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YBOJ: Jlumponponudeparnsre HEOoIUIa3Me HaCTajy KJIOHCKOM
npomudeparnjom hemnja muMponaHe JT03€ PA3NUIUTOT CTETIEHA 3PENIOCTH.
ArpecuBHe mmuMmbonponrupepaTiBHE HeEOIUIa3Me ce Jede OaMax 10
HOoCTaBJbalby AWjarHO3e W IWJb j€ MOCTHU3ame KOMIUICTHE pemucuje. Jleueme
HMHIOJCHTHUX JmMponpommdepaTHBHAX HEOIIa3MH, ako je obonenn 6e3
CHMITOMA H BEJIMKE TYMOpPCKE Mace Tpeba OUIOKHTH y3 PEIOBHO KIMHUYKO
npaheme, peKUM MOo3HAT Kao ,, watch and wait .

Ako je anemuja y suMmdornponnpepaTHBHOj O0JECTH yMepeHa WM TeIlKa H
nocnenuia auMdonpoaudepanyje oHIa je W MHAMKALKja 32 3aloudibarbe
tepanuje. CepyMcke KOHIEHTpaluje Omomapkepa Mertabomm3ma TBoxha ce
penoBHO onpelyjy y CKJIOMy IHjarHOCTHYKOT alroputMa anemuje. [ naBHU
perynarop merabonu3Ma rBoxkha je XENmIMAUH Ha 4Mjy peryjauujy yTude
epUTPONOETCKa AKTUBHOCT, ITyTeM epuTpodepoHa, amd u (hakTopa pacra H
mudpepenuyjammje-15  (FAD-15). TAD-15 wuma yiory y pasiuduTHM
MeTaOOJMYKUM M HMMYHOJIOIIKMM mnpouecuma. VMcmutuBan je y OpojHHM
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MQJIMTHUTETHMA U TT0BE3aH ca ToJMHaMa M MOPTAIUTETOM OMIIO KOT y3pOKa.
CeM y MyNTHIUIOM MHjEJIOMY HEMa pe3yJiTaTa UcnuTHBama ynore [D-15 y
IpyruM MorponudepaTHBHAM HeolIa3Mama.

[WJb: Wcnuratu mupkynuiryhun HuBO OmOMapkepa Mmerabomm3ma reoxiba,
rnapamerpe KOMIUICTHE KPBHE CIIMKE M YTBPAUTH HHXOBY BE3y C XCIIHIHHOM
u I'JI®-15 kox obonenux on 3penux b auMdbonponudepaTMBHUX HEOIIa3MH,
Ka0 U HCHHUTATH TOBE3aHOCT OMOMapKepa MeTaboIi3Ma TBoXkha, XeNIUANHA U
I'ID-15 ca crangapAHuUM 1a00OpaTOPHjCKUM MOKa3aTesbuMa HH(pIaMaTopHe U
aKTHBHOCTH OCHOBHe Ooectu. [lopex Tora, yTBpAMTH IOCTOjH JIM Pa3jdKa y
KOHIICHTpAIWji IapaMmeTapa Merabommsma raoxba, xemmuamHa u [JID-15
n3Mehy o0onenux Koju UMajy MHIAUKALW]y 3a Jeuemhe U 000Jenux Ha ,, watch
and wait” pexxuMy, Kao U UCTIUTATH KOpeJalnjy KOHIIEHTpanuja Onomapkepa
Metabonu3ma reoxkbha, xemuuanHa U ['JIO-15 ¢ MOCTHrHYTUM TeparujcKuM
OJIrOBOPOM Y T'PYTIH JICUCHHUX.

MATEPUJAJT 1 METOJE: [IpocnekTHBHO HCTpaxuBame 00yxBaTwio je 71
ucrurannka: 40 y Tpynu JI€YEHHX OJf AarpeCHBHUX U HHIOJCHTHHX
muMdonpoaudepaTUBHUX HEOIUIa3MH € WHAMKAIUjOM 3a Tepanujy u 31 y
,watch and wait” Tpynu. Y TpynH led4eHHX aHamu3e Cy paheHe y Tpu
HaBpara: rpe Tepariije, TOKOM Teparuje, Ha IPBOj PEBU3UjH U TOCIIC Tepamnuje
KOJI MPOIICHE TepanujcKor oarosopa. Y ,,watch and wait” rpynu MaTepujai
3a aHaJM3€ je Y30pKOBaH JBa IyTa y pa3Maky ox 3 1o 4 mecera. CBe aHanmse
cy paheHe 1o cTaHAapAHOj JabopaToOpHjCcKoj MpoNeaypH, a Xernmaua u [ JId-
15 cy onpehuBann HakOH OJMp3aBarkba M3 MPETXOTHO 3aMP3HYTHX CepyMa
ayBannx Ha -70°C, EJIUCA metonom. Tepamujcku 0roBOp je MpOLEHHBAH Y
ckimany ¢ JlyraHo kimacupukamujoM. AHamW3a MOJATaka je W3BpIICHA
yrnorpeboM cratuctiuukor makera [BM SPSS Statistics 22, a obpaga MeTonaMa
JECKpUNTHBHE U MH(pEepeHIjaaHe cTaTUcTiKe. CBU TECTOBU CY JIBOCTPAHU C
HUBOOM 3Ha4ajHocTH p<0,05.

PE3VIJITATU: V rpynu jne4eHUX TOCIE y OMHOCY Ha BpeMe Ipe Teparwje
3HAYajHO je HIDKKM Opoj Jneykouuta, nauMQonHUTa W HEYTPODUIHHX
rpanyiorura  (p<0,001), HWwka je cepyMmMcka KOHIeHTpanuja Oera 2
Mukporiaodymuna (p<0,001) w xenumauna (p=0,01), a Buma I'JD-15
(p=0,027). Y mnoarpymnu JIEYCHUX C arpeCHMBHUM JTUMQPONpPOTU(pepaTHBHUM
HeoIla3MaMa, HaKOH Jiederma Cy 3HAuajHO BHINE KOHIICHTpamuje TBOXKha
(p=0,025), tpancdepuna (p=0,007), andymuna (p=0,013), a HiKka je Op3uma
cenumenrtanuje  (p=0,033). VY moarpymu JieYeHUX C  HHAOJCHTHUM
muMbonponrdepaTHBHIM HeoIUla3MaMa 110 3aBpIIETKY JIederha 3Ha4ajHO Cy
Bulle KoHUeHTpamuje peputuna (p=0,009), pudbpunorena (p=0,01), TD-15
(p=0,028), a Hmwke Oera 2 wMukpormooymuHa (p<0,001) u xenmuauHa
(p=0,002). XenuuauH 3Ha4ajHO MO3UTUBHO KOpEJIHpa ¢ GEPUTHHOM MPU CBUM
MepemuMa y o0e rpyme (p<0,001) W HeraTMBHO C KOHIICHTPAIUjOM
TpaHcheprHa y TpynH JedeHux nHuImjanHo (p<0,05) u mpu cBa Tpu Mepema
¢ wuHAgekcoM ¢eputnHa (p<0,05). YV rpynm JedeHHX Tpe 3arnouuibarba
Tepamnuje MoCTOjM 3HayajHa MO3MTHBHA KOpenaluja KOHICHTpalje rBoxha,
TpaHchepuHa u comyOmrHor TpaHchepuHckor peuentopa (cT¢oP) ca
anbymuHom (p<0,05), a HeratuBHa ¢ Op3mHOM ceamMeHTanuje (p=0,001) u
TUIa3MaTCKOM KoOHIeHTpanujom ¢udpunoreHa (p<0,001). Ilocrie Tepanuje
TIOCTOjH 3HAYajHAa TO3WTHBHA ITOBE3aHOCT KOHIEHTpAIlMje TpaHChepHHA U
anbymuna (p=0,005) u 3HayajHa HEraTHMBHAa KopelalHja KOHLEHTpaluje
TpaHchepuHa c¢ OpsmHOM cemumenTtammje (p=0,026) w IUIA3MaTcKOM
KoHIeHTparmjoM (ubpunorena (p=0,011). Haxom tepammje ¢eputun je
3HauajHO MoBe3aH ¢ KoHueHtparwmjoMm JIIX (p=0,022) u ¢ubpuHoreHOM
(p=0,043), a cTpP u TAD-15 c Oera 2 wmukporioOymuHOM(p=0,03).
CraTuCTHYKHU Cy 3HAYajHO HIDKE CepyMCKe KOHIeHTparuje reoxha (p<0,001),
Kao ¥ MHUIMjaTHe KOHIeHTpaluje Tpanchepuna (p<0,001), a mocne Tepanuje
3HavajHO BHmIe BpenHoctH ¢epurura (p=0,034) u cTpP (p=0,001) y rpymn




JIeYeHUX Yy ONHOCY Ha ,,watch and wait™ tpyny . IIOCTOjU CTaTHCTUYKH
3HauajHa paszmuka (p<0,05) y Op3uHHM ceauMEHTalWje M INIa3MaTCKoj
KOHIIEHTpaIuju (HUOpUHOreHa y OMHOCY Ha Tepamujcku onaroBop. HajHroke
BPEIHOCTH Cy KOJ UCIIMTAaHHUKA C KOMILJIETHOM PEMHCH]OM, a HajBHUIIE KO
OHHX Ca IMPOTrPECHjoM OOJIECTH.

3AKJbYUAK: Henocrarak kopenainuje XeHmuIdHa ¢ MapamMeTpuMa KpBHE
CIIUKE y HAIlleM HCTpaxwBamy mocieauna je Beher Opoja mcnmrtanuka 6e3
aHeMHje ¥ C KOHILCHTpalujoM OuoMapkepa MeTabonu3Ma TBOXkha y
pedepeHTHOM orcery y o0e rpyIe, Ha 1iTa Cy YTHIAIH CTPOTH KPUTEPHjyMHU
UCKJbYUMBaha C LIUJbEM Ja ce JOOHMjEHH pe3ylITaTH IOBEXKY HCKIbYUYHBO C
muMdonponudeparuBHuM Heorazmama. CepyMcke KOHIEHTpauuje rBoxkha
Cy 3HAYajHO HMXKE KOJIl OOOJIENIUX OJl arpeCHBHHX y OJHOCY Ha o0oJjene of
HHJOJICHTHUX JTUMQONposdepaTHBHUX HEOIUIa3MH, TaKol)e U 3HaYajHO HUXKE
Koa o0onenmuxX OJ WHIOJNEHTHUX JuMdonponudepannja Koju uMajy
MHIUKANWjy 3a Tepanwjy y OAHOCY Ha OHE KOju je Hemajy. Ilo3uTuBHA
Kopenaiuja (epuTHHA Ca JAKTAaT ACXHIAPOreHa3oM U (UOPHHOTEHOM U
HEraTHBHAa  KOpeJlaluja CepyMCKe KOHIEHTpauuje TpaHchepuHa C
xoHnentpammjoM L[PII, ¢pubpuroreHom u Op3WHOM CeqUMEHTAIHje y IPYyIH
UCIHMTaHUKA KOjU MMajy MHIUKAIMjy 3a Jedeme Morja Ou OUTH OCHOBa 3a
JlaJb€ UCTPA)KUBALE MPOTHOZHOT 3Ha4aja OBUX OMOMapKepa KoJ 000Jennx of
JIIIH xon kojux je MHAWKOBaHA Tepamuja. CTaTHCTUYKU CUTHHU(HKAHTHA
kopenanyja [JID-15 ¢ 6era 2 MUKPOTIOOYIMHOM, MPE W TOCIE Tepanuje U
¢ubpruHOTEHOM TIpe Tepanwje ykasyje Ha Moryhe mecTo oBor ¢akropa y
NPOLICHU pHU3UKA KOJ 000JeNuX OJ MHAOJEHTHUX JUMGOonpoiaudepaTuBHUX
HEeOIUTa3MU KOJ KOjUX je HWHIMKOBaHO Jieuewme. He mocToju 3HavajHA
MOBE3aHOCT KOHIEHTpamwje (¢epurnHa, xenmuauHa wu [JD-15 ca
cTaHgapAHuM Mapkepuma aktuBHocTH JIITH y rpynu ncnuraHuka Koja KOjUX
HHj€ MHJHMKOBAHO JICUCHE.
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INTRODUCTION: Lymphoproliferative neoplasms arise from the clonal
proliferation of malignant lymphoid cells at different maturation stages.
Treatment of aggressive lymphoma starts upon diagnosis and staging with the
aim to achieve complete remission. Treatment of indolent lymphoproliferative
neoplasms in the absence of symptoms and bulky mass should be postponed
with careful follow up, an approach known as ,,watch and wait “.

Moderate or severe anemia due to indolent lymphoproliferative disease is an
indication for lymphoma/leukemia treatment initiation. Concentrations of iron
metabolism biomarkers in serum are an essential part in the diagnostic
algorithm of anemia. Hepcidin is the main systemic regulator of iron
metabolism which depends on the erythropoietic activity, via erythroferrone
and the growth and differentiation factor-15 (GDF-15). GDF-15 has a role in
different metabolic and immune states. It has been examened in numerous
malignancies and has been linked to age and mortality of any cause Except in
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multiple myeloma there are no published data about the role of GDF-15 in
other lymphoproliferative neoplasms.

