikacija SZO iz 2008. godine prepoznaje kategoriju tumora nazvanu B Celijska
neoplazma, sa karakteristikama izmedu DLBCL i Hodgkin-ovog limfoma. Ovi tumori
nastaju najc¢esce kod mladih muskaraca. Takode, prepoznata je grupa limfoma koju nije
moguce klasifikovati ni kao Burkitt ni kao DLBCL.Ova kategorija je nazvana B-¢elijski
limfom, sa karakteristikama izmedu DLBCL i Burkitt-ovog limfoma. **

Na osnovu istrazivanja u oblasti molekularne genetike i imunohistohemije, napravljen

je veliki napredak u subklasifikaciji DLBCL u klinicki relevantne grupe: porekla
germinativnog centra (GCB) i ne-GCB tip ili aktiviranih B ¢elija (ABC). Germinativni
centri (GC) u limfnim tkivima su mesta klonske ekspanzije i uredivanja Ig receptora u B
limfocitima 1 ta GC reakcija je fizioloski deo humoralnog imunog odgovora. Somatska
hipermutacija je deo GC reakcije i to dovodi do nagomilavanja somatskih mutacija u

onkogenima i tumor- supresornim genima u B limfocitu 21?2128

Stadijum
diferencijacije B limfocita na kome se deSava neoplasti¢na transformacija moze definisati
biolosko ponasanje i ishod bolesti kod obolelih od DLBCL. Hans i saradnici su predlozili
algoritam koji je baziran na imunohistohemijskoj ekspresiji slede¢ih markera: CD10, Bcl-
6 i MUML/IRF4 (proteini koji su ukljueni u proces normalne B Celijske
diferencijacije'®), a pomo¢u koga se mogu razlikovati 2 grupe DLBCL.” Kombinovana
analiza ekspresije ovih antitela u skladu sa predlozenim algoritmom moze biti surogat za
“gene expression” potpis prognosticki razli¢itih tipova. Difuzni B krupnocelijski limfomi
porekla germinativnhog centra (GCB) su imunohistohemijski CD10 pozitivni (>30%
¢elija) ili CD10 negativni, Bcl-6 pozitivni i IRF4/MUM1 negativni. Svi ostali slucajevi se
svrstavaju u ne-GCB tip (slika 2).%7381188

Mnoge studije su pokazale da podela DLBCL na grupu tumora koji imaju profil B ¢elija
porekla germinativnog centra (GCB) i na grupu tumora koji imaju profil aktiviranih B
¢elija (ABC odnosno “ne GCB”) ima klini¢ki znacaj, odnosno da pacijenti iz GCB grupe
imaju znacajno bolje prezivljavanje. Postoje i studije koje i pored ove podele, ne nalaze
da ima razlike u prezivljavanju, $to je narodito izraZeno u eri imunohemoterapije.***"
Umesto skupe 1 tesko dostupne tehnologije “cDNA microarray gene expression profiling”
moze se koristiti imunohistohemijska analiza, pomoc¢u koje je moguce klasifikovati

DLBCL u molekularno i prognosticki razli¢ite grupe. Ovakav pristup omogucava Siroku

prakticnu primenu u svakodnevnoj klinickoj praksi. Od izuzetnog znacaja je

Tadié¢ Lj. Klinicki i imunoloski faktori prognoze kod bolesnika sa B difuznim krupnocelijskim nehockinskim limfomom. 10
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identifikovati, u vreme postavljanja dijagnoze, one pacijente koji mogu imati koristi od

agresivnijeg terapijskog pristupa. °781-184185.188
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Slika 2: (a) Imunohistohemijski algoritam Hansa i saradnika za podelu DLBCL u
prognosti¢ke podgrupe. (b) Alternativni imunohistohemijski algoritam za podelu DLBCL
u: grupa 1 — povoljan i grupa 2 — nepovoljan.”

Proces limfomageneze je vrlo kompleksan a kakva je uloga BCR (B cell receptor)
hroni¢ne aktivne signalizacije*’, diferencijacije i poremecaja diferencijacije B limfocita,
ekspresije proteina, signalnih puteva i faktora a pre svega poremecaja Celijskog ciklusa, je

pitanje na koje trazimo odgovor.
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Diferencijacija normalnih B limfocita: od puta do stranputice:

histogeneza B limfoma

Limfocitna diferencijacija, je u nekom smislu, nepogoda koja se moze ocekivati U
svakom trenutku. Naime, B limfocit stavlja svoj genomski integritet u opasnost za vreme
formiranja i revizije njegovih antigensih receptora. Druga potencijalna opasnost je
odgovor na antigen. Kada ovaj odgovor normalno funkcionise, klonalna ekspanzija B
limfocita je pod kontrolom homeostatskih mehanizama.! Tkiva koja se smatraju
primarnim limfnim tkivom su: kostana srz i timus. Razvoj i sazrevanje B ¢elija zapocinje
u kostanoj srzi. Progenitori B ¢éelija proliferiSu pa nastaje veliki broj prekursora B ¢elija:
pre- B ¢elije. U fazi pre-B celija, Ig geni u lokusu za teske lance jednog hromozoma
podlezu rekombinaciji pa nastaje protein teskog p- lanca, $to predstavlja jedno od
osnovnih obelezja pre- B ¢elija. Neki od - proteina eksprimiraju se na povrsini éelije
udruzeni sa dva druga nepromenljiva proteina koji se nazivaju ,,surogat™ lakih lanaca jer
lice na lake lance, i vezuju se za teske lance. Spajanjem teSkog lanca p i surogata lakog
lanca nastaje receptorski kompleks pre- B ¢elija: pre- BCR kompleks- prva kontrolna
tatka u razvoju B limfocita." Ako zbog greske u rekombinaciji p- gena ne dode do
produkcije ovog teSkog lanca, takve celije ne mogu da budu selektovane i umiru u
procesu apoptoze. Rearanziranjem lokusa lakih lanaca se kompletira gen molekula
imunoglobulina, koji se zatim sintetiSe 1 pojavljuje na povrsini celije. 118 procesom
pozitvne selekcije se odabiru prekursorne B Celije sa funkcionalnim imunoglobulinskim
receptorima i dalje diferenciraju do "naivnih B limfocita". Celije sa nefunkcionalnim
imunoglobulinskim receptorima se eliminiSu u samoj kostnoj srzi. Formiranjem "nezrelih
Celija" zavr$ava se antigen-nezavisna faza razvoja B limfocita. Posle napustanja kostane
srzi, B limfociti krvotokom odlaze u limfne ¢vorove gde migriraju u spoljasnji region
odnosno u tzv “primarne™ folikule a kasnije u mantl zonu folikula. U zavr$noj fazi
sazrevanja zajedno se eksprimiraju IgM i IgD. Ovi B limfociti su poznati kao "naivni
zreli B-limfociti”. Limfni nodusi i slezina spadaju u grupu sekundarnih limfoidnih tkiva.

To su mesta gde se "naivni" limfociti prvi put susreéu sa egzogenim antigenom.*
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Kada naivni B limfociti dodu u kontakt sa antigenom (Ag), zapocinje njihova
transformacija u proliferiSuce ekstrafolikularne B blaste od kojih nastaju plazma celije
kratkog zivotnog veka, kao 1 "aktivirane B ¢elije" poznate kao " antigenom indukovani B
limfociti".

Aktivirane B ¢elije zapocinju formiranje germinativnog centra. U germinativnom centru
se tokom mitotske proliferacije i difrencijacije akumuliSu nove somatske taCkaste
mutacije u ve¢ rearanziranim genima teSkih i lakih lanaca mehanizmom somatske
hipermutacije, koji modifikuje afinitet povrsinskih antitela prema antigenu. Celije koje
steknu mutaciju sposobnu da poveca afinitet imunoglobulinskog receptora, nastavljaju
svoju diferencijaciju, prelazeéi iz germinativnog centra u regione gde se diferenciraju u
dugozivuce plazma ¢elije i u "memory" B limfocite. Memory ¢elije ostaju u marginalnoj
zoni limfnog folikula, %

Prekursorima germinativno-centarskih B limfocita se smatraju CD5" subpopulacije na
koje otpada prosecno 15% svih B limfocita periferne krvi. Sekundarna limfna tkiva
sadrze naivne CD5 IgM*IgD*CD27 ¢elije zajedno sa CD5™ B limfocitima u primarnim
folikulima i u mantle zoni sekundarnih folikula. Memorijski B limfociti sticu somati¢ne
hipermutacije gena za varijabilne regije kada udu u germinativni centar §to se smatra
pouzdanim dokazom da je éelija progla kroz germinativni centar.’

Drugi parametar za razlikovanje memorijskih ¢éelija je ekspresija CD27, a u slezini i nalaz
CD148 povrsinskog markera, koji su generalne oznake da je re¢ o ovoj celijskoj

populaciji.t®’

Medutim, osim ovih imunoglobulina zna¢ajan broj humanih memorijskih B
limfocita je zadrzao na svojoj povrSini i IgM. Nakon rodenja vecina B ¢elija periferne
krvi nosi nemutirane gene za varijabilne regione dok se tokom godina odeljak
memorijskih B limfocita povecava dostizu¢i 40% svih B limfocita. Memorijski B
limfociti u sekundarnim limfnim organima postoje samo na mestima primarnog dejstva
patogena. 3
Put diferencijacije normalnog B limfocita prikazan je na slici 3. Imunofenotipske

karakteristike B limfocita perfiferne krvi prikazane su na slici 4.
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IgM IgM
= = ==
Mati¢na S Aot Nezrela L
celija Pro-B-celija| Pre-B-Celija B-celija Zrela B-Celija
DNK DNK Rekombinovan | Rekombinovani Alternativnom
Ig DNK, u nasledenoj | u nasledencj | 9eN H-lanca geni H-lanca, | obradom primarnog
i (VDJ); kili A-lanca; | transkripta nastaje
RNK konfiguraciji | konfiguraciji W IRNK Wil 7 iRNK Oy 1 o IRNK
|g Citoplazmatski [Membranski IgM Mambranski
o Ne postoji | Ne postoji |H-lanaci p-lanac (utc ili -
ekspresija R ksl pre-B receptora| A laki lanac) IgM i lgD

Slika 3: Put u sazrevanju i selekciji B limfocita.*

(Sazrevanje B limfocita prolazi kroz faze za koje su karakteristi¢ne odredene promene u
ekspresiji g gena i razliCiti obrasci ekspresije Ig proteina. NeuspeSna ekspresija
funkcionalnih antigenskih receptora teSkog Ig lanca u fazi pro-B ¢elije, odnosno lakog
lanca u fazi pre-B celije, prouzrokuje smrt ¢elije apoptozom).*

*Abbas AK, Licthman AH. Osnovna imunologija, funkcije i poremecaji imunskog
sistema. 3.izdanje. Beograd: Data status: 2008, 5.83.*
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Slika 4: Imunofenotipske karakteristike B limfocita perfiferne krvi.*

*Kippers R, Klein U, Hansmann ML, Rajewsky K. Cellular Origin of Human B-Cell
Lymphomas. NJEM 1999; 11(341): 1520-1529. '
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......

poremetiti te homeostatske mehanizme, poremetiti odgovor na sopstvene antigene, §to
moze voditi ka limfoidnoj neoplaziji. Mnogi onkogeni dogadaji koji se deSavaju u
limfoidnim malignitetima, prekidaju molekularne puteve koji reguliSu B celijsku
diferencijaciju, proliferaciju i apoptozu. Prva opasna prepreka u B ¢elijskoj diferencijaciji
je razmesStaj gena B celijskih prekursora u kosStanoj srzi pri formiranju B ¢elijskih
receptora- BCR. Ovaj molekularni proces obuhvata prekidanje dvolan¢ane DNK Sto je
inicirano genima RAG; i RAG; (engl. recombination activating gene).

Kako RAG nisu eksprimirani u stadijumima zrelog B limfocita, navedena translokacija je
moguéa u pre GC B éeliji.” Histogeneza NHL se sagledava kroz definisanje éelijske
linije i odredivanje stadijuma diferenciranosti limfoma koji se poredi sa normalnim
stadijumima razvoja limfocita. Nastajanje vecine B ¢elijskih limfoma kod ljudi iz éelija
koje su u stadijumu germinativnog centra ili kasnijim ukazuje da se maligna
transformacija Cesto odigrava ili bar inicira u B limfocitima u germinativnom centru. Ovo
je posledica specificnosti B limfocitne diferencijacije u mikrookolini germinativnog
centra. Intenzivna klonalna ekspanzija normalnih germinativno-centarskih B limfocita
sama po sebi predstavlja proces sa visokim rizikom za razvoj maligne transformacije.
Proliferativna ekspanzija je udruzena sa molekularnim procesima koji modifikuju DNK
germinativno-centarskih B limfocita medu koje spadaju i1 prekidi DNK lanaca
(preukljucivanje izotipova imunogobulina; somatska hipermutacija; editovanje
receptora). Povremene greske u kontroli ovih procesa su verovatno od presudnog znacaja
za stvaranje B celijskih neoplazmi jer stvaraju hromozomske translokacije na lokusima
imunoglobulinskih gena. Hromozomske translokacije na teSkim lancima imunoglobulina
u regionima koji su predmet izotipskog preukljucivanja su opisane za Citav niz B
limfoma, pa i DLBCL?® i verovatno su izazvane poremeéenom V(D)J rekombinacijom
segmenata gena za teSke lance i naj¢esce se javljaju u B ¢elijskim prekursorima kostane
srzi, ali se ovakvi rearanzmani povremeno mogu odigrati i u germinativno-centarskim B

116,136,177

limfocitima. (slika 5). Translokacije mogu nastati i pri somatskoj hipermutaciji

zbog cinjenice da cesto izazivaju delecije ili duplikacije gena za varijabilne regione
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stvarajuéi prekide na DNK."®*"" Translokacije koje zahvataju imunoglobulinske lokuse u
DLBCL'® prikazane su u tabeli 7.

Lakilanac (k)
v J & /\ vm Tedki lanac
s {HH ALK T3 .
\ /Hearrangemem Laki
s« THIOAT > o
Teiki lanac
W D ) Cp
s4HAAAIALIA F*

S e

Slika 5.V (D) J rekombinacija u B ¢elijskom razvoju.*

(Antitela se satoje od 2 identi¢na teSka lanca 2 identi¢na K ili A laka lanca. Svaki od ovih
lanaca je podeljen u konstantne- C i varijabilne regione- V. Geni varijabilnog regiona su
sastavljeni od V, D i J segmenata za teSke lance i V i J segmenata za lake lance. U
procesu rekombinacije, DNK locirana izmedu rearanzirarinh genskih elemenata se brise
iz hromozoma, a u nekim slu€ajevima i obrnuto. U svom zacetku DNK sadrzi mnogo
razligitih V, D i J segmenata, pa se tako moze stvoriti mnogo razli¢itih antitela).**

*(Klppers R, Klein U, Hansmann ML, Rajewsky K. Cellular Origin of Human B-Cell
Lymphomas. NJEM 1999:; 11(341): 1520-1529)'

Tabela 7. Translokacije koje zahvataju imunoglobulinske lokuse u DLBCL

Translokacija DLBCL % Zahvaceni geni
t(14;18)(q21;932) 20% Bcl-2
t(8;14)(924;932) 10% Myc
t(3;14)(q27;932) 5-10% Bcl-6
t(14;15)(q32;q11-13) <1% Bcl-8
t(10;14)(q24;q32) <1% NF-kB2
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Patogeneza nehockinskih limfoma v.s. mracna strana B éelijske

diferencijacije(molekularne osnove poremecaja Celijskog ciklusa)

Patogeneza limfoma kao i vecine neoplazmi je slozeni proces akumuliranja multiplih
genetskih lezija koje remete normalnu funkciju protoonkogena i tumor supresornih gena.
Osnovne bioloske karakteristike malignih celija koje su posledica ovih oStecenja se
prema Hannahan-u i saradnicima’®, mogu grupisati u:

e Nereagovanje na inhibitorne signale koji zaustavljaju ¢elijsku proliferaciju

(neograniceni replikativni potencijal);

Nereagovanje na proliiferativne signale;

Sposobnost neprekidne perzistentne proliferacije;

Nereagovanje na apoptozne signale;

Teznja ka invaziji u druga tkiva;

Izazivanje angiogeneze.

Prve Cetiri grupe poremecaja spadaju u poremecaje regulacije ¢elijskog ciklusa zbog cega
je poznavanje kontrole celijskog ciklusa od primarnog znacaja za razumevanje i
efikasnije leCenje limfoidnih neoplazmi i svih ostalih neoplazmi (slika 6). Ova koncepcija
biologije malignih ¢elija iz 2000. godine je vrlo precizno definisala oSte¢enja koja su
karakteristike malignih éelija.”* U reviji iz 2011. godine istih autora’®, ovom konceptu

dodaju se jos 2 grupe poremecaja:

¢ Reprogramiranje energetskog metabolizma celije 1

e Zaobilazenje imune razgradnje.

Osim ovoga, neoplazma pokazuje 1 drugo lice svoje slozenosti. Tumorsko tkivo sadrzi

paletu naizgled normalnih ¢elija, koje doprinose stvaranju pogodne tumorske

mikrosredine. "
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Sposobnost neprekidne

Slika 6: Ste¢ene karakteristike neoplazmi.*
*Hanahan D, Weinberg RA. The hallmarks of cancer. Cell 2000;100 (1): 57-70."

Poremedéaj normalnog éelijskog ciklusa: pocetak i kraj u patogenezi
nehockinskih limfoma

Da bi se uopste diskutovalo o povezanosti B Celijske diferencijacije, apoptoze i
proliferacije u DLBCL, sledi povratak na normalni ¢éelijski ciklus.

Tradicionalno se éelijski ciklus deli u &etiri stadijuma ili faze: M, Gy, S i G, (slika 7).%
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( kontrolna tacka

Celijski ciklus

iy

M faza M kontrolna tac¢ka J

{ (G1-S kontrolna tacka

Slika 7: Faze normalnog ¢elijskog ciklusa*
*Wong E.V. Cells: Molecules et Mechanisms. Chapter 15, Cell Cycle: 230-252.%%

Za odvijanje c¢elijskog ciklusa najvaznije su tri grupe proteina: ciklin zavisne kinaze

(CDK, cyclin dependent kinases), ciklini i inhibitori ciklin-zavisnih kinaza.

Ciklin-zavisne kinaze: enzimi koji vrSe fosforilaciju (dodavanje fosfatnih grupa na

specificne aminokiseline u proteinima) odredenih klju¢nih proteina, pa ih tako najcesce

aktiviraju.

Ciklini : proteini koji kada su prisutni u dovoljnom broju aktiviraju CDK, dok inhibitori

ciklin-zavisnih kinaza kada su prisutni u dovoljnoj koncentraciji sprecavaju njihovu

aktivnost 8,13,19,20,136
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G; faza — pocetak celijskog ciklusa: (engl. G=gap, pukotina) interval izmedu zavrSene
mitoze (M faze) i poCetka S faze. Najduza i najvarijabilnija faza Celijskog ciklusa. U toku
ove faze ¢elija donosi kljucnu odluku: da li da zapo¢ne nov ciklus ¢éelijske deobe ili ne,
da li da ostane privremeno ili trajno van ¢elijskog ciklusa, u Gg fazi, odnosno da zapoéne
proces diferencijacije i specijalizacije. Ishod odluke zavisi pre svega od prisustva i vrste
faktora rasta (mitogena), interakcije sa vancelijskim matriksom i1 drugim d¢elijama
(kontaktna inhibicija).”® Faktori rasta deluju preko specifi¢nih receptora na éeliju i
najéeSce znace signal za zapocinjanje Celijskog ciklusa. S druge strane, odsustvo faktora
rasta (mitogena) spreCava ulazak celije u deobni ciklus. Na taj nacin celija sumira
stimuliSuce i inhibiSuce signale i donosi kona¢nu odluku. Tokom najveceg dela G; faze
éelijskog ciklusa Celija je prijem&iva na dejstvo signala iz spoljne okoline.” Medutim,
pred kraj ove faze, ukoliko prode tzv. restrikcionu tacku, prestaje njena prijemcivost na
spoljasnje signale i dalja progresija kroz Celijski ciklus ne zavisi vise od spoljnih signala.
S druge strane, ukoliko pre prolaska kroz restrikcionu tacku prestane dejstvo mitogena,
¢elija se zaustavlja u G; fazi (Faktor transformacije rasta beta- TGFR naj¢esce predstavlja
signal za zaustavljanje progresije ¢elijskog ciklusa).?>#*? Ako ova inhibicija duZe traje, uz
prisustvo odgovarajucih signala, zapocinje proces diferencijacije 1 u nekim sluc¢ajevima
¢elija nepovratno gubi moguénost ponovnog ulaska u ¢elijski ciklus. U klju¢ne proteina
Cija sinteza zavisi od prisustva mitogena spadaju proteini iz grupe ciklina D (Dy, D, i D3).
Na samom kraju G; faze detektuje se porast koli¢ine Ciklina E koji je vezan sa CDK,;
(ciklin zavisna kinaza 2). Rec je proteinskom kompleksu koji je kljucan za prelazak u S
fazu celijskog ciklusa i to kroz R kontrolnu tacku na kojoj ¢elija proverava da li su sve
neophodne radnje iz G1 faze obavljene na odgovarajuéi na¢in.?>?* Ova faza traje od 6-12
sati.

S faza — replikacija DNK: U toku S faze ¢elijskog ciklusa odvija se najvazniji elemenat
pripreme celije za deobu, replikacija DNK . U S fazi, veoma brzo dolazi do razgradnje
ciklina E, a njegovu ulogu polako preuzima ciklin A koji se takode vezuje za CDK i na
taj nacin aktivira. Koncentracija ciklina A pocinje da raste krajem G1 faze, a njegova
osnovna uloga je da provede celiju kroz S fazu ¢elijskog ciklusa. Pri kraju S faze, ciklin
A pocinje da se vezuje za CDK; i aktivira je, Sto uvodi ¢eliju u G, fazu celijskog

ciklusa.???? S faza traje 6-8 sati.
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G, faza: je period u kome se celija priprema da ude u deobu. Koli¢ina DNK je u ¢Celije
duplirana u odnosu na G; fazu. G; i G, faza omogucavaju dodatno vreme ¢eliji da uveca
svoju masu i udvostruci koli¢inu Celijskih organela, da bi posle deobe, ¢erke ¢éelije imale
odgovarajucu koli¢inu organela 1 ¢elijsku masu.’0??

M faza (mitoza): odigravaju se mikroskopom najuoéljiviji dogadaji, vr$i se podela
jedrovog materijala — kariokineza, i podela ¢elije — citokineza. To je najkraca faza ciklusa
i kod tipi¢ne ¢elije sisara traje oko jednog sata. Kontrolu pocetka i napredovanje mitoze
obavlja kompleks ciklin B-CDKj. Kao i za ciklin D, postoje i tri razli¢ita ciklina B (By,
B, i B3). lako se svi oni vezuju za CDKj, ispoljavaju razli¢itu unutarcelijsku lokalizaciju i
fosforilisu razli¢ite proteine. Pored aktivnosti odgovarajuc¢ih kompleksa ciklin- CDK, za
pocetak anafaze i kompletiranje mitoze, neophodna je i1 aktivacija multimernog
kompleksa (APC) uklju¢enog u razgradnju ciklina.?%#?

Period izmedu dve mitotske faze, naziva se interfaza i ¢ine je opisane Gy, S i G, faza
¢elijskog ciklusa.

DNK spada u primarne molekule ¢iji se integritet kontinuirano nadgleda i ukoliko dode
do njenog ostecenja zaustavlja se progresija Celijskog ciklusa. Protein nazvan P53 je
kljucan u zaustavljanju celijskog ciklusa u slucaju oste¢enja DNK. p53 je transkripcioni
faktor, koji kada je aktiviran, omogucava ekspresiju nekoliko gena. Jedan od ovih je gen
za proteinski produkat p21 koji spada u grupu inhibitora CDK. Na taj nacin, p53 aktiviran
usled ostecenja DNK dovodi do sinteze p21 koji spre¢ava aktivnost CDK i zaustavlja
¢eliju u G1 fazi ¢elijskog ciklusa.?*?

Pored ovog opisanog mehanizma, p53 ispoljava i druge nacine zaustavljanja
napredovanja celijskog ciklusa, ne samo u G; fazi, ve¢ i u G, fazi i tokom mitoze.
Takode, u slucajevima nepovratnog ostecenja DNK, p53 moze da indukuje aktivaciju
apoptoze. Znacajna uloga P53 ogleda se u Cinjenici da u velikom procentu malignih
oboljenja P53 mutiran. Pokazano je da su mnogobrojne promene koje mogu menjati p53

y i 121
put udruzene sa loSijom prognozom bolesti.

Tokom ¢celijskog ciklusa, pored
restrikcione tacke, postoji €itav niz kontrolnih punktova, koje ¢elija moze da prode samo
ukoliko su odredeni uslovi zadovoljeni, tj. ukoliko su prethodne faze kompletirane. Kada

ovo nije slucaj, ¢elija biva zaustavljena, bilo privremeno do ispravke ili kompletiranja
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prethodne faze, a ukoliko ispravke nisu moguce, posebno u sluéajevima tezih oStecenja

DNK, aktivira se proces apoptoze, %'%2%1%

Apoptoza

Programirana celijska smrt ili apoptoza je mehanizam komplementaran Ccelijskoj
proliferaciji, koji obezbeduje homeostazu svih tkiva. Procenjuje se da svakog dana u
prosecnoj odrasloj osobi procesom apoptoze propada 50 do 70 milijardi ¢elija, Sto tokom
jedne godine u svakoj jedinki znaci proizvodnju i uniStenje mase ¢elija koja odgovara
celokupnoj telesnoj tezini. Svaki defekt apoptoznog mehanizma moze dovesti do
produzetka celijskog zivota 1 stvaranja povoljnih uslova za akumulaciju mutacija i
genetsku nestabilnost. Defekti apoptoze pospeSuju rezistenciju na hemioterapiju,
radijaciju i imunolodki posredovanu éelijsku destrukciju.'”> Do sada su poznata tri puta
aktivacije programirane Celijske smrti kojima je zajednicka posledica aktivacija cistein

proteinaze poznate kao kaspaza-3.

e Prvi put aktivacije se ostvaruje oslobadanjem citohroma C iz mitohodrija:
mitohondrijski put.

e Drugi signalni put zapocinje vezivanjem aktivacionih liganada za
receptore na povrsini Celije koji pripadaju TNF-receptorskoj porodici
(FAS i TRAIL receptori): receptorski put.

e Treci nacin aktivacije ostvaruju citotoksicni T limfociti Svojim enzimima
(perforin/granzim-zavisnu smrt) kao i direktni uticaj radijacije i virusnih

faktora . %
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Mitohondrijski i receptorski put aktiviraju enzimi nazvani kaspaze (engl. caspase,
cysteine aspartyl proteases). Kaspaze su proteoliticki enzimi (citoplazmatske cisteinil-
aspartatno specifi¢ne endoproteaze) koji podsti¢u apoptozu . U citoplazmi ¢éelije nalaze se
u obliku proenzima, a mogu biti aktivirane autokataliti¢ki ili drugom kaspazom.
Postepena- stepenasta razgradnja u kojoj jedna kaspaza moze aktivirati druge kaspaze, ali
i samu sebe, pojacava apoptotski signalni put i dovodi do vrlo brze smrti ¢elije. Inhibitori
kaspaza zaustavljaju apoptozu .

