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Izvod: 1Z

Difuzni B-krupnocelijski limfom (DLBCL) je najcesci
podtip Non-Hodgkin limfoma u Evropi i Severnoj
IAmerici. Ishod leCenja ove bolesti najvise zavisi od
broja faktora rizika ukljucenih u Internacionalni
prognozni skor (IPT). Medutim, ni IPI ni, kasnije
dizajniran, revidirani IPI (R-IPI) ne mogu u potpunosti
da odgovore na pitanje koji ¢e bolesnici dobro
odgovoriti na terapiju i koji ¢e bolesnici doziveti
relaps, nakon inicijalnog odgovora na lecenje. Zbog
toga je zapocela era pronalazenja molekulskih markera
koji ¢e mo¢i bolje da odgovore na data pitanja. U
ovom radu ispitivali smo odgovor na lec¢enje, duzinu
prezivljavanja bez povratka bolesti i ukupno
prezivljavanje u odnosu na imunohistohemijsku
ekspresiju molekula: Ki67, CD10, MUM-1, Bcl-2,
Bcl-6, CD20, CDS, CD30, CD43, Cox2, EBV-LMP1,
VEGF-A, BAFF-R, BCMA, TACI. Takodje ispitivali
smo uticaj demografsko-klini¢kih i laboratorijskih
parametara: pola, starosti, klinickog stadijuma,
prisustva B simptoma, ekstranodalne lokalizacije, IPI
skora, nivoa albumina, nivoa hemoglobina i
apsolutnog broja limfocita na ishod lecenja bolesnika.
U ispitivanju je ucestvovalo 140 bolesnika leCenih na
Institutu za onkologiju Vojvodine u periodu 2003.-
2010. godina. Svi bolesnici su le¢eni kombinacijom
rituksimaba i CHOP (ciklofosfamid, doksorubicin,
vinksristin, prednizon) i CHOP-u sli¢nih protokola.
Procenat kompletnih odgovora na lecenje bio je
74.14%. IPI skor je jedini parametar koji je uticao na
postignutu stopu kompletnih remisija. TrogodiSnje
prezivljavanje bez progresije bolesti postignuto je u
56.5% bolesnika dok je ukupno trogodisnje
prezivljavanje bilo 64%. Bolesnici sa visokim IPI
skorom, nizim brojem limfocita, niskim nivoom
albumina i bolesnici muskog pola imaju kra¢e vreme
do progresije bolesti. Takode, bolesnici bez ekspresije
BCMA receptora imaju krace vreme do progresije
bolesti. Bolesnici sa visokim IPI skorom, nizim brojem
limfocita, niskim nivoom albumina, te ekspresijom
CDS5 receptora imaju krace vreme do progresije
bolesti. Sa druge strane bolesnici sa ekspresijom
BCMA i BAFF-R imaju zna¢ajno duze ukupno
prezivljavanje. Ostali ispitivani parametri nisu uticali
na ishod leenja. Osim standardnih parametara,
ekspresija razlic¢itih moleskulaskih markera moze
znacajno doprineti u proceni prognoze lecenja
bolesnika sa DLBCL.
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Abstract:
AB

Diffuse B - large cell lymphoma (DLBCL) is the most
common subtype of non - Hodgkin’s lymphoma in
Europe and North America. The outcome of treatment
of this disease depends on the number of risk factors
included in the International Prognostic Score Index
(IPI). However, neither IPI nor later designed, revised
IPI (R- IPI ) can not fully predict which patient will
respond well to the therapy and which patient will
experience relapse after initial response to the
treatment. Therefore, the era of the molecular markers
that will be able to give better answer to this issues, has
started. In this study we examined the response to
treatment, duration of progression -free survival and
overall survival compared to the immunohistochemical
expression of a molecules: Ki67, CD10, the MUM - 1,
Bcl - 2, Bel - 6, CD20, CDS5, CD30, CD43, COX2,
EBV-LMPI1, VEGF - A, BAFF - R, BCMA, TACI. In
addition, we investigated the impact of demographic,
clinical and laboratory parameters such are sex, age,
clinical stage, presence of B symptoms, extranodal
localization, IPI score, albumin level, hemoglobin level
and the absolute lymphocyte count on the treatment
outcome. This study included 140 patients treated at the
Oncology Institute of Vojvodina in the period from
year 2003 to 2010. All patients were treated with the
combination of rituximab and CHOP
(cyclophosphamide, doxorubicin, vinksristin,
prednisone) or CHOP-like protocol. Complete
remission was reached in 74.14 % of patients. IPI score
was the only parameter that affected the rates of
complete remission. Three-year progression-free
survival was achieved in 56.5 % of patients, while
three-year overall survival was 64 %. Patients with a
high IPI score, low lymphocyte count, low albumin
level and male patients have a shorter time to
progression. Also, patients who did not express BCMA
receptor have a shorter time to progression. Patients
with high IPI score, low lymphocyte count, low
albumin level and the expression of CD5 receptor had
shorter progression free survival. On the other hand,
patients expressing BCMA and BAFF - R have a
significantly longer survival time. The other parameters
did not affect the outcome of treatment. Besides the
standard parameters, the expression of various
molecule markers can contribute significantly to the
prediction of treatment outcome of patients with

DLBCL.
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1UVOD

1.3. Non-Hodgkin limfomi

Limfomi su solidni tumori imunog sistema. Hodgkin limfom predstavlja oko 10% slucajeva,
dok su ostalo Non-Hodgkin limfomi (NHL). Non-Hogkin limfomi su grupa bolesti sa razli¢itim
histoloSkim prezentacijama i raznolikom klinickom slikom, §to ¢ini postavljanje dijagnoze tezim
(1). Limfomi nisu retka oboljenja, u Velikoj Britaniji (UK) je 2009. godine dijagnostikovano
12294 nova slucaja NHL i 4452 bolesniksa su umrla od ove bolesti (2,3). U Sjedinjenim
Americkim Drzavama (USA) zabelezeno je 65540 novih slucajeva 2007. godine, dok je preko 20
hiljada bolesnika umrlo (4). NHL su peti po ucestalosti malignitet u UK sa priblizno istim
procentom kod muSkaraca i Zena. Incidenca je oko 15 slu¢ajeva na 100000 stanovnika. Vise od
dve tre¢ine slucajeva su bolesnici stariji od 60 godina (2,3). Incidenca razlicitih histoloskih
podtipova NHL znatno varira u zavisnosti od regiona. Adultni T-¢elijski limfom asociran sa
humanim T-¢eliskim limfotropnim virusom (HTLV-1) je mnogo ¢e$¢i u Aziji, kao i natural killer
(NK)-¢elijski ili T-¢eliski limfom uzrokovan infekcijom Epstein-Barr virusom (EBV), dok je,
recimo, folikularnim limfom (FL) znatno ucestaliji u zapadnoj Evropi i Severnoj Americi.
Difuzni B-krupnocelijski limfom (DLBCL) je medu najce$¢im lifmomima svuda u svetu (5).

Incidenca NHL je u stalnom porastu. U UK incidenca u poslednjih 30 godina je porasla za
35%. Sli¢an trend je zapazen i u USA sa 3.7% godis$njim porastom od 1975-1991 i nesSto nizim
porastom od 0.3% godisnje od 1992-2007. Incidenca je takode u porastu u Japanu, Singapuru,
Brazilu, Indiji i zapadnoj Evropi (6-10). Osim porasta incidence, doslo je i do produZetka
prezivljavanja ovih bolesnika, zahvaljuju¢i savremenim trendovima u dijagnostici i leCenju. U
UK je desetogodiSnje prezivljavanje ovih bolesnika, leCenih poslednje Cetiri decenije 50.8%, dok

je prezivljavanje bolesnika dijagnostikovanih ranih 70-tih godina proslog veka samo 21.8% (11).

1.3.1. Etilogija NHL

Etiologija NHL je nepoznata, medutim postoji povezanost odredenih ¢inilaca: genetskih faktora,

imunodeficijencija, infekcija i jonizujeceg zracenja, sa nastankom ovih bolesti (12). Postojanje

limfoma u porodici povecava rizik za pojavu bolesti. U najvecem riziku su braca i sestre obolelih.



Polimorfizam gena za tumor necrosis factor a (TNF-a) i interleukin-10 (IL-10) je povezan sa
ucestalijom pojavom DLBCL. Odredeni urodeni oblici imunodeficijencija kao Sto su ataxia
teleangiectasia, Wiscott-Aldrich sindrom, hipogamaglobulinemije, su povezani sa ve¢om
incidencom NHL. Sli¢na je situacija i sa reumatoid artritisom (RA), sistemskim eritemskim
lupusom, celijakijom, psorijazom, ulceroznim kolitisom, Crohnovom boles¢u, Sjogrenovim
sindrom i drugim autoimunim bolestima. Bolesnici sa RA ¢es¢e obolevaju od DLBCL, dok
bolesnici oboleli od glutenske enteropatije ces¢e obolevaju od T-¢elijskih limfoma, pre svih
enteropathy-associated T-cell limfoma (EATL). Imunosupresija izazvana zbog alogene
transplantacijom koStane srzi ili transplantacije solidnih organa povezana je sa razvojem
postranslantacione limfoproliferativne bolesti (PTLD), dok je kod HIV pozitivnih bolesnika veca
ucestalost razli¢itivh agresivnih limfoma i HL (12).

Infekcije odredenim mikroogranizmima se takode dovode u vezu sa nastankom limfoma.
Bakterijske infekcije se, zbog hroni¢ne genske stimulacije, dovode u zna¢ajnu vezu sa limfomima
asociranim sa mukoznim tkivom (MALT limfomima) rali¢itih lokalizacija. Najutemeljenije je
utvrdena povezanost infekcije Helicobacter pylori (HLO) i zeludacnog MALT limfoma (13).
Dokazi su ¢injenice da se B-¢elijski klon nalazi i bioptickom materijalu kod hroni¢nih gastritisa i
pre manifestacije limfoma, in vitro studije koje su dokazale da se razvoj limfoma moze izazvati u
kulturi sa HLO, kao i ¢injenica da se kod nekih bolesnika sa gastri¢nim limfomom moze postici
viSegodiSnje remisija samom eradikacijom HLO (13). Manje utemeljene korelacije postoje
izmedu MALT limfoma i infekcije tankog creva sa Campylobacter jejuni, primarnog kutanog
limfoma marginalne zone i infekcije sa Boreliom burgdorferi, te limfoma okularnih adneksa i
infekcije Clamidiom psittaci (12).

Epstein-Barr virus je povezan sa nekoliko tipova limfoma, narocito sa Burkitt limfomom
(BL), HL i PTLD (14). Hroni¢na infekcija virusom hepatitisa C (HCV) je povezana sa ve¢om
ucestalos¢u B-¢elijskih NHL, narocito sa spleni¢nim limfomom marginalne zone (SMZL) (15).
Humani herpes virus-8 (HHV-8) je povezan sa nekoliko benignih i malignih limfoproliferativnih
bolesti, medu njima i sa plazmablastnom varijantom Castlemanove bolesti koja moze da se
trasformiSe u HHV-8 pozitivni plazmablasni limfom (12).

Odredena zanimanje su povezana sa ve¢im rizikom za nastanak limfoma. Farmeri i
poljoprivrednici su pod ve¢im rizikom za nastanak limfoma, verovatno zbog izlozenosti

pesticidima i, mozda, zbog kontakta sa zivotinjama (12).



1.3.2. Patogeneza NHL

Non-Hodgkin limfomi su heterogena grupa oboljenja, 85-90% porekla B-limfocita, dok je ostatak
porekla T-limfocita ili NK ¢elija. Najveci broj ovih bolesti nastaju u limfnim ¢vorovima, ali se
mogu javiti gotovo u bilo kom organu. Mogu ispoljiti potpuno indolentan tok kao kod
folikularnog limfoma, ili agresivno ponasanje kao kod DLBCL ili BL (1). Da bi se razumeo
moguci patofizioloski mehanizam nastanka limfoma, potrebno je poznavati razvoj i sazrevanje
normalnih B 1 T limfocita, jer na svakom stupnju razvoja ovih ¢elija moze do¢i do poremecaja u
reparaciji DNK i do klonalne proliferacije $to dovodi do pojave limfoma (1).

Razumevanje patogeneze NHL poreklom iz B-limfocita zahteva poznavanje razvoja ove
loze i1 reakcije koje se dogadaju u susretu B-Celija sa antigenom. B-limfociti vode poreklo iz
hematopoeznih mati¢nih ¢éelija kosne srzi. Kosna srz je i primarni limfni organ u kojoj se odvijaju
rane faze razvoja B—limfocita, dok se njihov preobrazaj u imunokompetentne ¢elije dogada posle
susreta sa antigenima u sekundarnim limfnim organima. Dakle, razvoj B-limfocita proti¢e kroz
dve glavne faze, antigen nezavisnu koja se zavrSava stvaranjem zrelih B-¢elija 1 antigen zavisnu
koja pocinje susretom B-limfocita sa antigenom 1 zavrSava stvaranjem zrelih plazmocita
sposobnih za produkciju antitela. Stadijumi razvoja B-limfocita se razlikuju prema ekspresiji
povrSinskih markera, veli€ini ¢elija 1 njihovoj proliferativnoj aktivnosti i stanju rearanzmana
imunoglobulinskih (Ig) gena (12,16). Stadijumi razvoja B-limfocita sa osnovnim povrSinskim
markerima (imunofenotip) prikazani su u tabeli 1.

Antigen-nezavisna faza razvoja B-limfocita zapocinje u limfocitnim prekursorima
(mati¢ne celije 1 limfoblasti), odvija se u primarnim limfnim organima (kosna srz) i razultuje
stvaranjem zrelih, ali imunoloski naivnih (nevinih) B-limfocita. Posle susreta sa antigenom
limfociti dozivljavaju blastnu transformaciju, odnosno, vracanje u Ccelije sa visokim
proliferativnim potencijalom ¢ime se obezbeduje brzo stvaranje imunokompetentnog B-
limfocitnog klona. Limfoproliferativne bolesti proistekle iz proliferativnog kompartmana ¢elija,
u antigen nezavisnoj i antigen-zavisnoj fazi razvoja B-limfocita, imaju agresivni tok, dok bolesti
sa izvorom u naivnim ili imunokompetentnim ¢elijama efektorskog pula imaju indolentni tok
(12). Neoplazme prekursorskih c¢elija (limfoblastna leukemija-limfom) su ceSée kod dece, a

neoplazme zrelih efektorskih ili memorijskih ¢elija (limfoplazmocitni limfom) kod odraslih.



Antigen Mati¢na Pro-B éelije Pre-B celije Nezrela Zrela
celija B-celija  B-Celija
CD34 + + + + - - - -
CD45 - + + + + + + +
CD43 - + + + - - - -
CD19 - - + + + + + n
CD10 - - + + + + + )
CD40 - - - - - T + +
CD23 - - - - - - - +
sIgM- - - - - - - + T
slgD - - - - - - - +
CD20 - - - - - - - +
CD22 - - - - - - - +
CD79a,b - - - - - - + +

Tabela 1: Razvojni imunofenotip B-limfocita

Prekursori B-limfocita (pro-B limfociti) eksprimiraju CD34 antigen, marker mati¢nih
¢elija, MCH 1I antigene (HLA-DR), TdT koja se nalazi i na T-limfocitima i common acute
leukemia antigen (CD10). Pored navedenih, pro-B ¢elije eksprimiraju i specificne pan-B antigene
CD45 (CD220) i CD43, CD19 i CD79a koji se zadrzavaju u kasnijim stadijumima sazrevanja B-
limfocita. Raniji B-limfocitni prekursori eksprimiraju citoplazmatski, a kasniji prekursori
povrsinski CD22. 1z prekursorskog pro-B limfocita nastaje nezreli B-limfocit koji eksprimira
povrsinski IgM i antigene CD19, CD10, CD40 1 CD45. Zreli naivni B-limfocit je krajnji stadijum
antigen-nezavisnog razvoja B-limfocita. Naivni B-limfocit gubi CD10 i TdT, a eksprimira pan-B-
limfocitne antigene (CD19, CD20, CD22, CD40 i CD79a), molekule MCH klase II, povrSinske
Ig i receptore komplementa (CD21,CD35) i CD44. Deo naivnih B-limfocita eksprimira i pan-T
limfocitni antigen CDS5, a njihovi povrSinski imunoglobulini reaguju sa autoantigenima (12).
Najcesce CD5 pozitivne limfoproliferativne bolesti su hroni¢na limfocitna leukemija (40%) 1

mantle cell limfom (80%), dok je ucestalost CD5 pozitivnih de novo DLBCL znacajno manja



(17). Svi navedeni molekuli na povrsini B-limfocita imaju znacajnu ulogu u razvoju i funkciji
ovih ¢elijai kontaktu sa drugim ¢elijama i strukturama u njihovoj mikrookolini.

Antigen-zavisna faza razvoja B-limfocita se odvija u sekundarnim limfnim organima
(limfne Zlezde, slezina, limfno tkivo u mukozi digestivnog-MALT 1 respiratornog-BALT trakta).
U primarnom, T-¢elijski nezavisnom, imunom odgovoru B-limfociti se transformiSu u IgM-
pozitivne blastne celije (imunoblasti) koji proliferiSu i sazrevaju u plazmocite koji secerniraju
IgM. U toku sazrevanja do plazmocita gubi se ekspresija povrSinskog IgD i pan-B limfocitnih
antigena. Limfoproliferativne bolesti sa IgM-pozitivnim limfoplazmocitima su limfoplazmocitni
limfom i Waldenstromova makroglobulinemija. Kasni primarni i sekundarni imuni odgovor se
zasniva na razvoju naivnih B-limfocita u kontaktu sa T-¢Celijski zavisnim antigenima sa kojima se
sre¢u u germinalnom centru limfnih folikula. ProliferiSu¢i IgM-pozitivni limfoblasti naseljavaju
germinalni centar gde se sre¢u sa antigenom posredstvom folikulskih dendriti¢nih ¢elija, a zatim
sazrevaju u centroblaste. Ove ¢elije ne eksprimiraju slg i bcl-2 protein, a javlja se ekspresija bcl-6
gena. Bcl-6 protein je cink finger transkripcioni faktor koji je eksprimiran samo na ¢elijama
germinalnog centra (centroblasti i centrociti). Centroblasti posle somatske mutacije varijabilnog
(V) regiona Ig gena pomognutog bcl-6 promoterom sticu afinitet prema kontaktnom antigenu 1
prelaze u centrocite koji stvaraju svetlu zonu germinativhog centra. Centrociti kod kojih
somatske mutacije Ig gena nisu povecale specificni afinitet prema antigenu podlezu apoptozi, a
kvalitetni centrociti prezentuju antigen T-limfocitima. Kontakt sa folikularnim dendriticnim
¢elijama preko CD23 antigena ubrzava diferencijaciju u plazmocite, a kontakt sa T-limfocita
preko CD40 liganda stvaranje specificnih memorijskih ¢éelija (16)(slika 1). Folikularni limfom 1
neki oblici DLBCL sa translokacijom t(14:18)(q32;q21) nemaju normalnu promenu ekspresije
bcl-2 gena i ne podlezu fizioloskoj apoptozi u germinalnom centru (17).

Oko svetle zone germinalnog centra locirana je asimetricna plastana (mantle) zona.
Antigen specificne B-¢elije stvorene u reakciji germinalnog centra napustaju folikule i sele se u
mantle zonu  formiraju¢i marginalnu zonu. Marginalna zona je posebno uocljiva u
mezenterijalnim limfnim zlezdama, Peyerovim plo¢ama i slezini. B-¢elije marginalne zone imaju
nepravilna jedra slicna centrocitnim, ali sa obilnijom 1 jasnijom citoplazmom. B-Celije
marginalne zone iz slezine i Peyerovih plofa imaju mutiran gen za Ig varijabilni region i pri

ponovnom susretu sa antigenom brzo produkuju antigen specifi€ne plazmocite i memorijske B-



¢elije. Memorijski B-limfociti se mogu naci u perifernoj krvi gde mogu biti IgM 1 CDS5 pozitivne.
Tumori sa ovom populacijom daju limfom spleni¢ne marginalne zone (12,17).

Plazmociti koji produkuju IgA i IgG nakupljaju se u meduli limfnog ¢vora dok deo
prekursora plazma ¢elija napusta limfni ¢vor i seli se u kosnu srz. Plazma ¢elijama kosne srzi
nedostaje slg 1 pan-B celijski antigeni, a sadrze citoplazmatske IgG i1 eksprimiraju CD38 i
CD138, antigene vazne za adheziji na stromu kosne srzi. Limfoproliferativne bolesti iz ovog
¢elijskog pula su plazmocitom, mijelom, bolest odlaganja monoklonskih imunoglobulina, bolest
teskih lanaca (12,16).

U MALT (Peyerove ploce, Waldeyerov prsten, mezenterijalne limfne Zlezde) deSava se
jednak odgovor na antigen, ali B-Celije zavrSne faze razvoja i plazmociti radije ostaju na ovim
lokacijama nego S$to se sele u udaljene limfne Zlezde ili kosnu srz. MALT se karakteriSe
reaktivnim folikulima sa germinalnim centrima i jasnim marginalnim zonama i brojnim plazma
¢elijama u lamina propria. B-¢elije marginalne zone u normalnom MALT tipi¢no infiltriSu
povrsni epitelijum i formira limfoepitelijum. MALT limfomi imaju somatski mutirane Ig gene
(17).

Poznavanje razvojnih etapa B i T limfocita i elemenata imunog odgovora, moguénost
imunofenotipizacije razvojnih stadijuma i povezanost imunofenotipa sa genskim promenama je

posluZzilo kao osnova za dinamicni proces klasifikacije NHL.

1.3.3. Klasifikacija NHL

Pokusaji da se limfomi klasifikuju datiraju jo§ od ranih 70-tih godina proslog veka (18)
(tabela 2.). Naime prve klasifikacije koje su samo ukljucivale morfologiju ¢elija bile su Lukes-
Collinsova i Rappaportova, a nakon toga je 1975. Lennert modifikovao ovu klasifikaciju u Kielu,
gradu po kojem je i dobila ime (19). Dvadesetak godina kasnije International Lymphoma Study
Group je stvorila moderne osnove za danasnje klasifikacije stvoriv§i REAL (Revisited European
and American Lymphoma) klasifikaciju (12). Ova Kklasifikacija uklju¢uje morfologiju,
imunofenotip, hromozomsko-genske promene i klinicke karakteristike. Dalja saznanja u ovoj
oblasti dovela su do potrebe stvaranja nove klasifikacije. Svetska zdravstvena organizacija

(WHO) je napravila ovu klasifikaciju 2001. godine (20).



Predominating component
cellls)

Primitive reticular cell

Histiocye

Histiocyte and lymphocyte

Lymphocytic cells
Poorly differentiated
lymphocyte

Rappaport classification

“Qld classification®

Malignant lymphoma,
reticulum cell type,
undifferentiated *

Malignant lymphoma,
reticulum cell 1ype,
histiocytic*

Malignant lymphoma |1
Hodgkin's type*

Malignant lymphoma,
mixed cell type
(histiocytic-lymphocytic)

Malignant lymphoma,
lymphocytic type,
poorly differentiated™®

—pLarge cell lymphosarcoma;
reticulum cell sarcoma

—Large cell lymphosarcoma;
lymphoblastic lympho-
sarcoma

Differentiated lymphocyte Malignant lymphoma, Small cell lymphosarcoma;

lymphocytic type, ———  lymphocytic lympho-
well-differentiated* sarcoma

*Malignant lymphomas with follicular pattern have — 3 (Giant) follicular
been integrated into this classification and are des- lymphoma
ignated by adding follicular to the cytologically
appropriate term.

Tabela 2: Istorijske klasifikacije limfoma (18)

WHO Kklasifikacija (20) izdvaja pet kategorija limfoproliferativnih bolesti: neoplazme
prekursorskih B i T ¢elija, neoplazme zrelih B—¢elija, neoplazme zrelih T/NK ¢elija, Hodgkinov
limfom i limfoproliferativne bolesti udruzene sa imunodeficijencijom. Klasifikacija ukljucuje
pedesetak razlicita entiteta i varijanti. WHO podela razlikuje i tri glavne kategorije u odnosu na
klini¢ku prezentaciju: dominantno diseminovane bolesti koje Cesto zahvataju koStanu srz,
primarno ekstanodalni limfomi i bolesti sa nodalnom lokalizacijom i cestom diseminacijom.
Poslednja modifikacija WHO klasifikacije napravljena je 2008. godine (21). Iako poboljSana i
dalje ukljucuje podtipove kod kojih se ocekuju dalje podele kao $to su DLBCL-not otherwise
specified (NOS) i periferni T-¢elijski limfom-NOS (PTCL-NOS), dve grani¢ne kategorije B-
¢elijski limfom sive zone izmedu DLBCL i BL i limfom sive zone izmedu DLBCL i HL, kao i
nekoliko nedovoljno definisanih entiteta (22) (tabela 3.). Sve ovo govori u prilog ¢injenici da ¢e

se klasifikacije u narednim godinama menjati i dopunjavati.



Mature B-cell neoplasms
Chronic lymphocytic leukemia‘small lymphocytic lymphoma
B-cell prolymphocytic leukemia
Splenic marginal zone lymphoma
Hairy cell leukemia
Splenic lymphom lia, ung ifiable
Splenic diffuse red pulp small B-cell lymphoma*
Hairy cell leukemia variant®
Lymphoplasmacytic lymphoma
Waldenstrom macroglobulinemia
Heavy chain diseases
« Heavy chain disease
v Heavy chain disease
n Heavy chain disease
Plasma cell myeloma
Solitary plasmacytoma of bone
Extraosseous plasmacytoma
Extranodal marginal zone lymphoma of mucosa-associated lymphoid tissue (MALT lymphoma)
Modal marginal zone lymphoma
Pediatric nodal marginal zone lymphoma*
Follicular lymphoma
Pediatric follicular lymphoma*
Primary cutaneous follicle centre lymphoma
Mantle cell lymphoma
Diffuse large B-cell ymphoma (DLBCL), NOS
T-cell/histiocyte rich large B-call lymphoma
Primary DLBCL of the CNS
Primary cutaneous DLBCL, leg type
EBV-positive DLBCL of the elderly*
DLBCL associated with chronic inflammation
Lymphomatoid granulomatosis
Primary mediastinal (thymic) large B-cell lymphoma
Intravascular large B-cell lymphoma
ALK-positive large B-cell lymphoma
Plasmablastic lymphoma
Large B-cell lymphoma arising in HHV8-associated multicentric Castleman disease
Primary effusion lymphoma
Burkitt lymphoma
B-cell lymphoma, unclassifiable, with features intermediate between diffuse large B-cell lymphoma and Burkitt lymphoma
B-cell ymphoma, unclassifiable, with features intermediate between diffuse large B-cell lymphoma and classical Hodgkin lymphoma
Mature T-cell and NK-cell neoplasms
T-cell prolymphocytic leukemia
T-cell large granular lymphocytic leukemia
Chronic lymphoproliferative disorder of NK cells*
Aggressive NK-cell leukemia
Systemic EBV-positive T-cell lymphoproliferative disease of childhood
Hydroa vacciniforme-like lymphoma
Adult T-cell leukemia/lymphoma
Extranodal NK/T-cell lymphoma, nasal type
Enteropathy-associated T-cell lymphoma
Hepatosplenic T-cell ymphoma
Subcutaneous panniculitis-like T-cell ymphoma
Mycosis fungoides
Sézary syndrome
Primary cutaneous CD30* T-cell lymphoproliferative disorders
Lymphomatoid papulosis
Primary cutaneous anaplastic large cell lymphoma
Primary cutaneous & T-cell lymphoma
Primary cutaneous CD8* aggressive epidermotropic cytotoxic T-cell lymphoma*®
Primary cutaneous CD4* small/medium T-cell lymphoma™
Peripheral T-cell ymphoma, NOS
Angicimmunoblastic T-cell ymphoma
Anaplastic large cell lymphoma, ALK-positive

Anaplastic large cell lymphoma, ALK-negative*

NOS indicates not otherwise specified; ALK, anaplastic lymphoma kinase; HHVS, human herpesvirus 8; and MK, natural killsr.
“These histologic types are provisional entities for which the WHO Working Group felt there was insufficient evidence to recognize as distinct diseases at this time.
+These lesions are classified according to the leukemia or lymphoma to which they correspond.

Tabela 3. Klasifikacija Svetske zdravstvene organizacije iz 2008. (22)



Hodgkin lymphoma

Nodular lymphocyte predominant Hodgkin lymphoma

Classical Hodgkin lymphoma

Nodular sclerosis classical Hodgkin lymphoma

Lymphocyte-rich classical Hodgkin lymphoma

Mixed cellularity classical Hodgkin lymphoma

Lymphocyte-depleted classical Hodgkin lymphoma
Histiocytic and dendritic cell neoplasms

Histiocytic sarcoma

Langerhans cell histiocytosis

Langerhans cell sarcoma

Interdigitating dendritic cell sarcoma

Follicular dendritic cell sarcoma

Fibroblastic reticular cell tumor

Intermediate dendritic cell tumor

Disseminated juvenile xanthogranuloma
Posttransplantation lymphoproliferative disorders (PTLDs)

Early lesions

Plasmacytic hyperplasia
Infectious mononucleosis—like PTLD

Polymorphic PTLD

Monomorphic PTLD (B- and T/NK-cell types)t

Classical Hodgkin lymphoma type PTLD+

NOS indicates not otherwise specified; ALK, anaplastic lymphoma kinase; HHVS, human herpesvirus 8; and MK, natural killer.
*These histologic types are provisional entities for which the WHO Working Group felt there was insufficient evidence to recognize as distinct diseases at this time.
1These lesions are classified according to the leukemia or lymphoma to which they correspond.

Tabela 3. Klasifikacija Svetske zdravstvene organizacije iz 2008. (nastavak) (22)

1.3.4. Klinicka prezentacija i odredivanje klinickog stadijuma (staging)

Klinicka slika bolesnika sa NHL zavisi od mesta zahva¢enog limfomom, prirodnog toka
odredenog histoloskog podtipa i prisustva B simptoma (gubitak telesne mase vise od 10% za
manje od Sest meseci, noéno preznojavanje, povisene temperature preko 38C). Dve trecine
bolesnika u klini¢koj slici ima bezbolnu limfadenomegaliju, koja se kod limfoma niskog stepena
malignosti ispoljava kao spor rast limfnih ¢vorova, ¢ak sa povremenim smanjivanjem istih, dok
su kod agresivnih podtipova simptomi fulminantniji i zahtevaju brzu dijagnostiku i pocetak
lecenja (1).

Za razliku od vedine solidnih tumora gde uznapredovaliji stadijum bolesti obavezno znaci
1 lo$iju prognozu, kod NHL to nije uvek slucaj. NHL se klasifikuju prema Ann-Arbor staging
sistemu koji je dizajniran pre vise od 40 godina (tabela 4.) (23).

Kompjuterizovana tomografija (CT) grudnog koSa, abdomena i male karlice su
standardne pretrage za svakog bolesnika sa limfomom. Magnetna rezonanca je superiornija u
odnosu na CT kod detektovanja prisustva bolesni u centralnom nervnom sistemu (CNS) i kostima
(24,25), 1ako se ne preporucuje kao rutinska metoda odredivanja stadijuma bolesti, ve¢ samo kao

dopuna u slucaju klini¢ke sumnje na prosirenost bolesti u navedenim organima.



Stadijum Opis stadijuma
| Zahvacena jedna grupa limfnih Zlezda ili pojedinacnog ekstralimfati¢nog
organa ili tkiva (IE)
1T Zahvacenost dve ili viSe grupa lifnih Zlezda sa iste strane dijafragme (II) ili
lokalna zahvacenost ekstralimfaticnog organa ili tkiva (IIE)
11 Zahvacenost viSe grupa limfnih Zlezda sa obe strane dijafragme (III) ili
lokalna zahvacenost ekstralimfaticnog organa ili tkiva (IIIE) ili slezine
(IIIS) ili oba (IIISE)
v Difuzna ili diseminovana zahvacenost jednog ili viSe ekstralimfaticnih
organa, ukljucujuéi jetru i kosnu srz, sa ili bez zahvacéenosti limfnih zlezda.

Tabela 4.: Ann Arbor stadijumi limfoma (23)

Poslednjih desetak godina funkcionalni imidzing, odnosno 2-(18F)fluoro-2-deoksi-D-
glukoza (FDG) PET/CT je zauzeo vaznu ulogu u dijagnostici i pra¢enju odgovora kod bolesnika
sa limfomom. Razli¢iti podtipovi imaju razli¢itu avidnost za FDG, pa tako DLBCL, FL i mantle-
cell limfomi imaju stalnu FDG avidnost, dok su limfomi marginalne zone, limfom malih
limfocita i PTCL promenljive avidnosti (26). Preterapijski PET/CT moze bolesnika premestiti
bolesnika u visi stadijum bolesti u odnosu na CT. Ipak najvecu korist od PET/CT je na kraju
lecenja kada se na osnovu CT ne moZe proceniti da li je bolesnik u kompletnoj remisiji kada
perzistiraju uvecani limfni ¢vorovi (1, 27).

Patohistoloski pregled bioptata limfnog ¢vora je najvazniji postupak u dijagnozi limfoma.
Najpouzdaniji je pregled ekstirpiranog limfnog ¢vora iz kojeg se moze dobiti najveéi broj
patohistoloSkih preparata i najbolje videti stepen naruSenosti arhitekture limfnog ¢vora.
Optimalno je da se hirurski odstrani ceo limfni ¢vor jer fragmentacija limfnog ¢vora otezava
patohistoloSku ekspertizu . Materijal dobijen klinastom resekcijom ili core biopsijom limfnog
¢vora, koja se sve cesce koristi u dijagnostici limfoproliferativnih bolesti, nije idealan za
patohistoloski i imunohistoloski pregled jer je materijal fragmentiran i veoma ¢esto nedovoljan za
kvalitetnu analizu. Pre biopsije je vrlo vazno izabrati odgovaraju¢i limnfni ¢vor za biopsiju.
Najbolje je bioptirati limfni ¢vor Cije je uvecanje najranije registrovano ili €iji je rast najbrzi.
Biopsijom kosti dobija se materijal za patohistoloSku procenu zahvacéenosti kosne srzi limfomom,
a povremeno, kada je limfom zahvatio samo kosnu srz, ili kada je u pitanju medijastinalna ili

intraabdominalna lokalizacija limfoma biopsija kosti sluzi i za inicijalnu dijagnozu (12).
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Patohistoloski pregled bioptata limfnog ¢vora ili drugih organa i tkiva je prvi korak u
dijagnostici DLBCL i diferencijalnoj dijagnozi limfoproliferativnih bolesti, ali u najve¢em broju
sluc¢ajeva nedovoljan za decidnu i tacnu dijagnozu. Imunofenotipizacijom se poboljSava tacnost i
reproducibilnost dijagnoze, pa je imunohistohemijski pregled specificnim monoklonskim
antitelima standardna procedura u dijagnostici DLBCL i diferencijalnoj dijagnozi
limfoproliferativnih bolesti (28). U tabeli 5. su prikazani naj¢es¢i imunohistohemijski markeri

koji se koriste u diferencijalnoj dijagnozi B-¢elijskih limfoma.

Tip limfoma CO CD CD Bek6 CD5 CD CycinDl B2  ()gtalo
20 792 10 23
Folikularni limfom + + 4/ + - -+ - +/-  MUMI -
Sitnocelijski limfom + + - - + + - +
Limfoplazmocitni lim. + + - - - - - +  CD25+/-
Limfom marginalne zone + + - - - - - + CD11ct-
Splen. Limfom m. zone + + - - - - - + DBA 44 +/-
MALT + o+ - - - - - +  CDllc+-
Mantle cell limfom + + - - + - + +  MUMI -
DLBCL + + +/- + +/- -+ - +/- MUMI1 -/+
Burkitt limfom + + + + - - - - MUMI -
Multipli mijelom -+ - - - - - -+ - CDI38+
Hairy cell leukemija + + - - - - -/+ +/-  TRAP+

Tabela 5.: Imunofenotip B-¢elijskih non-Hodgkin limfoma
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1.4. Difuzni B-krupnocelijski limfom

Difuzni B-krupnocelijski limfom (DLBCL) je najucestaliji limfom u Evropi i Severnoj Americi.
DLBCL ¢ini oko 35% svih limfoma u svetu i predstavlja oko 90% agresivnih B-¢elijskih NHL.
Zbog svoje agresivnosti, ima brz klini¢ki tok i ukoliko se ne le¢i dovodi do smrtnog ishoda.
Novija saznanja dovela su do podele ovog tipa limfoma na velik broj podtipova koji imaju
razli¢itu klini¢ku prezentaciju, razli¢itu prognozu i u poslednj vreme drugaciji terapijski pristup

(29, 30).

1.2.1. Dijagnoza

Klini¢ka slika DLBCL je nespecifi¢na i veoma zavisi od lokalizacije tumorske mase. Obic¢no se
bolesnici javljaju zbog brzorastu¢e tumorske mase koja moze biti poreklom iz limfnih ¢vorova,
kada govorimo o nodalnoj lokalizaciji ili u nekom organu kada govorimo o ekstranonalnom
limfomu. Dijagnoza se postavlja biopsijom, ili uvecanog limfnog ¢vora, ili ekstranodalnog
organa zahvacenog tumorskim procesom.

Patohistoloski DLBCL je neoplazma velih B limfocita, difuznog rasta, sa veli¢inom jedra
jednakom ili ve¢om od jedra normalnog makrofaga, odnosno dva puta ve¢eg od jedra normalnog
limfocita. Na osnovu brojnih klini¢kih, morfoloskih, bioloskih i citogenetskih studija Svetska
Zdravstvena Organizacija (WHO) je podelila DLBCL na velik broj razli¢itih podentiteta (30). Tri
su osnovne morfoloske varijante: centroblasni, imunoblasni i anaplasti¢ni, dok su analizom
profila genske ekspresije (GEP) indetifikovana zasad dva podtipa: podtip sa ¢elijama sli¢nim
¢elijama germinalnog centra (germinal centre B-cell like, GCB) 1 podtip sa ¢elijama sli¢ni
aktiviranim B-¢elijama (activated B-cell like, ABC) (29). Uzevsi u obzir ove analize kao i
odredene klinicke, epidemioloske i etioloske parametre WHO je 2008. izdala novu podelu
hematoloskih maligniteta, koja ukljucuje velik broj podtipova DLBCL o ¢emu ¢e nadalje biti viSe

recl.
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1.2.2. Podela DLBCL

1.2.2.1. DLBCL-drugacije neoznacen (DLBCL-not otherwise specified, NOS)

DLBCL, NOS ¢ini 25-30% NHL odraslih u zemljama zapadnog sveta, dok je procenat u

.....

javiti i u dece i mladih ljudi i nesto je ¢e$¢i kod muskaraca (31,32).

1.2.2.1.1. Etiologija

Etiologija DLBCL, NOS je nepoznata. MoZe se javiti de novo ili biti posledica transformacije
limfoma nize malignosti: hroni¢ne limfocitne leukemija/limfoma malih limfocita (HLL/SLL),
folikularnog limfoma (FL), limfoma marginalne zome (MZL) i Hodgkinovog limfoma sa
nodularnom predominacijom limfocita (NLPHL). Imunodeficijencija je znacajan faktor za razvoj
DLBCL, NOS, pa su tako DLBCL, NOS koji se javljaju kod imunosuprimiranih bolesnika ¢es¢e
pozitivni na Epstein-Barr virus (EBV), dok se kod imunokompententnih bolesnika sa DLBCL,
NOS EBYV infekcija vida u oko 10% slucajeva (33,34).

1.2.2.1.2. Klini¢ka slika

Bolesnici se naj¢esce javljaju zbog brzorastuc¢eg tumora. Vise od polovine bolesnika suu I1 I
stadijumu po Ann Arboru (23) i ve€ina je bez simptoma, a kada postoje simptomi zavise od
mesta pojave tumora. DLBCL, NOS moze biti nodalnog porekla, ili ekstranodalan u oko 40%
sluc¢ajeva. NajceSa ekstranodalna lokalizacija je gastrointestinalni trakt, dok su druge ucestale
lokalizacije kost, testis, slezina, Walderejev prsten, pljuvacne zlezde, Stitna zlezda, bubreg i
nadbubrezna Zlezda. Kosna srz je zahvacena u 11-27% slucajeva i naj¢esce se patohistoloski

razlikuje, odnosno pokazuje prisustvo limfoma niskog stepena malignosti (35-38).
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1.2.2.1.3. Morfologija

U limfnim ¢vorovima zahvac¢enim DLBCL, NOS uocava se difuzna proliferacija velikih
limfoidnih ¢elija koje briSu normalnu arhitekturu limfnog ¢vora. Rede, kada se javi parcijalno
zahvatanje limfnog ¢vora, ono moze biti interfolikularnog rasporeda ili retko sinusoidalnog

rasporeda. Cesto se uo¢avaju skleroti¢ni delovi. (Slika 1.)

Slika 1. Difuzni B-krupnocelijski limfom. HE preparat

Tri su osnovne morfoloske varijante DLBCL, NOS: centroblasni, imunoblasni i anaplasticni (29).
Centroblasni podtip je najces¢a morfoloska varijanta DLBCL, NOS. Centroblasti su srednje
veli¢ine ili velike limfoidne ¢elije sa ovalnim ili okruglim jedrom koje sadrzi fini hromatin.
Prisutna su i dva do &etiri jedarceta vezana za membranu. Citoplazma je najéesée oskudna. Celije
centoblasnog DLBCL su najcesce polimorfne sa prisustvom centoblasta i imunoblasta, dok je u
pojedinim slu¢ajevima tumor sastavljen iskljuc¢ivo od centroblasta (39,40). Imunoblasnu varijantu
DLBCL sacinjavaju imunoblasti, preko 90% ¢elija. To su ¢elije sa jednim centralno postavljenim
jedrom sa nesto ve¢om koli¢inom bazofilne citoplazme. Imunoblasti sa plazmocitoidnom
diferencijancijom takode mogu biti prisutni i ponekad je to problem u diferencijalnoj dijagnozi sa

plazmablasnim limfomom ili multiplim mijelomom nezrelijih ¢elija (35). Imunoblasna varijanta

14



ima nesto loSiju prognozu (41). Anaplasti¢na varijanta se karakteriSe velikim, odnosno
dzinovskim ovalnim ¢elijama, sa bizarnim pleomorfnim nukleusima koje ¢esto mogu li¢iti na
Reed-Sternbergove ¢elije ili ¢elija ALCL. Celije &esto imaju sinusoidalan i kohezivan raspored,
Sto takode moze biti problem u diferencijalnoj dijagnozi sa lose diferentovanim karcinomom

(35,42).

1.2.2.1.4. Imunofenotip

Celije DLBCL, NOS ekprimiraju pan B-éelijske markere CD19, CD20, CD22 i CD79a, ali
povremeno neki od ovih markera mogu nedostajati. CD20 je prisutan u 99% slucajeva .
PovrSinski imunoglobulini, od kojih je naces¢i IgM, mogu biti prisutni u 50-75% (35,43,44).
CD30 je najcesc¢e eksprimiran u anaplasticnoj varijanti. U 10 % slucajeva neoplasti¢ne Celije
eksprimiraju CD5 antigen. Incidencija ekspresije CD10, IRF4/MUMI1 i BCL6 markera je
razli¢ita. Ekspresija CD10 je nadena u 30-60%, BCL6 60-90%, dok je ekpresija IRF4/MUMI
nadena u 35-65% slucajeva (35). Visoka ekpresija FOXP1 markera je prisutna u slucajevima koji
nisu GCB-like fenotipa i koji eksprimiraju [IFR4/MUMI1 i BCL6 u odsustvu translokacija (14;18)
(45). Proliferacioni indeks Ki67 je obi¢no visok, najéec¢ée visoko preko 40%, a moze biti visi od

90% (46,47). P53 je eksprimiran u 20-60% slucajeva (35).

1.2.2.1.5. Genetika

Genetske promene na receptoru za antigen nisu retke. Klonalni rearanzman na genima za teske i
lake lance imunoglobulina se ¢esto detektuje (35). Somatske hipemutacije uocene su na genima
PIMI, MYC, RHOH/TTF (ARHH) i PAXS5, naj¢es¢e su multiple u detektuju se u vise od 50%
slucejeva DLBCL. Smatra se da ucestvuju u procesu onkogeneze kod ovog podtipa limfoma (35,
48). Najcesce translokacije vidaju se u 3q27 regionu, delu na kojem je BCL6 gen i identifikuju se
u oko 39% slucajeva kod DLBCL Translokacija (14;18) za BCL2 gen, tipi¢na za folikularni
limfom, vida se u 20-30% sluc¢ajeva DLBCL. Ekspresija MYC gena uocava se u oko 10%
sluc¢ajeva. Oko 20% MY C+ slucajeva takode eksprimira i rearanzman za BCL2 i/ili BCL6 gene.
Ovakvi slucajevi obi¢no imaju Ki67 indeks preko 90% i svrstavaju se u grupu neklasifikovanih

limfoma izmedu DLBCL i Burkitt limfoma (35).
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1.2.2.1.5.1. Profil genske ekpresije (GEP)

Pre 13 godina Alizadeh i saradnici idetifikovali su dve podgrupe DLBCL na osnovu GEP analiza
(49): GCB-like (45-50% slucajeva) i drugu grupu ABC-like (Slika 2.). Njihovo okti¢e potvrdeno
jeujos jednom istrazivanju (50). U pocetku je bila definisana i tre¢a grupa, koja se ne moze
svrstati ni u jednu od ove dve podgrupe, ali nije bila poseban entitet nego je bila meSavina
osobina ove dve velike podgrupe (51). Dve definisane grupe imaju razli¢ite hromozomske
aberacije. ABC grupa ima najces¢e viSak hromozama 3q, 18q21-q22 i gubitak dela hromozoma
6921-q22, dok GCB grupa ima u viSku deo hromozoma 12q12. BCL2 rearanzami se ¢e$¢e vidaju
kod GCB podgrupe (52,53,54). Morfoloski imunoblasni DLBCL ¢ec¢¢e pripada ABC podgrupi
(35).
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1.2.2.1.6 Imunohistohemijski surogati profila genske ekpresije

Obzirom da je svaka genska analiza skupa i nije dostupna svim laboratorijama, nekoliko autora je
pokusalo da pronade imunohistohemijski surogat za odredivanje podtipa DLBCL, odnosno
podelu na GCB-like i ABC-like , odnosno nonGCB podtipove. Hans i saradnici (55) su pokusali
koris¢enjem tri antitela CD10, BCL6 i IRF4/MUMI1 da diferenciraju ova dva podtipa. Svi
slucajevi koji su CD10+ su GCB-like, kao i sluc¢ajevi koji su CD10-, a BCL6+ i MUM1-, dok su
ostali ABC-like podtipovi. [ako veoma cesto kori§¢en, Hans algoritam ne korelira u potpunosti sa
GEP analizom (50). Dodavanjem BCL2 i Cyclina D2 bi moglo pomo¢i u diferenciranju podtipa
(56).