AIM: To investigate the relation between the circulating levels of iron
metabolism biomarkers, complete blood count values in regards to hepcidin
and GDF-15 levels in patients with mature B cell neoplasms as well as the
relation of iron metabolism biomarkers, hepcidin and GDF-15 with standard
laboratory markers of lymphoproliferative disease activity. To assess the
differences between the circulating levels of those aforementioned parameters
among patients who need lymphoma/leukemia treatment and those on “watch
and wait” regimen and to find out if there is a correlation between iron
metabolism biomarkers, hepcidin and GDF-15 levels and therapeutic
response.

MATERIAL AND METHODS: A prospective research included 71 patients,
40 in a group with aggressive or indolent lymphoproliferative neoplasms who
needed and received treatment and 31 in “watch and wait” group. In treated
patients laboratory analyses were performed before therapy, during treatment
at 1+ revision, and after, at treatment response evaluation. In the “watch and
wait” group blood samples were taken on two separate occasions, 3 to 4
months apart. All analyses were done according to standard procedures, while
ELISA technique from stored sera at -70°C was used for hepcidin and GDF-15
level measurement. Treatment response evaluations were done according to
Lugano criteria. Statistical analyses were performed by IBM SPSS Statistics
22 using methods of descriptive and inferential statistics. All tests are two-
tailed with significance level p<0, 05.

RESULTS: In the group of treated patients after receiving therapy,
significantly lower white blood cells count, lymphocyte and neutrophil
granulocyte count (p<0,001), lower concentrations of P2microglobulin
(p<0,001) and hepcidin (p=0,01), and higher concentration of GDF-15
(p=0,027) were noticed when compared to prior treatment values. In the
subgroup of patients treated for aggressive lymphoma after therapy,
concentrations of iron (p=0,025), transferrin (p=0,007) and albumin (p=0,013)
were significantly higher, while erythrocyte sedimentation rate (ESR) was
lower (p=0,033). In the subgroup of patients treated for indolent
lymphoproliferative neoplasms, significantly higher levels of ferritin
(p=0,009) fibrinogen (p=0, 01) and GDF-15 (p=0,028) as well as lower
concentrations of B2microglobulin (p<0,001) and hepcidin (p=0,002) were
observed after treatment completion. There is a positive correlation between
hepcidin and ferritin in both groups (p<0,001) in treated patients. A negative
correlation exists between the levels of hepcidin and transferrin before
treatment (p<0, 05) as well as between hepcidin level and ferritin index (p<0,
05) in treated patients. Also, in the group of treated patients before treatment
there are positive correlation between iron, transferrin and soluble transferrin
receptor (sTfR) levels and albumin (p<0,05) while the level of the same iron
metabolism biomarkers negatively correlate with erythrocyte sedimentation
rate (p=0,001) and fibrinogen concentration (p<0,001). After treatment
completion transferrin positively correlates with albumin (p=0,005) and
negatively with ESR (p=0,026) and fibrinogen concentration (p=0,011);
ferritin positively correlates with lactate dehydrogenase level (LDH)
(p=0,022) and fibrinogen (p=0,043), while sTfR and GDF-15 positively
correlate with f2microglobulin (p=0, 03). Iron and transferrin concentrations
before treatment are significantly lower in treated vs. ,,watch and wait “group
(p<0,001), while ferritin (p=0,034) and sTfR (p=0,001) concentrations are
significantly higher in treated patients after therapy in comparison with those
on “watch and wait“ regimen. ESR and fibrinogen level significantly correlate




with treatment response; the lowest levels are in patients with complete
response and highest in those with progressive disease.

CONCLUSION: The vast majority of patients in both groups were non
anemic with iron metabolism biomarkers within referent range, due to the
strict exclusion criteria, as the aim was to link the findings exclusively to
lymphoproliferative neoplasms, which in part led to the absence of correlation
between hepcidin level and blood cell count. Serum iron concentration is
lower in treated patients for aggressive than indolent lymphoma and also in
patients with indolent lymphoproliferative diseases who need treatment than
in those on ,,watch and wait” regimen. The positive correlation between
ferritin levels, LDH and plasmatic fibrinogen concentration and the negative
correlation of transferrin with ESR and fibrinogen which were found in treated
patients might be the base for further investigation of the prognostic impact of
those biomarkers in patients with lymphoproliferative neoplasms who need to
be treated. Statistically significant correlation of GDF-15 with
B2microglobulin and fibrinogen before and B2microglobulin after therapy
suggests its possible role in the risk evaluation of patients with indolent
lymphoproliferative neoplasms who need to be treated. There are no
significant correlations between ferritin, hepcidin and GDF-15 levels with
standard markers of disease activity in patients with lymphoproliferative
neoplasms without indication for therapy.
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1. UVOD
1.1 LIMFOPROLIFERATIVNE NEOPLAZME

Limfoproliferativne neoplazme (LPN) su velika grupa malignih bolesti nastalih
klonskom proliferacijom ¢elija limfoidne loze razlicitog stepena zrelosti. U
zavisnosti od toga kad se u razvoju limfocita desila maligna alteracija celije
posledicno nastale bolesti ¢e biti drukcijeg toka i agresivnosti. Ako je maligna
promena Celije nastupila ranije proliferativni potencijal klona ¢e biti veéi, odnosno

celije ¢e se brze umnozavati, a bolest koja nastaje ¢e biti agresivnija.

Za postavljanje dijagnoze limfoproliferativhe neoplazme neophodna je
patohistoloska i imunohistohemijska analiza bioptata tumorske promene, najcesce
limfnog ¢vora. Biopsija kostne srzi se radi da bi se videlo da li postoji infiltracija
limfomskim ¢elijama u njoj, odnosno da bi se odredio klinicki stadijum bolesti. Ako
postoji leukemijska slika LPN dijagnoza se moze postaviti i imunofenotipizacijom
¢elija protocnom citometrijom iz periferne krvi. Na osnovu morfoloske slike na
patohistoloskom preparatu uz imunohistohemijsku analizu, nekad 1 uz dodatne
molekularne i citogenetske analize odreduje se tip limfoproliferativne neoplazme
koristeci klasifikaciju Svetske zdravstvene organizacije iz 2016. godine (WHO 2016)
[1]. LPN mogu biti porekla B ili T limfocita. B limfocitne proliferacije su ¢esce i po
WHO Klasifikaciji se dele na dve grupe [1]:

1. prekursorske B Celijske neoplazme koje ukljucuju limfoblastnu
leukemiju/limfom sa ili bez rekutrentnih citogenetskih abnormalnosti i

2. zrele B celijske neoplazme

U grupi zrelih B ¢elijskih neoplazmi, koje e biti tema naseg istrzivanja razlikuje se

vise od 40 podtipova LPN:

1. Hronic¢na limfocitna leukemija (HLL)/sitnocelijski limfocitni limfom (SLL)
Monoklonska B ¢elijska limfocitoza

B celijska prolimfocitna leukemija

Spleni¢ni marginalne zone limfom (SMZL)

Triholeukemija

Spleni¢ni B éelijski limfom/leukemija, neklasifikovan

A R

Spleni¢ni difuzni sitnocelijski limfom crvene pulpe



10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.

19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.

Triholeukemija-varijant

Limfoplazmocitni limfom (LPL)

Waldenstromova makroglobulinemija (WM)

Monoklonska gamaglobulinemija neodredenog znacaja (MGUS), IgM
Bolest teskih lanaca (u, y, «)

MGUS, IgG, IgA

Plazmocitni mijelom

Solitarni plazmocitom kosti

Ekstraosealni plazmocitom

Bolest depozita monoklonskih imunoglobulina

Ekstranodalni marginalne zone limfom-limfnog tkiva povezanog sa
sluznicom (MALT limfom)

Nodalni marginalne zone limfom

Pedijatrijski nodalni marginalne zone limfom

Folikularni limfom

In situ folikularna neoplazija

Duodenalni tip-folikularni limfom

Pedjjatrijski tip-folikularni limfom

B krupnocelijski limfom sa IRF-4 rearanzmanom

Primarni kutani limfom ¢elija folikularnog centra

Mantl ¢elijski limfom (MCL)

In situ mantl Celijska neoplazma

Difuzni B krupnocelijski limfom (DBKL) — druk¢ije neoznacen (NOS)
DBKI-tip B ¢elija germinativhog centra (GCB)

DBKL-aktivisanih B ¢elija (ABC) tip

DBKI-T ¢éelijama/histiocitima bogat tip

Primarni DBKL centralnog nervnog sistema (CNS)

Primarni kutani DBKL-leg tip

Epstajn-Bar virus (EBV) pozitivan DBKI.-druk¢ije neoznacen (NOS)
EBV pozitivan mukokutani ulkus

DBKL povezan sa hroni¢cnom inflamacijom

Limfomatoidna granulomatoza

Primarni medijastinalni B krupnoéelijski limfom



40. Intravaskularni B krupnocelijski limfom

41. Anaplasticnog limfoma kinaza (ALK) pozitivan B krupnocelijski limfom

42. Plazmoblastni limfom

43. Limfom primarnih izliva

44. DBKL povezan sa humanim herpes virusom 8 (HHV-8), NOS

45. Burkitt limfom

46. Burkitt like limfom sa 11q aberacijom

47. High grade B Celijski limfom sa MYC i bcl 21 / ili bel 6 rearanzmanom

48. High grade B celijski limfom, NOS

49. B ¢elijski limfom neklasifikovan, sa osobinama izmedu DBKL i klasicnog

Hockinovog limfoma

Posebnu grupu cini Hockinov limfom koji moze biti nodularni limfocitima

predominirajuc¢i Hockinov limfom (NLPHL) i klasi¢ni Hoc¢kinov limfom (cHL).
Klasican Hockinov limfom obuhvata 4 patoloska tipa:

1. Limfocitne predominacije
Nodulske skleroze

Mesovite celulnosti

> N

Limfocitne deplecije

Kad se postavi dijagnoza LPN klinickim, radioloskim 1 dodatnim pregledima se
odreduje stadijum bolesti koriste¢i Ann Arbor klasifikaciju [2]. Ranije je uz
dijagnozu i stadijum bilo obavezno registrovati i prisustvo ili odsustvo opstih
simptoma: gubitak na telesnoj masi veéi od 10% za manje od 6 meseci, no¢no
preznojavanje, povisenu telesnu temperaturu [2], sad se ovo smatra obaveznim
samo za Hockinov limfom [3]. Pored toga odreduju se prognosticki skorovi
specifi¢ni za pojedine tipove limfoma: IPS za Hockinov limfom, IPI, aalPI, R-IPI i
NCCN IPI za DBKL, MIPI za mantl ¢éelijski limfom (MCL), FLIPI 1 FLIPI 2 za
folikularni limfom. U prognozne skorove pored pola, starosti, klinickog stadijuma
ulaze i razliciti laboratorijski parametri npr: sedimentacija (SE), laktat dehidrogenaza
(LDH), beta 2 mikroglobulin (32M), koncentracija albumina (Alb), koncentracija
hemoglobina (Hg).



Agresivne LPN se lece nakon postavljanja dijagnoze i odredivanja stadijuma bolesti
u skladu s nacionalnim vodicem [4] koji je uskladen sa vodic¢ima evropskog i
americkog udruzenja onkologa: Evropskog udruzenja za medicinsku onkologiju
(eng. BEuropean Society for Medical Oncology-ESMO) i Nacionalne mreze za
malignitete (eng. National Comprehensive Cancer Network -NCCN) [5,06].

Ako je dijagnostikovana indolentna LPN koja je sporo progredirajuceg toka, a sada
dostupnim terapijskim opcijama neizleciva i ukoliko je oboleli bez tegoba, onda je
standarni pristup u svim vodic¢ima da se ovi pacijenti van klinickih studija redovno
prate bez terapije 1 da se lece kad se pojave simptomi. Ovaj pristup je u literaturi i

svakodnevnoj praksi poznat kao ,,watch and wait™ [4-0].

Kad je lecenje neophodno odlucuje se o terapijskom modalitetu, planira se broj
terapijskih ciklusa i vreme prve procene terapijskog odgovora. Procena terapijskog
odgovora odnosno revizija se obi¢no sprovodi nakon dve do cetiri terapijske kure i
u zavisnosti od postignutog odgovora planira se nastavak lecenja. Za procenu
terapijskog odgovora kao i za inicijalno odredivanje stadijuma bolesti koriste se
jasno ustanovljeni kriterijumi medunarodne radne grupe iz 2007. i revidirane
preporuke-Lugano Kklasifikacija iz 2014. [3,7]. Ove preporuke modifikuju i Ann
Arbor klasifikaciju [7]. Modifikacija nastaje jer se za procenu stadijuma bolesti
limfoma sa velikim afinitetom za fluorodeoksiglukozu (FDG) koristi fuziono
snimanje:  pozitronska emisiona tomografija/kompjuterizovana  tomografija

(PET/CT), a za neavidne kompjutetizovana tomogtafija (CT).