Za sada porodicu kaspaza Cini 14 ¢lanova koje se ozna¢avaju rednim brojem 1-14, pri
¢emu prokaspaze 2, 8, 9 i 10 ubrajamo u pokretacke, a prokaspaze 3, 6 1 7 u izvrSne
kaspaze. U receptorskom putu prva se aktivira kaspaza 8, a u mitohondrijskom kaspaza 9.
Navedene kaspaze aktiviraju kaspazu 3. Tokom apoptoze kaspaza 3 je odgovorna,
delimi¢no ili u potpunosti, za razgradnju velikog broja proteina u ¢eliji, fragmentaciju
DNK i zgu$njavanje hromatina. U receptorskom putu aktivacije apoptoze vaznu ulogu
igra porodica TNF receptora- grupa membranskih proteina koja se proteze od spoljne do
unutra$nje povrsine éelijske membrane 481324,

U mitohondrijskom putu aktivacije apoptoze centralno mesto zauzimaju mitohondrije.**
Apoptoza-indukujuéi faktor (AIF) i citohrom C predstavljaju dva klju¢na molekula koji
se oslobadaju iz mitohondrija i aktiviraju apoptozu. Poveénje propustljivosti spoljasnje
membrane mitohondrija (mitochondrial outer membrane permeapility, MOMP) predstavlja
“tacku bez povratka”.?**?? Otpusteni citohrom C veZe se uz APAF-1 (Apoptotic
protease-activating factor 1) pa se aktivira kaspaza 9. %' Osim receptorskog i
mitohondrijskog puta, apoptozu mogu direktno aktivirati enzimi citotoksi¢nih T-
limfocita. Glavni izvr$ni molekuli u ovom putu aktivacije apoptoze su granzim A i B,
serinske esteraze citotoksi¢nih T limfocita i NK c¢elija. Granzim B moze direktno
aktivirati kaspaze 3, 7, 8 i 10 i tako pokrenuti apoptozu. Granzim A aktivira kaspaza
nezavistan put apoptoze posredovan DN-azom NM23-H1 tako §to razgraduje protein
SET koji inaktivira gen za NM23-H1. Uloga ovog puta narocito je vazna u imunoloski
posredovanoj prevenciji karcinoma putem apoptoze tumorskih c’elija.139 Kaspaza
nezavisna smrt ¢elije odvija se puno sporije od kaspaza zavisne apoptoze.

Sve ovo govori u prilog da ljudski organizam ne moze zavisiti samo od jedne grupe

enzima u odstranjivanju oStecenih celija. 170,201
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U ekspreimentalnom modelu, radenom sa ciljem pronalazenja uzroka za postojanje
rezistencije na terapiju a radi poboljSanja prezivljavanja kod obolelih od limfoma,

ukazano je na znacaj i antiapoptotski uticaj oksidativnog stresa na mitohondrije.?*®

Proteini, signalni putevi i faktori, koji svojom ekspresijom znacajno uti¢u

na patogenezu DLBCL, poremecajem kontrole éelijskog ciklusa

BCL2

BCL2 gen (B-cell lymphoma/leukemia-2 gene) kodira 26-kDa protein koji inhibira
apoptozu indukovanu mitohondrijalnim putem. BCL2 je dao ime celoj porodici molekula
regulatora apoptoze koju ¢ine i antiapoptotski (Bcl-2, Bcl-X., Bcl-W, MCL1 i dr.) i
proapoptotski (Bax, Bak, Bcl-Xs, Bid, Bik, Bad, Bim i dr.) proteini. 2?%° (slika 8)
Proapoptotski proteini prisutni su u citoplazmi kao senzori ¢elijskog oStecenja ili stresa,
dok se antiapoptotski proteini nalaze u intermembranskom prostoru mitohondrija. Odnos
proapoptotskih i antiapoptotskih faktora odreduje osetljivost ¢elije na apoptozu . Vazno je
naglasiti da taj odnos bitno odreduje odgovor ¢elija tumora na zracenje i hemioterapiju.
Bcl-2 protein eksprimiran je u pre B ¢elijama, resting B ¢elijama (u fizioloskim uslovima,
¢elije se nalaze u tzv. eng. quiscent ili resting stanju koje bi se moglo oznaciti kao stanje
mirovanja) ukljucujué¢i mantl zone limfocita, kao i u nekim tipovima proliferisu¢ih B
limfocita.’® Clanovi porodice BCL2 regulisu broj i tip jonskih kanala u unutrasnjoj
membrani mitohondrija, pri ¢emu Bad i Bax dovode do stvaranja vecih jonskih kanala
kroz koje izlaze citohrom C i drugi proapoptotski molekuli. U svim molekulima ove
porodice su pronadena Cetiri vazna BCL2 strukturna homologa i to: BH1, BH2, BH3 i
BH4 pri ¢emu je BH4 prisutan samo u antiapoptotskim proteinima. 2*° Klju¢na funkcija
Bcl-2 proteina i drugih njemu sli¢nih (Bcl-X.) je da zadrze citohrom C u mitohondrijama
Sto ostvaruju blokiranjem efekata Bax molekula ali se ne iskljucuje moguénost da Bcl-2
transportuje citohrom C natrag u mitohondrije. Mnogi proteini iz BCL2 porodice se

medusobno na slozen nacin povezuju u homo ili heterodimere zavisno od interakcija
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izmedu njihovih domena. Odnos antiapoptotskih 1 proapoptotskih dimera je vazan za
opredeljenje Celije da se odupre apoptozi. Ipak u istrazivanjima su dobijeni rezultati da u
¢elijama koje ispoljavaju razlicite nivoe Bcl-2 i Bax, stepen zastite od apoptoze zavisi od

koli¢ine Bcl-2 koji nije vezan za Bax i da ne zavisi od broja Bcl-2/ Bax heterodimera. 1*°

BCL2 familija proteina

Anti-apoptotski

Bcl-2, Bel-XL
- — o - Q@0 Ceoo
e e ) ® A1, Bi-1

Pro- apoptotski

= — e @— @ L0
< O @~ Bcl-Xs
& @~ Bix. Bim
Bad, Bid, Egi-1
Ot @wo
Qe Oou

@ 1o rmemiane Daman

Slika 8: Familija BCL2 proteina*
*Chao DT, Korsmeyer SJ. BCL2 family: regulators of cell death. Annu Rev
Immunol 1998; 16: 395-419.%°

U fizioloSkim uslovima, anti-apoptotski ¢lanovi vezani su za spoljasnju membranu
mitohondrija i odrzavaju stabilnost i nepropustnost spoljasnje membrane. Anti-apoptotski
proteini neutraliSu proapoptotske vezivanjem za BH3 domene antiapoptotskih Bcl-2
proteina. Da bi doslo do MOMP 1 apoptoze, moraju se istovremeno odigrati dva procesa:
(1) svi anti-apoptotski proteini moraju biti inhibirani

(2) Bax i Bak moraju biti aktivirani BH3-only aktivatorima.

Tokom Celijskog stresa, aktivni oblici BH3-only aktivatora (Bid, Bim) direktnom
interakcijom (“hit and run”) izazivaju konformacione promene, dimerizaciju i inserciju
Bax i Bak u mitohondrijalnu membranu dovode¢i do formiranja delikatnih pora
(permeability transition pore, PTP) i MOMP (slika 9). *?

lako je ekspresija Bcl-2 proteina blisko povezana sa prisustvom translokacije u izvesnim
slu¢ajevima ona je nezavisna od translokacije. Takvi alternativni mehanizmi Bcl-2

ekspresije su genska amplifikacija ili izmenjena kontrola ekspresije gena. U DLBCL 57%
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slu¢ajeva sa t (14;18) i 75% bez t (14;18) ima imunocitohemijsku pozitivnost za Bcl-2. *'

Translokacioni status Bcl-2 ne korelira sa prezivljavanjem u DLBCL.'?®

ZDRAVA

insercija, dimerizacija

@

BH3 de-represor
enzitizer)
citohrom ¢

konformacione
promene Bax

APOPTOZA
Slika 9 . Proteini BCL2 familije u zdravoj i apoptotski izmenjenoj ¢eliji*

*Ehrlich E. Regulation of BAX mediated apoptosis by BCL2 family members.
[homepage on the Internet]. Created: june 17, 2011. A.f:http://www.sabiosciences.com/
pathwaymagazine/minireview/apoptosis.php. >

Izolovana hiperekspresija Bcl-2 nije dovoljna da izazove maligni fenotip §to dokazuje i
nalaz klonalnih Bcl-2 -Ig rearanZmana i u nekim normalnim B limfocitima sa dugim
zivotom kakvi su miruju¢i/memory B limfociti. U normalnim limfnim tkivima reaktivini
germinativni centri su Bcl-2 negativni. U B-NHL, Bcl-2 ekspresija, se ispoljava u
razli¢itim procentima pa u DLBCL iznosi 70%. Prognosti¢ki zna¢aj Bcl-2 najvise je
ispitivan u DLBCL gde je oznaen kao parametar loSe prognoze. Imunhistohemijski je
22-80% DLBCL Bcl-2" (pozitivnim su smatrani slu¢ajevi sa >50% obojenih éelija). ***

Laboratorijski izazvana fosforilacija Bcl-2, ponistava sposobnost Bcl-2 da deluje
antiapoptotski. Osim toga tako fosforilisan ne moze da spreci lipidnu peroksidaciju u

. y . 29,69
cilju sprecavanja apoptoze.
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Ukoliko se prognosti¢ki zna¢aj Bcl-2* ekspresija razmatra izolovano i samo na osnovu
imunohistohemije, pokazalo se da je prognosticka mo¢ zavisna od prisustva drugih
markera i klini¢kih parametara. Dokazano da je prognosticki potencijal Bcl-2 ograni¢en
markerima diferencijacije germinativnog centra (Bcl-6 i CD10), p53 mutacionim
statusom, odsustvom ili prisustvom t (14;18) i Internacionalnim Prognosti¢kim Indeksom
(IP1) odnoso revidiranim IPI (R- IPI). Protein p53 moze pokrenuti apoptozu tako da
poremeti odnos proapoptotskih i antiapoptotskin mitohondrijskih proteina porodice
BCL2. Zbog toga u DLBCL sa germinativno-centarskim fenotipom (35% slucajeva
DLBCL) expresija Bcl-2 ne utiCe na prognozu. U varijantama DLBCL koje nisu
germinativno-centarske (CD10" / Bcl-67), expresija Bcl-2 je udruzena sa loSom
prognozom. ¥ 1% Clanovi BCL2 familije medusobno intereaguju i stvaraju neku vrstu
dinami¢ne ravnoteze izmedu homo i heterodimera, dok in vivo postoji nadmetanje
izmedu proapoptotskih i antiapopototskih ¢lanova BCL2 familije, a neki od tih ¢lanova

deluju i potpuno nezavisno.?*

Analizirajuéi strukturu dimera, ¢ini se da osim ¢lanova
BCL2 familije, tu postoji i prisustvo drugih Bcl-2 like proteina, koji ne pripadaju ovoj
familiji. U eri primene imunohemoterapije, konkretno rituximaba, sve vise je uloga Bcl-2

kao markera loSe prognoze diskutabilna. 142

CD10

Common acute lymphoblastic leukaemia antigen (CALLA, CD10) je membranska
metaloproteinaza koja ucestvuje u postsekretornoj razgradnji neuropeptida, inaktivaciji
zapaljenskih i vazoaktivnih peptida.*® Nalazi se u razlicitim tkivima - mozgu, jetri,
tankom crevu, bubregu, kori nadbubrezne zlezde, gonadama, placenti i leukocitima.

U normalnom limfnom tkivu CD10 protein je eksprimiran u ranim limfoidnim
progenitornim c¢elijama i B ¢elijama germinativnog centra, na povrsini Celije. Prihvacen
je kao marker centrofolikularnog porekla B éelija.**** Moguénost CD10 da inaktivira
signalne peptide na povrsini celije, moze uticati na proliferaciju, migraciju i

diferencijaciju ¢elija.?** Ekspresija proteina CD10 prisutna je u 20-40% DLBCL. 2%

Tadié¢ Lj. Klinicki i imunoloski faktori prognoze kod bolesnika sa B difuznim krupnocelijskim nehockinskim limfomom. 27



Uvod

Njegova ekspresija se oznacava kao marker dobre prognoze u GCB DLBCL, mada u
svetlu primene imunohemioterapije i u korelaciji sa drugim imunohistohemijskim

obelezjima odnosno proteinima i klinickim obeleZjima, to je sve vise predmet diskusije.”®

CD5

CDS5 antigen je T ¢elijski marker , koji je takode eksprimiran u B hroni¢noj limfocitnoj
leukemiji, Mantle cell limfomu i 5-10 % DLBCL, lociran je na dugom kraku 11.
hromozoma. !¢ Citogenetske analize identifikuju grupu pacijenata sa de novo CD5*
DLBCL sa hromozomskom abnormalnos¢u u 8p21 ili 11q13, a koji imaju losu prognozu
bolesti. %*** To je 67-kd signal-transdukuju¢i protein ukljuden u proces aktivacije T
¢elija. Takode je dokumentovano da CD5 moze ucestvovati u ushodnoj regulaciji i biti
eksprimiran za vreme aktivacije B éelija. ldentifikovane su CD5" B éelije i nazvane B1
¢elije (IgM sekretuju¢e B cCelije) 1 oznaCene su kao deo urodenog imunog odgovora.
Razlika u odnosu na B2 ¢elije je u imunoglobulinima koje proizvode.”*® Glavna uloga
CD5" B-limfocita je stvaranje antitela sa niskim afinitetom i niskom specifi¢noséu.
Smatra se da CD5 produzava vek B-limfocita stimulacijom autokrine produkcije
interleukina 10. Ennishi et al. (2008) u svom istrazivanju Su po prvi put pokusali da
odrede distribuciju ekspresije CD5 obzirom na imunohistokemijsku klasifikaciju DLBCL
prema algoritmu Hans et al.(2004).°*™ Za razliku od sli¢nih studija koje su
molekularnim metodama utvrdile da se CD5" DLBCL uglavnom nalaze u prognosticki

225

nepovoljnoj grupi ne GCB (ABC)*”, rezultati Ennishi et al.(2008) nisu potvrdili

povezanost ekspresije CD5 i GCB kao ni CD5 i ne GCB(ABC) grupe **.
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CD138

Syndecan-1 (CD138) je transmembranski heparan sulfat proteoglikan. Ekspresija je
prisutna na povrsini epitelnih ¢elija, normalnim B ¢elijskim prekursorima u kostanoj srzi,
anema je u ¢elijama germinativnog centra, da bi opet bila prisutna u postgerminativnim
éelijama i zrelim plazma éelijama. *° Interakcijom sa razlicitim efektorskim molekulima
reguliSe adheziju i migraciju ¢elija, pa podsti¢e interakciju i aktivnost faktora rasta.
Evaluacija prisutnosti CD138 u NHL u radu O' Conel et al. (2004) , rezultuje
pozitivnos¢u CD138 u 6/57 bolesnika, od kojih su 2 bolesnika sa DLBCL -
imunoblasti¢nog subtipa’®®. Smatra se karakteristiénim markerom plazma ¢elija, ali moze
biti izrazen 1 u nekim podvrstama DLBCL, naroc¢ito u imunoblasti¢noj varijanti DLBCL i
u plazmablasti¢nom limfomu. U radu Colomo et al.(2003) koristen je kao marker ne-
GCB (ABC) fenotipa. *

Ki-67

Ki-67 protein je strogo regulisan proliferativnim zahtevima celije. Ki-67 kao nuklearni
protein, uklju¢en u regulaciju ¢elijske proliferacije, uglavhom se Kkoristi kao marker za
procenu proliferativne aktivnosti limfoma. Detaljne analize ¢elijskog ciklusa otkrivaju da
je Ki-67 antigen prisutan u jedrima proliferisu¢ih celija (G1, S , G2, M faza celijskog
ciklusa) ali ne i u jedrima éelija koje miruju (Go-faza).”®> Maksimalna koncentracija se
postize tokom faze mitoze, da bi neposredno posle njenog zavrSetka koli¢ina antigena
pala na manji nivo.®® Tokom interfaze Ki-67 protein je pretezno udruzen sa nukleolima
197 dok se tokom mitoze tesno povezuje sa hromozomima. *°*®® Na osnovu ove
karakteristike, Ki-67 protein je vrlo vazan za procenu proliferativne frakcije u ¢elijskim
populacijama. Ki- 67 je negativan prognosticki faktor kod obolelih od DLBCL. U meta-
analizi He et al.(2014) koja analizira 27 studija, rezultat potvrduje da je Ki- 67 snazan
prediktor rizika kod obolelih od DLBCL, ali da je njegov znacaj zavistan od tipa DLBCL
i da ne korelise sa ostalim klinicko- patoloskim faktorima prognoze, kao ni sa IPI

skorom.’®

Tadié¢ Lj. Klinicki i imunoloski faktori prognoze kod bolesnika sa B difuznim krupnocelijskim nehockinskim limfomom. 29



Uvod

Bcl-6

Bcl-6 protein je marker germinativnog centra. Moze se naci i u drugim tkivima ali je
najintenzivnija ekspresija u limfocitima. Zbog toga su onkogene karakteristike ovog
molekula najbolje ispitane u limfoidnom sistemu gde se ispoljava u germinativnim B i T
limfocitima, pojedinacnim limfocitima interfolikularnih regiona limfnog ¢vora i
kortikalnim timocitima.*®,

Zbog selektivne ekspresije Bcl-6 u B limfocitima germinativnog centra, ovaj molekul je
iskoris¢en kao pokazatelj malignog porekla B neoplazmi nastalih iz germinativnog
centra. U celini, nalaz Bcl-6 je karakteristika celija sa visokim proliferativnim indeksom.
Izmenjena ekspresija Bcl-6 moze vrsiti represiju gena ukljucenih u apopozu favorizujuci
neoplasti¢an rast. *****" Postoje i miljenja da Bcl-6 inhibira apoptozu******° kao i da
ga odlikuju proapototska svojstva. ** Ova dvostruka uloga Bcl-6 u regulaciji apoptoze
moze zavisiti od tipa ¢elije ili intenziteta ekspresije.

Prognosticki znacaj translokacije ekspresije Bcl-6 je ispitivan u brojnim studijama.
Visok nivo ekspresije Bcl-6 u veéini studija predstavlja povoljan faktor prognoze!®18624
pa to uti¢e na povecanje ukupnog prezivljavanja kod obolelih od DLBCL. Ovi nalazi se
objasnjavaju visokom produkcijom informacione RNK BCL6 gena u translokacijama na
Ig lokusima, dok je niza ekspresija prisutna u translokacijama na lokusima koji su van
imunoglobulinskih gena. U drugim studijama nije dokazana znacajna razlika duzine
ukupnog prezivljavanja u odnosu na pozitivhu ili negativnu ekspresiju Bcl-6 u
DLBCL.*®11112144 pastoje studije u kojima se ekspresija Bcl-6 posmatra u svetlu
primenjenog terapijskog protokola kod obolelih od DLBCL. %

Neki autori u svojim studijama Bcl-6 razmatraju u novom svetlu nezavisnog prediktornog
faktora kod obolelih od DLBCL.'® Prognosticki znacaj Bcl-6 ekspresije je prihvaéen kod
obolelih od DLBCL le¢enih CHOP protokolom, pa je Bcl-6 inkorporirana u prediktivni

N . 126,17
model prezivljavanja.'2**"
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MUM1

MUM1 (multiple myeloma oncogenel) /IRF4 (interferon regulatory factor4) gen je
identifikovan u multiplom mijelomu. MUML je ¢lan porodice interferon regulatornih
faktora (IRF) koju aktivira interferon (IFN) u svrhu odbrane od virusa i pri celijskoj
proliferaciji. 24 71491% Ekspresija MUM1 gena je povezna sa ekspresijom NF-«xB puta
koji inaCe kontroliSe ekspresiju niza drugih gena ukljucenih u regulaciju celijskog
ciklusa, proliferaciju i apoptozu, kao i sa stalnom aktivacijom NF-«xB puta pa je
identifikovan kao negativni prognosticki faktor u DLBCL i CLL/SLL.™® Najintenzivniju
ekspresiju  MUM1 imaju plazma c¢elije kod B limfocita i aktivisane celije medu T

éelijskom populacijom. **°

Zbog svoje ekspresije koja je regulisana u procesu
limfoidne diferencijacije, MUML1 se Koristi kao marker histogenetske diferencijacije
limfoma. 27 Isti autori nalaze da se ekspresia MUMZ1 odigrava u finalnim fazama
diferencijacije B limfocita germinativnih centara - centrocita kao i u narednim fazama na
putu sazrevanja B limfocita u plazma ¢elije. Uocena je razlika u ekspresiji MUML i Bcl-
6 u germinativnom centru gde se Bcl-6 ispoljava u B limfocitu neposredno nakon ulaska
u germinativni centar dok se MUML pojavljuje u centrocitima i post-germinativno-
centarskim éelijama . Zbog toga se MUMJ koristi za detektciju ¢elija koje su u fazi
tranzicije od Bcl-6" (germinativno-centarske) ka CD138" ¢elijama (imunoblasti i
plazmablasti). U skladu sa ovim je i potpuno odsustvo MUML1 antigena na limfocitima
mantle c¢elijskih i folikularnih limfoma (pre-germinativno i germinativno-centarske
éelije). 2%

MUML1 je eksprimiran u priblizno 75% DLBCL. Za razliku od normalnih celija
germinativnog centra gde je ekspresija MUML suprotna ispoljavanju Bcl-6, u priblizno
50% slucajeva DLBCL, tumorske celije koeksprimiraju MUMI i Bcl-6 ukazujuéi na
disregulisanu gensku ekspresiju u ovom limfomu. Takode, prisustvo MUM1 zajedno sa
CD138, Bcl-6 i CD10 pomaze u razlikovanju pojedinih subpopulacija DLBCL. * Studije
ekspresije gena u DLBCL su otkrile da prisustvo IRF4/MUMI visoko koreliSe sa
aktivisanim tipom ove neoplazme, pa je MUMI oznafen kao negativni prognosticki
faktor. 82,126,127,147

U radovima drugih autora nema znacajne korelacije u odnosu na

ekspresiju MUM1 i prezivljavanje kod obolelih od DLBCL."®*"8! Kako je prisustvo
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MUM1 povezano sa konstantnom aktivacijom NF-xB puta, imunohistohemijska
detekcija moze posluziti kao surogatni marker za limfome kojima se terapijski moze
ordinirati inhibitor NF-kB puta — bortezomib. ® Prognostigki znacaj ekspresije MUMI u

DLBCL jos uvek je predmet diskusija.

MyD88 (Toll receptori) i mutacija MyD88- L 265P

Myd 88 (Myeloid differentiation primary response) je intracelularni adaptor protein koji
prenosi signale sa toll-like receptora (TLR) i koji moze igrati vrlo vaznu ulogu u
patogenezi limfoma, 23105193

TLR su membranski glikoproteini, koji se obzirom na slicnost citoplazmatskog dela
domena ubrajaju u istu porodicu kao i receptori za IL-1. Vezivanje liganda za TLR
uzrokuje dimerizaciju i stvaranje TIR (TLR/IL1). Znadi, spoljni domen TLR ima funkciju
u prepoznavanja liganda, a citoplazmatski domen TIR, u otpocinjanju signalizacijske
kaskade koja rezultuje prelaskom transkripcionog faktora u jedro. Prenos signala
omogucavaju adaptor proteini, medu kojima Myd88 ima centralnu ulogu u odgovoru B
¢elije nakon nadrazaja preko TLR. Myd88 ima 2 domena: TIR domen (TLR/IL-1
receptor domain) i DD (death domain). Identifikovana su 2 signalna puta koji se razlikuju

po tome koji adaptor protein prenosi signal.”1%°40:179.193212

Najuobicajeniji je signalni put
koji prenosi Myd88, a koji se naziva Myd88 zavisni put. U ovom putu, Myd88 se vezuje
za receptore TLR1,2,4,6 u prisustvu Mal/TIRAP (Myd88-adaptor-like/TIR-domain-
containing adaptor molecule). Na TIR domen Mal/TIRAP se svojim TIR domenom
vezuje Myd88, a svojim DD domenom se Myd88 vezuje za IRAK4 (IL-1 receptor—
associated kinase 4). Ta veza omogucava vezivanje i IRAK1(IL-1 receptor—associated
kinase 1) . IRAK4 uzrokuje fosforilaciju IRAK1 a samim tim i aktivaciju. Na takav
IRAK1 se vezuje TRAF6 (TNF receptor assosiated factor 6), pa se kompleks
IRAK1/TRAF6 oslobada receptora i formira kompleks sa setom proteina i kinaza Sto
rezultuje degradacijom IRAK1 na plazma membrani. Preostali deo kompleksa u nizu
reakcija fosforilise IKK (inhibitor of NF-xB (IkB)-kinase complex), koji potom osforilise

IkB. IkB se razgraduje, $to dovodi do oslobadanja NF-«xB iz inhibitornog kompleksa.
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U Myd88 nezavisnom putu koji se jo$ naziva i TRIF(TIR domain containing adaptor-
inducing INF-B) ili (TICAML:TIR-domain-containing moleculel) zavisni put, po
aktivaciji receptora TLR3 i 4 , TRIF se vezuje sa IKK kinazama, aktivira se IRF3 (IFN
regulatory factor 3), koji kao dimer putuje u jedro i i involvira se u kasnu fazu aktivacije
NF-kB. "148193.212213214 a7 j|tat oba puta MyD88 je da se aktivira kaskadu koja rezultira

aktivacijom NF-xB puta. (slika 10)

TLR4

965>

Rana faza NF-kB Kasna faza NF-kB

Inflamatorni citokini ‘

IFN-B,IFN-indukujuci
"""""""""""""""""""""""""""""""" : genski produkti

Myd88 zavisni put ! Mydss
nezavisni put

Nature Reviews | Immunology

Slika 10. Signalni put toll like receptora: Myd 88 zavisni i Myd 88 nezavisni put*

(Stimulacija TLR 4 olaksava aktivaciju 2 puta: Myd 88 zavisni i Myd 88 nezavisni put.
Myd 88 zavisni put involviran je u ranu fazu aktivacije NF-kB, sto vodi produkciji
inflamatornih citokina. Myd 88 nezavisni put aktivira interferon (IFN) regulatorni factor
3 (IRF3) i involvira se u kasnu fazu aktivacije NF-xB. Oba puta vode ka produkciji IFN-
B i ekspresiji IFN inducibilnih gena). ’

*Akira S, Takeda K. Toll-like receptor signaling. Nature Reviews Immunology 2004,
4(7): 499-511 .
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Myd88 promovise i JAK-STAT3 (Janus kinase-signal transducer and activator of
transcription 3) signalni put, §to se ogleda u prezivljavanju limfomskih ¢elija. 2414218
Mutacija Myd 88 L 265P nastaje zamenom leucina prolinom na poziciji 265. | Myd88
L265P mutacija takode je vrlo potentna u povecanju aktivnosti JAK-STAT3 signalnog
puta, $to vodi produkciji proinflamatornih citokina (IL6,IL10,IFN-R) i daljoj aktivaciji
JAK-STAT3 signalnog puta, 100212214

Prekomerna ekspresija Myd 88, kao i prisustvo mutacije Myd 88 L 265P rezultuje
hroni¢nom aktivacijom B ¢elijskog receptorskog signalnog sistema, i aktivacijom NF-xB

puta 7,100,148,162

Dosadasnji podaci ukazuju da je visoka ekspresija MyD88 povezana sa
recidivima bolesti kod pacijenata sa DLBCL, tako da moze biti od presudnog znacaja za
prognozu bolesti nezavisno od MyD88 L 265P mutacije.** Myd88 je zapravo veza, i to
vrlo vazna, u aktivaciji i proliferaciji B ¢elija pod uticajem mnogobrojnih ekstracelularnih
stimulusa, $to vodi prekomernoj aktivaciji NF-xB puta.?*>?*

Prisustvo mutacije Myd88 L265P, zabelezeno je kod limfoplazmocitnog limfoma,
Waldenstromove makroglobulinemije, a u manjem procentu i kod neGCB B difuznih
krupnocéelijskih limfoma. Opstanak ne GCB DLBCL ¢elija koji nose mutaciju L265P je
podrzan od strane mutanta, ali ne i divljeg tipa (wild type) MyD88 izoforme. MyD88
signalni put je sastavni deo patogeneze ne GCB DLBCL, koji se karakteriSe hroni¢nom
aktivacijom B ¢elijske receptor signalizacije 1 stalnom aktivacijom NF-«xB puta.