1.2.2.2. Krupnocelijski B-limfom bogat T-¢elijama/histiocitima (T cell/histiocyte-rich large
B-cell Lymphoma, TCHRLBCL)

Krupnocelijski B-limfom bogat T-¢elijama/histiocitima (TCHRLBCL) karakteriSe prisustvo
relativno malog broja rasutih, atipi¢nih, velikih B-¢elija ugradenih u obilan infiltrat T-Celija i
Cesto histiocita (35). TCHRLBCL se obi¢no dijagnostikuje okod muskaraca srednje Zivotne dobi
i ¢ini manje od 10% svih DLBCL.

1.2.2.2.1. Klini¢ka slika
TCHRLBCL najcesée zahvata limne ¢vorove, ali zahvatanje kosne srzi, jetre i slezine se Cesto
vidaju kod ovog podtipa. Bolesnici se naj¢esée javljaju sa pojavom febrilnosti, slabosti i

hepatosplenomegalijom. Vise od 50% su u uznapredovalom stadijumu i imaju srednji do visok

IPI skor. Bolest je Cesto refrakterna na standardnu terapiju (35).
1.2.2.2.2. Morfologija
Difuzni ili nejsno nodularni infiltrat koji briSe normalnu gradu limfnog ¢vora je karakteristika

TCHRLBCL. Sastavljen je od razbacanih velikih B-¢elija u plastu sitnih T-limfocita i manjem ili

vecem broju histiocita. Ovakva slika Cest je problem u diferencijalnoj dijagnozi izmedu
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Hodgkinovog limfoma sa nodularnom predominacijom limfocita (NLPHL), mada su obi¢no kod
TCHRLBCL ociglednije su razlike u veli¢ini ¢elija, iako se ¢esto pomesaju sa Reed-
Sternbergovim i/ili Hodgkinovim ¢elijama (35,57). Pozadina infiltrata su T-limfociti, dok se
eozinofili i plazma ¢elije ne vidaju. Osim toga $to su problem u diferencijalnoj dijagnozi
zabaleZeni su slucajevi histoloske transformacije NLPHL u TCHRLBCL, u kojem je infiltrat
potpuno difuzan i patohistoloski izgled nije moguce razlikovati od de novo TCHRLBCL (35).
Kada je zahvacena slezina TCHRLBCL obi¢no se vidi multifokalno i/ili mikronodularno
zahvatanje bele pulpe, dok se kod jetre limfomski fokusi nalaze u portalnim prostorima (57). U
recidivu bolesti, broj atipicnih ¢elija je veci, kada histoloska slika vise podseéa na klasi¢ni
DLBCL. Ova pojava najavljuje loSu prognozu (35,58). Odreden broj studija su prepoznale
limfome sa istom morfologijom, ali bez histiocita u infiltaratu i postavile pitanje da li je to isti

entitet sa TCHRLBCL. Dalja istrazivanja i novije klasifikacije ¢e odgovoriti na dato pitanje (59).

1.2.2.2.3. Imunofenotip

Velike, atipi¢ne ¢elije TCHRLBCL eksprimiraju B-¢elijske markere i BCL6, varijabilno BCL2 i
EMA, dok CD15, CD30 i CD138 ne ekspirimiraju. Pozadinski infiltrat sacinjavaju razli€it broj
CD68+ histiocita i CD3 i CDS5 pozitivne T-¢elije. Odsustvo IgD pozitivnih mantle ¢elija i mreze
folikularnih dendriti¢nih ¢elija, je takode od dijagnosticke pomo¢i u razlikovanju TCHRLBCL od
NLPHL (60).

1.2.2.2.4. Genetika

Tumorske ¢elije imaju isti rearanzman za gene za imunoglobuline kao i ¢elije germinalnog

centra. Studije genske hibridizacije pokazale su veci stepen genske nestabilnosti kod NLPHL

nego kod TCHRLBCL.
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1.2.2.3. Primarni difuzni B-krupnocelijski limfom centralnog nervnog sistema (CNS
DLBCL)

Primarni difuzni B-krupnodelijski limfom centralnog nervnog sistema (CNS DLBCL) prestavlja
limfom nastao u mozgu ili u oku. U ovu grupu ne spadaju limfomi dure, intravaskularni DLBCL,
limfomi sa sistemskim zahvatanjem, limfomi koji sekundarno progrediraju u CNS, kao i limfomi
nastali zbog imunodeficijentnih stanja. CNS DLBCL predstavljaju manje od 1% svih NHL i oko

2-3% tumora mozga. Medijana starosti je oko 60 godina i nesto je ucestaliji kod musSkaraca.

1.2.2.3.1. Etiologija

Epstein-Barr virus je obi¢no negativan kod CNS DLBCL kod imunokompetentog bolesnika.
Prisustvo ili odsustvo odredenih citokina i njihovih receptora, pre svih CXCL13, moZe korelirati
sa mestom nastanka tumora (61). Tumorske i endotelne ¢elije intereaguju aktivacijom IL4 i
stvaraju povoljan milje za tumorski rast (62). CNS DLBCL pokazuje tendenciju pojave na
mestima zasticenim od imunog sistema (mozak, oko, testis). Velik broj DLBCL CNS-a i testisa
pokazuje snizenu ili odsutnu ekspresiju HLA molekula klase I i II §to dozvoljava tumorskim

¢elijama da izbegnu imunolosku odbranu organizma (35,63).

1.2.2.3.2. Klini¢ka slika

Oko 60% CNS DLBCL je lokalizovano supratentorijalno. Izmedu 20-40% slucajeva javljaju se
multiple lezije. Na MR snimku CNS DLBCL je obi¢no homogena lezija , ali ¢esto pracena i
centralnom nekrozom. Leptomeninge su zahvacene u oko 5% slu¢ajeva. Intraokularni tumori se
javljaju u oko 20% svih CNS DLBCL. U 80-90% bolesnika sa DLBCL tokom bolesti javlja se
pojava tumora i kontralateralno u oku i/ili u parenhimu mozga. Diseminacija u ekstraneuralna
mesta je ekstremno retka i to obi¢no u kosnu srz (35). Fokalni neuroloski deficiti su razlog
javljanja lekaru u 50-80% bolesnika sa CNS DLBCL. Psihijatrijski simptomi se mogu javiti u
oko 20-30% slucajeva, dok se povremeno javljaju i simptomi poviSenog intrakranijalnog pritiska.
Leptomeningealno zahvatanje obi¢no dovodi do glavobolje ili asimetri¢ne neuropatije

kranijalnih nerava. Intraokularni limfomi obi¢no se prezentuju pogorsanjem vida (35) (slika 3.).
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Slika 3. Primarni DLBCL CNS-a

1.2.2.3.4. Morfologija

Vecina intraparenhimnih limfoma pokazuje difuzan rast, karakteristi¢no tumorske ¢elije se nalaze
u perivaskularnim prostorima. Tumorske ¢elije su obicno centroblasti i mogu biti okruzene
aktiviranim limfocitima, makrofagima, aktiviranim mikroglijalnim ¢elijama kao 1 astrocitima.
Velike plaze nekroze mogu postojati, narocito u bolesnika koji su leeni velikim dozama

kortikosteroida. Ovaj fenomen se zove ,,is¢ezavajuci tumor* (,,vanishing tumour) (35).
1.2.2.3.5. Imunofenotip
CNS DLBCL su poztivni na B-¢elijske markere. CD10 je pozitivan u 10-20% slucajeva, BCL6 u

60-80%, a MUMI u oko 90% (35). BCL2 eksprezija nevezana za t(14;18) neretko je prisutna
(64).
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1.2.2.3.6. Genetika

CNS DLBCL imaju ucestale somatske hipermutacije. UCestalost mutacija za VH gene, pre svih
VH4/34 ukazuje na antigen-zavisnu proliferaciju. Mutacije takode zahvataju gene BCL6, PIM1,
MYC, RhoH/TTFn i PAXS5 (65). Oko 30-40% CNS DLBCL imaju BCL6 vezane translokacije,

dok su t(14;18)(q32;q21) i t (8;14)(q24;q32) iznimno retke (64). Ceste su delecije 6q i visak na

mestu 12q, 22q 1 18q21 sa povecanje broj kopija ili pojacanom amplifikacijom BCL2 i MALT1
(66). Homozigotne i heterozigotne delecije zahvataju 9921 i uti¢u na CDKN2A/p16 (64). Male

delecije zahvataju 6p21.3 regiju i uti¢u na gubitak ekspresije HLA i1 II (63).

1.2.2.4. Primarni kozZni difuzni B-krupnoc¢elijski limfom, tip noge (Primary cutaneous

diffuse large B-cell Lymphoma, leg type (PCLBCL)
Primarni koZzni difuzni B-krupnocelijski limfom, tip noge (PCLBCL), je neoplazma koja se

inicijalno pojavljeje na kozi, naj¢eS¢e donjih ekstremiteta sacinjena od velikih transformisanih B-

¢elija. Predstavlja 4% svih kutanih limfoma i1 20% primarni B-¢elijskih kutanih limfoma (67).

.....

1.2.2.4.1. Klini¢ka slika

PCLBCL, tip noge se pojavljuje kao crvena ili plavo-crvena izraslina na jednoj ili obe

potkolenice. Cesto se tokokm bolesti Sire na druga ekstrakutana mesta (35).

1.2.2.4.2. Morfologija

Konfluenti slojevi imunoblasta i centroblasta koji ¢ine difuzni, monotoni infiltrat, koji nema

tendenciju zahvatanja epidermisa, glavna su karakteristika PCLBCL (35).
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1.2.2.4.3. Imunofenotip

Neoplasti¢ne ¢elije eksprimiraju CD20 i CD79a. Za razliku od primarnog kutanog limfoma
folikularnog centra, PCLBCL snazno eksprimira BCL2, MUMI1 i FOX-P1 (35). U oko 10%
slu¢ajeva BCL2 i MUMI1 su negativni (68). BCL6 je eksprimiran u gotovo svim slucajevima, dok

je CD10 najcec¢e negativan (69).

1.2.2.4.4. Genetika

PCLBCL deli gotovo sve genetske abnormalnosti kao DLBCL, NOS. GEP PCLBCL najces¢e
pokazuje ABC-like podtip (35).

1.2.2.5. EBYV pozitivan difuzni B-krupnocelijski limfom kod starijih (EBV+ DLBCL)

EBYV pozitivan difuzni B-krupnocelijski limfom kod starijih (EBV+ DLBCL) je EBV+ klonalna
prolifercaija B-celija koja se javlja kod starijih od 50 godina, bez znakova imunodeficijencije
(70). Veoma retko, slucajevi sli¢nog limfoma mogu se javiti i kod mladih osoba. U takvim
situacijama treba tragati za imunodeficijencijom (35). U azijskim zemljama EBV+ DLBCL ¢ini
oko 8-10% svih DLBCL (70). Unutar bolesnika sa DLBCL povecava se broj EBV+ slu¢ajeva sa
staroSc¢u bolesnika, pa tako 20-25% DLBCL kod bolesnika preko 90 godina su EBV+. Medijana

starosti je 71 godina dok je odnos muskaraca i Zena 1.4:1 (35).

1.2.2.5.1. Etiologija

Smatra se da je za nastanak EBV+ DLBCL odgovorno slabljenje imunoloskog sistema $to je deo

fizioloskog procesa starenja (70).
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1.2.2.5.2. Klini¢ka slika

Ekstranodalna prezentacija se javlja u preko 70% slucajeva, naj¢eccée na kozi, plu¢ima, tonzilama
ili Zelucu, sa ili bez simultanog zahvatanja limfnih ¢vorova. Vise od polovine bolesnika imaju

srednje-visok ili visok rizik prema IPI skoru (35).

1.2.2.5.3. Morfologija

Za razliku od infektivne mononukleoze, kod EBV+ bolesti koje zahvata limfne ¢vorove,
arhitektura zahvacenog tkiva kod limfoma je zbrisana. Cesto se vide Hodgkin-like i/ili Reed-
Sternberg-like ¢elije. Postoje dve varijante EBV+ DLBCL: polimofrna i varijanta sa velikim
¢elijama. U polimorfnoj varijanti maligne B-¢elije su na razli¢itom stepenu zrelosti, sa obilnim

infiltratom reaktivnih ¢elija u mikrookolini. U obe varijante vide se velika polja nekroze (35,70).
1.2.2.5.4. Imunofenotip

CD20 1 CD79a su obi¢no pozitivni, BCL6 1 CD10 su najc¢e$¢e negativni, dok je MUMI cesto
pozitivan. Slucajevi sa imunoblasnom ili plazmablasnom diferencijacijom mogu biti CD20- i
imaju detektabilan citoplazmatski imunoglobulin. Neoplasti¢ke ¢elije su pozitivne na LMP1 i
EBNA-2 u 94% odnosno 28% slucajeva. Varijabilna je ekspresija CD30, dok je CD15 negativan
(35,70).

1.2.2.5.5. Genetika

Genetskim analizama se dokazuje klonalost, $to je bitno u slu¢ajevima kada je otezana

diferencijalna dijagnoza u odnosu na infektivhu mononukleozu kod starijih (35).
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1.2.2.6. Difuzni B-krupnocelijski limfom udruZen sa hroni¢nom inflamacijom (DLBCL-
ACI)

Difuzni B-krupnocelijski limfom udruzen sa hroni¢nom inflamacijom (DLBCL-ACI) je
neoplazma koja je takode vezana za EBV i nastaje zbog inflamacije koja dugo traje. Prototip
ovog oboljenja je limfom udruZen sa piotoraksom (Pyothorax asscociated lymphoma-PAL) koji
nastaje u pleuralnoj $ipljini zbog hroni¢nog piotoraksa (35). Interval koji prode od nastanka
upalnog oboljenja do razvoja limfoma je obi¢no duzi od deset godina. Medijana nastanka PAL je
oko 65-70 godine, i viSe od 12 puta je ¢e$¢i kod muskaraca. Najveci broj slucajeva zabeleZen je u

Japanu, dok je u Evropi veoma redak.

1.2.2.6.1. Etiologija

Jatrogeni pneumotoraks koji je nekad bio hirurski vid lecenja tuberkuloze jedini je faktor rizika
za nastanak PAL, u grupi bolesnika sa hroni¢nim piotoraksom (71,72). PAL je u direktoj vezi sa
EBYV, jer eksprimira EBNA-2 i/ili LMP-1 zajedno sa EBNA-1 (35). Najverovatniji mehanizam
nastanka je taj da hroni¢ni inflamatorni proces omogu¢ava EBV+ klonalnim B-limfocitima da
izbegnu imuni odgovor, produkcijom IL-10, kao antiinflamatornog citokina, i omogucavajuci rast
parakrinom stimulacijom IL-6 i pripadajuceg receptora (73,74). Za DLBCL-ACI nastalog na bazi
druge vrsta hroni¢ne inflamacije, kao $to su hroni¢ni osteomijelitis, metalni implant, ili hroni¢ni

kozni ulkus, B-limfociti su takode EBV+ (75,76).

1.2.2.6.2. Klini¢ka slika

Najcesce mesto nastanka je pleuralna Supljina, kost (obi¢no femur), zglobovi i periartikularna
meka tkiva. Kod PAL tumorska masa je veca od 10cm u vise od 50% slucajeva. Tumor infiltrise
okolne strukure, ali je ogranicen na toraks u vise od 70% slucajeva. Na taj nain se PAL razlikuje
od primarnog efuzionog limfoma (Primary Effusion Lymphoma-PEL), po tome $to se PEL
karakteriSe efuzijama bez vidljive tumorske mase. Bolesnici sa reumatoidnim artritisom mogu

razviti DLBCL-ACI, oko zglobova, ali su ti slucajevi obi¢no EBV negativni (35, 77).
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Bolesnici sa PAL obicno se javljaju zbog bola u grudnom kos$u, bola u ledima, povisene
temperature, oticanjem u predelu grudi ili respiratornim tegobama kao §to su kasalj, hemoptizije
ili guSenje. Radioloskim ispitivanjem vidi se tumor pleure (80%), pleure i pluca (10%), pluca
blizu pleure (7%). Laktat dehidrogenaza je najcesce povisena (35,78,79). Bolesnici sa limfom na

drugom mestu obi¢no imaju bolove vezane za pojavu tumorske mase (35).

1.2.2.6.3. Morfologija

Morfoloske karakteristike se ne razlikuju od DLBCL-NOS i najve¢i broj DLBCL-ACI je meSane

centoblasne/imunoblasne morfologije. Prisutna je obicno masivna nekroza (35).

1.2.2.6.4. Imunofenotip

Najveci broj slucajeva ispoljava CD20 1 CD79a, ali postoji 1 odreden broj slucajeva sa
plazmocitnom diferencijacijom sa gubitkom ovih markera i ispoljavanjem MUM-1, CD138.
CD30 moze biti eskprimiran. Pojedinacni slu¢ajevi mogu ispoljavati T-¢elijske markere, $to
moze praviti problem u patohistoloskoj dijagnostici. Ve¢ je napomenuto da DLBCL-ACI
ekspirimira EBV markere (35).

1.2.2.6.5. Genetika

DLBCL-ACTI ispoljava TP53 mutacije u oko 70% slucajeva, koje su obi¢no vezane za
dipirimidinska mesta, $to vodi do mutacija koje nastaju zbog delovanja jonizujeéeg zracenja (72).
Iako su morfoloski gotovo jednaki DLBCL-NOS i DLBCL-ACI eksprimiraju razlicite gene (80).
da je indukovan u B-limfocitima koji su stimulisani interferonom-a, $to pokazuje vaznost
hroni¢ne inflamacije kod ovog podtipa limfoma. Smanjena ekspresija HLA klase I kod DLBCL-
ACI ima za posledicu izbegavanje klonalnih B-limfocita imunoloskom napadu citotoksi¢nih T-

limfocita i nesmetan rast malignog klona (81,82).
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1.2.2.7. Limfomatoidna granulomatoza (LYG)

Limfomatoidna granulomatoza (LYG) je angiocentri¢no i angiodestruktivno limfoproliferativno
oboljenje koje zahvata ekstranodalna mesta. LYG je sacinjena od EBV+ B ¢elije pomeSanih sa
reaktivnim T-¢elijama, kojih obi¢no ima u ve¢em broju. LYG je retka bolest, najcescée se javljau
odraslih, mada zabelezeni su i slucajevi javljanja kod dece sa urodenom imunodeficijencijom.

Dvosstruko je ¢es¢a u muskaraca i nesto je ¢eS¢a u zapadnim zemljama nego u Aziji (35, 83).

1.2.2.7.1. Etiologija

Kao i kod prethodnih entiteta EBV ima klju¢nu ulogu u nastanku LYG. Bolesnici sa
imunodeficijentim stanjima su u najvec¢em riziku. Predisponiraju¢i faktori su alogena
transplantacija organa, Wiskott-Aldrich sindrom, infekcija virusom humane imunodeficijencije
(HIV), za X hromozom vezan limfoproliferativni sindrom. Cak i kod bolesnika sa do tada
neprepoznatom imunodeficijencijom, pazljivom klinickom i laboratorijskom obradom,

imunodeficijencija se otkiva (84-86).

1.2.2.7.2. Klini¢ka slika

Zahvatanje pluca se javlja u preko 90% slucajeva i gotovo je uvek prisutno inicijalno. Druga
Cesta mesta pojave su: mozak (26%), bubreg (32%), jetra (29%) i koza (25-50%). Relativno retko
su zahvacdeni gastrointestinalni trakt i gornji disajni putevi, dok su limfni ¢vorovi i slezina veoma
retko zahvadeni (35). Bolesnici se najces¢e zale na respiratorne tegobe kasalj, dispneju i bol u
predelu grudnog kosa. Cesto postije simtomi poput visoke temperature, malakslosti, gubitka
tezine, bolova u misi¢ima i zglobovima kao i neuroloski i gastrointestinalni simptomi. Manje od

5% ima asimptomatsku bolest (35, 87).

1.2.2.7.3. Morfologija

Makroskopski LYG se prezentuje kao ¢vorovi u plu¢ima rali¢itih dimenzija, koji su najc¢esce

rasporedeni bilateralno u bazalnim i srednjim delovima pluca. Ve¢i nodusi mogu imati centralnu
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nekrozu sa kavitacijom. Sli¢ne lezije se mogu naci i u bubregu i mozgu, obicno sa centralnom
nekrozom. Kozne promene se veoma razlicito prezentuju, obicno su u subkutisu, ali i dermalna
lokalizacija nije retka, ¢esto sa ulceracijom i nekrozom. Rede se prezentuju kako kutani plakovi
ili makulopapulozni ra$ (35, 82). LYG karakteriSe angiocentri¢ni i angiodestruktivni polimorfni
limfocitni infiltrat. Limfociti, koji predominiraju, pomeSani su sa plazmocitima, imunoblastima i
histiocitima. Limfociti su porekla B-¢elija, EBV su pozitivni sa inflamatornom mikrookolinom.
EBV+ ¢elije pokazuju odreden nivo atipije, mogu li¢iti na imunoblaste, ili rede Hodgkinove
¢elije. Ponekad se vidaju i multinuklearne ¢elije. Granulomi se vidaju u plu¢ima i drugim
organima (35,88). Vaskularne promene su karakteristika LYG. Limfocitni vaskulitis sa
infiltracijom zida krvnog suda se vida u najve¢em broju slucajeva. Ovakav vaskultis moze
dovesti do okluzije krvnog suda sa nekrozom irigiranog podruc¢ja. Vaskularana oStec¢enja u vidu
fibrinoidne nekroze su takode ucestala i povezana su sa lu¢enjem citokina indukovanog EBV
(35,89). Za LYN je, takode karakteristi¢no gradiranje koje se oslanja na stepen atipije ¢elija, te
EBYV pozitivnost. Tako gradus 1 ¢ini polimorfni limfoidni infiltrat bez ¢elijske atipije sa manje od
5% EBV+ ¢elija u vidnom polju (high power filed, hpf), u gradusu 2 postoje imunoblasti ili
velike limfoidne ¢elije koje se farbaju na CD20 dok je broj EBV+ ¢elija 5-20/hpf. Gradus 3 je
prakticno DLBCL sa agregatima CD20+ velikih limfoidnih ¢elija i brojem EBV+ ¢€elija in situ
hibridizacijom preko 50/hpf (35,88).

1.2.2.7.4. Imunofenotip

EBV+ ¢elije eksprimiraju i CD20, povremeno CD30, dok je CD15 negativan. Limfociti u

mikrookolini su CD3 pozitivni sa predominacijom CD4+ ¢elija (35).

1.2.2.7.5. Genetika

Obi¢no kod LYG gradusa 2 i 3 geni za imunoglobuline pokazuju klonalnost, dok je to rede u

gradusu 1 bolesti. Odredeni sluc¢ajevi LYG su poliklonalni. Nisu nadene promene u onkogenima

kod ovog oboljenja (35).
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1.2.2.8. Primarni medijastinalni (timusni) B-krupnocelijski limfom (PMBL)

DLBCL koji se pojavljuje u medijastinumu, nastao iz timusnih B-limfocita predtsvlja primarni
medijastinalni (timusni) B-krupnocelijski limfom (PMBL). PMBL ¢ini oko 2-4% svih NHL i
uglavnom se javlja kod mladih Zena, srednje starosti oko 35 godina (90-93) (Slike 4.)

Slika 4. Primarni medijatinalni B-krupnocdelijski limfom (RTG snimak)

1.2.2.8.1. Klinicka slika

PMBL nastaje u timusu i bolesnici se javljaju zbog tegoba koje stvara tumor u prednjem, gornjem
medijastinumu. Tumor je ¢esto veéi od 10cm i invadira okolne strukture: pluéa, pleuru i perikard.
Ponekad se javlja Sirenje i u supraklavikularne i vratne limfne ¢vorove. Odustvo uvecanja ostalih
limfnih ¢vorova i odsutvo infiltracije kosne srzi su dve stavke koje razlikuju PMBL od DLBCL-
NOS (90,91).

Simptomi su vezani za pritisak tumorske mase u prednjem medijstinumu i bolesnici se ¢esto

javljaju sa sindromom gornje Suplje vene. Tokom progresije moze se javiti diseminacija u druga
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ekstranodalna mesta kao Sto su bubreg, nadbubrezna zlezda, jetra i CNS, dok je diseminacija u

kosnu srz veoma retka (35).

1.2.2.8.2. Morfologija

PMBL pokazuje razli¢ite morfoloske varijante. Cesto je udruZen sa alveolarnom fibrozom.
Tumorske ¢elije su srednje do velikih, sa obilnom, bledom citoplazmom i pravilnim ovalniom ili
okruglim jedrom. U odredenim sluc¢ajevima ¢elije imaju pleomorfno i multilobulirano jedro koje
veoma lice na Reed-Sternbergove ¢elije, te je u takvim sluc¢ajevima otezana diferencijalna
dijagnoza prema Hodgkinovom limfomu (94,95). Povremeno su to ,,limfomi sive zone*, koji

kombinuju odlike PMBL i klasi¢cnog HL (94).

1.2.2.8.3. Imunofenotip

PMBL ispoljava klasi¢ne B-limfocitne antigene CD12, CD20, CD22 i CD79a, ali ne i
imunoglobulin. CD30 je prisutan u vise od 30% slucajeva, ali obi¢no slabo i heterogeno u odnosu
na ispoljavanje kod Hodgkinovog limfoma (96,97). CD15 je retko eksprimiran (98). Tumoreske
¢elije su pozitivne na MUM-1 u 75% i na CD23 u 70% slucajeva, dok BCL-2 i BCL-6 imaju
veoma varijabilnu ekspresiju. CD10 je rede prisutan (8-32%). Tumorske ¢elije su takode
pozitivne na MAL antigen, CD54, CD95 koeksprimiraju TRAF1 i nuklearni REL (35).

Varijabilna ekpresija klase I i Il HLA nadena je u vecini slucajeva (98).

1.2.2.8.4. Genetika

Geni za imunoglobuline su klonalno preuredeni sa velikim brojem somatskih hipermutacija (35).
Od citogenetskih abnodmralnosti viSak na 9p24 se javlja do 75% slucajeva i 2p15 u oko 50%, ali
i na hromozomima Xp11.4-21 1 Xq24-26. Geni koji su zahvaceni ovim promenama su REL i
BCL11A, alii JAK2, PDL1 i PDL2. Iako PMBL ima originalan genski potpis ¢esto deli odredene
genske karakteristike sa klasiénim HL. PMBL ima konstitutivno aktiviran NF-kB 1 JAK2-STAT
signalni put koji inaktivira mutaciju za SOCS]1. Preuredenja BCL2, BCL6 i MYC gena su veoma

retka ili odsutna dok se inaktivacije p16 i TP53 gena povremeno pronalaze (35).
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1.2.2.9. Intravaskularni B-krupnocelijski limfom (Intravascular large B-cell Lymphoma,

IVLBCL)

Intravaskularni B-krupnocelijski limfom (IVLBCL) je redak podtip ekstranodalnog
krupnocelijskog limfoma za kojeg je karakteristian rast unutar zidova krvnih sudova, uglavnom
kapilara. Medijana javljanja ovog limfoma je 67 godina sa priblizno jednakom incidencom medu

polovima.

1.2.2.9.1. Klini¢ka slika

IVLBCL je obi¢no diseminovan po razli¢itim ekstranodalnim mestima, ukljucujuéi i kosnu srz i
prakticno moze zahvatiti bilo koji organ, dok su limfni ¢vorovi najcesce postedeni (35). U odnosu
na geografsku pojavu razlikuje se podtip koji se javlja u zapadnim zemljama 1 podtip koji se
javlja najéesce u Aziji. IVLBCL koji se javlja u zapadnom svetu karakteriSu simptomi organa
koji je primarno zahvacen, uglavnom su to CNS 1/ili koza. Kod azijskog podtipa bolesnici se
prezentuju sa insuficijencijom velikog broja organa, hepatosplenomegalijom, pancitopenijom i
hematofagocitnim sindromom. B simptomi su veoma ¢esto prisutni (55-76%). Slucajevi
IVLBCL sa izolovano koZznom prezentacijom zabelezeni su i obi¢no se javljaju kod Zena u
zapadnim zemljama i imaju bolju prognozu (35, 99). Konvencionalne procedure odredivanja
stadijuma bolesti Cesto imaju lazno negativne rezultate zbog otezanog detektovanja tumorskih

masa (35).

1.2.2.9.2. Morfologija

Limfomske ¢elije obi¢no zahvataju luminu malih i srednjih krvnih sudova razli¢itih organa.
Fibrinski trombi, hemoragija i nekroza se mogu videti. Tumorske ¢elije su velike sa izrazenim
jedrom i velikim brojem mitoza. Retki slu¢ajevi se vidaju sa manjim ¢elijama anaplasti¢nog
izgleda. Mogu se videti 1 pojedinacne ekstravaskularne ¢elije. U jetri, slezini i kosnoj srzi se vida

sinusoidalan raspored, a maligne ¢elije se mogu detektovati i u perifernoj cirkulaciji (35, 100).
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1.2.2.9.3. Imunofenotip

Tumorske Celije eksprimiraju B-Celijske antigene, CDS5 je ekprimiran u 38%, dok je CD10 u 13%
slucajeva. Gotovo svi CD10- sluc¢ajevi su MUM-1+. Intravaskularni rast je najverovatnije
posledica defekta u receptorima za adheziju, kao §to je nedostatak CD29 (B1-integrina) i CD54
(ICAM-1) (35,101).

1.2.2.9.4. Genetika

Postoji preuredenje gena za imunoglobuline. Otkriven je odreden broj somatskih mutacija, ali na

veoma malom broju slucajeva (35).

1.2.2.10. ALK-pozitivan B-krupnocelijski limfom (ALK+LBCL)

ALK-pozitivan B-krupnoéelijski limfom (ALK+LBCL) je redak podtip DLBCL kojeg
sacinjavaju ALK+ monomorfni imunoblasti, ponekad sa plazmablasnom diferencijacijom. Do
sada je zabelezeno samo 40 slucajeva ovog limfoma. Tri puta je ¢es¢i kod musakaraca, zahvata

sve starosne grupe, medijana starosti je 36 godina (9-77) (35, 102).

1.2.2.10.1. Klini¢ka slika

ALK+LBCL je naj¢es¢e nodalnog tipa i obi¢no zahvata medijastinum. ZabaleZena je i pojava
ekstranodalno sa zahvatanjem nazofarinksa, jezika, zeluca i mekih tkiva. Najve¢i broj bolesnika

jeu I ili IV stadijumu (35).

1.2.2.10.2. Morfologija

ALK+LBCL pokazuje sinusoidalan rast monomorfnih ¢elija slicnih imunoblastima sa okruglim
bledim jedrom, centralno posdtavljenim jedarcetom i obilnom citoplazmom. Mogu se videti i

oblici sa multilobuliranim jedrom, a pojedini slucajevi pokazuju plazmablasti¢nu diferencijaciju

(39).
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1.2.2.10.3. Imunofenotip

ALK+LBCL je definisan snaznom ekspresijom ALK proteina. Takode ovaj podtip snazno
eksprimira EMA i markere plazmocita CD138 i VS38, a negativan je na CD3, CD20 i CD79a.
CD45 je negativan ili veoma slabo pozitivan. CD30 je negativan. Vec¢ina eksprimira
citoplazmatski Ig (najcesce IgA). Kao $to je opisano u pojedinacnim plazmocitnim tumorima
pojedinacni slucajevi su pozitivni na citokeratin, Sto zajedno sa EMA ekspresijom moze dovesti
do pogresne dijagnoze karcinoma (35,103). ALK+LBCL moze biti povremeno pozitivan i na
CD4, CD7, CD57, MUM-1, CD43 i perforin (103). U diferenijalnoj dijagnozi treba razlikovati
ALK+ ALCL, druge B-¢elijske limfome sa sinusoidalnim rastom, kao i ALK- plazmablasne

limfome koji se naj¢esc¢e javljaju kod HIV+ bolesnika u ustima (104).

1.2.2.10.4. Genetika

Geni za imunoglobuline su preuredeni. Tumor moZze da eksprimira ALK u punoj duzini, medutim
najcesca je ekspresija fuzionog proteina, koja nastaje kao rezultat alteracije hromozoma 2. Za
razliku od ALK+ALCL gde je najces¢a translokacija t(2;5)(p23;35), kod ALK+LBCLnajces¢a je
translokacija t(2;17)(p23;q23) odgovorna za ekspresiju Clathrin-ALK fuzionog proteina (35).

1.2.2.11. Plazmablasni limfom (PBL)

Plazmablasni limfom (PBL) je proliferacija velikih ¢elija koje li¢e na imunoblaste, ali
imunohistohemijski eksprimiraju markere svojstvene plazmocita. Kada je otkriven smatralo se da
se uvek nalazi u usnoj duplji, medutim kasnije je pokazano da se moZe na¢i na bilo kom
ekstranodalnom mestu. PBL je redak limfom, najces¢i je u HIV+ osoba, sa predominacijom
muskaraca. Takode moze biti udruzen sa bilo kojim stanjem imunodeficijencije, ukljucujuéi i
slabljenje imunog sistema usled starenja. Medijana javljanja je oko 50 godina, ali su zabeleZeni i

retki slucajevi kod dece (35).
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1.2.2.11.1. Klini¢ka slika

PBL se obi¢no pojavljuje kao tumorska masa u usnoj duplji, ali se javlja i u drugim organima, pre
svih sinusima, orbiti, kozi, kostima, mekim tkivima i gastrointestinalnom traktu. Zahvatanje
limfnih ¢vorova je retko, nesto ¢es¢e kod HIV negativnih slucajeva (35,104). Vecina bolesnika je
u Il ili I'V stadijumu i sa srednjim ili visokim IPI skorom (104-106). U odredenom broju
slu¢ajeva bolesnici sa plazmocitnim tumorima, pre svih multiplim mijelomom, mogu doziveti
transformaciju bolesti i tada treba razlikovati ovu vrstu plazmablasne transformacije od de novo

PBL (35).

1.2.2.11.3. Morfologija

Celije PBL pokazuju morfoloski spektar od onih koje najvise podse¢aju na imunoblaste do onih
koje imaju diferencijaciju plazma ¢elija, kada je tesko razlikovati ovaj podtip od multiplog
mijeloma. Obi¢no je prisutan velik broj mitoza. Slu¢ajevi sa gotovo potpuno uniformnom
plazmablasnom diferencijacijom javljaju se obicno u HIV+ bolesnika u oralnoj i nazalnoj regiji.
Sa druge strane, slucajevi sa plazmocitnom diferencijacijom imaju tendenciju nastanka vise na
drugim ekstranodalnim mestima (104,105). Prisutvo viokog proliferativnog indeksa,
ekstranodalna lokalizacija, imunodeficijencija i prisustvo EBV na in situ hibridizaciji, govore u

prilog PBL u odnosu na anaplasticni ili plazmablasni multipli mijelom (35).

1.2.2.11.4. Imunofenotip

Neoplasti¢ne celije eksprimiraju plazmocitne markere CD138, CD38, Vs38c, i MUM-1 i
negativne su ili veoma slabo pozitivne na CD45, CD20, PAXS. CD79a je pozitivan u 50-85%
sluc¢ajeva. Citoplazmastki imunoglobulini su ekspirimirani u 50-70% slucajeva, najcesce IgG i
kappa ili lambda laki lanac. CD56 je obi¢no negativan u oralnom podtipu, ali moZze biti
eksprimiran u plazmocitnom podtipu, kada treba posumnjati na multupli mijelom. EMA i CD30
su Cesto eksprimirani. Ki67 indeks je nace$¢e preko 90%. EBV EBER na in situ hibridizaciji
pozitivan je u 60-75% slucajeva, ali je LMP-1 veoma retko ekprimiran. EBV je pozitivan u

gotovo 100% slucajeva PBL kod HIV+, dok je HHV8 uvek odsutan (35, 104-106).
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1.2.2.11.5. Genetika

Klonalno preuredenje imunoglobulina se detektuje, ¢ak i kad Ig nije eksprimiran

imunohistohemijski (35).

1.2.2.12. B-krupnoc¢elijski limfom nastao iz HH8-vezane Castlemanove bolesti (Large B-cell

lymphoma arising in HH8-associated Castleman disease, LBL. HH8-MCD)

B-krupnocelijski limfom nastao iz HH8-vezane Castlemanove bolesti (LBL HH8-MCD) je
proliferacija sac¢injena od HH8 virusom inficiranih limfoidnih ¢elija, koje podsec¢aju na
plazmablaste, eksprimiraju IgM 1 nastaju iz multicentricne Castlemanove bolesti, obi¢no kod
HIV+ bolesnika. Obi¢no se javlja u endemskim podru¢jima HH8 virusa, Africi i Mediteranu.
Karateristicno zahvata limfne ¢vorove i slezinu, ali se $iri i na druge organe krvotokom. U
klini¢koj slici dominira uveéanje limfnih ¢vorova i slezine, a ¢esto je udruZen i sa Kaposi

sarkomom (35).

1.2.2.12.1. Morfologija i imunofenotip

Morfoloski u limfnim ¢vorovima postoje konfluenti slojevi HH8 latentnog nuklearnog antigena
(LAMA-1) pozitivnih ¢elija koje narusavaju arhitektoniku limfnog ¢vora i /ili slezine.
Imunohistohemijski snazna je ekspresija nuklearnog LAMA-1 proteina, virusnog interleukina-6,
kao i ekspresiju cIgM sa restrikcijom lambda lakih lanaca. Celije cu CD20 + ili -, CD79a-,
CD138-, CD38-/+, CD27- 1 EBV EBER negativne (35,107).

1.2.2.12.2. Genetika

Aktivacija signalnog puta interleukin-6 receptora verovatno ima ulogu u razvoju LBL HH8-MCD

(39).
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1.2.2.13. Primarni efuzioni limfom (Primary effusion lympoma, PEL)

Primarni efuzioni limfom (PEL) je neoplazma B-limfoidnih ¢elija koja se karakteriSe izlivima u
seroznim Supljinama bez detektabilnih tumorskih masa. Uvek je udruzen sa HHVS infekcijom i
nastaje u stanjima imunodeficijencije. Neki bolesnici sa PEL sekundarno razviju solidne tumore
pleure. Retko se PEL pojavljuje kao solitarna tumorska masa i tada se naziva ekstrakavitarni

PEL. Ve¢inom nastaje u mladih musSkaraca zarazenih HIV-om, ali su zabelezeni i slu¢ajevi PEL
kod bolesnika sa transplantiranim organima. Ponekad oboljenje nastaje i bez imunedeficijencije,

najcesce kod strarijih u endenskim podrucjima za HHVS (35, 108, 109).

1.2.2.13.1. Etiologija

Neoplasti¢ne ¢elije su pozitivne na HHVS, ve¢inom i na EBV, koji verovatno nema ulogu u
patogenezi. HHVS8 ucestvuje u genskim poremecajima u ¢eliji i dovodi do povecanja

proliferativnog i antiapopotskog potencijala ¢elija (35).

1.2.2.13.2. Klini¢ka slika

PEL se najcesce javlja u pleuralnoj, peritonealnoj i perikardnoj Supljini. Povremeno se i javljaju
ekstrakavitarni tumori u plu¢ima, gastrointestinalnom traktu i CNS-u, ili u limfnim ¢vorovima
(35). Bolesnici se obi¢no javljaju sa izlivima bez limfadenomegalije ili organomegalije. Cesto je

PEL udruzen sa Kaposi sarkomom 1/ili Castlemanovom boles¢u.

1.2.2.13.3. Morfologija i imunofenotip

Celije pokazuju razliit izgled od velikih imunoblasnih, odnosno plazmablasnih ¢elija do potpuno
anaplasti¢nih celija. Povremeno mogu li¢iti i na Reed-Sternbergove ¢elije. Obi¢no eksprimiraju
CD45, ali ne 1 B-¢elijske markere i BCL-6 je obi¢no negativan. Plazmocitni markeri CD138,
CD38, Vs38c, kao i HLA-DR, CD30 i EMA neretko su prisutni. Povremeno se aberantno
pojavljuju markeri T-loze. Jedra neoplasti¢nih ¢elija su pozitivna na HHV8 LAMA-1 protein.

Iako je EBV EBER in situ hibridizacijom pozitivan, LMP-1 se obi¢no ne ekspirimira (35).
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Zabalezeni su i slucajevi T-¢elijskog PEL (110, 111).

1.2.2.14. B-¢elijski limfom koji deli karakteristike difuznog B-krupnocelijskog limfoma i

Burkitt limfoma

B-¢elijski limfom koji deli karakteristike difuznog B-krupnocelijskog limfoma i Burkitt limfoma
je neoplazma koja morfoloske i genetske karajteristike DLBCL i BL, ali zbog bioloskih 1
klinickih osobina ne moze se svrstani ni u jedan od ovih podtipova. Kod ovog limfoma ¢elije su
obi¢no manje nego kod klasicnog DLBCL, ali naj¢es¢e vece nego kod klasi¢nog BL. Najcesce je
agresivnog toka, sa visokim proliferativnim indeksom, kao i Semom rasta po tipu zvezdanog
neba, $to je karateristika BL. Treba napomenuti da dijagnoza ovog limfoma ne ukljucuje tipican
DLBCL sa MYC ekspresijom ili tipican BL koji je MY C negativan (35).

Javlja se u populaciji odraslih, u viSe od pola sluc¢ajeva ekstranodalno i za razliku od BL nema

tendenciju da se javi ileocekalno ili u vilici. Kosna srz moze biti zahvacena (35).

1.2.2.14.1. Morfologija i imunofenotip

Tipican izgled predstavljaju srednje do velike ¢elije koje su rasporedene u mrezi sitnih limfocita,
kao i slika zvezdanog neba, klasi¢nog za dijagnozu BL. Imunohistohemijski ispoljava B-markere.
Slucajevi koji morfoloski najvise odgovaraju BL mogu biti svrstani u ovu kategoriju ako snazno
ekprimiraju BCL-2. Ki67 je, takode veoma bitan marker u diferencijalnoj dijagnozi u odnosu na
BL, ali je takode veoma inkozistentan i varira izmedu 50 i 100%. Tumori koji ekspirimiraju
MYC i BCL 2 su najverovantije ,,double hit* limfomi, a ukoliko uz ova dva markera eksprimiraju

TdT, najverovatnije se radi o limfoblasnom limfomu (35,112).

1.2.2.14.2. Genetika

Oko 35-50% slucajeva ima 8q24/MYC translokaciju (112), ali kod BL MYC je obi¢no

translociran na neki od imunoglobulinskih gena (IG-MYC) dok kod ovog kompozitnog limfoma

najcesce to nije slucaj. BCL2 translokacija se vida u oko 15% slucajeva, ponekad zajedno sa
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MYC translokacijom. Rede BCL6 translokacija je udrzena sa MYC ili BCL2 translokacijom.
Incidenca ovih ,,double* ili , triple-hit“ raste sa staros¢u bolesnika.
Kod limfoma kod kojih je identifikovan non IG-MYC translokacija uocene su multiple promene

u kariotipu, §to nije sluc¢aj kod BL (113).

1.2.2.15. B-¢elijski limfom koji deli karakteristike difuznog B-krupnocelijskog limfoma i

Hodgkinovog limfoma

B-¢elijski limfom koji deli karakteristike difuznog B-krupnocelijskog limfoma i Hodgkinovog
limfoma je specifi¢na grupa limfoma koja se najces¢e pojavljuje u medijastinumu. Obic¢no se
javlja u mladih muskaraca izmedu 20-40 godina u zapadnim zemljama, kod belaca (35).

Etiologija je nepoznata, EBV sekvence se nalaze u oko 20% slucajeva.

1.2.2.15.1. Klinicka slika

Najcesce se bolesnici vidaju sa velikom tumorskom masom u prednjem medijastinumu, sa ili bez
zahvatanja supraklavikularnih limfnih ¢vorova. Ostali periferni limfni ¢vorovi su rede zahvaceni.
Per continuitatem se mogu Siriti na plu¢a, a mogu biti zahvaceni i jetra, slezina i kosna srz. Za
razliku od PMBL ne-limfoidni organi su veoma retko zahvaceni. Velika tumorska masa u
medijastinumu neretko izaziva sindrom gornje Suplje vene ili respiratorni distres. Ono $to je
karateristika ove vrste ,,limfoma sive zone* je da se tokom vremena menjaju patohistoloske
karakteristike, pa tako se javlja da je inicijalno dijagnostikovan HL, dok kasnije u toku

rebiopsijom se dobija da je u pitanje PMBL, ili obrnuto (35, 114).