Tabela 1. Ann Arbor klasifikacija

Stadijum 1 Zahvacenost jedne regije limfnih nodusa

(LN)/jedna ekstranodalna lokalizacija

Stadijum II Zahvacenost dve ili viSe limfnih regija sa

iste strane dijafragme

Stadijum III Zahvacenost vise limfnih regija s obe

strane dijafragme

Stadijum IV Diseminovana ekstranodalna

zahvacenost




S-zahvacdenost slezine modifikuje I, II i III klinicki stadijum, E-ekstranodalna

lokalizacija modifikuje I 1 II stadijum, A-bez B simptoma, B-prisutni B simptomi

Odredivanje klinickog stadijuma kod bolesnika sa hronicnom limfocitnom

leukemijom (HLL) vrsi se na osnovu klasifikacija po Rai-u i po Binet-u navedenim

u tabeli 2.

Tabela 2. Klasifikacija klinickog stadijuma po Rai i Binet

Rai klinicki stadijumi 0, I, 11, 11T, IV

Binet klinicki stadijumi A, B, C

0 limfocitoza>15x10"/1

A limfocitoza+limfadenomegalija<3

regije

I limfocitoza + limfadenomegalija

B limfocitoza+hepato i/ili
splenomegalija/limfadenomegalija>3

regije

IT limfocitoza+hepatosplenomegalija

C limfocitoza i anemija
Hg<100g/1/trombocitopenija
Trc<100x10’/1

I1II limfocitoza+anemija Hg<110g/1

IV limfocitoza+trombocitopenija

Tre<100x10°/1

U okviru fizikalnog pregleda pre odluke o terapiji procenjuje se i stanje bolesnika

koriste¢ci ECOG (eng. Eastern Cooperative Oncology Group) skor za procenu

opsteg stanja obolelog naveden u tabeli 3.

Tabela 3. ECOG skor

0 Bez simptoma, normalno obavlja sve
aktivnosti

1 Ogranicen u  napornim  fizickim
aktivnostima

2 Vezanost za postelju <50% vremena

tokom dana




3 Vezanost za postelju >50% vremena

tokom dana

4 Stalna vezanost za postelju

Kompletna remisija (CR) podrazumeva da se klinickim, radioloskim i dodatnim
pregledima ¢iji obim i vrsta zavisi od tipa LPN i mesta koja su bila zahvacena
boles¢u na pocetku, vise ne registruje prisustvo bolesti. Parcijalna remisija (PR)
znaci da postoji smanjenje prethodno postojece tumorske mase za vise od 50% i da
nema novonastalih tumorskih promena. O stabilnoj bolesti (SD) govorimo kad je
tumorska masa redukovana za manje od 50% i nema novonastalih promena u vezi s
bolesti, a o progresiji bolesti (PD) kad se pod terapijom poveéaju postojece
promene ili nastanu nove [3,7]. Upotreba PET/CT skena u inicijalnoj proceni
rasirenosti bolesti i proceni terapijskog odgovora kod FDG avidnih limfoma donela
je 1 reviziju kriterijuma za procenu odgovora koja je dovela do Lugano klasifikacije.
Ako procenu odgovora visimo PET/CT skenom tad kotistimo termine kompletne

1 parcijalne metabolicke remisije.

Tabela 4. Lugano klasifikacija procene terapijskog odgovora

Odgovor "F-FDG PET/CT | CT radioloski odgovor
metaboli¢ki odgovor

Kompletan odgovor | Skor 1, 2 ili 3 na D5PS LDi LN/nodalne mase <

(CR) bez pojave novih lezija, 1.5cm, nema

bez zahvatanja kostne srzi | ekstranodalnih lezija,
regresija uvecanih organa
na normalnu velicinu, bez

pojave novih lezija, bez

infiltracije kostne srzi.

Parcijalni odgovor (PR)

Skor 4 ili 5 na D5PS sa
smanjenjem akumulacije
radiofarmaka u odnosu na
pocetne vrednosti, bez

pojave novih lezija,

250% smanjenje SPD, =
50% redukcije u velicini
slezine u odnosu na
pocetno uvecanje, bez

pojave novih lezija




rezidualna akumulacija u
kostnoj srzi manja od

pocetnih vrednosti

Stabilna bolest (SD)

Skor 4 ili 5 na D5PS uz
nepromenjen nivo
akumulacije radiofarmaka
u odnosu na pocetnu
vrednost, bez pojave
novih lezija, infiltracija

kostne srzi bez promene

< 50% redukcije u SPD,

bez pojave novih lezija

Progresija bolesti (PD)

Skor 4 ili 5 na D5PS uz
povecanu akumulaciju
radiofarmaka u odnosu na
pocetnu vrednost. Pojava
novih pozitivnih lezija ili
ponovno zahvatanje LN

ili kostne srzi

= 50% porasta u PPD,
porast u LDi ili SDi
(0.5cm ako je LN = 2cm
lcm ako je LN> 2cm);

3

Progresivna
splenomegalija (uvecanje

slezine >50% inicijalnog

uvecanja), pojava novih
lezija, splenomegalije ili
ponovno zahvatanje LN

ili koStane srzi

Legenda: 18F-FDG PET/CT - pozitronska emisiona tomografija sa [18F]-fluoro-2-
deoksi-D-glukozom u kombinaciji sa kompjuterizovanom tomografijom; CT —
kompjuterizovana tomografija; D5PS -Deauville PET 5-point scale; LDi — najduzi
dijametar; SDi —najkraci dijametar; LN - limfni nodus; SPD — suma proizvoda LDi i
SDi $est dominantnih LN/nodalnih tkiva/ekstranodalnih lezija; PPD —proizvod

najduzeg i najkraceg dijametra jednog LN nodalnog tkiva/ekstranodalne lezije

Medunarodna radna grupa je 2017. dala kriterijume za procenu odgovora u terapiji
limfoma u klinickim studijama (RECIL-2017) kako bi ih harmonizovala s
postoje¢im kriterijumima procene odgovora u solidnim tumorima (RECIST). Za
procenu su koristili zbir najduzih dijametara tri ciljne lezije i uveli su provizorni

entitet minor odgovora [8].
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Tabela 5. Konsenzus Medunarodne radne grupe za procenu terapijskog odgovora

(Response Evaluation Criteria in Lymphoma — RECIL 2017)

CT 18F-FDG | Nalaz u | Nove
PET kostnoj srzi | lezije
(>1cm)

Kompletan Nestanak svih ciljanih | negativan Negativan Ne
odgovor lezija 1 LDi svih LN< | (D5PS 1-3)

10mm, > 30%

smanjenje zbira LDi

ciljanih lezija
Parcijalni = 30% smanjenje | pozitivan negativan ili | Ne
odgovor zbira LDi ciljanih | (D5PS 4-5) | pozitivan

lezija
Minor odgovor | = 10%, ali < 30% | negativan ili | negativan ili | Ne

smanjenje zbira LDi | pozitivan pozitivan

ciljanih lezija
Stabilna bolest | < 10% smanjenje ili | negativan ili | negativan ili | Ne

< 20% povecanje | pozitivan pozitivan

zbira LDi ciljanih

lezija
Progresivna > 20% povecanje | negativan ili | negativan ili | Daili ne
bolest zbira LDi ciljanih | pozitivan pozitivan

lezija. Za male LN

LDi<15mm posle

terapije postojt

apsolutno povecanje
LDi LDi
LN>15mm.

>5mm 1
Pojava

novih lezija

Legenda: CT-kompjuterizovana tomografija, 18F-FDG PET-pozitronska emisiona

tomografija sa [18F]-fluoro-2-deoksi-D-glukozom; LN-limfni nodus, LDi-najduzi
dijametar; D5PS -Deauville PET 5-point scal
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Unutar tri meseca od primljene poslednje terapijske kure ponovo se radi procena
terapijskog odgovora. Cilj lecenja je postizanje najdublje remisije, ali imajuci na umu
prirodu osnovne bolesti, nuspojave terapije, uz ocuvanje kvaliteta Zivota uzimajudi
u obzir karakteristike obolelog. Postizanje kompletne remisije uglavnom dovodi do
produzenja vremena do progresije bolesti (PFS-progresion free survival) i ponovne
potrebe za lecenjem, a nekad i do poboljsanja ukupnog prezivljavanja (OS-overall

survival).

Terapija agresivnih nehockinskih i Hockinovog limfoma se zapocinje odmah po
odredivanju klinickog stadijuma i1 grupe rizika zbog agresivne prirode bolesti. Iz
istog razloga je izuzetno vazno postizanje kompletne remisije. Standardnom prvom
terapijskom linijom se kompletna remisija postize u visokom procentu obolelih, a
stratifikacija po grupama rizika sluzi da se prepoznaju visokorizi¢ni bolesnici kod
kojih je verovatnocéa da nece odgovoriti na terapiju veca-primarno rezistentni ili oni
kod kojih je wveci rizik od ranog vracanja bolesti-relapsa. Prva revizija po
zapocinjanju terapije sluzi da procenimo efekat primenjenog lecenja i da se, ako
nismo zadovoljni postignutim odgovorom, ranije ukljuce intenzivniji terapijski
protokoli ili noviji lekovi koji daju vec¢u Sansu za dublju remisiju [9]. Pored toga, u
grupi bolesnika niskog rizika, prognosticki povoljnih, uglavnog kad govorimo o
Hockinovoj bolesti, kod kojih se ve¢ nakon prvih ciklusa terapije postigne trazeni
odgovor, sve ¢esce su preporuke o smanjivaju broja terapijskih kura ili iskljucivanju
nekih lekova, kako bi se ne kompromitujuéi efekat lecenja, smanjio rizik od kasnih

komplikacija terapije [10,11].

Kad se radi o indolentnim limfoproliferativhim neoplazmama stav je nesto drukciji
zato §to se, trenutno dostupnim terapijskim mogucnostima, ove bolesti i dalje
smatraju neizlec¢ivim. Kompletna remisija se povezuje s duzim vremenom do
progresije (PFS), ali i dalje za vecinu bez dokazanog povecanog ukupnog
prezivljavanja (OS). Vazno je pre uvodenja terapije uraditi staziranje bolesti i
procenu rizika, ukljucujuéi 1 molekularne parametre losije prognoze. Jedna od ovih
bolesti je i hroni¢na limfocitna leukemija/sitnocelijski limfom CLL/SLL. Del 17p,
prisustvo mutacije TP 53 i mutacioni status za varijabilni region teskih lanaca
imunoglobulina (IgHV) imaju prediktorni znacaj u proceni odgovora na terapiju

kod ove bolesti. Bolesnici sa del 17p, mutacijom TP53 i nemutiranim genom u
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varijabilnom regionu za teske lance imunoglobulina su obi¢no rezistentni na
standardnu imunohemioterapiju koja se u prvoj liniji preporucuje kod mladih
bolesnika bez komorbiditeta. Da bi se izbegla toksi¢nost terapije od koje se ne
ocekuje da ¢e dati rezultat vazno je pre odluke o le¢enju uraditi navedene analize
[12]. Zbog svega navedenog i dalje su preporuke svih vodica da se van klinickih
studija asimtomati¢ni bolesnici s ovom bolesti ne lece, ¢ak i ako su nosioci ovih
nepovoljnih riziko-faktora. Isto vazi i za druge indolentne limfoproliferativne
neoplazme koje ne daju simptome: folikularni limfom (FCL), limfom marginalne

zone (MZL), triholeukemiju, limfoplazmocitni limfom (LPL) [4-6, 12].
Indikacije za terapiju kod indolentnih limfoproliferativnih neoplazmi su:

e kompresivne tegobe koje nastaju zbog pritiska uvecanih limfnih ¢vorova,
jetre, slezine ili velike tumorska mase (bulky bolest) koja podrazumeva
uvecanje limfnih nodusa preko 10cm ili slezine preko 6¢m ispod rebarnog
luka [11],

® pojava izrazene malaksalosti,

e tegobe od strane organa i sistema koji su zahvaceni limfoproliferativhom
bolesti,

® pojava citopenija koje su u vezi s limfomom,

® pojava B simptoma.

B simptomi su: gubitak na telesnoj masi veéi od 10% za period kraéi od Sest
meseci, no¢na preznojavanja, povisena telesna temperatura bez infekcije [2].
Indikacija za zapocinjanje terapije hronicne limfocitne leukemije je i autoimuna

citopenija refrakterna na terapiju kortikosteroidima [11].

U svim vodic¢ima se navodi i aktivna uloga obolelog u odluci o terapiji. Bolesniku sa
limfoproliferativnim neoplazmama se predocava priroda bolesti, aktuelni stavovi,
dostupne terapijske opcije, kao i moguci ishodi le¢enja i kod donosenja odluke o
zapocinjanju lecenja ili nastavku klinickog pracenja u obzir se uzimaju stavovi, stil

zivota i zelje obolelih.

Ako se donese odluka da kod bolesnika sa indolentnom LPN nije potrebno

primeniti terapiju nastavljaju se redovne kontrole, najces¢e na 3 do 4 meseca koje
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podrazumevaju anamnezu, fizikalni pregled i laboratorijske analize, a radioloski i
dodatni pregledi se rade ako postoji klinicka potreba, odnosno sumnja na progresiju
bolesti i mogucnost da je potrebno uvodenje antilimfomske ili antileukemijske

terapije [4-6,12].