Postoji postulat da mutacija Myd88 u postgerminativnom centru B c¢elija vodi u
limfogenezu, narocito tipa DLBCL i da je Myd 88 eksprimiran u citoplazmi limfomske
¢elije.®® Sa duge strane, i prekomerna akumulacija Myd88 uzrokuje disregulaciju B
¢elija. Ekspresija Myd88 je u B ¢elijama tada visoka i korelira sa loSijom prognozom
bolesti. %%

Sa terapijskog stanovista, signalni kompleks koji je koordiniran od strane MyD88 L 265P

predstavlja primamljivu mety, 100.148,212,214

Kako je aberantna NF-kB aktivacija
definitivno faktor loSe prognoze bolesti, cilj je spreciti aktiviranje NF-kB na bilo kom
delu signalnog puta. Najpotentniji terapijski cilj je zapravo istovremeno dejstvo na TLR i
BCR (B cell receptor) signalni put, narocito za neGCB DLBCL, sa ciljem supresije NF-
kB puta, sinergistickim dejstvom imunomodulatora lenalidomida i inhibitora BTK Bruton

tyrosine kinase) koji je deo BCR puta, verovatno putem indukcije INF-B puta.*#1%*
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NF-xB (nuclear factor kappa B)

Transkripcijski faktor NF-xB (engl. nuclear factor kappa B) nalazi se u gotovo svim
tipovima celija 1 ucestvuje u regulaciji ekspresije velikog broja gena. Ucestvuje u
imunom odgovoru kao regulator ekspresije gena, ukljucuju¢i one koji kodiraju anti-
apoptotske molekule i regulatore celijskog ciklusa, citokine i povrSinske receptore. U fazi
mirovanja proteini NF-xB su sekvestrirani u citoplazmi zbog interakcije sa IkB
inhibitorima (inhibitor NF-kB). U nestimulisanim ¢elijama dimeri NF-xB nalaze se u
citoplazmi povezani s inhibitornim proteinima klase IxB. Porodicu proteina IkB ¢ine:
IkB-a, IkB-B, IkB-y, IkB-8, IkB-¢ i Bcl-3, mada i p105 i p100 mogu delovati kao IkB.**
NF-xB je zajednicki naziv za transkripcijske faktore sastavljene od proteina porodice Rel
koji vezu DNK. Porodicu proteina Rel ¢ini pet ¢lanova: Rel (c-Rel), RelA (p65/NF-kB3)
RelB, NF-kB1 (p50 i njegov prekursor p105) i NF-kB2 (p52 i njegov prekursor p100).™
Svi oni sadrze homologni domen Rel (engl. Rel homology domain) veli¢ine oko 300
aminokiselina, koji je odgovoran za njihovu dimerizaciju, vezivanje DNK i interakciju sa
inhibitornim IkB proteinima, a ujedno je i regulatorni domen.’® Generalno se smatra da
se NF-kB signalni put aktivira preko klasicnog/-kanonskog puta i alternativnog-
nekanonskog puta. U klasi¢cnom putu, nakon stimulacije proinflamatornim citokinima kao
Sto je tumor necrosis factor a (TNFa), signalni put vodi ka aktivaciji IKK kompleksa
(IxB kinase complex). Aktivirani IKK kompleks pretezno delujuéi putem IKKB i IKKy-
zavisnim putem katalizuje fosforilaciju IkBs (po lokaciji ekvivalent Ser32 i Ser36 IkBa)
ubikvitira ga” i usmerava do 26S proteasoma gde se hidroliti¢ki razgraduje. Degradacija
IkBa otkriva NLS (engl. nuclear localization sequence) na NF-«kB, §to rezultira
translokacijom u jedro. Oslobodeni NF-kB dimeri (naj¢esce the p50-RelA dimer) u jedru
reguliSu transkripciju ciljnih gena ukljucujuéi i1 IkBa koji treba da prekine aktivnost NF-
kB (slika 11).1%*%2 Alternativni put je strogo zavistan od IKKa Aktivirani IKKa
fosforilise p100 i 2C terminalna kraja. Fosforilacija p100 vodi njegovoj ubikvitinaciji i
proteazemalnoj obradi na p52, formirajuci transkripciono kompetentan NF-xB p52/RelB

kompleks koji se seli u jedro i indukuje ekspresiju ciljnog gena. 10+1%3
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anti-apop tozni
proteini,
adhezioni molekuli,
proteini akutne faze,

Slika 11. Sematski prikaz aktivacije NF-kB*

(*Ubikvitinacija: modifikacije nekog proteina, njegovim vezivanjem za jedan ili vise
ubikvitinskih monomera. NajéeS¢a svrha ubikvitinacije je oznacCavanje proteina za
razgradnju u proteasomu)

*Karin M, Ben-Neriah Y. Phosphorylation meets ubiquitination: the control of NF-
[kappa]B activity. Annu Rev Immunol 2000; 18: 621-63.*%

Aktivaciju NF-xB klasi¢nim putem mogu izazvati razli¢iti stimulusi (npr. citokini,
bakterijski ili virusni produkti, UV i y zratenje).® Citokini stimuli$u nakupljanje
receptora 1 oligomerizaciju TRAF (TNF receptor associated factors), Sto je kljucni
dogadaj za aktivaciju kinaze IkB. Te kinaze fosforiliSu ili IkB i NF-xB ili
transaktivacijske domene AP-1 (engl. activator protein 1), aktivirajuci na taj nacin NF-«xB
i AP-1. °® Aktivirani NF-kB u jedru povecava ekspresiju gena éelijskog ciklusa kao §to je
ciklin D1, inhibira apoptozu (putem Bcl-X.) i eksprimira aktivnost proteasoma.
Istrazivanje u oblasti terapije vezane za anti apoptotski aspekt NF-xB puta, je od velikog
interesa, obzirom da veliki broj svetskih studija ukljucuje ovaj put kao vrlo vazan u
patogenezi limfoma i GC (germinal centers) limfomagenezi.”*® Disocijacija IkB i
translokacija NF-xB u jedru je klju¢ni momenat, i ¢ini se da u tom procesu, a mozda i u
samoj aktivaciji IKK ucestvuju i neke od protein kinaza aktiviranih mitogena.
Razumevanje, na koji nac¢in NF-kB aktivacija promovise tumorogenezu, zahteva i
razumevanje uloge NF-kB u tumorskim prekursorskim ¢elijama. Nadeno je da je c-Rel
subjedinica NF-kB potrebna za aktiviranje metabolickih funkcija koje stimulisu ¢elijsku
proliferaciju. Ovo je vazno znati zbog daljeg istrazivanja na polju antitumorske terapije,

sa ciljem selektivne inhibicije komponenti aberantne aktivnosti NF-xB. 1987
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Klini¢ki i laboratorijski parametri prognoze

Po svom klinickom toku, DLBCL se ubraja u grupu agresivnih limfoma, §to znaci da
nelecenje dovodi do letalnog ishoda kroz nekoliko meseci. Simptomi i klinicki znakovi
DLBCL-a mogu se podeliti na one uzrokovane tumorskom masom i opste Simptome.
Simptomi uzrokovani tumorskom masom zavise od velicine i lokalizacije. Poznavanje
faktora prognoze kod bolesnika sa DLBCL ima izuzetno veliku ulogu u orijentaciji
klini¢ara za adekvatan individualizovan pristup terapiji. Brojni klinicki parametri spadaju
u veoma pouzdane i nezavisne faktore prognoze zbog njihove dobro dokumentovane
povezanosti sa reaktivnoS¢u na terapiju i prezivljavanjem. Ovi parametri predstavljaju
indirektne pokazatelje malignog potencijala tumora, imune reakcije protiv tumora i
sposobnost obolelog da tolerise ledenje. *° U svetskoj literaturi, najée$ée analizirani kao
prediktorni faktori su slede¢i klinicki i laboratorijski parametri:

e Klini¢ki stadijum bolesti prema kriterijumima iz Ann Arbora (tabela 8)

e Performans status ECOG (tabela 9)

e Broj ekstranodalinih manifestacija: veoma ¢esto se Smatra mnogo
znacajnijim od mesta primarne ekstranodalne lokalizacije. Shodno tome,
lako je u DLBCL infiltracija kostane srzi prisutna u samo 20-25% ona
koreliSe sa slabijim reagovanjem na terapiju i ukupnim prezivljavanjem.

e Prisustvo ,,B*“ simptoma (telesna temperatura >38°C, noéno znojenje i
gubitak telesne tezine. To su paraneoplasticki simptomi uzrokovani
otpustanjem citokina iz tumorskih celija ili ¢elija imunoloskog sistema
koje reaguju na prisustvo tumorske mase.)

e Vrednost hemoglobina u serumu

¢ Vrednost sedimentacije eritrocita

e Vrednost C- reaktivnog proteina u serumu

e Vrednost serumske LDH

e Vrednost 3, mikroglobulina u serumu

e Vrednost albumina u serumu
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Tabela 8. Klini¢ki stadijumi bolesti: Ann Arbor kriterijumi

I- bolest ograni¢ena na mesto nastanka odnosno samo u jednoj regiji sa uvecanim

limfnim nodusima.

II- bolest prisutna u vise regiona limfnih nodusa ali samo sa jedne strane dijafragme (npr

ispod levog i desnog pazuha, na vratu ali ne i trbuhu i ne u preponama)

I11- limfnih nodusa ima sa obe strane dijafragme (npr. i u trbuhu i u sredogrudu)

IV- limfne mase ima i u tkivima koja se normalno ne odlikuju velikim prisustvom

limfnih celija kao $to je - kostna srz, Zeludac, sluznica tankog creva, mozak, testis.

Tabela 9. ECOG performas skoring.*

ECOG performance status (Eastern Cooperative Oncology Group)
0 - Potpuna aktivnost, bez ogranicenja.

1- Ogranicenje u fizickim aktivnostima. Mogu¢nost lakSeg fizickog rada ili rada u
sede¢im uslovima, rad u kancelariji.

2- Mogucnost brige o sebi- vise od 50% sati u budnom stanju, ali bez ikakve radne
aktivnosti.

3- Ogranicena briga o sebi. Moguc¢nost lezanja u krevetu ili sedenja u stolici vise od
50% sati u budnom stanju.

4- Nemogucénost brige o sebi. Potpuna zavisnost od lezanja u krevetu ili sedenja u

stolici.

*Oken M.M, Creech R.H, Tormey D.C et al. Toxicity and response criteria of the Eastern
Cooperative Oncology Group. Am J Clin Oncol 1982; 5:649-655.1%®
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Prognosticki skoring sistemi

Radi adekvatnijeg sagledavanja bolesnika u svetlu mnogobrojnih klinickih,
laboratorijskih i imunohistohemijskih parametara, u velikim centrima su razvijani razli¢iti
prognosticki skoring sistemi.

MD Anderson centar jos 1989 godine je razvio "Huston prognostic index™”. On je bio
primenjiv za sve nehockinske limfome a zasnivao se na analizi serumske aktivnosti LDH
i nivoa 32 mikroglobulina. **

Godine 1992 se pojavio "Tumor Skor". Ovaj sistem je kombinovao Ann Arbor stadijum
bolesti, nivoe LDH i B2 mikroglobulina u serumu, prisustvo "Bulky" mase i B
simptoma. *™*

Zbog pojave sve veéeg broja prognosti¢kih sistema, u multicentri¢noj studiji sa 3273
bolesnika obolelih od vise vrsta agresivnih limfoma izvr$na je analiza klinickih
parametara koji su pretoceni u efikasan i jednostavan skoring sistem. Tako je 1993
godine nastao Internacionalni prognosticki indeks (IPI) koji je kombinovanjem
nezavisnih parametara, bolesnike svrstao u Cetiri riziéne grupe. Skoring sistemom je
obuhvceno pet nezavisnih prognosti¢kih faktora u koje spadaju: rasprostranjena bolest
(ITI 1 IV klini¢ki stadijum po Ann Arboru), poviSen nivo LDH u serumu, aktivnost
bolesnika (2-4 ECOG skale za performans status), vise od dve regije ekstranodalnog
zahvatanja i starost preko 60 godina. Grupa sa niskim rizikom obuhvata bolesnike sa 0-1
rizik faktora, intermedijerni-nizi rizik su imali bolesnici sa 2, intermedijerni-visi ukoliko
su registrovana 3, a visok rizik ukoliko je kod bolesnika bilo 4-5 nepovoljnih faktora
prognoze. '#°

U okviru IPI izdvojilo se vise modela, a jedan od njih je i "age adjusted IPI" (AA-IPI)
koji je takode izdvajao Cetiri grupe bolesnika sa ciljem da se prilagodi populaciji
bolesnika mladih od 60 godina, sa primarnim refraktornim agresivnim limfomima. ™
Revidirani Internaciuonalni prognosticki indeks (R- IPI) razlikuje 3 grupe pacijenata:
Prva grupa - ,,very good* prognosticka grupa u koju spadaju bolesnici bez faktora rizika,
sa priblizno 90% Sansi za dugoro¢no prezivljavanje bez progresije bolesti; Druga grupa -
,,good" prognosticka grupa u koju spadaju bolesnici sa 1 ili 2 faktora rizika sa priblizno

80% Sansi za dugorocno prezivljavanje bez progresije bolesti; Tre¢a grupa- ,,poor*

Tadié¢ Lj. Klinicki i imunoloski faktori prognoze kod bolesnika sa B difuznim krupnocelijskim nehockinskim limfomom. 39



Uvod

prognostic¢ka grupa sa 3,4 ili 5 rizik faktora 1 50% Sansi za dugoro¢no prezivljavanje bez
progresije bolesti. R- IPI daje vise klini¢ki korisnih podataka za predikciju rizika obolelih
od DLBCL. **

Prognosticki indeksi IPI i R-IPI, nemaju sposobnost identifikacije obolelih sa
mogucénoscu prezivljavanja manje od 50%.%°

Jedan od prognosti¢kih modela je i f-2M-I1PI model, koji u IPI prognosticki model uvodi
i vrednost B2 mikroglobulina, obzirom da se B2 mikroglobulin obelezava kao snazan
prediktor rizika kod oboelih od DLBCL. Koristan je kod obolelih od DLBCL sa visokim
rizikom. 3’

National Comprehensive Cancer Network (NCCN) na bazi podataka sakupljenih tokom
godina primene rituksimaba u terapiji, formirala je pojac¢ani IPI sistem: NCCN- IPI sa
ciljem unapredenja stratifikacije rizika. Klinicke karakteristike 1650 odraslih de novo
dijagnostikovanih pacijenata sa DLBCL, a koje su prema IPI kriterijumima definisane
kao 5 rizik faktora (RF), sada se boduju sa maksimalno 8 bodova (boduju se jos: pol,
velika tumorska masa ,,bulky disease” > 10 cm i prisustvo “B” simptoma) . Na osnovu
toga su formirane 4 rizik grupe: 1.grupa/ nizak rizik sa 0-1 bodova; 2. grupa/ nizak
intermedijarni rizik sa 2-3 boda; 3.grupa/ visok intermedijarni rizik sa 4-5 bodova i 4.
grupa/ visok rizik sa 6-8 bodova.

U poredenju sa IPI, modifikovani NCCN- IPI (An enhanced International Prognostic
Index) bolje definise grupe sa niskim i visokim rizikom, pa se smatra da je bolji prediktor

rizika u rituximab eri. 18%2%

Takode u svetlu boljeg definisanja bolesnika sa visokim
rizikom u eri imunohemoterapije, pruza i mogucnost individualizcije u lecenju i
izdvajanja bolesnika za druge modalitete leCenja- postremisiona autologna

transplantacija mati¢nih celija.
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Terapijski modaliteti

Cilj u le€enju obolelih od NHL, a samim tim i obolelih od DLBCL, je individualizovani
pristup svakom pacijentu u odnosu na Klinicke, laboratorijske i imunohistohemijske
parametre prognoze. U skladu sa tim formiraju se kriterijumi za modalitete lecenja, a
terapijski pristup je uvek multidisciplinaran. U praksi se u lecenju obolelih od NHL
primenjuje:

¢ Radioterapija

e Hemioterapija (kombinacijom lekova u hemioterapijskim protokolima, od kojih

svaki deluje na odredenu fazu ¢éelijskog ciklusa, na razli¢ite nacine)

1. Antimikrotubularni lekovi: modifikuju sintezu DNK  (vinkristin,
vinblastin i dr.)

2. Alkiliraju¢i lekovi: modifikuju strukturu DNK (ciklofosfamid,
hlorambucil, dakarbazin i dr)

3. Antimetaboliti: modifikuju sintezu DNK; najizraZenije dejstvo na
¢elije u M 1 S fazi Celijskog ciklusa (metotreksat, citozar, fludarabin,
gemcitabin i dr)

4. Topoizomerazni inhibitori: modifikuju strukturu DNK (doksorubicin,
daunorubicin, etopozid i dr)

5. Platinski analozi: modifikuju strukturu DNK (cisplatin, karboplatin i
dr)

6. Ostali citostatici

e Hirurska terapija

e Bioloska terapija (monoklonska antitela, imunomodulatori, alogena i autologna

transplantacija mati¢nim ¢elijama hematopoeze i dr.)

Kako se radi o veoma heterogenoj grupi bolesti, u praksi se primenjuju i drugi,
kombinovani modaliteti leCenja, u zavisnosti od konkrenog nalaza i stanja u kome se
oboleli nalazi, kao i terapija neophodna u lecenju eventualnih komplikacija.
Monoklonska antitela su relativno nova klasa lekova. To su preparati imunoglobulina ili
njihovih fragmenata sa tacno odredenom specifi¢nos¢u, a produkti su jednog klona ¢elija,

koji svoju antitumorsku ulogu ostvaruju vezivanjem za ciljno mesto na malignoj ¢éeliji.
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Znacajno poboljSanje prezivljavanja belezi se od perioda uvodenja rituximaba u terapiju
obolelih od DLBCL. Rituksimab (u Evropi pod fabrickim imenom Mabthera®,
Hoffmann-La Roche AG), je IgG1l kapa monoklonsko AT usmereno protiv CD20
antigena, molekula koji se nalazi samo na povr$ini B limfocita. Graden je od humane
konstantne regije (Fc) i miSje varijabilne regije (Fv) $to mu daje optimalna
farmakokinetska svojstva. ¥
Buduci da CD20 normalno ne cirkulise slobodno u plazmi, predstavlja odlicnu metu za
ciljanu terapiju. Nije izraZen na mati¢nim cCelijama, ranim limfoblastima i zrelim plazma
¢elijama. Fizioloska uloga CD20 molekula nije poznata i smatra se da je vazna za razvoj i
diferencijaciju B-limfocita. Od 1997. godine kada je odobren u SAD za lec¢enje CD20
pozitivnih indolentnih limfoma u relapsu, njegova primena se iz godine u godinu Sirom
sveta povecavala, a spektar klinickih indikacija pro$iren je i na druge tipove B-¢elijskog
limfoma. Rituksimab smanjuje broj CD20 ¢elija razli¢itim mehanizmima:

e citotoksi¢noscu zavisnoj od AT (ADCC),

e citotoksicnoScu posredovanom komplementom (CDC),

¢ indukcijom apoptoze,

e pojacava i citotoksi¢nu aktivnost nekih lekova (povecanje hemosenzitivnosti) i

radioterapije.

U MInT studiji (MabThera International Trial) koja je sprovedena na 824 bolesnika, prvi
put je pokazan benefit od dodavanja rituksimaba konvencionalnoj indukcionoj
hemioterapiji CHOP (bolesnici od 18-60 godina, AA-IPI skora 0-1, klini¢kog stadijuma
-1V ili | klini¢ki stadijum sa ,,Bulky volumenom). Bolesnici le¢eni hemioterapijom uz
rituksimab, imali su produzeno prezivljavanje bez novog dogadaja (event free survival-
EFS) u 3-godisnjem 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
leCeni hemioterapijom bez dodavanja rituksimaba. 141
Na osnovu napred iznetog rituksimab, koji predstavlja prvu generaciju anti CD20
monoklonskih antitela, pridodat nekom od hemioterapijskih protokola (CHOP, ACVBP
ili dr.) predstavlja okosnicu aktuelne terapije DLBCL.
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CILJ RADA

U ovom istrazivanju su postavljeni sledeci ciljevi:

1. Analiza prezivljavanja obolelih od B difuznog krupnocelijskog nehockinskog
limfoma prema klinickim faktorima prognoze, uz klasifikovanje obolelih prema

aktuelnim prognosti¢kim skoring sistemima.

2. Analiza poremecaja biologije malignih ¢elija B limfoma detekcijom proteina koji
ucestvuju u aktivaciji imunog odgovora, regulaciji Celijskog ciklusa i
programirane Celijske smrti: Ki-67, Bcl-2, Bcl-6, CD10, CD5, CD138, MUML1 i
prisustvo mutacije L265P MyD88 molekula.

3. Analiza prezivljavanja obolelih prema prisustvu odnosno procentu pozitivnih
¢elija na gore pomenute molekule sa ciljem utvrdivanja najpouzdanijih nezavisnih

prognostckih faktora u B difuznim krupnocelijskim nehockinskim limfomima.

4. Izvrsiti uporedivanje klinickih 1 imunoloskih faktora prognoze i napraviti predlog

za prognosticki skoring sistem koji bi objedinio obe grupe parametara.
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RADNA HIPOTEZA

U ovom istrazivanju su postavljene sledeée radne hipoteze:

1. Negativni prognosticki faktori prezivljavanja kod obolelih od B difuznog
krupnocelijskog nehockinskog limfoma su: febrilnost ve¢a od 38 C° noéno znojenje i
gubitak telesne tezine vec¢i od 10% telesne mase za 6 meseci, lo§ performans status,
ekstranodalne manifestacije, niske vrednosti hemoglobina, visoke vrednosti serumskog
LDH, albumina i B2 mikroglobulina.

2. Prisustvo Bcl-2, CD5, MUM1, CD138 i pojacana ekspresija Ki-67 proteina
predstavljaju nepovoljne faktore prognoze prezivljavanja obolelih od B difuznog

krupnocelijskog nehockinskog limfoma.

3. Pojacana ekspresija odnosno prisustvo mutacije L265P u MyD88 (Myeloid
differentiation primary response protein) adaptornom proteinu, koreliSe sa agresivnijim

imunofenotipom DLBCL i nepovoljnim klinickim tokom bolesti.

4. Pojacana ekspresija Bcl- 6 1 CD10 ima povoljan prognosti¢ki znacaj u prezivljavanju

obolelih od B difuznog krupnoéelijskog nehockinskog limfoma.
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BOLESNICI | METODE

Klinic¢ki je prac¢eno i analizirano 68 bolesnika sa patohistoloskom dijagnozom B difuzni
krupnocelijski nehockinski limfom, koji su dijagnostikovani i leceni u Klinici za
hematologiju i klinicku imunologiju Klinicki Centar (KC) Nis, Odeljenju za interne
bolesti Vojne Bolnice (VB) Nis i Klinici za hematologiju Vojno Medicinske Akademije
(VMA) u Beogradu, od januara 2009 do decembra 2013. godine. Presek stanja nacinjen
je 31. decembra 2015. godine. Kontrolnu grupu je ¢inilo 14 bolesnika (7 Zenskog i 7
muskog pola), sa dijagnozom DLBCL, lecenih u Klinici za hematologiju i klinicku
imunologiju KC Ni§ 1991-2002. godine, starosti 41-75 godina, kod kojih su praceni
parametri koji su analizirani i u ispitivanoj grupi (izuzev Myd88 L265P mutacije).
Tokom ovog ispitivanja su sakupljani i obradivani klini¢ki i laboratorijski parametri, za
koje se zna da imaju prognosticki znacaj i koje je bilo moguce sakupiti za sve bolesnike
ukljuéene u ispitivanje. Re¢ je 0 polu, starosnoj dobi, Ann Arbor klinickom stadijumu
bolesti, broju ekstranodalnih mesta zahvaéenih procesom, performans statusu, prisustvu
B simptoma, vrednosti hemoglobina, broju trombocita, brzini sedimentacije eritrocita,
vrednosti C reaktivnog proteina, beta 2 mikroglobulina, vrednosti albumina i LDH u
serumu. Na osnovu statistiCke obrade odredivane su grani¢ne vrednosti, za svrstavanje
bolesnika u rizi¢ne grupe. To su sledece vrednosti: brzina sedimentacije eritrocita preko
60 mm u prvom casu, vrednost hemoglobina niza od 120 g/l, broj trombocita ispod 100
000 x 10° vrednost serumske LDH preko 460 U/I, vrednosti serum albumina 30g/l.
Nalazi infiltrata u kostanoj srzi, slezini, zelucu, mokra¢noj besici i tonzilama su ubrajani
u ekstranodalne manifestacije. Pod ,,B*“ simptomima smatrani su: febrilnost vec¢a od 38°
C, no¢no znojenje i1 gubitak telesne mase ve¢i od 10% telesne mase u poslednjih 6
meseci. Beta 2 mikroglobulin (cut off vrednost 3,5 mg/l) i C reaktivni protein (cut off
vrednost 20 mg/l) u restrospektivnom delu istrazivanja nisu se rutinski radili i nisu bili
prisutni kod svih bolesnika. Od imunohistohemijskih parametara analizirani su : CD5,
CD10, Ki- 67, Bcl-2, Bcl-6, MUML. Protein CD138 u retrospektivnom delu studije nije
rutinski raden, pa rezultat nije prisutan kod vecine bolesnika, i kao takav nije bio

relevantan za tumacenje. Na osnovu imunohistohemijskih parametara CD10, Bcl-6 i
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MUML, oboleli od DLBCL ukljuéeni u ovo istrazivanje subklasifikovani su u dve grupe:
porekla germinativnog centra (GCB) tip i ne-GCB tip. Genski polimorfizam Myd 88 L
265P uraden je kod svih bolesnika. Bolesnici ukljueni u istrazivanje su bili
novodijagnostikovani, prethodno neleceni pacijenti sa dijagnozom DLBCL, bez
razvrstavanja po morfoloskim varijantama po WHO/2008 Klasifikaciji DLBCL , u dobi
od 24-86 godina. Bolesnici su prema prisustvu rizik faktora: starosna dob > 60 godina,
stadijum bolesti 11l/IV, 2 > ekstranodalne manifestacije, povisene vrednosti laktat
dehidrogenaze i ECOG performans status > 2, svrstani u 4 grupe (IP1). Grupa sa niskim
rizikom obuhvata bolesnike sa 0-1 rizi¢nim faktorom, intermedijerni-niZi rizik su imali
bolesnici sa 2, intermedijerni-visi ukoliko su registrovana 3 a visok rizik ukoliko je kod
bolesnika bilo 4-5 nepovoljnih faktora prognoze. Prema prisustvu navedenih rizik
faktora, po revidiranom IPI (R- IPI) svrstani su u 3 grupe: prva grupa sa 0 rizik faktora
Sto odgovara pacijentima po prognosti¢koj grupi ,,very good*: druga grupa sa 1 i 2 rizik
faktora,,good* prema R- IPI skoru; treca grupa sa 3, 4 i 5 rizik faktora, Sto odgovara
prognosti¢koj grupi ,,poor” prema R- IPl skoru. Iz obrade je isklju¢eno 9 bolesnika, od
kojih su kod 3 bolesnika parafinski kalupovi bili o§te¢eni i neadekvatni za dalju obradu.