1.2.2.15.2. Morfologija

Tipicna slika je pojava u slojevima infiltrata pleomorfnih tumorskih ¢elija i fibroznoj stromi.
Celije su veée i heterogenijeg izgleda u odnosu na klasi¢an PMBL. Pleomorfne éelije koje
podsecaju na lakunarne ¢elije i Hodgkinove ¢elije ¢ine najveci deo infiltrata. Karakteristika je 1
pojava razlicitih infiltatrata u razli¢itim delovima tumorskog tkiva. Pojava nekroze je Cesta, ali za

razliku od cHL nekroti¢ne zone ne sadrze neutrofilne granulocite.
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1.2.2.15.3. Imunofenotip

Neoplasti¢ne ¢elije obi¢no eksprimiraju CD45, B-¢elijski markeri su takode prisutni, ali aberanto
eksprimirani u zajednistvu sa ekspresijom HL markera CD30 i CD15. CD20 i CD79a su Cesto
pozitivni. Imunoglobulini obi¢no nisu eksprimirani. Transkripcioni faktori BOB.1, PAXS, OCT-2
su obic¢no prisutni, BCL6, je varijabilno eksprimiran, doj je CD10 obi¢no negativan, kao i ALK.
MAL marker, karakteristican za PMBL je ekspirimira kod medijastinalnih lokalizacija, kao i

REL/p65. P53 je pozitivan u najvec¢em broju ispitanih sluc¢ajeva (35,115, 116).

1.2.2.16. Entiteti koji nisu obuhvaceni WHO Kklasifikacijom iz 2008. godine

1.2.2.16.1. ,,Double hit lymphomas“ (DHL)

,Double hit lymphomas* (DHL) su limfomi sa multiplim genskim poremecajima od kojih je
uvek jedan u zoni MYC gena, dok je drugi najées¢e BCL2, nesto rede BCL6, a jos rede CCNDI i
drugi geni. U sustini ,,double hit* je neprecizan termin jer uz promene u MYC genu ¢esto budu
udruzene jos§ dve ili tri genetske abnormalnosti kada se radi o ,.triple hit*“ ili ,,qudriaple hit*
limfomima. Aukema i sar. (117) su analizirali baze podataka u kojima su ispivane genske
abnormalnosti kod razli¢itih podtipova limfoma. U toj analizi od 689 MY C+ limfoma 326 (47%)
su bili DHL, dok je od 804 DLBCL 17% bilo MYC+. Od pomenutih 804 bolesnika 109 je bilo
BCL2+/MYC+ ili BCL6/MYC+ (14%). Najve¢i broj DHL su BCL2+/MY C+ (62%), sa BCL6 su
redi oko 8%, odnosno redi su i od ,,triple hit* limfoma BCL2+/BCL6+/MY C+ koji ¢ine oko 16%.
Iako ova grupa nije uvrStena u WHO 2008 klsaifikaciju, najve¢i broj DHL pripada podgrupi B-
¢elijskih limfoma koji dele karakteristike difuznog B-krupnocelijskog limfoma i Burkitt limfoma.
Najveci broj DHL, imunohistohemijskom analizom, je GCB fenotipa gde je CD10+ u 88%
slucajeva, BCL6 75%, dok je MUM-1 pozitivan u oko 17% slucajeva. BCL2 protein je
eksprimiran u 95% slucajeva dok je Ki67 od 50% do 100%, sa medijanom oko 90%.

Obi¢no DHL nastaju de novo, i minimalan broj nastaje transformacijom iz limfoma niZeg stepena
malignosti. Najveci broj bolesnika je u uznapredovalom sstadijumu bolesti, sa povisSenom laktat

dehidrogenazom (LDH). Ekstranodalna zahvacenost je ¢esta sa pojavom limfoma u kosnoj srzi i
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CNS-u. Cesto se vidaju pleuralni izlivi. Kao rezultat svega navedenog bolesniki su najéeiée u

visokom riziku prema IPI skoru (117).

1.2.2.16.2. Difuzni B-krupnoéelijski limfom nastao transformacijom iz limfoma niZeg

stepena malignosti

DLBCL neretko nastaje transformacijom iz limfoma niskog stepena malignosti, naj¢esce iz
folikularnog limfoma, hroni¢ne limfocitne leukemije (HLL), limfoma marginalne zone, a moze
nastati i transformacijom nodularnog Hodgkinovog limfoma sa limfocitnom predominacijom
(118-121).

Transformacija FL se javlja u 20-30% slucajeva tokom 10 godina pracenja. Podaci sa obdukcija
bolesnika umrlih od limfoma pokazuju i do 70% histoloskih transformacija u agresivne limfome
(122). Dijagnoza sa postavlja rebiopsijom ili ukoliko je biopsija teSko moguca klinickim i
laboratorijskim parametrima: skokom LDH minimum dva puta iznad normalnih vrednosti, brzim
rastom tumorskih masa u odredenim podruc¢jima, novonastalim zahvatanjem ekstranodalnog
mesta, pojavom B simtoma koji se do tada nisu javljali i/ili ravojem hiperkalcemije. Indirektno
dijagnoza transformacije se moze postaviti i PET/CT snimanjem. U retrospektivnoj analizi serije
od 28 bolesnika sa klinickom sumnjom na transformacijom, kod bolesnika sa standard uptake
value (SUV) na PET/CT visom od 14 specificnost i senzitivnost dijagnoze transformacije bile su
93.9%, odnosno 95.3%, nakon potvrde biopsijom (123). Faktori rizika za transformaciju FL u
DLBCL su visok Ann Arbor stadijum, zahvatanje ekstranodalnog mesta koje nije kosna srz,
gradus 3 bolesti, visi Follicular Lymphoma International Prognostic Index (FLIPI), leCenje bez
antraciklina 1 nepostizanje kompletne remisije indukcionom terapijom (120).

Richterov sindrom (RS) predstavlja transformaciju HLL u DLBCL. Javlja se u oko 10%
slucajeva tokom desetogodisnjeg toka HLL i moza biti klonalno vezana za prethodnu HLL 1
klonalno drugacija od prethodnog HLL. Faktori rizika za nastanak RS su ekspresija CD38
proteina, odsustvo del13q14, veli¢ina limfnih ¢vorova vise od 3cm i najvise pojava TP53
mutacije, odnosno 17p13 delecije kod malignog klona. Rana dijagnoza RS bitna je za

odredivanje terapije i prognozu bolesti (121).
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1.2.3. Prognoza toka i ishoda DLBCL

Cinioci koji uti¢u na prognozu toka i ishoda le¢enja DLBCL mogu se podeliti u tri grupe: &inioci
same bolesti, odnosno limfomskog klona, bioloSkog potencijala bolesnika, te ¢iniocima terapije o

kojima ¢e biti reci u posebnom poglavlju.

1.2.3.1. Prognoza u zavisnosti od osobina limfomskog klona

Veliki broj razlicitih parametara vezanih sa osobine samog limfoma utice na ishod lec¢enja. Pre
svih tu su klini¢ki i laboratorijski parametri, najée$¢e objedinjeni u prognozne skorove, zatim
razli¢iti molekulski markeri koji se eksprimiraju na ¢elijama limfomskog klona, genski parametri,

kao 1 posebni prognozni parametri vezani za podtip DLBCL.

1.2.3.1.1. Prognostic¢ki indeksi

Jedan od najznacajnih prognoznih parametara je veli¢ina tumorske mase i njena distribucija.
Standardni na¢in merenja raSirenosti bolesti je odredivanje stadijuma bolesti prema Ann Arbor
klasifikaciji (tabela 4.)(23). Odmakli stadijumi bolesti su znak lose prognoze jer ukazuju na to da
je dijagnoza bolesti postavljena kasno i na to da ¢e primenjena terapija imati losiji efekat nego
kod bolesnika sa manjom limfomskom masom. Pored veli¢ine tumorske mase prognozni znacaj
ima 1 njena distribucija u organizmu bolesnika.
Primarno lokalizovani limfomi u ekstralimfati¢nim organima i tkivima imaju, po pravilu, losiju
prognozu od nodalnih DLBCL I i II stadijuma, naro€ito ako je lokalna tumorska masa velika.
Velika lokalizovana tumorska masa (bulky disease) je znak loSe prognoze u ranim i kasnim
stadijumima bolesti. Serumski nivo beta-2 mikroglobilina i laktat dehidrogenaze (LDH), pored
stadijuma bolesti, dobro korelira sa veli¢inom tumorske mase u organizmu bolesnika sa DLBCL
(12).

Internacionalni prognosti¢ki indeks (IPI) konstruisan 1993. godine (124) za bolesnike
lecene hemioterapijom, obuhvatio je prognosticke ¢inioce vezane za bioloski potencijal bolesnika
(starost 1 performance status) i veli¢inu limfomske mase u organizmu bolesnika (stadijum bolesti,

zahvacenost ekstralimfati¢nih organa, nivo serumske LDH). IPI skor izdvaja Cetiri prognozne

40



grupe bolesnika sa dobrom, intermedijernom i loSom prognozom (tabela 5.) sa statisticki

zna¢ajnim razlikama u duzini prezivljavanja bolesnika i duzini prezivljavanja bez bolesti.

Broj
Grupa rizika faktora % bolesnika 5 godina bez  preZivljavanje
rizika relapsa > 5 godina
0 0
Nizak 0,1 35 70% 73%
Nizak-intermedijerni 2 27 50% 51%
Visok-intermedijerni 3 22 49% 43%
Visok 4,5 16 40% 26%
Faktori rizika:
starost bolesnika > 60 godina, ECOG performance status =>2, stadijum Il i [V,
zahvacenost => 2 ekstralimfati¢na organa ili tkiva, povisen nivo serumske LDH

Tabela 5.: IPI u prognozi DLBCL (124)

Konstruisan na grupi bolesnika leCenim u to doba standardnom hemioterapijom IPI skor
se nije pokazao dovoljno taénim za bolesnike leCene intenzivnom hemioterapijom i
transplantacijom hematopoeznih mati¢nih ¢elija pa je u€injena njegova revizija i prilagodavanje
starosti bolesnika podelom na bolesnike starije i mlade od 60 godina: age-adjusted IPI (aalPI)
(125) (tabela 6.). Sledecu reviziju IPI skor je doziveo posle uvodenja rituksimaba u standardnu
terapiju DLBCL. Sahn i sar (126) su na grupi od 325 bolesnika sa DLBCL lecenih kombinacijom
rituksimab + CHOP konstruisali revidirani IPI (R-IPI). R-IPT odvaja tri prognosticke grupe
bolesnika sa znacajnim razlikama u duZzini prezivljavanja bolesnika i prezivljavanja bez bolesti

(tabela 7.).

41



Vreme bez relapsa  PreZivljavanje

Grupa rizika Faktori % CR
rizika  Bol. 2god. 5god. 2god.  5god.
Bolesnici mladi od 60 godina
Nizak 0 22 92% 88% 86% 90% 83%
Nizak/intermedijerni 1 32 78% 74% 66% 79% 69%
Visok/intermedijerni 2 32 57% 62% 53% 59% 46%
Visok 3 14  46% 61% 58% 37% 32%
Bolesnici stariji od 60 godina
Nizak 0 18 91% 75% 46% 80% 56%
Nizak/intermedijerni 1 31 71% 64% 45% 68% 44%
Visok/intermedijerni 2 35 56% 60% 41% 48% 37%
Visok 3 16 36% 47% 37% 31% 21%
Faktori rizika:
ECOG performance status =>2, stadijum 111 [V,
povisen nivo serumske LDH
Tabela 6.: IPI prilagoden starosti bolesnika (aalPI) u prognozi DLBCL (125)
Broj
Grupa rizika faktora % bolesnika 4 godina bez  preZivljavanje
rizika relapsa > 4 godine
Vrlo dobra 0 10 94% 94%
Dobra 1,2 45 80% 79%
Losa 34,5 45 53% 55%

Faktori rizika:
starost bolesnika > 60 godina, ECOG performance status =>2, stadijum Il i [V,
zahvacenost => 2 ekstralimfati¢na organa ili tkiva, povisen nivo serumske LDH

Tabela 7.: IPI prilagoden bolesnicima le¢enim R-CHOP reZimom (R-IPI) (126)
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Poslednja metaanaliza prospektivnih studija Zieperta i sar. (127) 1062 bolesnika sa
DLBCL tretiranih rituksimabom i hemioterapijom govori u prilog validnosti IPI skora i kod
bolesnika tretiranih imunohemioterapijom. Naime, rituksimab je popravio prezivljavanje u svim
IPI grupama, ali je IPI skor ostao validan alat kako za prognozu vremena do progresije bolesti,

tako 1 za prognozu ukupnog prezivljavanja.

1.2.3.1.2. Molekulski markeri u prognozi leCenja DLBCL

IPI skor se rutinski koristi u identifikovanju bolesnika sa loSom prognozom. Medutim, jo§ uvek
ne postoji nacin da se prospektivno identifikuju bolesnici sa niskim i nisko-srednjim IPI
indeksom koji imaju loSu prognozu odnosno koji ¢e imati refrakternu bolest ili ¢e relapsirati
nakon postizanja remisije. U tu svrhu je ispitiva molekulski potpis limfoma, odnosno velik broj
molekulskih markera koji manje ili viSe uticu na prognozu bolesti. Dosadasnja ispitivanja su
identifikovala, ve¢ spominjana dva molekularna podtipa DLBCL GCB-like i ABC-like podtip
(29,128). Osim ove podele velik broj drugih markera je ispitivan, medutim vecina njih pre ere
rituksimaba koji je danas apsolutni standard lecenja DLBCL (129). Da bi odreden marker bio
uvrSten kao parametar prognoze trebao bi da bude reproducibilan, ispitan u studijama sa
rituksimabom i da tehnologija kojom se otkriva bude uniformna, $to ukljucuje i njegove vrednosti
koje definiSu pozitivnost. Takode, marker bi trebao da bude nezavisan prognozni parametar u
odnosu na IPI skor i nezavisan u odnosu na druge prognozne markere. Najvec¢i broj dosadsnjih
studija ispitivao je gene/proteine ukljucene u apoptozu, Celijski ciklus, aktivaciju, B-Celijskog
receptora i ontogeniju i diferencijaciju B-¢elija (128). U tabelama 8. i1 9. prikazani su do sada
ispitivani markeri, sa njithovom ulogom i rezultatima studija u smislu njihove prediktivne i

prognozne vrednosti. Markeri koje ¢emo mi koristiti u radu bi¢e obradeni u posebnom poglavlju.
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Marker (literatura) Uloga Metoda “Cut-off” vrednost

Choi algoritam (130)  GCET1, MUMI, IHH Kombinacija
FOXPI1, CD10, BCL6 ekspresije antigena

Immuno-FISH (131) FOXPI1, MUMI, IHH, FISH Kombinacija
BCL6 ekspresije antigena

FOXPI1 (132) Transkripcioni faktor ~ THH 100% vs <100%

LMO2 (133) Nepoznata, vezan za IHH <30% vs >30%
GCB fenotip

BCL2 (132,134,135)  Antiapoptotski protein IHH <50% vs >50%

BCL6 (136) Transkripcioni faktor ~ IHH Bilo koja pozitivnost

Vs negativan

HIF-1a (137) Regulator ekpresije IHH Bilo koja nuklearne
gena kod celijske pozitivnost vs
hipoksije negativan

L-kynurenine (138) Enzim, HPLC Serumski nivo >1.5
imunomodulacija vs <1.5 um

Indoleamine-2,3- Enzim, IHC Difuzno poz. vs

dioxygenase (139) imunomodulacija fokalno poz. vs

negativan

Solubilni Fas (CD95)  Proapoptotski protein ~ ELISA >3 vs <3ng/ml

(140)

Skp2 (141) Regulacija ¢elijskog IHC >40% vs <40%
ciklusa

CD5 (142) Marker T-limfocita Proto¢na citometrija Pozitivan vs

Interleukin-18 (143)
VEGFR?2 (144)

P53 (145)

BAFF (146)
Preuredenje MYC

(147)
P21 (148)

Imunostimulatorni
citokin
Angiogeneza

Tumor supresor
B-¢elijski factor
aktivacije

Onkogen

Inhibitor ¢elijske
proliferacije

ELISA

[HC

[HC

ELISA

FISH

[HC

negativan
>500 vs <500pg/ml

>30% vs 5-30% vs
<5%
>50% vs <50%

Serumski nivo >1258
vs <1258 pg/ml

Prisutno vs odsutno

Pozitivan vs
negativan

Tabela 8. Molekulski markeri, njihova uloga, metoda odredivanja i ,,cut-off* vrednosti u razli¢itim studijama
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Marker Broj Rezultati (p-vrednost) Prognosticki Multivarijantna
(literatura) bolesnika uticaj analiza
Choi algoritam 63 3-god OS 87% vs 44% Prediktivan (OS  Prediktivan (OS
(130) (GCB vs ABC) p<0.001 i PFS) i PES)
Immuno-FISH 119 5-god OS 44% vs 78% Prediktivan (OS)  Prediktivan (OS)
indeks (131) p=0.01
FOXP1 (132) 117 2-god OS 96% vs 85% Nema Nema
p=NS
LMO2 (133) 80 4-god OS 82% vs 56% Povoljan (OS i Prediktivan (OS
P=0.03; 4-god PFS 72%  PES) i PES)
vs 47% p=0.01
BCL2 (132) 117 2-god OS 82% vs 97% Neopovoljan Prediktivan (OS
p=0.034; 2-god PFS 71% (OS i FES) i FES)
vs 97% p=0.001
BCL2 (134) 140 4-god OS 69% vs 75% Nema Nema
p=NS; 4-god PFS 73%
vs 75% p=NS
BCL2 (135) 155 2-god OS 67% vs 72% Nema Nema
p=NS; 2-god PFS 58%
vs 60% p=NS
BCL6 (136) 107 2-god OS 74% vs 76% Nema Nema
P=NS; 2-god FFS 64%
vs 75% p=NS
HIF-1a (137) 78 5-god OS 75% vs 54% Povoljan (OS i Prediktivan (OS
p=0.025; 5-god PFS 72% PFS) i PFS)
vs 43% p=0.019
L-kynurenine 73 3-god OS 58% vs 89% Nepovoljan (OS) Prediktivan (OS)
(138) p<0.005
Indoleamine- 119 3-god OS 50% vs 60% Nepovoljan (OS) Nije objavljeno
2,3dioxygenase vs 81% p=0.001
(139)
Solubilni Fas 75 3-god OS 55% vs 92% Nepovoljan (OS) Prediktivan (OS)
(CD95)(140) p<0.01
Skp2 (141) 246 3-god OS 50% vs 83% Nepovoljan (OS  Prediktivan (OS
p<0.001; 3-god PFS 45% 1 PFS) i PFS)
vs 70% p<0.001
CDS5 (142) 121 2-god OS 45% vs 91% Nepovoljan (OS  Prediktivan (OS
p=0.001; 2-god EFS 18% 1 PFS) i PFS)
vs 79% p<0.001
Interleukin-18 154 5-god PFS 52% vs 79%  Nepovoljan Prediktivan
(143) p<0.0001 (PES) (PES)
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VEGFR?2 (144) 162 2-god OS 76% vs 84% Nepovoljan (OS)  Prediktivan (OS)
vs 100% p=0.0028

P53 (145) 78 P=0.012 Nepovoljan (OS) Prediktivan (OS)
BAFF (146) 66 OS p=0.0003 PFS Nepovoljan (OS  Prediktivan (OS
0.0019 (PFS) i PES) i PES)
Preuredenje 135 5-god OS 33% vs 72% Nepovoljan (OS  Prediktivan (OS
MYC (147) p=0.016; 5-god PFS 31% i PFS) i PES)
vs 66% p=0.006
P21 (148) 102 5-god FFS 61% vs 38%  Povoljan (FFS) Prediktivan
p=0.05 (FFSi OS)

“Cut-off” vrednosti za markere u Choi algoritmu i Immuno-FISH indeksu dati u originalnoj
literature. ABC (Activated B cell-like, sli¢ne aktiviranim B-¢eijama); BAFF (B-cell activating
factor of the tumor necrosis factor family, B-Celijski aktivator porodice faktora nekroze tumora;
BCL2 B-cell lymphoma 2, B-¢elijski limfom 2; BCL6 B-cell lymphoma 6, B-¢elijski limfom 6;
ELISA enzyme-linked immunosorbent assay; za enzim vezan imunosorbent test; FFS failure free
survival, vreme do neuspeha terapije; FISH fluorescence in situ hibridisation, fluorescentna in
situ hibridizacija; FOXP1 forehead boxprotein 1, GCB germinal center B-cell-like, B-¢elije
sli¢éne onima u germinalnom centru; HIF-1a hypoxia-inducuble factor 1a-hipoksijom inducibilan
faktor 1a; HPLC high performace liquid chromatography, te¢na hromatografija visokih
performansi; IHH imunohistohemija; LMO2 LIM domain only 2; MUM-1 multiple myeloma
oncogene 1, multipli mijelom onkogen 1; NS not significant, nije znacajan; OS overall survival,
ukupno prezivljavanje; PFS progession free survival, vreme do progresije bolesti; Skp2 S-phase
kinase-associated protein 2, protein vezan za kinazu S-faze; VEGFR2 vascular endothelial
growth factor receptor2, receptor 2 vaskularnog endotelialnog faktora rasta.

Tabela 9. Uloga molekulskih markera u prognozi DLBCL (razlicite studije)

1.2.3.1.3 Prognoza u odnosu na profil ekspresije gena (GEP)

Studije profila genske ekpresije kod DLBCL, izdifirencirale su najmanje dva podtipa ove bolesti,
ABC i GCB, sa oko 15% bolesnika koji se ne mogu klasifikovati ni u jednu od ovih kategorija
(49,50). Ova molekularna razlika imala je i prognozni znacaj koji je narocito bio izrazen pre ere
rituksimaba (49). Rituksimab je poboljsao ishod bolesti u obe kategorije, ali je i dalje trogodi$nje
vreme do progresije bolesti duze kod GCB podtipa 75% u odsnosu na ABC podtip 40%
(p<0.001) (149).
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1.2.3.1.4. Prognoza u odnosu na podtip DLBCL

THRLBCL smatra se agresivnim podtipom DLBCL. Slucajevi sa predominacijom histiocita
predstavljaju grupu sa veoma agresivnim ponasanjem i los§ijim odgovorom na standardnu terapiju
(58).

CNS DLBCL je do otkri¢a terapije visokim dozama metotreksata imao izuzetno loSu prognozu.
Obicno relapsira u CNS, ali se sporadi¢no dogadaju i sistemski relapsi, Cesto u testis ili dojku
(150).

PetogodiS$nje prezivljavanje kod PCLBCL je oko 50% (151). Prisisutvo viSe koznih lezija je
faktor loSe prognoze. Inaktivacija CDKN2A je lo§ prognozni parametar (152).

Klini¢ki tok EBV+ DLBCL je agresivan sa medijanom prezivljavanja oko dve godine. Ni IPI
skor, niti GEP podtip nemaju uticaja na prognozu. Jedina dva prognozna parametra koja Cine
mini skor su starost >70 godina i prisustvo B simptoma. Bolesnici koji imaju skor 0,1 ili 2 imaju
medijanu prezivljavanja od 56, 25, odnosno 9 meseci (70).

DLBCL-ACI takode ima agresivno ponasanje i prezivljavanje krace od DLBCL-NOS. Pet godina
prezivi 25-30% bolesnika. Kod bolesnika kod koji se postigne kompletna remisija prezivljavanje
je oko 50%. Kompletna resekcija tumora, takodje poboljSava stopu izleCenja. Lo§ performans
status, visok LDH, visoka urea i uzapredovao stadijum bolesti su loSi prognozni faktori
(78,153,154).

Jedan broj bolesnika sa LYG dozivi spontanu remisiju bez terapije. Medutim, najveéi broj
bolesnika ima agresivan tok bolesti sa medijanom prezivljavanja ispod dve godine (83). Noviji
podaci pokazuju da je prezivljavanje poboljasno dodavanjem rituksimaba u terapiju kod gradusa
3 oboljenja, dok bolesnici sa gradusom 1 1 2 LYG imaju dugotrajno prezivljavanje nakon lecenja
Interferonom-a 2b (86). LYG mozZe da se transformise u EBV+ DLBCL (86).

PMBL obi¢no ima dobru prognozu nakon primene intezive hemioterapije, sa ili bez ozracivanja.
Sirenje na okolne strukture medijastinuma, pleuralni i/ili perikardni izliv kao i lo§ performans
status su povazani sa losijim prezivljavanjem (90-92). Prema poslednjim radovima prezivljavanje
kod PMBL je minimum isto kao kod DLBCL NOS, a prema nekim studijama je i za nisajnsu
bolje sa platoom na krivama prezivljavanja nakon dve godine. Prema Rosewaldu i sar. PMBL

ima bolje prezivljavanje u odnosu na subgrupe GCB i ABC DLBCL-NOS (90-93,155).
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IVLBCL je agresivno oboljenje koje loSe odgovara na hemioterapiju. LoSa prognoza je delom i
zbog toga Sto se kasno dijagnostikuje. Bolju prognozu imaju sluc¢ajevi ograni¢eni na kozu (35,
99).

Medijana prezivljavanja kod ALK+ DLBCL je 11 meseci. Dugotrajno prezivljavanje se postize
kod dece. Ovi tumori su obi¢no CD20-, pa se ne lece rituksimabom (35,102).

Klini¢ki tok plazmablasnog limfoma je veoma agresivan i vecina bolesnika umire tokom prve
godine nakon dijagnoze (104-106). Prezivljavanje je bolje, boljom kontrolom HIV infekcije (35).
Slicno PBL i LBL HH8-MCD i PEL imaju medijanu prezivljavanja od nekoliko meseci (35).
Limfomi izmedu DLBCL i Burkitt limfoma su najces¢e ,,double hit* limfomi i kako je ve¢
navedeno imaju loSiju prognozu od DLBCL-NOS. Sli¢no tome i limfomi sive zone izmedu
PMBL i HL imaju loSiju prognozu od svakog pojedinacnog podtipa verovatno zbog suboptimalne

terapije koju ovi bolesnici dobijaju (35).

1.2.3.2. Prognoza u odnosu bioloski potencijal bolesnika

1.2.3.2.1. Starost bolesnika i performans status

Odavno je poznatu da su odmakla Zivotna dob i lo§ performans status povezani sa loSijom
prognozom ishoda le¢enja DLBCL. Osim kao direktni ¢inioci loSije prognoze diriguju i izbor
manje intezivne terapije koja, sama po sebi doprinosi loSoj prognozi (12). Oba ¢inioca ukljucena
su u IPI skor (124). Najnovije studije takode potvrduju razultate objavljene pre 20 i viSe godine,
vezane za ova dva prognozna faktora. U studiji van de Schansa i sar. (156) analizirano je le¢enje
419 bolesnika sa DLBCL starijih od 75 godina. Samo 46% je primilo optimalnu CHOP-like
hemioterapiju dok su ostali dobili manje agresivne terapije. U 67% slucajeva na terapiju se

razvila znacajna toksi¢nost gradusa 3 i 4. Sve je ovo uticalo na niZze ukupno prezivljavanje.

1.2.3.2.2. Pol bolesnika

Ranijih godina, kada rituksimab nije bio standard u leCenju DLBCL pol bolesnika nije uticao na

ishod lecenja. Poslednjih godina pokazano je da pol bolesnika ipak ima uticaj. Muller i sar. (157)

pokazali su su da bolesnice zenskog pola imaju veéi benefit dodavanja rituksimaba CHOP
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hemioterapiji. Ispitivana je farmakokinetika rituksimaba i pokazano je da musSkarci brze
metaboliSu rituksimab i1 da ga imaju u manjoj koncentraciji u serumu. Ovo je narocito izraZzeno

kod muskaraca sa ve¢im indeksom telesne mase.

1.2.3.2.3. Prisustvo komorbiditeta

Prisustvo razli¢itih udruzenih bolesti kod bolesnika uti¢u na ishod lecenja DLBCL. Sli¢no kao 1
starost 1 performans status komorbiditeti uticu kako direktno na prezivljavanje, tako i indirektno
izborom manje agresivne terapije. Liang-lin i sar. (158) su analizirali 333 bolesnika sa DLBCL
starijih od 60 godina, da bi pokazali da li starost ili komorbiditeti viSe uticu na ishod lecenja. U
ovoj studiji bolesnici su dobijali razli¢ite kombinacije hemioterapije sa ili bez rituksimaba i sa ili
bez antraciklina (COP/R-COP;CHOP/R-CHOP). Medijana ispitanika bila je 73 godine. U
univarijantnoj analizi bolesnici sa <70 godina, boljim performans statusom, nizim, u stadijumima
I/I1, sa normalnim LDH i f2-mikroglobulinom ¢es¢e su bili tretirani antraciklinskom terapijom.
Od 308 bolesnika koji su dobijali hemioterapiju 62.7% dobilo je planiran broj ciklusa. Bolje
prezivljavanje imala je grupa koja je dobila antracikline u terapiji, ali je ta grupa u startu bila
prognosti¢i povoljnija. Davanje rituskimaba na prezivljavanje uticalo je samo u grupi bez
antraciklini, dok u grupi koja je dobijala CHOP, dodavanje rituksimaba nije uticalo na
prezivljavanje. U ovoj seriji nizi Charlsonov komorbiditetni skor je takode uticao na
prezivljavanje kao i Zenski pol i staros manja od 70 godina. Da bi iskljucili starost i vrstu terapije
kao prognoze cinioce Andeli¢ i1 sar. (159) su retrospektivno analizirali 145 bolesnika svih
starosnih  doba,unifromno leceneih R-CHOP imunohemioterapijom. Ispitivana su tri
komorbiditetna indeksa: Adult Comorbidity Evaluation-27 (ACE-27) (160), Modified
Cumulative Illness Rating Scale (M-CIRS) (161) i Haematopoietic Stem Cell Transplantation-
specific comorbidity index (HCT-CI) (162). U univarijantnoj analizi, bolesnici sa
komorbiditetima su, prema ACE-27 (p=0.007) i HCT-CI (p=0.03) skoru, imali nize ukupno
prezivljavanje, dok M-CIRS skor nije uticao na prezivljavanje. U multivarijantoj analizi skor

baziran na aalPI i HDC-CI bio je najbolji prediktor prezivljavanja.
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1.2.3.3. Prognoza u odnosu na rani terapijski odgovor

Jedan od najvaznijih ciljeva leCenja malignih bolesti je rana procena odgovora na primenjenu
terapiju, kako zbog predvidanja prognoze i prezivljavanja bolesnika, tako i zbog rane promene
modaliteta lecenja. Razliciti klinicki i laboratorijski parametri su kori§¢eni u tu svrhu sa manje ili
viSe uspeha (12). Pojava pozitron emisione tomografije (PET) naparvila je odrden pomak na
ovom polju. Za razliku od studija sa Hodgkinovom limfomom, gde je prognoza odgovora
PET/CT snimanjem nakon drugog ciklusa gotovo postala standard (163), kod DLBCL je situacija
manje jasna. Naime studije rane procene odgovora kod DLBCL dale su zbunjujuce rezultate. I
dok je u svim studijama negativna prediktivna vrednost ranog PET/CT veoma dobra, pozitivna
prediktivna vrednost se razlikuje 1 iznosi od 20% do 80%. Dalje istrazivanje na ovom polju i
standardizacija ocitavanja rezultata PET/CT trebalo bi da donesu napredak u ranoj predikciji

odgovora kod DLBCL (164).

1.2.4. Lecenje DLBCL

Lecenje bolesnika sa DLBCL bi trebalo zapoceti odmah nakon postavljanja dijagnoze i
odrdivanja stadijuma bolesti. Ukoliko se DLBCL ne leci, medijana prezivljavanje je kra¢e od
jedne godine (165). Pre otkrivanja rituksimaba, terapija bazirana na antraciklinskim citostaticima
kombinovana sa zratnom terapijom bila je osnova lecenja DLBCL (166,167). Uvodenje
rituksimaba, krajem 90-tih godina proSlog veka donelo je znacajno poboljsanje le¢enja DLBCL i

postavilo nove standarde u lecenju ove bolesti (168-170).

1.2.4.1. Lecenje starih bolesnika (60-80 godina starosti)

Oko 50% bolesnika sa DLBCL su stariji od 60 godina (171). Na bazi dobrih rezultata iz II faze
ispitivanja Groupe d’Etudes des Lymphomes de I’ Adulte (GELA) je dizajnirala studiju u kojoj je
poredila 8 ciklusa R-CHOP terapije sa osam ciklusa CHOP protokola svakih 21 dan, kod
bolesnika starijih od 60 godina. Dodavanje rituksimaba do tada standardnoje terapiji je znacajno
povecalo procenat kompletnih remisija (76% vs 63%; p=0.0005), kao i dvogodisnjeg
prezivljavanja (70% vs 57%; p=0.007) (172). Ovi rezultati su potvrdeni i nakon petogodisnjeg,
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odnosno desetogodisnjeg prac¢enja gde je rituksimab doprineo produzavanju PFS, OS i vremena
do povratka bolesti (disease free survival, DFS) (173,174). Rezultati GELA grupe su potkrepljeni
rezultatima americke E4494 studije (175). Rezultati RICOVER-60 (176) su doneli novu
informaciju o Semi doziranja R-CHOP terapije. Naime, ova studija je komparirala 6 i 8 ciklusa
CHOP14 terapije sa ili bez 8 ciklusa rituksimaba, kod bolesnika izmedu 60-80 godina. Rezultati
su govorili u prilog tome da intezivniji protokoli davanja R-CHOP terapije (6 ciklusa R-
CHOP14+2R) mogu popraniti rezultate lecenje, pre svih u grupi bolesnika sa loSom prognozom.
Osam ciklusa hemioterapije nije donelo benefit u odnosu na 6 ciklusa. Komplijansa sa intezivnim
doznim rezimom (98% za 6 ciklusa i 95% za osam ciklusa) je doprinelo dobrim rezultatima.
Tome je svakako doprinelo davanje G-CSF svakom bolesniku u studiji, kao i uvodenje
pretrentmana vinkristinom 1mg i prednizolonom 100mg, pre prvog ciklusa, §to je doprinelo
smanjenju incidence nuzefekata prvog ciklusa i uspeSnom zavrSetku terapije kod vecine
bolesnika (176,177). lako je studija RICOVER-60 imala veoma zapazene rezultate intezivnijeg
rezima R-CHOP terapije na 14 dana, randomizovane studije koje su poredile dvonedeljni sa
tronedeljnim rezimom nisu pokazale benefit frekventijeg davanja terapije kod starijih bolesnika
(178-180). Nemacka grupa je u studiji DENSE-R-CHOP14 ispitivala intezivirano davanje
rituksimaba u prve tri nedelje terapije (4 doze u tri nedelje, ukupno 12) sa standardim rezimom
R-CHOP14 (181). Ovakav intezivirani nacin davanja rituksimaba doprineo je povecanju stope
kompletnih remisija kod bolesnika sa loSom prognozom (IPI3-5) (81% vs 68%), kao i
jednogodisnje vreme do pojave nezeljenog dogadaja (event free survival, EFS) (74% vs 65%), ali

bez uticaja na OS.

1.2.4.2. Veoma stari bolesnici (>80 godina)

Najveci broj klinickih studija kao kriterijum isklju¢ivanja navodi starost vecu od 80 godina. Zbog
toga ne postoji standardni tretman ovih bolesnika (182). U retrospektivnoj analizi Italiano i sar.
Su pokazali da dodatak rituksimaba smanjenim dozama CHOP terapije donosi dobar kompromis
izmedu efikasnosti i toksi¢nosti (183). U prospektivnoj analizi Peyrada i sar. Dvogodisnje
prezivljavanje leCenjem R-miniCHOP terapijom je 59% (184). Kod bolesnika kod kojih nije

moguce primeniti CHOP hemioterapiju kombinacija rituksimaba sa drugim citostaticima je jedna
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od opcija. Kombinacija bendamustina i rituksimaba terapija daje solidne rezultate ulecenju ove

populacije bolesnika (185).

1.2.4.3. Mladi bolesnici (18-60 godina)

Lec¢enje DLBCL kod mladih bolesnika sprovodi se prema rizi€nim grupama odredenim aalPI

skorom.

1.2.4.3.1. Mladi bolesnici niskog stepena rizika

MINT studija je prva studija koja je pokazala benefit dodavanja rituksimaba CHOP
hemioterapiji. U toj studiji bolesnici stari 18-60 godina, sa IPI skorom 0 ili 1 randomizovani su u
dva grupe jednu koja je dobijala CHOP ili CHOP-like rezime bez rituskimaba i1 drugu grupu koja
je dobijala istu hemioterapiju sa dodatkom rituksimaba. Obe grupe su dobijale po 6 ciklusa
terapije, pracene radioterapijom kod bulky bolesti i kod prisustva ekstranodalnih lokalizacija.
Poslednji izvestaj ove studije govori u prilog produzenja PFS (79.9% vs 63.8%; p<0.0001) i OS
(89.8% vs 80%; p=0.001) za grupu bolesnika koji su dobijali rituksimab. Multivarijantna analiza
je pokazala da EFS, PFS i OS nisu zavisili samo od dodavanja rituksimaba, ve¢ i od aalPI skora i
prisustva bulky bolesti. Zbog toga su definisane dve podpe mladih bolesnika sa dobrom
prognozom: jedna sa veoma dobrom prognozom (aalPI=0, bez bulky bolesti) i sa nesto loSijom
prognozom (aalPI=1, bulky bolest) (186). Na bazi ovih rezultata nemacka grupa za ispitivanje
agresivnih NHL (DSHNHL) je zapocela FLYER studiju u kojoj pokuSavaju da smanje intezitet
lecenja kod mladih bolesnika sa veoma dobrom prognozom komparirajuci Cetiri sa Sest ciklusa
CHOP21 zajedno sa Sest aplikacija rituksimaba. Paralelno sa ovom studijom zapoceta je i studija
UNFOLDER gde se kod manje povoljno prognozne grupe poredi inetzivniji R-CHOP14 rezim sa
standardnim R-CHOP21 (29). Studija LNH03-2B GELA grupe poredila je 8 ciklusa intezivirane
terapije R-ACVBP (rituksimab, doksorubicin, ciklofosfamid, vinkristin, bleomicin i prednizolon)
sa standardnim R-CHOP21 protokolom, kod mladih bolesnika sa aalPI skorom 1. Bolesnici
leCeni R-ACVBP rezimom imali su duzi trogodisnji EFS (80.9% vs 66.7%; p=.0035), PFS
(86.8% vs 74.4%; p=0.0015) 1 OS (92.2% vs 83.8%; p=0.0071) u odnosu na bolesnike lecene R-
CHOP21 terapijom. Medutim R-ACVBP je bio udruzen sa ve¢im brojem nezeljenih dogadaja
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gradusa 3 i 4 (187). Obzirom da je studija relativno nova, duze prac¢enje ¢e odgovoriti da li je R-

ACVBP novi standard u le¢enju ove podgrupe bolesnika.

1.2.4.3.2. Mladi bolesnici visokog stepena rizika

Imunohemioterapija R-CHOP je standard kod ovih bolesnika iako nije validirana u
randomizovanim , prospektivnim studijama. Ne postoji konsenzus o le¢enju ovih bolesnika sa
aalPI 2-3 i najbolja opcija za te bolenike je da budu ukljuceni u klinicke studije, koje obi¢no kao
kontrolnu grupu koriste R-CHOP (29). Bilo je pokusaja da se u standardnu terapiju doda etopozid
(CHOEP), pre ere rituksimaba. lako je dodatak etopozida tada doprineo poboljsanju
prezivljavanja, rituksimab je u kasnijim studijama izbrisao benefit etopozida, ali kod mladih
bolesnika sa dobrom prognozom (186, 188). Danska limfomska grupa, je u nedavnoj studiji
pokazala benefit R-CHOEP14 rezima u odnosu na R-CHOP14 i mladih bolesnika sa aalPI
skorom 2-3 (4-god OS 75% vs 62%; p=0.04) (189). Cancer and Leukemia Group B (CALGB) je
istrazivala uticaj razliitih biomarkera kod bolesnika lecenih R-EPOCH terapijuom sa
prilagodavanjem doze (dose adjusted) DA-R-EPOCH (190). Studija je pokazala da je DA-R-
EPOCH poboljsava le¢enje kod MYC+ DLBCL i poniStava negativau prognoznu vrednost ovog
markera (191). Jedno od najveéih neodgovorenih pitanja je uloga visokodozne hemioterapije
(high dose chemotherapy, HDCT) pradene autolognom transplantacijom mati¢nih celija
hematopoeze (autologous stem cell transplantation, ASCT) kod ove grupe bolesnika. Meta-
analiza 15 randomizovanih studija nije pokazala jasan benefit HDCT u prvoj liniji terapije (192).
Nakon ove meta-analize objavljeni su rezultati jo§ cCetiri randomizovane studije koje su
inkorporirale rituksimab u leenje. U studija GOELAMSO075 8 ciklusa R-CHOP14 terapije
rezultiralo je jednakim trogodi$njim PFS u odnosu na HDCT (76% vs 83%), uz napomenu da je
R-CHOP14 imao manju toksi¢nost (193). Slicno tome, studija DSHNHL je poredila R-
MegaCHOEP14 sa istom terapijom pracenom HDCT u dobila jednake rezultate. Osim toga,
bolesnici sa aalPI 2 imali su ¢ak bolji ishod sa konvencionalnom terapijom (194). Sa druge
strane, Vitolo i sar. (195) su pokazali, porede¢i Cetiri ciklusa R-CHOP14 pra¢enih HDCT+ASCT
sa stabdardnom R-CHOP14 terapijom, da dovodi do boljeg dvogodisnjeg PFS, ali ne i OS.
Rezultati, nedavno prikazane studije SWOG S9704 takode su demonstrirali benefit HDCT u

odnosu na standardnu hemioterapiju. U ovo studiji su svi bolesnici dobili pet ciklusa CHOP21 +/-
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rituksimab i nakon toga randomizovani u grupu koja je nastavila konvencionalnu terapiju i grupu
koja je dobila HDCT+ASCT. Dvogodisnji PFS je bio 69% za HDCT u odnsou na 56% kod
konvencionalne hemioterapije (p=0.005), ali takode nije bilo razlike u OS 71%vs 74%. Najveci
benefit od HDCT su imali bolesnici sa sva tri faktora prema aalPI (196).

1.2.4.4. Terapije sa manjim broj ciklusa

Kod bolesnika u nizem stadijumu bolesti (I i II stadijum bez bulky bolesti) pokusano je da se
smanji broj ciklusa hemioterapije, a da se to nadomesti dodavanjem radioterapije po ,,involved
fieldu“ (IFRT). Prednosti ovakve terapije su smanjenje kardiotoksi¢nosti, zbog manje
kumulativne doze doksorubicina, primena dva razli¢ita modaliteta lecenja koji nemaju unakrsnu
rezistenciju 1 direktna aplikacija radioterapije na zahvacena mesta (197). Pre upotrebe
rituksimaba kao standarda le¢enja, SWOG je pokazao da su tri ciklusa CHOP pracena IFRT
superiornija u odnosu na 8 ciklusa CHOP terapije kod bolesnika sa nizim lokalizovanim DLBCL
(197). Medutim, duzim pra¢enjem ovih bolesnika ova prednost nestaje i ve¢im broj relapsa se
pojavljuje nakon krac¢e primene hemioterapije (198). Sledeca studija, tokode sprovedena od
strane SWOG grupe, je pokazala da dodatak cetiri ciklusa rituksimaba skraéenom CHOP
pracenom IFRT je superiornije od 8 ciklsa CHOP-a. Sli¢no prethodnoj studiji nema platoa u krivi
prezivljavanja, Sto pokazuje da skracenje terapije ne eradicira maligni klon u potpunosti i da ¢e se
javiti ve¢i broj kasnih relapsa (199). Sehn i sar. (200) pokusali su da pomoc¢u PET/CT-a skroje
optimalnu terapije za bolesnike sa loklaizovanim DLBCL. Oni su nakon tri ciklusa R-CHOP kod
bolesnika radili PET/CT. Bolesnici sa negativnim PET/CT-om su doobijali jo§ jedan ciklus R-
CHOP, dok su oni sa poztivnim nalazom dobijali IFRT. Sedam od 103 bolesnika sa negativnim
nalazom PET/CT-a je relapsiralo sa trogodisnjim OS od 96%. Sa druge strane 9 od 30 bolesnika
sa pozitivnim nalazom je relapsiralo, ¢ime je pokazano da je IFRT nedovoljno dobra terapija sa
bolesnika sa pozitivnim nalazom PET/CT-a. Obzirom na dobre rezultate kod bolesnika sa
negativnim PET/CT nalazom, studija je pokazala da postoje bolesnici kojima se moze skratiti

lecenje i da je PET/CT veoma dobar nacin da se takvi bolesnici pronadu.
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1.2.4.5. Uloga radioterapije u leCenju DLBCL

Uloga radioterapije u lecenju DLBCL jo§ uvek nije u potpunosti definisana. lako su navedene
studije (197-199) pokazale izvestan benefit dodavanja radioterapije u ranoj fazi pracenja, duze
pracenje bolesnika je pokazalo da su kasni relapsi Cesti kod ovakve vrste leCenja. MINT studija
(186) je dala odredene pomake u definisanju uloge radioterapije kod DLBCL. U ovoj studiji
konsolidaciona radioterapija je davana bolesnicima sa bulky boleséu. Bulky bolest je pored
davanja radioterapije ostala negativan prognozni faktor prezivljavanja, dok je kod bolesnika
nizeg stadijuma, bez bulky bolesti prezivljavanje bilo preko 90% iako su leceni samo
imunohemioterapijom (201). Porodenjem dveju studija DSHNHL grupe, pokazano je da
konsolidaciona radioterapija ne donosi benefit kod bulky bolest, kod starijih bolesnika koji su
postigli kompletnu remisiju R-CHOP14 rezimom, ali daje dobre rezultate kod bolesnika kod
kojih je postignuta samo parcijalna remisija (202). U poslednje vreme ide se u pravcu
sprovodenja radioterapije na PET-pozitivna mesta nakon sprovedene kompletne
imunohemioterapije. U seriji od 196 bolesnika sa uznapredovalim DLBCL koji su imali masu
vecu od 2cm na CT snimanju uradjena su snimanja na PET/CT. Bolesnici sa negativim PET/CT-
om su praceni, dok su bolesnici sa pozitivnim nalazom dobijali konsolidaciju radioterapijom.
Obe grupe su imali jednako prezivljavanje, Sto govori u prilog radioterapiji kao metodi izbora u

lecenju PET pozitivnih rezidulanih masa nakon sprovedene imunohemioterapije (203).