1.2 ANEMIJA KOD OBOLELIH OD LIMFOPROLIFERATIVNIH
NEOPLAZMI

Anemija se definiSe kao smanjenje broja eritrocita ili koncentracije hemoglobina u
odnosu na referentne vrednosti za pol 1 zivotnu dob. Do puberteta devojcice
dostizu vrednosti normalne za odrasle osobe zZenskog pola. Koncentracija
hemoglobina (Hg) se pod uticajem androgena povecava kod muskaraca do 18.
godine $to dovodi do razlike u vrednostima Hg izmedu muskaraca i zena od oko
15g/L. do oko 70. godine. Tokom naredne dve decenije koncentracija Hg kod
muskaraca padne za oko 10g/L, a kod Zena za oko 2g/L, tako da je u godinama

iznad 90. mala razlika u normalnim vrednostima izmedu polova [14].

Eritrociti se stvaraju u kostnoj stzi 1 za normalan broj eritrocita neophodno je
prisustvo svih gradivnih materija u adekvatnoj koli¢ini, normalna funkcija kostne
stzi, normalna regulacija eritrocitopoeze 1 normalan zivotni vek eritrocita. Birgegard
1 saradnici  2006. nakon analize podataka podgrupe od 2360 pacijenata sa
limfomom ili multiplim mijelomom u sklopu istrazivanja anemije u malignitetima
kod pacijenata u Evropi, navode da je kod obolelih od limfoma i multiplog
mijeloma u momentu uklju¢enja anemiju imalo 52,5% bolesnika, prevalenca
anemije tokom istrazivanja je bila 72,9%, kod bolesnika sa multiplim mijelomom
85,3%, sa nehockinskim limfomom 77,9%, sa hockinovim limfomom 57,4%.
Incidenca u grupi koja je primala hemioterapiju je bila 55,4%, a samo 47,3%
bolesnika koji su bili anemic¢ni, u bilo kom momentu istrazivanja, je dobilo i

antianemijsku terapiju [15].

Anemija pogorsava subjektivno stanje 1 utie na kvalitet Zivota obolelih. S obzirom
da kod indolentnih LPN moze biti i razlog za zapocinjanje antilimfomske terapije

potrebno je pre zapocinjanja lecenja razjasniti etiologiju anemije.
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Zbog infiltracije kostne srzi malignim ¢elijama moze doéi do potiskivanja normalne
hematopoeze i posledi¢ne citopenije. U sklopu nekih LPN dolazi i do povecanog

stepena fibroze u kostnoj srzi §to takode dovodi do anemije.

Kod indolentnih LPN prvenstveno kod HLL i SLL i ako ne postoji visok stepen
infiltracije kostne srzi malignim klonom mogu se javiti autoimune citopenije,
najce$¢e autoimuna hemolizna anemija (AIHA), potom imuna trombocitopenija
(ITP), i rede izolovana aplazija crvene loze (PRCA) i imuna granulocitopenija.
AIHA 1 ITP se mogu javiti i zajedno u sklopu Evansovog sindroma. Nacesce
primenjivana definicija AIHA-e podrazumeva prisustvo svih navedenih kriterijuma

[16-18]:

Hg<110g/L u odsustvu ptrimene citotoksicne terapije unutar mesec dana ili

druge poznate etiologije anemije;

Dokaz o prisuthom autoimunom mehanizmu npr: pozitivan direktni
antiglobulinski test (DAT) ili za IgG ili za C3 ili prisustvo hladnih aglutinina, posle

iskljucivanja drugih moguénosti (npr. kasne hemolizne posttransfuzione reakcije);

Prisustvo jednog ili viSe laboratorijskih markera hemolize: poveéan broj
retikulocita (Rtc), nizak nivo haptoglobina, povisena laktat dehidrogenaza (LDH) ili

bilirubin u serumu;

Pored navedenih uzroka anemija moze biti posledica deficita vitamina B12, folne
kiseline ili gvozda. Ovi bolesnici se prvo lece supstitucijom faktora koji nedostaje, a

potom se ponovo procenjuje potreba za terapijom ukoliko anemija perzistira.

Ne treba zaboraviti ni mogucnost pojave drugih bolesti pored dokazane LPN koje
mogu biti uzrok anemije. Decenijama unazad se opisuje veca ucestalost drugih
maligniteta kod osoba sa LPN u odnosu na opstu populaciju [19-21]. LPN se moze
razviti 1 kod bolesnika sa preegzistirajucom, a neotkrivenom anemijom drugog

uzroka.

Ako znamo da je anemija direktna posledica LPN onda je i indikacija za

uvodenje antilimfomske terapije.
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1.3 METABOLIZAM GVOZDPA

Kod malignih hemopatija se cesto, ve¢ u momentu postavljanja dijagnoze,
nalazi anemija razli¢ite tezine, ili se i bez anemije, uocavaju poremecaji u
biohemijskim parametrima metabolizma gvozda.

Gvozde ima ulogu u ¢elijskoj proliferaciji i metabolizmu u sklopu razli¢itih
enzima ukljucujuéi ribonukleotid reduktazu i citohrom 450 [22]. Ugraden u
hemoglobin prenosi kiseonik, ali ucestvuje i kao kofaktor ribonuokleotid reduktaze
u sintezi DNK, a kofaktor je 1 mnogih belancevina u ciklusu limunske kiseline te
ucestvuje u stvaranju ATP-a. S druge strane, gvozde moze da stvara reaktivne
kiseoni¢ne radikale (ROS) i dovodi do oksidativnog stresa koji pokrece signalne
puteve neophodne za Celijski opstanak 1 programiranu celijsku smrt [22].
Oksidativni stres dovodi do direktnog ili indirektnog reaktivnim kiseoni¢nim
radikalima posredovanog ostec¢enja nukleinskih kiselina, proteina, lipida te ucestvuje
u procesu karcinogeneze [22,23], neurodegeneracije [22,24,25], ateroskleroze,
dijabetesa [22, 20] i starenja [22,27]. U procesu regulacije metabolizma gvozda

ucestvuju brojni faktori.

1.3.1. REGULACIJA METABOLIZMA GVOZDPA

Kontrolu metabolizma gvozda mozemo posmatrati na dva nivoa: regulaciju
na unutarcelijskom nivou 1 regulaciju sistemskog metabolizma gvozda (slika 1).
Intracelijska homeostaza je dominantno regulisana posttranskripcionom kontrolom
gena preko sprege belancevina i elemenata senzitivnih na koncentraciju gvozda
(iron responsive proteins (IRP)- iron responsive elements (IRE)) [28].
Sistemska homeostaza je uglavnom kontrolisana hepcidinom, proteinom koji se
stvara u jetri i dovodi do internalizacije 1 degradacije feroportina koji je zasad jedini
poznati eksporter gvozda iz Celija [28].

Gvozde uneto hranom preko feroportina izlazi iz enterocita, prenosi se
transferinom u trovalentnom obliku do perifernih tkiva. Kompleks gvozda vezanog
za transferin se vezuje za transferinski receptor 1 (TfR1) i endocitozom dospeva u

celije. Unutar celije iz trovalentnog prelazi u dvovalentni oblik i inkorporira se u
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razlicite enzime, ucestvuje u sintezi hema, u procesu oksidativne fosforilacije,
sintezi dezoksiribonukleotida. Suvisno gvozde se skladisti u obliku feritina.
Na slici 1 je prikazan mehanizam sistemske i intracelularne regulacije

metabolizma gvozda.

(A) Intracellular iron metabolism
Low iron High iron

Ribosome

@ Regulated genes Functions
Ferr.injn ki Iron storage
, é?g L Ferritin L
2 % [Ferroportin Iron export

Translational repression Translational activation

5-UTR IRE

| Transferrin receptor 1

. Iron uptake
Divalent metal transporter 1 P

3"-UTR IRE

mRNA stabilization mRNA degradation

(B) Systemic iron metabolism

Hepatocyte Serum Enterocyte

... Dietary iron

Macrophage

Slika 1. Bogdan R.A. et al. Regulators of Iron Homeostasis: New Players in
Metabolism, Cell Death, and Disease. Mehanizam intracelijske 1 sistemske
homeostaze gvozda [28] (s dozvolom izdavaca)

Dodatni faktori koji ucestvuju u intracelijskoj homeostazi gvozda su i dva proteina
za koje se znalo da prenose cink, ali se pokazalo da ucestvuju i u transportu gvozda

koje nije vezano za transferin (NTBI) kroz ¢elijsku membranu: ZIP 8 i ZIP 14 [28-
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32], a imaju ulogu i u bolestima s nagomilavanjem gvozda-hemohromatozi [32].
Ostaje da se razjasni uloga ovih belancevina u drugim stanjima s viskom gvozda:
malignitetima i anemijama [28]. Proteini koji prate dvovalentno gvozde unutar
citosola 1 ucestvuju u procesu njegove distribucije unutar éelije su PCBP1 i PCBP2
[28, 33,34], dok koaktivator jedarnog receptora 4 (NCOA4) ima ulogu u
iskoristljivosti gvozda smestenog unutar feritina ucestvujuci u autofagiji feritina

(slika 2). [28,35-38]

© Key: © Ferrous iron (Fe')
© Ferric iron (Fe*')

i
ZIP8/14

©
©

Fe-S, heme synthesis

Uptake Distribution Utilization

Slika 2. Bogdan R.A. et al. Regulators of Iron Homeostasis: New Players in
Metabolism, Cell Death, and Disease. Novi mehanizmi regulacije intraéelijskog

metabolizma gvozda [28] (s dozvolom izdavaca)

Feritin skladisti gvozde unutar Celija u netoksicnom obliku, ali se ono dok je vezano
u njemu ne moze koristiti za potrebe celije. Da bi se iskoristilo mora biti
oslobodeno iz feritina, obi¢no degradacijom u lizozomima [35-38]. Nacin
degradacije feritina izgleda da je isti i u stanjima s deficitom, kao i u onima s
nakupljanjem gvozda, ali je nacin isporuke lizozomima druk¢iji [28,36]. U stanjima s
deficitom gvozda radi se o autofagiji dok se u stanjima s viskom gvozda koriste

drugi putevi [36]. NCOA4 igra vaznu ulogu u autofagiji feritina u stanjima deficita
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gvozda i neophodan je za homeostazu gvozda u slezini [39,40]. Kad ne postoji
deficit gvozda, neautofagni putevi degradacije feritina u malignim celijama su manje
aktivni u odnosu na normalne ¢elije ¢ime se objasnjava otpornost maligne ¢elije na
ostecenja izazvana viskom gvozda [30]. Reaktivacija ovih puteva mogla bi povecati
toksicnost gvozda za malignu celiju i eventualno predstavljati novu strategiju u
lecenju [28].

Sistemska regulacija gvozda zavisi od hepcidina. On se stvara u jetri i, kako
je ve¢ receno, dovodi do internalizacije i degradacije feroportina ¢ime se gvozde
zadrzava u Celijama: hepatocitima, makrofagima, enterocitima, a smanjuje se
njegova koncentracija u serumu. Jedini prirodni put gubitka gvozda je
deskvamacijom epitela i minimalnim krvarenjima te se prakti¢no jedino na nivou
apsorpcije iz dijetnog unosa moze regulisati nivo dodatnog gvozda u organizmu.
Regulatorni mehanizmi koji kontroliSu nivo hepcidina su poslednjih godina
predmet intenzivnog proucavanja i nisu do kraja rasvetljeni. Do povecanog
stvaranja hepcidina dolazi u stanjima sa nagomilavanjem gvozda $to ima za cil]
sprecavanje dalje akumulacije gvozda tako Sto ¢e se ono zadrzati u enterocitima,
makrofagima 1 jetri. Ova regulacija se obavlja preko BMP-SMAD signalnog puta. U
inflamaciji dolazi do povecanja interleukina 6 koji preko JAK-STAT signalnog puta
dovodi do povecane produkcije hepcidina, ali se navodi da se i ova regulacija
obavlja delom preko BMP-SMAD puta te da izmedu ovih puteva postoji interakcija
koja u zapaljenjima rezultira pove¢anom produkcijom hepcidina [41].