Kod 6 bolesnika je revizijom nalaza potvrden folikularni oblik nehockinskog limfoma.

Pristupi lecenju

U lecenju obolelih kori$¢ene su sledece terapijske strategije:

e 4 bolesnika (5,88%) su lecena radioterapijom.

e 5 bolesnika (7,35%) su inicijalno le¢ena hemioterapijskim protokolom R- CHOP,
ali je zbog ranog relapsa bolesti primenjen hemoterapijski protokol ESHAP
(etoposide, methylprednisolone, cytarabine- ARA-C, cisplatin) kod 1 bolesnika
(1,48%), a kod 4 bolesnika (5,88%) terapijski protokol DHAP (dexamethasone,
cytarabine- ARA-C, cisplatin).

e 1 bolesnik (1,47%) je lecen po protokolu CHOP (cyclophosphamide,
hydroxyldaunomycin, vincristine [Oncovin] i prednisone).
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e 2 bolesnika (2,94%) sa CNS lokalizacijom bolesti je leCeno po terapijskoj Semi: I/
Rituximab, Metotreksat, Leucovorinom, Cytarabine- ARA C; I/ Metotreksat,
Cytosar.

e 1 bolesnik (1,47%) je leten CVP protokolom (cyclophosphamide, vincristine,
prednisone).

e 1 bolesnik (1,47%) lecen R- CVP protokolom (rituximab, cyclophosphamide,
vincristine, prednisone).

e 2 bolesnika (2,94%) su lecena R-MACOP-B protokolom (rituximab,
methotrexate, leucovorin (LV), doxorubicin, cyclophosphamide, vincristine,
prednisone, bleomycin).

e a svi ostali : 51 bolesnik (75 %) leceni su R- CHOP protokolom (Mabthera
(rituximab), cyclophosphamide, hydroxyldaunomycin, vincristine [Oncovin], i
prednisone).

e Jedan bolesnik (1,47%) je leCen simptomatskom terapijom.

Metodologija

Svim bolesnicima je odredivan klini¢ki stadijum bolesti. Rasprostranjenost bolesti je
odredivana standardnim metodama procene klinickog stadijuma bolesti: radiografijom
plu¢a, multi slize kompjuteriozovanom tomografijom grudnog kosa i abdomena i
dodatnih regija- paranazalnih Supljina, endokranijuma, male karlice i aspiracionom
punkcijom kostane srzi. Prezivljavanje je raCunato od momenta postavljanja dijagnoze,
jer datum pocetka terapije u pojedinim slucajevima nije bio poznat. IzraGunavano je
prose¢no prezivljavanje (medijana prezivljavanja) i ukupno prezivljavanje (OS/overall
survival: period od trenutka postavljanja dijagnoze, do trenutka smrti ili zadnje posete
lekaru). Period bez bolesti (progression-free survival (PFS): od datuma postavljanja
dijagnoze do datuma zabelezene progresije bolesti) izraCunavan je za one bolesnike koji
su imali relaps bolesti, i kod kojih je dalje leCenje nastavljeno po drugom terapijskom
protokolu. Kriterijumi za relaps bolesti **"*: pojava bilo kakve nove lezije, ili povec¢anje
za vise od 50% u veli¢ini prethodno lecenih promena, nakon postizanja remisije. Porast

za vise od 50%, u najve¢em dijametru, bilo kog, prethodno verifikovanog limfnog nodusa
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veceg od 1cm (u najkracoj osi), ili u zbiru pre¢nika (SPD- sum of product of diameters)
vise od jednog limfnog nodusa. Ekstranodalnom manifestacijom se smatra postojanje
bolesti, izvan limfnog nodusa (nalazi infiltrata u kostanoj srzi, slezini, zelucu, mokra¢noj

besici i tonzilama).

Obrada biopsijskog materijala

Histopatoloski materijal koji je bio dostupan za analizu sastojao se od 68 parafinskih
blokova inicijalno obradivanih u Centru za patologiju i patolosku anatomiju KC u Nisu ,
Odseku za patolosku anatomiju VB u Nisu i Institutu za patologiju i sudsku medicinu
VMA Beograd u periodu od januara 2009 do decembra 2013. godine. Biopsije su, nakon
fiksacije u 10% rastvoru formaldehida, obradivane standardnim histopatoloskim
procesom i kalupljene u parafin. U¢injeni su standardni histoloski preseci debljine 4
mikrona Kkoji su rutinski bojeni Hematoksilinom i Eosinom (HE). Nakon histopatoloskog
ispitivanja, birani su reprezentativni uzorci za imunohistohemijsku analizu.®
Reprezentativna polja patohistoloskih preparata, fotografisana su digitalnom
mikroskopskom kamerom ,,Nikon DS- Fil* na mikroskopu ,, Olympus BS 41°.

Imunohistohemijska analiza

Imunohistohemijska (IHH) analiza radena je u Centru za patologiju i patolosku
anatomiju, KC u Nisu i Institutu za patologiju i sudsku medicinu VMA Beograd. Tkivni
isecci su najpre deparafinisani (kroz seriju ksilola 4 puta po 5 minuta) i rehidratisani (u
seriji alkohola 3 puta po 5 minuta). Pretretman (pobudivanje antigena) je izvrSen u
citrathom puferu (pH 8), 10 minuta na 120°C u autoklavu. Posle ispiranja u fosfatnom
puferu (PBS, pH 7,4), usledilo je blokiranje endogene peroksidaze u trajanju od 20
minuta u 3% rastvoru vodonik peroksida (H,O;) u metanolu. Sledilo je ispiranje u PBS, a
zatim inkubacija sa primarnim antitelom preko no¢i na 4°C. ObeleZeni antigeni su posle
detaljnog ispiranja u PBS detektovani pomoc¢u DAKO EnVIsion kita (EnVision®+Dual
Link System-HRP (DAB+), DakoCytomation) koji je koris¢en kao univerzalni

imunoperoksidazni polimer, sekundarno antitelo, sa kojim su ise¢ci inkubirani na sobnoj
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temperaturi 1 sat. Posle novog ispiranja u PBS radena je vizuelizacija pomoc¢u diamino-
benzidin-tetrahidrohlorida (DAB) koji je markirao mesta antigen-antitelo reakcije braon
bojom, a zatim je uradeno bojenje ostatka tkiva/pozadine hematoksilinom. Koris¢ena su
monoklonalna primarna mouse anti-human antitela: Bcl-2, Bcl-6, CD5, CD10, MUM1,
Ki 67. (tabela 10)

Bodovanje (scoring) imunohistohemijskih (IHH) bojenja

IHH bodovanje bazirano je na German ImmunoReactive Score (distribucija pozitivnih
¢elija u analiziranom tkivu i intenzitet IHH bojenja u pojedina¢nim ¢elijama). Distribucija
je ocenjena od 0 do 4: 0- bez pozitivnih ¢elija (<1%); 1- malo pozitivnih ¢elija (1-25%);
2- dobro definisana podrucja pozitivnih ¢elija (26-50%); 3- obimna podruéja pozitivnih
¢elija (51-75%); 4- skoro sve obojene celije (>75%). Intenzitet bojenja/reakcije je
rangiran od 0 do 3: 0- bez pozitivnih ¢elija (-); 1- slaba (-/+); 2-umerena (+/-); 3- jaka
reakcija (+).

U cilju kohezivnosti, pacijenti su, prema imunohistohemijskoj ekspresiji svrstani u 2
grupe: 1/ sa negativnom ekspresijom (0-1); 11/ sa pozitivnom ekspresijom (2-3).

Tabela 10. Koris¢ena monoklonalna primarna mouse anti-human antitela i IHH analizi

Antitelo RazblaZenje (r) Klon Proizvodac Kod
Bcl-2 1:100 Clonel24 Dako-Glostrup, Denmark Code M0887
Bcl-6 1:20 ClonePG-B6p Dako-Glostrup, Denmark Code M7211
CD5 1:50 Clone 4C7 Dako-Glostrup, Denmark Code M3641
CD10 1:40 CloneC56C6 Dako-Glostrup, Denmark Code M7308
MUM1 1:50 CloneMUM1p Dako-Glostrup, Denmark Code M7259
CD138 1:50 CloneMI15 Dako-Glostrup, Denmark Code M7228
Ki 67 RTU Clone MIB-1 Dako-Glostrup, Denmark
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Molekularno geneticko istraZivanje

Molekularno-geneticko istrazivanje genskog polimorfizma Myd88 L265P sprovedeno je
u Laboratoriji za funkcionalnu genomiku 1 proteomiku, Naucnoistrazivackog centra za
biomedicinu Medicinskog fakulteta u NiSu. U eksperimentalnom radu koriS¢ena je
genomska DNK izolovana iz tkiva fiksiranog u parafinu obolelin od DLBCL i iz krvi
zdravih ispitanika (kontrolna grupa) dobijene punkcijom kubitalne vene pri rutinskom
laboratorijskom pregledu. U epruvetu koja je kao antikoagulans sadrzala EDTA
(etilendiamin siréetna kiselina) venepunkcijom je uzeto 3 ml krvi od ¢ega je 200 ul

kori$éeno za izolaciju DNK.

Izolacija DNK

Izolacija DNK iz tkiva fiksiranog u parafinu izvedena je koriS¢enjem komercijalnog seta
za izolaciju DNK Kapa Express Extract kitom (Kapa Biosystems Inc. Wilmington, MA,
SAD). Radeno je u 100 pl ukupne zapremine na aparatu Agilent Technologies Sure
Cycler 8800 po slede¢oj proceduri: 10 pl pufera Kapa Express Extract Buffer, 2 ul
enzima Kapa Express Extract enzima, priblizno 2 mm® tkiva i i dejonizovana voda do
100 pl (86 pl dejonizovane vode). Uslovi reakcije su bili: 10 minuta na 75°C; 5 minuta na
95 °C. Potom se uzorak vorteksira 2-3 sekunde, centrifugira 1 minut na maksimalnoj
brzini 14,5 RPM. Izvlac¢i se supernatant i prebacuje u novu ependorficu od 1,5 ml.
Koncentracija DNK merena je na aparatu BIO-SPEC NANO (Schimadzu, Japan),
rastvorena TE puferom do finalne koncentracije od 50 ng/ pl. Izolovana DNK ¢uvana je u

zamrzivacu na temperaturi od -20 °C do pocetka daljeg rada.

Lancana reakcije polimerizacije

Lancanom reakcijom polimerizacije (Polymerase Chain Reaction/ PCR) umnozavani su
segmenati DNK u okviru kojih se nalazi SNP (Single-nucleotide polymorphism)
ispitivanog gena MY D88 L265P.

Tadié Lj. Klinicki i imunoloski faktori prognoze kod bolesnika sa B difuznim krupnocelijskim nehockinskim limfomom. 50



Bolesnici i metode

Tabelall. Sastav reakcione smese za lancanu reakciju polimerizacije

. . Finalna Sastav smeSe za ukupnu
Sastav reakcione smese .. .
koncentracija zapreminu od 25 pl

Voda / varijabilno
KAPA2G Fast HotStart ReadyMix* 1X 12,5 wl

F prajmer (10 uM) 0,1 uM 1,25l

R prajmer (10 uM) 0,1 uM 1’32 “i

BSA (0,51g/ul) S

DNK 20 ng varijabilno

(* KAPA2G Fast HotStart ReadyMix sadrzi KAPA2G Fast HotStart DNK polimerazu, KAPA2G Fast
HotStart PCR pufer, dNTP-ove (0.2 mM svakog 1X dNTP-a), 1X MgCl, (1.5 mM) i stabilizatore)

Za PCR reakciju je koris¢en KAPA2G Fast HotStart ReadyMix (Kapa Biosystems Inc.
Wilmington, MA, SAD). Umnozavanje segmenta DNK izvrSeno je u reakcionoj smesi
zapremine 25 pl kojoj je dodato 20 ng/ul DNK i po 10 uM svakog prajmera (tabelall).
Kori$¢ene su prethodno poznate sekvence prajmera, a sekvence oligonukleotida koji su

kori$¢eni kao prajmeri u PCR reakcijama date su u tabeli 12.

Tabela 12. Sekvence prajmera kori$¢enih za odredivanje genskih polimorfizama

Polimorfizam Sekvence prajmera

F 5- GGG ATA TGC TGA ACT AAG TTG CCA C-3’,
rs387907272

RS5-GACGTGTCT GTGAAGTTG GCATCTC-3

Za izvodenje lanCane reakcije polimerizacije koris¢en je PCR aparat SureCycler 8800
Thermal Cycler (Agilent Technologies, Inc, SAD). Uslovi odvijanja PCR reakcije

prikazani su u tabeli 13.
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Tabela 13. Uslovi odvijanja lan¢ane reakcije polimerizacije

Temperatura Vreme
[°C] [s]
Inicijalna denaturacija 95 120
Denaturacija 95 15
Hibridizacija 66 30 30 ciklusa
Elongacija 72 45
Finalna ekstenzija 72 600

Elektroforeza na agaroznom gelu

Uspesnost PCR amplifikacije proveravana je metodom elektroforeze na 2% agaroznom
gelu. Za pripremanje 2% agaroznog gela korisc¢eni su 1,2 g agaroze (Serva, Nemacka) i
60 ml 1X TBE pufera slede¢eg sastava: 0,89 M Tris-HCI, 0,89 M borna kiselina, 0,5 M
EDTA pH 8,0. Elektroforeza se odvijala u istom puferu u trajanju od 30 minuta za
MYD88 rs387907272 polimorfizam, pri struji jac¢ine 100 mA i naponu 100 V. Nakon
zavrSene elektroforeze gel je bojen u rastvoru etidijum bromida u trajanju od 30 minuta, a
zatim je izvrSena vizuelizacija pod UV svetloS¢u transiluminatora (MacroVue UVis-20
Transilluminator, Hoefer Inc., Holliston, MA, SAD). Za odredivanje veli¢ine PCR
produkata koriS¢en je marker GeneRuler 100bp DNA Ladder (Fisher Scientific GmBH,

Schwerte, Nemacka).

Odredivanje duZine restrikcionih fragmenata

Posle verifikacije PCR produkata na agaroznom gelu izvrSena je restrikciona digestija
primenom odgovarajuc¢ih (Fisher Scientific GmBH, Schwerte, Nemacka) restrikcionih
endonukleaza, enzima koji prepoznaju specificnu palindromsku sekvencu 1 hidrolizom
fosfodiestarskih veza DNK daju fragmente odgovarajuce duzine (Tabela 14). Reakcionu

smesu za reakcije restrikcione digestije ¢inili su: 2 pl pufera Tango, 0,5 pl BsiEl enzima,
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10 pl PCR produkta i voda do ukupne zapremine od 20 pl. Reakcija se odvijala u

vodenom kupatilu preko noé¢i na temperaturi od 37 °C .

Tabela 14. Restrikcioni enzimi kori$¢eni za odredivanje ispitivanih polimorfizama

Polimorfizam Restrikcioni enzim Palindromske sekvence

] 5  .CGRYCG...3
rs387907272 BsiEl 3...GCYRGC...5

Poliakrilamidna gel elektroforeza (PAGE)

Identifikacija dobijenih restrikcionih fragmenata izvrSena je na 8,8% poliakrilamidnom
gelu (poliakrilamidna gel elektroforeza- PAGE). Poliakrilamidni gel se dobija
polimerizacijom akrilamida i bisakrilamida uz primenu odgovaraju¢ih katalizatora.
Proces polimerizacije u reakcionoj smes$i odvija se istovremenim dodavanjem 10%
amonijumpersulfata (APS) 1 N,N,N’,N’-tetrametilenetilendiamin (TEMED) u 30%

rastvor akrilamida (29:1 akrilamid: N’N’-metilenbisakrilamid u vodi).

Tabela 15. Aleli i veli¢ina odgovarajucih restrikcionih fragmenata za ispitivane
polimorfizme.

Veli¢ina restrikcionih

Polimorfizam Alel
fragmenata
T 726 bp
rs387907272
C 726bp+448bp+278bp

Elektroforeza se odvijala u 1X TBE puferu u trajanju od 90 min pri struji ja¢ine 20 mA i

naponu 120 V.
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Posle zavrSene elektroforeze gel je bojen u rastvoru etidijum bromida u trajanju od 30
min, a zatim je izvrSena vizuelizacija pod UV svetlo§¢u transiluminatora (MacroVue
UVis-20 Transilluminator, Hoefer Inc., Holliston, MA, SAD). Za odredivanje duZine
restrikcionih fragmenata koriS¢en je marker GeneRuler 50bp DNA Ladder (Fisher
Scientific GmBH, Schwerte, Nemacka). Veli¢ine restrikcionih fragmenata za ispitivane

polimorfizme prikazane su u tabeli 15.

Analiza fragmenata dobijenih PCR-RFLP metodom (PCR- Restriction Fragment
Length Polymorphism method)

Analiza duzina polimorfnih restrikcionih fragmenata

Analizom duzine restrikcionih fragmenata utvrden je genotip za ispitivani polimorfizam.
Homozigotni, normalni (divlji, engl. wild type) genotip TT predstavljen je prisustvom
jednog fragmenta veli¢ine 726bp , dok u prisustvu dva polimorfna alela nastaje CC
genotip koji se na akrilamidnom gelu vidi kao dva fragmenta veli¢ine 448bp 1 278bp.
Prisustvo sva tri fragmenta (726bp, 448bp i 278bp) odgovara heterozigotnom TC

genotipu.
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Statisticka analiza

Statisticka analiza je uradena koriS¢enjem standardnih programa za obradu podataka —
MS EXCEL i programskog paketa SPSS verzija 18.0.

Deskriptivnom statistickom analizom u prikazu podataka su koris¢eni sledeci statisticki
parametri: apsolutna frekvencija (N) i indeks strukture (%), aritmeticka sredina (Xsr),
standardna devijacija (SD), koeficijent varijacije (CV), medijana, minimalna (min) i
maksimalna vrednost (max). Procena rizika za oboljevanje odredivana je unakrsnim
odnosom Sansi (engl. odds ratio, OR) 1 95% intervala poverenja (engl. confidence
interval, CI).

Analitickom statistickom metodologijom izmerena je statistiCka znacajnost medusobnih
razlika frekvenci pojavljivanja odredenih obelezja kod svih ispitanika. Uporedjivanje
ucestalosti javljanja pojedinih modaliteta atributivnih obeleZja vr§eno je Pearson z°
testom ili Fisher exact testom.

Poredenje srednjih vrednosti numerickih obelezja izmedu dve grupe ispitanika vrseno je
Student-ovim t testom ili Mann-Whitney U testom (ako je CV>30%). Kod vise od dve
grupe radjen je Kruskal Wallis test kao neparametrijska analiza varijanse.

Za merenje povezanosti odredenih obelezja uradena je korelaciona analiza, a za meru
povezanosti izmedu dve varijable koris¢en je Spearmanov neparametrijski koeficijent
korelacije.

Prezivljavanje (Overall survival/OS) je izracunavano po metodi Kaplan-Meier-a.
Log-rank test je koriS¢en u svrhu utvrdivanja razlika u preZivljavanju za svaki
prognosticki faktor. Prediktorni uticaj pojedinih obelezja na prezivljavanje uradjen je Cox

regresionom analizom. Kao prag znac¢ajnosti postavljena je vrednosti p < 0,05.
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REZULTATI ISTRAZIVANJA

Retrospektivno- prospektivnim istrazivanjem obuhvaceno je 68 bolesnika sa dijagnozom
DLBCL, 46 Zenskog pola (67,6%) 1 22 muskog pola (32,4%) , prosetne starosti
61,1+£15,29 godina sa rasponom od 24-86 godina, gde je 37 bolesnika bilo starije od 60
godina (54,4%). Prose¢na starost muSkaraca bila je 60,18+14,80 godina, a Zena
61,52+15,66 godina.

Klinicki faktori prognoze kod bolesnika sa DLBCL

Godine starosti

Nije bilo znacajne statisticke razlike izmedu bolesnika muskog i zenskog pola u odnosu
na godine starosti (t=0.336 p=0.738).

Distribucija starosnih kategorija po polu ne pokazuje statisticku znacajnost (%°=0,255
p=0,613; OR=1,3 95%CI[0.469 -3.601]). Godine starosti ne koreliraju sa polom p=0.620.
Distribucija modaliteta performans statusa- ECOG u odnosu na starosne kategorije nije
statisticki znacajna (y?=7.328 p= 0,120). Godine starosti i performans status- ECOG
(p=0, 094) ne koreliraju znac¢ajno.

Distribucija klinickog stadijuma bolesti u odnosu na godine starosti nije statisticki
znacajna (°=0,956 p= 0,812).

Distribucija ekstranodalnih manifestacija u odnosu na godine starorosti (x°=0,143 p=
0,705 OR 1,206 95% CI[ 0,456- 3,190]) je bez statisticke znacajnosti, kao i korelacije (p=
0,710).

Godine zivota ne koreliraju sa vredno$¢u hemoglobina (p=0,268); vrednosti CRP
(p=0,628); beta 2 mikroglobulina (p=0,448) ; vrednosti albumina u serumu (p=0,147);
brojem trombocita (p=0,370) i prisustvom ,,B*“ simptomatologije (p= 0,436). Distribucija
modaliteta R- IPI u odnosu na starosne kategorije je statisticki znaGajna (y°=14,874,
p=0,001), gde bolesnici stariji od 60 godina znac¢ajno manje imaju prognosticki indeks R-

IP1 1, a mladi od 60 godina znac¢ajno manje imaju prognosticki sindeks R- IPI 3. R- IPI
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korelira sa godinama starosti (p=0,001), pa mladi od 60 godina zna¢ajno manje imaju
prognosticki indeks R- IPI 3.

Distribucija modaliteta IPl1 u odnosu na starosne kategorije nije statisticki znacajna
(x?=5,633 p= 0, 131), ali postoji statisti¢ki znacajna korelacija izmedu godina starosti i
IP1 skora (p=0,042) pa stariji od 60 godina ¢es¢e imaju IPI 4.

StatistiCki znacajna razlika u distribuciji postoji izmedu godina starosti i vrednosti LDH
u serumu (x?=5,996 p= 0,014 OR 3,951, 95% CI[ 1,271- 12,278]). LDH u serumu
korelira sa godinama zivota. Stariji od 60 godina imaju znacajno vec¢e vrednosti LDH u
serumu(p=0,014) .

Statisticki znacajna razlika u distribuciji postoji izmedu godina starosti i vrednosti
sedimentacije eritrocita (3?=4,835 p= 0,028 OR 4,000, 95% CI[ 1,104- 14,489]).
Sedimentacije eritrocita korelira sa godinama starosti p=0,028. Stariji od 60 godina
znacajno ¢eS¢e imaju vece vrednosti sedimentacije eritrocita u prvom satu.

U odnosu na imunohistohemijske markere prognoze i godine starosti, statisticki znac¢ajna
korelacija postoji sa proteinom Bcl-2 (p=0,043) - ¢eS¢e je negativan kod bolesnika
mladih od 60 godina. U odnosu na CD5 (p=0,211), MUM1 (p=0,104), Bcl-6 (p=0,818),
CD10 (p=0,842) i Ki- 67 (p=0,211) ne postoji znacajna korelacija u odnosu na godine
starosti.

Ne postoji znacajna korelacija izmedu godina starosti i tipa DLBCL (GCB/neGCB)
(p=0,654).

Relapsi bolesti su su ¢es¢i kod Zena starosti do 60 godina (60%) .

Navedeni statisticki podaci prikazani su u tabeli 16.

Prezivljavanje kod starijih od 60 godina se statisticki znacajno razlikuje u odnosu na
mlade od 60 godina (X2:6,5O7 p= 0,011 OR 3,750, 95% CI[ 1,332- 10,557]), uz znacajnu
korelaciju navedenih varijabli (p=0,010).

Po metodi Kaplan-Meier-a, postoji znacajna statisticka razlika u odnosu na ukupno
prezivljavanje u korist bolesnika mladih od 60 godina (Log rank p=0,027) (grafikon 1).
Ali iako postoji statisticka znacajnost u navedenoj varijabli, duZina prose¢nog
prezivljavanja u odnosu na godine starosti ne pokazuje statistiCku znacajnost : mladi od

60 godina 25,20+14,95 meseci: stariji od 60 godina 20,06+11,03 meseci (p=0,136).
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Tabela 16. Prikaz klinickih, biohemijskih i imunohistohemijskih karakteristika bolesnika
u odnosu na godine starosti (< 60 godina i > 60 godina)

Godine starosti

Godine starosti

x Spearman's X Spearman's
p Correl Coeff p Correl Coeff

Pol v°=0,255 | p=0.620 | *B2 v°=0,628 | p=0,448
p=0,613 mikroglobulini | p=0,428

Klini¢ki stadijum | ?=0,956 |p=0,360 | *CRP v?=0,244 | p=0,628
p= 0,812 p= 0,621

IPI v?=5,633 | p=0,042 | Subtip DLBCL | 4?=0,208 | p=0,654
p=0, 131 p= 0,648

R- IPI v*=14,874 | p=0,001 | *Albumini v°=2,148 | p=0,147
p=0, 001 p= 0,648

ECOG v?=7.328 | p=0,094 | Prezivljavanje | y’=46,507 | p=0,010
p=0,120 p=0,011

EN manifestacije | x°=0,143 | p=0,710 | #CD10 v?=0,042 | p=0,842
p= 0,705 p= 0,838

“B” v°=0,628 |p=0,436 |#CD5 v’=1,623 |p=0,211

simptomatologija | p= 0,428 p= 0,203

*LDH ¥?=5,996 | p=0,014 | #MUM1 ¥?=2,707 | p=0,104
p=0,014 p= 0,100

*Hemoglobin v’=1,264 |p=0,268 | #Bcl-2 v?=4,137 | p=0,043
p= 0,261 p= 0,042

*Trombociti v’=0,830 |p=0,370 | #Bcl-6 ¥?=0,055 | p=0,818
p= 0,362 p=0,814

*Sedimentacija | x°=4,835 |p=0,028 | #Ki- 67 v?=0,416 | p=0,211

eritrocita p=0,028 p=0,519

*LDH (<460 U/L ; >460 U/L)
Hemoglobin (<120 g/1; >120 g/1)
Trombociti (<100 000x10% >100 000x10%
Sedimentacija eritrocita (<60 mm/h; >60 mm/h)

B2 mikroglobulini (<3,5 mg/l; >3,5 mg/l)

CRP (£20mg/l; >20 mg/l)
Albumini (<30 g/1); >30 g/1)
#CD10, CD5, MUM1, Bcl-2, Bcl-6, Ki-67: + / - ekspresija
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Starost
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PreZivljavanje
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Grafikon 1. Kaplan-Meier kriva prezivljavanja obolelih od DLBCL prema godinama
starosti. Log rank (Mantel- Cox) 0,027

Pol

Korelacionom analizom utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajan stepen korelacije
izmedu pola i performans stausa- ECOG (p=0,093), kao ni izmedu pola i IPI (p=0,258) i
R-IP1 (p=0,156), ali da postoji korelacija izmedu pola i prisustva ekstranodalnih
manifestacija, te su kod musSkaraca statisticki znacajnije prisutne ekstranodalne
manifestacije (p=0,033).