1.2.4.6. Lecenje relapsa/refrakternih bolesnika

I pored poboljsane efikasnosti leenja DLBCL u prvoj liniji znacajan broj bolesnika dozivi
progresiju bolesti ili relaps. Prognoza takvih bolesnika je veoma losa, sa medijanom
prezivljavanja oko 6 meseci (204,205). Standardno leCenje ove grupe bolesnika je HDCT+ASCT.
Pre ere rituskimaba, PARMA studija je demonstrirala produzen EFS i OS u hemiosenzitivnih
bolesnika koji su dobili HDCT u odnosu koji su le€eni samo protokolom DHAP (deksazon,
cisplatin, visoke doze citozin-arabinozida) (206,207). Od tada se pojavio veliki broj takozvanih
,»salvage* prokola: ESHAP (208,209), EPOCH (210), CEPP (211,212), ICE (213,214).

Pojavom riruksimaba, ponovo su reevaluirani bolesnici koji dozive relaps na inicijalno lecenje. U

studiji CORAL (215) je prospektivno randomizovano 396 relaps /refrakternih (R/R) bolesnika sa
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DLBCL. Jedna grana je dobijala R-ICE (ifosfamid, karboplatin, etopozid), dok je druga dobijala
R-DHAP imunohemioterapiju. Nije bilo znacajne razlike izmedu ova dva protokola.
Multivarijantna analiza je pokazala da bolesnici sa aalPI skorom 2 ili 3, relapsom koji se javio
posle manje od 12 meseci nakon inicijalne terapije i bolesnici koji su u inicijalnom le¢enju dobili
rituksimab imaju loSije prezivljavanje. Osim toga naknadna evaluacija u odnosu na podtipm
DLBCL demonstrirala je da bolesnici sa GCB-like podtipom imaju bolje ishod le¢enja ako su
dobili R-DHAP u odnosu na R-ICE terapiju (216). Dugotrajno prezivljavanje bolesnika koji su
pronalazenje novih modaliteta leCenja R/R DLBCL od velike vaznosti (215).

Alogena transplantacija mati¢nih celija hematopoeze (AlloSCT) je jedna od strategija lecenja
R/R bolesnika koji ne odreaguju na ,,salvage* rezime sa ili bez HDCT+ASCT. Ova metoda
lecenja je rezervisana za refrakterne bolesnike ili bolesnike koji relapsiraju nakon ASCT (217).
Iako je odreden broj studija pokazao rezultate ovim oblikom lecenja, velika stopa smrtnosti zbog
terapije smanjila je entuzijazam klini¢ata za njenom upotrebom (218). AlloSCT sa kondicionim
rezimima redukovanog inteziteta (RICalloSCT) je pokazala obecavajucée rezultate. U francuskoj
studiji ukljuceno je 68 bolesnika koji su R/R na dve prethodne terapijske linije dvogodisnji OS
bio je 49%. Takode je pokazano da ishod ne zavisi od prethodne upotrebe rituksimaba (219).
Ovako dobar rezlutat se objasnjava graft-versus-lymphoma efektom koji se javlja nakon
AlloSCT.

Bolesnici koji zbog godina starosti ili prate¢ih bolesti nisu kandidati za ASCT su poseban
problem. Razli¢iti protokoli su testirani kod ove grupe bolesnika i najbolji rezultati su dobijeni

kombinovanjem rituksimaba, gemcitabina i oksaliplatina (R-GEMOX) (220,221).

1.2.4.7. CNS profilaksa

Incidenca sekundarnog zahvatanja CNS-a kod bolesnika sa DLBCL je izmedu 4-8% (222-224).
Pregled likvora znacajna poporavlja detekciju okultne leptomeningealne bolesti i obicno se
preporucuje kod ukoliko su limfomom zahvacena vise od dva ekstranodalna mesta, paranazalni
sinusi, testisi, kosna srz ili postoji epiduralna infiltracija (225). lako vec¢ina klinickih vodica,
ukljucujué¢i ESMO i NCCN daje preprouku za profilaksu CNS relapsa kod bolesnika sa visokim

rizikom (bolesnici sa visokim rizikom prema IPI skoru, zahvatanje vise od jednog ekstranodalnog
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mesta, lo§ performans status, poviSen LDH, kao i zahvatanje paranazalnih sinusa, testisa ili
orbita), ne postoji konsenzus koja bi to terapijska opcija bila (29). Subanaliza RICOVER-60
studije ukazuje na to da intratekalni metotreksat ne smanjuje incidencu pojave CNS relapsa kod
bolesnika leCenih modernom imunohemioterapijom (226). Novija saznanja govore u prilog
sistemskoj terapiji koja prolazi krom hematoencefalnu barijeru (pre svega visoke doze
metotreksata) igraju najvecu ulogu u preveciji CNS relapsa, smanjujuéi ovaj dogadaj na 2-3%
bolesnika u poredenju sa 5-6% na standardnoj imunohemioterapji (227, 228).

Rituksimab u prvoj liniji leCenja takode smanjuje incidencu CNS relapsa, Sto je pokazano u
pomenutoj RICOVER-60 studiji (226), §to je nakon toga potvrdeno i u narednim istraZivanjima.
Ovo se narocito odnosi na bolesnike koji su usli u kompletnu remisiju nakon primenjene R-

CHOP terapije (229).

1.2.4.8. Nove terapijske strategije

Otkri¢em rituskimaba, krajem proslog veka, zapoceta je era ,,ciljanih terapija®“ u onkologiji. Od
tada je razvijen Citav niz novih lekova za razli¢ite onkoloske bolesti, medutim nijedan lek jo$
uvek nije uSao u standardnu upotrebu kod bolesnika obolelih od limfoma. Poslednjih godina velik
broj klini¢kih studija sa pozitivnim rezultatima ukazuje na to da ¢e i u oblasti NHL novi lekovi
zauzeti svoje mesto (230). Trenutno velik broj monoklonskih antitela (MAB) je u razlicitoj fazi
ispitivanja kod bolesnika sa DLBCL. Uspesan koncept anti-CD20 terapija naveo je istrazivace da
razvijaju nova, poboljSana, antitela koja ciljaju ovaj antigen. Ofatumumab (Arzerra, GSK) je
MAB koje pojacava komplementom zavisu citotoksi¢nost u odnosu na rituksimab, tako §to se
snaznije vezuje Fc fragmetnom za C1q komponentu komplementa. Efikasan je kof relapsa FL i
HLL i odobren je od strane FDA za ove indikacije (230). U studiji Matasar i sar. (231) ukupan
odgovor na kombinaciju ofatumumaba i DHAP ili ICE protokola bio je 61% uz 37% kompletnih
remisija kod rituksimabom pretretironih bolesnika. Drugo anti-CD20 antitelo, obinutuzumab
(GA-101, Roche) je dizajnirano tako da poveca antitelom-zavisnu citotoksi¢nost u odnosu na
rituksimab pojacanim vezivanjem Fc fragmenta na FcR efektorske ¢elije (230). U GAUGUIN
studiji monoterapija obinutuzumabom kod R/R DLBCL pokazala je ukupan odgovor od 37% u
dozi 1600mg prvi ciklus, 800mg naredni ciklusi i 20% ukupnog odgovora kod bolesnika

refrakternih na rituksimab (232). Ostala antitela koja su uglavnom u fazama I/II ispitivanja su
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inotozumab-ozogamicin, anti-CD22 antitelo za kalihemicinom vezanim za Fc fragment, zatim
slican koncept vezivanja citotoksi¢nog agensa vezanog za anti-CD19 antitelo, te anti-TRAIL-R1
antitelo mapatumumab, anti-TRAIL-R2 antitelo lexatumumab i biklonkso antitelo koje ima za
cilj CD19, a vezuje se Fc fragmetnom za CD3-blinatumumab (230). Osim monkonskih antitela
razvijaju se 1 razli€iti ,,mali moleukli* koji inhibiraju signalne puteve malignih ¢elija. Enzastaurin
je inhibitor protein kinaze C-beta (PKC). U studiji faze II u kombinaciji kod bolesnika sa DLBCL
visokog rizika enzastaurin u kombinaciji sa R-CHOP terapijom dao je vecu stopu kompletnih
remisija u odnosu na sam R-CHOP 36% vs 26% 1 jednogodis$nji PFS 71% vs 52% bez vece
razlike u toksi¢nosti (233). Receptor za B-Celijski antigen (BCR) je je vazan faktor za
proliferaciju B-¢elijskih maligniteta, sa Brutonovom kinazom kao esencijalnim elementom BCR
signalnog puta. Ibrutinib je inhibitor Brutonove kinaze (Btk) (230). Ovaj lek je ispitivan u fazi IA
studije pokazao efikasnost kod bolesnika sa R/R DLBCL kao monoterapija (234). Ohrabreni
ovim rezultatima Younes i sar. su realizovali studiju faze IB. Primarni cilj je bio pronalazenje
doze ibrutiniba u kombinaciji sa standardnim R-CHOP protokolom. Makismalna doza tolerancije
za ibrutinib bila je 560mg i u sa ovom dozom kombinacija IR-CHOP pokazala je ORR od 100% 1
CR od 70% (235). Stalna aktivnost nuklearnog faktora kappa B je jedan od glavih uzroka lose
prognoze kod bolesnika sa activated B-cell like (ABC) DLBCL. Inhibitori proteozoma, odnosno
bortezomib kao njihov prvi i najvise ispitivani predstavnik, inhibiraju aktivaciju ovog signalnog
puta, te je taj koncept iskori§éen u ispitivanju ovog leka kod ABC DLBCL (230). U studiji faze
I/Il kombinovan je bortezomib sa R-CHOP protokolom. Kod 35 bolesnika sa DLBCL ORR bio
je 100% sa 90% kompletnih remisija. Hansovim metodom su razdvojeni bolesnici u GCB i non-
GCB podgrupu i dvogodisnji PFS je bio jednak u obe grupe i iznosio je 70% (236). U drugoj
studiji bortezomib je davan bolesnicima sa R/R DLBCL u kombinaciji sa EPOCH
hemioterapijom. ORR bio je 40% sa medijanom preZzivljavanja od 8 godina. Kada su razdvojeni
bolesnici na non-GCB i GCB podtip, pokazano je da je znacajno bolji odgovor postignut u non-
GCB grupi 83% vs 13%, uz duZze prezivljavanje u non-GCB grupi bolesnika (237).
Imunomodulatorni lekovi su, slicno bortezomibu, najviSe ispitivani kod bolesnika sa muliplim
mijelomom. U fazi II kod 108 bolesnika sa R/R DLBCL lecenih monoterapijom lenalidomidom
ORR je bio 28% sa medijanom PFS od 2.3 meseca (238). Sli¢no bortezomibu i lenalidomid
pokazuje vecu efikasnost kod non-GCB podgrupe bolesnika (239).

58



Osim nabrojanih lekova ispituju se i druge razli¢ite mogucnosti inhibicije signalnih puteva
proliferacije celija: spleen tyrosine kinaza inhibitori (Syk), inhibitori mammalian target of

rapamycine (mTOR), histon deacetilaza inhibitori, STAT3 inhbiitori i mnogi drugi (230).

1.3. Molekulski markeri

1.3.6. BAFF i njegovi receptori BAFF-R, TACI, BCMA

B-limfocitni stimulator (BlyS), takode poznat i kao B-Celijski faktor aktivacije (B-cell activating
factor, BAFF) je molekul koji pripada familiji faktora nekroze tumora (Tumor necrosis factor,
TNF). BAFF igra vaznu ulogu u razvoju B-limfocita i uklju¢en je patogenezu autoimunoih
bolesti i B-Celijskih maligniteta (240-242). In vitro eksperimenti su pokazali da vezivanjem
BAFF-a na receptore, dolazi do proliferacije i promocije opstanka B-¢elija (243). Kod miSeva
kojima je poniSten BAFF gen dolazi do nerazvijanja B-Celija u zrele forme. Sa druge strane
prekomerna produkcija ovog molekula dovodi do pojave simptoma autoimunih bolesti. U
poslednje vreme primeceno je da BAFF ima mogucu ulogu i u proliferaciji malignih B-limfocita

(243).

1.3.6.1. Funkcija BAFF-a

BAFF se sintetiSe od strane makrofaga, monocita i dendriti¢nih ¢elija. On je transmembranski
protein koji nakon razdvajanja od membrane ¢elija koje ga stvaraju, stvara homotrimere, kao
funkcionalne oblike koji se vezuju za efektorske receptore (243, 244). BAFF se vezuje za B-
limfocite i stimuliSe njihovu proliferaciju. U kosnoj srzi se odvija razvoj B-¢elija od progenitora
do nezrelih formi. Nakon napuStanja kosne srzi, nezrele B-Celije dolaze u periferne limfoidne
organe i razvijaju se u dva prelazna oblika T1 1 T2. T2 B-¢elije se razvijaju na dva nacina. Veéina
ovih ¢elija (oko 80%) postaju ¢elije folikularnog centra, dok se oko 20% ¢elija razvije u zrele B-
limfocite marginalne zone. Delecija BAFF gena kod misa dovodi do gubitka obe vrste ovih
¢elija. Broj T1 oblika B-¢elija gotovo da nije redukovan, tako da je BAFF apsolutno neophodan u
razvoju T2 B-limfocita iz T1 faze. Sa druge strane visoka ekspresija BAFF-a dovodi do pojave

autoimunih fenomena te je zakljucak da je BAFF klju¢an u homeostazi B-limfocita (243,245).
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1.3.6.2. Receptori za BAFF

BAFF se vezuje sa tri receptora: B-Celijski antigen sazrevanja (B-cell maturation antigen,
BCMA), transmembranski aktivator i kalcijumski modulator i interaktor ciklofilinskih liganada
(transmembrane activator and calcium modulator and cyclophilin ligand interactor, TACI) i
BAFF receptor (BAFF-R). BCMA i BAFF-R su eksprimirani isklju¢ivo na B-limfocitima, dok je
TACI, osim na ovim ¢elijama, eksprimiran i na aktiviranim T-limfocitima. Nakon vezivanja za
receptore BCMA 1 TACI reaguju sa TNF-receptor asociranim faktorima (TRAF) i aktiviraju
klasican NF-«xB1 signalni put i na taj nacin povecavaju nivo ekspresije anti-apoptotskih gena Bcl-
XL 1 Bcl-2. Sa druge strane BAFF-R direktno aktivira alternativni NF-kB2 signalni put te preko
PIM2, te preko MCLI gena deaktivira pro-apoptotski gen BIM i promoviSe opstanak celije (243,
248). Osim toga interakcija BAFF-BAFF-R dovodi do aktivacije puta fosfatidil-inozitol-3-kinaze
(PI3K) i mammalian target og rapamycine (mTOR) $to takode promovise ¢elijsku proliferaciju
(248). Osim BAFF-a za BCMA 1 TACI se vezuje i ligand koji indukuje proliferaciju (a
proliferation inducing ligand, APRIL) koji je takode ¢lan TNF familije. APRIL je nisko
ekprimiran u zdravim tkivima, ali je pokazao visoku ekpresiju u malignim tumorima kolona,
Stitne Zlezde i1 limfoproliferativnim oboljenjima (244). Njegova uloga nije potpuno jasna, ali se
pretpostavlja da se delom vezuje za BCMA 1 TACI receptore, aktiviraju¢i klasi¢an NF-kB put
(243).
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Grafikon 1. Signani putevi BAFF i TACI receptora (248)

1.3.6.3. Uloga BAFF-a, APRIL-a i njihovih receptora u nastanku i prognozi

limfoproliferativnih bolesti

Osim kod normalnih B-limfocita receptori za BAFF i APRIL mogu biti eksprimirani i kod B-
¢elijskih neoplazmi. Na in vitro modelima pokazano je da BAFF i APRIL S§tite B-celije od
apoptoze i promoviSu njihovo prezivljavanje (249-253). Najverovatnije same maligne celije-
autokrino proizvode ova dva molekula (243). Nekoliko manjih studija je ispitivalo ekspresiju
receptora za BAFF 1 APRIL. U studiji Rodig i sar. (254) ekspresiju BAFF-R na normalnim
ljudskim limfocitima i na razli¢itim podtipovima limfoma. Vecina normalnih B-limfocita i mali

broj T-limfocita eksprimira BAFF-R. Od ukupno 116 slucajeva B-¢elijskog limfoma 78% je
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eksprimiralo BAFF-R imunohistohemijsko i/ili analizom na proto¢nom citometru. Za razliku od
zrelih B-¢elijskih NHL (FL, MZL, HLL, DLBCL), limfomi prekursorksih B-¢elija i Burkittov
limfom, kao 1 Hodgkinov limfom, te svi T-Celijski limfomi, nisu eksprimirali BAFF-R. Wada i
sar. (255) ispitivali su ekpresiju BAFF-R 1 TACI kod reaktivnog limfoidnog tkiva i kod NHL,
imunohistohemijom. BAFF-R je bio ekprimiran u svim slu¢ajevima MCL i FL dok je kod
DLBCL bio pozitivan u 63% slucajeva, dok je kod mijeloma bio negativan. Sa druge strane
TACI je bio eksprimiran u 100% slu¢ajeva mijeloma, dok je kod DLBCL bio pozitivan u 58%, a
kod MCL 1 FL u 25% slucajeva. Ova studija je pokazala duze prezivljavanje kod bolesnika sa
BAFF-R pozitivnim DLBCL, dok TACI nije uticao na prezivljavanje. Dvadeset sedam od 61
bolesnika sa DLBCL bili su BAFF-R pozitivni. U studiji Takahate i sar. (256). BAFF-R je bio
pozitivan c¢eS¢e u bolesnika sa GCB fenotipom i korelirao je sa nizim Ki67 proliferacionim
indeksom. Osim receptora ispitivana je uloga solubilnog BAFF i APRIL kod bolesnika sa NHL.
U najveéem broju studija koncentracije BAFF-a i APRIL-a su vece u bolesnika sa NHL u odnosu
na normalnu populaciju (257). Bolesnici sa visim nivoom solubilnog BAFF, imaju loSiju

prognozu (258).

1.3.6.4. BAFF-ciljana terapija

Razvijeno je nekoliko koji ciljaju BAFF, APRIL i njihove receptore. Belimumab je anti BAFF
antitelo koje je registrovano za leCenje sistemskog eritemskog lupusa (259). Tabalumab je
takodje anti-BAFF antietelo do sada ispitivano u I fazi za leCenje multiplog mijeloma, atacicept
TACI-Ig koje blokira solubilni BAFF i APRIL (261), dok su anti-APRIL antitela u preklinickoj
fazi razvoja (262).

1.3.7. GCB i nonGCB fenotip

Ve¢ je u ranijim delovima ove disertacije, ukratko, bilo govora o profilu genske ekpresije i
imunohistohemijskim surogatima za dijagnosticko razdvajanje ove dve grupe. Prvi put ova
podela je objavljena 2000. godine od strane Alizadeha i sar. (49). On je tehnologijom
mikro¢ipova naSao vezu izmedu ekpresije odredenih gena i podtipa DLBCL, te je podelio ovo

oboljenje na dva potipa GC-like jer su ¢elije DLBCL imale sli¢nu ekpresiju gena kao celije
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germinativnog centra limfnog ¢vora, i grupu ABC-like, zbog sli¢nosti ovih ¢elija sa genskim
potpisom aktiviranog B-limfocita. Osim toga u ovom radu je pokazano da bolesnici sa GC-like
fenotipom imaju bolju prognozu. Shipp i sar. (263) su dve godine kasnije objavili sli¢nu studiju,
gde su validirali otkri¢e Alizadeha, ali nisu dobili razliku u prezivljavanju. Rosewald i sar. (50)
su na 240 slucajeva DLBCL potrvdili postojanje GC-like i ABC-like potipova, ali su dodali i
tre¢i podtip koji se ne uklapa ni u jednu od ovih grupa, odnosno predstavlja meSavinu gena obe

podgrupe.

1.3.7.1. Imunohistohemijski surogati

Tehnologija mikroCipova je veoma skupa i zahteva sveZze ili zamrznuto tkivo, te njena aplikacija
nije Siroko primenjiva. Nekoliko autora koriste¢i razli¢ite markere, pokusalo je da napravi
imunohistohemijski pandam ovoj podeli, koji bi mogao biti koriS§¢en u rutinskom radu za
razdvajanje ove dve podgrupe bolesnika. Ubedljivo najSire koriS¢eni imunohistohemijski
algoritam dizajniran je od strane Hans i sar. (55). KoriS¢enjem tri antitela CD10, BCL6 i
IRF4/MUML, oni su pokzusali da diferenciraju ova dva podtipa. Svi slu¢ajevi koji su CD10+ su
GCB-like, kao 1 slucajevi koji su CD10-, a BCL6+ i MUMI-, dok su ostali ABC-like podtipovi
(grafikon 2.). Iako veoma cesto koriS¢en, Hans algoritam ne korelira u potpunosti sa GEP
analizom (50). Nakon toga su Choi i sar. (264) dizajnirali novi drugaciji algoritam koriste¢i pet
imunohisthemijskih markera: GCET1, CD10, BCL6, MUMI1 i FOXPI. Ovaj metod je imao
konkordantnost sa mikro¢ip metodama u previdanju podtipa GEP u 87% slucajeva, Sto je
rezultat koji je bolji u odnosu na Hans metod. Tre¢i imunohistohemijski algoritam dizajnirali su
Meyer i sar. (265) i nazvao ga ,,Tally* metod. I ovaj metod je imao saglasnost sa mikro€ip

analizama preko 80%.
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Grafikon 2. Hans metod (55) za odredivanje GCB/nonGCB podtipa DLBCL

1.3.7.2. Znacaj odredivanja GEP podtipa u prognozi ishoda leCenja DLBCL

Inicijalne studije analize profila genske ekpresije pokazale su da bolesnici sa GC-like fenotipom
imaju bolje prezivljavanje u odnosu na bolesnike iz nonGC-like grupe (49,50). Medutim ove
studije su radene pre ere rituksimaba. U eri rituksimaba rezultati prezivljavanja nisu konzistetni.
Rezultati vecine autora govore u prilog izjednacavanja prognoze ova dva podtipa u eri
rituksimaba (267-269). Medutim, postoje i analize koje pokazuju da i dalje postoje razlike u
prezivljavanju, bez obzira na uklju€ivanje rituksimaba u terapiju (270,271). Ove studije su
koristile imunohistohemijske algoritme za razdvajanje podgrupa DLBCL. U jedinoj studiji koja

je koristila mikro¢ipove (149) bolesnici sa GC-like fenotipom imali su bolji ishod lecenja.
1.3.7.3. Terapijski znacaj odredivanja GEP

Iako zvani¢ne preporuke, jo§ uvek nisu uzele u obzir GEP kao znacajan faktor u izboru terapije,
postoje rezultati, naro€ito kod relaps/refrakternih bolesnika koji govore u prilog razlicite
efikasnosti drugacijih terapija kod GCB i nonGCB DLBCL. Subanaliza CORAL studije,

BioCORAL (216) je pokazala da bolesnici sa R/R DLBCL nonGCB fenotipa imaju bolji ishod
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lecenja ukoliko dobiju R-DHAP u odnosu na R-ICE terapiju. Osim toga, bortezomib i
lenalidomid su pokazali vecu efiksanost kod bolesnika sa nonGCB fenotipom (237, 239).

1.3.8. CD10, Bcl-6 i MUM-1

Markeri CD10, Bcl-6 i MUM-1 su nam u prvom redu od znacaja za odredivanje GCB i nonGCB
fenotipa (55, 271, 272).

CDI10 antigen je eksprimiran na normalnim i malignim ¢elijama hematopoeznog porekla i na
nekim ¢elijama nehematopoeznih tkiva. Nalazi se na pro—B i pre-B ¢elijama i na zrelim B—
limfocitima, germinalnog centra. CD10 je neutralna endopeptidaza ¢iji su supstrati vazni peptidi
kao bradikinin, enkefalin, angiotenzin I, oksitocin, supstanca P i f~MLP peptid. Aktivacija CD10
zavisi od vezivanja cinka 1 reguliSe B-—cCelijsku proliferaciju i1 diferencijaciju, redukuje
inflamatorni odgovor i enkefalinom izazvanu analgeziju. Visoka ekspresija CD10 je povoljan
prognosticki ¢inilac u DLBCL (273, 274)

Bcl-6 protein pripada familiji cink finger proteina, inhibitora transkripcije. BioloSke efekte
ostvaruje preko modifikacije ekspresije preko 500 gena ukljuc¢enih u kontrolu ¢elijskog ciklusa,
diferencijaciju i gensku nestabilnost u DLBCL. Visok nivo ekspresije Bcl-6 je povezan sa GCB
podtipom DLBCL i dobrom prognozom (273, 274).

MUM-1/IRF-4 (Multiple myeloma oncogene-1/ Interferon regulatory factor 4) je ¢lan familije
regulatornih receptora za interferon. Obi¢no je ekprimiran na plazma celijama i pojedinim
¢elijama germinativnog centra. MUM-1 pozitivni DLBCL je ¢eS¢e imunoblastnog podtipa. U
maloj studiji bolesnika le¢enih kombinacijom CHOP bez rituksimaba MUM-1 se pokazao kao

negativan prognozni parametar (128).

1.3.9. Ciklooksigenaza-2 (COX-2)

Eikosanoidi, prostaglandini i leukotrijeni su metaboli¢ki aktivni lipidi ukljuc¢eni u razlicite
patoloSke procese kao Sto su inflamacija 1 karcinogeneza. Njihov metabolizam je vezan za
arahidosku kiselinu, ondosno enzime ciklooksigenazu i lipooksigenazu, koji pretvaraju
arahidosku kiselinu u navedene forme bioloski aktivnih lipida (275). Postoje dve forme

ciklooksigenaza COX-1 1 COX-2. COX-1 je stalno eksprimirana, najcesce u ¢elijama koje se ne
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nalaze u fazi proliferacije, i odrZava stalni, bazi¢ni nivo prostaglandina. Sa druge strane, COX-2,
obi¢no nije eksprimirana u c¢elijama koje nisu aktivirane. Ona je indukovana razliitim
stimulusima i1 medijator je povecane produkcije prostaglandina tokom inflamacije (276). COX-2
je takode visoko eksprimirana u razliitim solidnim tumorima: karcinomu dojke, prostate,
debelog creva i plu¢a (277). Osim kod solidnih tumora i kod hematoloSkih maligniteta COX-2 je
visoko eksprimirana u poredenju sa normalnim ¢elijama hematopoeze (278-280). U odredenim

vrstama tumora ekspresija COX-2 korelira sa losijem prognozom (280, 281).

1.3.9.1. Mehanizam delovanja COX-2 u karcinogenezi

COX-2, uglavnom preko svojih produkata prostaglandina, na razli¢ite nafine ucestvuje u
karcinogenezi i proliferaciji malignih ¢elija (275). Prostaglandini uticu na nekoliko signalnih
puteva indukujuci proliferaciju i inhibiraju¢i apoptozu (275). Kod ¢elija karcinoma debelog creva
i plu¢a prostaglandin E2 (PGE2) indukuje signalni put Ras-Erk, dok kod karcinoma dojke
pojacava proizvodnju aromataze i posledi¢nu produkciju estrogena, te stimulaciju rasta malignih
¢elija. Takode, PGE2 stimuliSe signalni put PI3K-Akt-PPARS, zatim pojacava stvaranje BCL-2 i
NF-kB, te stiti ¢eliju od apoptoze. Sa druge strane prostaglandin F2 (PGF2) indukuje
proliferaciju malignih ¢elija kroz signalni put fibroblasnog faktora rasta (FGF) (275).
Prostaglandini su najvazniji imunomodulatori i procesu hroni¢ne inflamacije koja je jedan od
najznacajnijih faktora nastanka kako hematoloskih malignih bolesti, tako i razli¢itih solidnih
tumora. PGE2, takode, menja mikookolinu tumora, te svojom stimulacijom smanjuje anti-
tumorski TH1 odgovor i pojaava imunosupresesivni TH2, odgovor kroz modulaciju citokina:
smanjenja TNFa, interferona-y i interleukina-2, a pove¢anu sintezu intreleukina 4, 10 1 6 (IL-4,
IL-10, IL-6) (275). Jedna od najvaznijih funckija COX-2 je stimulacija angiogeneze, procesa
bitnog u rastu i metastaziranju tumora. PGE2 stimuliSe stvaranje vaskularnog endotelnog faktora
rasta (VEGF) indukcijom razli¢itih signalnih molekula. Indukuje ekspresiju CXCLI,
proangiogenog citokina, i aktivacijom EP2 receptora indukuje ekspresiju fibroblasnog faktora
rasta 2 (FGF2) kroz veliki broj razli¢itih kinaza, a takode i indukuje sekreciju VEGF preko
signalnog puta epidermalnog faktora rasta (EGFR). Sa druge strane VEGF i FGF2 indukuju
ekspresiju COX2 i posledi¢no stvaranje viska prostaglandina (275).
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1.3.9.2. Znacaj COX-2 u prognozi NHL

COX-2 je faktor loSe prognoze kod razli€itih vrsta solidnih tumora (277,281). Osim toga
ekspresija COX-2 je faktor losije prognoze i kod razli¢itih hematoloSkih maligniteta, ukljuc¢ujuci
hroni¢nu limfocitnu leukemiju (278), Hodgkinov limfom (279) i multipli mijelom (280). U studiji
Hazar i sar. imunohistohemijskom metodom je odredivana ekspreija COX-2 kod bolesnika sa
NHL. Od 42 bolesnika 57% je eksprimiralo COX-2. Autori su nasli korelaciju COX-2 ekspresije
1 viSeg stadijuma bolesti te znacajne razilike u stopi kompletnih remisija kod COX-2- i COX-2+
bolesnika (70.6% vs 20.8%; p=0.001), ali nije bilo razlike u ukupnom prezivljavanju (282). Li i
sar. su demostrirali ekspresiju COX-2 kod bolesnika sa MALT limfomima. Procenat ekspresije
bio je 69%. COX-2 ekpresija je pozitivno korelirala sa Ki67 ekspresijom, pojacanom
proliferacijom i akumulacijom p53 u ¢elijama (283). Paydas i sar. su analizirali prognozu lecenja
88 bolesnika sa DLBCL u odnosu na ekspresiju razli¢itih imunohistohemijskih markera (284). U
ovoj studiji 71.6% bolesnika su bili COX-2+. COX-2 ekspresija nije bila znacajan faktor

ukupnog prezivljavanja u ovoj grupi bolesnika (p=0.2).

1.3.4.3. COX-2 inhibitori u u le¢enju malignih bolesti

COX-2 inhibitor, celekoksib je odobren za prevenciju nastanka raka debelog creva kod bolesnika
sa familijarnom adenomatoznom polipozom (275). Velik je broj preklinickih studija koje su
demonstrirale efikasnost COX-2 inhibitora kod razli¢itih maligniteta (276). Medutim, ovi lekovi
nikada nisu ucli u rutinsku klinicku primenu. Nakon dve studije faze II kod karcinoma pluca i
pankreasa koje su pokazale negativne rezultate (275) smanjio se entuzijazam za ispitivanje ovih

lekova u klinickoj praksi.

1.3.10. Vaskularni endotelijalni faktor A (VEGF-A)

Angiogeneza predstavlja znacajan korak u karcinogenezi, vazan za rast i metastatsko

Sirenje tumora.Vaskularni endotelijalni faktor rasta-A (VEGF-A) igra najvazniju ulogu u

stvaranju novih krvnih sudova u velikom broju maligniteta. Osim angiogeneze, odnosno
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stvaranja novih krvnih sudova, limfangiogeneza, tj. stvaranje novih limfnih sudova drugi je
vazan put u progresiji i metastaziranju malignih tumora (285, 286, 287).

Neovaskularizacija igra vaznu patogenetsku ulogu u genezi limfoma. Stvaranje novih
krvnih i limfnih sudova, bilo autokrinom stimulacijom, bilo stimulacijom od strane ¢elija
tumorske strome vazan je korak u proliferaciji malignih limfoma. Najnoviji radovi, koji
analiziraju kako angiogenezu kod malignih ¢elija tako i vaskularnu mikrookolinu tumora, govore
u prilog da je stvaranje novih krvnih i limfnih sudova od izuzetnog znacaja za progresiju bolesti

kod razli¢itih podtipova limfoma (288).

1.3.10.1. Mehanizam tumorske angiogeneze

Najvazniji posrednik angiogeneze, takozvani ,,prekida¢ angiogeneze* je vaskularni
endotelijalni faktor rasta (VEGF). VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D i faktor rasta placente
(PIGF) su ¢lanovi VEGF familije. Oni deluju preko tri receptora VEGFR1, VEGFR2 i VEGFR3 i
na taj nacin regulisu angiogenezu i limfangiogenezu. VEGF-A produkuju ¢elije mnogobrojnih
tumora, ali i ¢elije tumorske strome (289,290). VEGF-A se vezuje za dva receptora sa tirozin
kinazama u svom sastavu VEGFR1 i VEGFR2. VEGFR2 je receptor koji $alje mitogene signale
u endotelijalnim ¢elijama. Ovo €ini preko dva signalna puta: Raf-Mek-Erk i puta fosfatidil
inozitol-3-kinaza-Akt (PI3K/Akt). VEGFRI reguliSe sprovodjenje signala razli¢ito kod razli¢itih
vrsta ¢elija. Najbitniji je za stvaranje novih krvnih sudova kod malignog tumora. VEGF-C i
VEGF-D su ukljuceni u proces limfangiogeneze u interakciji sa VEGFR3 i VEFGR2 (288).

Ekspresija gena za VEGF regulisana je transkripcionim hipoksija-indukcionim faktorom-
a (HIF-1) koji se sintetiSe kao odgovor na hipoksiju tkiva. Njegovu sintezu reguliSe von Hippel-
Lindau (VHL) tumor supresor gen. U okolnostima sa normalnim dotokom kiseonika u tkiva
inhibiSe sintezu HIF-1. Inaktivacija VHL gena dovodi do akumulacije HIF-1 i posledi¢nog
povecavanja stvaranja VEGF (7). Citav niz gena uti¢e na regulaciju HIF-1/VHL sistema: TGFa,
TGFB, Insulin-like GF, p53, AKT, PTEN, Erb2 i drugi, kroz komplikovanu shemu signalnih
puteva (8).
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1.3.5.2. Prognozni znac¢aj VEGF-a i njegovih receptora kod NHL

Ekspesija VEGF postoji u vise podtipova limfoma: perifernim T-¢elijskim limfomima (PTCL),
difuznom B-krupnocelijskom limfomu (DLBCL), mantle cell limfomima (MCL) primarnom
efuzionom limfomu (PEL), kao 1 hroni¢noj limfocitnoj leukemiji (SLL /HLL) (291). Za razliku
od ovih histoloskih podtipova, samo u malom broju slucajeva folikularnog limfoma je ispoljen
VEGF, ali je povecana ekspresija kod limfoma u transformaciji (292,293).

VEGF 1 njegovi receprtori su Cesto ispoljeni kod bolesnika sa HLL. VEGF signal kroz
VEGFRI1 i VEGFR?2 receptore dovodi do blokiranja apoptoze i razvijanja malignog klona.
Blokiranje autokrine stimulacija neoangiogeneze kod ovih tumora dovodi do apoptoze 1 smrti
¢elije. Kod DLBCL VEGF ekspresija detektovana je u 42-60% slucajeva (294).
Imunohistohemijskom i tissue-microarray analizom Gratzinger i saradnici su zakljucili da VEGF
ekspresija statisticki znacajno korelira sa nivoom VEGFR1 i VEGFR2, §to potkrepljuje tvrdnju o
autokrinoj stimulaciji limfomskih ¢elija na angiogenezu (295). Osim toga, ista grupa je zakljucila
da bolesnici sa pozitivnom VEGF/VEGFR ekspresijom imaju dobru prognozu ako su tretirani
antraciklinskom terapijom, te verovatno antraciklini prekidaju ovaj krug autokrine stimulacije
(296). Sa druge strane nekoliko je studija koje govore u prilog losijoj prognozi bolesnika sa
pove¢anom VEGF-A i C i VEGFRI1 ekspresijom kod DLBCL (284,297,298) Sli¢na situacija je
kod MCL (299,300), $to je, uz dokaze da na zivotinjskim modelima anti-VEGF terapija daje
rezultate (301), predstavljalo istraziva¢ima dobru racionalu za zapocinjanje klinickih studija sa

bevacizumabom (Avastin, Roche) 1 drugim antiangiogenim agensima.

1.3.8.4. Uloga blokiranja angiogeneze u terapiji DLBCL

Prototip antiangiogenog leka je bevacizumab (Avastin, Roche). On deluje tako Sto se vezuje za
VEGF-A 1 na taj nacin prekida autokrinu i parakrinu stimulaciju angiogeneze (288). U
kombinaciji sa hemioterapijom produzava vreme do progresije bolesti kod kolorektalnog
karcinoma, dojke, i nesitnocelijskog karcinoma pluc¢a (302,303,304). Nakon solidnih rezultata u
fazi Il ispitivanja (294), Seymour i sar. su uradili randomizovanu, placebo-kontrolisanu studiju

III faze gde su poredili standard terapije R-CHOP sa ili bez bevacizumaba kod bolesnika sa
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novodijagnostikovanim DLBCL (305). Dodavanje bevacizumaba nije poboljsalo rezultate
lecenje, samo je pokazalo vecu kardiovaskulranu toksi¢nost. Osim bevacizumaba i sorafenib,
inhibitor VEGF i RAF tirozin-kinaza ispitivan je u fazi Il kod R/R DLBCL, ali je pokazao

skromene rezultate (306).

1.3.9. Epstein Barr virus (EBV)

EBYV pripada familiji herpes virusa i inficira B limfocite i epitelne ¢elije coveka. EBV indukuje
povecanu sintezu proangiogenetskih i igra znacajnu ulogu u progresiji nekih maligniteta.
Njegovo prisustvo je naj¢es¢e kod bolesnika sa limfomom koji su HIV+. U bolesnika koji su
HIV negativni EBV je, kori$¢enjem EBV-enkodirana RNK 1-in situ hibridizacije (EBER-ISH),
pronaden u 7.4% B-c¢elijskih i 31% T-¢elijskih NHL. Kod DLBCL EBV+ bilo je 9-12% slucajeva
kada je koriSten EBER-ISH, dok je koris¢enjem EBV-latentnog membranskog proteina 1 (EBV-
LMP1) pozitivnost uocena u 3% slucajeva (284). EBV pozitivnost je ¢eSca u starijih bolesnika sa
DLBCL, pa je tako WHO u svoju najnovoju klasifikaciju iz 2008. godine uvela nov entitet-EBV+
DLBCL kod starijih (35).

1.3.6.1. Uloga EBV u nastanku i proliferaciji NHL

Starenjem dolazi do slabljenja imunoloskog sistema. Odnos imunoloskog odgovora i blokiranja
imunoloskog odgovora su disregulisani §to dovodi do hroni¢nog proinflamatornog stanja. Kod
starijih osoba smanjen je broj T-¢elija koje imaju aktivan odgovor protiv EBV, te do tada latentni
EBV dovodi do promena u B-¢elijama domacina, hroni¢nog inflamatornog odgovora i
posledi¢nog stvaranja malignog klona (307, 308). EBV je limfotropan virus i napada B-Celije.
Kod ve¢ine ljudi citotoksi¢ni T-limfociti odstranjuju zarazene B-¢elije nakon prvog kontakta
organizma sa EBV. Medutim odreden broj EBV ostaje u ovim ¢elijama zahvaljuju¢i moguénosti
prelaska u latentno stanje. Citogenetskim istrazivanjem zarazenih B-limfocita otkrivena su tri tipa
latencije karakteristicna za EBV: tip I, I1 i III. Tip III latencije je karaktreristi¢an za infektivnu
mononukleozu i posttransplantacionu limfoproliferativnu bolest (PTLD). Tip II je karakteristican
za Hodgkinov limfom i odredene oblike PTLD, dok je tip I karakteristican za Burkittov limfom
(309). EBV+ DLBCL deli karakteristike tipa II i III latencije (310). EBV+ DLBCL karakteriSe
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stalna aktivnost klai¢nog i alternativnog NF-«B puta, sa ve¢inon slucajeva koji pripadaju ABC-
like podtipu (311). Iako je aktivnost NF-kB puta obi¢no vezana sa ABC-like podtipom DLBCL,
izgleda da je veza EBV 1 NF-kB mnogo snaznija. Naime Montes-Moreno i sar. su pronasli veza
NF-«kB aktivacije kod ABCL-like DLBCL, ali i kod GC-like DLBCL kod EBV+ slucajeva.
Verovatno se radi o aktivaciji NF-xB preko c-rel gena koji je vezan isklju¢ivo za GC-like
imunofenotip DLBCL (311). Iako je EBER-ISH senzitivnija metoda za odredivanje prisutnosti
EBV (309), za stvaranje i proliferaciju malignog klona je najverovatnije odgovoran LMP1
protein, koji se moze odredivati imunohistohemijski. LMP1 je odgovoran za aktivaciju NF-kB
puta, ali i puta mitogen-aktivirane protein kinaze (MAPK)-PI3K-Akt. Aktiviranjem c-Jun N-
terminalne kinaze (JNK)/AP-1. Osim toga, LMP1 povecava ekpresiju Ciklin zavisne kinaze 2
(Cdk2) i posledi¢ne fosforilacije retinoblastoma (Rb) proteina. Na taj nacin inhibira p27. Takode
LMP1 poveceva ekpresiju BCL-2 i na taj stiti ¢elije od apoptoze (309). Signalni putevi i moguce
terapijske intervencije EVB-LMP1 su prikazani na grafikonu 3.
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Grafikon 3. Intraéelijski Signalni putevi EBV-LMP1 proteina (309)
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1.3.6.2. EBV+ DLBCL

EBV+ DLBCL se najcesce javlja u starijoj populaciji. Sama definicija EBV+ DLBCL ukljucuje
uz EBER pozitivnost i dob stariju od 50 godina (35). Medutim, ova starostna granica je
arbitrarna, jer se limfomi sa ovakvim histopatoloSkim karakteristikama i EBV pozitivni§¢u
javljaju i u mladoj populciji (309). EBV+ DLBCL je neoplazma koju karakteriSe lo§ odgovor na
terapiju i krace prezivljavanje u odnosu na EBV- DLBCL. Bolesnici sa EBV+ DLBCL kod
starijih imaju loSije prezivljavanje kada se porede samo sa grupom ABC-like DLBCL i sa
grupom starijih bolesnika sa EBV- tumorima, $to govori u prilog za EBV kao nezavisini
prediktor loSeg ishoda leCenja. Pokazan je i trend viSeg stadijuma i ¢eS¢eg zahvatanja kosne srzi
kod EBV+ slucajeva (311). U studiji Paydasa i sar. (284) EBV-LMP1 ekspreija je nadena u 22%
slucajeva DLBCL i bila je povezana sa visokim nivoom LDH. Takode EBV pozitivnost je bila
jedan od najboljih indikatora prognoze ukupnog prezivljavanja, jer je prosecno prezivljvanje
EBV- slucajeva bilo 106 meseci, a EBV+ 21 mesec (p=0.0001). I druge studije su uniformno
prikazale da su EBV+ limfomi udruZeni sa starijom zivotnom dobi, vi§Sim Ann Arbor

stadijumom, viSim IPI skorom i lo$ijim odgovorom na primenjenu terapiju (312).

1.3.7. B-cell Lymphoma gen-2 (Bcl-2)

B-cell Lymphoma-2 (Bcl-2) je otkriven pre skoro 30 godina kada je uocena njegova ekspreija
kao posledica translokacije (14;18) kod bolesnika sa folikularnim limfomom (313). Nakon toga
je otkriveno niz strukturalno sli¢nih proteina koji su vazni regulatori programirane ¢elijske smrti
(314). Ranijih godine se smatralo da je inhbititorni efekat Bcl-2 na apoptozu klju¢ni uzrok
rezistencije na hemioterapiju, §to je i potvrdeno u klinickim studijama gde je ekpresija Bcl-2
negativno korelirala sa prezivljavanjem bolesnika sa DLBCL (315, 316). Pojavom rituksimaba,

postavilo se pitanje da li je Bel-2 i dalje marker lose prognoze kod bolesnika sa DLBCL.