Za stvaranje eritrocita u kostnoj srzi-eritropoezu, gvozde je neophodan
gradivni sastojak. Hemoglobin koji se nalazi u eritrocitima vezuje kiseonik i
doprema ga svim nasim celijama. U sastav hemoglobina ulazi 4 grupe hema i u
svakoj se nalazi po jedan atom dvovalentnog gvozda (Fe’"). Kad je eritropoezna
aktivnost veca neophodna je 1 veca koli¢ina gvozda za sintezu hemoglobina.
Eritropoezna aktivnost u kostnoj srzi deluje supresivno na stvaranje hepcidina i
time se povecava apsorpcija gvozda iz unosa hranom, a 1 iskoristljivost gvozda iz
depoa prisutnih u organizmu. Faktori koji se spominju kao ucesnici u ovoj regulaciji
1 stvaraju se u eritroblastima razlicite starosti su: faktor rasta i diferencijacije 15
(GDF-15), eritroferon (ERFE) i TWSG1 (eng. twisted gastrulation factor-1). Uloga
GDF-15 1 TWSGI je 1 dalje nerazjasnjena delom i zbog razlike u eritropoezi kod

ljudi i1 zivotinjskih modela. Naime, GDF -15 se nalazi u kasnim i apoptoznim
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eritroblastima kod ljudi u velikoj koli¢ini dok ga kod miseva nema [41]. Nasuprot
tome ERFE se stvara i u eritroblastima ljudi i miseva i postoje dokazi iz studija da u
uslovima stres eritropoeze dovode do inhibicije stvaranja hepcidina [41-44].
Hepcidin se stvara i u nekim tumorskim celijama. Karcinom dojke,
karcinom prostate i multipli mijelom su tumori koji su povezani s visokim nivoom
hepcidina i malom ekspresijom feroportina $to se pokazalo kao nepovoljan
prognosticki parametar [45-49]. Feroportin sluzi kao efluks pumpa koja izbacuje
gvozde iz enterocita 1 makrofaga nakon cega se ono vezuje za transferin i prenosi
dalje. Maligna celija u odnosu na normalnu celiju eksprimira veéi nivo
transferinskog receptora 1 (TfR1), a manji feroportina, uz visi nivo hepcidina $to
dodatno dovodi do toga da je koncentracija gvozda unutar maligne celije veca
[28,50]. Ovo povecava aktivnosti proteina zavisnih od gvozda sto omogucava brzu
proliferaciju celije [50]. Za mnoge belancevine koje su inicijalno izucavane zbog
uloge u normalnom metabolizmu gvozda pokazano je da doprinose malignom rastu
[50].
Ekspresija feroportina u malignoj ¢eliji je manja i zbog hipermetilacije feroportin

promotera sto dovodi do inhibicije faktora transkripcije za feroportin [28].

Cancer cell Normal cell
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Slika 3. Bogdan R.A. et al. Regulators of Iron Homeostasis: New Players in
Metabolism, Cell Death, and Disease. Feroportin-Hepcidin osovina u malignoj i

normalnoj ¢eliji [28] (s dozvolom izdavaca)
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1.3.2. FEROPTOZA

Pojam feroptoza je prvi put upotrebljen u radu Diksona i saradnika 2012. kao neapoptotski,
nenekrozni i neautofagni put Celijske smrti [51]. Pre toga je radom Dolme i saradnika 2003.
otkriven erastin koji moze da izazove nov nacin Celijske smrti, a potom Yagoda 2007. i
Yang 2008. nalaze da ovaj mehanizam éelijske smrti moze biti inhibiran helatorima gvozda,
otkrivaju nove faktore koji imaju ulogu u ovom mehanizmu i da u njemu dolazi do
mitohondrijalne disfunkcije [52-54]. Za razliku od apoptoze feroptoza zavisi od gvozda,
nema aktivacije kaspaznog puta niti je blokiraju inhibitori kaspaze, zahteva prisustvo
lipidnih peroksida i inhibira se ferostatinom, dovodi do inflamatorne reakcije i privlacenja
¢elija koje ucestvuju u imunom odgovoru. U odnosu na apoptozu gde dolazi do bubrenja
celijske membrane i kondenzacije hromozoma u feroptozi se promene desavaju na
mitohondrijama, one se smanjuju uz povecanje denziteta njihove membrane, smanjuju se i
nestaju mitohondrijalne kriste [51, 55-59]. Na biohemijskom nivou dolazi do deplecije
intracelijskog glutationa, smanjene aktivnosti glutation peroksidaze 4 (GPX4), enzima koji
ucestvuje u redukciji lipidnih peroksida. Fe 2+ oksidise lipide ¢ime se stvara velika kolicina
reaktivnih kiseoni¢nih radikala (ROS) i pokrece mehanizam feroptoze [55]. Znacajnu ulogu
u ovom procesu, a i mesto na kom deluju induktori feroptoze imaju i transmembranski
kanali x_ koji se nalazi u fosfolipidnim membranama celija, a sluze kao aminokiselinski
antiporteri, odnosno u odnosu 1:1 se kroz njih vrsi razmena cistina i glutamata. Cistin iz
ekstracelijskog prostora ulazi u ¢eliju 1 u njoj se redukuje u cistein koji sluzi za sintezu
glutationa [51,55]. Pored faktora koji dovode do feroptoze otkriveni su i neki koji je
inhibiraju. To su helatori gvozda, ferostatin 1 (Fer-1), liprokstatin 1, vitamin E. U studiji iz
2014. na tri in vitro modela: Hantingtonove bolesti, periventrikularne bele mase i bubreznoj
insuficijenciji ferostatin 1 je inhibirao celijsku smrt i time se otvorilo podrucje za ispitivanje

novih ciljnih terapija u razlicitim bolestima [55,61].

S obzirom da feroptoza zavisi od gvozda i faktori koji ucestvuju u procesu ulaska u 1 izlaska
gvozda iz Celjje, kao 1 iskoristljivosti i skladistenju gvozda, a i faktori regulacije intraéelijskog
metabolizma gvozda imaju dokazanu ili potencijalnu ulogu u regulaciji feroptoze, odnosno
povecavaju ili smanjuju osetljivost éelije na feroptozu [56,62,63]. Kancerske celije su
podlozne menjanju metabolizma tiola, koji imaju ulogu intracelijskih redoks pufera dok je
oksidativni stres zbog ekscesa gvozda povezan s karcinogenezom [64]. Maligne celije kao

$to je prethodno prikazano na slici 3 zadrzavaju vecu kolic¢inu gvozda unutar Celije, ali ne
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samo u lizozomima, nego i u citosolu i mitohondrijama. Mitohondrije u ovim éelijama
postaju disfunkcionalne, povecava se preuzimanje glukoze 1 u procesu aerobne glikolize
povecava se produkcija laktata §to je poznato kao Varburgov efekat. Osobina malignih
¢elija za povecano preuzimanje glukoze je nasla primenu u dijagnostici maligniteta i proceni
terapijskog efekta primenom PET/CT skena [65]. Maligne celije su pod stalnim

oksidativnim stresom, ali ga tolerisu i istovremeno izbegavaju feroptozu - slika 4 [64]

Cancer cell
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of higher malignant potential

Slika 4. Toyokuni S, et al. Iron and thiol redox signaling in cancer: An exquisite balance to

escape ferroptosis. Free Radic Biol Med. Graphical abstract [64] (s dozvolom izdavaca)

Agensi koji blokiraju preuzimanje cistina,kao $to je erastin i sulfasalazin, ili oni koji uticu na
depleciju glutationa ili njegovo smanjeno stvaranje, u eksperimentalnim radovima su
dovodili do prekida rasta tumora i feroptoze [64,66-68]. Povisen nivo slobodnih
kiseoni¢nih radikala je bio odgovor na promenu metabolizma cistina 1 glutationa, a celijska
smrt je, tamo gde je testirana, prevenirana antioksidativnom terapijom [62]. Erastin je jak
induktor feroptoze koji deluje inhibicijom transmembranskog antiportera za razmenu
intracelijskog glutamata i ekstracelijskog cistina (x.). Cistin je neophodan za stvaranje
glutationa koji ucestvuje u odrzavanju redoks ravnoteze 1 njegov deficit dovodi do
nagomilavanja slobodnih kiseoni¢nih radikala [69-71]. Dikson i saradnici su otkrili da i

sulfasalazin i sorafenib izazivaju selektivhu feroptozu blokirajuci ovaj kanal, ali je erastin
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2500 puta potentniji inhibitor sistema x_ od sulfasalazina. Helator gvozda, deferoksamin
suprimira erastinom indukovanu ¢elijsku smrt 1 nagomilavanje ROS, a egzogeno gvozde je
potencira S§to je dodatni pokazatelj uloge gvozda u ovom procesu [51,66,72]. Yang i
saradnici na kulturi ispitivanih 117 kancerskih linija ¢éelija pokazuju statisticki znacajnu
senzitivnost ¢elija DBKL i karcinoma bubrega na erastinom indukovanu ¢elijsku smrt [73].
U radu nemackih naucnika je potvrdeno da erastin povecava osetljivost celija akutne
limfoblastne leukemije na terapijsko dejstvo Smac mimetika LCL 161 i da sinergistickim
delovanjem dovode do smrti leukemijske celije [74]. Druga grupa autora potvrduje da
erastin dozno zavisno indukuje mesani tip Celijske smrti: feroptozom, apoptozom,
nekroptozom, autofagijom u kulturi Celija akutne mijeloidne leukemije 1 suprimira rast ovih
¢elija u kulturi. Ovaj efekat se u istom istrazivanju suprimira inhibitorom feroptoze
ferostatinom 1 ili nekrostatinom 1 koji je inhibitor nekroptoze, ali ne i kaspaznim
inhibitorom koji deluje na apoptozu niti hlorohinom koji je inhibitor autofagije. Ovaj efekat
nisu imali na ¢elijama akutne T limfoblastne leukemije, akutne promijelocitne leukemije i
hroni¢ne mijeloidne leukemije. Pored toga, male doze erastina su signifikantno povecavale
osetljivost celija akutne mijeloidne leukemije (AMIL) na standardno primenjivane
hemioterapeutike u prvoj terapijskoj liniji: citozin arabinozid i antracikline [75], iako su u
ovom istrazivanju autori koristili doksorubicin, a ne danas u AML ces$ce primenjivani,
daunoblastin. Limfoidne ¢éelije ne mogu da sintetisu cistein i zavise od unosenja cistina koje
stvaraju Celije mikrookoline: fibroblasti i dendriticke ceije. Sulfasalazin je delujuéi na
antiporter x_u kulturi celija limfoma dovodio do prekida proliferacije limfomskih ¢elija, a
kasnije je na Zivotinjskom modelu sa transplantiranim limfomom dovodio do supresije
rasta tumora, bez veée toksi¢nosti za domacina [76]. Derivati artemisinina su indukovali
feroptozu na kulturi celija 60 tumorskih linija, a i geni povezani s metabolizmom gvozda,
izmedu ostalih oni koji kodiraju transferin, transferinski receptor 1 i 2, su identifikovani kao

prediktivni biomarkeri osetljivosti na artemisinin [77].
Citajuci navedene radove namece se nekoliko pitanja:
Da li 1 kako serumski biomarkeri metabolizma gvozda koreliraju sa opisanim procesima?

Da li su i u kakvoj korelaciji serumski biomarkeri metabolizma gvozda sa inflamatornim

biomarkerima koji imaju primenu u prognostickim skorovima za LPN?
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Da li bi se dodavanjem nekih i kojih biomarkera metabolizma gvozda u prognosticke

skorove povecala njihova osetljivost?

Kako drugi faktori koji ucestvuju u regulaciji gvozda u fizioloskim i patofizioloskim

uslovima koreliraju s ovim procesima i mogu li pomo¢i u predikciji terapijskog odgovora?

1.3.3. HEPCIDIN U INFLAMACI]JI I LIMFOPROLIFERATIVNIM
NEOPLAZMAMA

Hepcidin se stvara u jetri i kao $to je ve¢ re¢eno glavni je regulator sistemskog metabolizma
gvozda. Koncentracija hepcidina je pod uticajem serumskog gvozda i1 kad postoji
sideropenijska anemija, pada i koncentracija hepcidina kako bi se povecala resorpcija
gvozda, a i mobilisalo gvozde iz celija monocitno makrofagnog sistema u cilju vece
produkcije eritrocita i korigovanja anemije. S druge strane, u stanjima s nagomilavanjem
gvozda, posle transfuzije eritrocita, ili kod hemohromatoze, dolazi do porasta koncentracije
hepcidina kako bi se smanjilo preuzimanje gvozda iz enterocita i celija monocitno
makrofagnog sistema i sprecilo dodatno opterecenje gvozdem. Situacija je komplikovanija u
zapaljenjima. Hepcidin se primarno stvara u jetri, a medu faktorima koji stimuliSu
produkciju hepcidina je i jedan od medijatora zapaljenja, interleukin 6 (IL 6). U upalnim
stanjima se nalazi snizen nivo serumskog gvozda, ali uz povecan nivo hepcidina koji dovodi
do degradacije feroportina zbog cega gvozde ostaje zarobljeno u celijama monocitno
makrofagnog sistema, a smanjuje se i njegovo preuzimanje iz enterocita. Ovo dovodi do
smanjene raspolozivosti gvozda za eritrocitopoezu odnosno do funkcionalnog deficita.
Prateéi serumske biomarkere u upalnim stanjima ¢emo pored snizenih vrednosti gvozda
naéi povisene vrednosti feritina, C reaktivnog proteina (CRP) 1 IL 6. Neretko, u upalnim
stanjima uz funkcionalni moze postojati 1 apsolutni deficit gvozda, posebno ako se radi o
inflamatornim bolestima creva ili malignim tumorima s prisutnim hroni¢nim krvarenjima.
Zbog povisene koncentracije hepcidina i opisanog dejstva na enterocite peroralna primena

preparata gvozda obicno ostaje bez terapijskog ucinka.