Statisti¢ki znacajna razlika u stepenu korelacije ne postoji ni izmedu pola i vrednosti
sedimentacije eritrocita (p=0,729), hemoglobina (p=0,128), vrednosti CRP (p=0,463),
vrednosti LDH u serumu (p=0,077), beta 2 mikroglobulina (p=0,206), klinickog
stadijuma bolesti (p=0,642) i prisustva ,,B“ simptomatologije (p=0,413).

U odnosu na vrednost albumina u serumu i pol, postoji grani¢na statisti¢ki znacajna
korelacija (p=0,057), sa nizim vrednostima albumina kod muskaraca.

Prema imunohistohemijskim markerima prognoze, znacajna korelacija postoji sa

proteinom MUM1 (p=0,006) - ceS¢e je negativan kod muskaraca, kao i sa CD10
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(p=0,001) koji je Cesce negativan kod Zena. Prema CD5 (p=0,389), Bcl-2 (p=0,325), Bcl-
6 (p=0,928) i Ki- 67 (p=0,464) ne postoji znacajna korelacija u odnosu na pol.

Tip DLBCL (GCB/neGCB) ne korelira sa polom (p=0,264). Relapsi bolesti su ¢es¢i kod
osoba zenskog pola.

Duzina prosecnog prezivljavanja kod bolesnika muskog pola je 19,95+£15,68 meseci, a
zenskog pola je 23,61£11,75 meseci i ne pokazuje statisti¢ki znacajnu razliku (p=0,095) i
ne korelira u odnosu na istu varijablu p=0,106.

Medutim, ukupno prezivljavanje po metodi Kaplan Maier-a je znacajno razlicito u
odnosu na pol (Log rank p=0.043), u korist zenskog pola (grafikon 2). Navedeni

statisticki podaci prikazani su u tabeli 17.

pol
— T muski
—I"1zenski

—+
0,87

0,671

0,477

PreZivljavanje

0,27

0,01

Meseci

Grafikon 2. Kaplan-Meier kriva prezivljavanja obolelih od DLBCL u odnosu na pol.
Log rank (Mantel- Cox) 0,043
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Tabela 17. Prikaz klinickih, biohemijskih i imunohistohemijskih karakteristika bolesnika

u odnosu na pol (muskarci/Zene).

Pol Pol
X2 Spearman's XZ Spearman's
D Correl Coeff D Correl Coeff

Godine starosti | 4%=0,255 | P=0,620 | *B2 v°=1,671 p=0,206
p=0,613 mikroglobulini | p=0,196

Klinicki stadijum | 4?=1,676 |p=0,642 | *CRP v*=0,559 | p=0,463
p=0,642 p=0,455

IPI v?=3,396 | p=0,258 | Subtip DLBCL | 5%=1,281 p=0,264
p=0,335 p=0,258

R- IPI x’=3,182 | p=0,156 | *Albumini v?=3,680 p= 0,057
p=0,204 p=0,055

ECOG v?=5,098 | p=0,093 | Prezivljavanje | y°=2,662 p= 0,106
p=0,277 p=0,103

EN manifestacije | x?=4,570 | p=0,033 #CD10 v?=12,808 | p=0,001
p=0,033 p=0,000

«“B” X2:01693 p= 0,413 #CD5 X2:0’775 p:0,389

simptomatologija | p=0,405 p=0,379

*LDH v’=3,165 | p=0,077 # MUM1 v%=7,253 p=0,006
p=0,075 p=0,007

*Hemoglobin v°=2,365 |p=0,128 | #Bcl-2 %*=0,998 p=0,325
p=0,124 p=0,318

*Trombociti v°=0,356 | p=0,666 | #Bcl-6 v?=0,008 p=0,928
p=0,651 p=0,927

*Sedimentacija | y?=0,124 | p=0,729 | #Ki- 67 v?=0,557 p=0,464

eritrocita p=0,724 p=0,456

*LDH (<460 U/L ; >460 U/L)
Hemoglobin (<120 g/1; >120 g/1)
Trombociti (<100 000x10% >100 000x10%
Sedimentacija eritrocita (<60 mm/h; >60 mm/h)
B2 mikroglobulini (<3,5 mg/l; >3,5 mg/l)

CRP (£20mg/l; >20 mg/l)
Albumini (<30 g/l); >30 g/l)
#CD10, CD5, MUML1, Bcl-2, Bcl-6, Ki-67: + / - ekspresija

Tadié¢ Lj. Klinicki i imunoloski faktori prognoze kod bolesnika sa B difuznim krupnocelijskim nehockinskim limfomom. 61



Rezultati istrazivanja

Klinicki stadijum bolesti

U odnosu na klinicki stadijum bolesti, obolelih od DLBCL sa klini¢kim stadijumom Il i
IV statisticki znaajno Ses¢e imaju R- IPI 3 (x°=21,014 p= 0,002). R -IPI znadajno
korelira sa klinickim stadijumom bolesti p= 0,000, tj. visi klini¢ki stadijum korelira sa R-
IP1 3.

U I IV klini¢kom stadijumu statisti¢ki znacajno je ¢e$¢i performans status ECOG 2,3
i 4 (x°=531,741 p=0,002).

Prisustvo ekstranodalnih manifestacija je statisticki znacajno ceS¢e u klinickom
stadijumu 111 i IV (x?=36,926, p=0,000). U klinickom stadijumu Il i IV statisticki
znadajno su veée vrednosti sedimentacije eritrocita (y*=12,654, p= 0,049).

Znacajno vise obolelih od DLBCL ima ,,B*“ simptome ako su u III i IV klini¢kom
stadijumu (°=8,394, p= 0,039) .

Nema statisticki znacajne razlike kod obolelih od DLBCL u distribuciji vrednosti
hemoglobina u odnosu na klini¢ki stadijum (x2:5,210, p= 0,157), beta 2 mikroglobulina
(x?=2,906, p=0,406), trombocita (x*=6,339, p=0,096), LDH u serumu (3°=5,398,
p=0,145), CRP (°=0,334, p=0,954) i vrednosti albumina u serumu (3?=1,814, p=0,612).
Nema znacajne razlike u distribuciji ni po tipu DLBCL (GCB/neGCB) (x?=0,202,
p=0,977) u odnosu na klinicki stadijum bolesti.

Prema imunohistohemijskim markerima prognoze i klinickom stadijumu bolesti,
statistiCki znaCajna korelacija postoji sa Bcl-2 (p=0,026) sa najvecom distribucijom
pozitivne Bcl-2 ekspresije u kliniCkom stadijumu IV. Statisticki znacajna korelacija u
odnosu na klini¢ki stadijum ne postoji u odnosu na ekspresiju: MUM1 (p=0,381) ,
CD10 (p=0,129), CD5 (p=0,686), Bcl-6 (p=0,440) i Ki- 67 (p=0,423).

Nema statisticki znacajne razlike u prose€nom prezivljavanju u odnosu na klinicki
stadijum bolesti (yx°=6,235, p=0,102). Prezivljavanje obolelih od DLBCL po metodi
Kaplan-Meier-a, prema klinickom stadijumu bolesti nije imalo statisti¢ki znacajnu
razli¢itost (Log rank p=0,071) i prikazano je na grafikonu 3. Na grafikonu 4. je takode
prikazano prezivljavanje obolelih od DLBCL prema klini¢kom stadijumu bolesti, ali su

klini¢ki stadijumi, sa ciljem manjeg rasipanja izmedu grupa, svrstani u dve kategorije:
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1. kategorija/objedinjeni 1 i Il klini¢ki stadijum (“limitirani DLBCL”) i 2.
kategorija/odmakli klini¢ki stadijumi I i IV (“uznapredovali DLBCL*). Bolesnici
svrstani u 1. kategoriju su imali bolje prezivljavanje od bolesnika svrstanih u 2.

kategoriju (Log rank p=0,018) (grafikon 4).
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Grafikon 3. Kaplan-Meier kriva prezivljavanja u odnosu na klini¢ki stadijum bolesti (I-
IV) obolelih od DLBCL Log Rank (Mantel-Cox) 0,071
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Grafikon 4. Kaplan-Meier kriva prezivljavanja u odnosu na prekategorisani klinicki
stadijum bolesti: 1:(1,11) i 2: (111, IV). Log Rank (Mantel-Cox) 0,018
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Internacionalni prognosticki indeks; Revidirani internacionalni prognosticki indeks
(IPI/R- IP1)

Distribucija modaliteta performans status ECOG u odnosu na R- IPI pokazuje statisti¢ku
znacajnost (x?=16,559 p= 0,035) gde su performans status ECOG 3 i ECOG 4 &eséi kod
bolesnika sa R- IPI 3. Postoji zna¢ajna korelacija ECOG i R- IPI (p= 0,000), pa bolji
performans status imaju pacijenti sa R- IP1 1. ECOG korelira i sa IP1 (p= 0,000).
Statisticki znacajno veci broj ekstranodalnih manifestacija u grupi R- IPI 2, a narocito u
grupi R- IPI 3 (?=10,547 p= 0,005), kao i statisticki znatajna razlika u vrednosti
albumina u serumu u odnosu na prediktorni R -IPI, gde su najnize vrednosti albumina
kod pacijenata sa R- IPl 3 (x?=12,921 p=0,002). Vrednosti albumina u serumu jako
koreliraju sa R- IPI (p= 0,001). Statisticki znac¢ajno vise vrednosti LDH evidentiraju se
kod pacijenata sa R- IPI 2 i R- IPI 3 (32=6,094 p= 0,48) uz grani¢nu korelaciju p= 0,055.
U odnosu na prisustvo “B” simptomatologije (yx°=1,423 p=0,491), vrednost sedimentacije
eritrocita (°=4,845, p=0,89), vrednost hemoglobina (x°=2,454, p=0,299), broja
trombocita (x?=3,459, p=0,177), beta 2 mikroglobulina (x=0,879, p=0,644), CRP
(X2=1,996 p= 0,369) nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u distribuciji u odnosu na R- IPI.
Ekspresije markera Ki-67 (p=0,197 CD5 (p=0,672), CD10 (p=0,259), MUM1 (p=0,223),
Bcl-2 (p=0,853), Bcl-6 (p=1,000), ne pokazuje statisticki znac¢ajnu korelaciju u odnosu na
grupe R- IPI. Nije bilo ni statisticki znacajne razlike u zastupljenosti tipova DLBCL
(GCB i neGCB) u odnosu na grupe R- IPI (x%=0,512, p=0,774). Prema polu, godinama
zivota 1 klini¢kom stadijumu bolesti nije bilo znacajne statisticke razlike (napred opisano)
Prose¢no preZivljavanje u odnosu na R- IPI skor pokazuje znacajnu statisti¢ku razliku u
smislu kraéeg preZivljavanja kod bolesnika sa R- IPl 3 (x°=19,057, p= 0,000), pa
prose¢no prezivljavanje kod obolelih od DLBCL znacajno korelira sa R- IPl skorom
(p=0,000). Prose¢no prezivljavanje prema IPI skoru ne pokazuje statisticki znacajnu
razliku (p=0,326). IPI ne korelira sa duzinom prezivljavanja (p=0,876). Prezivljavanje u
odnosu na IPI skor po metodi Kaplan-Meier-a ne pokazuje statisticku znacajnost Log
Rank p=0,085 (grafikon 5). Prezivljavanje u odnosu na R- IPI skor po metodi Kaplan-
Meier-a pokazuje statistiCku znacajnost Log Rank p=0,000 (grafikon 6).
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R- IPI je u ovoj studiji dao korisnije podatke 1 ima ve¢i prediktorni znacaj u odnosu na

standardni IPI.
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Grafikon 5. Kaplan-Meier kriva prezivljavanja u odnosu na IPI scoring sistem. Log
Rank (Mantel-Cox) 0,085
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Grafikon 6. Kaplan-Meier kriva prezivljavanja u odnosu na R- IPI scoring sistem. Log
Rank (Mantel-Cox) p=0,000
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Performans status- ECOG

Nema znaCajne statisticke razlike u prose¢nom prezivljavanju u odnosu na ECOG
performans status kod obolelih od DLBCL (p=0,621), kao ni korelacije izmedu
performans statusa i ukupnog prezivljavanja obolelih od DLBCL (p=0,468). Prosecno
prezivljavanje u odnosu na performans status predstavljeno je u tabeli 18.

Po metodi Kaplan- Maier-a nema znacajne razlike u prezivljavanju kod obolelih od
DLBCL u odnosu na ECOG kategorije 0-4 (Log rank p= 0.110) (grafikon 7).

Tabela 18. Prose¢no prezivljavanje u odnosu na klinic¢ki stadijum DLBCL

Prosecno Min. Max.
ECOG preZivljavanje S";and_ar(_j_na Stand?rd ha Prezivljavanje Prezivljavanje
(meseci) evijacija greska (meseci) (meseci)
0 22,00 10,82 3,12 4 40
1 23,68 12,75 2,41 4 60
2 22,63 15,84 3,63 2 54
3 18,20 11,84 5,30 6 36
4 10,00 / / 10 10
Ukupno 22,43 13,14 1,63 2 60

Ovakvim rasporedom odnosno klasifikovanjem bolesnika, grupe su male i heterogene i
nema znaajne razlike u prezivljavanju, pri ¢emu je vrlo evidentno da je duZina
prezivljavanja najveéa kod bolesnika sa ECOG 0-2, a najmanja kod bolesnika sa ECOG
4. Grupe su prekategorisane tako da su formirane 2 grupe: I: ECOG <2 | II: ECOG >2.
Ovakvom analizom, postoji statisticki znacajna razlika u ukupnom preZivljavanju po

metodi Kaplan- Maier-a u korist bolesnika sa ECOG <2 (Log rank p=0,025) (grafikon 8).

Radom na veéem broju pacijenata i formiranjem vec¢ih grupa u odnosu na ECOG
performans status dobijeni rezultati bi bili relevantniji i reprezentativniji. Ovakav nacin

prekategorisanja grupa je takode vrlo koristan u predikciji rizika.
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Grafikon 7. Kaplan-Meier kriva prezivljavanja obolelih od DLBCL u odnosu na ECOG
performans status: Log Rank (Mantel-Cox) 0,110
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Grafikon 8. Kaplan-Meier kriva prezivljavanja obolelih od DLBCL u odnosu na
prekategorisani ECOG performans status: Log Rank (Mantel-Cox) 0,025
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Ekstranodalne manifestacije

Ekstranodalne manifestacije bile su prisutne kod 57,35% ispitanika sa prose¢nim

prezivljavanjem 21,10+£14,28 meseci. Kod obolelih od DLBCL kod kojih nisu bile

prisutne EN manifestacije prosecno prezivljavanje je bili 24,42+11,18 meseci. Postojanje

ekstranodalnih manifestacija, nije uticalo statisticki zna¢ajno na duzinu prose¢nog

prezivljavanja (p=0,102). Ukupno prezivljavanje obolelih od DLBCL u odnosu na

prisustvo ili odsustvo ekstranodalnih manifestacija po metodi Kaplan- Maier-a je bez

statisticki znacajne razlike (Log rank p=0,089) (grafikon 9).
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Grafikon 9. Kaplan-Meier kriva prezivljavanja u odnosu na postojanje EN maifestacija
kod obolelih od DLBCL Log Rank (Mantel-Cox) 0,089

“B” simptomatologija

“B” simptomatologija je bila prisutna kod 86,8% DLBCL bolesnika (prose¢no

prezivljavanje: 21,91+13,43 meseci), a nije bila prisutna kod 13,2% DLBCL bolesnika

(prosecno prezivljavanje: 25,67+11,25 meseci).
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Prose¢no prezivljavanje u odnosu na prisustvo ili odsustvo “B” simptomatologije ne
pokazuje statisticku znacajnost p=0,286. Po metodi Kaplan-Meier-a takode ne postoji
statistiCka znacajnost u ukupnom prezivljavanju kod obolelih od DLBCL u odnosu na

prisustvo ili odsustvo “B” simptoma (Log rank p=0,630) (grafikon 10).
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Grafikon 10. Kaplan-Meier kriva prezivljavanja u odnosu na prisustvo ili odsustvo B
simptoma. Log rank (Mantel-Cox) 0,630

Podtip DLBCL (GCB/neGCB)

Nema statisticki znacajne razlike u duZini prose¢nog prezivljavanja u odnosu na podtip
DLBCL po algoritmu Hans et al. GCB/neGCB (p=0,275). U ovoj studiji podtip GCB
DLBCL bio je zastupljen u 40,3%, a neGCB DLBCL podtip u 59,7%. Po metodi Kaplan-
Maier-a nije bilo znacajne razlike u ukupnom prezivljavanju kod obolelih od DLBCL u

odnosu na podtip bolesti (Log rank p=0,512) (grafikon 11).
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Grafikon 11. Kaplan-Meier kriva prezivljavanja u odnosu na podtip DLBCL. Log rank
(Mantel-Cox) 0,512

Laboratorijski- biohemijski faktori prognoze kod bolesnika sa DLBCL

Hemoglobin

U odnosu na vrednost hemoglobina nema statisticki znacajne razlike u prose¢nom
prezivljavanju (p=0,197). Vrednost hemoglobin niza od 120g/l evidentirana je kod 67,2%
DLBCL obolelih, a visa od 120g/l kod 32,8%. Po metodi Kaplan -Meier-a, ukupno
prezivljavanje kod obolelih od DLBCL prema vrednostima hemoglobin u serumu je bez

statisticke znacajnosti (Log rank p=0,110) (grafikon 12).
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Grafikon 12. Kaplan-Meier kriva prezivljavanja u odnosu na vrednost hemoglobina
obolelih od DLBCL Log rank (Mantel-Cox) 0,110

Sedimentacija eritrocita

Prema vrednostima sedimentacije eritrocita (p=0,871) nema statisticki znacajne razlike u
duzini prose¢nog prezivljavanja. Vrednost sedimentacije eritrocita niza od 60 mm/h
zabelezena je kod 21,2% DLBCL obolelih, a visa od 60 mm/h kod 78,8%. Po metodi
Kaplan- Maier-a nema znacajne razlike u duzini ukupnog prezivljavanja kod obolelih od
DLBCL u odnosu na vrednost sedimentacije eritrocita u prvom satu (Log rank p=0,697)
(grafikon 13).

Broj trombocita u perifernoj krvi

U odnosu na broj trombocita nema statisticki znacajne razlike u prosecnom
prezivljavanju p=0,779. Broj trombocita u perifernoj krvi manji od 100x10%1 evidentiran
kod 10,4% DLBCL obolelih, a ve¢i od 100x10%1 kod 89,6%. Ukupno prezivljavanje
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obolelih od DLBCL, u odnosu na broj trombocita u perifernoj krvi, po metodi Kaplan -

Meier-a je takode bez statisticke znacajnosti (Log rank p=0,110) (grafikon 14).
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Grafikon 13. Kaplan-Meier kriva prezivljavanja obolelih od DLBCL prema vrednosti
sedimentacije eritrocita u prvom satu Log rank (Mantel-Cox) 0,697
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Grafikon 14. Kaplan-Meier kriva prezivljavanae obolelih od DLBCL u odnosu na
vrednosti trombocita u perifernoj krvi Log rank (Mantel-Cox) 0,418
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C- reaktivni protein (CRP)

Nema statisti¢ki znacajne razlike u prose¢nom prezivljavanju u odnosu na vrednost CRP
(p=0,278) kod obolelih od DLBCL (N=63). Vrednosti C reaktivnog proteina u serumu su
bile vise od 20 mg/l kod 65,1% DLBCL obolelih, a nize od 20 mg/l kod 34,9%. Takode,
bez statisticki znacajne razlike u ukupnom prezivljavanju u odnosu na vrednosti CRP kod

obolelih od DLBCLpo metodi Kaplan -Meier-a (Log rank p=0,121) (grafikon 15).

Laktat dehidrogenaza u serumu (LDH)

U odnosu na vrednost LDH u serumu kod obolelih od DLBCL nema znacajne razlike u
prose¢nom prezivljavanju p= 0,764. Vrednosti LDH u serumu su bile vise od 460 U/I kod
71,6% DLBCL obolelih, a nize od 460 U/I kod 28,4%.

Po metodi Kaplan- Maier-a nema znacajne razlike u ukupnom prezivljavanju kod
obolelih od DLBCL u odnosu na vrednosti LDH u serumu (Log rank p=0,945) (grafikon
16) .
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Grafikon 15. Kaplan-Meier kriva prezivljavanja obolelih od DLBCL u odnosu na
vrednosti CRP u serumu. Log Rank (Mantel-Cox) 0,121
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Grafikon 16. Kaplan-Meier kriva prezivljavanja obolelih od DLBCL u odnosu na
vrednosti LDH u serumu.Log rank (Mantel-Cox) 0.945

Albumini u serumu

U odnosu na nivo albumina u serumu postoji statisticki znacajna razlika u duZzini
prose¢nog prezivljavanja obolelih od DLBCL. Znacajno je duze prose¢no prezivljavanje
kod bolesnika sa vrednostima albumina preko 30 g/l (p=0,000). Vrednosti albumina u
serumu vise od 30 g/l kod 48,5% DLBCL obolelih, a nize od 30 g/l kod 51,5%. Po
metodi Kaplan -Meier-a ukupno prezivljavanje se znafajno razlikuje u odnosu na
vrednosti albumina u serumu kod obolelih od DLBCL (Log rank p=0,000) (grafikon 17).

Beta 2 mikroglobulini u serumu (B2MG)

Nema znacajne razlike u prezivljavanju u odnosu na vrednost B2ZMG u serumu kod
obolelih od DLBCL (N=40) p= 0,418. Vrednosti B2ZMG u serumu vise od 3,5 mg/l kod
42,5% DLBCL obolelih, a nize od 3,5 mg/l kod 57,5%. Po metodi Kaplan- Maier-a nema

Tadié¢ Lj. Klinicki i imunoloski faktori prognoze kod bolesnika sa B difuznim krupnocelijskim nehockinskim limfomom. 74



Rezultati istrazivanja

Znacajne razlike u ukupnom prezivljavanju obolelih od DLBCL u odnosu na vrednosti

B2MG u serumu (Log rank p= 0,418) (grafikon 18).
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Grafikon 17. Kaplan-Meier kriva prezivljavanja u odnosu na vrednosti albumina u
serumu obolelih od DLBCL. Long rank (Mantel-Cox) 0,000
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Grafikon 18. Kaplan-Meier kriva prezivljavanja obolelih od DLBCL u odnosu na
vrednosti B2MG u serumu. Log rank (Mantel-Cox 0,418)
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Prikaz iminohistohemijskih karakteristika DLBCL kao faktora prognoze

Kompletnu patohistostolosku (slika 12) i imunohistohemijsku (IHH) dijagnozu DLBCL
je imalo 68 bolesnika, izuzev IHH markera CD138 koji nije rutinski raden kod bolesnika
u retrokspektivnom delu studije, pa se nalazi ne uzimaju kao relevantni. Prikazana je i
ekspresija CD20+ jer predstavlja neizostavnu kariku u lancu dijagnoze DLBCL (slika
13).

Slika 13. DLBCL: CD 20 + ekspresija uvecanje 40x/0.65
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Ekspresija antigena na pojedina¢nom nivou je bila sledeca:

o 68/2bolesnika 2,949 .......ccoovreeeirieieeeeieree s CcD5* (slika 14);
o 68/30 bolesnika 44,12% ..........cccovriviiiiiriiiiec e Ki- 67>50% (slika 15);
o 68/10 bolesnika 14,71%0 ......cccovvvrviiiieiee e CD10+ (slika 16);
o  68/52 bolesnika 76,47%0 .......ccceveeieieiciie e Bcl-2+ (slika 17);
o 68/33 bolesnika 48,53%.........ccccveiiiieiiiieseere e Bcl-6+ (slika 18);
o 68/18 bolesnika 26,47% ..........cccveveveeireieieie e MUM1+ (slika 19).
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Slika 15. DLBCL.: Ki- 67 pozitivan 50% Ki -67 pozitivan 40%; uvecanje 40x/0.65
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Slika 16. DLBCL: CD10 * ekspresija CD10*" ekspresija; uvecanje 40x/0.65
Slika 17. DLBCL: Bcl-2 * ekspresija; Slika 18. DLBCL: Bcl-6" ekspresija
uvecanje 40x/0.65 uvecanje 40x/0.65

Slika 19. DLBCL: MUML1 * ekspresija
uvecéanje 40x/0.65
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Analiza duZine preZivljavanja u odnosu na ekspresiju IHH markera

Ki- 67

U odnosu na ekspresiju Ki- 67 nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u duzini proseé¢nog
prezivljavanja. Distribucija ekspresije Ki-67 kod obolelih od DLBCL (N=59) (>50% v.s.
< 50%) bila je priblizno jednaka. Za bolesnike sa ekspresijom Ki-67< 50% prose¢no
prezivljavanje je 22,97+11,66 meseci, a za bolesnike sa ekspresijom Ki-67> 50% je
21,19£15,02 meseci (p=0,340). Po metodi Kaplan- Maier-a, takode nije bilo razlike u
ukupnom prezivljavanju u odnosu na ekspresiju ovog markera (log rank p=0,160)
(grafikon 19).
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Grafikon 19. Kaplan-Meier kriva prezivljavanje obolelih od DLBCL u odnosu na
ekspresiju Ki-67. Log rank (Mantel-Cox) 0,160

CD5

Ekspresija CDS5 nije znacajno uticala na prose¢no prezivljavanje obolelih od DLBCL

(N=58) (p=0,347). Dominanatan je bio izostanak CD5 ekspresije kod 63,24% obolelih od
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DLBCL. Prose¢no prezivljavanje u odnosu na CD5 negativnu ekspresiju je 21,51+13,55
meseci, a CD5 pozitivnu ekspresiju 14,00+ 5,66 meseci. Ukupno prezivljavanje po
metodi Kaplan- Maiera-a u odnosu na ekspresiju CD5 +/- kod obolelih od DLBCL,
takode nije statisti¢ki znacajno (log rank 0,843) (grafikon 20).
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Grafikon 20. Kaplan-Meier kriva prezivljavanja obolelih od DLBCL u odnosu na
ekspresiju CD5. Log rank (Mantel-Cox) 0,843

CD10

Ekspresija CD10 nije uticala znacajno na prose¢no prezivljavanje obolelih od DLBCL
(N=59) (p=1,000). CD10 negativna ekspresija je verifikovana kod 52,94% bolesnika sa
DLBCL i rezultovala je prosecnim prezivljavanjem od 23,08+13,49 meseci, a CD10
pozitivna ekspresija preZivljavanjem od 24,304+15,33 meseci. Log rank je takode bez
statisticke znacCajnosti u odnosu na ekspresiju CD10 kod obolelih od DLBCL (log rank
p=0,410) (grafikon 21).
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Grafikon. 21. Kaplan-Meier kriva prezivljavanja obolelih od DLBCL u odnosu na
ekspresiju CD10 . Log rank (Mantel- Cox) 0,410

Bcl-2

U odnosu na pozitivnu i negativnu ekspresiju Bcl-2 kod obolelih od DLBCL nije bilo
znaCajne razlike u proseénom prezivljavanju (p=0,353) iako je dominantna bila
pozitivnost Bcl-2 ekspresije (73,53%). Prose¢no prezivljavanje je 20,54+15,05 za Bcl-2
negativne i 22,62+12,91 za Bcl-2 pozitivne bolesnike . Ukupno prezivljavanje obolelih
od DLBCL po metodi Kaplan- Maiera-a se takode statisticki nije razlikovalo (log rank
p=0,480) (grafikon 22).
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Grafikon 22. Kaplan-Meier kriva prezivljavanja obolelih od DLBCL u odnosu na
ekspresiju Bcl-2. Log rank (Mantel-Cox) 0,480

Bcl-6

Prose¢no prezivljavanje obolelih od DLBCL u odnosu na ekspresiju BCL6 nije bilo
znacajno razli¢ito (p=0,347). Distribucija Bcl-6 +/- je bila priblizno jednaka izmedu
obolelih sa DLBCL. Bcl-6 negativni DLBCL oboleli imali su prose¢no prezivljavanje
24,63+14,85 meseci, a Bcl-6 pozitivni DLBCL oboleli 20,34+11,40 meseci . Log rank je
takode bez statisti¢ki znacajne razlike u odnosu na ekspresiju Bcl-6 +/- kod obolelih od
DLBCL (p=0,710) (grafikon 23).
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Grafikon 23. Kaplan-Meier kriva prezivljavanja obolelih od DLBCL u odnosu na
ekspresiju Bcl-6. Long rank (Mantel-Cox) 0,710.