1.3.7.1. Bel-2 i apoptoza

Programirana ¢elijska smrt ili apopotoza je skup gena i njihovih signalnih puteva kojima se

efiksano odstranjuju nepotrebne ili oStecene celije. Apoptoza je neophodna za odrzavanje
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normalne homeostaze organizma, odstranjivanja Stetnih ¢elija i na taj nacin spreavanja razlicitih
oboljenja od kojih su maligna medu najvaznijim. Poremecéena funkcija nekog od gena koji
ucestvuje u putevima apoptoze moze dovesti do besmrtnosti ¢elija, te njihovog nekontrolisanog
bujanja i nastanka malignog tumora (317).

Apoptoza je kontrolisana dvema signalnim putevima, spoljasnjim i unutra$njim, koji su
medusobno povezani i uti¢u jedan na drugi. Spoljasnji signalnim put je vezan za takozvane
,receptore smrt“: TNFa (Fas, CD95) i TRAIL (tumor necrosis factor-related ligand) receptorima.
Kada se na ove receptore vezu pripadajuci ligandi pokrece se kaskada signalnih procesa sa
aktivacijom FADD koji aktivira kaspazu 8. Kaspaza 8 zatim aktivira BID protein. BID protein
spada u BCL-2 familiju i ima proapoptotski efekat. U ovom delu se susticu spoljasnji i unutrasnji
put apopotoze. Unutrasnji put apoptoze kontroliSu proteini iz BCL-2 familije. Neki od njih su
proapoptotski ( BIM, BID, BIK, Puma, BMF, BAD, Noxa) i oni antagonizuju antiapoptotski
efekat antiapoptotskih proteina iz iste familije (Bcl-2, Bel-X1, BAX, BAK). Aktivacijom BID
proteina inhibira se zastitni efekat antiapoptotskih Bcl-2 1 Bel-X1 na BAX i BAK preoteine te se
nastavlja aktivacija apoptoze. Tada se aktiviraju citohrom C i SMAC/DIABLO protein, koji

aktiviraju najvazniju efektorsku kaspazu 9 koja lizira ¢eliju (317).

1.3.7.2. Ekpresija Bcl-2 i prognoza DLBCL

Vec¢ je uuvodu ovog poglavlja re¢eno da je ekspresija Bcl-2 znacila loSiju prognozu le¢enja
DLBCL (315, 316). Medutim ove studije su radene u vreme kada je CHOP bez rituksimaba bio
standard leCenja. Tri novije studije su pokusale da odgovore na ovo pitanje, medutim rezultati su
bili kontraverzni. Wilson i sar. (136) su analizirali Bcl-2 status kod 90 bolesnika. Nije bilo razlike
u pogledu PFS (Bcl-2- 75% vs Bel-2+ 73% p=0.51) niti OS (Bcl-2- 75% vs Bel-2+ 69% p=0.41).
Sa druge strane Nyman i sar. (132) su analizirali prezivljavanje bolesnika u odnosu na GCB ili
nonGCB fenotip, ispoljavanje FOXP1 proteina, te ispoljavanje Bcl-2. Nije bilo razlike izmedu
GCB 1 nonGCB fenotipa niti izmedu FOXP1 pozitivnih i negativnih sluc¢ajeva DLBCL. Bcl-2 je i
pored lecenja rituksimabom ostao znacajan prognozni faktor za FFS (Bcl-2- 97% vs Bcel-2+ 71%
p=0.001) 1 OS (Bcl-2- 97% vs Bcl-2+ 82% p=0.034). Ova razlika je ostvranea na ra¢un nonGCB

slucajeva, Sto govori u prilog znacajnijeg uticaja aktivacije NF-xB i posledi¢ne ekspresije Bcl-2
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kao patogenetskog mehanizma kod nonGCB DLBCL u odnosu na t(14;18) koja se gotovo

isklju¢ivo vide i u vezi je sa Bcl-2 ekpresijom kod GCB slucajeva (317).

1.3.8. CD30

Pojavom brentuximab-vedotina istrazivanje CD30 markera dobilo je na znacaju (318). CD30 je
transmembranski protein koji pripada velikoj familiji tumor necrosis factor (TNF) proteina.
Citoplazmatski deo ovog proteina sadrzi TRAF (TNF-receptor associated factor) koji modifikuje
aktivaciju nuklearnog faktora kappaB (NF-«xB). Prekomerna ekspresija CD30 dovodi do stalne
aktivacije NF-kB, nezavisne od postojanja liganda za CD30, sto dovodi do bloka apoptoze i
neograni¢enog prezivljavanja ¢elija. Fizioloska uloga CD30 molekula jo$ nije definisana. Smatra
se da ucestvuje u imunom odgovoru, ali je eksprimiran na malom broju B 1 T —limfocita, dok mu
se ekspresija povecava sa prisutvom interleukina 4, pri aktivaciji T-limfocita (319). Sa druge
strane na Reed-Sternbergovim ¢elijama Hodgkinovog limfoma, kao i na ¢elijama ALCL,
ekpresija CD30 proteina je izrazito visoka. To ga ¢ini veoma atraktivnom metom za ciljnu
terapiju, jer je veoma selektivno eksprimiran na malignim ¢elijama (320). Osim toga visok nivo

solubilnog CD30 korelira sa lo§ijom prognozom kod bolesnika sa HL (321). (grafikon 4.)
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1.3.8.1. Prognoza DLBCL u odnosu na ekpresiju CD30

Jo§ pre 12 godina Maes i sar. su analizirali ekpresiju i diferencijalnu dijagnozu kod razli¢itih
podtipova CD30+ NHL. Od ukupno 273 bolesnika 61% su ¢inili DLBCL. U toj studiji je prvi put
pokazano da bolesnici sa CD30+ DLBCL imaju povoljniju prognozu od CD30- DLBCL sli¢nu
onoj kod ALK- ALCL (322). Definitivnu potvrdu ovoj tvrdnji i u eri rituksimaba dali su Hu i sar.
(323). Oni su analizirali preko 900 novotkrivenih slu¢ajeva DLBCL. U oko 14% slucajeva CD30
je bio pozitivan. Bolesnici sa CD30+ DLBCL su imali petogodisnji OS 79% vs 59% (p=0.001),
kao 1 znacajno duzi PFS (P=0.03). Ovaj povoljan prognozni efekat CD30 markera je bio prisutan
kako u GC, tako i u nonGC DLBCL podgrupama.

1.3.9. CD5

CDS5 antigen je eksprimiran na T-limfocitima, NK ¢elijama 1 nekim subpopulacijama B—
limfocita. CDS5 je dijagnosticki marker hroni¢ne limfocitne leukemije, a broj CDS5 pozitivnih
¢elija je povecan u reumatoidnom artritisu i drugim autoimunim bolestima (324). Njegova
fizioloska uloga nije u potpunosti poznata, ali je pokazano da je CD5 negativni regulator
ekspresije B-celijskog receptora (BCR), te da aktivira razliCite signalne puteve ¢elijskog opstanka
kao Sto je ERK1/2, PI3K, kalcineurin. Takode CD5 promovisSe opstanak B-¢elije kroz autokrinu
proizvodnju interleukina 10 (324).

1.3.9.1. Prognoza DLBCL u odnosu na ekpresiju CD5

CDS5 je eksprimiran u 5-10% DLBCL. Javlja se obi¢no u starijih, ¢e$¢i je kod Zena i obi¢no sa
poviSenim LDH, B simptomima, ekstranodalnim zahvatanjem i losijim performans statusom.
Takode ¢es¢i je u uznapredovalom klinickom stadijumu i prisustvom bolesti u CNS-u. Bolesnici
sa CD5+ DLBCL imaju manji procenat kompletnih remisija, kao i kra¢e PFS 1 OS u odnosu na
CD5- slucajeve (326, 327). Dodavanje rituksimaba terapiji poboljSalo je ishod lecenja bolesnika
sa CD5+ DLBCL; ali je ishod i dalje 1osiji u odnosu na CD5- bolesnike (142).

75



1.3.12. CD43

CD43 je transmembranski glikoprotein koji je eksprimiran na razli¢itim hematopoeznim
¢elijama. Njegova fizioloska uloga nije kompletno razjasnjena, ali koekspresija sa CD20
sugeriSe na dijagnozu maligne hemopatije. CD43 je faktor loSe prognoze kod bolesnika tretiranih

R-CHOP terapijeom, ali ne i kod bolesnika leCenih CHOP protokolom (266).

1.3.13. Ki67

Ki67 je marker proliferacije. Eksprimiran je na ¢elijama koja se dele i koristan je u dijagnostici i
terapapiji razliCitih malignih bolesti. Njegov prognosticki znacaj kod DLBCL nije u potpunosti

definisan iako je ispitivan u nekoliko studija. Rezultati ovih istrazivanja uglavnom govore da je

visok Ki67 ima negativan uticaj na PFS 1 OS (47, 266).
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II PROBLEM, PREDMET I CILJ ISTRAZIVANJA

2.1. Pregled problema

Prognoza DLBCL je razlicita i zavisi od niza klini¢kih, laboratorijskih i genetskih faktora koji su
inkorporirani u razli¢ite prognosti¢ke skorove. Najcesce koris¢en prognosticki skorovi su
International Prognostic Index-IPI (124), odnosno starosti prilagoden IPI (age adjusted-IPI, aa-
IPI) (125),koju su dizajnirani kada u le€enju DLBCL nije koriS¢en rituksimab, Nakon uvodenja
rituksimaba u terapiju Sehn i kolege (126) modifikovali IPI skor i nazvali ga R-IPI (revisited IPI).
Medutim, niti IPI ni R-IPI ne mogu u potpunosti da odgovore na pitanje koji ¢e bolesnici dobro
odgovoriti na terapiju i koji ¢e bolesnici doziveti relaps, nakon inicijalnog odgovora na lecenje.
Zbog toga je zapocela era pronalazenja molekulskih markera koji ¢e mo¢i bolje da odgovore na
data pitanja. Velik broj markera je ispitivan. lako su mnogi od ispitivanih markera pokazali
odredenu prognostic¢ku i prediktivnu vrednost, jos uvek nisu napravljeni novi prognosticki
skorovi koji se baziraju na molekulskoj prognozi (128). Stalna je potreba za pronalazenjem novih
molekularnih markera koji definiSu prognozu DLBCL. U nasem radu ¢emo ispitati ulogu
molekulskih markera, navedenih prethodno u uvodu, na prognozu le¢enja DLBCL

imunohemioterapijom.

2.2. Ciljevi istrazivanja

* U materijalu tumorskog tkiva dobijenim biopsijom odrediti ucestalost ekspresije
molekulskih markera BAFF-R, TACI, BCMA, Bcl-2, Bcl-6, CD5, VEGF, COX-2,
EBV-LMPI1, Ki-67, CD10, MUM-1, CD30, CD43.

* Ispitati povezanost ekspresije markera BAFF-R, TACI, BCMA, Bcl-2, Bcl-6, CD5,
VEGF, COX-2, EBV, Ki-67, CD10, MUM-1, CD30, CD43 sa ukupnim odgovorom
na lecenje, vremenom do progresije bolest i ukupnim prezivljavanjem bolesnika.

* Ispitati povezanost klinickih i laboratorijskih prognoznih faktora: pola, zZivotnog doba,
stadijuma bolesti, International Prognostic Index Score (IPI) i revisited-IPI (R-IPI),

nivoa LDH, nivoa albumina i broja limfocita, na pocetku lecenja, sa ukupnim

71



odgovorom na lecenje, vremenom do progresije bolesti i ukupnim prezivljavanjem

bolesnika.

III HIPOTEZE ISTRAZIVANJA

Bolesnici sa IPI skorom >2 i bolesnici sa R-IPI skorom >1 imaju lo$iju prognozu nego
bolesnici sa IPI skorom 0,1 i R-IPI skorom 0.

Bolesnici sa ekspresijom CDS5, BAFF-R, TACI, BCMA, Bcl-2, VEGF, COX-2, EBV-
LMP1, MUM-1, CD43 antigena imaju loSiju prognozu u odnosu na bolesnike koji ne
ekprimiraju ove antigene na ¢elijama DLBCL.

Bolesnici sa ekspresijom CDI10, Bcl-6, CD30 imaju bolju prognozu u odnosu na
bolesnike koji ne ekprimiraju ove antigene na ¢elijama DLBCL.

Bolesnici sa DLBCL visokog proliferativnog indeksa (Ki67>70%) imaju losiju prognozu

u odnosu na bolesnike sa DLBCL sa niskim proliferativnim indeksom.
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IV MATERIJAL I METODE

4.1. Bolesnici i dijagnoza

Istrazivanjem je obuhvaceno 140 bolesnika, kod kojih je dijagnostikovan CD20 pozitivan
difuzni B-krupnocelijski limfom. Svi bolesnici su leeni na Institutu za onkologiju Vojvodine u
periodu od 2003. do 2010. godine. Klini¢ki podaci za prikupljeni su iz istorija bolesti, nalaza i
onkoloskih kartona Poliklinike Instituta za onkologiju Vojvodine u Sremskoj Kamenici.
Dijagnoza DLBCL postavljana je morfoloskom i imunohistohemijskom analizom bioptiranog
limfnog ¢vora ili ekstranodalnog mesta zahvac¢enog limfomom. Podela na podtipove DLBCL je
vrsena prema WHO Kklasifikaciji iz 2008. godine (21). Bolesnici su leceni kombinacijom
rituksimaba 1 CHOP protokola (ciklofosfamid, doksorubicin, vinkristin, prednizolon) ili CHOP-u

sli¢énim protokolima. Bolesnici su prac¢eni do januara 2013.

4.2. Standardne patohistoloSke metode

Nakon hirurS§kog odstranjenja limfni ¢vorovi i/ ili drugi tkivni uzorci su dostavljani na patologiju
u 10% puferisanom formalinu. Makroskopski su opisani, uzeti su isecci i fiksirani u 10%
puferisanom formalinu tokom 18-24h. Standardnom procedurom dovedeni su do kalupljenja u
parafinu, te seCeni na rezove debljine 4-5um. Deparafinisani histoloski rezovi su bojeni
standardnom metodom hematoksilin eozin (HE). Bioptati koStane srzi su dostavljeni na
patologiju u 10% puferisanom formalinu. Nakon fiksacije u trajanju od 18-24 sata, uzorci su
dekalcinisani u mravljojkiselini jedan ili dva dana, zavisno od veli€ine, zatim obradeni prema
standardnoj proceduri i ukalupljeni u parafin. Svi uzorci su seceni na rezove debljine do Sum.
Deparafinisani histoloski rezovi su bojeni standardnom metodom hematoksilin-eozin (HE).
Ovako spremljeni preparati su patohistoloski analizirani optickim mikroskopom na malom,
srednjem i velikom uveéanju. Dijagnoza je postavljana standardnom morfoloskom i
imunohistohemijskom analizom biopti¢kog materijala prema klasifikaciji WHO iz 2008. godine.

1)

79



4.3. Imunohistohemijske metode (IHH)

4.3.1. KoriS¢ena antitela

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

CD20, Thermo Scientific, Mouse monoclonal antibody, Clone L.26 (MS-340-S), razredenje 1:250
MUM1, Dako, Mouse monoclonal antibody, Clone MUM 1p (M7259), razredenje 1:30

CD10, Thermo Scientific, Mouse monoclonal antibody, Clone 56C6 (MS-728-S), razredenje
1:50

BCL6, DAKO, Mouse monoclonal antibody, Clone PG-B6p (M7211), razredenje 1:10

BCL2, DAKO, Mouse monoclonal antibody, Clone 124 (M0887), razredenje 1:75

CDS5, DAKO, Mouse monoclonal antibody, Clone CD5/54/F6 (M7194), razredenje 1:50
CD30, Thermo Scientific, Mouse monoclonal antibody, Clone Ber-H2 (MS-361-S), razredenje
1:60

CD43, DAKO, Mouse monoclonal antibody, Clone DF-T1 (N1559), ready-to-use

EBV LMP, DAKO, Mouse monoclonal antibody, Clones CS.1-4 (M0897), razredenje 1:100
VEGF, DAKO, Mouse monoclonal antibody, Clone VG1 (M7273), razredenje 1:75

COX2, Thermo Scientific, Rabbit polyclonal antibody (RB-9072-P), razredenje 1:150
BAFF-R, Abcam, Rabbit polyclonal antibody (ab5965), razredenje 1:500

TACI, Abcam, Rabbit polyclonal antibody (ab79023), razredenje 1:500

BCMA, Abcam, Rabbit polyclonal antibody (ab5972), razredenje 1:1000

4.3.2. Imunohistohemijski metod za antitela BAFF-R, EBV, COX2, Ki-67 i CD43

Nakon se€enja 1 suSenja vrSeno je demaskiranje antigena kuvanjem u citratnom puferu, PH6 u PT
Link-u (Thermo Scientific) na raden je toplotni pretretman u PT Link-u, pufer PT Module buffer
1 (100X-Citrate Buffer, pH6), Sifra proizvoda TA-250-PM1X, Thermo Scientific; 20 minuta na
98°C u trajanju od 20 minuta. Nakon inhibicije endogene peroksidaze 3% H202, vrSena je

inkubacija primarnim antitelom u optimalnoj koncentraciji, azatim je pripremljen kit za
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vizualizaciju Ultra Vision LP Detection System (TL-125-HL). Kao hromogeni supstrat koris¢en

je DAB. Kontrastiranje je vrSeno hematoksilinom.

4.3.3. Imunohistohemijski metod za antitela TACI, BCMA, CD20 i Bcl-2

Procedura za indentifikaciju ovih antigena je bila identi¢na prethodno opisanoj, osim $to je za

vizualizaciju kori$¢en kit Leica Novolink Polymer Detection System (RE7150-K

4.3.4. Imunohistohemijski metod za antitela CD30, CD5, MUM1

Kao kit za vizualizaciju koris¢en je DAKO EnVision FLEX/HRP (SM802), a svi ostali postupci

bili su identi¢ni prethodno opisanim.

4.3.5. Imunohistohemijski metod za antitela VEGF, Bcl6 i CD10

Za identifikaciju navedenih antitela koriS¢en je pufer EnVision FLEX Target Retrieval Solution,
High pH, 50X (DMS828),a kao kit za vizualizaciju Thermo Scientific, UltraVision LP Detection
System (TL-125-HL).Ostalipostupci bili su identi¢i prethodno opisanim.

4.4. Imunohistohemijska analiza ekspresije antitela

4.4.1. Analiza ekspresije Ki-67

Ekspresija Ki-67 semikvantitativno je procenjena na osnovu udela pozitivnih tumorskih ¢elija
(obojeno jedro) u odnosu na ukupan broj tumorskih ¢elija, nezavisno od intenziteta bojenja. Na
10 vidnih polja velikog uvelicanja je procenjen prosecan broj pozitivnih tumorskih ¢elija 1

izrazen u procentima uodnosu na ukupan broj ¢elija. Pozitivna kontrola su ¢elije na dnu kripti

tankog i debelog creva (Slika 5.).
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4.4.2. Analiza ekspresije CD20

U proceni ekspresije CD20 semikvantitativno je procenjen udeo tumorskih ¢elija sa obojenom
¢elijskom membranom, nezavisno od intenziteta bojenja. Na 10 vidnih polja je procenjen
prosecan broj pozitivnih tumorskih ¢elija u odnosu na ukupan broj tumorskih ¢elija. Nalaz vise
od 30% pozitivnih tumorskih ¢elija je racunat kao pozitivan. (55) Pozitivna kontrola su B

limfociti tonzile (Slika 6.).

-~

. Slika 6. CD20, 600x, Oko 95-100% pozitivnosti
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4.4.3. Analiza ekspresije MUM1

U proceni ekspresije MUMI1 semikvantitativno je procenjen udeo tumorskih ¢elija sa obojenim
jedrima, nezavisno od intenziteta bojenja. Na 10 vidnih polja je procenjen prosecan broj
pozitivnih tumorskih ¢elija u odnosu na ukupan broj tumorskih ¢éelija. Nalaz vise od 30%
pozitivnih tumorskih ¢elija je racunat kao pozitivan (55). Pozitivna kontrola su plazma ¢elije u

tonzili (Slika 7.).
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4.4.4. Analiza ekspresije CD10

Ekspresija CD10 semikvantitativno je procenjena na osnovu udela pozitivnih tumorskih ¢elija u
odnosu na ukupan broj tumorskih ¢elija, nezavisno od intenziteta bojenja. Bojenje je
membransko. Procena je izvrSena na 10 vidnih polja velikog uvelicanja. Nalaz vise od 30%
tumorskih ¢elija sa obojenom membranom je racunat kao pozitivan (55). Pozitivna kontrola je

tanko crevo (Slika 8.).
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Slika 8. CD10, 400x,
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Pozitivan nalaz

4.4.5. Analiza ekspresije Bcl-6

U proceni ekspresije Bcl6 semikvantitativno je procenjen udeo tumorskih ¢elija sa obojenim
jedrima, nezavisno od intenziteta bojenja. Na 10 vidnih polja je procenjen prosecan broj
pozitivnih tumorskih ¢elija u odnosu na ukupan broj tumorskih ¢elija. Nalaz vise od 30%
pozitivnih tumorskih ¢elija je racunat kao pozitivan. (55) Kao pozitivna kontrola posluzili su

centroblasti u tonzili (Slika 9).
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4.4.6. Analiza ekspresije Bcl-2

Ekspresija Bcl2 semikvantitativno je procenjena na 10 vidnih polja velikog uveli¢anja. Procenjen
je udeo tumorskih ¢elija sa citoplazmatskim perinuklearnim bojenjem, nezavisno od intenziteta
bojenja, u odnosu na ukupan broj tumorskih ¢elija . Nalaz vise od 30% pozitivnih tumorskih
¢elija je racunat kao pozitivan (55). Pozitivna kontrola su bili limfociti mantle zone u limfnom

¢voru (Slika 10.).

o ¢

P ,.
‘ i

.
't

KT e )
Ry D i B

X £ Clr e R SYE.
Slika 10. Bcl-2, 200x, Pozitivan nalaz

4.4.7. Analiza ekspresije CD5

U proceni ekspresije CD5 semikvantitativno je procenjen udeo tumorskih ¢elija sa obojenom
membranom, nezavisno od intenziteta bojenja. Na 10 vidnih polja je procenjen broj pozitivnih
tumorskih ¢elija u odnosu na ukupan broj tumorskih ¢elija . Nalaz vise od 30% pozitivnih
tumorskih ¢elija je racunat kao pozitivan (55). Pozitivna kontrola su bili T limfociti u tonzili

(Slika 11.).
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4.4.8. Analiza ekspresije CD30

U proceni ekspresije CD30 semikvantitativno je procenjen udeo tumorskih ¢elija sa obojenom
membranom i ili citoplazmom i ili paranuklearnom Golgi zonom, nezavisno od intenziteta
bojenja. Na 10 vidnih polja je procenjen broj pozitivnih tumorskih ¢elija u odnosu na ukupan broj
tumorskih ¢elija . Nalaz viSe od 10% pozitivnih tumorskih ¢elija je racunat kao pozitivan.

Pozitivna kontrola su Reed Sternberg ¢elije i Hodgkin ¢elije u Hodgkin limfomu (Slika 12.).
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Slika 12. CD30, 600x, Pozitivan nalaz CD30 u anaplagtiénom difuznom klrupnoc'elijskom B limfomu

4.4.9. Analiza ekspresije CD43

U proceni ekspresije CD43 semikvantitativno je procenjen udeo tumorskih ¢elija sa obojenom
¢elijskom membranom, nezavisno od intenziteta bojenja. Na 10 vidnih polja je procenjen
prosecan broj pozitivnih tumorskih ¢elija. Nalaz visSe od 30% pozitivnih tumorskih ¢elija je

racunat kao pozitivan. Pozitivna kontrola su bili interfolikularni T limfociti u tonzili.

4.4.10. Analiza ekspresije EBV-LMP1

U proceni ekspresije EBV-LMP1 semikvantitativno je procenjen udeo tumorskih ¢éelija sa
obojenom citoplazmom i ili membranom, nezavisno od intenziteta bojenja. Na 10 vidnih polja je
procenjen broj pozitivnih tumorskih ¢elija u odnosu na ukupan broj tumorskih ¢elija. Nalaz vise
od 10% pozitivnih tumorskih ¢elija je racunat kao pozitivan. Pozitivna kontrola su Reed
Sternberg ¢elije i Hodgkin ¢elije iz dobro poznatog slu¢aja Hodgkin limfoma meSovite

celularnosti (Slika 13.).
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4.4.11. Analiza ekspresije VEGF

U proceni ekspresije VEGF semikvantitativno je procenjen udeo tumorskih ¢elija sa obojenom
citoplazmom 1 ili membranom, nezavisno od intenziteta bojenja. Na 10 vidnih polja je procenjen
broj pozitivnih tumorskih ¢elija u odnosu na ukupan broj tumorskih ¢elija. Nalaz vise od 10%
pozitivnih tumorskih ¢elija je racunat kao pozitivan. Endometrijum je posluzio kao pozitivna

kontrola (Slika 14.).
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4.4.12. Analiza ekspresije COX2

U proceni ekspresije COX2 semikvantitativno je procenjen udeo tumorskih celija sa
citoplazmatskim i ili membranskim bojenjem, nezavisno od intenziteta bojenja. Na 10 vidnih
polja je procenjen broj pozitivnih tumorskih ¢elija u odnosu na ukupan broj tumorskih ¢elija.
Nalaz bilo koje pozitivnosti je ra¢unat kao pozitivan. Pozitivna kontrola je adenokarcinom

debelog creva (Slika 15.).
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4.4.13. Analiza ekspresije BAFF-R

U proceni ekspresije BAFF-R semikvantitativno je procenjen udeo tumorskih ¢elija sa obojenom
membranom i ili citoplazmom, nezavisno od intenziteta bojenja. Na 10 vidnih polja je procenjen
broj pozitivnih tumorskih ¢elija u odnosu na ukupan broj tumorskih ¢elija. Nalaz bilo kakve
pozitivnosti tumorskih ¢elija je racunat kao pozitivan. Pozitivna kontrola su limfociti slezine

(Slika 16.).
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4.4.14. Analiza ekspresije TACI

U proceni ekspresije TACI semikvantitativno je procenjen udeo tumorskih ¢elija sa obojenom
¢elijskom membranom (dozvoljava se i obojenost citoplazme i jedra), nezavisno od intenziteta
bojenja. Na 10 vidnih polja je procenjen broj pozitivnih tumorskih ¢elija u odnosu na ukupan
broj tumorskih ¢elija. Nalaz bilo kakve pozitivnosti tumorskih ¢elija je racunat kao pozitivan.

Pozitivna kontrola su B i T limfociti slezine (Slika 17.).
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Slika 17. TACI, 400x, Pozitivan nalaz
4.4.15. Analiza ekspresije BCMA

U proceni ekspresije BCMA semikvantitativno je procenjen udeo tumorskih ¢elija sa obojenom
¢elijskom membranom i/ili perinuklearnim bojenjem, nezavisno od intenziteta bojenja. Na 10
vidnih polja je procenjen broj pozitivnih tumorskih ¢elija u odnosu na ukupan broj tumorskih

¢elija. Nalaz bilo kakve pozitivnosti tumorskih ¢elija je raCunat kao pozitivan. Pozitivna kontrola

je parenhim slezine, B limfociti (Slika 18.).

N#
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4.5. Odredjivanje stadijuma bolesti i odgovor na lecenje

Svim bolesnicima je radjena anamneza, klini¢i pregled, laboratorijske analize, zatim
kompjuterizovana tomografija (CT) grudnog koSa, abdomena i male karlice. U slucajevima
sumnje na zahvacenost kosne srzi, radena je biopsija kosne srzi. Stadijum bolesti je odredjivan
prema Ann-Arbor klasifikaciji (23). Odgovor na primenjenu terapiju pracen je pomocu
kriterijuma International Working Group (IWG) (328). Takode praceno je vreme do progresije
bolesti (Progression free survival, PFS) i ukupno prazivljavanje bolesnika (Overall survival).
Vreme do progresije bolesti je definisano kao vreme od dijagnoze bolesti do dijagnoze
refrakternosti ili pojave relapsa nakon inicijalne kontrole bolesti ili do smrtnog ishoda iz bilo kog
razloga. Ukupno preZivljavanje je definisano kao vreme od dijagnoze bolesti do smrtnog ishoda

iz bilo kod razloga.

4.6. Metode statisticke obrade

U statisti¢koj obradi rezultata su koris¢eni kompjuterski programi Microsoft Excel i Medcalc.
Podaci su prikazani tabelarno i graficki. Statisticka obrada dobijenih rezultata izvrSena je
osnovnim statistickim metodama: srednja vrednost, standardna devijacija, standardna greska,
medijana, minimum, maksimum. Obzirom da smo koristili samo neparametrijska obelezja
ispitivanje postojanja medusobne korelacije podataka izvrSeno je Spearmanovim testom
korelacije ranga i Kendalovim Tau B koeficijenom ranga korelacije. Ispitivanje uticaja pojedinih
parametara na stopu kompletne remisije radeno je testom proporcija. Statisticka znacajnost je
definisana nivoom od p<0,05. Ispitivanje verovatnoce prezivljavanja i uticaja pojedinih varijabli
na PFS 1 OS bolesnika je izracunato prema Kaplan-Meier-ovom algoritmu, a statistica razlika je
izraCunavana log rank testom i izraZzavana je kroz hazar ratio (HR). Statisticka znacajnost je
definisana nivoom od p<0,05. U multivarijantnoj analizi uticaja pojedinih faktora na PFS i OS

koristili smo Cox regersionu analizu. Statisti¢ka znacajnost je definisana nivoom od p<0,05.
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V REZULTATI

5.1. Demografski podaci

U istrazivanje je ukljuc¢eno ukupno 138 bolesnika. Muskaraca je bilo 75 (53.5%), a zena 65

(46.5%) (Grafikon 5.). Medijana starosti bolesnika je 58 godina (23-82). Starosna struktura

bolesnika prikazana je na grafikonu 6.
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Grafikon 5. Polna struktura bolesnika
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Grafikon 6. Starosna struktura bolesnika
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5.2. Stadijum bolesti i IPI skor

Bolesnicima je odredivan stadijum bolesti po Ann Arboru i IPI skor. Najve¢i broj bolesnika bio
je u Il klinickom stadijumu- 47 (34.07%), u 111 46 (33.33%), u I stadijumu bilo je 26 bolesnika
(18.84%), do je u IV stadijumu bilo njih 27 (19.56%) (grafikon 7.). B simptome je imalo 52.94%
bolesnika (grafikon 8.).

Ann Arbor stadijum bolesti
50 47 46
45
40
g 35
% 30 26 27
3 25
,‘;, 20
& 15
10
5
O T T T
| Il 1] \Y
Stadijum bolesti
Grafikon 7. Ann Arbor stadijum bolesti
Prisustvo simptoma
47% mA
53% mB

Grafikon 8. Prisustvo B simptoma
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U nasoj seriji bolesnika najvise je bilo u grupi niskog rizika po IPI skoru 60 (44.77%). U grupi
srednje-niskog rizika bilo je 34 bolesnika (25.37%), u grupi visoko-srednjeg rizika 25 bolesnika
(18.65%), a u grupi visokog rizika 15 (11.19%) (grafikon 9.).
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Grafikon 9. IPI skor
5.3. Ekstranodalna lokalizacija

Od ukupno 140 bolesnika 65 (46.42%) je imalo primarno ekstranodalnu lokalizaciju. Ubedljivo
najvise ektranodalnih DLBCL bilo je locirano u Zelucu. Ostale lokalizacije prikazane su na

grafikonu 10.
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Grafikon 10. Ekstranodalna lokalizacija
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5.4. Broj analizranih bolesnika u podgrupama i procenat ekspresije molekulskih markera

U nasoj studiji GCB/nonGCB fenotip je analiziran kod 85 bolesnika. GCB fenotipa bilo je 26
(30.5%), dok je bolesnika sa nonGCB fenotipom bilo 59 (69.5%). Od 82 analizirana bolesnika 49
(59.75%) je imalo centroblastni podtip DLBCL, 1 bolesnik (1.2%) je imao anaplasti¢an podtip,
dok je 32 (39.02%) bolesnika pripadalo imunoblastnom podtipu.

U tabeli 10. prikazana su rezultati broja analiziranih bolesnika te procenta ekspresije razli¢itih

molekulaskim markera.

Marker Broj bolesnika Broj i procenat Broj i procenat
pozitivnih negativnih
CD10 88 18 (20.45%) 70 (79.55%)
MUM-1 91 57 (62.64%) 34 (37.36%)
Bcl-6 95 46 (48.42%) 49 (51.58%)
Bcl-2 100 41 (41%) 59 (59%)
Ki67>70% 98 31 (31.63%) 67 (68.37%)
CD20>60% 54 45 (83.33%) 9 (16.66%)
CD30 88 10 (11.36%) 78 (88.64%)
CD43 89 16 (17.97%) 73 (82.03%)
CD5 98 7 (7.14%) 91 (92.86%)
COX-2 66 42 (63.63%) 24 (36.37%)
VEGF-A 63 29 (46.03%) 34 (53.97%)
EBV-LMP1 64 25 (39.06%) 39 (60.94%)
BAFF-R 63 44 (69.84%) 19 (30.16%)
BCMA 64 16 (25%) 48 (75%)
TACI 64 18 (28.12%) 46 (71.88%)

Tabela 10. Procenat ekspresije molekulskih markera

5.5. Studije korelacije

Da bi uocili odnose izmedu dva parametra korelirali smo molekulske markere sa razli¢itim

klini¢kim i laboratorijskim parametrima, patohistoloskim podtipovima, te markere medusobno.

Ovi odnosi su prikazani u tri razlicite tabele za svaki marker.
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5.5.1. CD10

CD10 nije statisti¢i znacajno korelirao ni sa jednim parametrom (tabele 11.,12.,13.). Nismo

analizirali odnos ovog markera sa GCB/nonGCB podtipom jer je sastavni deo algoritma za

dijagnozu podtipa DLBCL.

Parametar P R
Zenski pol 0.2285 0.129
>65 godina 0.1332 -0.160
CS 0.6414 -0.0500
B simptomi 0.5491 -0.0651
Extranodal 0.0743 0.189
Albumin 0.5765 -0.0735
BrLY >1 0.1792 0.146
Hgb <110 0.4436 -0.104
LDH 0.4934 -0.0744
IP1 >2 0.4073 0.0905
Tabela 11. Korelacija CD10 sa klini¢kim i laboratorijskim parametrima
Parametar P R
GCB - -
Imunoblastni 0.1051 -0.197
Tabela 12. Korelacija CD10 sa patohistoloskim podtipovima
Parametar P R
CD10 - -
MUM-1 0.2168 -0.135
Bcl-6 0.1743 0.146
Bcl-2 0.6864 0.0439
Ki67>70% 0.9275 -0.0103
CD20>60% 0.9657 0.00612
CD30 0.5689 -0.0673
CD43 0.5620 -0.0658
CD5 0.2543 0.125
COX-2 0.7026 0.0483
VEGF-A 0.9466 0.00853
EBV-LMP1 0.5313 -0.0791
BAFF-R 0.4842 0.0890
BCMA 0.5718 0.0714
TACI 0.0735 0.223

Tabela 13. Korelacija CD10 sa ekspresijom ostalih molekulskih markera




5.5.2. MUM-1

Protein MUM-1 je ¢eS¢e eksprimiran kod bolesnica zenskog pola (p=0.0114) i pozitivno korelira
sa pojavom anemije kod novodijagnostikovanih bolesnika (p=0.0012). Takode ucestalija je
pozitivnost MUM-1 kod imunoblastnog podtipa (p=0.0003) i kod Bcl-2 pozitivnih sluc¢ajeva
(p=0.0546) (tabele 14.,15.,16.)

Parametar P R
Zenski pol 0.0114 0.264
>65 godina 0.6768 0.0438
CS 0.9383 0.0814
B simptomi 0.1619 0.149
Extranodal 0.4427 0.0806
Albumin 0.6117 0.0647
BrLY >1 0.4411 -0.0817
Hgb <110 0.0012 0.416
LDH 0.3488 0.0994
1PI >2 0.7953 0.0277

Tabela 14. Korelacija MUM-1 sa klini¢kim i laboratorijskim parametrima

Parametar P R
GCB - 3
Imunoblastni 0.0003 0.424

Tabela 15. Korelacija MUM-1 sa patohistoloSkim podtipovima

Parametar P R
CD10 0.2168 -0.135
MUM-1 - -

Bcl-6 0.5542 0.0632
Bcel-2 0.0546 0.203
Ki67>70% 0.5110 -0.0736
CD20>60% 0.4084 0.114
CD30 0.2049 0.149
CD43 0.5343 0.0714
CD5 0.3556 0.101
COX-2 0.5128 0.0826
VEGF-A 0.5926 -0.0682
EBV-LMP1 0.4389 0.0977
BAFF-R 0.5305 0.0798
BCMA 0.1461 0.182
TACI 0.0911 0.211

Tabela 16. Korelacija MUM-1 sa ekspresijom ostalih molekulskih markera
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5.5.3 Bcl-6

Ekspresija Bcl-6 se ¢esce javlja kod bolesnika sa normalnom koncentracijom albumina

(p=0.0490). Bcl-6 pozitivno korelira sa kespresijom Ki67 ve¢om od 70%, te sa ekspresijom

VEGF-A proteina (p=0.0372) (tabele 17.,18.,19.)

Parametar P R
Zenski pol 0.9219 0.0102
>65 godina 0.8420 -0.0205
CS 0.3570 -0.0945
B simptomi 0.9719 0.00368
Extranodal 0.7464 -0.0333
Albumin 0.0490 -0.243
BrLY >1 0.3141 -0.106
Hgb <110 0.6687 0.0550
LDH 0.6082 -0.0533
1PI >2 0.3358 -0.100
Tabela 17. Korelacija Bcl-6 sa klinickim i laboratorijskim parametrima
Parametar P R
GCB - -
Imunoblastni 0.2456 -0.136
Tabela 18. Korelacija Bcl-6 sa patohistoloSkim podtipovima
Parametar P R
CD10 0.2168 -0.135
MUM-1 0.5542 0.0632
Bcl-6 - -
Bel-2 0.3826 0.0906
Ki67>70% 0.0009 0.352
CD20>60% 0.3739 -0.118
CD30 0.1606 0.160
CD43 0.8433 0.0222
CDS 0.6689 -0.0471
COX-2 0.3722 0.113
VEGF-A 0.0372 0.261
EBV-LMP1 0.6702 -0.0538
BAFF-R 0.6892 -0.0510
BCMA 0.5172 0.0818
TACI 0.5957 0.0670

Tabela 19. Korelacija Bcl-6 sa ekspresijom ostalih molekulskih markera




5.5.4. Bcl-2

Osim ve¢ pomenute korelacije sa MUM-1 (p=0.0546) proteinom, Bcl-2 pozitivno korelira i sa

markerima CD43 (p=0.0048), CD5 (0.0209) i statisticki grani¢no sa COX-2 (p=0.0629) (tabele

20.,21.,22.).
Parametar P R
Zenski pol 0.8430 0.0199
>65 godina 0.6248 0.0485
CS 0.6762 -0.0414
B simptomi 0.4475 0.0764
Extranodal 0.5993 -0.0521
Albumin 0.1957 -0.156
BrLY >1 0.3171 -0.101
Hgb <110 0.4703 -0.0884
LDH 0.4993 0.0677
1PI >2 0.7690 0.0296
Tabela 20. Korelacija Bcl-2 sa klinickim i laboratorijskim parametrima
Parametar P R
GCB 0.9957 0.000593
Imunoblastni 0.8861 -0.0165
Tabela 21. Korelacija Bcl-2 sa patohistoloSkim podtipovima
Parametar P R
CD10 0.6864 0.0439
MUM-1 0.0546 0.203
Bcl-6 0.3826 0.0906
Bcl-2 - -
Ki67>70% 0.5498 -0.0639
CD20>60% 0.7232 -0.0467
CD30 0.1504 0.160
CD43 0.0048 0.300
CDS5 0.0209 0.239
COX-2 0.0629 0.232
VEGF-A 0.6952 -0.0499
EBV-LMP1 0.8453 -0.0247
BAFF-R 0.4405 0.0981
BCMA 0.3439 -0.119
TACI 0.7925 0.0333

Tabela 22. Korelacija Bcl-2 sa ekspresijom ostalih molekulskih markera




5.5.5. Ki67

Visok proliferativni indeks preko 70% pozitivno korelira jedino sa ekspresijom Bcl-6 proteina

(p=0.0009) (tabele 23.,24.,25.).

Parametar P R
Zenski pol 0.6590 -0.0449
>65 godina 0.1944 0.130
CS 0.0267 -0.222
B simptomi 0.3905 -0.0882
Extranodal 0.2662 0.111
Albumin 0.9317 0.0111
BrLY >1 0.6731 0.0436
Hgb <110 0.3984 0.106
LDH 0.8470 -0.0197
1PI >2 0.2647 -0.114
Tabela 23. Korelacija Ki67 sa klinickim i laboratorijskim parametrima
Parametar P R
GCB 0.9898 0.00147
Imunoblastni 0.7665 0.0351
Tabela 24. Korelacija Ki67 sa patohistoloskim podtipovima
Parametar P R
CD10 0.9275 -0.0103
MUM-1 0.5110 -0.0736
Bel-6 0.0009 0.352
Bel-2 0.5498 -0.0639
Ki67>70% - -
CD20>60% 0.2315 0.155
CD30 0.4449 -0.0895
CD43 0.3891 0.0982
CDS 0.6978 -0.0427
COX-2 0.1678 0.182
VEGF-A 0.1393 0.197
EBV-LMP1 0.9782 0.00363
BAFF-R 0.7650 0.0401
BCMA 0.5896 -0.0717
TACI 0.7004 -0.0512

Tabela 25. Korelacija Ki67 sa ekspresijom ostalih molekulskih markera




5.5.6. CD20

Analizirali smo korelaciju ekspresije CD20 u vise ili manje od 60% c¢elija. Bolesnici sa primarno

ekstranodalnom lokalizacijom i imunoblastnim podtipom DLBCL imaju ve¢i procenat ekspresije

CD20 proteina (p=0.0374, p=0.0063 respektivno). Sa druge strane CD5+ DLBCL ima ¢esc¢e

nisku ekspresiju CD20 (p=0.0086) (tabele 26.,27.28.).

Parametar P R
Zenski pol 0.5495 -0.0756
>65 godina 0.8136 0.0298
CS 0.2113 -0.157
B simptomi 0.3551 0.118
Extranodal 0.0374 0.259
Albumin 0.3701 0.135
BrLY >1 0.8145 -0.0302
Hgb <110 0.8271 -0.0339
LDH 0.4029 -0.106
1PI >2 0.4430 -0.0976
Tabela 26. Korelacija CD20 sa klini¢kim i laboratorijskim parametrima
Parametar P R
GCB 0.1704 -0.191
Imunoblastni 0.0063 0.346
Tabela 27. Korelacija CD20 sa patohistoloskim podtipovima
Parametar P R
CD10 0.9657 0.00612
MUM-1 0.4084 0.114
Bcl-6 0.3739 -0.118
Bcl-2 0.7232 -0.0467
Ki67>70% 0.2315 0.155
CD20>60% - -
CD30 0.5414 0.0826
CD43 0.1301 -0.207
CD5 0.0086 -0.354
COX-2 0.6180 0.0792
VEGF-A 0.3553 0.148
EBV-LMP1 0.1658 -0.218
BAFF-R 0.5548 -0.0950
BCMA 0.4550 -0.118
TACI 0.6764 0.0663

Tabela 28. Korelacija CD20 sa ekspresijom ostalih molekulskih markera




5.5.7. CD30

Ekspresija CD30 obrnuto korelira sa IPI skorom (p=0.0393), odnosno ve¢i broj bolesnika sa

ekspresijom CD30 pripadaju grupi niskog i1 nisko-srednjeg rizika po IPI skoru. CD30 pozitivno
korelira sa ekspresijom BCMA (p=0.0004) proteina (tabele 29.,30.,31.).

Parametar P R
Zenski pol 0.2094 0.135
>65 godina 0.1969 -0.139
CS 0.3026 -0.111
B simptomi 0.1629 -0.152
Extranodal 0.2029 -0.137
Albumin 0.8948 0.0184
BrLY >1 0.7889 -0.0291
Hgb <110 0.7945 -0.0324
LDH 0.1441 0.159
IPI >2 0.0393 -0.223
Tabela 29. Korelacija CD30 sa klini¢kim i laboratorijskim parametrima
Parametar P R
GCB 0.3323 -0.116
Imunoblastni 0.9263 0.0112
Tabela 30. Korelacija CD30 sa patohistoloskim podtipovima
Parametar P R
CD10 0.5689 -0.0673
MUM-1 0.2049 0.149
Bel-6 0.1606 0.160
Bel-2 0.1504 0.160
Ki67>70% 0.4449 -0.0895
CD20>60% 0.5414 0.0826
CD30 - -
CD43 0.6543 0.0519
CDS 0.4445 -0.0873
COX-2 0.0705 0.229
VEGF-A 0.0604 0.240
EBV-LMP1 0.8670 -0.0214
BAFF-R 0.4123 0.105
BCMA 0.0004 0.432
TACI 0.1213 0.197

Tabela 31. Korelacija CD30 sa ekspresijom ostalih molekulskih markera




5.5.8. CD43

Ekspresija CD43 pozitivno korelira sa ekspresijom Bcl-2 (p=0.0048) i ekspresijom CD5
(p=0.0312) (tabele 32.,33.,34.).