Serumsku koncentraciju hepcidina regulise i eritropoezna aktivhost. Kao faktori koji
ucestvuju u ovom nacinu regulacije prethodno su ve¢ spomenuti eritroferon, GDF-15 i
['WGF1 [41-44]. Kad je eritropoezna aktivnost veca, kao posle krvarenja ili lize eritrocita

dolazi do supresije stvaranja hepcidina ¢ime je omogucéena veca resorpcija i raspolozivost
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gvozda za eritrocitopoezu. S druge strane i1 u stanjima neefektivne eritrocitopoeze, kao u
mijelodisplaznom sindromu ili talasemiji do¢i ¢e do manje produkcije hepcidina, ¢ime ¢e se
dodatno povecati nagomilavanje gvozda. [78-81] Nije sigurno da u fizioloskim i u bolesnim

stanjima ovi faktori istim mehanizmima dovode do supresije hepcidina [82].

Vise grupa autora je publikovalo rezultate istrazivanja nivoa hepcidina kod bolesnika sa
multiplim mijelomom, limfoplazmocitnim limfomom, DBKIL, Hockinovim limfomom i
akutnom leukemijom. U svim grupama je nivo hepcidina obrnuto korelirao s
koncentracijom hemoglobina [83-88]. Kod bolesnika s nehockinskim limfomom postojala

je pozitivna korelacija sa inflamatornim parametrima, posebno IL 6 i sa smrtnim ishodom.

[84]

Kod bolesnika s Hockinovom bolesti koncentracija hepcidina u plazmi je bila signifikantno
veca u odnosu na kontrolnu grupu zdravih, nezavisno od prisustva anemije. U podgrupi
ispitanika s anemijom postojala je inverzna korelacija vrednosti hepcidina s hemoglobinom.
U odnosu na biomarkere metabolizma Fe, postojala je pozitivha korelacija hepcidina s
vrednostima feritina, a negativna sa TIBC (eng. Total iron binding capacity) i gvozdem. U
multivarijantnoj regresionoj analizi nivoi IL 6 1 fibrinogena su bili nezavisno povezani s
hepcidinom [83]. Autori navode da pored hepcidina verovatno postoje i drugi, od
hepcidina nezavisni mehanizmi, koji uticu na razvoj anemije u Hockinovoj bolesti. Smatraju
da su povezani sa proinflamatornim citokinima prvenstveno IL 6 [83,85]. Sam IL 6 ne
suprimira eritrocitopoezu, ali se smatra da bi neki drugi reaktant akutne faze zapaljenja
mogao imati takav efekat, i kao jedan od njih se navodi feritin [85]. Relativna insuficijencija
eritropoeze nije nuzno povezana s poremecajima metabolizma gvozda, ali oni mogu biti

dodatni faktor u nastanku anemije u Hockinovoj bolesti [85].

Pored hepatocita i monociti u zapaljenjima proizvode hepcidin. Koncentracija hepcidina
proizvedenih u monocitima se povecavala nakon stimulacije interferonom 6 i bila je
pracena smanjenom ekspresijom feroportina na ovim ¢elijama [89]. Celije monocitno
makrofagnog sistema predstavljaju znacajan deo tumorske mikrookoline i pokazano je da
imaju uticaja na stvaranje i rast tumora, ali i da su povezani s odgovorom na terapiju [85].
Tkivni makrofagi su samo delom porekla od monocita kostne srzi. Od 2000. se u radu
Milsa i saradnika govori o makrofagima M1 1 M2 [90]. Makrofagi nakon s$to fagocituju
ostarele 1 mrtve cCelije iz svoje okoline proizvodedi razlicite faktore rasta pomazu obnovi

ovog tkiva 1 zameni mrtvih celija novim [91,92]. Imaju ulogu u odbrani organizma od
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infektivnih agenasa, ali i prepoznavanju sopstvenih promenjenih éelija koje fagocituju i
sprecavaju njihovo dalje umnozavanje na taj nacin Stiteci i od nastanka tumora [92,93]. Ley
vrlo ilustrativno piSe da ,,ubijanje ima svoju cenu: M1 posredovano ubijanje pricinjava
kolateralnu tkivnu Stetu koju M2 moraju da pociste i pomognu da zaraste nakon $to je
osvaja¢ eliminisan® [94]. Mada poreklo tkivnih makrofaga moze biti razli¢ito, sposobni su
za samoobnavljanje, ali se dopunjuju 1 makrofagima porekla monocita iz kostne srzi, svi oni
pokazuju jaku M2 polarizaciju u zdravom tkivu pod homeostatskim uslovima [94,95]. Mils i
saradnici navode da M1 makrofagi ubijaju kancerske celije, a M2 ih promovisu [91,94,90].
U radu americkih autora iz 2017. genskim profilisanjem uzoraka biopsija 39 razlicitih
tumora se navodi da je prisustvo genskog profila M1 makrofaga bilo povezano s boljom
prognozom u odnosu na profil M2 u mnogim malignitetima [94,95], a na misjem modelu je

terapijskim delovanjem indukovana polarizacija makrofaga iz M2 u M1 [94,97].

S obzirom da znamo da u Hockinovoj bolesti Ho¢kinove i Rid Sternbergove (RS) éelije
zauzimaju manji deo tumorskog tkiva, a da znacajan udeo cine celije mikrookoline u
medusobno razli¢itom kvantitativhom odnosu u zavisnosti od tipa Hockinove bolesti,
ukljucujudi éelije monocitno makrofagnog sistema i T limfocite jasno je da razumevanje
biologije ovih ¢elija doprinosi razvoju novih terapijskih opcija. Ovo je naslo primenu u
imunoterapiji malignih bolesti, uklju¢ujuéi i Hockinov limfom, primenom check point

inhibitora.

U studiji koja je obuhvatila 53 bolesnika s DBKL nivo hepcidina i IL 6 je bio znacajno visi
u odnosu na nivo kod kontrolne grupe zdravih, a produkcija eritropoetina nije bila
adekvatno povisena u odnosu na stepen anemije [87]. U objavljenom komentaru na ovaj
rad navodi se da je ucestalost i stepen anemije kod ispitivanih bolesnika sa DBKL 1
prethodno objavljenim rezultatima na ispitanicima sa Hockinovom bolesti, kao i
koncentracija serumskog gvozda i IL 6 bila slicna, dok je nivo hepcidina bio nesto visi kod
ispitivanih s Hoc¢kinovom bolesti u odnosu na one sa DBKL [86]. Nivo hepcidina je bio
znacajnije povisen i stepen anemije izrazeniji u radu koji se bavio ispitanicima sa multiplim
mijelomom (MM) [98,99] i Waldenstrémovom makroglobulinemijom (WM) [88], uz
ogradu autora da su korisc¢eni razliciti eseji za ispitivanje nivoa hepcidina [86]. Takode se
navodi da je verovatno uticaj BMP-a (eng. bone morfogenic protein), pored IL 6 znacajan
za vecu koncentraciju hepcidina u MM [86,99], a radovi objavljeni pre vise od dvadeset

godina ukazuju na neadekvatnu produkciju eritropoetina u odnosu na stepen anemije, kao 1
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neadekvatan odgovor eritrona na stepen anemije i stimulaciju eritropoetinom [98,99]. Pored
podrazumevajuceg stvaranja hepcidina u jetri otkriveno je i da limfoplazmociti u
Waldenstromovoj makroglobulinemiji proizvode hepcidin sto bi mogao biti dodatni faktor

koji utice na anemiju u ovoj bolesti [88, 80].

Grupa japanskih autora je 2014. publikovala rezultate jednogodisnjeg prospektivhog
ispitivanja veze koncentracije hepcidina s mortalitetom u grupi od 50 anemicnih bolesnika
sa NHL [102]. U zavisnosti od serumske koncentracije hepcidina ispitanici su podeljeni u
grupu s niskim i visokim koncentracijama u odnosu na srednju vrednost koja je bila oko
devet puta veca u odnosu na referentnu vrednost kod zdravih [102]. Visoka serumska
koncentracija hepcidina je bila povezana sa niskim vrednostima hemoglobina, a
kumulativna smrtnost signifikantno veca u ovoj grupi, rizik od smrti je bio Cetiri puta visi u

odnosu na ispitanike u grupi s niskom serumskom koncentracijom hepcidina [102].

Poremecaji metabolizma gvozda, bilo da se radi o deficitu ili nagomilavanju gvozda
uglavnom su se povezivali s hematoloskim bolestima i u svakodnevnoj praksi su cest razlog
za dalje hematolosko ispitivanje. Medutim, novija saznanja o uticaju metabolizma gvozda i
njegovoj regulaciji na sistemskom i ¢elijskom nivou su dovela do uvida u znacaj koji ima u
patogenezi drugih bolesti: inflamatornih, neurodegenerativnih ili malignih, kao 1 u stanjima
povezanim sa starenjem [45-50, 57-63, 91-95, 103-107]. Sve to je uticalo na ispitivanje
novih terapijskih ciljeva 1 potencijalne primene ranije poznatih lekova poput helatora
gvozda u novim indikacijama, kao i razvoj novih terapeutika [71, 72, 74-77, 96, 97, 101,
105-110]. S obzirom na kompleksnost signalnih puteva i uticaj razlicitih citokina na njih i da
se in vivo u zdravlju i bolesti ovi uticaji Cesto prepli¢u rezultati dobijeni na in vitro
modelima u kontrolisanim uslovima se ne mogu uvek lako preneti na teren klinicke
primene. Takode, u ovom momentu nije jasno da li poremecaji u metabolizmu gvozda u
svakoj bolesti u kojoj su uoceni imaju znacaj i koliki je za patogenezu te bolesti ili samo
predstavljaju preklapajuci nalaz. Treba znati i da normalni nalazi serumskih koncentracija
biomarkera metabolizma gvozda ne iskljucuju prisustvo poremecaja na Celijskom nivou

[107,108].
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1.4. GDF-15 U ZDRAVL]JU I BOLESTI

GDF-15 je odvojeni ¢lan porodice transformisuceg faktora rasta 3 (TGF-f), takode se zove
1 makrofag inhibirajuci citokin 1 (MIC-1), NAG-1 (eng. non steroidal anti-inflamatory
drug-inducible gene-1), placentalni TGF-3, PDF (eng. prostate derived factor) 1 PLAB
(eng. placental bone morfogenetic protein) [111-114]. U fizioloskim uslovima u vecoj
koli¢ini se nalazi u placenti gde najvisi nivo dostize pocetkom treceg trimestra trudnoce i
smatra se da utice na imunolosku toleranciju majcinog organizma na plod [111,113,115]. U
nekoliko radova je navedeno da je nivo GDF-15 bio nizi kod trudnica kod kojih se kasnije
javljao pobacaj ili kod onih koje su kasnije dozivele preeklamsiju, te se predlaze kao moguci

koristan marker za pracenje trudnoce [111, 116-118].

Nakon placente, u fizioloskim uslovima ekspresija GDF-15 je najveca u prostati, u kojoj
ovu ekspresiju pored androgena regulise 1 metabolit vitamina D-kalcitriol [111, 119, 120].
Prisustvo GDF-15 u prostati moglo bi imati uticaja na zaStitu spermatozoida od
maternalnog imunog sistema s obzirom da GDF-15 ne utice na vijabilnost spermatozoida,
ali suprimira proliferaciju mononukleara, odnosno B i T limfocita, NK ¢elija i monocita

periferne krvi te bi na taj nacin mogao uticati na uspesnost trudnoce [121].

Van reproduktivnih organa ekspresija GDF-15 u drugim tkivima je mala ili je nema, ali u
odredenim stanjima moze biti indukovana [111,122]. Celije koje ga eksprimiraju u stresnim
1 inflamatornim situacijama su makrofagi, adipociti, celije srcanog misica, endotelne i
glatkomisi¢ne celije krvnih sudova [111, 115]. Publikovani radovi ukazuju na vecu
koncentracija ovog biomarkera u inflamacijama, sepsi, infarktu miokarda, dijabetesu,
razlicitim malignitetima. Sprovodena su istrazivanja s ciljem da se nade mehanizam kojim
ovaj citokin deluje u razlic¢itim patofizioloskim stanjima, kao i receptori za koje se vezuje i
signalni putevi koje aktivira. Pokazano je da deluje preko GFRAL receptora (eng. glial cell
derived neurotrophic factor family receptor a-like) [124,125], ali s obzirom da se on nalazi
samo u arei postremi mozga verovatno je da deluje i preko drugih receptorskih sistema kojt
do sad nisu identifikovani [111]. Regulacija ekspresije GDF-15 je kompleksna i verovatno

zavisna od tkiva zahvaéenog procesom. Regulisana je razli¢itim faktorima, a neki od njih su:

IL-18, TNF-a, IL-2, MCSF-1 (eng. macrophage colony stimulating factor-1) [1206].