MUM1

Oboleli od DLBCL sa negativnom ekspresijom MUM1 imali su prose¢no prezivljavanje
od 21,79+13,69 meseci, a MUM1 pozitivni 22,22+10,06 meseci. Priblizno jednaka je bila
distribucija MUM1-/+ ekspresija kod obolelih od DLBCL. Nije bilo statisti¢ki znacajne
razlike u duZini prose¢nog prezivljavanja u odnosu na ekspresiju ovog markera
(p=0,714). Log rank takode nije pokazao statistiCki znacajnu razliku u ukupnom

prezivljavanju, prema ekspresiji MUML1 (p=0,839) (grafikon 24).
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Grafikon 24. Kaplan-Meier kriva prezivljavanja obolelih od DLBCL u odnosu na
ekspresiju MUML. Log rank (Mantel-Cox) 0,839.

Pozitivna ili negativna ekspresija markera: Bcl-2, Bcl-6, CD10 i Ki- 67 i eventualni uticaj
na duzinu prose¢nog prezivljavanja, njihove udruZenosti ili odsustva, nije pokazao

znacajnu statisticku razliku kod obolelih od DLBCL (tabela 19).

Tabela 19. Uticaj sadejstva IHH markera na prosecno prezivljavanje DLBCL obolelih

marker Broj bolesnika Pvr.os.ecno ) Stangar(_j_na p
prezivljavanje  devijacija

CD10" 10 24,30 15,33 0.856
CD5" 2 14,00 5,66

Bcl-2* 50 22,62 12,91 0.432
Ki-67> 27 21,19 15,02

CD10" 36 23,08 13,49 0.552
Bcl-2 - 13 20,54 15,05

Bcl-2* 50 22,62 12,91 0.357
CD10" 10 24,30 15,33

Bcl-2* 50 22,62 12,91 0.158

CD10" 36 23,08 13,49
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Analiza duZine preZivljavanja u odnosu na primenjeni terapijski protokol
u lecenju obolelih od DLBCL

Medijana ukupnog prezivljavanja kod obolelih od DLBCL bez obzira na primenjeni

terapijski protokol u leCenju, obuhvaéenih ovim istrazivanjem je 23 meseca (grafikon 25)
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Grafikon 25. Kaplan-Meier kriva ukupnog prezivljavanja svih ispitanika sa DLBCL

Terapijski protokoli koriS¢eni u lecenju obolelih od DLBCL opisani su u delu
metodologija. Najbrojnija grupa bolesnika le¢ena je R- CHOP protokolom i oni su ¢inili I
grupu (75%). Oboleli od DLBCL leCeni svim ostalim terapijskim modalitetima
(navedeno u delu metodologija) ¢inili su grupu II: nonR-CHOP grupu (17.65%) i to je
grupa sa agresivnijim formama bolesti. Grupu III (7,35%) su ¢inili oboleli od DLBCL sa
relapsom bolesti, kod kojih je ordinirana i druga terapijska linija u lecenju. Oni su
izdvojeni kao posebna grupa iako su leceni R-CHOP protokolom i u malom su broju, sa
ciljem da se analizom klinickih, biohemijskih i imunohistohemijskih parametara,
verifikuju faktori ranog relapsa bolesti.

Prose¢no prezivljavanje u grupi I: 24,33+13,98 meseci; u grupi Il; 15,50+9,02 meseci; u

grupi I11: 20,80+7,05 meseci. Ukupna znacajnost sa Kruskal Wallis testom nije dokazana

Tadié Lj. Klinicki i imunoloski faktori prognoze kod bolesnika sa B difuznim krupnocelijskim nehockinskim limfomom. 85



Rezultati istrazivanja

zbog malobrojnosti grupe 111 (p=0,089) (tabela 20). Bolesnici svrstani u treu grupu u
odnosu na terapijski protokol su bolesnici sa relapsom bolesti i bilo ih je ukupno 5, pa
rezultati u tom delu nisu dovoljno ilustrativni.

Druga terapijska grupa ima statisticki znac¢ajno manje prosecno prezivljavanje u odnosu
na grupu | (p=0,033). Izmedu I i III nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u prezivljavanju
(p=0,703), sto je vrlo paradoksalno, ali je razlog u malom broju ispitanika u grupi Ill, sto
je potvrdio i Kruskal Wallis test. Isti rezultat je dobijen i uporedivanjem II i Il grupe
(p=0,152) (Tabela 21).

Tabela 20. Prose¢no prezivljavanje obolelih od DLBCL u odnosu na terapijski protokol.

Terapijska Prose¢no Standardna  Standradna Min. Max.
grupa prezivljavanje devijacija greska  prezivljavanje prezivljavanje
(meseci) (meseci) (meseci)
1 24,33 13,98 2,02 2 60
2 15,50 9,02 2,60 6 36
3 20,80 7,05 3,15 11 30
Prezivljavanje

Chi-Square test 4,832

Kruskal Wallis 0,089

Test

Tabela 21. Poredenje prosecnog prezivljavanja izmedu terapijskih grupa

Terapijske grupe
(I 121 I 1l
Mann-Whitney 173,000 107,500 16,500
U test
Z -2,134 -0,382 -1,434
p 0, 033 0,703 0,152

e —————————————
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Po metodi Kaplan Maier-a postoji statistiCka znacajnost u ukupnom prezivljavanju
obolelih od DLBCL u odnosu na primenjeni terapijski protokol (Log rank p=0,038) u
korist obolelih od DLBCL koji su le¢eni R-CHOP protokolom (grafikon 26).
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Grafikon 26. Kaplan-Meier kriva prezivljavanja obolelih od DLBCL u odnosu na
primenjeni terapijski protokol u le¢enju. Log rank (Mantel- Cox) 0,038

Relaps bolesti

Relaps bolesti nastao je u periodu od 9-24 meseca od postavljanja dijagnoze kod 5
bolesnika Zzenskog pola sa DLBCL (2 bolesnice mlade od 60 godina) Bolesnice su bile
dobi 24-78 godina, ECOG 1-2, IPI 1-4. R- IPI 2-3, sa “B” simptomatologijom (5/5), bez
EN manifestacija (4/5), u drugom klinickom stadijumu bolesti u 60% slucajeva, GCB tip
DLBCL 40%, neGCB tip 60%. Vrednosti hemoglobin u kategoriji manje od 120 g/l u
80%, sedimentacija Er niza od 60 mm/h u 60%, a visa od 60 mm/h u 40% slucajeva. Broj
trombocita u referentnim granicama (5/5), a vrednosti albumina u serumu sniZene ispod
30 g/l kod 80% bolesnica, uz povisene vrednosti LDH. Vrednosti B2MG, CRP nisu

prisutne kod bolesnica u retrospektivnom delu studije, kao ni ekspresija CD5, CD10 i Ki-
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67. Od imunohistohemijskih markera: Bcl-2 pozitivna ekspresija 100%, Bcl-6 ekspresija

negativna u 60% slucajeva,

MUML1 pozitivna ekspresija u 60% slucajeva. Genski

polimorfizam za Myd88 L265P mutaciju- normalan “wild” tip. Sve bolesnice sa relapsom

bolesti egzitirale su u periodu 11-30 meseci od postavljanja dijagnoze. Sve su bile

inicijalno le¢ene R-CHOP protokolom, a posle relapsa, ESHAP i DHAP protokolom

(tabela 22).

Tabela 22. Karakteristike obolelih od DLBCL sa relapsom bolesti

Pol zenski zenski zenski zenski zenski
God.starosti 69 47 24 78 60
IPI 4 3 1 3 3
R- IPI 3 3 2 3 3
ECOG 2 2 0 1 1
E N manif. ne da ne ne ne
>60/
SE Er h >60/h <60/h <60/h <60/h
CRP >20mg/I >20mg/I >20mg/I <20mg/l
Beta 2 MG >3,5mg/I <3,5mg/I >3,5mg/I
Kl.stad. 3 4 2 2 2
B simpt. da da da da da
Hgb <120g/I <120g/I >120g/| <120g/I <120g/|
Tr >100 000/l | >100000/I | >100 000/ | >100 000/l | >100 000/l
Albumini <30g/I <30g/I <309/l <30g/I >30g/I
LDH >460U/L >460U/L >460U/L >460U/L >460U/L
Ki-67% >50% >50% <50% >50%
CD5 Neg. Neg. Neg. Neg.
CD10 Neg. Neg.
Bcl-2 Poz. Poz. Poz. Poz. Poz.
Bcl-6 Poz. Neg. Poz. Neg. Neg.
MUM1 Neg. Poz. Neg. Poz. Poz.
Myd88L265P Wild type |  Wild type Wild type |  Wild type |  Wild type
Prezivljav. 21 mesec | 11 meseci 24 meseca | 18 meseci | 30 meseci
Tip DLBCL GCB neGCB GCB neGCB neGCB
RCHOP/ RCHOP/ RCHOP/ RCHOP/ RCHOP/
Terapija DHAP DHAP ESHAP DHAP DHAP
Vreme do
progresije
bolesti (PFS) 10 meseci 9 meseci 12 meseci 12 meseci | 24 meseca
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Prediktorni uticaj pojedinih varijabli na preZivljavanje obolelih od DLBCL

Za ispitivanje prediktornog uticaja pojedinih varijabli na prezivljavanje uradjena su tri

modela, metodom Cox regresije.

Prvi model je obuhvatao biohemijske parametre (LDH, hemoglobin, albumin) i jedini
znacajan prediktorni uticaj je utvrdjen za vrednosti albumina u serumu (Wald=18.864
p<0.0001, grafikon 27): Overall (score) Chi- square 26,983 (p=0,000). Nize vrednosti
albumina u serumu imaju negativni prediktorni uticaj kod obolelih od DLBCL.

Drugi model je ispitivao prediktorni uticaj EN manifestacija i B simptomatologije i
ustanovio da nisu znacajni prediktori prezivljavanja (grafikon 28). Overall (score) Chi-
square 2,399 (p=0,301).

Treci model ispitivao je prediktorni uticaj imunohistohemijskih marker varijabli (Ki67,
CD5, CD10, Bcl-2, Bcl-6, MUM1) i ustanovio da takodje nijedna od njih nije znacajan
prediktor preZivljavanja (grafikon 29). Overall (score) Chi- square 5,031 (p=0,412).
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Grafikon 27. Prediktorni znacaj biohemijskih parametara na prezivljavanje
(Wald=18.864 p<0.0001 za vrednosti albumina u serumu).
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Grafikon 28. Prediktorni zna¢aj EN manifestacija i B simptomatologije na prezivljavanje
(p=0.301).
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Grafikon 29. Prediktorni zna¢aj imunohistohemijskih parametara na prezivljavanje
(p=0,412).
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Ispitivanje genskog polimorfizma za Myd88 L265P

U ispitivanju genskog polimorfizma za Myd88 L265P za ispitivanu grupu dobijeni su
slede¢i rezultati: analizom duzine restrikcionih fragmenata dobijenih PCR-RFLP
metodom, utvrden je genotip za ispitivani polimorfizam. Dobijeni rezultat je
homozigotni, normalni (divlji, engl. wild type) genotip TT koji je predstavljen prisustvom
jednog fragmenta veli¢ine 726bp (slika 20). Kod svih 68 (100%) ispitivanih genomskih
DNK izolovanih iz tkiva fiksiranog u parafinu pacijenata obolelih od DLBCL,
eksperimentalnim radom dobijen je homozigotni, normalni genotip TT, koji je

predstavljen prisustvom jednog fragmenta veli¢ine 726bp.

DNK St 1 Imn o v v VI vil vill IX
50 bp

726 bp

4

Slika 20. Poliakrilamidna gel elektroforeza za MYD88 L265P polimorfizam
rs387907272.

U nasSoj ispitivanoj grupi nije bilo CC (448bp i 278bp) i TC (726bp, 448bp i 278bp)
genotipa. Uspesnost PCR amplifikacije proveravana je metodom elektroforeze na 2%

agaroznom gelu (slika 21).
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Slika 21 . Agarozna elektroforeza za proveru PCR reakcije za MYD88 L265P
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Ovom retrospektivno - prospektivnim studijom prezentovane su demografske,
biohemijske, klinicke, prognosticke skor/indeks i imunohistohemijske karakteristike 68
bolesnika sa dijagnozom de novo DLBCL.

Prediktorni znacaj godina starosti u DLBCL

Nase istrazivanje pokazalo je da godine zivota znacajno uti¢u na duzinu prezivljavanja,
pa su stariji od 60 godina (54,4%) imali kraée preZivljavanje, u odnosu na mlade. **
Starenjem se akumuliraju i nadgraduju steCena genetska oStecenja koja dovode do
neregulisane aktivacije nezeljenih grupa onkogena. Starenje je pra¢eno opstim padom
fizioloskih funkcija. Uloga apoptoze u procesu starenja i kako starenje moze modifikovati
regulaciju apoptoze jo§ uvek nije u potpunosti razjagnjeno.?>” U celini, starenje je praceno
disregulacijom imunog sistema u vidu promene broja i imunolo$ke kompetentnosti
limfocita i citokina koje oni stvaraju, menja se antigeni repertoar limfocita i regulacija
funkcije monocito-makrofagnog sistema $to remeti funkcionisanje imunoloskog nadzora
vaznog za ostvarivanje antitumorske zastite. 131

Pfreundschuh et al. (2006,2011) u svojim radovima su uporedivali terapijske rezultate
kod bolesnika starosti 18-60 godina lecenih po terapijskom protokolu sa rituksimabom i
dokazali znacajan porast duZine prezivljavanja kod mladih od 60 godina.'®*®®

Coiffier (2007) u svom istrazivanju, dokazuje benefit od terapije rituksimabom i kod
obolelih od DLBCL starosti 60-80 godina.*® Postoji vise indikatora biologkih razligitosti
izmedu mladih i starijih DLBCL obolelih , §to uzrokuje razliku u duzini prezivljavanja,
sa loSijom prognozom za starij e, 1778108,135,192,203,204,215

Maartense et al.(2000) u svom radu, u kategoriju “stariji”, svrstavaju obolele od DLBCL

preko 65 godina i zakljuguju da je prognoza bolesti za te bolesnike logija.'*°
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U naSem istrazivanju, iako je dokazano statisticki znac¢ajno duze ukupno prezivljavanje
kod mladih od 60 godina, analizom duzine prose¢nog prezivljavanja po starosnim
grupama, do 60 godina i preko 60 godina, nije dokazano postojanje znacajne razlike.
Kako je u ovoj studiji terapijski protokol R-CHOP ordiniran kod 70% bolesnika, svakako
su ovi rezultati, izmedu ostalog, i posledica leCenja imunohemoterapijom.

Bolesnici stariji od 60 godina znacajno manje imaju prognosticki indeks R- IPI 1, a mladi
od 60 godina znacajno manje imaju prognosticki indeks R- IPI 3. Prognosticki indeks R-
IP1 je u ovoj studiji vrlo koristan prediktor ishoda. Stariji od 60 godina ¢es¢e imaju IPI 4.
Prognosticki indeks IPI se pokazao kao koristan u predikciji ishoda kod starijih obolelih
od DLBCL sa visokim rizikom. Shipp et al. (1993) u svojoj studiji zaklju€uju, da IPI ima
veéi prediktivni znacaj, ukoliko su u istrazivanje uklju¢eni bolesnici svih Zivotnih doba, a
ukoliko su ciljna grupa oboleli do 60 godina, korisnije podatke u smislu predikcije ima
AA- IP1.*® Advani et al. (2010), anlaiziraju koji od prognosti¢kih indeksa moZe imati
najve¢i prediktivni znaCaj kod starijih bolesnika leCenih imunohemoterapijom,
uporedujuci IPI, AA- IPI (age adjusted IPI), E- IPI (elderly IP1 za starije od 60 godina, sa
cut off 70 godina starosti) , R- IP1 (revised IPI), i zakljucuju da IPI i AA- IPI kod starijih
od 60 godina obolelih od DLBCL koji su le¢eni ritiksimabom, daju korisne podatke za
predikciju ishoda. IPl, AA- IPI i E- IPI prakti¢no identifikuju nepovoljne, visokorizi¢ne
grupe, kod kojih je Sansa za 3-godiSnje prezivljavanje manja od 50%. U istom
istrazivanju R- IPI nije uspeo da identifikuje grupe sa veoma niskim rizikom, $to je

smanjilo korisnost ovog prognostickog indeksa za stariju populaciju.*

Prediktorni znacaj polnih grupa u DLBCL

Kod 68 DLBCL bolesnika u ispitivanoj grupi, polna distribucija bila je wvrlo
neujednacena, te je bilo 67,6% zena 1 32,4% muskaraca. U ovom istrazivanju, prose¢no
prezivljavanje u odnosu na pol, ne pokazuje statisticki znacajnu razliku. Ali po metodi
Kaplan- Maier-a postoji znacajna razlika u ukupnom prezivljavanju u korist obolelih od
DLBCL zenskog pola. Oboleli od DLBCL muskog pola ¢es¢e imaju EN manifestacije
bolesti i nize vrednosti albumina u serumu. U meta analizi Yilduim et al. (2014) na 5635

bolesnika iz 20 studija, zaklju¢eno je da je da oboleli od DLBCL muskog pola, leCeni
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imunohemoterapijom, imaju lo%iju prognozu bolesti u odnosu na Zenski pol.??°
Mehanizam, koji stoji u osnovi ovakvih rezultata, nije sasvim jasan, ali ¢injenica je, da je
kod muskaraca verifikovan nizi nivo rituksimaba u serumu u odnosu na Zene, kao i nizi

143,166,167,168,192,
» pa

muskarce obolele od DLBCL treba tretirati sa ve¢om dozom rituksimaba. Advani et al.

klirens ovog leka kod Zenskog pola, posebno starije zivotne dobi

(2013) predlazu da se u E- IPI indeks (Elderly IPI, age cut off 70 godina) urac¢unava i
muski pol ¢ime bi se postigla bolja stratifikacija rizika. U njihovim analizama muski pol
je bio znadajan nezavisni prediktorni faktor preZivljavanja.” Jaeger et al. (2015) svojim
istrazivanjem  saopStavaju da oboleli od DLBCL muskog pola leceni
imunohemoterapijom imaju benefit od terapije u smislu duzeg prezivljavanja, narocito
muskarci sa IPI <1, dok kod Zena to nije bio slugaj.** Po drugima polna pripadnost

192,194 ~
92,19 7

obolelih od DLBCL, nema prediktorni znaca;. ene imaju vise nezeljenih efekata

terapije u toku le¢enja. 1%

Karakteristike relapsa bolesti u DLBCL

Relaps bolesti zabeleZzen je kod 5 bolesnica sa DLBCL od koji su 2 bolesnice bile mlade
od 60 godina, ECOG performas statusom (1-2), IPlI 1-4. R- IPlI 2-3, sa “B”
simptomatologijom , bez EN manifestacija u 80% slucajeva, u limitiranom klinickom
stadijumu bolesti u 60% slucajeva, GCB tip DLBCL 40%, bez anemijskog sindroma, sa
vrednostima albumina u serumu ispod 30 g/l kod 80% bolesnica, uz povisene vrednosti
LDH. Sve DLBCL bolesnice sa relapsom bolesti egzitirale su u periodu 11-30 meseci od
postavljanja dijagnoze. Sve su bile lecene R-CHOP protokolom, a posle relapsa, ESHAP
i DHAP protokolom. Uglavnom se relapsi DLBCL javljaju u okviru 2-3 godine od
zavrSetka le¢enja. Kasni relapsi DLBCL su oni koji se javljaju posle 5 ili vise godina od
zavrSetka leCenja. Javljaju se cesce kod starijih, visokorizi¢nih obolelih od DLBCL.">%

Raut et al. (2014) u svom istrazivanju navode da je traganje za prediktorima relapsa
DLBCL u toku i da se na tome neprekidno radi. Kao moguc¢i prediktori relapsa navode
se: IPI 3/4, visok nivo LDH u serumu. Zaklju¢uju da je relaps bolesti unutar prve godine
od zavrSetka leCenja , lo$ prognosticki faktor. Kao prediktorni faktori relapsa bolesti

pominju se i CNS prezentacija bolesti, apsolutna monocitoza i limfocitoza. Subtip
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DLBCL, nije imao prediktorni znacaj. Friedberg et al.(2011) u svom radu isti¢u, da iako
je postignut veliki napredak u leCenju obolelih od DLBCL, i dalje oko tre¢ina obolelih
ima relaps bolesti §to je glavni razlog mortaliteta.®® Nagle et al (2013), takode, kao
moguce prediktorne faktore za relaps bolesti, navode IPI sa ve¢im brojem faktora rizika i
povisen nivo LDH u serumu.’* Larouche et al. (2010) u studiji na 54 bolesnika sa
relapsom DLBCL prikazuju slede¢e rezultate: prosecna starost 66 godina, sa
predominacijom bolesnika muskog pola, klinicki stadijum bolesti 1-4, IPI 0-2, sa EN
manifestacijama, bez B simptomatologije. ECOG 1-2, LDH vrednosti u serumu povisene.
Osim ekspresije Bcl-2 84%, nije bilo znacajnije razlike u ekspresiji ostalih
imunohistohemijskih markera. Zastupljenost GCB i neGCB tipa DLBCL nije pokazivala
znacajnu razliku kod obolelih od DLBCL sa relapsom bolesti. Pojava relapsa bolesti je
dobro opisana, ali je bilogija relapsa uglavnom nepoznata. Vecina bolesnika ima pocetnu
bolest u ranoj fazi, EN manifestacije bolesti i povoljan IPI skor.**

U naSem radu, analiza bolesnika sa relapsom DLBCL, pokazuje rezultate koji se u nekim
delovima poklapaju, a u nekim potpuno razlikuju od rezultata u svetu. Obzirom na to, da
se jos uvek, ne poznaje sustinski etiologija relapsa DLBCL, ovo istrazivanje, sa svojim
rezultatima, sa svoje strane, daje doprinos, daljem radu na ovom polju, naroCito za

teritoriju Srbije.

Prediktorni znacaj klini¢kog stadijuma bolesti u DLBCL

U nasem istraZivanju, oboleli od DLBCL sa klinickim stadijumom III 1 IV statisticki
znacajno ¢e$¢e imaju R- IPI 3. Vedi klinic¢ki stadijum korelira sa R- IPI 3. Kod bolesnika
u i IV klinickom stadijumu statisticki znacajno je ¢e$¢i performans status ECOG 2, 3
I 4. Znacajno vise obolelih od DLBCL ima ,,B“ simptome ako su u III i IV klinickom
stadijumu. Prisustvo ekstranodalnih manifestacija je statisticki znaajno ce$¢e u
klinickom stadijumu III i IV. Pacijenti sa objedinjenim I i Il klinickim stadijumom
(“limitirani DLBCL") su imali bolje prezivljavanje od obolelih u odmaklom klinickom
stadijumu bolesti (“uznapredovali DLBCL”). Cowan et al. (1989) u svojoj studiji na 260
bolesnika isticu prediktorni znacéaj klinickog stadijuma bolesti. U klinicku remisiju

bolesti uslo je 65% bolesnika, a kod preostalih 35% to nije bio slucaj. Neuspeh je
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povezan sa odmaklom fazom bolesti (IIl 1 IV klini¢ki stadijum bolesti), godinama
starosti, niskim nivoom albumina u serumu i prisustvom ,,bulk” oblika bolesti.*®
Abdelhamid et al. (2010) u studiji na 224 DLBCL obolelih le¢enih CHOP protokolom,
dokazuju snaznu povezanost ukupnog prezivljavanja, ,,bulk” oblika bolesti i klini¢kog

stadijuma bolesti.?

Prediktorni znacaj vrednosti albumina u serumu u DLBCL

Najnize vrednosti albumina zabelezene su kod obolelih od DLBCL sa R- IPI 3, te
vrednosti albumina u serumu jako koreliraju sa R- IPl. Znacajno je duze prosecno i
ukupno prezivljavanje kod bolesnika sa vrednostima albumina u serumu preko 30 g/l.
Oboleli od DLBCL sa nizim vrednostima albumina u serumu imali su znacajno krace
prezivljavanje. U odnosu na vrednost albumina u serumu i polnu pripadnost postoji
grani¢na statisticki znacajna korelacija sa nizim vrednostima albumina kod muskaraca.
Kod obolelih od DLBCL sa relapsom bolesti, u nasem istrazivanju, 80% je imalo
vrednosti albumina manje od 30g/l. Cox regresionom analizom je utvrden znacajni
prediktivni uticaj vrednosti albumina u serumu. Poznato je da niske vrednosti albumina
imaju negativni prognosticki uticaj kod obolelih od DLBCL.™ U radu Eatrides et al.
(2014), takode je potvrdeno da je nivo albumina u serumu kod obolelih od DLBCL,
snazan prediktor rizika. U tom istraZivanju sa cut off vredno$¢u albumina od 37g/l,
albumini su oznaceni kao prediktori ukupnog prezivljavanja kod obolelih od DLBCL
koji su le¢eni R-CHOP protokolom i koji u sklopu sa ostalim klini¢kim parametrima
mogu biti od velike pomo¢i u identifikaciji bolesnika sa visokim rizikom od relapsa
bolesti.*” Dalia et al. (2014) u svom istraZivanju, takode, navode da je koncentracija
albumina u serumu kod obolelih od DLBCL, le¢enih R-CHOP protokolom, vazan
prediktor rizika. Cut off vrednost za serumski albumin je 37 g/l, te su vrednosti ispod
navedene povezane sa loSijom prognozom. Oni takode predlazu da se u prognosticki
indeks R-IPI, kao jedan od rizik faktora uklju¢i i vrednost albumina u serumu.
Mehanizam kojim nizak nivo serumskih albumina ima negativni prediktorni znacaj u
odnosu na prezivljavanje obolelih od DLBCL jo$ uvek nije dovoljno jasan. Postoje

teorije da su niske vrednosti serum albumina povezane sa povecanim inflamatornim

Tadié¢ Lj. Klinicki i imunoloski faktori prognoze kod bolesnika sa B difuznim krupnocelijskim nehockinskim limfomom. 97



Diskusija

odgovorom na tumorsku masu uz slabiji nutritivni status, kao i povecano oslobadanje
citokina. Nizak nivo serum albumina moze biti uzrokovan i snizenom produkcijom u
hepatocitima zbog oslobadanja citokina iz tumora kao S$to je IL-6, koji blokira
produkciju albumina u hepatocitima. Pove¢an nivo TNFa takode moze biti udruzen sa
niskom nivoom serum albumina.*® Niski serum albumin, takode, mogu biti i zbog jakog
inflamatornog odgovora uzrokovanog prisustvom tumorske mase. Lo$ nutritivni status,
po pravilu prati bolesnike sa malignitetima, koji uz lo§ performans status i pratece
komorbiditete, moze biti 1 razlog za nemogucénost primene hemoterapije u adekvatnim
terapijskim dozama. *° Cowan et al. (1989) takode isti¢u znataj koncentracije albumina u
serumu u predikciji rizika obolelih od DLBCL.® Alici et al.(2003), takode isti¢u znacaj
hipoalbuminemije kao negativnog prognostickog faktora kod NHL obolelih.’