Parametar P R
Zenski pol 0.6978 0.0415
>65 godina 0.2314 -0.128
CS 0.5142 -0.0701
B simptomi 0.7155 0.0394
Extranodal 0.9708 0.00391
Albumin 0.5812 0.0746
BrLY >1 0.9941 0.000805
Hgb <110 0.7945 -0.0324
LDH 0.3991 0.0915
IP1 >2 0.7246 -0.0383
Tabela 32. Korelacija CD43 sa klinickim i laboratorijskim parametrima
Parametar P R
GCB 0.1728 -0.156
Imunoblastni 0.4862 0.0840
Tabela 33. Korelacija CD43 sa patohistoloskim podtipovima
Parametar P R
CD10 0.5620 -0.0658
MUM-1 0.5343 0.0714
Bcl-6 0.8433 0.0222
Bcl-2 0.0048 0.300
Ki67>70% 0.3891 0.0982
CD20>60% 0.1301 -0.207
CD30 0.6543 0.0519
CD43 - -
CD5S 0.0312 0.234
COX-2 0.9418 -0.00924
VEGF-A 0.9919 0.00130
EBV-LMP1 0.2355 0.149
BAFF-R 0.7591 0.0391
BCMA 0.1955 -0.163
TACI 0.4884 -0.0875

Tabela 34. Korelacija CD43 sa ekspresijom drugih molekulskih markera




5.5.9. CD5

Bolesnici sa CD5 pozitivnim DLBCL su ¢es¢e zenskog pola (p=0.0693) i kod njih su cesce

prisutni B simptomi (p=0.0306). Ve¢ je receno da ekspresija CD5 pozitivno korelira sa

ekspresijom Bcl-2 (p=0.0209), niskom ekrpesijom CD20 (p=0.086) i CD43 (0.0312) (tabele

35.36.37.).
Parametar P R
Zenski pol 0.0693 0.183
>65 godina 0.4465 0.0770
CS 0.5996 0.0534
B simptomi 0.0306 0.220
Extranodal 0.7591 -0.0309
Albumin 0.5730 0.0718
BrLY >1 0.6781 -0.0429
Hgb <110 0.2816 0.136
LDH 0.2793 0.111
1PI >2 0.0937 0.172
Tabela 35. Korelacija CDS5 sa klinickim i laboratorijskim parametrima
Parametar P R
GCB 0.6385 0.0527
Imunoblastni 0.6884 0.0481
Tabela 36. Korelacija CDS5 sa patohistoloSkim podtipovima
Parametar P R
CD10 0.2543 0.125
MUM-1 0.3556 0.101
Bel-6 0.6689 -0.0471
Bel-2 0.0209 0.239
Ki67>70% 0.6978 -0.0427
CD20>60% 0.0086 -0.354
CD30 0.4445 -0.0873
CD43 0.0312 0.234
CDS - -
COX-2 0.4618 0.0929
VEGF-A 0.2431 -0.148
EBV-LMP1 0.3103 0.128
BAFF-R 0.5790 0.0707
BCMA 0.4138 0.103
TACI 0.5295 -0.0794

Tabela 37. Korelacija CD5 sa ekspresijom drugih molekulskih markera




5.5.10. COX-2 i VEGF-A

COX-2 1 VEGF-A imaju ulogu u stvaranju krvnih sudova tumora, medusobno pozitivno

koreliraju (p=0.004) te ¢e zbog toga biti opisani u jednom poglavlju. Bolesnici sa DLBCL koji

eksprimira COX-2 ¢es¢e inicijalno imaju broj limfocita manji od 1x10E9/1 (p=0.0116, negativna

korelacija). COX-2 ekspresija, takode korelira sa BCMA ekspresijom (p=0.0045) i kao Sto je vec

receno grani¢no korelira sa ekspresijom Bcel-2 (p=0.0629) (tabele 38.,40.,42.).

VEGF-A ekspresija je ¢eS¢a kod imunoblasnog podtipa DLBCL, a i kao $to je navedeno korelira
i sa Bcl-6 ekspresijom (p=0.0372) i grani¢no sa CD30 (p=0.0604) (tabele 39.,41.,43.).

Parametar P R
Zenski pol 0.7221 0.0453
>65 godina 0.2342 -0.151
CS 0.7071 -0.0479
B simptomi 0.6278 0.0623
Extranodal 0.8453 -0.0249
Albumin 0.5053 -0.108
BrLY >1 0.0116 -0.316
Hgb <110 0.2519 0.170
LDH 0.6026 0.0674
IP1 >2 0.6026 -0.0674
Tabela 38. Korelacija COX-2 sa klinickim i laboratorijskim parametrima
Parametar P R
Zenski pol 0.9247 -0.0121
>65 godina 0.2376 -0.151
CS 0.6033 0.0667
B simptomi 0.7068 0.0487
Extranodal 0.5792 0.0712
Albumin 0.2981 -0.171
BrLY >1 0.3851 -0.112
Hgb <110 0.3546 0.138
LDH 0.8881 -0.0184
IP1 >2 0.7155 0.0476
Tabela 39. Korelacija VEGF-A sa klinickim i laboratorijskim parametrima
Parametar P R
GCB 0.5122 0.0834
Imunoblastni 0.1921 0.179

Tabela 40. Korelacija COX-2 sa patohistoloskim podtipovima




Parametar P R
GCB 0.2573 0.145
Imunoblastni 0.0041 0.385
Tabela 41. Korelacija VEGF-A sa patohistoloSkim podtipovima
Parametar P R
CD10 0.7026 0.0483
MUM-1 0.5128 0.0826
Bcl-6 0.3722 0.113
Bcl-2 0.0629 0.232
Ki67>70% 0.1678 0.182
CD20>60% 0.6180 0.0792
CD30 0.0705 0.229
CD43 0.9418 -0.00924
CDS 0.4618 0.0929
COX-2 - -
VEGF-A 0.0040 0.355
EBV-LMP1 0.6579 0.0560
BAFF-R 0.5305 0.0798
BCMA 0.0045 0.348
TACI 0.7198 0.0454
Tabela 42. Korelacija COX-2 sa ekspresijom ostalih molekulskih markera
Parametar P R
CD10 0.9466 0.00853
MUM-1 0.5926 -0.0682
Bcl-6 0.0372 0.261
Bcl-2 0.6952 -0.0499
Ki67>70% 0.1393 0.197
CD20>60% 0.3553 0.148
CD30 0.0604 0.240
CD43 0.9919 0.00130
CDS 0.2431 -0.148
COX-2 0.0040 0.355
VEGF-A - -
EBV-LMP1 0.2375 -0.150
BAFF-R 0.9126 0.0141
BCMA 0.1143 0.199
TACI 0.5260 0.0807

Tabela 43. Korelacija VEGF-A sa ekspresijom ostalih molekulskih markera




5.5.11. EBV-LMP1

Ekspresija EBV-LMP1 korelira pozitivno sa ekspresijom BAFF-R (p=0.0117) i BCMA receptora
(p=0.0227) (tabele 44.,45.,46.).

Parametar P R
Zenski pol 0.8874 -0.0180
>65 godina 0.9191 0.0130
CS 0.4589 0.0942
B simptomi 0.0852 0.219
Extranodal 0.1174 0.198
Albumin 0.9284 -0.0147
BrLY >1 0.6696 0.0548
Hgb <110 0.7661 0.0446
LDH 0.7997 0.0329
1PI >2 0.7997 0.0329

Tabela 44. Korelacija EBV-LMP1 sa klini¢kim i laboratorijskim parametrima

Parametar P R
GCB 0.6595 -0.0561
Imunoblastni 0.8803 0.0208

Tabela 45. Korelacija EBV-LMP1 sa patohistoloskim podtipovima

Parametar P R
CD10 0.5313 -0.0791
MUM-1 0.4389 0.0977
Bcl-6 0.6702 -0.0538
Bcl-2 0.8453 -0.0247
Ki67>70% 0.9782 0.00363
CD20>60% 0.1658 -0.218
CD30 0.8670 -0.0214
CD43 0.2355 0.149
CD5 0.3103 0.128
COX-2 0.6579 0.0560
VEGF-A 0.2375 -0.150
EBV-LMP1 - -
BAFF-R 0.0117 0.313
BCMA 0.0227 0.282
TACI 0.9657 -0.00544

Tabela 46. Korelacija EBV-LMP1 sa ekspresijom ostalih molekulskih markera
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5.5.12. BAFF-R, BCMA, TACI

BAFF-R, BCMA i TACI pripadaju istoj familiji receptora te ¢e biti analizirani zajedno. Sva tri
medusobno pozitivno koreliraju: BAFF-R i BCMA (p=0.0123), BAFF-R i TACI (p=0.0243),
BCMA i1 TACI (p=0.0273). BAFF-R jos pozitivno korelira sa EBV-LMP1 (p=0.0117), BCMA
pozitivno sa CD30 (p=0.0004) i COX-2 (p=0.0045), dok ekspresija TACI korelira sa visSim
klinickim stadijomom (III/IV) po Ann-Arboru (p=0.0438) (tabele 49.-57.).

Parametar P R
Zenski pol 0.2907 0.135
>65 godina 0.8743 -0.0203
CS 0.6409 -0.0599
B simptomi 0.7159 -0.0472
Extranodal 0.9381 0.00998
Albumin 0.2072 -0.207
BrLY >1 0.3750 0.115
Hgb <110 0.0999 -0.243
LDH 0.7223 0.0464
IP1 >2 0.4656 -0.0952
Tabela 49. Korelacija BAFF-R sa klinickim i laboratorijskim parametrima
Parametar P R
GCB 0.8423 0.0256
Imunoblastni 0.4258 0.111
Tabela 50. Korelacija BAFF-R sa patohistoloSkim podtipovima
Parametar P R
Zenski pol 0.1529 0.181
>65 godina 0.2192 -0.156
CS 0.6671 -0.0548
B simptomi 0.8191 -0.0294
Extranodal 1.0000 0.0000
Albumin 0.6200 0.0808
BrLY >1 0.8991 -0.0163
Hgb <110 0.3446 0.141
LDH 0.7713 -0.0377
IP1 >2 0.1427 -0.188

Tabela 51. Korelacija BCMA sa klinickim i laboratorijskim parametrima




Parametar P R
GCB 0.8453 0.0249
Imunoblastni 0.9544 -0.00789
Tabela 52. Korelacija BCMA sa patohistoloskim podtipovima
Parametar P R
Muskarci=0 0.1583 0.178
>65 =1 0.4176 -0.103
CS 0.0438 0.253
B simptomi 0.2598 0.144
Extranodal 0.3009 0.131
Albumin 0.3196 0.161
BrLY >1 0.4930 -0.0880
Hgb <110 0.5220 0.0958
LDH 0.5831 0.0711
IP1 >2 0.2705 0.142
Tabela 53. Korelacija TACI sa klini¢kim i laboratorijskim parametrima
Parametar P R
GCB 0.3375 0.122
Imunoblastni 0.5670 -0.0789
Tabela 54. Korelacija TACI sa patohistoloSkim podtipovima
Parametar P R
CD10 0.4842 0.0890
MUM-1 0.5305 0.0798
Bcl-6 0.6892 -0.0510
Bcl-2 0.4405 0.0981
Ki67>70% 0.7650 0.0401
CD20>60% 0.5548 -0.0950
CD30 0.4123 0.105
CD43 0.7591 0.0391
CD5 0.5790 0.0707
COX-2 0.5305 0.0798
VEGF-A 0.9126 0.0141
EBV-LMP1 0.0117 0.313
BAFF-R - -
BCMA 0.0123 0.311
TACI 0.0243 0.281

Tabela S5. Korelacija BAFF-R sa ekspresijom ostalih molekulskih markera




Parametar P R
CD10 0.5718 0.0714
MUM-1 0.1461 0.182
Bcl-6 0.5172 0.0818
Bcl-2 0.3439 -0.119
Ki67>70% 0.5896 -0.0717
CD20>60% 0.4550 -0.118
CD30 0.0004 0.432
CD43 0.1955 -0.163
CDS 0.4138 0.103
COX-2 0.0045 0.348
VEGF-A 0.1143 0.199
EBV-LMP1 0.0227 0.282
BAFF-R 0.0123 0.311
BCMA - -
TACI 0.0273 0.274
Tabela 56. Korelacija BCMA sa ekspresijom ostalih molekulskih markera
Parametar P R
CD10 0.2168 -0.135
MUM-1 0.0911 0.211
Bcl-6 0.5957 0.0670
Bcl-2 0.7925 0.0333
Ki67>70% 0.7004 -0.0512
CD20>60% 0.6764 0.0663
CD30 0.1213 0.197
CD43 0.4884 -0.0875
CDS 0.5295 -0.0794
COX-2 0.7198 0.0454
VEGF-A 0.5260 0.0807
EBV-LMP1 0.9657 -0.00544
BAFF-R 0.0243 0.281
BCMA 0.0273 0.274
TACI - -

Tabela 57. Korelacija TACI sa ekspresijom ostalih molekulskih markera

5.6. Primenjena terapija

Svi ispitivani bolesnici dobili su u svom lecenju rituksimab. Od 140 bolesnika 125 (89.3%)

dobilo je kombinaciju rituksimab, ciklofosfamid, doksorubicin, prednison svake tri nedelje (R-

CHOP21). Dva bolesnika (1.4%) su dobila uz ovu kombinaciju i etopozid (R-CHOEP21).




Cetrnaest bolesnika (10%) je dobilo kombinaciju bez antraciklina (doksorubicina), od toga 12 R-

CVP, a dva R-CVPE (kombinaciju sa etopozidom).

5.7. Rezultati lecenja

5.7.1. Odgovor na primenjeno lecenje

Nakon zavr$enog lecenja procenjivali smo procenat remisija kod nasih bolesnika. Kompletnu
remisiju (CR) je postiglo 74.24% bolesnika, parcijalnu (PR) 14.65%, dok je progersiju bolesti
(PD) dozivelo 11.11% bolesnika. Ukupan odgovor na primenjeno lecenje (ORR) (CR+PR)
postignut je u 88.89% slucajeva.

5.7.1.1. Uticaj starosti i pola na postizanje kompletne remisije

Bolesnici stariji od 65 godina imaju stopu kopletne remisije od 62.79%, Sto je statisti¢ki grani¢no

nize od mladih bolesnika 79.78% (p=0.06). Pol nije znacajno uticao na postizanje kompletne

remisije u nasoj seriji bolesnika. (tabele 58. 1 59.)

Parametar <65 n CR% >65n CR% P value Cl %
<65 vs >65 89 79.78% 43 62.79% 0.0601 -0.315/
34.838

Tabela 58. Uticaj starosti bolesnika na procenat postignutih kompletnih remisija

Parametar Muski n CR% Zenski CR% P value CI %
Pol 71 71.83% 61 77.05% 0.6283 -10.849/
bolesnika 20.658

tabela 59. Uticaj pola bolesnika na procenat postignutih kompletnih remisija
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5.7.1.2. Uticaj klini¢kog stadijuma bolesti na postizanje kompletne remisije

Stadijum bolesti znacajno uti¢e na dubinu postignute remisije. Kod bolesnika u nizem klini¢kom
stadijumu (I,IT) kompletna remisija se postize u 83.08% slucajeva, dok se kod bolesnika u

uznapredovalom stadijumu (III, IV) CR postize u 66.67% slucajeba (p=0.04) (tabela 60.).

Parametar I/II n CR% III/IV n CR% P value ClI %
Klini¢ki 65 83.08% 66 66.67% 0.0498 0.519/
stadijum 31.489

tabela 60. Uticaj klinickog stadijuma na procenat postignutih kompletnih remisija

5.7.1.3. Uticaj IPI skora na postizanje kompletne remisije

IPI skor je najznacajniji parametar koji uti¢e na postizanje kompletne remisije. Bolesnici sa
niskim rizikom prema IPI skoru imaju stopu kompletnih remisija od 90%, za razliku od bolesnika
sa visokim rizikom koji postizu kompletnu remisiju u 28.57% slu¢ajeva. U tabelama 61. 1 62.

prikazani su rezultati CR kod razli¢itih IPI grupa i njihova medusobna poredenja.

Parametar N#) CR% (+) N () CR% (-) P value CI %
IPIOvsIPI 20 95% 110 70% 0.0391 3.437/
1-5 3.567
IPI 0,1 vs 60 90% 70 60% 0.0002 14.399/
IPI 2-5 43.888
IPI 0-2 vs 93 80.65% 37 56.76% 0.0100 5.159/
IPI 3-5 42.701
IPI 0-3 vs 116 79.31% 14 28.57% 0.0002 20.005/
IP1 4,5 72.089

tabela 61. Uticaj IPI skora na procenat postignutih kompletnih remisija

IPI skor N SN SV A%

% CR 90% 63.64% 73.91% 28.57%

Tabela 62. Procetan kompletnih remisija prema grupama rizika IPI skora
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5.7.1.4. Uticaj laboratorijskih parametara na postizanje kompletne remisije

Od laboratorijskih parametara koje smo analizirali jedino poviSena laktat dehidrogenaza (LDH)
znacajno utice na postizanje kompletne remisije . Bolesnici sa poviSenim vrednostima ovog
enzima pre zapo€injanja leCenja postizali su kompletnu remisjiu u 62.5% slucajeva dok je kod
bolesnika sa normalnim vrednostima LDH CR bila 85.29% (p=0.005). Nivo albumina,

hemoglobina i broj limfocita nisu uticali na stopu postizanja kompletnih remisija. (tabela 63.).

Parametar N (+) CR% (1) N (-) CR% (-) P value CI %
LDH E(+) 64 62.5% 68 85.29% 0.0052 6.877/
vs N (-) 37.753
Hgb <110 37 72.97% 94 74.47% 0.9641 -15.111/
() vs >110 20.562
)

Ly<l (+)vs 35 68.57% 93 77.24% 0.4358 -8.928/
>1(-) 28.262
Albumin N 61 72.13% 16 68.75% 0.9645 -0.648/
(HvsL () 32.814

tabela 63. Uticaj laboratorijskih parametara na procenat postignutih kompletnih remisija

5.7.1.5. Uticaj patohistolosSkih podtipova DLBCL na postizanje kompletne remisije

Cetroblasni i imunoblasni podtip DLBCL nisu se razlikovali u procentu kompletnih remisija
(p=0.96). Takode ni nonGCB i GCB podtipovi nisu se razlikovali u postizanju CR (p=0.67)
(tabela 64.).

Parametar N (+) CR% (1) N (-) CR% (-) P value CI %
Centroblast 49 76.51% 30 73.33% 0.9607 -17.094/
() vs 25.288
Imunoblast

)

nonGCB (+) 58 74.14% 24 66.67% 0.6782 -14.6/
vs GCB (-) 31.883

Tabela 64. Uticaj patohistoloskih podtipova DLBCL na postizanje kompletne remisije

114




5.7.1.6. Uticaj ekstranodalne lokalizacije na postizanje kompletne remisije

Procenat postignutih kompletnih remisija nije se razlikovao kod bolesnika sa primarnom

nodalnom odnosno ekstranodalnom lokalizacijom DLBCL (tabela 65.).

Parametar N (+) CR% (1) N (-) CR% (-) P value CI %
Nodal (+) vs 73 71.23% 59 77.97% 0.4964 -9.417/
Extranodal 22.034
)

Tabela 65. Uticaj ekstranodalne lokalizacije na postizanje kompletne remisije

5.7.1.7. Uticaj ekspresije molekulaskih markera na postizanje kompletne remisije
Molekulski markeri se nisu pokazali kao dobri prediktori postizanja dubine odgovora na lecenje.

Nijedan od ispitivanih markera (tabela 66.) nije znac¢ajno uticao na stopu kompletne remisije kod

nasih bolesnika.
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Parametar N#) CR% (+) N () CR% (-) P value CI %
CDI10 17 74.47% 68 70.59% 0.9868 -24.574/
25.331
Bcl-6 46 69.57% 46 69.57% 1.000 -19.894/
19.894
Bcl-2 43 72.09% 56 73.21% 0.9175 -17.344/
20.314
CD30 10 80% 76 75% 0.9637 -31.786/
25.789
CD5 7 85.71% 88 75% 0.8585 -33.721/
28.074
CD43 15 80% 71 74.65% 0.9144 -24.329/
24.919
BAFF-R 44 72.73% 18 78.78% 0.8610 -22.111/
27.882
BCMA 17 88.24% 46 69.57% 0.2359 -9.078/
37.132
VEGF-A 28 82.14% 34 67.65% 0.3144 -9.724/
26.155
COX-2 41 78.05% 22 68.18% 0.5793 -13.956/
35.584
TACI 46 76.09% 17 70.59% 0.9052 -18.694/
34.362
Ki67 41 73.17% 54 72.22% 0.8970 -18.745/
<70% 19.691

Tabela 66. Uticaj ekspresije molekulaskih markera na postizanje kompletne remisije
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5.7.2. Vreme do progresije bolesti i ukupno preZivljavanje bolesnika

Trogodisnje vreme do progresije kod nasih bolesnika iznosilo je 56.5%, medijana PFS 62 meseca
dok je trogodis$nje ukupno prezivljavanje 64 %, medijana nije dostignuta (NR) (Grafikoni 11. i
12.).

Vreme do progresije bolesti

Grafikon 11. Vreme do progresije bolesti

Ukupno prezivljavanje

Meseci

Grafiko 12. Ukupno preZivljavanje
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5.7.2.1. Uticaj dubine odgovora na ukupno preZivljavanje

Uticaj dubine odgovora smo prikazali kao razliku u prezivljavanju bolesnika kod kojih je
postignuta kompletna remisija u odnosu na one kod kojih nije. Kompletna remisija se pokazala
kao dobar prediktor duzeg ukupnog prezivljavanja bolesnika (3 god-78.12% vs 25%; medijana
NR vs 14 meseci HR 0.4030 p<0.0001) (Grafikon 13.).

40 60

Meseci

Grafikon 13. Uticaj kompletne remisije na duZinu preZivljavanja

5.7.2.2. Uticaj starosti bolesnika na PFS i OS

Bolesnici mladi od 65 godina imali su duze trogodiSnje prezivljavanje bez progresije bolesti
(68.81% vs 32.08%; medijana NR vs 19 meseci; HR 0.6872; p=0.0001) i trogodi$nje OS
(72.57% vs 42.48%; medijana NR vs 28 meseci; HR 0.7235; p=0.0004) u odnosu na bolesnike
starije od 65 godina (Grafikoni 14.1 15.).
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Grafikon 14. Uticaj starosti bolesnika na PFS

Starost
— <65

Grafikon 15. Uticaj starosti bolesnika na OS
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5.7.2.3. Uticaj pola bolesnika na PFS i OS

Bolesnici muskog pola u nasoj grupi bolesnika imaju krac¢i PFS (3god 50.90% vs 65.51%;
medijana 43 meseca vs NR; HR 0.6071; p=0.0586) i statisticki grani¢no kra¢i OS (3 god 56.78%
vs 71.23%; medijana 43 meseca vs NR; HR 0.6104; p=0.0921)(Grafikoni 16.1 17.).
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Grafikon 16. Uticaj pola bolesnika na PFS
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Grafikon 17. Uticaj pola bolesnika na OS
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5.7.2.4. Uticaj Ann Arbor stadijuma bolesti i prisustva B simptoma na PFS i OS

Bolesnici sa Ann Arbor stadijumom I/II imaju duzi PFS (3 god 72.79% vs 41.81%; medijana NR
vs 22 meseca; HR 0.3986; p=0.0004) 1 OS (3 god 72.35% vs 56.64%; medijana NR vs 22
meseca; HR 0.5097; p=0.0186) (Grafikoni 18. 1 19.).
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Grafikon 18. Uticaj Ann Arbor KS na PFS
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Grafikon 19. Uticaj Ann Arbor KS na OS
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Bolesnici sa B simptomima imaju kra¢i PFS (A 3-god 68.81%, medijana 65 meseci; B 3-god
46.90%, medijana 26 meseci; HR 0.5560; p=0.0256) 1 OS (A 3-god 75.22%, medijana NR; B 3-
god 52.88%, medijana 43 meseca; HR 0.4657; p=0.0106) (Grafikoni 20. 1 21.).
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Grafikon 20. Uticaj prisustva B simptoma na PFS

Grafikon 21. Uticaj prisustva B simptoma na OS
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5.7.2.5. Uticaj IPI skora na PFS i OS

IPI skor je jedan od najboljih prediktora PFS i OS. I u nasoj grupi bolesnika IPI je davao dobru
predikciju koje grupe bolesnika ¢e imati dugotrajno przivljavanje. U tabeli 67. su data trogodiSnja
pezivljavanja i medijane prezivljavanja po grupama IPI skora (p<0.0001 za PFS i OS) (Grafikoni
22.123.)).

IPI skor L LI HI H
3 god PFS 85.71% 42.19% 34.60% 14.29%
Medijana PFS NR 14m 22m 7.5m
3 god OS 86% 47.99% 51.12% 17.19%
Medijana OS NR 35m 43 m 14.5m

Tabela 67. DuZina PFS i OS u odnosu na grupu rizika prema IPI skoru

Grafikon 22. Uticaj IPI skora na PFS
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Grafikon 23. Uticaj IPI skora na OS
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5.7.2.6. Uticaj ekstranodalne lokalizacije na PFS i OS

Primarno ekstranodalna lokalizacija nije uticala na PFS (Ekstranod. 3-god 64.32%; medijana 65
vs Nodal 51.71%; 46 meseci; HR 0.8056; p=0.4026) ni na OS (Extranod. 3-god 67.09%;
medijana NR; Nodal 60.47%; medijana NR; HR 0.8610; p=0.6014) (Grafikoni 24. i 25.).

—— Nodalni DLBCL
Ekstranodalni DLBCL
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Grafikon 24. Uticaj ekstranodalne lokalizacije na PFS
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Grafikon 25. Uticaj ekstranodalne lokalizacije na OS
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5.7.2.7. Uticaj laboratorijskih parametara na PFS i OS
5.7.2.7.1. Uticaj nivoa laktat dehidrogenaze (LDH) na PFS i OS
Bolesnici sa povisenim nivoom LDH u serumu pre pocetka le€enja imali su kra¢i PFS (3-god

43.75% vs 71.65%; medijana 25 meseci vs NR; HR 0.5163; p=0.0097) 1 OS (3-god 53.35% vs
71.65%; medijana 43 meseca vs NR; HR 0.5201; p=0.0212) (Grafikoni 26. 1 27.).
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Grafikon 26. Uticaj nivoa LDH na PFS
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Grafikon 27. Uticaj nivoa LDH na OS
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5.7.2.7.2. Uticaj nivoa hemoglobina (anemije) na PFS i OS

Nivo hemoglobina <110g/1, odnosno prisustvo anemije pre zapocinjanja leCenja, nije znacajno
uticalo na PFS (Hgb <110g/1 3-god 43.25%, medijana 29 meseci; Hgb>110g/l 3-god 57.75%,
medijana 60 meseci; HR 0.8709; p=0.6456) ni na OS (Hgb <110g/1 3-god 52.75%, medijana NR;
Hgb>110g/1 3-god 63.24%, medijana NR; HR 0.9139; p=0.7870)(Grafikoni 28. i 29.).
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Grafikon 28.Uticaj anemije na PFS

Grafikon 29. Uticaj anemije na OS
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5.7.2.7.3. Uticaj apsolutnog broja limfocita na PFS i OS

Bolesnici koji imaju broj limfocita <1,0x10E9/1 imaju kra¢i PFS (3-god 42.70% vs 62.83%;
medijana 19 meseci vs 62 meseca; HR 0.5692; p=0.0336) i OS (3-god 48.01% vs 69.47%;
medijana 36 meseci vs NR; HR 0.5047; p=0.0185) u odnosu na bolesnike koji imaju apsolutni
broj limfocita ve¢i od tog broja (Grafikoni 30.1 31.).

Grafikon 30. Uticaj apsolutnog broja limfocita na PFS
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Grafikon 31. Uticaj apsolutnog broja limfocita na OS
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5.7.2.7.4. Uticaj nivoa albumina na PFS i OS

Bolesnici sa nivoom albumina nizim od normalnog imali su kra¢e PFS (3-god 18.63% vs
61.06%; medijana 16 meseci vs NR; HR 0.3227; p=0.0004) 1 OS (3-god 23.45% vs 66.81%;
medijana 22 meseca vs NR; HR 0.3053; p=0.0005) u odnosu na bolesnike sa normalnim nivoom

albumina merenim pre zapocinjanja leCenja(Grafikoni 32.1 33.).

Meseci

Grafikon 32. Uticaj nivoa albumina na PFS

Grafikon 33. Uticaj nivoa albumina na OS
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5.7.2.8. Uticaj patohistoloskih podtipova DLBCL na PFS i OS

5.7.2.8.1. Uticaj morfoloskog podtipa na PFS i OS

Morfoloska podela na centroblasni i imunoblasni podtip nije uticala na PFS (Centrob. 3-god
51.51%, medijana 44 meseca; Imunob. 3-god 56.90%, medijana 43 meseca; HR 0.9602;
p=0.9038) 1 OS (centrob. 3-god 51.90%, medijana NR; imunob. 3-god, medijana NR; HR
0.8974; p=0.7815)(Grafikoni 34.i 35.).

40 60
Meseci

Grafikon 34. Uticaj morfoloskog podtipa na PFS
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Grafikon 35. Uticaj morfoloskog podtipa na OS
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5.7.2.8.2. Uticaj GCB/nonGCB podtipa na PFS i OS

Podela na GCB/nonGCB podtipove DLBCL prema Hans metodi (55) nije znacajno uticala na
PFS (nonGCB 3-god 58.19%, medijana NR; GCB 3-god 56.90%, medijana 44 meseca; HR
0.9115; p=0.7971) 1 OS (nonGCB 3-god 66.16%, medijana NR; GCB 3-god 59.48%, medijana
NR; HR 0.8708; p=0.7299) (Grafikoni 36. i 37.).

40 60
Meseci

Grafikon 36. Uticaj GCB/nonGCB podtipa na PFS
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Grafikon 37. Uticaj GCB/nonGCB podtipa na OS
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5.7.2.9. Uticaj ekspresije molekulaskih markera na PFS i OS

5.7.2.9.1. Uticaj ekspresije CD10 na PFS i OS

Ekspresija CD10 nije uticala na PFS (CD10- 3-god 58.79%, medijana NR; CD10+ 3-god

61.51%, medijana NR; HR 0.9292; p=0.8687) i OS (CD10- 3-god 66.74%, medijana NR; CD10+
3-god 59.83%, medijana NR; HR 0.7745; p=0.5736) (Grafikoni 38. 1 39.).
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Grafikon 38. Uticaj ekspresije CD10 na PFS
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Grafikon 39. Uticaj ekspresije CD10 na OS
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5.7.2.9.2. Uticaj ekspresije MUM-1 na PFS i OS

Ekspresija MUM-1 nije uticala na PFS (MUM-1- 3-god 52.90%, medijana 44 meseca; MUM-1+
3-god 63.28%, medijana NR; HR 0.7459; p=0.3764) i OS (MUM-1- 3-god 57.68%, medijana
NR; MUM-1+ 3-god 69.92%, medijana NR; HR 0.6549; p=0.2486) (Grafikon 40. 1 41.).
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Grafikon 40. Uticaj ekspresije MUM-1 na PFS

60
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Grafikon 41. Uticaj ekspresije MUM-1 na OS
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5.7.2.9.3. Uticaj ekspresije Bcl-6 na PFS i OS

Ekspresija Bcl-6 ne utice na PFS (Bcl-6- 3-god 49.58%, medijana 35 meseci; Bcl-6+ 3-god
62.76%, medijana NR; HR 0.8283; p=0.5451) 1 OS (Bcl-6- 3-god 55.65%, medijana NR; Bcl-6+
3-god 68.41%, medijana NR; HR 0.6917; p=0.2947) (Grafikoni 42. 1 43.).
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Grafikon 42. Uticaj ekspresije Bcl-6 na PFS

40 60

Meseci

Grafikon 43. Uticaj ekspresije Bcl-6 na OS
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5.7.2.9.4. Uticaj ekspresije Bcl-2 na PFS i OS

Ekspresija Bcl-2 nije uticala na PFS (Bcl-2- 3-god 53.97%, medijana NR; Bel-2+ 3-god 52.93%,
medijana 44 meseca; HR 0.9798, p=0.9452) i OS (Bcl-2- 3-god 62.34%, medijana NR; Bcl-2+ 3-
god 59.62%, medijana NR; HR 0.9621, p=0.9076) (Grafikoni 44. 1 45.).
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Grafikon 44. Uticaj ekspresije Bcl-2 na PFS

40 60

Meseci

Grafikon 45. Uticaj ekspresije Bcl-2 na OS
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5.7.2.9.5. Uticaj procenta ekspresije Ki67 na PFS i OS

Ispitivali smo uticaj ekspresije Ki67 <70% u odnosu na ekspresiju >70%. Nije bilo uticaja na PFS
(£70% 3-god 49.79%, medijana 35 meseci; >70% 59.21%, medijana 43 meseca; HR 0.7407;
p=3620) 1 OS (<70% 3-god 55.23%, medijana 51 mesec; >70% 61.72%, medijana NR; HR
0.7379; p=0.400) (Grafikoni 46. 1 47.).
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Grafikon 46. Uticaj Ki67 eskpresije na PFS
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Grafikon 47. Uticaj Ki67 ekspresije na OS
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5.7.2.9.6. Uticaj procenta ekspresije CD20 na PFS i OS

Ispitivali smo uticaj procenta ¢elija DLBCL pozitivnih na CD20. Grupe smo podelili na grupu
koja eksprimira CD20 na <60% ¢elija i grupu koja eksprimira CD20 na >60% ¢elija. Iako nije
bilo statisti¢ki znacajne razlike postoji tendencija ka kra¢em PFS kod grupe sa nizom
ekspresijom CD20. PFS (<60% 3-god 27.82%, medijana 26 meseci; >60% 3-god 55.23%,
medijana 43 meseca; HR 0.6780; p=0.3485), OS (<60% 3-god 64.64%, medijana NR; >60% 3-
god 57.53%, medijana NR; HR 0.7882; p=0.6963) (Grafikoni 48. 1 49.).
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Grafikon 48. Uticaj procenta ekspresije CD20 na PFS

60

Meseci

Grafikon 49. Uticaj procenta ekspresije CD20 na OS
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5.7.2.9.7. Uticaj ekspresije CD30 na PFS i OS

I pored vidljive tendencije ka duzem PFS i1 OS kod bolesnika sa CD30+ DLBCL, mali broj ovih
bolesnika je doprineo rezultatu koji nije statisticki znacajan. PFS (CD30- 3-god 54.39%,
medijana 44 meseca; CD30+ 3-god 79.92%, medijana NR; HR 0.3750; p=0.1543), OS (CD30- 3-
god 61.32%, medijana NR; CD30+ 3-god 79.92%, medijana NR; HR 0.4591; p=0.2713)
Grafikoni 50.151.).
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Grafikon 50. Uticaj ekspresije CD30 na PFS
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Grafikon 51. Uticaj ekspresije CD30 na OS
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5.7.2.9.8. Uticaj ekspresije CD43 na PFS i OS

Ekspresija CD43 nije uticala na PFS (CD43- 3-god 59.48%, medijana 62 meseca; CD43+ 3-god
44.61%, medijana 29 meseci; HR 0.8247, p=0.6229) i OS (CD43- 3-god 63.79%, medijana NR;
CD43+ 3-god 58.84%, medijana NR; HR 0.8745, p=0.7659) (Grafikoni 52. i 53.).

Grafikon 52. Uticaj ekspresije CD43 na PFS

Grafikon 53. Uticaj ekspresije CD43 na OS
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5.7.2.9.9. Uticaj ekspresije CD5 na PFS i OS

Bolesnici sa CD5+ DLBCL imali su tendenciju ka kra¢em PFS (CD5- 3-god 61.75%, medijana
NR; CD5+ 3-god 0%, medijana 35 meseci; HR 0.5835; p=0.2959) i statisticki znacajno kra¢i OS
(CD5- 3-god 71.62%, medijana NR; CD5+ 3-god 0%, medijana 35 meseci; 0.5835; p=0.2959;
HR 0.3613; p=0.0460) (Grafikoni 54. 1 55.).
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Grafikon 55. Uticaj ekspresije CD5 na OS
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5.7.2.9.10. Uticaj ekspresije COX-2 na PFSi OS

Ekspresija COX-2 nije uticala na PFS (COX-2- 3-god 58.41%, medijana NR; COX-2+ 3-god
65.30%, medijana NR; HR 0.7273, p=0.4364) 1 OS (COX-2- 3-god 62.50%, medijana NR; COX-
2+ 3-god 69.40%, medijana NR; HR 0.7282, p=0.4911) (Grafikoni 56. 1 57.).
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Grafikon 56. Uticaj COX-2 ekspresije na PFS
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Grafikon 57. Uticaj COX-2 ekspresije na OS
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5.7.2.9.11. Uticaj ekspresije VEGF-A na PFS i OS

Ekspresija VEGF-A nije uticala na PFS (VEGF-A- 3-god 54.74%, medijana NR; VEGF-A+ 3-
god 71.98%, medijana NR; HR 0.8009; p=0.5881), ali je postojala tendencija ka duzem ukupnom
prezivljavanju bolesnika iz VEGF-A+ grupe (VEGF-A- 3-god 56.03%, medijana NR; VEGF-A+
3-god 78.88%, medijana NR; HR 0.5023; p=0.1525)(Grafikoni 58. 1 59.).

Grafikon 58. Uticaj ekspresije VEGF-A na PFS
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Grafikon 59. Uticaj ekspresije VEGF-A na OS
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5.7.2.9.12. Uticaj ekspresije EBY-LMP1 na PFS i OS

Ekspresija EBV-LMPI1 proteina nije uticala na PFS (EBV- 3-god 66.16%, median NR; EBV+
58.62%, medijana 44 meseca; HR 0.6241; p=0.2413) i OS (EBV- 3-god 68.32%, median NR;
EBV+ 64.22%, medijana NR; HR 0.7701; p=0.5708) (Grafikon 60.1 61.).
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Grafikon 60. Uticaj ekspresije EBV-LMP1 na PFS
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Grafikon 61. Uticaj ekspresije EBV-LMP1 na OS
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5.7.2.9.13. Uticaj ekspresije BAFF-R na PFS i OS

Ekspresija BAFF-R je znak dobre prognoze kod bolesnika sa DLBCL. Bolesnici sa BAFF-R+
DLBCL imaju marginalno znacajno duzi PFS (BAFF-R- 3-god 47.41%, medijana 35 meseci;
BAFF-R+ 3-god 70.91%, medijana NR; HR 0.5315; p=0.1138) i statisticki znacajno duzi OS
(BAFF-R- 3-god 47.41%, medijana 35 meseci; BAFF-R+ 3-god 77.37%, medijana NR; HR
0.3971; p=0.0364) (Grafikoni 62. 1 63.).
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Grafikon 62. Uticaj ekspresije BAFF-R na PFS
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Grafikon 63. Uticaj ekspresije BAFF-R na OS
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5.7.2.9.14. Uticaj ekspresije BCMA na PFS i OS

Slicno BAFF-R i pozitivnost na BCMA uti¢e povoljno na PFS (BCMA- 3-god 54.53%, medijana
44 meseca; BCMA+ 3-god 87.50%, medijana NR; HR 0.2210; p=0.0236) i OS (BCMA- 3-god
57.54%, medijana NR; BCMA+ 3-god 93.75%, medijana NR; HR 0.1387; p=0.0234) kod
bolesnika sa DLBCL(Grafikoni 64. 1 65.).
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Grafikon 64. Uticaj ekspresije BCMA na PFS

Grafikon 65. Uticaj ekspresije BCMA na OS
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5.7.2.9.15. Uticaj ekspresije TACI na PFS i OS

Ekspresija TACI nije uticala na PFS (TACI- 3-god 64.22%, medijana NR; TACI+ 3-god 62.50%,
medijana NR; HR 0.9057; p=0.8239) i OS (TACI- 3-god 60.75%, medijana NR; TACI+ 3-god
62.50%, medijana NR; HR 0.7962; p=0.6417) (Grafikoni 66. 1 67.).

Grafikon 66. Uticaj ekspresije TACI na PFS

40 60
Meseci

Grafikon 67. Uticaj ekspresije TACI na OS
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5.7.2.9.16. Zajednicki uticaj BAFF-R, BCMA i TACI na PFS i OS

Nakon ispitivanja uticaja pojedinih markera na PFS i1 OS ispitivali smo uticaj viSe markera na ova
dva parametra.

Ispitali smo kombinaciju kada su sva tri markera pozitivna, kada su jedan ili dva pozitivna i kada
nije ni jedan pozitivan. Kada ni jedan marker nije pozitivan trogodi$nji PFS bio je 44.54% kod 1-
2 pozitivna 60.84%, a kada su sva tri pozitivna 85.69%. Ovaj rezultat je bio statisti¢ki grani¢ne
znacajnosti (p=0.0846). Slican rezultat je viden i kada smo ispitivali OS: 0-poz. 44.54%, 1-2
poz. 64.05%, 3-poz. 92.29% (p=0.0761). Kada smo u analizi ostavili samo grupe sa tri pozitivna i
tri negativna markera dobili smo visoku statisti¢u znacajnost (za PFS p=0.0217; za OS

p=0.0177)(grafikoni 68.i 69.).
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Grafikon 68. Uticaj BAFF-R, BCMA i TACI na PFS
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Grafikon 69. Uticaj BAFF-R, BCMA i TACI na OS

Nakon toga smo analizirali da li pozitivnost jednog od dva receptora BAFF-R i BCMA utice na
PFS 1 OS u odnosu na grupu sa negativna oba navedena receptora. Grupa sa pozitivnim jednim
od navedena dva receptora imala je grani¢no duzi PFS (3-god 44.54% vs 71.76%, medijana 25
meseci vs NR; p=0.0615; HR 0.4757) i duzi OS (3-god 44.54% vs 78.17%, medijana 31 mesec
vs NR; p=0.0177; HR 0.3590) u odnosu na grupu sa oba negativna receptora(Grafikon 70.1 71.).
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Grafikon 70. Uticaj BAFF-R i BCMA na PFS
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Grafikon 71, Uticaj BAFF-R i BCMA na OS

5.7.2.10. Multivarijantna analiza preZivljavanja

U multivarijantnu analizu vremena do progresije bolesti i ukupnog prezivljavanja ubacili smo
parametre koji su se u univarijantnoj analizi pokazali kao znacajni. Nismo uneli nivo albumina u
multivarijantnu analizu zbog manjeg broja bolesnika za koje smo imali ovaj podatak, te previse
malog uzorka za multivarijantnu analizu. Osim toga parametar CD5 nismo uzeli u obzir u
mulivarijantnoj analizi jer je bio pozitivan u manje od 10% uzorka. Sto se molkulskih markera
tice uzeli smo u obzir kombinaciju kada je jedan od vd markera BAFF-R ili BCMA pozitivan kao

najsnazniji parametar u univarijantnoj analizi. Rezultati su prikazani u tabelama xi y.

Parametar b SE Wald P Exp(b) 95% Cl of E
xp(b)

Pol -0.2399 0.4856 0.2440 0.6213 0.7867 0.3052 to 2.
0280

B simptomi 0.3746 0.6524 0.3296 0.5659 1.4544 0.4075 to 5.
1904

IPI skor 0.7573 0.2569 8.6925 0.0032 2.1326 1.2923 to 3.
5191

Limfociti <1 -0.4937 0.4875 1.0257 0.3112 0.6103 0.2359 to 1.
5792

BAFF-R i/ili BCMA+ -0.4736 0.4661 1.0323 0.3096 0.6228 0.2509 to 1.
5455

Tabela 68. Multivarijantna analiza vremena do progresije bolesti
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Covariate b SE Wald P Exp(b) 95% Cl of E
xp(b)

Pol -0.3044 0.5386 0.3194 0.5720 0.7376 0.2580 to 2.
1082

B simptomi -0.1171 0.7264 0.02599 0.8719 0.8895 0.2158 to 3.
6670

BAFF-R ifili BCMA -0.6344 0.5300 1.4329 0.2313  0.5302  0.1886to 1.
4904

Tabela 69. Multivarijantna analiza ukupnog preZivljavanja

U multivarijantnoj analizi PFS jedino je IPI skor imao znac¢ajan uticaj (p=0.0032), dok suu
analizi ukupnog prezivljavanja IPI skor (p=0.0153) i broj limfocita (p=0.0362) najznacajniji

parametri prognoze. U multivarijantnoj analizi molekulski markeri nisu imali uticaj na PFS i OS.
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VI DISKUSIJA

Non-Hodgkin limfomi su peti po ucestalosti malignitet u zapadnoj Evropi i Americi sa
incidencom od 15 slucajeva na 100000 stanovnika. Javljaju se sa podjednakom incidencom u oba
pola. Oko dve tre¢ine bolesnika su stariji od 60 godina (2,3,4). U analizi Srpske limfomske grupe
(SLG) na 917 bolesnika lecenih u naSoj zemlji 55.3% su €inili muskarci, 96.4% je bilo starijih od
30 godina (329). Difuzni krupnoceliski limfom je naj¢es$¢i NHL i ¢ini oko 35% svih limfoma i
predstavlja oko 90% agresivni B-¢elijskih NHL. Zbog svoje agresivnosti priprodni tok mu je
uvek fatalan (29). U Srbiji 95.7% c¢ine B-¢elijski limfomi. Od ovog procenta 50.8% su agresivni
limfomi, a DLBCL ¢ini 80.7% agresivnih B-¢elijskih NHL (329).