Opisuju se uloge GDF-15 u regulaciji apetita, razvoju anoreksije i kaheksije, prezivljavanju

¢elija i tkiva u inflamatornom stresu, prilikom prekida snabdevanja krvlju, kao u infarktu ili
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hirurskim procedurama i kao §to je navedeno u imunoloskoj toleranciji u trudnodi i

malignitetima (slika 5) [111]
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Slika 5. Wischhusen J, et al. GDF-15 u razlicitom fizioloskom i patofizioloSkom kontekstu

[111] (rad je objavljen je pod uslovima Creative Commons Attribution-NonCommercial-No

Derivatives License (CC BY NC ND))

1.4.1. GDF-15 U METABOLICKIM POREMECAJIMA, UPALNIM I
DRUGIM NEMALIGNIM STANJIMA

Anoreksija 1 kaheksija su metabolicki sindromi karakterisani gubitkom apetita, progresivnim
gubitkom telesne mase, redukcijom masnog tkiva i gubitkom skeletne misi¢ne mase [127].
Vise od 80% obolelih od karcinoma u odmaklom klinickom stadijumu ima anoreksiju i
kaheksiju, a istovremeno na ovaj uzrok otpada 20-30% svih smrtnih ishoda povezanih s
kancerom [127]. Ovo je ujedno i stanje u kom je nacin delovanja GDF-15 najpreciznije
objasnjen. Na zivotinjskim modelima je pokazano da GDF-15 aktivira MAP3K11 (eng.

mitogen-activated protein kinase kinase kinase 11) i da to predstavlja okida¢ za gubitak
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telesne mase u kaheksiji povezanoj s malignitetima [111,128]. U kasnijim istrazivanjima su
cetiri nezavisna istrazivacka tima identifikovala GFRAL kao receptor u mozgu preko kog se
ovo dejstvo ostvaruje [111, 124, 125, 129, 130]. Jedna od ovih istrazivackih grupa navodi da
suprafizioloske doze GDF-11 dovode do kaheksije i gubitka telesne mase makar delom
povecavajuci koncentraciju GDF-15. Kad se antitelima blokira GDF-15 vraca se apetit i
povecava telesna masa, ali ne i misicna masa te zaklju¢uju da je za gubitak misi¢ne mase

odgovoran GDF 11 delujuéi na Activin A (slika 6) [131].
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Slika 6. Jones JE, et al. Supraphysiologic administration of GDF11 induces cachexia in part
by upregulating GDF15 (Graphical Abstract) [131] (rad je objavljen je pod uslovima

Creative Commons Attribution-NonCommercial-No Derivatives License (CC BY NC ND))

Metformin je jedan od lekova koji se najc¢esce koriste u terapiji dijabetesa tipa 2, ali i u
insulinskoj rezistenciji i pored snizenja glukoze u krvi dovodi cesto do redukcije telesne
mase. Ovaj lek indukuje stvaranje GDF-15 i dokazano je odgovoran za smanjenje
gojaznosti kod miseva [132]. Ovim su GDF-15 i GFRAL postali potencijalne mete ciljne

terapije za regulisanje telesne mase i energetskog bilansa [111].
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U okviru uloge u metabolizmu moze se posmatrati i uticaj GDF-15 na makrofage. Kod
negojaznih u masnom tkivu preovladuju antiinflamatorni M2 makrofagi [133] koji svoje
metabolicke potrebe zadovoljavaju oksidativhom fosforilacijom [134, 135]. Kod gojaznih je
masno tkivo infiltrisano CD8+ T celijama i postoji polarizacija ka inflamatornim M1
makrofagima kod kojih se energija predominantno dobija glikolizom [135-137], a produkti
ovog metabolickog puta imaju ulogu u odbrani od $tetnih agenasa [135, 138]. Ovo dovodi
do produkcije vece koli¢ine TNF-u i time do glukozne intolerancije i insulinske rezistencije
[111, 137, 139]. Kao odgovor na antiinflamatorne citokine II.-2, II.-4 dolazi do vece
ekspresije GDF-15 u tkivhim makrofagima, aktivacije procesa oksidativne fosforilacije i
time polarizacije ka M2 makrofagima [111, 134, 140]. Na ovaj nacin, a u skladu s imenom
MIC-1 (eng. macrophage inchibitory citokin-1) GDF-15 inhibiranjem zapaljenskih
makrofaga dovodi do poboljsanja metabolickog stanja, smanjenja glukozne intolerancije i
reverzije insulinske rezistencije [111]. Posle navedenog deluje paradoksalno da je kod ljudi
povisen nivo GDF-15 prediktor razvoja dijabetesa tipa 2 i tezine bolesti [141, 142], ali kako
u revijalnom clanku Wischhusen 1 saradnici navode to i dalje ne znac¢i da nema ulogu u

odlaganju manifestne bolesti kod rizicne grupe [111].

S obzirom da je viSe eksprimiran u inflamatornim stanjima, a u skladu s prethodno
navedenim saznanjima, moguce je da predstavlja jedan od modulatora inflamatornog
odgovora koji ima za cilj ponovno uspostavljanje homeostatskih uslova [111]. Luan i
saradnici ga u radu publikovanom 2019. opisuju kao ,,inflamacijom indukovani centralni

medijator tkivne tolerancije® (slika 7) [143].
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Slika 7. LLuan HH, et al. GDF15 is an inflammation-induced central mediator of tissue

tolerance. Graphical Abstract. [143] (s dozvolom izdavaca)

Poznato je da su promene koje vidimo u inflamaciji rezultat uzajamnog dejstva patogena i
napadnutog organizma. Krajnji ishod lecenja sistemskih infekcija zavisi od uspesnosti
savladavanja mikrobioloskog uzrocnika, ali i moguénosti organizma domadina da
iskontrolise imuni odgovor 1 ograni¢i i popravi Stetu u tkivima nastalu u toku borbe s
patogenom. Smatra se da je mortalitet u sepsi prouzrokovan maladaptivnim zapaljenjem u
odgovoru na sistemsku infekciju [144]. Slicnu situaciju nalazimo i nakon infarkta i drugih
nemikrobnih ostecenja tkiva koja dovode do lokalne zapaljenske reakcije te krajnja
posledica predstavlja proizvod sadejstva inicijalnog oStecenja i1 reakcije tkiva na to
ostecenje. Pre vise od dvadeset godina je publikovan rad u kom se otkriva poveéana
ekspresija GDF-15 nakon akutne lezije jetre, bilo hemijske ili hirurske [145]. Kasnije,
Chung 1 saradnici navode povecanu produkciju GDF-15 nakon osteéenja jetre alkoholom
ili ugljen-tetrahloridom [146]. Preziveli miSevi koji nisu eksprimirali GDF-15 imali su veci
stepen fibroze i infiltraciju zapaljenskim CD4+ i CD 8+ limfocitima, monocitima i

neutrofilnim granulocitima [111].

U prethodno navedenom radu Luana 1 saradnika [143] daje se objasnjenje protektivne uloge
GDF-15 u inflamaciji, nezavisno da li je izazvana bakterijskim ili virusnim uzroc¢nikom.
Autori pokazuju da je neophodan za protektivhu produkciju triglicerida u jetri tako Sto

preko GFRAL receptora deluje na 3 adrenergicni signalni put [143]. Navode i1 da se time
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potpomazu metabolicki zahtevi srca 1 sprecava sréano osteéenje 1 insuficijencija i odrzava
telesna temperatura [143]. Ovim se GDF-15 prikazuje kao medijator metabolicke adaptacije

na sistemsku inflamaciju [111, 143] (slika 7).
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Slika 7. Luan HH, et al. Model od GDF-15 regulating Hepatic Sympathetic Outflow

Controlling Lipid Metabolism to Support Cardiac Function [143] (s dozvolom izdavaca)

Nezavisno od mehanizma delovanja postoji konsenzus da GDF-15 deluje protektivno na
srce, jetru 1 bubrege posle akutnog ostecenja 1 da reguliSe povredom posredovani odgovor u

pluc¢ima [111, 147-149].

Protektivnu ulogu GDF-15 na sr¢ani misi¢ pokazuju u ranijim istrazivanjima i drugi autori.
Navode da ima ulogu u sprecavanju hipertrofije, ogranicavanju polja osteenja nakon

infarkta i smanjenju inflamatornog infiltrata u polju ishemija/reperfuzija lezije [150-152].

1.4.2. GDF-15 U MALIGNITETIMA

GDF-15 je ispitivan u mnogim tumorima. Welsh i saradnici nalaze da je najeksprimiraniji
solubilni marker u velikom broju razli¢itih maligniteta [153]. Predlaze se kao koristan
biomarker u dijagnostici i predikciji ishoda digestivnih tumora: karcinoma jednjaka 1 zeluca,
gde je bio i prediktor kaheksije [154-157]. Medutim, neki autori su dobijali i drukcije
rezultate. Skipworth i saradnici iako nalaze prose¢no vise vrednosti GDF-15 u obolelih od
karcinoma jednjaka i Zeluca u odnosu na kontrolnu grupu zdravih volontera 1 da je
postojala slaba korelacija GDF-15 sa dijetnim unosom, ne nalaze korelaciju s BMI,
antropometrijskim merama i gubitkom telesne mase [158]. Ispitanici koji su imali izrazenije

povisen nivo GDF-15 imali su losije prezivljavanje u odnosu na one s nizim
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koncentracijama ovog biomarkera, ali nije bio nezavisni prognozni indikator [158]. Ishige 1
saradnici nalaze da je ekspresija GDF -15 veca u difuznom karcinomu zeluca 1 kad su in
vitro tretirali fibroblaste ovim citokinom doslo je do njihove aktivacije i povecane
proliferacije ¢elija slicno kao kad se izlozi dejstvu TGF-B te su zakljucilli da GDF-15
delujuéi preko aktivacije fibroblasta utice na progresiju difuznog karcinoma zeluca [156].
Pored toga, razlicita istrazivanja potvrduju ulogu ovog markera u kolorektalnom [160-163] i
hepatocelularnom karcinomu [164]. Hogendorf 1 saradnici navode njegovu superiornost u
diferenciranju karcinoma pankreasa od hronicnog pankreatitisa u odnosu na druge cesto
koris¢ene tumor markere [165]. U vise radova se navodi superiornost kombinacije GDF-15
sa PSA u diferenciranju karcinoma prostate od benigne hiperplazije prostate i znacaj
ovakvog testiranja u smanjenju broja nepotrebnih biopsija [166-168]. Brown i autori u radu
objavljenom pre vise od deset godina navode da je kod ispitanika sa visokim vrednostima
GDF-15 pre terapije stopa smrtnosti bila osam puta veca u odnosu na grupu s niskim
nivoom ovog biomarkera [169]. Takode je i1 prisustvo varijante u genu za GDF-15
povezano sa smanjenom ekspresijom GDF-15 bilo praceno smanjenjem mortaliteta time
ukazujuéi na moguénost da modifikuje bolest [169]. Nivo GDF-15 korelirao je s losijom
prognozom i kra¢im prezivljavanjem i1 u radovima koji su se bavili karcinomom ovarijuma
[170-172], malignim melanomom [173-176], glioblastomom [177-179], karcinomom pluca
[180-181].

Za razliku od solidnih tumora gde je velik broj radova koji pokazuju statisticki znacajnu
razliku u ekspresiji GDF-15 izmedu tumorskog i komparabilnog zdravog tkiva, te
prognosticki znacaj ovog markera, u hematoloskim malignitetima je manje ispitivan.
Nalazimo radove s ispitivanjem njegove uloge u multiplom mijelomu, mijeloproliferativnim
neoplazmama (MPN), mijelodisplasticnom sindromu (MDS) 1 akutnoj mijeloidnoj leukemiji

(AML).

Multipli mijelom je hroni¢na bolest koja je, bez obzira na terapijske pomake nastale nakon
uvodenja imunomodulatorne, terapije inhibitorima proteozoma i imunoloske terapije, i
dalje neizleciva bolest s ponavljanim relapsima. Ovo upucuje na pretpostavku da
hemorezistentne mijelomske celije imaju sposobnost samoobnavljanja na koju verovatno
slicno kao 1 kod zdrave mati¢ne ¢elije u kostnoj srzi uticu ¢elije mikrookoline [182]. Tanno
1 saradnici daju model ove intereakcije mijelomskih plazmocita i ¢elija mikrookoline (slika

8) [182].
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Slika 8. Tanno et all. Interactions between MM plasma cells, TICs, and BMSCs. The
interaction between BMSCs and mature MM plasma cells induces GDF15 secretion and
enhances the self-renewal of MM CSCs by AKT, SOX2, and BMI-1. Subsequent

production of mature tumor cells further promotes this process. [182]

U svom istrazivanju ova grupa autora nalazi da stromalne celije kostne srzi obolelih od
multiplog mijeloma proizvode vecu kolicinu GDF-15 u odnosu na one dobijene od zdravih
donora. Tretiranje malignih plazmocita ovim faktorom dovodilo je do veéeg rasta kolonija,
pored toga prijavljuju da je tumorogeni potencijal bio izrazeniji na in vivo modelu, nego u
in vitro uslovima zakljucujuéi da pored povecanja rasta ¢elija mozda uticu i na homing u

kostnoj srzi i na ekspanziju tumorskih ¢elija in vivo [182].