Prediktorni znacaj vrednosti LDH u serumu u DLBCL

U ovom istrazivanju, statisticki znacajno vise vrednosti LDH evidentiraju se kod
obolelih sa R- IPI 2 i R- IPI 3, kao i kod starijih od 60 godina. Nije bilo statisti¢ki
znafajne razlike u ukupnom preZzivljavanju u odnosu na vrednost LDH u serumu kod
obolelih od DLBCL. Obzirom da je vrednost LDH u serumu, jedan od parametara- rizik
faktora u okviru IPI, sa svoje strane znacajno utice, §to nezavisno, §to u sklopu IPI, na
predikciju rizika kod DLBCL obolelih.**3 William et al.(2013) objavljuju podatke
svojih istraZivanja, u kojima se 1,5 puta poviSena vrednost LDH moZe smatrati
specificnim markerom za predikciju relapsa bolesti, i da je LDH nespecifican marker,
koji se ne moze koristiti za pracenje bolesnika sa DLBCL koji su u remisiji.219 El-
Sharkawi et al. (2012) u svom radu, smatraju da su podaci o prediktornom znacaju LDH
za relaps bolesti, oskudni, ali se slazu sa rezultatima u drugim studijama, da poviSene

vrednosti LDH, kod pacijenata u remisiji, nemaju prediktorni znacaj.*®

Tadié¢ Lj. Klinicki i imunoloski faktori prognoze kod bolesnika sa B difuznim krupnocelijskim nehockinskim limfomom. 98



Diskusija

Prediktorni znacaj 1Pl 1 R- 1Pl uDLBCL

lako je Internacionalni prognosticki indeks (IPl) prvobitno kreiran za prognosticku
stratifikaciju agresivnih neoplazmi, zbog njegove jednostavnosti je doslo do Sirenja
upotrebe i u situacijama koje prevazilaze prvobitnu namenu. U tim novim okolnostima
IPI nije uvek mogao da adekvatno stratifikuje rizine grupe. U nasem istrazivanju
proseno prezivljavanje prema IPI skoru ne pokazuje statisticki znacajnu razliku, a
jedina statistiCka razlika uocena je izmedu obolelih sa skorom IPI 2 i IPI 3. IPI se
pokazao kao nedovoljno precizan da oznaéi razlike u prezivljavanjima prema rizi¢nim
grupama. Nije bilo razlike u duzini ukupnog prezivljavanja izmedu pacijenata sa IPI 1 i
IPI 4, sto u ovoj studiji pokazuje da IPI nema sposobnost precizne identifikacije visoko
rizicnih bolesnika i ne moze da adekvatno stratifikuje rizine grupe U eri
imunohemoterapije.

R- IPI, Kkoji je nastao redistribucijom originalnih IPI rizik faktora i koji prisutvo rizik
faktora (RF) klasifikuje u 3 prognosticke grupe (0 RF= very good; 1- 2 RF= good; 3- 5
RF= poor), u mnogim studijama se pokazao kao korisniji prognosticki indeks, posebno,
u rituksimab eri. Prezivljavanje u ovom istrazivanju odnosu na R- IPI skor pokazuje
znacajnu statisticku razliku u smislu kraceg prezivljavanja kod bolesnika sa R- IPI 3.

R- 1P je u ovoj studiji dao korisnije podatke 1 ima vec¢i prediktorni znacaj u odnosu na
standardni IPI.

Ziepert et al (2010) u radu na 1206 obolelih, le¢enih R- CHOP protokolom, koji su bili
ukljuceni u MabThera International Trial [MInT], zakljucuju, da IPI ustanovljen kao
prognosticki indeks 1993. godine za CHOP 1 CHOP like terapijske protokole, ostaje na
snazi 1 u eri rituksimaba. Medutim, IPI skor, u slucajevima sa vise od jedne EN
manifestacije bolesti, nije se pokazao kao prognosticki relevantan. Razlog za to je
nepoznat, ali deo obje$njenja je u razlici u brojanju EN manifestacija, jer je za neke EN
manifestacije to nedovoljno definisano npr. koZa ili meka tkiva. Autori rada, takode,
smatraju, da ¢e napustanje stratifikacije prema IPI skoru, otezati ili Cak ponistiti rezultate
svih onih studija 1 istrazivanja koji su svoje rezultate bazirali na IPI skoring sistemu.?*
Huang et al. (2012) su imali cilj da preispitaju ulogu IPI skora u Kineskoj populaciji,

kod obolelih le¢enih CHOP i R-CHOP protokolom. Rezultat ove studije je pokazao da je
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IP1 i dalje koristan u predikciji leCenih CHOP protokolom, ali kada su u pitanju bolesnici
le¢eni R-CHOP protokolom, IPI skor nije imao prediktivni zna¢aj i na osnovu njega nije
mogla da se napravi razlika izmedu razli¢itih prognostickih kategorija. Istrazivanje je
pokazalo da je R- IPI jednostavniji i klini¢ki relevantniji prediktor bolesti u odnosu na
standardni IPI, kod obolelih od DLBCL u eri rituksimaba.®® Bari et al. (2010), takode u
svom radu =zakljuuju, da je standardni IPI, u rituksimab eri izgubio svoj
diskriminatorski znacaj, a da R- IPI moze biti koris¢en u klinickim istrazivanjima, kao
prognosticki indeks, sa tim da ima nedostatak u tome $to identifikuje veliki broj obolelih
sa “poor” prognozom. Za reSenje tog problema, predlazu dalja istrazivanja na veéem
broju bolesnika, kao i formiranje prognostickih skorova na molekularnoj osnovi.** Shipp
et al. (1993), objavili su rezultate u kojima se IPI indeks, moze koristiti u identifikaciji
riziénih grupa i pri uporedivanju razli¢itih terapijskih modaliteta, a 2002 godine isti autor
potvrduje da kod obolelih od DLBCL i le¢enih CHOP protokolom, IPI indeks efikasno
odvaja bolesnike po kategorijama rizika.'**'®* Yoo et al. (2010), zakljuCuju da je
prediktivna snaga IPI faktora redukovana kod DLBCL obolelih le¢enih R-CHOP
protokolom.?? Sehn et al. (2007) navode da redistribucija IPI prognostickih faktora u R-
IPI pruza vise korisnih prediktornih podataka. Ali ni IPI, ni R- IPI ne identifikuju rizi¢ne
grupe sa manje od 50% Sansi za prezivljavanje. Neki molekularni prognosticki markeri
identifikovani kod DLBCL obolelih, moraju biti reevaluirani (Bcl-2, Bcl-6), jer nemaju
prediktorni znacaj koji su imali u prerituksimab periodu.’®® Salles et al. (2011),
razmatraju¢i prediktivni znacaj IPI zakljuCuju da IPI moze i dalje imati svoj znacaj u
rituksimab eri, ako se koristi u sadejstvu sa ekspresijom Bcl-2 i Ki- 67.' Medutim, u
klinickoj praksi, prognosticki faktori, tipa IPI, moraju se kombinovati sa histopatolo§kim

i imunohistohemijskim parametrima radi odgovarajuée odluke o daljem le¢enju. 1%
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Prediktorni znacaj prisustva ,,B“ simptomatologije u DLBCL

Nije dokazana statisticki znacajna razlika u duzini ukupnog prezivljavanja u odnosu na
prisustvo ,,B“ simptomatologije u naSem istraZivanju iako je 86,8% obolelih od DLBCL
imalo ,,B“ simptome bolesti . Zbog subjektivnosti ,,B*“ simptomatologije kao klinickog
znaka, mnogi autori nerado ukljucuju ovaj prognostic¢ki faktor u svoje skoring sisteme.
Subjektivnost je moguce objasnjenje za odsustvo prognosticke statisticke znacajnosti ,,B*
simptomatologije i u naSem istrazivanju. Ove tegobe se mogu smatrati indirektnom
merom reakcije organizma na malignitet jer su delimi¢no posledica pojacane sekrecije
TNF i drugih proinflamatornih citokina. *** Nasuprot tome, slabost malaksalost i gubitak
tezine mogu biti asocirani i sa pridruzenim bolestima i1 poremecajima koji ne
predstavljaju odraz molekularne borbe sa tumorom.® Székely et al. (2012) prisutvo “B”
simptomatologije kod DLBCL obolelih smatraju negativnim prognosti¢kim faktorom.

Prisustvo “B” simptomatologije u Cox modelu sa IPI, nema prognosticki znagaj.'%?

Prediktorni znacaj ECOG- performans statusa u DLBCL

Vrednost ECOG- performans statusa bolesnika u nasem istrazivanju nije imala uticaja na
njihovo proseéno prezivljavanje. Nema ni korelacije izmedu ECOG i prezivljavanja
obolelih od DLBCL ukoliko se uporeduju kategorije ECOG od 0-4. Prekategorisanjem
ECOG 0-4 u ECOG 1 (0-2) i ECOG 1l (3-4), postoji statisti¢ki znacajna razlika u
prezivljavanju u korist bolesnika sa ECOG <2. Kriterijumi performans statusa, takode
poseduju u opisu svojih kategorija subjektivnost, koju je nemoguce izbeéi, jer se radi
zapravo 0 opisu sposobnosti bolesnika da funkcioniSse samostalno, da obavlja
svakodnevne aktivnosti, (koliko moze da hoda, da radi, da sedi). Te aktivnosti, svakako,
pacijenti mogu da opisuju vrlo li¢no, sve u zavisnosti od nac¢ina na koji dozivljavaju sebe
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u bolesti u kojoj se nalaze.”™" Njegova izrazena subjektivnost lezi u visokoj korelaciji sa

godinama starosti, pridruZenim bolestima 1 psihickim statusom koji se tice kvaliteta

zivota i motivacije malignog bolesnika. %%

Ipak u nasem istrazivanju, godine starosti ne
koreliraju sa performans statusom. Ali, obzirom da je ECOG deo prognostickih skoring

indeksa, bez obzira na subjektivnost, i dalje ima vazan prediktivni znacaj kod obolelih od
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DLBCL?*®, narogito ECOG >2 ™', pa je u nasem istrazivanju, lo§ performans status

korelirao sa slabijim ukupnim prezivljavanjem u kategoriji ECOG 3-4.

Prediktorni znacaj postojanja ekstranodalnih manifestacija u DLBCL

Prema postojanju ekstranodalnih manifestacija, u nasem istrazivanju, ne postoji
statistiCki znacajna razlika u duzini prose¢nog i ukupnog prezivljavanja, iako su prisutne
kod 57,35% obolelih, znacajno ¢es¢e kod muskog pola, u Il i IV klinickom stadijumu
bolesti, sa skorom R- IPl 2-3. U literaturi, priblizno jedna tre¢ina obolelih od DLBCL
prezentuje se ekstranodalnom lokalizacijom bolesti. Castillo et al.(2014) u svojoj studiji
na 25992 obolela opisuju klinicke i epidemioloske karakteristike DLBCL sa
ekstranodalnom lokalizacijom 1 uporeduju njihovu prognozu i duzinu prezivljavanja u
eri rituksimaba. Bolesnici sa primarnom CNS lokalizacijom DLBCL i primarnim
medijastinalnim B krupnodelijskim NHL, su bili iskljueni iz studije. Rezultati su
pokazali da EN lokalizacije DLBCL u plué¢ima, jetri, pankreasu i gastrointestinalnom
traktu imaju znacajnije losije prezivljavanje u odnosu na DLBCL obolele sa nodalnom
prezentacijom bolesti.*® Zang et al.(2005) u svojoj studiji prisutvo EN manifestacija
oznaCavaju kao negativan prognosticki faktor, 1 za leCenje obolelih sa EN
manifestacijama bolesti predlazu kombinaciju hemo i radioterapije.?*® Hui et al.(2010) u
studiji sa 513 obolela od DLBCL le¢enih imunohemoterapijom, od kojih su 133
pacijenta imala EN lokalizaciju bolesti, nisu pronasli statisticki zna¢ajnu razliku u duzini
ukupnog prezivljavanja kod obolelih sa nodalnom i EN lokalizacijom bolesti. Ali
prisustvo ekstranodalne manifestacije bolesti (>1) u sklopu nodalne lokalizacije bolesti
uti¢e na znacajno smanjenje duzine prezivljavanja. Oni zaklju¢uju da kod pacijenata sa
DLBCL le¢enih R- CHOP protokolom, sa EN prisustvom bolesti koje nije primarno, ima
prognostic¢ki znacaj, dok kod primarne EN lokalizacije DLBCL to nije slu(“:aj.S8 Yoo et
al.(2010) u svojoj studiji revidiraju IP1 u E-IPI (Extranodal site-modified IPI) koji ve¢
postojecu kategorizaciju EN manifestacija u okviru IPl, povec¢avaju na >3, i po novom
kriterijumu, saopstavaju da je to negativan prognosticki faktor i u eri rituksimaba.”* Po
istim autorima, prednost E- IPI je sto identifikuje rizi¢éne grupe obolelih od DLBCL

leCenih R-CHOP protokolom sa manje od 50% 3ansi za prezivljavanjem.?*? Prisustvo EN
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manifestacije u kostanoj srzi i mokra¢noj besici je negativna prognosti¢ki faktor, dok u
potkoznom tkivu, tiroidei, Zelucu i testisima to nije slu¢aj.'* U naSem istraZivanju,
oboleli kod kojih je EN lokalizacija bolesti primarna (2,94% od ukupnog broja obolelih
u istrazivanju, sa CNS lokalizacijom), nisu analizirani kao poseban entitet odnosno
morfoloska varijanta DLBCL, ve¢ u sklopu ostalih ispitanika sa DLBCL. Analizirano je
prisustvo ili odsustvo EN manifestacije bolesti u okviru primarne nodalne lokalizacije
bolesti i uticaj na prezivljavanje obolelih od DLBCL. Kako je broj DLBCL obolelih sa
primarnom EN lokalizacijom bolesti nizak, to moze biti jedan od razloga rezultata
istrazivanja, ali je svakako razlog i le¢enje imunohemoterapijom, koje je znacajno

unapredilo prezivljavanje i kod DLBCL obolelih sa EN manifestacijama.

Prediktorni znacaj anemijskog sindroma u DLBCL

lako je anemija kod malignih bolesnika faktor koji znacajno uti¢e na performans status
jer izaziva zamor, remeti kvalitet zivota, uzrokuje kognitivne disfunkcije itd.® u nasem
istrazivanju, vrednost hemoglobina sa cut off vredno$¢u 120 g/l nije imao prediktornu
vaznost 1 nije uticao na duZinu prose¢nog i ukupnog prezivljavanja kod obolelih od
DLBCL. Uzrok anemije moze biti infilitracija KoStane srzi malignim elementima,
poremecaj hematopoeze usled hemioterapije i posledica inhibitornog efekta TNF-a koji
se naroCito u nehockinskim limfomima proizvodi u velikim koli¢inama. Hong et al.
(2014) u svom radu koji je obuhvatao 157 bolesnika lecenih R-CHOP protokolom,
prikazali su da je vrednost hemoglobina manja od 100 g/l pre zapocetog leCenja,
nezavistan prognosticki faktor. Rizik od relapsa bolesti je znacajno veci za pacijente koji
i nakon 6 meseci od zavretka leGenja imaju anemijski sindrom.®® Gallagher et al. (2010)
anemiju definiSu, kao vrednost hemoglobina manja od 110 g/l. Bolesnici sa anemijskim
sindromom imali su krace prosetno prezivljavanje. Eritropoetin se kod ove grupe
bolesnika pokazao kao benefit, pod uslovom da su imali adekvatan terapijski odgovor.>®
Adams et al.(2015) u istrazivanju na 104 bolesnika, le¢enih R-CHOP protokolom,
zakljucuju, da anemijski sindrom prisutan pre pocetka lecenja i 6 meseci posle terapije,
kao i povisen nivo CRP u serumu koreliraju sa losijom prognozom bolesti, ali nemaju

dodatni prognostic¢ki znadaj u proceni rizika obolelih od DLBCL.? Troppan et al.(2015),
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navode, da je anemija, u trenutku postavljanja dijagnoze, nezavistan prediktor
prezivljavanja obolelih od DLBCL. Razmatranje znacaja nivoa hemoglobina, u okviru
veé ustanovljenih prognostickih markera, mozZe poveéati njihovu preciznost predikcije.’®®
Tisi et al.(2014) istrazivali su znacaj vrednosti erotropoetina, hepcidina i IL 6 u plazmi
obolelih od DLBCL sa anemijskim sindromom. Nivo eritropoetina u plazmi je bio sniZen,
nivo hepcidina povisen. Hepcidin je Kkorelirao je sa feritinom, vrlo slabo sa
koncentracijom IL 6, ali ne i sa nivoom hemoglobina. IL 6 je u obrnutom odnosu sa
vrednos¢u hemoglobina. U zaklju¢ku ove studije je da su poviSeni nivoi hepcidina i
neadekvatan odgovor na eritropoetin vrlo €esti kod obolelih od DLBCL, ali da poviSeni

nivo IL 6 ima glavnu ulogu u razvoju anemijskog sindroma.?%

Prediktorni znacaj vrednosti sedimentacije eritrocita u DLBCL

U naSem istrazivanju vrednost sedimentacije eritrocita korelira sa godinama starosti gde
stariji od 60 godina znacajno ¢eS¢e imaju vece vrednosti sedimentacije eritrocita u prvom
satu. U klinickom stadijumu IIT i IV statisticki znacajno su vise vrednosti sedimentacije
eritrocita. Ali sedimentacija eritrocita, nije imala uticaja na duzinu ukupnog
prezivljavanja, iako je vrednost u prvom satu bila preko 60 mm ¢ak kod 78,8% pacijenata
sa DLBCL, sto je rezultatima potvrdeno i drugim istraZivanjima kod nas i u svety, 1%
Zang et al. (2005) u svom istrazivanju na 138 bolesnika, zakljucuju, da vrednost

sedimentacije eritrocita ne korelira sa duZinom ukupnog prezivljavanja.?*®

Prediktorni znacaj Beta 2 mikroglobulina u serumu u DLBCL

U ovom istraZivanju nije bilo statisticki znacajne razlike u duZini ukupnog prezivljavanja
u odnosu na vrednost beta 2 mikroglobulina (B2MG) u serumu, za Sta objasnjenje delom
moze biti i u tome $to su rezultati ove varijable bili dostupni kod 40/68 DLBCL
bolesnika. Seo et al.(2014) u svom radu isticu da su vrednosti serumskog B2MG

potencijalni prognosticki faktori kod obolelih od DLBCL. Medutim u eri rituksimaba, taj
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prognosti¢ki znacaj nije tako pouzdan i jo$ uvek dovoljno proucen. Rezultati njihove
studije pokazuju da poviseni nivo B2MG znacajno korelira sa ukupnim prezivljavanjem u
svim IPI grupama, da je nezavisni prognostic¢ki faktor kod obolelih od DLBCL koji su
leGeni imunohemoterapijom.*® Conconi et al. (2010), razmatraju moguénost unapredenja
IPI prognostickog indeksa ukljuc¢ujuéi u analizu i B2MG. Rezultati dobijeni istraZzivanjem
na 111 DLBCL obolelih, lecenih CHOP protokolom, pokazali su da dodatak B2MG
prognostickom indeksu IPI, znac¢ajno doprinosi selekciji pacijenata sa visokim rizikom i
loSom prognozom, kao i1 u predikciji pacijenata sa ve¢im rizikom za neuspeh u leéenju.37
Miyashita et al. (2015) zakljucuju da su kod bolesnika sa DLBCL, le¢enih R-CHOP
protokolom, B2MG koristan prognosticki faktor.** Avilés et al. (1993) isti¢u da povisena
vrednost serumskog B2MG i LDH u budu¢im istrazivanjima mogu biti razmatrani kao
moguéi prediktori ranog relapsa bolesti.*? Yoo et al. (2014) uporedujuéi rezultet mnogih
studija, zaklju€uju da je nivo B2MG prognosticki vazan, 1 da zasluzuje dalje
istrazivanje.”®® Alici et al.(2003) u svom istraZivanju, nisu pronasli razliku u duZini

ukupnog prezivljavanja u odnosu na vrednost B2ZMG u serumu kod obolelih od DLBCL.

Prediktorni znacaj broja trombocita u DLBCL

Broj trombocita ispod 100x10%1 u ovom istraZivanju, nije statisti¢ki znacajno uticao na
duZinu ukupnog prezivljavanja kod obolelih od DLBCL, kao ni na duZinu prosecnog
prezivljavanja . U svom radu, Chen et al.(2012), istrazivali su znacaj broja trombocita u
predikciji rizika obolelih od DLBCL i le¢enih R- CEOP protokolom. Pokazalo se, da je
trombocitopenija, nezavistan faktor loge prognoze.*® Yamauchi et al.(2015) u svom radu
zakljucuju, da kod obolelih od DLBCL, lecenih R-CHOP protokolom, broj trombocita ne

korelira sa prognozom bolesti, kao ni sa incidencom ranog relapsa bolesti.??
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Prediktorni znacaj vrednosti CRP u serumu u DLBCL

Vrednost C-reaktivnog proteina u serumu kod obolelih od DLBCL, u nasem istrazivanju,
nije imala znacaja u odnosu na ukupno prezivljavanje, za Sta objasnjenje delom moze biti
i u tome $to su rezultati ove varijable bili dostupni kod 63/68 DLBCL obolelih. U svom
istrazivanju na 94 obolela od DLBCL, Cao et al.(2012) zaklju¢uju, da je CRP kao
reaktant akutne faze, koristan biomarker u predikciji kod obolelih od DLBCL.* Adams et
al.(2015) objavljuju, da povisene vrednosti CRP kod obolelih od DLBCL u serumu
koreliraju sa loSijom prognozom bolesti, ali da nemaju dodatnu prognosticki znacaj u
proceni rizika. Suzuki et al.(2013), takode isticu da su povisene vrednosti CRP, LDH i
prisustvo anemijskog sindroma udruZeni sa lo§ijom prognozom bolesti."® Yoh et al
(2013) isticu znacaj sistemiskih inflamatornih faktora (CRP, Beta 2 mikroglobulina i
feritina) i njihovu udruZenost, odnosno uticaj na ukupno prezivljavanje obolelih od

DLBCL legenih R-CHOP protokolom.?*!

Prediktorni znacaj u odnosu na GCB i ne GCB DLBCL

U odnosu na subtipove DLBCL po Hansu, rezultati naseg istrazivanja pokazuju da nema
statistiCki znacajne razlike u duZini ukupnog prezivljavanja obolelih, u odnosu na subtip
DLBCL. U literaturi se subtip DLBCL neGCB opisuje kao loSiji prognosticki. 10.7882121
Fu et al. (2008), na osnovu rezultata svoje studije objavili su da rituksimab znacajno
unapreduje prezivljavanje kod obolelih od DLBCL, ali da subtip GCB DLBCL 1 dalje
ima bolju prognozu u odnosu na neGCB DLBCL, i u rituksimab eri.”” Medutim, primena
rituksimaba, menja postoje¢a saznanja, kao i prognozu obolelih. ****° Jablonska et al.
(2008), u svom radu sugeriSu da je primena rituksimaba izmenila terapijski odgovor i
uticala na poboljsanje prezivljavanja kod obolelih sa ne GCB DLBCL, i da je bolja
prognoza za GCB DLBCL uglavnom u prerituksimab eri. Salles et al.(2011) koriste¢i
algoritam zasnovan na ekspresiji CD10, MUML1 i Bcl-6 pri Klasifikaciji DLBCL na
podtipove GCB i neGCB, zakljucuju da to vise ne daje dovoljno prognostickih

informacija u rituksimab eri.*”’
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Prediktorni znacaj imunohistohemijskih markera u DLBCL

U odnosu na ekspresiju imunohistohemijskih markera nije bilo znacajne statisticke
razlike u prezivljavanju. U ovom istrazivanju, ekspresija Ki- 67, CD5, CD10, Bcl-2, Bcl-
6 i MUML1 nije imala uticaja na duzinu prezivljavanja obolelih od DLBCL. Nijedan od
ispitivanin biomarkera samostalno nije se izdvojio kao nezavisni prognosticki faktor.
Pozitivna ili negativna ekspresija markera: Bcl-2, Bcl-6, CD10 i Ki- 67 i eventualni uticaj
njihovog sinergizma na duzinu prezivljavanja, nije pokazao znacajnu statisticku razliku u
proseénom prezivljavanju obolelih od DLBCL. Cox regresionom analizom ispitivan je
prediktorni uticaj imunohistohemijskih marker varijabli (Ki-67, CD5, CD10, Bcl-2, Bcl-
6, MUM1) i ustanovljeno da nijedana od varijabli nije znacajan prediktor prezivljavanja u
nasem istrazivanju. Ovakav nalaz samo donekle moZe se tumaciti Cinjenicom da se
bodovanje ekspresije biomarkera vr$i semikvantitativnom imunohistohemijskom
metodologijom, koja je bar jednim delom zavisna od subjektivne procene patologa.
Drugo videnje problema je $to su brojne publikovane studije, koje su ukazivale na
¢injenicu da imunohistohemijski biomarkeri mogu imati uticaja na ishod lecenja, Koristile
razli¢ite ,,cut off” vrednosti za tumacenje ekspresije imunohistohemijskih biomarkera. 1z
tih razloga, u literaturi postoje vrlo razliCiti i Cesto kontradiktorni rezultati, o
prognostickom znacaju ekspresije biomarkera.