U ovom radu predstavljena je grupa od 140 bolesnika lecenih na Institutu za onkologiju
Vojvodine u sedmogodisnjem periodu od kraja 2003. do 2010. godine. Ova grupa bolesnika je
pracena do januara 2013. tako do je svaki bolesnik pracen najmanje dve godine. Medijana starosti
bolesnika bila je 58 godina (23-82), dok je 47.85% starijih od 60 godina. U odnsosu na radove
drugih autora u nasoj populaciji DLBCL ima tendenciju dijagnostikovanja u nesto mladoj
populaciji. Naime, u seriji bolesnika Wilsona i sar. medijana je bila 63 godina, 59% boelsnika je
bilo starije od 60 godina (134). Nyman i sar. su analizirali grupu od 117 bolesnika gde je
medijana starosti bila 63 godine i 61%bolesnika bilo je starije od 60 godina (132). Perry i sar. u
svojoj analizi na 125 bolesnika su pokazali medijanu starosti slicnu nasoj, 57 godina, ali takode
sa ve¢inom bolesnika (54%) starijih od 60 godina (264). Gratzinger i sar.(144) su takode
prikazali predominaciju bolesnika starijih od 60 godina (69.78%). I globalne epidemioloske
analize govore u prilog pojavljivanju bolesnika starijih od 60 godina u dve tre¢ine slucajeva
(2,3,29). Koji je razlog ove tendencije javljanja DLBCL u nasoj popolaciji nije potpuno jasno.
Moguce da se radi o nesto lo$ijim uslovima Zivota u odnosu na populaciju zapadne Evrope i za to
vezane hroni¢ne infekcije i1 inflamacije, verovatno su tome doprinela i ratna deSavanja u periodu
1991-1999, ali siugurno i velik broj poljoprivrednika koji u Vojvodini radi sa pesticidima, koji su
poznati kao faktor rizika za razvoj limfoma (12).

U nasoj grupi bolesnika 53.57% su ¢inili muskarci. Ova blaga predominacija muskog pola 1.15:
1 je prikazana u veéini studija (132, 264), dok su Gratzinger i sar. prikazali neznatnu

predominaciju DLBCL kod zena (144). U studiji SLG takode smo prikazali blagu predominaciju
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musakaraca 55.3%, ali kod svih oblika NHL (329). Na osnovu ovih rezultata mozemo rec¢i da se
DLBCL javlja podjednako ¢esto u oba pola i da se nasi rezultati uklapaju u takav zakljucak.

Za odredivanje klinickog stadijuma bolesti, ve¢ viSe od 40 godina, koristi se sistem razvijen
inicijalno za Hodgkinov limfom u Ann Arboru, USA (23). Najveci broj nasih bolesnika je bio u
IT (34.07%) 1 u I stadijumu bolesti (33.33%), dok su u I stadijumu bilo 18.84%, a u IV 19.56%
bolesnika. Ovo sve u zbiru €ini da je podjednak broj bolesnika dijagnostikovan inicijalno u
ranom (I/IT) (47.11%) 1 uznapredovalom stadijumu DLBCL (III/IV) (52.89%). Studije drugih
autora su dale razli¢ite rezultate po ovom pitanju. U studijama Nyman i sar. (132), Wilsona i
sar.(134) i Ozbalaka i sar. (330) vec¢ina bolesnika je imala uznapredovali stadijum bolesti: 63%,
78% 1 55% respektivno. Sa druge strane Gratzinger i sar. u svojoj grupi bolesnika
dijagnostikovali su DLBCL u uznapredovalom stadijumu u 42% slucajeva (144). Bolesnici
analizirani u grupi Lija i sar. su imali uznapredovali stadijum bolesti u 45.08% slucajeva (331).
Ako uporedimo navedene studije sa rezultatima ovog rada vidimo da se nasa grupa nalazi negde
u sredini po broju slucajeva dijagnostikovanih u uznapredovalom stadijumu bolesti te da se
rezultati slazu sa literaturnim podacima.

PoviSena telesna temperatura, no¢no preznojavanje i gubitak telesne mase preko 10% za Sest
meseci predstavljaju B simptome kod obolelih od limfoma. Obicno se javljaju izmedu 45-60%
slu¢ajeva DLBCL (12). Studije relativno retko prikazuju procenat B-simptoma u svojim grupama
DLBCL (132,134,264). Gratzinger i sar. (144) su prijavili da 25% bolesnika ima B simptome §to
je daleko nizi procenat u odnosu na naSu grupu ispitanika, gde je B simptome imalo 53%
bolesnika. U studiji SLG (329) B-simptome je imalo 50% bolesnika sa razli¢itim tipovima NHL.
DLBCL primarno ekstranodalne loklaizacije se dijagnostikuje izmedu 25 i 50% slucajeva. Ove
razlike u procentima najverovatnije su posledica razli¢itog definisanja primarnog ekstranodalnog
DLBCL, narocito kada je bolest u III ili IV stadijumu. Takode, obzirom na razli¢itu ucestalost
Helicobater pylori infekcije u zavisnosti od razvijenosti odredenog dela sveta, primarni gastri¢ni
DLBCL ima razli¢itu incidencu, te uti¢e na ukupan procenat primarno ekstranodalnih DLBCL
(332). U naSoj grupi bolesnika primarno ekstranodalna lokalizacija je pristuna u 65 (46.42%)
slucajeva $to je priblizno literaturnim podacima (332). Kao i u drugim grupama bolesnika (332) 1
u ovom radu najveci broj ekstranodalnih limfoma se nalazi u zelucu. Dvadeset pet od ukupno 65

(38%) ima DLBCL u Zelucu, dok je jo§ znacajna lokalizacija u §titnoj zlezdi, Waldereyevom
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prstenu sa po Sest bolesnika, dok je pet bolesnika imalo primarni DLBCL kosti. Primarno
ekstranodalna lokalizacije nije uticala na prognozu lecenja nasih bolesnika sa DLBCL.

IPI skor je i dalje najvazniji parametar u prognozi DLBCL (127). Dizajniran je pre ta¢no 20
godina kada se u leCenju nije koristio rituksimab (124). Deli bolesnike sa DLBCL na cetiri
kategorije koje sa sobom nose razli¢itu prognozu lecenja. U originalnom radu (124) bolesnici sa
niskim rizikom (IPI skor 0 i 1) imali su petogodisnji prezivljavanje od 70%. Bolesnici sa nisko-
srednjim rizikom (IPI 2) imali su petogodidnji OS 51%. Cetrdeset posto bolesnika je prezivelo
pet godina u grupi srednje-visokog rizika (IPI 3), dok je petogodisnji OS bio 26% u grupi
visokog rizika (IPT 4 1 5). Ovaj prognosticki skor je konstruisan ne samo u vremenu kada nije
koriS¢en rituksimab, ve¢ i kada nije koriS¢ena intezivirana i visokodozna hemioterapija i
transplantacija mati¢nih ¢elija hematopoeze. Tada je IPI skor doziveo svoju prvu reviziju i
stvoren je age adjusted IPI skor (125). Navedeni skor izbacuje starost bolesnika kao validan
faktor te se 1 dalje veoma Cesto koristi kada se analiziraju grupe starijih ili mladih od 60 godina.
Drugu reviziju IPI skor je imao nakon pojave rituksimaba kao zlatnog standarda terapije. U to
vreme se smatralo da IPI skor nije validan prognosticki parametar za bolesnike lecene
rituksimabom. Tada su Sehn i sar. stvorili revidirani IPI (R-IPI) (126) koji ukljucuje iste
parametre kao IPI samo su drugacije rasporedeni u podgrupe. Medutim Ziepert i sar. (127) su u
metaanalizi na 1062 bolesnika lecenih kombinacijom rituksimaba i hemioterapije pokazali da je 1
dalje IPI skor veoma validan pokazatelj ishoda leCenja bolesnika sa DLBCL. Ova metaanaliza
ukljucila je tri velike studije koje ispitivale uticaj rituksimaba u odnosu na dotadasnji standard
terapije: MINT (333), RICOVER-60 (176) 1 MegaCHOEP (334,335,336). Uzevsi u obzir svih
1062 bolesnika 57% je imalo nizak IPI skor, 21% srednje-nizak, 17% srednje visok i 10% je bilo
u grupi visokog rizika. U naSoj grupi bolesnika sa niskim rizikom po IPI skoru bilo je 44.77%,
srednje-niskim rizikom 25.37%, visoko-srednjeg rizika 18.65%, dok je u grupi visokog rizika
bilo 11.19%. Dakle, uprkos nesto manjem procentu u grupi niskog rizika nasa grupa bolesnika
bila je sli¢na onoj u Ziepertovoj metaanalizi. Bolesnici u studiji Nymana i sar. su u 61% slucajeva
imali IPI skor 0-2, Sto je neSto nizi procenat nego u nasoj grupi bolesnika. Wilsonova grupa
bolesnika (134) imala je neSto loSije prognozne parametre sa 31% bolesnika IPI skora 0 i 1.
Ozbalak i sar. su prikazali grupu bolesnika u kojoj je 45% bilo niskog IPI skora (330). Pedeset 1
pet posto bolesnika imlo je IPI 0-2 u studiji Perry i sar. (264). Obzirom da se procenat bolesnika

u grupi niskog rizika u literaturi kretao izmedu 31-57%, a procenat bolesnika u visokom riziku
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izmedu 10-22% mozemo zakljuciti da se nasa kohorta bolesnika ni po ovom pitanju nije
razlikovala od grupa dostupnih u literaturi (124, 134, 330).

Odgovor na terapiju baziranu na rituksimabu u razli¢itim studijama bio je od 71,4% u studiji
MegaCHOEP (336), preko 75% u LNH-98.5 studiji (172), pa do 86% u studiji MINT (333). U
nasoj studiji stopa kompletnih remisija bila je 74.24%, parcijalnim remisija je bilo 14.65%, Sto
¢ini ukupan odgovor na terapiju 88.89%. Progresiju bolesti na inicijalni tretman dozivelo je
11.11% bolesnika. U odnosu na MINT studiju naSa kohorta ima nizu stopu CR, medutim u MINT
studiji su ukljucivani samo bolesnici sa IPI skorom 01 1.

TrogodiSnje prezivljavanje bez progresije bolesti u nasoj grupi bolesnika bilo je 56.5%, medijana
vremena do progresije bolesti 62 meseca, dok medijana za ukupno prezivljavanje nije dostignuta,
a tri godine je prezivelo 64% bolesnika. Kohorta koja je dobijala rituksimab u studiji MINT (333)
imala je trogodis$nji PFS 86.3%, a OS 92.9%, medutim ovu studiju nije adekvatno porediti sa
nasom jer su ukljucivani samo bolesnici sa IPI skoro 0 i 1, mladi od 60 godina. Studiju
MegaCHOEP (336) takode nije najadekvatnije porediti sa naSim rezultatima jer su ovoj studiji
samo mladi bolesnici sa IPI skorom >2, a i terapija je bila daleko agresivnija. U ovoj studiji
trogodisnji PFS bio je 71.1%, dok je OS bio 75.3%. Najzad u RICOVER-60 studiji trogodisnji
PFS bio je 76.4%, a OS 75.3% (176). U ovoj studiji su uklju¢ivani bolesnici stariji od 60 godina,
ali je jedna podgrupa dobijala R-CHOP terapiju na 14 dana. U metaanalizi koja je ukljucivala sve
ove studije (127) ukupan trogodiSnji PFS bio je 76.4%, dok je OS 81.5%. U ovim studijama PFS
1 OS su duzi nego u nasoj kohorti bolesnika. Razlog za to je $to su ove studije prospektivne sa
ukljucivanjem bolesnika za koje se u startu zna da imaju prognozu za prezivljavanje bar Sest
meseci, obi¢no su dobrog performans statusa i u stanju da dobiju maksimalno agresivnu
hemioterapiju. U ovim studijama takode je primenjivana nesto agresivnija terapija (R-CHOP14,
R-CHOEP, R-MegaCHOEP) koja se, iako toksi¢nija ipak pokazala efikasnijom u odnosu na R-
CHOP21 koji je u naSoj studiji dobilo skoro 90% bolesnika. Takode u nasoj kohorti skoro 15%
bolesnika je dobilo suboptimalnu terapiju. Osim toga u naSoj grupi ne mali broj bolesnika je
preminuo od drugih bolesti, pa ¢ak i u saobracajnim nezgodama, bez relapsa limfoma, te je i to
uticalo na nasu statistiku. Malo je drugacija sutuacija u retrospektivnim studijama slicnim nasoj.
Wilson i sar. su zabelezili 69% cetvorogodisnji OS u svojoj grupi bolesnika (134). U oko 750
analiziranih bolesnika (CD30 negativnih) u studiji Hua i sar. petogodisnji OS bio je 59% (323).
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Oybalak 1 sar. (330) su demonstrirali trogodis$nji PFS od 70% i1 OS od 77.3% u svojoj grupi
bolesnika.

U naSoj studiji bolesnici koji su na inicijalno lecenje postigli kompletnu remisiju imali su
trogodiSnje prezivljavanje u 78.12%, a petogodisnje 71.65%. Sa druge strane bolesnici koji su
imali samo parcijalni odgovor ili su doziveli progresiju bolesti imali su plato nakon tre¢e godine
na krvi prezivanja na 25%. Ovo govori u prilog izuzetnoj vaznosti postizanja kompletne remissije
kod bolesnika sa DLBCL.

Stariji bolesnici imaju nesto krace vreme do progresije bolesti kao i kra¢e ukupno prezivljavanje
u odnosu na mladu populaciju bolesnika. Zbog ove ¢injenice starost bolesnika preko 60 godina je
uvrStena kao nezavisni parametar prognoze u IPI skor (12,29,124). Osim S§to starija populacija
ceS¢e ima brojne komorbiditete, teze podnosi terapiju, svi ovi faktori utiCe i na izbor
suboptimalne, manje agresivne, terapije za ove bolesnike. U naSoj kohorti bolesnika bilo je
31.1% bolesnika koji su stari 65 1 vise godina. Kao i u nekim drugim analizama (158) i u nasoj
grupi bolesnika odreden procenat je dobio suboptimalnu terapiju bez antraciklina. Od 14
bolesnika koji su dobili terapiju bez antraciklina 12 je bilo starije od 65 godina. Obzirom da smo
u nasoj kohorti imali 42 bolesnika starija od 65 godina to znaci da je 28.6% bolesnika iz ove
subpopulacije dobilo suboptimalnu terapiju za ovaj tip limfoma. Procenat kompletnih remisija
kod bolesnika starijih od 65 godina bio je niZi u odnosu na mladu populaciju bolesnika 79.78%
vs 62.79% (p=0.0601). Stariji bolesnici su imali i kra¢i PFS (68.81% vs 32.08%, p=0.0001) i OS
(72.57% vs 42.48%, p=0.0004). U LNH-98.5 studiji (174) u kohorti le¢enoj rituksimabom
petogodi$nji EFS bio je 47.5%, dok je petogosnji OS bio 58%. Ova razlika je posledica veé
navedenih inkluzionih kriterijuma u randomizovane studije u kojima se ne ukljucuju bolesnici sa
ECOG statusom 3-5 1 bolesnici u veoma teskom opstem stanju koji su ukljuceni u nasu statistiku.
Takode u studiji LNH-98.5 svi bolesnici su primili antracikline, dok je u naSoj kohorti starijih
bolesnika antracikline primilo 72%. Takode u nasoj grupi bolesnici su bili stariji od 65 godina,
bez gornje granice starosti, a u francuskoj studiji od 60-80 godina. Jo§ su bolji rezultati
RICOVER-60 studije gde je trogodisnji PFS bio 66.5%, a OS 67.7%. U ovoj studiji bolesnici su
dobijali Sest ciklusa R-CHOP svakih 14 dana (176).

Muski pol je bio prediktor loSije prognoze kod bolesnika u nasoj grupi. lako se procenat
kompletnih remisija nije razlikovao (M: 71.83%; Z: 77.05%; p=0.6283), muskarci su imali
statisti¢ki marignalno kra¢i PFS (M: 50.9% vs Z: 65.51%; p=0.0586) i OS (M: 56.78% vs Z:

155



71.23%; p=0.0921). Muller i sar. (157) su prosle godine uradili farmakokinetsku analizu davanja
rituksimaba sa CHOP14 protokolom kod muskaraca i Zena. Dobili su da musSkarci imaju brzi
klirens i manju koncentraciju rituksimaba u krvi pri doziranju od 375mg/m2. Takode ova grupa
autora je izvukla rezultate iz RICOVER-60 studije i pokazala da Zene imaju duzi PFS i OS.
Nakon toga je italijanaska grupa na celu sa Carellom (337) napravila retrospektivnu analizu 1793
bolesnika iz 43 institucija u Italiji 1 Brazilu. Dobili su da je muski pol prediktivni faktor terapije
bazirane na rituksimabu kako u univarijantnoj, tako 1 u multivarijantnoj analizi kada su bolesnici
podeljenin u grupe prema IPI skoru. Sli¢no je dokazala i finska grupa koja je analizirala DLBCL
i folikularne limfome lecene rituksimabom i hemioterapijom (338). Kod obe vrste NHL
cetvorogodisnji PFS je bio kra¢i kod musakaraca (75% vs 60%; p=0.013 za DLBCL) i (68% vs
52%; p=0.036 za FL) bez uticaja na ukupno prezivljavanje. Tendencija loSijeg prezivljavanja
nas$ih bolesnika muSkog pola ka kra¢em prezivljavanju uklapa se u najnovije literaturne podatke i
predstavlja sigurno jedan od najznacajnijih rezultata u ovom radu.

Stadijum bolesti i nivo laktat dehidrogenaze su parametri veli¢ine tumorske mase kod obolelih od
NHL (12). U nasoj grupi bolesnika su bili zna¢ajni parametri prognoze kako za postizanje
kompletne remisije tako i za PFS i OS. Medutim kako su deo IPI skora ne¢emo ih posebno
razmatrati ve¢ ¢e u daljem tekstu biti diskutovano o prezivljavanju bolesnika u odnosu na IPI
skor. Kao §to smo ve¢ napomenuli IPI skor je i dalje najvazniji prognozni Cinilac prezivljavanja
bolesnika sa DLBCL (127). U nasoj seriji bolesnika bio je znacajan prediktor dobrog odgovora
na inicijalno lecenje, PFS 1 OS za grupu niskog rizika u odnosu na ostale grupe, kao i kratkog
prezivljavanja i loSijeg odgovora na lecenje za grupu visokog rizika. Grupe bolesnika sa skorom
dva ili tri nisu se medusobno razlikovale. U nasoj kohorti grupa bolesnika sa niskim IPI skorom
imala je stopu CR: 90%, 3-godisnji PFS: 85.71% 3-god OS: 85.71%; grupa IPI 2 CR: 63.64%,
PFS: 42.19% OS: 34.60%; grupa IPI 3 CR: 73.91%, PFS: 34.60%, OS: 51.12%; i grupa visokog
rizika: CR: 28.57%, PFS: 14.29%, OS: 17.19%. U odnosu na inicijalni IPI skor (124) koji je
prikazao petogodiSnje prezivljavanje, ali u dobu kada rituksimab nije bio standard terapije nasi
bolesnici IPI skora 0 i 1 imaju nesto duzi PFS i OS (5-god PFS: 85.71% OS: 80.8%). Sa druge
strane priblizni su procenti u grupi IPI 3, ali su nizi u grupi IPI dva i daleko nizi u grupi visokog
rizika gde u naSoj kohorti nijedan bolesnik sa visokim IPI skorom nije preziveo 5 godina u
odnosu na inicijalni IPI gde je petogodisnji OS bio 26%. Ovo najverovatnije govori u prilog tome

da R-CHOP21 nije dovoljna terapija u grupi srednjeg i visokog rizika ve¢ je potrebno primeniti
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neku od agresivnijih strategija. U prilog tome govore jo§ zapazeniji rezultati studija MINT,
RICOVER-60 i MegaCHOEP (176, 333, 336) obradenih zajedno u metaanalizi (127). Na ukupno
1062 bolesnika u sve tri studije koji su leceni rituksimabom i razli¢itim, uglavnom agresivnijim
pristupima u odnosu na R-CHOP21 trogodisnji PFS po IPI grupama bio je slede¢i: IP10 1 1: 87%,
IPI 2: 74.7%, IPI 3: 58.86%, IPI 4 i 5: 55.8%, dok je trogodisnji OS: IPI 0 i 1: 91.4%, IPI 2:
80.9%, IPI 3: 65.1%, IPI 4 1 5: 59%. Lako je uociti da bolesnici sa niskim rizikom u nasoj kohorti
imaju priblizno jednako prezivljavanje u odnosu na grupu bolesnika u ovoj metaanalizi. Medutim
bolesnici sa srednjim i visokim skorom ponovo imaju duze prezivljavanje u odnosu na naSu
grupu. Sa jedne strane, radi se o dobro kontrolisanim studijama koje ne ukljucuju bolesnike u
loSem stanju koji ¢e sa velikom verovatno¢om doziveti rani smrtni ishod, Sto svakako uti¢e na 5-
10% bolje prezivljavanje, ali sa druge strane postaje jasno da bolesnici koji imaju IPI 2-5
zasluzuju agresivniju strategiju, dok je kod bolesnika sa IPI 0 i 1, bez bulky bolesti dovoljna
terapija R-CHOP21. Koja je strategija za bolesnikse sa IPI 2-5 klini¢ke studije jo§ nisu u
potpunosti odgovorile. Kod bolesnika starijih od 60 godina RICOVER-60 (176, 177) govori u
prilog da intezivniji protokol R-CHOP14+2R moze popraviti rezultate narocito u grupi sa loSom
prognozom. Osam ciklusa rituksimaba sa hemioterapijom nije doprinelo boljem rezultatom u
odnosu na Sest ciklusa. Upotreba G-CSF u primarnoj profilaksi doprinela je komplijansi od 98%
u bolesnika koji su dobili Sest ciklusa hemioterapije. Medutim druge studije sa slicnim dizajnom
nisu doprinele benefitu intezivnijeg davanja terapije u dvonedeljnom rezimu kod starijih
bolesnika (178-180). Studija intezivnijeg davanja rituksimaba na nedeljnoj bazi i zatim nastavak
na u dvonedeljnom rezimu sa CHOP14 (ukupno 12 ciklusa rituksimaba, DENSE-R-CHOP14) u
odnosu na R-CHOP dovelo je do veceg procenta kompletnih remisija i duzeg jednogodisnjeg
EFS, ali bez uticaja na OS (181). U mladih bolesnika sa aalPI2-3 prakti¢no ne postoji standardna
terapija. Uglavnom se u Svetu koristi R-CHOP na 14 ili 21 dan. Danska limfomska grupa je
pokusala da poboljSa prezivljavanje ovih bolesnika dodavanjem etopozida (R-CHOEP14) u
odnosu na R-CHOP14. Rezultati ¢etvorogodisnjeg prezivljavanja bili su znacajno bolji u grupi sa
etopozidom (75% vs 62%, p=0.04) (189). Visokodozna hemioterapija sa autolognom
transplantacijom mati¢nih ¢elija hematopoeze je dugo smatrana za opciju kod mladih bolesnika
sa loSom prognozom. Petnaest razli¢itih studija, koje su se bavile ovom tematikom analizirane su
u metaanalizi (192). Ova metaanaliza nije pokazala jasan benefit HDCT+ASCT. U eri

rituksimaba uradeno je jo$ nekoliko studija koje su poredile konvencionalnu terapiju sa
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HDCT+ASCT. Studija GOELAMSO075 (193) koja je za kontrolu grupu imala bolesnike koji su
dobijali R-CHOP14 i studija DSHNHL (194). sa kontrolnom grupom R-MegaCHOEP14 nisu
pokazale benefit od HDCT. Sa druge strane Vitolo i sar. (195) su demonstrirali duzi PFS, ali ne i
OS kada su poredili HDCT sa R-CHOP14 terapijom. Studija SWOG S9704 takode je pokazala
benefit u PFS, ali ne i u OS u odnosu na R-CHOP21 rezim (196). Koji od ovih rezima koristiti
jos uvek nije potvrdeno. Drugo je pitanje da li se ovi agresivniji rezimi mogu bezbedno primenti
van okruzenja klini¢kih studija i kod bolesnika sa veoma lo§im performans statusom. Takode,
postavlja se pitanje da li u naSim uslovima neSto loSije zdravstvene prosvecenosti i loSe
finansijske situacije ovi rezimi mogu doneti benefit ili samo dovesti do ve¢e rane smrtnosti zbog
komplikacija.

Poslednjih godina, u eri rituksimaba, pokazano je da je nizak apsolutni broj limfocita (ALC)
marker loSe prognoze kod bolesnika sa DLBCL (339, 340). Nije potpuno razjasnjen mehanizam
nastanka ovog fenomena, ali se smatra da je nizak broj limfocita u periferiji odraz smanjene
funkcije odbrambenog sistema domacina, odnosno smanjene moguénosti razvoja antigenom
uslovljene Celijske citotoksi¢nosti (ADCC), jednog od najvaznijih mehanizama dejstva
rituksimaba (43). Oki i sar. (339) su na svojoj grupi bolesnika pokazali da je broj limfocita ispod
1.0x10E9/1 znacajan faktor loSe prognoze kako za PFS (p<0.001), tako i za OS (p<0.001). U ovoj
studiji 119 bolesnika je dobijalo CHOP hemioterapiju dok je 102 bolesnika dobijalo R-CHOP.
Zanimljivo je 1 to da je grupa koja je dobijala rituksimab imala duzi PFS i OS, ali ne i kod
bolesnika koji su imali nizak broj limfocita. Ovo ukazuje na znacaj broja limfocita u lecenju
rituksimabom. Studija Cox i sar. (340) je pokazala na 101 bolesniku le¢enom terapijom
baziranom na rituksimabu da je broj limfocita ispod 0.84x10E9/] zna¢ajan faktor loSe prognoze
kako za PFS i EFS tako i za OS. Rezultat je bio znacajan i u multivarijantnoj analizi sa IPI
skorom. U metatanalizi 6 studija koje su se bavile ovom tematikom Feng i sar. su pokazali da je
nizak broj limfocita snazan faktor prognoze kod DLBCL. I nasa grupa je pokazala da je broj
limfocita manji od 1.3x10E9/1 znacajan faktor prognoze kod bolesnika sa DLBCL (341). U ovom
radu analitirali smo takode uticaj niskog broja limfocita kao jednog od najnovijih faktore
prognoze DLBCL i predikcije odgovora na terapiju baziranu rituksimabom. NaSa granica za
nizak broj limfocita bila je <1.0x10E9/l. Procenat bolesnika koji su imali nizak ALC bio je
27.48%. Odgovor na leCenje nije se razlikovao izmedu ove dve grupe bolesnika, medutim

bolesnici sa nizim ALC imali su kraéi trogodiSnji PFS (42.70% vs 62.83%, p=0.0336) i kra¢i OS
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(48.01% vs 69.47%, p=0.0185) u odnosu na grupu ¢iji je ANC bio >1.0x10E9/1. Tako je i nasa i
veliki broj drugih studija pokazao da je nizak ALC dobar prognozni faktor postoji nekoliko limita
da bi ovaj parametar bio standardan. Prve svega nijedna prospektivna studija se nije bavila ovim
pitanjem, te su svi podaci proistekli iz retrospektivnih analiza. Druga stvar je to §to su kori$¢eni
razliCite ,,cut-off vrednosti za broj limfocita te ne postoji uniformni podatak koja je to vrednost
koja zaista uvek odreduje prognozu. Treca stvar je pitanje da li je apsolutni broj svih limfocita
faktor koji odreduje prognozu ili je to odredena podgrupa limfocita. Recimo, najznacajnija grupa
za ADCC-zavisni odgovor na terapiju rituksimabom je grupa takozvanih ¢elija ,,prirodnih ubica“
(Natural killer ¢elije, NK) (43,341). Jedna manja studija je pokazala da je broj NK ¢elija nizi u
obolelih od DLBCL nego kod zdravih u kontrolnoj grupi. Takode nizi broj je zabalezen u viSem
stadijumu bolesti i kod bolesnika sa B simptomima (342). Osim toga Plonquet i sar. su
demonstrirali da je kod bolesnika sa manjim brojem NK ¢elija kra¢i EFS 1 OS u grupi bolesnika
sa DLBCL aalPI skora 2 i 3 (343). Takode i broj cirkuliS§ucih regulatornih T limfocita je visi kod
zdravih dobrovoljaca nego kod obolelih od DLBCL, te je udruZzen sa manjom stopom CR i
kra¢im EFS (344). U poslednje dve godine nekoliko studija (345, 346, 347) je ukazala i na
apsolutni broj monocita, odnosno odnos limfocita i monocita kao znac¢ajan parametar u prognozi
DLBCL. Najveca od tih analiza je multicentri¢na studija Tadmora i sar. (348) koja je analizirala
1191 bolesnika sa DLBCL pre i posle ere rituksimaba. Bolesnici koji su imali absoultni broj
monocita ve¢i od 630/mm3 su imali petogodsnje prezivljavanje od 71% u odnosu na one koji su
imali manji broj ¢ije je prezivljavanje bilo 59% (p=0.0002). Takode, grupa od 621 bolesnika
lecenih rituksmabom imali su duze prezivljavanje ukoliko su imali broj monocita iznad ovog
broja, bez obzira na vrednost IPI skora. Na osnovu ovih rezultata smatramo da aposlutni broj
limfocita i monocita treba da udu u rutinsku klini¢ku praksu prognoze DLBCL jer su se pokazali
kao veoma znacajan prognozni faktor, reproducibilni su i odreduju se gotovo uvek u rutinskoj
praksi.

Anemija kao prognozni faktor nije mnogo ispitivana kod bolesnika sa DLBCL. Uzurov 1i sar. su
pokazali da anemija nije znacajan prognozni faktor u svojoj seriji od 50 bolesnika (349). Suzuki i
sar. su sa druge strane pokazali da u relapsu DLBCL anemija udruzena sa kra¢im ukupnim
prezivljavanjem bolesnika (350). Osim toga i Chihara i sar. (351) su pokazali da je anemija faktor
koji utice na losu prognozu kod bolesnika sa DLBCL Zeluca, ali je u tom slu¢aju mehanizam

anemije najceS¢e krvarenje koje je opet udruzeno sa veli¢inom tumorske mase. U nasoj seriji
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bolesnika anemija nije billa znaCajan prognozni faktor. Bolesnici su podeljeni na grupe sa
hemoglobinom nizim ili vi§im od 110g/l. Bilo je 27.34% bolesnika koji su imali anemiju u vreme
dijagnoze. Nije bilo razlike u odgovoru na terapiju, niti u duzini PFS i OS kod obe grupe
bolesnika.

Ve¢ vise od 20 godina je poznato da bolesnici sa niskim nivoom albumina imalju loSiju prognozu
(352). Nizak nivo albumina moze da se dovede u vezu ili sa loSim nutritivnim statusom
bolesnika, $to je opet vezano i za performans status, loSom funkcijom jetre, gubitkom albumina u
limfomom izazvanim efuzijama ili gubitkom proteina bubrezima zbog paraneoplastickog
nefrotskog sindroma, neretko udruzenog sa NHL. U naSoj seriji bolesnika nizak nivo albumina je
izmeren u 21.25% bolesnika. Iako nivo albumina nije uticao na stopu kompletne remisije,
znacajno je uticao na duzinu trogodiSnjeg PFS (Nizak 18.63% vs Normalan: 61.06%; p=0.0004) i
OS (Nizak: 23.45% vs Normalan: 66.81%, p=0.0005).

Ve¢ je bilo diksutovano o incidenci B-simptoma u naSoj grupi bolesnika. Oni su posledica
lucenja citokina od strane tumora. Posledica ovog fenomena su i druge promene u organizmu
zbog pojave ekscesa citokina: nefrotski sindrom i ¢esta posledi¢na hipoalbuminemija i anemija
(353). U naSoj seriji bolesnika pojava B-simptoma je nosila sa sobom prognozni znacaj.
Bolesnici koji su imali B-simptome imali su kra¢i PFS (46.9% vs 68.81%, p=0.0256) i OS
(52.88% vs 75.22%, p=0.0106).

Nakon klini¢kih 1 laboratorijskih parametara u drugom delu naseg rada bavili smo se prognoznim
znaCajem dve razliCite patohistoloske podele na centroblasne, imunoblasne i anaplasti¢ne
limfome, te podele na GCB i nonGCB podtip limfoma. Takode hteli smo da uvidimo prognozni
znacaj ekspresije odredenih molekulskih markera na ¢elijama DLBCL. Neki od tih markera su
ve¢ ispitivani 1 duze vreme poznati kao Sto su CD10, MUM-1, Bcl-6 (koji zajedno sainjavaju
Hans kriterijume za podelu na GCB i nonGCB podtip DLBCL), zatim Bcl-2, CD30, CD43, CD5,
markere koji su odraza inflamacije i neoangiogeneze COX-2 i VEGF-A, jedan od markera
pozitivnosti na Epstein-Barr virus EBV-LMP1, te markere koji pripadaja grupi stimulatora B-
limfocita (BlyS), a ¢ija je ekspresija vrlo malo ili nije uopste ispitivana u ovom oboljenju BAFF-
R, BCMA i TACIL

Tri su osnovne morfoloske varijante DLBCL: centroblasna (CB), imunoblasna (IB) i anaplasticka
(29). U nasoj grupi bolesnika najvec¢i broj (61.25%) je imao centroblasnu varijantu DLBCL,

37.5% je imalo imunoblasnu, dok je samo jedan bolesnik (1.25%) od ukupno 80 analiziranih
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imao anaplasticnu varijantu DLBCL. Zbog toga smo analizirali odnos centroblasne i
imunoblasane varijante u pogledu odgovora na leCenje i prezivljavanja bolesnika. Takode
korelirali smo klinicke, laboratorijske parametre i1 molekulske markere sa pojavom ovih
podtipova DLBCL.U naSoj seriji veéi je procenat IB podtipa u odnosu na najvecu seriju koja je
analizirala ove parametre u kojoj je bilo 7.4% bolesnika sa IB DLBCL(41). Ostali literaturni
navodi govore da IB mrofologija ¢ini oko 25% svih DLBCL (354). Kao §to je ve¢ poznato u
literaturi (41) imunoblasni podtip korelira sa ekspresijom MUM-1 receptora i ¢ess¢om pojavom u
nonGCB grupi. Ovo je slucaj i u naSoj kohorti bolesnika gde postoji visoka korelacija IB podtipa
i MUM-1 ekpresije (p=0.0003) i nonGCB fenotipa (p=0.0052). Osim toga u nasoj studiji
bolesnika IB varijanta korelira sa ¢eS¢om primarnom ekstranodalnom lokalizacijom (p=0.0089),
a od molekulrskih markera cesce je udruzen sa visokom ekpresijom CD20 (p=0.0063) i
ekpresijom VEGF-A (p=0.0041). Obzirom da su imunoblasti po definicij aktivisane B-Celije
odredenim antigenom, logi¢na je korelacija sa nonGCB podtipom koji je u suStinin
imunohistohemijski pandam aktivisanih B-¢elija odnosno njihovih malignih srodnika (49,55). U
literaturi nismo pronasli vezu izmedu imunoblasta i ekstranodalne lokalizacija, kao ni vezu sa
visokom CD20 ekpresijom i VEGF-A. Verovatno je sve ovo uloga imunoblasta odnosno njihova
aktivacija antigenom, najc¢eS¢e Helicobactre pylori infekcijom u Zelucu. Verovatna je i korelacija
izmedu VEGF-A 1 IB morfologije potreba aktivisanih ¢elija za ve€om angiogenezom, ali za takve
tvrdnje nema dokaza u postojecoj literaturi. lako postoje i studije u kojima IB morfologija nije
znacajan faktor prognoze DLBCL (35), ve¢ina analiza ipak govori o negativhom efektu IB
podtipa na prezivljavanje bolesnika sa DLBCL. Engelhard 1 sar. (39) su demonstrirali duZze
prezivljavanje bolesnika sa CB podtipom pre ere rituksimaba. Isti zakljucak su iz svoje studije na
444 bolesnika izveli 1 Diebold i sar. (355). U eri rituksimaba Ott i sar. su u subanalizi RICOVER-
60 studije (41) pokazali negativan prosgnosti¢ki znacaj i kod bolesnika lecenih rituksimabom.
Zanimljivo je da u ovoj grupi kod bolesnika koji su le¢eni bez rituksimaba ne postoji negativan
efekat IB podtipa. U nasoj studiji morfoloski podtip nije uticao na PFS (p=0.9038) ni OS
(p=0.7815) sto se ne uklapa u najvecu prikazanu studiju i doprinosi daljem odlaganju odgovora o
imunoblasnom podtipu kao faktoru negativne prognoze.

Razdvajanje DLBCL na podgrupe GCB i nonGCB poslednjih godina dobija sve viSe na znacaju.
Ovakva podela se prvi put spominje u literaturi 2000. godine kada su Alizadeh i sar. (49)
tehnologijom mikrocipova podelili DLBCL na GC-like i ABC-like grupu. GC-like grupa u toj
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studiji imala je duze prezivljavanje sa terapijom koja nije ukljucivala rituksimab. Obzirom na
prognozni znacaj podele, te zbog toga vaznost odredivanja podgrupe, a sa druge strane nisku
dostupnost i visoku cenu mikroc¢ipova nekoliko autora je pokuSalo da nade adekvatan pandam
ovoj metodi. Tako je nastalo nekoliko razli¢itih imunohistohemijskih algoritama (55,130,265), od
kojih je ipak algoritam Hans i sar. (55) najceSce koriSten. Nijedan od ovih metoda nije u
potpunosti saglasan sa mikroCip analizama. Studije Nymana (267), Ilica (268), Sekija (269) i
Benesove (272) su kao rezultat dobile jednako prezivljavanje u obe ove grupe koriste¢i Hans
metod razdvajanja. Sa druge strane retrospektivna analiza koja je uradena na nasem Institutu,
zajedno sa kolegama iz KBC Bezanijska Kosa, na 111 bolesnika pokazala je da grupa sa
nonGCB podtipom DLBCL ima kraéi trogodisnji EFS 67.6% vs 47.1%, p=0.05) i OS (59.6% vs
44.9%, p=0.016). U studiji su grupe bile uravnotezene po svim parametrima ukljucujuci i IPI skor
(271). Sli¢ne rezultate je objavio i Fu i sar. (270) gde je GCB grupa imala duzi trogodisnji OS od
nonGCB grupe bolesnika (85% vs 69%, p=0.032). U ovom radu 69.4% bolesnika pripadalo je
nonGCB podtipu. Kao §to je ve¢ napomenuto nonGCB je korelirao sa imunoblasnim podtipom
DLBCL, ali ne korelira ni sa jednim drugim klinicko-laboratorijskim parametrom niti
molekulskim markerom, uz napomenu da nismo testirali korelaciju za CD10, MUM-1 i Bcl-6 jer
su ovi markeri deo Hans algoritma za razdvajanje ovih grupa. U naSoj kohorti nije bilo razlike
kako u odgovoru na primenjeno le€enje, tako ni u duzini PFS i OS izmedu ove dve grupe
bolesnika. Ovaj rezultat je konkordantan sa ve¢inom objavljenih studija. Medutim, obzirom na
postojanje i studija koje tvrde suprotno, konacan odgovor o prognoznom snazaju GCB/nonGCB
podtipa verovatno nece nikada definitivno biti dostignut.

CDI10 je marker na normalnim i malignim hematopoeznim ¢elijama i na nekim c¢elijama
nehematopoeznog tkiva. Eskprimiran je na pro-B i pre-B ¢elijama kao i na zrelim B-limfocitima
germinalnog centra. Ovaj molekul reguliSe B-¢elijsku proliferaciju i diferencijaciju, redukuje
inflamatorni odgovor i enkefalinom izazvanu analgeziju (273). Relativno mali broj studija je
ispitivao prognozni zna¢aj CD10 molekula kod obolelih od DLBCL, ve¢ je CD10 koris¢en kao
deo svih imunohistohemijskih algoritama za razdvajanje GCB i nonGCB grupe DLBCL (55, 130,
265). U nasoj studiji CD10 nije korelirao ni sa jednim klinicko-laboratorijskim parametrom, niti
sa molekulskim markerom. CD10 je bio eksprimiran u 20.45% slu¢ajeva naseg uzorka. Sli¢no
studiji Bodoora i sar. , i u nasoj grupi bolesnika, CD10 nije znacajno uticao na ukupno

prezivljavanje (p=0.5736). Osim toga u nasoj studiji CD10 nije uticao ni na procenat postizanja
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kompletnih remisija (p=0.9868), niti na PFS nasSih bolesnika (p=0.8687). Sa druge strane Sjo i
sar. su pokazali da je CD10 marker povoljne prognoze. Medutim u ovoj studiji je samo Sest od
108 bolesnika dobilo rituksimab (274). Culpin i sar. (357) demonstrirali da bolesnici koji su
CD10- imaju kraée prezivljavanje u odnosu na CD10+ bolesnike. Kao i kod vecine drugih
markera 1 kod CD10 ostaje nepotpuno jasno da li utiCe ili ne na prognozu prezivljavanja
bolesnika sa DLBCL.

Bcl-6 pripada grupi cink-finger proteina, inhibitora transkripcije. Svoje efekte ostvaruje preko
modifikacije ekpresije viSe od 500 gena i na taj nacin vrSi kontrolu celijskog ciklusa. Sli¢no
CDI10 i on je uvrsten u razli¢ite algoritme za razlikovanje podgrupa DLBCL (55, 130) i najcesce
je ispitivan u okviru navedenih algoritama, a neSto rede kao izolovan parametar. U naSoj grupi
bilo je 48.42% Bcl-6+ DLBCL. Ve¢ vise od 10 godina je poznato da je ekspresija Bcl-6 gena
povoljan prognozni parametar u bolesnika sa DLBCL (358,359). Medutim u to vreme u lecenju
bolesnika nije koriS¢en rituskimab i navedene studije su koristile RT-PCR, metodu i u danasnje
vreme nedostupnu mnogim laboratorijama. U to vreme studije u kojima je upotrebljavana
imunohistohemijska analiza su pokazale slicne rezultate, odnosno znacaj ekspresije Bcl-6 kao
povoljnog parametra u prognozi DLBCL. Ve¢ pomenuta studija Sjo i sar. (274) je pokazala da je
ekspresija Bcl-6 povoljan prognozni parametar, kod bolesnika koji nisu lec¢eni rituksimabom. U
najvecoj studiji koja je ispitivala znacaj eskpresije Bcl-6 odreden imunohistohemijom Winter i
sar. (136) su pokazali da je ekspresija Bcl-6 faktor povoljne prognoze kod bolesnika lecenih
CHOP hemioterapijom. Medutim grupa lecena kombinacijom rituksimaba i CHOP-a nema
benefit od Bcl-6 ekpresije ni kod nalaiza EFS (p=0.6), niti kod analize OS (p=0.7). Sli¢nu
rezultati su demonstrirani i u ovom radu. Ekspreija Bcl-6 nije uticala na stopu kompletnih
remisija (p=1), PFS (p=0.5451) i OS (p=0.2947). Culpin i sar. (357) su ove godine objavili rad u
kojem pokazuju da je ekspresija Bcel-6 niza od 60% korelira sa kra¢im PFS. Medutim 60% je
visok ,,cut-off* koji obi¢no nije upotrebljavan u ostalim studijama te je tesko diskutovati rezultate
ove studije u odnosu na nase rezultate. Interesanto je na u nasoj grupi bolesnika ekspresija Bcl-6
pozitivno korelira sa Ki67 ve¢im od 70% i eskpresijom VEGF-A. Korelacija izmedu Ki67 je veé
zabelezena u literaturi (360). Ovaj fenomen se verovatno moZe objasniti uticajem Bcl-6 na
¢elijski ciklus te samim tim i na brzu proliferaciju ¢elija, izraZzenu kroz Ki67 ,marker i

najverovatnije povecanu angiogenezu izrazenu kroz ekspresiju VEGF-A.
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MUM-1/IRF-4 je tre¢i protein koji je bitan za GCB/nonGCB diferencijaciju prema, najcesce
upotrebljavanom Hans algoritmu (55). pripada grupi regulatornih receptora za interferon. Kao $to
smo ve¢ napemenuli korelira sa imunoblasnom histologijom kako u naSoj grupi bolesnika, tako i
u rezultatima drugih istrazivanja (128). U nasoj grupi je ekspirmiran u 62.64% slucajeva. Osim
Sto je Cesto udruzen sa imunoblasnom histologijom, u nasoj grupi bolesnika cesce se javlja i kod
bolesnica zenskog pola, a udruzen je i sa pojavom anemije. Racionalu za korelaciju sa Zenskim
polom nije moguée odrediti, jer ne postoje nikakvi podaci o ovoj vezi u literaturi. Veoma je
sli¢na situacija sa objasnjenjem veze izmedu ekspresije MUM-1/IRF4 i anemije. Jedino
racionalno objasnjenje moze biti fiziloSka uloga IRF4 u regulaciji brojnih citokina (361). lako
nije navedeno moguce je dovesti IRF4 u vezu za IL-6, te posledicne regulacije hepcidina i ravoja
anemije (353). MUM-1 je vaZio za negativan prognozni marker pre rituksimaba, na osnovu
rezultata studije (362). Medutim Seki i sar. su demonstrirali da je MUM-1 zaista prognozno 1o
parametar u bolesnika tretiranih CHOP terapijom, ali se taj efekat prognoze gubi kod bolesnika
lecenih terapijom baziranom na rituksimabu (269). U naSoj grupi bolesnika MUM-1 nije uticao
na prezivljavanje bolesnika, §to se slaze sa rezultatima Sekijeve studije gde rituksimab brise
prognozni zna¢aj MUM-1 proteina.

Bcl-2 je verovatno marker koji je najviSe ispitivan u prognozi DLBCL (314). Ovaj gen je
otkriven pre 30 godina kada je uocena njegova ekspresija kao posledica translokacija (14;18) na
¢elijama folikularnog limfoma (313). Bcl-2 je ¢lan gena koji kontroliSu unutrasnji put apopotoze.
Uz Bcl-XI, BAX i BAK predstavlja gene koji imaju antiapoptotski efekat. Zbog ovog efekta
navedenih gena dolazi do poremecaja programirane celijske smrti te do ,besmrtnosti® i
neogranicene proliferacije malignih ¢elija (317). Zbog toga se ranijih godina smatralo da je Bel-2
protein sa klju¢nom ulogom u rezistenciji na hemioterapiju (314). Krajem 90-tih godina proslog
veka Bcl-2 je smatran faktorom loSe prognoze. Prvu studiju su objavili Gascoyne i sar. koji su
testirali rearanzmane Bcl-2 gena i imunohistohemijsku ekspresiju Bcl-2 proteina kod bolesnika sa
DLBCL (315). Zaklju¢ili su da je ekspresija Bel-2 faktor loSe prognoze kod bolesnika sa DLBCL
lecenih MACOP-B i VACOP-B rezimima. Isti zakljucak su u svojoj studiji izveli Wilson 1 sar.
lecivsi svoje bolesnike EPOCH (CHOEP) protkolom (316). Pojavom rituksimaba rezultati su
ponovo kontradiktorni. Wilson i sar. (134)  su, kod boelsnika leCenih R-CHOP terapijom
pokazali da nema razlike u pogledu PFS i1 OS kod bolesnika koji su Bcl-2 pozitivni ili negativni.

Sa druge strane Nyman 1 sar. (132) su zabelezili razliku u prezivljavanju bez povratka bolesti
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(FFS) gde su bolesnici sa Bcl-2- DLBCL imali FFS 97% u odnosu na 71% kod Bcl-2+ slucajeva
(p=0.001) 1 OS (97% vs 82%, p=0.034). Ova razlika je uglavnom uocena kod nonGCB slucajeva.
Mounier 1 sar. (135) su, direktno poredivsi uticaj Bcl-2 ekspresije kod grupa koje su dobijale
CHOP i R-CHOP terapiju. Dodavanje rituksimaba CHOP hemioterapiji u odnosu na sam CHOP
znacajno je produzilo EFS (58% vs 32%, p<0.001) kod Bcl-2+ bolesnika, ali ne i kod Bcl-2-
grupe (60% vs 40%, p=0.13). Autori su zakljucili da se dodavanjem rituksimaba prevazilazi
rezistencija na hemioterapiju uslovljena Bcl-2 ekspresijom. U naSoj kohorti 41% bolesnika je
Bcl-2+. Tearpija rituksimabom u naSoj grupi je izjednalila prognozu Bcl-2 pozitivnog i
negativnog DLBCL. Stopa kompletnih remisija je 73.21% vs 72.09% (p=0.9175) trogodinji PFS
53.97% vs 52.93% (p=0.9452) 1 OS (62.34% vs 59.62%) za Bcl-2- i Bcl-2+ grupu respektivno.
Uocili smo pozitivnu korelaciju ekspresije Bel-2 1 molekula CD43 (p=0.0048), CD5 (p=0.0209),
MUM-1 (0.0546) i grani¢nu pozitivnu korelaciju sa Cox-2 (p=0.0629). Jedini rad u kojima smo
pronasli da postoji korelacija izmedu Bcel-2 i COX-2 je rad Koha i sar.(363) gde je ispitivan
odnos ovih proteina kod bolesnika sa Hodgkinovim limfomom. U nekoliko studija nadena je
korelacija Bcel-2 1 CD 5 pozitivnosti (124, 324, 325). Svaki od ovih molekula uti¢e na nekoliko
signalnih puteva koji dovode do Ccelijske proliferacije ili bloka apoptoze. Aktivacija CD5
receptora uti¢e na brojne puteve Celijskog opstanka ukljucujuci aktivaciju NF-kB, kao i put ERK
kinaze i mTOR signalni put (364). I Bcl-2 uti¢e na brojne signalne puteve, izmedu ostalog i na
NF-«B, kao i put ERK kinaze (317, 265). CD43 sa druge strane preko MAPK/p38/ERK puta
utice na Celijksu proliferaciju, a takode i blokira Fas-posredovanu apoptozu. Od nedavno se zna
da seosim na hematopetskim c¢elijama CD43 nalazi i na ¢elijama brojnih solidnih tumora (366).
Nase otkri¢e korelacije izmedu ovih parametara kod DLBCL u ovom trenutku teSko moze da se
objasni jer ne postoje egzaktni literaturni podaci. Ostaje da se ovaj rezultat potvrdi i u drugim
studijama te da se ispita odnos i eventualan uticaj autokrine i parakrine stimulacije na medusobnu
ekspresiju ovih molekula.

Ki-67 je nuklearni protein i marker Celijske proliferacije. Sliéno Bcl-2 marekru ispitivan je u
izuzetno velikom broju studija, ali i pored toga, kontraverzni rezultati studija, razlicite terapijske
opcije 1 razlicite ,,cut-off** vrednosti za ovaj protein, ne postoji definitivan odgovor o znacaju
ovog markera u prognozi DLBCL. Jovanovic i sar. (367) su u seriji od 50 bolesnika demonstrirali
da je Ki-67, eskprimiran na viSe od 60% celija, marker loSe prognoze i da su bolesnici koji su

imali visok Ki67 imali petogodiS$nje prezivljavanje od 40%, dok su bolesnici sa vrednoséu Ki-67
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nizom od 60% imali petogodisnji OS 80% (p<0.01). Multivarijantna analiza potrvrdila je ovu
konstataciju. Gaudio i sar. su demonstrirali da je Ki-67 >80% signifikantan parametar loSe
prognoze kod bolesnika sa DLBCL bez obzira da 1i su dobijali terapiju sa ili bez rituksimaba
(368). Li i sar. (369) su pokazali da je visok Ki-67 lo§ prognozni parametar u bolesnika tretiranih
rituksimabom. Medutim postoje i serije bolesnika u kojima je nizi Ki-67 bio znak dobre
prognoze. Hasselblom i sar. (370) su pokazali da bolesnici sa Ki-67 nizim od 49% imaju kraci
PFS 1 OS. U nasoj studiji Ki-67 nije bio znacajan faktor prognoze. Kada smo podelili bolesnike
na grupu sa Ki67 <70% i >70% nije bilo znacajne razlike u pogledu postizanja kompletne
remisije (p=0.8970), niti u pogledu trogodisnjeg PFS (<70%: 49.79% vs >70%: 59.21%;
p=0.3620) 1 OS (<70%: 55.23%vs >70%: 61.72%; p=0.4). U studiji Markovi¢ i sar. (371) Ki-67
takode nije uticao na prezivljavanje bolesnika sa DLBCL.

CD20 je B-limfocitni antigen. Njegova pozitivnost na ¢elijama DLBCL definiSe se kao minimum
30% pozitivnih ¢elija u vidnom polju (55). Pozitivan je u blizu 99% DLBCL (12). Od 2003.
godine u nasoj instituciji leCena su samo dva slucaja CD20 negativnog DLBCL. Obzirom na
mehanizam dejstva rituksimaba odlucili smo da ispitamo da li nivo ekspresije CD20, analiziran
imunohistohemijskom metodom, korelira sa odgovorom na lecenje rituksimabom i da li ima
prognozni znacaj u prezivljavanju bolesnika. Do sada u literaturi nismo nasli studiju koja je
analizirala prezivljavanje bolesnika u odnsosu na imunohistohemijsku ekspresiju CD20. Medutim
dve studije su ispitivale ovaj problem, ali je CD20 odredivan citoloSkom metodom protocne
citometrije (PCM). Johnson i sar. (372) su analizirali 272 slu¢aja DLBCL PCM i IHH. i zakljucili
dana PCM 16% (43 bolesnika) ima negativan ili slab signal CD20. Takode, ova grupa bolesnika
ima 1 kra¢u medijanu do progresije bolesti 1.2 godine vs NR (p<0.001) i ukupnog prezivljavanja
3 godine vs NR (p=0.001). Kada su ova 43 slucaja analizirali IHH 41 je bio pozitivan na CD20,
Sto je govorilo u prilog daleko vecoj senzitivnosti PCM u odnosu na IHH u analizi ovog
parametra. Osim toga bolesnici koji su imali nizak nivo ekspresije CD20 bili su znacajno cesce
CD5 pozitivni uz opasku da su autori iskljucili iz analize bolesnike sa Richterovom
transformacijom. U studiji sli¢nog dizajna Suzuki i sar. (373) su takode pokazali da bolesnici sa
niskom ekspresijom CD20 PCM analizom imaju kra¢i PFS i OS. I u ovoj seriji bolesnika CD5+
je bila ¢es¢a kod CD20 slabo pozitivnih bolesnika. Ovaj rezultat smo dobili i mi u naSoj studiji
gde je ekspresija CDS5 korelirala sa ekspresijom CD20 nizom od 60% (p=0.0086). Ovaj fenomen

se moze objasniti ili poreklom CD5+ ¢elija DLBCL iz somatski mutirane CD5+ progenitorske B-
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¢elije (373) ili interakcijom i uticajem CD5 molekula na B-Celijski receptor i premecenim
razvojem B-limfocita malignog klona (364). Ve¢ smo opisali da visoka CD20 pozitivnost
korelira sa imunoblasnom morfologijom, ali korelira i sa primarno ekstranodalnom lokalizacijom
DLBCL (p=0.0374). Ovakav podatak nismo pronasli u literaturi. U ovom radu procenat
pozitivnih CD20 ¢elija nije uticao statisticki znacajno na trogodi$nji PFS (p=0.3485), medutim
postojala je jasna tendencija ka kra¢em PFS kod bolesnika koji imaju CD20 esprimiran na <60%
¢elija 27.82% u odnosu na grupu sa ekspreijom CD20 viSom od 60% gde je PFS bio 55.23%.
Obzirom da svo ovaj podatak ispitivali na samo 54 bolesnika, od kojih je 9 bilo sa niskom CD20
ekspresijom, verujemo da studija nije imala statisticku snagu da pokaZze uticaj ovog parametra te
¢emo u daljem radu i pra¢enju veceg broja bolesnika pokusati da dokazemo prognoznu vrednost
CD20 ekspresije. Niska ekspresija CD20 je imala neSto manji uticaj na ukupno prezivljavanje
bolesnika gde je 64.64% bolesnika sa niskom ekspresijom i1 57.53% sa bolesnika viSom
ekspresijom prezivelo tri godine (p=0.6963). Uticaj ovog parametra je izgubljen u OS analizi jer
su bolesnici u drugoj i narednim linijama terapije dobijali lecenje bez rituksimaba, a poznat je i
fenomen gubitka CD20 pozitivnosti nakon terapije bazirane na rituksimabu (374).

CD30 je transmembranski glikoprotein tipa I i ¢lan je porodice faktora nekroze tumora alfa
(TNFa). Eksprimiran je na malom broju aktiviranih T i B limfocita i NK ¢elija, ali ne i na zerlim,
neaktiviranim B 1 T ¢elijama. Izuzetno retko je eksprimiran na ne-hematopoeznim tkivima.
Njegova fizioloska uloga nije u potpunosti definisana. U signanom putu CD30 receptora
ucestvuje TRAF2 koji se razgraduje i aktivira NF-kB. Prekomerna aktivacija ovog signalnog puta
dovodi do stalne aktivacije NF-«kB, bloka apoptoze i prezivljavanja ¢elija (318, 319, 375). CD30
je prakticno marker za dijagnozu ALCL, eksprimiran je u NK-limfomu, Hodgkinovom limfomu,
kao i u odredenom broju slu¢ajeva DLBCL-NOS, zatim primarnom medijastinalnom
krupnocelijskom limfomu, te u DLBCL asociranom sa EBV infekcijom (376). Maes i sar. su prvi
demonstrirali povoljnu prognozu CD30+ DLBCL sli¢nu onoj kod ALK+ ALCL (322), medutim
ova grupa bolesnika nije bila tretirana rituksimabom. Hu i sar. (323) su dali definitivnu potvrdu
znacaja CD30 molekula u prognozi DLBCL u retrospektivnoj studiji na preko 900 bolesnika sa
DLBCL. Oni su iskljucili PMBL i EBV-DLBCL i analizirali samo slu¢ajeve DLBCL-NOS. U
njihovoj studiji bilo je 14% CD30+ DLBCL i ova podgrupa je imala duzi PFS (p=0.03) i
znecajno duzi petogodisnji OS (79% vs 59%, p=0.001). U editorijalu Casopisa ,,Blood*, koji je

izaSao povodom objavljivanja pomenute studije, Chan (376) navodi izuzetan znacaj studije, ali
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navodi 1 potrebu za objaSnjenjem kako i1 kojim mehanizmom CD30 dovodi do duzeg
prezivljavanja bolesnika sa DLBCL. Predlozeno je nekoliko signalnih puteva koji se razlikuju
kod CD30 pozitivnih ili negativnih DLBCL, ali nije dat definitivan odgovor. Campuzano-
Zuluanga 1 sar. su doprineli analiziranju CD30 kod DLBCL gde su u studiji na 167 analizirali
odnos CD30 i drugih bioloSkih parametara. U njihovoj studiji nasli su korelaciju izmedu
ekspresije CD30 i Bcl-2, kao i ucestalije javljanje CD30 kod nonGCB podtipa i bolesnika mladih
od 47 godina (377). Od 88 bolesnika za koje smo imali ovaj podatak 10 (11.36%) bilo je CD30+.
Pronasli smo da je CD30 jedini molekulski parametar koji je korelirao sa IPI skorom i to tako da
je vise CD30+ bolesnika bilo u grupi sa nizim IPI skorom (0 i 1). Takode pronasli smo visoku
pozitivhu korelaciju sa BCMA receptorom (p=0.0004) i grani¢nu korelaciju sa VEGF-A
(p=0.0604). Ove veze Ce biti opisane kada budemo govorili o navedenim markerima. Nismo nasli
korelaciju sa staro§¢u, nonGCB podtipom, niti Bcl-2 ekspresijom kao u gore navedenoj studiji
(377). Odgovor na lecenje se nije razlikovao u CD30+ i CD30-grupi bolesnika (p=0.9637).
Grupa sa CD30+ DLBCL imala je snaznu tendenciju ka duzem PFS, ali zbog malog broja
bolesnika (n=10) nije dostigla statisticu znacajnost (79.92% vs 54.39%, p=0.1543). Sli¢na je
situacija 1 kod analize OS (79.92% vs 61.32%, p=0.2713). Uporeduju¢i nase rezultate sa
rezultatima Hu i sar., postoji razlika u prezivljavanju oko 20%, ali i nedovoljan broj bolesnika za
statistiCu znacajnost. Medutim, u nasoj seriji bolesnika postoji moguca statistiCka sklonost ka
boljem prezivljavanju zbog korelacije sa niskim IPI skorem i neisklju¢ivanju bolesnika sa PMBL
Dalja istrazivanja ovog markera u da¢e odgovor o znacaju CD30 ekspresije u lecenju u nasih
bolesnika.

Jedan od najslabije istrazenih markera u prognozi DLBCL je CD43. CD43 je eksprimiran na
povrsini razli¢itih hematopoeznih ¢elija i ucestvuje u prenosu signala sa povrsine u unutrasnjost
¢elije. Ucestvuje u razliCitim funkcijama celija, adheziji, kretanju, diferencijacijaciji i
proliferaciji, a dokazano je da blokira Fas proteinom pokrenut spoljasnji put apoptoze (366, 378).
Prognoznim znacajem CD43 markera najvise se bavio Mitrovi¢ (378, 379). On je sa svojim
saradnicima prvi put 2009. objavio da bolesnici sa DLBCL koji su CD43 pozitivni imaju losiju
prognozu od CD43 negativnih bolesnika (379). Medutim u ovoj seriji od 119 bolesnika samo je
62 primilo rituksimab. Medutim isti autor je u veéoj studiji (378) potvrdio validnost ovog
parametra i u grupi uniformno tretiranoj rituksimabom 1 ispitao je odredene parametre vezane za

ekspresiju CD43. Zaklju€io je da je CD43 eksprimiran u 18.6% slucajeva DLBCL, da je
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ucestaliji u nonGCB podgrupi 73% vs 27% (p=0.002). Ova imunohistohemijska korelacija
potvrdena je i u 43 bolesnika koji su analizirani mikro¢ipovima. CD43 je korelirao i sa loSijim
performans statusom i viSim IPI skorom. CD43 je u Mitrovi¢evoj grupi bolesnika korelirao sa
lo$ijom prognozom, ali samo kod nonGCB slucajeva gde je trogodisnji EFS bio 21% za CD43+,a
56% za CDA43- slucajeve DLBCL (p<0.001). Sli¢ni su rezultati vezani za OS (CD43+ 32% vs
CD43- 71%; p<0.001). Nije bilo rezlike u EFS i OS kod GCB podgrupe boelsnika. U nasoj grupi
bilo je 17.97% bolesnika sa CD43+ DLBCL. Uocena je pozitivna korelacija sa Bcl-2 receptorom
koja je diksutovana ranije u tekstu, te pozitivna korelacija sa CD5 molekulom (p=0.0312), sto
moze da se objasni zajednickim ucesc¢em u ve¢em broju signalnih puteva apoptoze (365,366). U
nasem istrazivanju CD43 nije uticao na RR, PFS i OS S§to nije u saglasnosti sa Mitrovi¢evom
studijom (378). Koji je razlog ovim rezultatima tesko je objasniti. Razlog sigurno nije geografski,
jer je Mitrovi¢ svoj prvi rad u kojem je takode dokazan negativan uticaj CD43 markera radio u
Hrvatskoj (379). Potrebno je jo§ nekoliko studija potvrdi ili odbaci ovaj marker kao validni
prosgnosticki ¢inilac.

Sve se vise govori o CD5+ DLBCL kao posebnom entitetu sa agresivnim tokom i loSom
prognozom. CDS5 je marker koji je eksprimiran na T-limfocitima, NK-¢elijama i odredenim
subpopulacijama B-limfocita. Ispoljen je na ¢elijama HLL i1 mantle-cell limfoma 1 koristi se kao
dijagnosticki marker. Osim toga kada je pozitivan kod DLBCL u diferencijalnoj dijagnozi treba
uzeti u obzir slucajeve Richerove transformacije,sekundarnog CD5+ DLBCL i intravaskularnog
B-¢elijskog limfoma. CD5+ je pozitivan u 5-10% DLBCL (324). U nasem ispitivanju 7 (7.14%)
od 98 bolesnika je CD5+ i ¢esce se javlja u bolesnika zenskog pola (p=0.0693), sto je u skladu sa
literaturnim podacima (324), osim toga korelira i sa pojavom B simptoma, §to je takode u skladu
sa literaturnim podacima (326,327) Nizi performans status je takode povezan sa CDS5
pozitivnoscu (124,324,325). Ve¢ je ranije diskutovana korelacija CDS5 pozitivnosti i ekspresije
Bcl-2, CDA43, kao i korelacije CDS5 sa nizom ekspresijom CD20. Gotovo sve studije uniformno
govore u prilog vecoj agresivnosti i losijoj prognozi CD5+ DLBCL. Yamaguchi i sar. (380) su
pre viSe od 10 godina demonstrirali da je CDS5 negativan prognozni faktor sa smanjenim odgovor
na primenjeno lecenje 1 ¢eS¢im relapsima. Nakon toga su Ennishi i sar. analizirali ishod lecenja
kod 121 bolesnika le¢enog R-CHOP hemioterapijom (142). Poredili su Bcl-2 ekspresiju, GCB
fenotip 1 ekspresiju CDS. Jedino je CDS5 znacajno uticao na dvogodipnji EFS (CD5+ 18% vs
CD5- 73%, p<0.001) i dvogodisnji OS (CD5+ 45% vs CD5- 91%, p=0.001). Nakon toga su
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Niitsu i sar. (325) objavili rad u koje su poredili ishod CD5+ DLBCL bilo da su le¢eni CHOP ili
R-CHOP hemioterapijom. Iako je rituksimab popravio ishod le¢enja u obe grupe bolesnika, ostao
je prognosticki znacaj CD5 kao markera loSe prognoze. U naSoj grupi bolesnika procenat
kompletnih remisija se nije razlikovao u odnosu na CDS5 pozitivnost (p=0.8585), medutim
postojala je snazna, ali ne statisti¢ki znacajna, tendencija ka daleko kra¢em prezivljavanju CD5+
bolesnika. Naime u CD5 grupi nijedan bolesnik nije preziveo tri godine bez relapsa bolesti u
odnsou na 62.25% koliki je bio trogodi$nji PFS za CDS5- slucajeve. Medutim zbog malog broja
slu¢ajeva log rank test nije pokazao statisticku znacajnost (p=0.2959). Uprkos malom broju
CD5+ slucajeva trogodi$nji OS je bio znaajno kra¢i kod CDS5 bolesnika (0% vs 67.07%,
p=0.046). Ovi podaci potpuno potvrduju literaturne podatke o izuzetnom uticaju CD5 markera na
lo§ ishod le¢enja DLBCL 1 velikoj verovatno¢i prepoznavanja CD5+ DLBCL kao zasebnog
entiteta u sledecoj klasifikaciji limfoma. Obzirom na izuzetno loSe rezultate lecenja (manje od
20% dvogodisnjeg EFS), potrebne su nove strategije u lecenju ovih bolesnika. Mantle cell
limfom je najverovatnije srodna neoplazna sa CD5+ DLBCL kako zbog CDS5 pozitivnosti, tako i
zbog aktivacije mTOR signalnog puta od strane CD5 (364,381). Obzirom na mali broj bolesnika
sa CD5+ DLBCL veoma je tesSko oc¢ekivati da ¢e ikada biti organizovana faza III studije za ovu
podgrupu bolesnika. Verovatnije ¢e se primenjivati strategije slicne drugim CD5+ i mTOR+
neoplazmama, pre svih mantle cell limfomu gde su odreden uspeh doziveli mTOR inhibitor
temsirolimus (381), intezivna hemioterapija sa visokim dozama ara-C i evetulana ASCT (382), te
Bruton-kinaza inhibitor ibrutinib (383).

Ciklooksigenaza 2 (COX-2) je enzim koji utice na metabolizam arahidonske kiseline stvarajuci
prostaglandine, molekule klju¢ne u procesu inflamacije (275). Dve su osnovne forme
ciklooksigenaza: COX-1 i COX-2, i dok je COX-1 stalno eksprimirana i odrzava bazi¢ni nivo
prostaglandina, COX-2 je obi¢no eksprimirana u aktiviranim ¢elijama i medijator je povecane
proizvodnje prostglanida kao odgovor na razlicite stimuluse (276). COX-2 je povecano
ekspirimirana kod razliitih vrsta tumora: karcinomu dojke, pluc¢a, debelog creva i prostate (277),
te kod razlicitih hematoloskih maligniteta (278-280). Osim kod solidnih tumora (281), ekspresija
COX-2 je znacila losiju prognozu i kod hematoloskih maligniteta: hroni¢ne limfocitne leukemije,
Hodgkinovog limfoma i multiplog mijeloma (278-280). Pozitivnost ekspresije COX-2 kod nase
grupe bolesnika je bila 63.63%. U seriji Hazara i sar. 57% (282) je eksprimiralo COX-2 kod svih
NHL, dok je u seriji Paydasa i sar. 71.6% DLBCL eksprimiralo ovaj marker. Pronasli smo
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poitivnu korelaciju COX-2 i VEGF-A. Ova korelacija je bila ocekivana obzirom na ¢injenicu da
je jedna od najvaznijih funkcija COX-2 stimulacija angiogeneze, procesa bitnog u rastu i Sirenju
tumora. Ciklooksigenaza pojacano stvara PGE2 koji stimuliSe stvaranje VEGF, indukuje
stvaranje FGF2 1 indikrektno indukuje sekreciju VEGF preko EGFR signalnog puta. U
zatvorenom krupu VEGF 1 FGF2 dodatno stimuli$u stvaranje COX-2 (275). COX-2 korelira sa
brojem limfocita nizim od 1x10E9/l. Ovakav podatak nismo nasli u literaturi. Obzirom da se radi
o ekspresiji COX-2 na malignim ¢elijama tesko da moZzemo dovesti u vezu ova dva parametra. O
korelaciji COX-2 i Bcl-2 ve¢ je bilo reci. Jedan od najvaznijih signalnih puteva koje stimulise
PGE?2, produkt delovanja ciklooksigenaze 2 je stvaranje NF-kB i Bcl-2 (275), te najverovatnije
zbog toga postoji korelacija ova dva proteina. Korelacija izmedu COX-2 i BCMA (p=0.0045) se
moze objasniti jednim istrazivanjem na Celijskim kulturama, gde je u kulturama koje su sadrzale
BAFF i APRIL bilo veée koncentracije PGE2 i COX-2 i zakljuceno je da BAFF i APRIL
(BCMA ligandi) promovisu proliferaciju limfoblasta kroz stalnu aktivaciju COX-2 (384). Da li se
ovim zakljuckom moze dovesti korelacija ekspresije ova dva proteina u vezu veliko je pitanje,
pogotovo $to ne postoji korelacija BAFF-R i TACI, druga dva receptora za ove ligande sa COX-2
u nasoj seriji bolesnika. U serijama Hazara i Paydasa ve¢ina COX-2 pozitivnih limfoma bili su
agresivne histologije (282,385). Hazar je prikazao znafajan uticaj COX-2 pozitivnost na nizu
stopu postignutih kompletnih remisija, ali bez uticaja na prezivljvanje NHL. U jedinoj seriji gde
su ispitivani samo DLBCL ekpresija COX-2 nije uticala na prezivljvanje bolesnika (284).
Medutim ova grupa bolesnika nije le¢ena rituksimabom. Do sada nismo nasli nijednu publikaciju
gde je ispitivan znacaj ekspreije COX-2 kod bolesnika lecenjih rituksimabom. Nasi rezultati daju
odgovor na ovo pitanje. COX-2 nije znacajno uticao na prognozu bolesnika. Stopa kompletnih
remisija nije se znacajno razlikovalu u COX-2+ i COX-2- grupi bolesnika (p=0.5793). Ekspresija
nije uticala ni na PFS (COX-2+ 65.3% vs COX-2- 58.41%, p=0.4364) ni na OS (-2+ 69.4% vs
COX-2- 62.5%, p=0.4911). Mozemo zakljuciti da COX-2 nije znacajan parametar prognoze
DLBCL u eri rituksimaba.

VEGF-A igra veoma vaznu ulogu u neoangiogenezi kod velikog broja malignih bolesti.
Neoangiogeneza je kljucni faktor u rastu i metastaziranju tumora. U patogenezi limfoma
neoangiogeneza takode ima vaznu ulogu. (285-288). Ekspresija VEGF postoji u razli¢itim
vrstama limfoma: DLBCL, MCL; PTCL, PEL i HLL (291). Kod DLBCL ekspresija VEGF je

detektovana u 42-60% slucajeva. Gratzinger i sar. su zakljucili da ekspresija VEGF korelira sa
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VEGFRI i1 VEGFR2, §to potkrepljuje tvrdnju da postoji autokrina stimulacija limfomskih ¢elija
ka angiogenezi (295). Prognozni znacaj VEGF i VEGF receptora je ispitivan u velikom broju
studija. Hazar i1 sar. (386) su jo§ 2003. godine ispitivali ekspresiju VEGF na parafinskim
kalupima bolesnika sa DLBCL. Pronasli vecu stopu kompletnih i parcijalnih remisija kod VEGF
negativnih slucajeva (p=0.003). Ganjoo i sar. (298) su ispitivali ekspresiju VEGF-A, VEGF-C i
VEGFRI i zakljucili da je VEGF-A eksprimiran u 77% sluc¢ajeva DLBCL i pokazala da bolesnici
sa VEGF-A negativnim DLBCL imaju duzi OS (p=0.0502). Takode bolesnici sa VEGFR1
pozitivnim DLBCL imali su kra¢i OS od VEGFR1- DLBCL. Paydas i sar. su demonstrirali da je
VEGF-A negativan faktor prognoze kod NHL, a zatim demonstrirali jo§ veé¢i znacaj VEGF-C u
prognozi NHL. Obzirom da je VEGF-C glavni medijator limfangiogeneze ovaj rad govori u
prilog joSe ve¢em znacaju ovog procesa za progresiju NHL (297). U analizi objavljenoj 2008.
(296), bolesnici leCeni antraciklinskom terapijom bez rituksimaba su imali bolje prezivljavanje
ukoliko je receptor VEGFRI bio eksprimiran na c¢elijama DLBCL. Takode kombinacija
ekspresije VEGF i VEGFRI1 identifikovala je grupu bolesnika sa duzim PFS (p=0.026) i OS
(p=0.003). U narednoj studiji istog autora (144) ispitivali su uticaj ekspresije VEGF, VEGFRI,
VEGFR?2 i fosforiliranog VEGFR2 kod bolesnika sa DLBCL le€enih rituksimabom. Pokazali su
da bolesnici koji imaju ekspresiju VEGFR2 imaju kra¢e ukupno prezivljavanje, kao i bolesnici sa
fosforiliranim VEGFR2, dok VEGFRI nije uticao na OS, osim kada je zajedno eksprimiran sa
VEGF kada povoljno uti¢e na OS. Kim i sar. su pokazali da polimorfizam na VEGFR2 rs
1870377 znaajno uti¢e na PFS i OS. (388). Nekoliko autora je ispitivalo i znafaj nivoa
solubilnog VEGF (sVEGF) kod bolesnika sa DLBCL. Milanovi¢ i sar. (389) su korelirali nivo
sVEGF 1 veli¢inu tumorske mase u 29 bolesnika sa DLBCL. Odnos sVEGF i veli¢ine tumorske
mase bio je statisticki grani¢an (p=0.077). Lech-Maranda i sar. (390) su demonstrirali da visok
sVEGF pre zapocinjanja lecenja govori u prilog nizem odgovoru na primenjeno lecenje
(p=0.002), kra¢em trogodisnjem PFS (p=0.0004) i kracem OS (p=0.02). Powell i sar. su ispitivali
prognozni znacaj hipoksijom inducibilnog faktora-1o (HIF-1a) u bolesnika sa DLBCL lec¢enih R-
CHOP hemioterapijom, te korelaciju HIF-1a, sa VEGF, Bcl-6, CD10 i MUM-1. Pronadena je
znafajna pozitivna korelacija izmedu HIF-lo i VEGF, ali nije bilo korelacija sa ostlim
navedenim markerima. Ekspresija HIF-la je bila povoljni prognozni parametar kod DLBCL
(391). U nasoj seriji bolesnika bilo je 46% pozitivnih na VEGF-A, §to je neSto nizi procenat u

odnosu na pomenute serije bolesnika. VEGF-A u naSoj seriji korelira sa imunoblasnom
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histologijom, Bcl-6, CD30 i COX-2. Ve¢ je bilo re¢i o ovim korelacijama, i jedan se zakljucak
moze izvesti: osim $to o¢ekivano VEGF-A korelira sa COX-2, korelira i sa Bcl-6 1 CD30, oba
proteina koji na vise nivoa ucestvuju u stimulaciji proliferacije ¢elija. Verovatno je pokretanjem
proliferacije ¢elija potrebna veca vaskulatura te ve¢ pomenuti mehanizam autokrine stimulacije
dovodi do vece ekspreije VEGF. U nasoj seriji bolesnika ekspresije VEGF-A nije uticala na PFS,
medutim postojala je izrazena tendencija ka duzem OS kod bolesnika sa VEGF-A+ DLBCL
(78.88% vs 56.03%, p=0.1525). Zbog malog uzorka nije dostignuta statisticka znacajnost. Ovaj
rezultat zavreduje dalje ispitivanje. Ova tendencija je u skladu sa rezultatima Gratzinger (144) 1
Powella (391) gde za razliku sVEGF koji znaci loSe prezivljavanje ekspresija VEGF-A na
¢elijama DLBCL verovatno znaci dobru prognozu.

Znacaj Epstein-Barr virusa (EBV) je u toj meri izrazen da je WHO prepoznala EBV+ DLBCL
kao zaseban entitet (35). On je definisan pozitivno$nju EBER, odnosno EBV enkodirane RNK,
koja se odreduje ISH metodama, te starocu bolesnika preko 50 godina. Ova starosta granica za
definiciju ovog entiteta je arbitrarna jer se ovakva vrsta limfoma se moze naci i kod mladih
Medijana starosti pojavljivanja je 71 godina (309). Za EBV+ DLBCL je karakteristicna
aktivacija NF-kB kako kod nonGCB, tako i kod GCB DLBCL, podtipa kod kojeg ova aktivacija
obi¢no nije izrazena. Medutim EBV-posredovana aktivacija NF-kB, se najverovatnije odvija
preko c-rel gena, karakteristicnog za GCB podtip DLBCL (311). Obzirom da nismo imali
tehnicke moguc¢nosti za odredivanje EBER, imunohistohemijski smo odredivali EBV-LMP1
protein koji je odgovoran za pokretanje signalnih puteva proliferacije i blokiranja apopotoze kod
EBV pozitivnih tumora. Konkordantnost EBER i EBV-LMP1 je oko 80% (309). EBV+ DLBCL
ima loSiji odgovor na primenjenu terapiju i nezavisan je parametar loSijeg prezivljavanja. U
najvec¢em broju slucajeva se nalazi u III ili IV stadijumu bolesti sa ¢eS¢im zahvatanjem kosne
srzi. (311). Za razliku od EBER+ DLBCL malo je studija koje su ispitivale uticaj EBV-LMP1 na
prezivljavanje bolesnika sa DLBCL. U najvecoj takvoj studiji Paydas i sar. na 88 slucajeva
DLBCL su pokazali da je EBV-LMPI1 pozitivnost jedan od najznacajnijih predikatora loSeg
prezivljavanja. Medijana prezivljavanja EBV- slu€ajeva bila je 106 meseci, dok je medijana
prezivljavanja EBV+ bila 21 mesec (p=0.0001). Medutim ova grupa bolesnika nije leCena
rituksimabom. U ovoj studiji 22% bolesnika su bili EBV+ (284). U nasoj studiji je 39% bolesnika
bilo EBV-LMP1 pozitivno. U dosadasnjoj literaturi nismo pronasli kao EBV-LMP1 pozitivnost
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utiCe na rezultate leCenja rituksimabom. Odgovor na to pitanje donosi ovaj rad. Bolesnici sa
EBV+ i EBV- se nisu razlikovali po pitanju odgovora na terapiju, PFS, niti OS. EBV-LMP1 je
jos§ jedan marker ¢iju je prognoznu vrednost ponistilo lecenje rituksimabom.

Najvazniji deo ovog istrazivanja bio je uticaj ekspresije tri receptora iz TNF familije: BAFF-R,
BCMA 1 TACI. Navedeni receptori su medijatori signala dva liganda BAFF i APRIL koji
predstavljaju grupu B-limfocitnih stimulatora (BLyS) (261). Najveci broj ispitivanja ovih
receptora dolazi nam iz imunoloske literature gde su navedeni receptori ispitivani u kontekstu
patofiziologije i tretmana autoimunih oboljenja (248,257,259). Medutim, odreden broj ispitivanja
usmerio je pitanje i na znacaj ove subfamilije receptora i liganada u patofiziologiji i prognozi
limfoma 1 multiplog mijeloma. Nekoliko studija je ispitivalo serumski nivo BLyS kod zdravih
dobrovoljaca i obolelih od NHL. Novak i sar. su pokazali da je nivo BLyS ve¢i kod obolelih od
NHL nego kod zdrave populacije. Takode su demostrirali da nivo BLyS raste kod limfoma koji
su u transformaciji u agresivniju formu, a takode su demostrirali da visi nivo serumskog BLyS
uti¢e nepovoljno na prognozu lecenja bolesnika sa DLBCL (258). U drugom ¢lanku Novak i sar.
su pokazali da je nivo BLyS visi u bolesnika sa familijarnom HLL, nego u sporadi¢noj varijanti
ove bolesti (392). Osim ovoga, na ulogu BLyS u nastanku NHL ukazuje i studija u kojoj kod
bolesnika sa Sjogrenovim sindromom porast BLyS korelira sa pojavom limfoproliferativnih
oboljenja (393). Navedene cinjenice su ukazivale na moguénost da ekspresija navedena tri
receptora mogu da ukazu na nepovoljnu prognozu kod bolesnika sa DLBCL. Istrazivanje
signalnih puteva je, takode, ukazivalo na moguénost nepovoljnog prognostickog delovanja
ekspresije navedenih receptora. Nakon vezivanja APRIL ili BAFF liganda na BCMA i/ili TACI
aktiviraju se TRAF molekuli signalnog puta. BCMA receptor aktivira TRAF 2, TRAF 51 TRAF
6, koji nakon toga aktiviraju kinaze koje aktiviraju NF-«kB, IKKa i IKKf. Tako aktivirani NF-xB
utice na ekspresiju i aktivaciju vise gena koji dovode do proliferacije ¢elije i bloka apoptoze (Bcl-
2 i Bcel-X1). Aktivacija BCMA dovodi i do aktivacije JNK/p38/ERK puta, vaznog u indukovanju
transkripcije, diferencijacije i proliferacije ¢elija (394). BAFF-R ima neSto drugaciji signalni put.
Naime, aktivacija BAFF-R dovodi do degradacije TRAF3, molekula koji ne aktivira klasi¢ni NF-
kB put. TRAF3 najverovatnije nije pozitivan regulator signala za opstanak ¢elije, a poznato je da
svojom degradacijom moze da inhibira signale TRAF2 i TRAFS5 (240). Verovatnije je da BAFF-
R indukuje aktivaciju alternativnog NF-kB puta putem aktivacije NIK kinaze (240). Slicno
BCMA 1 TACI aktivira klasi¢an NF-kB put i indukuje aktivaciju TRAF2, 5 1 6 i snazan je
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aktivator NF-«kB. Medutim postoje i radovi u kojima se demonstrira indukcija apoptoze
agonistickim TACI antitelima, te je uloga TACI molekula relativnho kontraverzna. Osim
klasicnog i alternativnog NF-kB signalnog puta BAFF-R, BCMA i TACI aktivacija stimuliSe
degradaciju proapoptotskog proteina Bim, putem MEK i ERK aktivacije (240). Znajuéi ove
¢injenice krenuli smo u istrazivanje ova tri receptora sa idejom da mogu biti vesnici loSe
prognoze lecenje DLBCL. Medutim Wada i sar.(255), jedina grupa autora koja je ispitivala uticaj
ekspresije BAFF-R i TACI kod DLBCL je demonstrirala da bolesnici sa BAFF-R+ DLBCL
imaju bolju prognozu (p=0.0492)., dok TACI nije imao prognozni znacaj. U ovoj studiji autori su
pokazali da ekspresija BAFF-R korelira sa GCB podtipom, dok ekspreija TACI, korelira sa
nonGCB podtipom. Mi ovakav rezultati nismo imali. U naSoj grupi bolesnika ova tri parametra
su medusobno korelirala. Osim toga BAFF-R i BCMA receptor su pozitivno koreliralo sa
eskpresijom EBV-LMP1 receptora, p=0.0117 1 p=0.0227. Ova korelacija je delom ocekivana jer
je poznato da EBV infekcija B-limfocita dovodi do indukcije ekspresije BAFF 1 APRIL proteina
(395), te moguée i prekomerne ekspresije njihovih receptora. O korelaciji CD30 i BCMA ima
malo podataka u literaturi. Ono S§to je zajednicko za oba molekula je da aktiviraju TRAF2, preko
kojeg ucestvuju u aktivaciji NF-kB (240,319). Druge studije nisu ispitivale korelacije koje sm mi
dobili u nasem istrazivanju. Jo§ su samo dve studije ispitivale ekspresiju BAFF-R kod limfoma
bez analize odgovora na terapiju (254,256). Studije su demostrirale da je ekspresija BAFF-R kod
DLBCL 78% (254) odnosno 44% (256). U ve¢ pomenutoj studiji Wada i sar. (255) 63% DLBCL
je BAFF-R+, dok je 58% TACI+. U svim pomenutim studijama (254-256) ekspresija BAFF-R je
visoka u low grade limfomima i MCL; dok uops$te ne postoji kod Hodgkinovog limfoma i T-
¢elijskih limfoma. Ekspresija BAFF-R u naSoj studiji bila je 69%, BCMA 25% i TACI 28%.
Posledica ovih razlika u ekspresiji BAFF-R je najverovatnije razlicita ,,cut-off* vrednost uzimana
u studijama. U na$oj grupi bolesnika ekspresija BAFF-R (p=0.8610), BCMA (p=0.2359) i TACI
(p=0.9052) nije statisticki znacajno uticala na stopu kompletnih remisija, mada je postojala
tendencija ka boljem odgovoru bolesnika sa BCMA+ DLBCL (88.24% vs 69.57%). Medutim
ekspresija BAFF-R i BCMA znacajno uticu na ishod le¢enja. BAFF-R+ bolesnici imali su
statistiCki grani¢no duzi trogodi$nji PFS (70.91% vs 47.41%, p=0.1138) i znacajno duzi OS
(77.37% vs 47.41%, p=0.0364). BCMA pozitivnost je takde znacCajan prediktor duzeg
prezivljavanja bolesnika sa DLBCL: PFS (BCMA+ 87.50% vs BCMA- 54.53%, p=0.0236), OS
(BCMA+ 93.75% vs BCMA- 57.54%, p=0.0234). Kada smo grupisali bolesnike na one koji su
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imali jedan od ova dva receptora pozitivha u odnosu na one koji su imali oba receptora negativna
dobili smo takode grani¢no znacajnu razliku u PFS (BAFF-R ili BCMA+: 71.76% vs BAFF-R i
BCMA- 44.54%, p=0.0615) i znacajnu razliku u OS (BAFF-R ili BCMA+: 78.17% vs BAFF-R i
BCMA-: 44.54%, p=0.0193). TACI receptor analiziran sam nije znacajno uticao na PFS
(p=0.8239) 1 OS (p=0.6417). Medutim, kako pripada zajednickoj familiji receptora sa BAFF-R i
BCMA koji takode dele iste ligande, pokuSali smo da napravimo skor vezan za ova tri receptora,
pa smo tako podelili bolesnike na one sa sva tri negativna receptora, sa jedim ili dva pozitivna i
sa sva tri pozitivna. Bolesnici koji su imali sva tri negativna receptora imali smo trogodiSnje
prezivljanje od 44.54% , sa 1-2 pozitiva 64.0%, a sa sva tri pozitivna 92.29%. Ovaj rezultat je
zbog malog uzorka imao grani¢nu staitisticku znacajnost (p=0.0761), ali zavreduje dalje
istrazivanje na ovom polju. Prema naSim saznanjima ovo je prva studija koja demonstrira znacaj
BCMA markera u le¢enju DLBCL i takode prva studija koja demonstrira zna¢aj BAFF-R u eri
rituksimaba. Znacaj ovih markera za prezivljavanje bolesnika trebao bi da bude vise koris¢en u
svakodnevnoj klini¢koj praksi.

Iako se marker BCMA u univarijantnoj analizi pokazao kao znacajan prognozni za PFS, a
receptori BAFF-R, BCMA i1 CD5 znacajni u prognozi OS, ova znacajnost se nije odrzala u
multivarijantnoj analizi, u kojoj su se samo IPI skor za PFS i broj limfocita i1 IPI skor za OS
pokazali kao znacajni parametri. Ovim rezultatom mozemo zakljuciti da je IPI skor i1 dalje

najvalidniji parametar prognoze le¢enja DLBCL.

176



VII ZAKLJUCCI

1. Dve tre¢ine bolesnika sa difuznim B-krupnocelijskim limfomom Zive duZe od tri godine.

2. International prognostic index (IPI skor) je najznacajniji faktor prognoze le¢enja bolesnika sa

difuznim B-krupnocelijskim limfomom.

3. Bolesnici sa difuznim B-krupnocelijskim limfomom koji pre zapocinjanja leCenja imaju broj

limfocita <1x10E9/] imaju krac¢e vreme do progresije bolesti i kra¢e ukupno prezivljavanje.

4. Bolesnici sa difuznim B-krupnocelijskim limfomom koji pre zapo€injanja leCenja i1 aju nizak

nivo albumina imaju krace vreme do progresije bolesti i krace ukupno prezivljavanje.

5. Bolesnici oboleli od difuznog B-krupnocelijskog limfoma sa prisutnim B-simptomima imaju

kraé¢e vreme do progresije bolesti i kra¢e ukupno prezivljavanje.

6. Bolesnici oboleli od difuznog B-krupnocelijskog limfoma muskog pola imaju kra¢e vreme do

progresije bolesti.

7. Bolesnici oboleli od difuznog B-krupnocelijskog limfoma koji eksprimira BCMA receptor

imaju duze vreme do progresije bolesti i duze ukupno prezivljavanje.

8. Bolesnici oboleli od difuznog B-krupnocelijskog limfoma koji eksprimira BAFF receptor

imaju duze ukupno prezivljavanje.

9. Bolesnici oboleli od difuznog B-krupnocelijskog limfoma koji eksprimira CD5 receptor imaju

krace ukupno prezivljavanje.

10. Bolesnici koji eksprimiraju sva tri receptora BAFF-R, BCMA i1 TACI imaju trogodiSnje

prezivljavanje u preko 90% slucajeva.
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11. Parametri: primarno ekstranodalna lokalizacija, nivo hemoglobina, GCB/nonGCB podtip,
morfoloski podtip, ekspresija CD10, MUM-1, Bcl-6, Bcl-2, procenat ekspresije CD20, ekspresija
CD30, CD43, COX-2, VEGF-A, EBV-LMP1i TACI nisu uticali na vreme do progresije bolesti 1

ukupno prezivljavanje.
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od engl. Suppressor of cytokine signaling
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TNF-a
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