Imunohistohemijski biomarkeri i iz njih izvedeni algoritmi predstavljaju , ipak samo,
surogat markere. Gutieres-Garcia et al.(2011) u svom radu saopStavaju, da se
imunohistohemijski algoritmi koriste sa velikom oprezno$c¢u, jer Cesto ne odraZavaju
pravo stanje genskog ekspresionog profila. U eri rituksimaba (R-CHOP terapije),
imunohistohemijski algoritmi, mogu da izdvoje one bolesnike sa evidentno loSim
prognostickim profilom, ali ne mogu predvideti biolosko ponasanje i ishod leCenja
obolelih od DLBCL."**
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Prediktorni znacaj Bcl-2 u DLBCL

Bcl-2 protein, kao antiapoptotski protein je u mnogim istrazivanjima i radovima
identifikovan kao negativan prognosticki faktor kod obolelih od DLBCL. "2'° U studiji
Gascoyne et al.(1997) na 136 de novo DLBCL bolesnika upotreba tissue microarry-a kod
99 slucajeva je pronasla >20% Bcl-2" ¢éelija. Hiperekspresija Bcl-2 je bila asocirana sa
slabijom prognozom.®? Igbal et al. (2004), ulogu Bcl-2 kao prognosti¢kog faktora
smatraju kontroverznom. U nasem istrazivanju, kod obolelih od DLBCL, nije bilo
statisti¢ki znacajne razlike u prezivljavanju u odnosu na Bcl-2 +/— ekspresiju. Odsustvo
Bcl-2 ekspresije je ¢es¢e kod mladih od 60 godina, a Bel-2" ekspresija je znacajnije ¢edéa
u IV klinickom stadijumu bolesti. To je u skladu sa rezultatima studije Sehn et al.(2007) ,
koja je radena na velikom broju pacijenata, gde ekspresija Bcl-2 proteina kod lecenih R-
CHOP protokolom, nije imala prognosti¢ki znacaj u smislu kraceg prezivljavanja, ¢ime
se ekspresija Bcl-2 proteina zapravo dovodi u pitanje, kao prognosticki znacajna kod
obolelih od DLBCL le€enih imunohemoterapijorn.180 Isti rezultati zabeleZeni su i u studiji
Fu et al.(2008) i Wilson et al.(2007) koji zakljucuju da dodatak rituksimaba terapijskom
protokolu CHOP poniStava negativni prognosticki uticaj pozitivne ekspresije Bcl-2

proteina na preZivljavanje obolelih od DLBCL.>"**

Prediktorni znacaj Bcl-6 u DLBCL

U naSem istrazivanju, nije bilo znacajne razlike u duzini ukupnog prezivljavanja u
odnosu na ekspresiju Bcl-6 proteina. Bcl-6 protein je obelezen kao pozitivan prognosticki
faktor kod obolelih od DLBCL. 0218924 pryge studije ne nalaze razliku u
prezivljavanju izmedu Bcl-6 +/- DLBCL. 414180 gpydija Winter et al. (2006)
objavljuje znacajno povecanje ukupnog prezivljavanja kod Bcl-6 + DLBCL, ali samo
onih koji su le¢eni CHOP protokolom, dok kod lecenih R-CHOP protokolom, to nije
imalo znacaja.”**

Seki et al.(2009) Bcl-6 razmatraju u novom svetlu nezavisnog prediktornog faktora kod
obolelih od DLBCL, iako je u njihovim rezultatima pokazana korelacija Bcl-6 pozitivne
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ekspresije 1 duzeg prezivljavanja kod obolelih od DLBCL koji su leceni R- CHOP

protokolom.*#

Prediktorni znac¢aj MUM1 u DLBCL

Rezultati dobijeni u naSem istrazivanju, pokazali su da u analizi ekspresije biomarkera
MUM1 (MUM1+ vs MUM1-), kao samostalne varijable, nema statisticki znacajne
razlike u u duzini ukupnog prezivljavanja kod obolelih od DLBCL. Odsustvo ekspresije
MUMI je znacajnije ¢eS¢e kod muskaraca. MUML je tradicionalno obelezen kao marker
negativne prognoze kod obolelih od DLBCL #'?%12"147 D3 nema znadajne korelacije
izmedu pozitivne ekspresije MUML1 i prezivljavanja, potvrduju rezultati u studijama Seki
et al.(2009),"® He et al.(2014),”® Salles et al. (2011).*"’

Prediktorni znacaj Ki- 67 u DLBCL

Ki-67 kao nuklearni protein, ukljuéen u regulaciju ¢elijske proliferacije, uglavnom se
koristi kao marker za procenu proliferativne aktivnosti limfoma i1 obeleZzen je kao
negativan prognostic¢ki faktor kod obolelih od DLBCL U naSem istrazivanju, nije bilo
statisti¢ki znacajne razlike u duZini ukupnog preZivljavanja u odnosu na ekspresiju Ki- 67
(cut off 50%). U meta-analizi He et al.(2014) koja analizira 27 studija na 3902 bolesnika,
potvrduje se da je Ki- 67 snazan prediktor rizika kod obolelih od DLBCL, ali da je
njegov znacaj zavistan od tipa DLBCL i da ne koreliSe sa ostalim klini¢ko- patoloskim
faktorima prognoze, kao ni sa IPl skorom. "® U radovima Koh et al.(2015) i Yoon et
al.(2010) objavljuju da je prezivljavanje kod bolesnika sa visokom ekspresijom Ki- 67 (>
85%) lecenih R- CHOP protokolom, bilo statisticki znac¢ajno kra¢e u odnosu na bolesnike
sa niskom ekspresijom Ki- 67. Ovakav rezultat se moze objasniti cut off vrednosc¢u Ki -
67 od 85%, koja se znacajno razlikuje od cut off vrednosti Ki- 67 u nasem istrazivanju. Li
et al. (2012) istraZzuju uticaj ekspresije Ki-67 na prezivljavanje DLBCL obolelih tipa
neGCB Kkoji su le¢eni R-CHOP protokolom i zakljucuju da je benefit imunohemoterapije

110,234 Li

na prezivljavanje u ovom slucaju limitiran. et al.(2012) svojim rezultatima
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saopStavaju da je kod DLBCL obolelih tipa neGCB sa visokom ekspresijom Ki-67,
benefit R- CHOP terapije ograni¢en.'?*

Prediktorni znacaj CD5 u DLBCL

Prisustvo CD5 antigena definiSe subpopulaciju prekursornih germinativno-centarskih B
limfocita koji ¢ine proseéno 15% svih B limfocita periferne krvi. U izvesnim
podvarijantama DLBCL, CD5" definise podtipove &ija je prognoza nepovoljnija.?® Nasi
rezultati su pokazali da ekspresija odnosno prisustvo CD5 antigena nije uticalo na ukupno
prezivljavanje obolelih od DLBCL, kao ni na vreme prose¢nog prezivljavanja. Ennishi et
al.(2008) u svom istrazivanju na 121 obolelom od DLBCL, koji su le¢eni R- CHOP
protokolom, zakljucuju da pozitivna ekspresija CD5 utice na loSiju prognozu bolesti i ima
negativni prediktivni znacaj. Zakljucak je donesen na bazi pozitivnosti CD5 kod 11
bolesnika (tehnikom flow citometrije), od koji je samo 7 bilo pozitivho
imunohistohemijski.”* Zbog niske CD5 IHH senzitivnosti u DLBCL, de Jong et al.(2007)
razmatraju mogucnost unapredenja imunohistohemijskih tehnika u smislu vece
senzitivnosti za CD5 antigen.*?

Gascoyne et al. (2003), u svom radu saopstavaju da ekspresija CD5 antigena ne uti¢e na
znaajnu razliku u prezivljavanju. ® Yamaguchi et al. (2002) u studiji na 109 DLBCL
bolesnika, zakljuCuju da pozitivna CD5 ekspresija uti¢e na lo$iju prognozu bolesti i
predlazu da CD5+ DLBCL budu posebna podgrupa u okviru DLBCL. CD5 * ekspresiju
povezuju sa IPI, jer je 36% obolelih od DLBCL koji su bili CD5" imalo IP1 u visoko
riziénoj grupi.?* Niitsu et al. (2010) u svom radu zakljuduju da dodatak rituksimaba
obolelima od DLBCL koji su CD5 * DLBCL znaéajno poboljsava vreme do progresije
bolesti (PFS), ali ne utice na ukupno preZivljavanje.’>® Hyo et al. (2009) u svojoj studiji
takode prate uticaj CD5 " ekspresije na prezivljavanje obolelih od DLBCL, koji su le¢eni
R- CHOP protokolom, uporeduju¢i sa rezultatima obolelih koji su leceni CHOP
protokolom. Najpre zaklju¢uju, da dodatak rituksimaba poboljSava ukupno prezivljavanje
obolelih od DLBCL. Zatim, znacajno se poboljsava prezivljavanje kod CDS5 negativnih
DLBCL pacijenata, koji su leceni dodatkom rituksimaba u odnosu na one koji su leceni

bez rituksimaba. Za CD5 * DLBCL, prognoza bolesti se ne razlikuje u odnosu na to da li
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su tretirani rituksimabom.® Salles et al.(2011) u svom istraZivanju na 347 DLBCL
obolela, le¢enih R-CHOP protokolom, zakljucuju da je ekspresija CD5 zadrzala svoj
prediktivni znacaj.'”’ Enishi et al. (2008) objavljuju, da ukoliko su parametri koji
odreduju IPI skor sliéni izmedu bolesnika sa CD5" i CD5 ekspresijom na
imunohemoterapijskom protokolu, onda je CD5* ekspresija marker negativne prognoze.>
Tzankov et al. (2003) saopstavaju da ekspresija CD5 moze imati prognosti¢ki znacaj,
nezavisno od klini¢kog stadijuma bolesti, IPI i pocetnog terapijskog odgovora.’® Zheng
et al.(2012) su objavili da je ukupno prezivljavanje kod obolelih od DLBCL starijih od
60 godina,u niskorizi¢nim grupama sa CD5" ekspresijom, je znacajno kraée, dok u

. ey o 2
visokorizi¢nim IPI grupama to nema znacaja. 38

Prediktorni znacaj CD10 u DLBCL

U naSem istrazivanju nije bilo znacajne razlike u ukupnom prezivljavanju izmedu
obolelih od DLBCL sa CD10+/— ekspresijom, kao ni u prose¢nom preZivljavanju.

Vise studija je objavilo da ekspresija CD10 antigena nema prognosti¢ki znacaj kod
obolelih od DLBCL:

e Colomo et al. (2003), CD10 negativna ekspresija je znacajno ce$¢a kod
uznapredovalih klini¢kih stadijuma bolesti, i postavlja se pitanje da li u takvim
slu¢ajevima ekspresija CD10 ima uopste bilo kakav prediktivni znaéaj.36

e Fabiani et al.(2004): ekspresija CD10 nema uticaja na prezivljavanje kod obolelih
od DLBCL koji su legeni po CHOP protokolu.>®

e Oh and Park (2006): pozitivna ekspresija CD10 udruzena je sa grani¢no znacajno
boljim prezivljavanjem kod obolelih od DLBCL.™’

e Liu et al.(2008): CD10 pozitivna ekspresija ¢esca je kod GCB subtipa DLBCL,
nizeg klini¢kog stadijuma i niZzeg IPI skora, ali nema uticaja na prognozu

bolesti.'®

U drugim studijama, dobijeni rezultati ekspresiju CD10" kod obolelih od DLBCL

povezuju sa boljom prognozom bolesti:
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e Oshima et al. (2001): CD10" ekspresija korelira sa pobolj$anjem ukupnog
prezivljavanja. U nisko rizi¢nim grupama sa IPI 1-2, CD10" ekspresija korelira sa
boljim ukupnim prezivljavanjem, dok u visokorizi¢nim grupama to nije imalo
znacaja..™

e Chang et al. (2002): nizak IPI skor i CD10+ ekspresija su povezani sa boljim
ukupnim preZivljavanjem.?

e Chang et al. (2004): CD10 " ekspresija u okviru subtipa DLBCL- GCB korelira
sa boljim ukupnim preZivljavanjem.*’

e Hans et al. (2004): CD10" ekspresija je prediktor boljeg ukupnog prezivljavanja
kod obolelih od DLBCL."

Uherova et al.(2001) pozitivnu ekspresiju CD10 dovode u vezu sa loSijom prognozom

209

bolesti“™, a po drugima je pozitivna ekspresija CD10 negativan prognosticki faktor ako je

223

u sadejstvu sa sa Bcl-2" ekspresijom.”” U naSem istrazivanju povezanost CD10"

espresije i Bcl-2* ekspresije nije rezultovala znacajnom razlikom u prezivljavanju kod

obolelih od DLBCL (p=0,357).

Znacaj terapijskog modaliteta u leCenju DLBCL

U odnosu na primenjeni terapijski protokol, u nasem istrazivanju postoji statisticki
znacajna razlika u prezivljavanju, u smislu duzeg prezivljavanja, kod bolesnika leCenih
R-CHOP protokolom. U internacionalnoj studiji The MabThera International Trial
(MInT) Group, evaluiran je uticaj terapije na prezivljavanje kog obolelih od DLBCL
mladih od 61 godine, sa IPI skorom 0-1, koji su bili na CHOP protokolu i R-CHOP
protokolu. Znacajno bolje preZivljavanje je bilo u grupi na R-CHOP protokolu. Studija
US intergupe je takode uporedivala uticaj terapijskog protokola na prezivljavanje
obolelih od DLBCA, ali starijih od 60 godina i rezultati koje su dobili takode ukazuju na

benefit R-CHOP terapijskog protokola. **4%*
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Habermann et al.(2006) u svom radu isti¢u benefit rituksimaba u terapiji, naro¢ito kod
bolesnika Zivotne dobi preko 60 godina.®® Seki et al.(2009), takode isti¢u benefit od
terapije rituksimabom uz zakljucak da je neophodno preispitati relevantnost ranije
oznacenih prognostickih faktora u eri rituksimaba.

Ekspresija CD10, Bcl-6, MUML1 i Bcl-2 proteina je znacajna u predikciji obolelih od
DLBCL koji su le¢eni CHOP protokolom. Naprotiv, u grupi obolelih koji su leceni R-
CHOP protokolom, nema znacajne korelacije izmedu ekspresije CD10, Bcl-2 1 MUML1 i
duzine ukupnog prezivljavanja. Ali ekspresija Bcl-6 je udruzena sa povoljnom
prognozom kod obolelih od DLBCL i predstavlja pozitivan prognosticki faktor.'®!
Feugier et al.(2005) u svom istrazivanju na 399 DLBCL bolesnika, u svom zakljuc¢ku
isticu benefit u smislu duzeg prezivljavanja kod obolelih koji su leceni R- CHOP
protokolom, naro¢ito u Zivotnom dobu od 60-80 godina.”® Rodenburg et al.(2009)
zakljucuju takode da dodatak rituksimaba u standardni CHOP protokol rezultuje
znacajnije boljom prognozom kod obolelih od DLBCL.'"® Lenz et al. (2015) zakljucuju
da prezivljavanje kod obolelih od DLBCL, posle primene terapijskih protokola zavisi od
éelijske diferencijacije, fibroze i angiogeneze unutar tumorske mikrosredine.'?* Jazirehi
et al.(2005) zakljuCuju da rituksimab inhibira NF-xB signalni put, i povecava
senzitivnost na terapiju kod obolelih i na taj nacin uti¢e na poboljSanje plreiivljavanja.99
Liu et al.(2008) takode objavljuju da rituksimab inhibira NF-xB signalni put i na taj
nacin uti¢e povoljno na prognozu obolelih od DLBCL.' Saito et al.(2007) smatraju i
svojim rezultatima podrZavaju ideju da su apoptoza i inhibicija ¢elijske proliferacije,

ukljucujuéi 1 NF-«xB put, vaZzne uloge terapeutskog dejstva rituksimaba. 176

Prediktorni znacaj mutacije Myd88 L265P u DLBCL

U naSem istrazivanju analizirano je 68 izolovanih genomskih DNK, i genski
polimorfizam Myd 88 L 265P nije detektovan. U eksperimentalnom radu na genomskoj
DNK izolovanoj iz tkiva fiksiranog u parafinu pacijenata obolelih od DLBC, analizom
duzine restrikcionih fragmenata utvrden je homozigotni, normalni (divlji, engl. wild type)

genotip TT predstavljen prisustvom jednog fragmenta veli¢ine 726bp za ispitivani
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polimorfizam. Analiziraju¢i iskustva i rezultate drugih autora, nailazi se na podatke sa
kojima se nasi rezultati podudaraju, ali i razlikuju.

U radu Kraan et al.(2013) koji analizira 177 bolesnika sa DLBCL, mutacija Myd 88 L
265P detektovana je kod 24,3% bolesnika, u najve¢em procentu kod neGCB subtipa
DLBCL. Najveca zastupljenost ove mutacije detektovana je u materijalu porekla CNS
(75%) 1 testisa (71%), a najmanja u limfnim nodusima (17%). Analizirana je mutacija
Myd 88 L 265P, bez analize ekspresije Myd 88. '

U radu Ngo et al.(2011) radenom na uzorku od 328 bioptata, de novo DLBCL obolelih,
mutacija Myd 88 L 265P detektovana je kod 29% bolesnika.’*® Kako je ova studija
radena na veéem broju bolesnika u odnosu na nasu, deo objasnjenja za na$ dobijeni
rezultat moze se tumaciti i time. Ngo i saradnici zaklju¢uju da je sa terapijskog
stanovista, signalni kompleks koordiniran sa Myd88 L265P primamljiv cilj. To moze biti
korisno, u identifikaciji bolesnika sa procesima zavisnim od Myd88 signalnog puta u
njihovom daljem lecenju, terapijom ¢iji je cilj samo IRAK 4 ili u kombinaciji sa
agensima ¢iji su ciljevi B ¢elijski receptori, NFxB ili JAK-STAT3 put.

U studiji Choi et al.(2013) radenoj na 124 de novo DLBCLDbolesnika, visoka ekspresija
Myd 88 zabelezena je kod 38,7% bolesnika, najvise neGCB subtipu DLBCL, kod
bolesnika starije zivotne dobi (p=0,016) i kod relapsa bolesti (p=0,007), $to je za ishod
imalo smanjenje DFS (disease-free survival). Ali mutacija Myd 88 L 265P detektovana je
kod samo 6,5% bolesnika odnosno kod 8 bolesnika od ukupno 124 analiziranih, prosecne
starosti 64 godina i to 7 bolesnika sa neGCB subtipom DLBCL i 1 bolesnika sa GCB
subtipom DLBCL. Prisustvo ove mutacije nije koreliralo sa klini¢ko- patoloskim
parametrima DLBCL. Nije bilo statisticki znacajne razlike u DFS kod bolesnika sa
prisustvom mutacije Myd 88 L 265P, u odnosu na one bolesnike koji tu mutaciju nisu
imali. Kod dva bolesnika sa prisustvom Myd88 L265P mutacije, registrovana je i visoka
ekspresija Myd88, ali znacajne korelacije izmedu ekspresije Myd88 i mutacije L265P
nije bilo (p= 0,415). Ovi rezultati ukazuju da ekspresija Myd 88 jeste negativni
prediktorni faktor kod obolelih od DLBCL, ali da ne korelira sa mutacijom Myd 88
L265P, i da ekspresija Myd 88 moze imati veliki znac¢aj u predikciji progresije DLBCL,

nezavisno od Myd 88 L265P mutacije. Kako nije bilo korelacije izmedu ekspresije
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Myd88 1 prisustva mutacije Myd88 L265P, zakljucak autora je bio da prisustvo mutacije
nije uzrok visoke ekspresije Myd88 u DLBCL. Nedostatak ove studije je §to su analizom
obuhvaceni oboleli od DLBCL lec¢eni i R-CHOP i CHOP protokolom i $to je period
pracenja bio kratak za analizu prezivljavanja (17 meseci).32

Caner et al (2015) u svojoj studiji kojom su analizirali 68 bolesnika sa DLBCL, Myd88
L265P mutaciju pronalaze kod 18,6% DLBCL bolesnika, i zaklju¢uju da prisustvo ove
mutacije moze biti od pomo¢i u razumevanju patogeneze DLBCL, ali i da prekomerna
ekspresija Myd88, moze biti koristan prognosticki marker u odmaklim stadijumima
DLBCL.®

Blokiranje patoloske signalizacije Myd88 I mutacije Myd88 L265P, kao i aberantne
NF«B aktivnosti je cilj novih modaliteta u leGenju DLBCL obolelih. "1%>1%
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ZAKLJUCCI

e Godine Zivota i dalje imaju prediktorni zna¢aj kod obolelih od DLBCL. Zivotna
dob < 60 godina, je pozitivan prognosticki faktor kod obolelih od DLBCL.

e Oboleli od DLBCL muskog pola, leCeni imunohemoterapijom, imaju loSiju
prognozu bolesti u odnosu na zenski pol.

e Relapsi DLBCL ¢es¢i su kod obolelih Zenskog pola.

e |IPI prognosti¢ki skor u eri imunohemoterapije, nema sposobnost precizne
identifikacije visoko rizi¢nih bolesnika

e R-IPI se pokazao kao vrlo znacajan u predikciji rizika u eri imunohemoterapije

e Dodatak rituksimaba standardnom CHOP protokolu, rezultuje poboljSanjem
duzine prezivljavanja kod obolelih od DLBCL i menja znacaj ranije priznatih
klini¢kih, bioloskih i imunohistohemijskih prognostickih faktora.

e Vrednost albumina u serumu kod obolelih od DLBCL je vrlo znacajan prediktivni
faktor. Formiranje prognostickog indeksa koji bi sadrzao, kao jedan od
parametara i vrednost albumina u serumu, bio bi vrlo koristan u predikciji
obolelih od DLBCL u eri imunohemoterapije.

e Postojanje ekstranodalnih manifestacija bolesti, B simptomatologije, anemijskog
sindroma, visokih vrednosti sedimentacije eritrocita, CRP, LDH, beta 2
mikroglobulini u serumu, visokog procenta pozitivne ekspresije Bcl-2 proteina,
CD5, MUM1, nije imalo prediktorni znac¢aj kod obolelih od DLBCL u ovom
istrazivanju.

e Prekategorisanje klinickog stadijuma bolesti DLBCL u kategorije: ,,limitiran*(l i
IT klini¢ki stadijum) i ,,uznapredovali® (IIT i IV kljini¢ki stadijum), je prediktorno
znacajnije u odnosu na kategorije klinickog stadijuma I-1V.

e Prekategorisanje ECOG- performans statusa u dve grupe (0-2 i 3-4), je
prediktorno znacajnije u odnosu na kategorije 0-4.

e U ispitivanoj populaciji pacijenata sa podrucja jugoistocne Srbije patoloski

signalni put koga ostvaruje mutacija Myd 88 L265P, nije odgovoran za razvoj
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DLBCL. Bolje poznavanje znacaja ekspresije Myd88 i drugih proteina uklju¢enih
u Myd 88 signalni put, u studijama sa veé¢im brojem bolesnika, doprinelo bi
boljem sagledavanju patogeneze DLBCL i razvoju novih prognostic¢kih indeksa,
kao i ciljanijem i efektivnijem terapijskom pristupu.

e Standardizovana je PCR- RFLP metoda za Myd 88 L265P za DNK uzorke
izolovane iz parafinskih kalupova. Po na$im saznanjima ne postoje dostupni
podaci 0 istrazivanju Myd 88 L265P polimorfizma za populaciju obolelih od
DLBCL u Srbiji.

e Dalja istrazivanja na ve¢em broju bolesnika ¢e pomo¢i u preciznijem definisanju
bioloskih i klini¢kih faktora prognoze i stvaranju skoring sistema koji moraju biti
prilagodeni svakom entitetu nehockinskog limfoma u skladu sa njegovim
specifi¢nostima, kao i novim terapijskim protokolima.

e Postavljena radna hipoteza nije potvrdena u svim delovima, §to ovom istrazivanju
daje potpuno realan okvir, shodno specifi¢nostima u kojima je radeno, a koje se
prvenstveno odnose na geografsko podrucje sa koga poticu oboleli, koje je u nizu
prethodnih godina bilo izloZeno turbulencijama, koje su kulminirale 1999. godine
agresijom uz bombardovanje osiromasenim uranijumom.

e Formiranje korektivnih faktora postojecih prognostickih indeksa prema
specifinostima populacije 1 geografskom podru¢ju, poboljsalo bi njihovu

prediktornu vrednost.
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HN3JABA O AYTOPCTBY

N3jaBipyjem na je TOKTOpCKa AMcepTaiuja, Mo HaCIOBOM:

"KnuHUYKYM ¥ UMYHOJIOWKH (akTopu HporHo3e Koja OonecHuka ca b audysHum
KpyIMHONEIHUjCKUM HEeXOYKHHCKUM JTuM@pomMoM", Koja je ogdopameHa Ha MeIuInHCKOM
¢dakyntery YuuBepsurera y Humy:

® pe3yJsTaT COICTBEHOT UCTPAXKUBAUKOT PAJa;

¢ J1a OBY I[I/IcepTaI_II/ij, HHU y LCJIIMHU, HUTHU Yy ACJIIOBHMA, HUCAM HpI/IjaBJ'bI/IBaJ'Ia Ha
Apyrum Q)aKyHTCTI/IMa, HHUTH YHUBCP3UTCTUMA,

® la HHCaM INOBPEAMJAa ayTOpCKa IpaBa, HUTH 3JI0YNOTpPEeOHSIa HHTEIEKTYalHY
CBOJUHY APYTUX JIHIIA.

Jlo3BospaBaM Ja ce o0jaBe MOjU JIMYHU IOJIAl, KOJU CY Y BE3U ca ayTOPCTBOM U
I00MjambeM aKaJeMCKOT 3Bama JOKTOpa HaykKa, Kao MITO Cy MME U Mpe3uMe, TOJuHa |
MecTo pohewma M JatyMm oxdpaHe paja, U TO y KaTtajory bubauoreke, JururamHom
penozutopujyMy YHuBep3utrera y Humy, xao u y nyOnukanujamMa YHUBEp3UTETa Y
Humry.

Y Humy,

[Totnuc ayropa aucepranyje:

Hp Jbuwana Jb. Taguh
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N3JABA O UICTOBETHOCTHU IITAMITAHOI' 1 EJIEKTPOHCKOTI' OBJIMKA
JOKTOPCKE JTUCEPTALIMJE

HacnoB gucepranmje:

"KnuHUYKY 1 UMYHOJIOIIKHN (HaKTOPHU MPOTrHO3€e Ko OonecHuka ca b nudyzaum
KpYIMHONEINjCKUM HEXOUYKUHCKUM JTUMpomMoM "

W3jaBbyjeM Oa je eneKTpOHCKU OOJHMK MOje AOKTOPCKE Tucepraluje, Kojy cam
npenana 3a yHomeme y JlurutaqHum peno3utopujym YHuBep3utera y Humry,
MCTOBETaH LITaMITAHOM OOJIUKY.

Y Humy,

[Tornuc ayropa aucepranyje:

Hp Jbumana Jb. Taguh
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Prilog

U3JABA O KOPUIII'REBY

Osnamhyjem YHuBep3urercky oubnuorexky ,,Huxoma Tecma™ ma y Jlururamau
peno3uToprjyM YHuBep3uteta y Hwuiry yHece MOjy JOKTOPCKY IUCEPTalUjy, IO
HACJIOBOM:

"KAuHUYKY 1 UMYHOJIOIIKH (HaKTOPHU MPOTrHO3€e KO OonecHuka ca b nudy3znum
KpYNHONEINjCKUM HEXOUKUHCKUM JTuMpomMom "

Jucepranyjy ca CBUM IMPHJIO3MMa Tpeaaja caM y EJeKTPOHCKOM OOJHKY,
MIOTO/THOM 32 TPajHO apXUBHUPAHE.

Mojy JOKTOpPCKY IucepTanujy, YyHeTy y JIUrutaiHu pemo3uTopujym
YuuBep3utera y Huiry, Mory KOpPHUCTUTH CBH KOjH TIOWITYjy OApende caapikaHe y
onabpanom Tumy nunenie Kpearusue 3ajemnune (Creative Commons), 3a kojy cam ce
OJITY9HO.

1. Ayropcteo (CC BY)

2. AyropctBo — HekomepiujaaHo (CC BY-NC)

| 3. AytopcTBO — HekoMepuHjaiaHo — 0e3 nmpepajie (CC BY-NC-ND)

4. AyTOpCTBO — HEKOMEpIHjaaHo — aenuTu noa uctum yeaouma (CC BY-NC-

SA)

5. AyropctBo — 6e3 ipepane (CC BY-ND)

6. AyropctBo — nenutu noja uctum yciosuma (CC BY-SA)

Y Humy,

[Tornc ayropa nucepranyje:

Hp Jbusbana Jb. Tanguh
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