Povecanu ekspresiju GDF-15 u mezenhimalnim ¢elijama kostne srzi obolelih od multiplog
mijeloma prijavljuje nesto ranije i druga grupa autora koja navodi da ovaj citokin povecava
prezivljavanje i od strome zavisnih i primarnih ¢elija multiplog mijeloma [183]. Pored toga,
nalaze 1 da doprinosi rezistenciji ovih celija na melfalan, bortezomib i nesto manje na
lenalidomid [183]. S obzirom na ovakve nalaze dobijene na kulturi ¢elija isti autori su
testirali koncentraciju GDF-15 u plazmi 131 ispitanika obolelog od multiplog mijeloma i
korelirali ga, uz standardne prognozne pokazatelje u ovoj bolesti sa ukupnim
prezivljavanjem (OS) i vremenom do nezeljenog dogadaja (EFS). Nakon merenja
plazmatske koncentracije GDF-15 podelili su grupu u dve podgrupe, one sa nizim i one s
visim koncentracijama GDF-15. Na univarijantnoj analizi EFS je bio signifikantno povezan

sa plazmatskom koncentracijom GDF-15, 2 mikroglobulinom i godinama, a na
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multivarijantnoj samo s koncentracijom GDF-15 i godinama. OS i EFS su bili signifikantno
nizi u grupi sa visokom koncentracijom GDF-15 [183]. Nekoliko autora od 2017.
prijavljuju da komercijalno dostupni rekombinantni GDF-15 sadrze razlic¢itu kolicinu
bioaktivhog TGF-g1 [111, 123, 184,185]. S obzirom na ovaj problem opisivani efekti
pripisivani GDF-15 mogu biti posledica delovanja TGF-B1, pogotovo jer je za sad jedino
dokazano vezivanje GDF-15 za GFRAL receptore u mozgu ¢ime se ne mogu objasniti
imunomodulatorni efekti [111]. Zbog navedenog Wischhusen i saradnici u revijalnom
prikazu dosadasnjih saznanja o ovom citokinu i njegovoj ulozi u razlicitim stanjima se
oslanjaju uglavnom na rezultate ispitivanja na genetskim in vivo modelima ili ex vivo

analizama iz humanih uzoraka [111].

Zhao 1 Yang su testiranjem nivoa GDF-15 kod ispitanika sa multiplim mijelomom pre
terapije 1 kod kontrolne grupe zdravih nasli signifikantno visu koncentraciju u grupi
obolelih, kao i signifikantno visi nivo kod ispitanika u tre¢em klinickom stadijumu u
odnosu na ispitanike u prvom i drugom stadijumu [186]. U ovom radu nije bilo
signifikantne korelacije izmedu GDF-15 i koncentracije M proteina, beta 2 mikroglobulina
ili kreatinina, ali je nakon primljene treée kure terapije kod bolesnika sa redukcijom M
proteina za vise od 50% postojalo signifikantno smanjenje koncentracije GDF-15 dok je
kod onih kod kojih nije bilo uocljivog smanjenja M komponente koncentracija GDF-15

povecana [186].

Grupa istrazivaca iz Ceske je koriste¢i panel sa 92 tumorska markera analizirala one koji su
bili poviSeni u serumu obolelih od multiplog mijeloma, MGUS i kontrolne grupe zdravih.
Adrenomedulin (ADM), GDF-15 i sMICA (eng. Major histocompatibility complex class I-
related chain A) su znacajno vise eksprimirani u multiplom mijelomu u odnosu na MGUS 1
imaju sposobnost razdvajanja ova dva entiteta [187]. Statisticki znacajna razlika u ekspresiji
GDF-15 je postojala izmedu uzoraka obolelih od multiplog mijeloma pre zapocinjanja
terapije 1 uzoraka osoba sa MGUS, takode i izmedu zdravih i obolelih od multiplog

mijeloma 100 dana nakon autologne transplantacije mati¢ne ¢elije hematopoeze [187].

Iako nedostaju saznanja o drugim receptorima za koje bi se GDF-15 vezivao izuzev, vise
puta pomenutog, GFRAL 1 nerazjadnjeni su signalni putevi kojima deluje ipak su brojni
dokazi o njegovom uticaju na prezivljavanje tumorske celije 1 postoji saglasnost da na vise
nivoa inhibira imuni odgovor [111]. Ve¢ je navedeno da u inflamaciji deluje kao fini

modulator 1 spre¢ava mobilizaciju inflamatornih celija na mesto ostecenja i da deluje na
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polarizaciju makrofaga ka M2 za koje je navedeno da promovisu tumorske celije. Postoje
dokazi da deluje na dendriticke celije tako Sto inhibira njihovo sazrevanje i funkciju,
onemogucava se uloga ovih celija u aktiviranju specificnog imunog odgovora i citotoksi¢nih
T limfocita i time pomaze tumorskim celijama da izbegnu imunoloski nadzor [179, 188,
189]. Na ovaj nacin deluje na nastanak tumora. U spomenutom revijalnom clanku
Wischhusena [111] i saradnika daje se zanimljivo objasnjenje za naizgled paradoksalan nalaz
da prekomerna ekspresija GDF-15 kod karcinoma prostate u transgenskom modelu dovodi
do smanjenja veli¢ine primarnog tumora, ali promovise pojavu metastaza [190]. Naime,
Wischhusen i saradnici navode da se smanjenje veli¢ine primarog tumora moze objasniti
antiinflamatornim dejstvom GDF-15, a da s druge strane na pojavu metastaza ne utice
velicina primarnog tumora, ali utice supresija imunoloskog nadzora [111]. Windrichova i
saradnici otkrivaju pet novih biomarkera u pracenju kostanih metastaza, medu njima i
GDF-15 [191]. GDF-15 je i jedan od citokina za koji se misli da imaju ulogu u kostanim
promenama kod multiplog mijeloma tako $to inhibira osteoblaste, a stimulise osteoklaste

(slika 9) [192, 193].
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Slika 9. Borset M, et al. Proteins proposed to be involved in myeloma bone disease.
(kopiranje dozvoljeno pod uslovima Creative Commons Attribution-NonCommercial-No

Derivatives License (CC BY NC ND)) [192].
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U istrazivanju Westhrina 1 saradnika koncentracija GDF-15 je bila signifikantno veca kod
obolelih sa vise od tri koStane lezije, takode je nivo GDF-15 negativho korelirao sa

prezivljavanjem [193].

Pretrazivanjem baza nalazimo pojedinacne radove koji ispituju GDF-15 u AML i MPN.
Grupa egipatskih autora navodi da je u njihovom istrazivanju GDF-15 bio signifikantno
visi kod obolelih od AML u odnosu na kontrolnu grupu, kao i da je koncentracija visa od
prose¢ne u grupi obolelih korelirala s kraéim prezivljavanjem zajedno s visim brojem
trombocita 1 ve¢im brojem blasta u kostnoj srzi [194]. U multivarijantnoj analizi ukupnog
prezivljanja GDF-15 je bio nezavisni faktor rizika [194]. Lu i1 saradnici navode da
leukemijske ¢elije produkuju GDF-15, njime dovode do remodelovanja adipocita kostne
stzi od velikih ka malim adipocitima, a zajednickim kultivisanjem leukemijskih celija s
malim adipocitima primecuju brzu proliferaciju leukemijskih celija [195]. Druga grupa
autora nesto ranije publikuje rad u kom istrazuju ulogu fibroblasta kostne srzi u zastiti

leukemijskih ¢éelija od terapije i navode da ovu ulogu ostvaruju preko GDF-15 [190].

U MPN: pravoj policitemiji (PV) 1 esencijalnoj trombocitemiji (ET) GDF-15 je bio
signifikantno visi nego u zdravoj populaciji, ali bez obzira na visok nivo nije bilo ocekivane
supresije hepcidina $to autori objasnjavaju mogucim kompenzatornim mehanizmom kako
bi se sprecio dalji rast eritropoezne aktivnosti [197]. Kod obolelih sa prisuthom mutacijom
JAK 2 V617F nivo GDF-15 je bio signifikantno visi u odnosu na obolele bez ove mutacije
[197]. Grupa japanskih autora publikuje rezultate istrazivanja uloge ovog citokina u
hematoloskim malignitetima i nalazi da je veci u svim bolestima u odnosu na kontrolnu
grupu zdravih, a najviSe vrednosti su dobili kod obolelih od mijelofibroze [198].
Imunohistohemijskim bojenjem uzoraka kostne srzi obolelih nalaze da GDF-15 najvise
eksprimiraju megakariociti te njih smatraju izvorom povisenih vrednosti [198]. U daljem
istrazivanju koriste rekombinantni GDF-15 i ispitujuci njegov efekat na mezenhimalne
celije kostne srzi u in vitro uslovima dolaze do zakljucka da stimuliSe osteoblastnu
diferencijaciju mezenhimalnih celija 1 da na mi§jem modelu stimulisu stvaranje osteogenih
formacija  [198]. Ako 1 uzmemo s rezervom poslednji deo istrazivanja uticaja
rekombinantnog GDF-15 na mezenhimalne ¢elije u kostnoj srzi s obzirom da u godinama
koje slede drugi autori prikazuju problem s cistocom rekombinantnog GDF-15, ostaju

rezultati ispitivanja iz bioloskih uzoraka seruma i kostne srzi.
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Iz navedenih radova namece se zakljucak da je uloga celija mikrookoline u inicijalnom
nastanku, a potom 1 u rastu i proliferaciji maligne celije klju¢na, kao 1 da od ovih ¢elija
znacajno zavisi odgovor na standardnu hemioterapiju, ali i efikasnost nove terapije poput
check point inhibitora ili CAR T ¢elija. Kako bi se $to preciznije sagledali mogudi uticaji iz
mikrookoline na tumorsku ¢eliju ispituju se razliciti citokini, receptori i signalni putevi, ali
se cesto dobijaju i oprec¢ni rezultati. Isti markeri, kao u ovom sluc¢aju GDF-15, se u nekim
istrazivanjima spominju kao prediktori lose prognoze, a u drugim se argumentovano
objasnjava da im je primarna uloga u odrzavanju homeostatskih uslova. Iste komplikacije
bolesti kod svih bolesnika obolelih od iste bolesti izgleda da nisu uvek posredovane istim

mehanizmima [192].

Wiklund 1 saradnici su ispitivali prediktivni znacaj koncentracije GDF-15 sa mortalitetom
bilo kog uzroka u dve kohorte: prvu su c¢inili muskarci, njih 876 starosti od 35 do 80
godina, a drugu 324 istopolna para blizanaca, od kojih su 69% bile Zene [199]. Period
pracenja je bio do 14 godina. GDF-15 je bio nezavisni prediktor mortaliteta u grupi
ispitivanth muskaraca, ovi rezultati su potvrdeni 1 u grupi blizanaca, a ostali su 1 nakon
prilagodavanja duzini telomere, nivou IL-6 i CRP-a [199]. Ispitivan je prediktorni znacaj za
smrtnost bilo kog uzroka, kao i odvojeno za mortalitet uzrokovan malignitetom ili
kardiovaskularnim dogadajem i u svim slucajevima se pokazao kao znacajan prognozni
parametar na c¢iju koncentraciju podjednako uticu genetski i faktori sredine [199]. Slicne
rezultate na drukéijim grupama ispitanika dobijali su 1 drugi istrazivaci [200,201].
Rothenbacher i saradnici su korelirali nivo GDF-15 u serumu 1470 odraslih osoba starosti
2065 godina pored laboratorijskih i sa funkcionalnim parametrima kao $to su brzina hoda,
snaga stiska ruke 1 duzina hodanja [200]. Takode, nalaze konzistentnu povezanost nivoa
GDF-15 sa mortalitetom bilo kog uzroka i nakon prilagodavanja vrednostima drugih
laboratorijskih parametara inflamacije, sr¢anog ostecenja 1 fizicke funkcije [200]. Ovi autori
primecuju kako GDF-15 mozda nije koristan marker organ specificnog ostecenja nego
kumulativhog pada nekoliko fizioloskih sistema i moze biti pokazatelj vulnerabilnosti
povezane sa starenjem [200]. U populaciji 240 zdravih odraslih osoba od 22 do 93 godine
ispitivana je koncentracija 1301 proteina u plazmi, GDF-15 je imao signifikantno najjacu

povezanost s godinama [202].

Citajuci ove radove namece se misljenje da ovaj citokin moze predstavljati surogat marker

bioloskog potencijala obolelog. S obzirom da na ishod lec¢enja obolelih od LPN znacajno
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utice 1 ovaj potencijal, a 1 izbor terapije zavisi od njega bilo bi korisno ispitati potencijalnu

ulogu GDF-15 u LPN i njegovu korelaciju s drugim parametrima aktivnosti bolesti.
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2. CILJEVI I HIPOTEZE ISTRAZIVAN]JA
2.1. CILJEVI ISTRAZIVAN]JA:

Ispitati cirkuliSu¢i nivo biomarkera metabolizma gvozda (feremija, transferin,
feritin, solubilni transferinski receptor), kompletnu krvnu sliku, broj retikulocita i
utvrditi njihovu vezu sa hepcidinom i GDF-15 kod obolelih od LPN kod kojih je
indikovana primena antilimfomske terapije i kod obolelih od LPN na ,;watch and
wait® rezimu.

Ispitati povezanost/korelaciju biomatkera metabolizma gvozda, GDF-15 i
hepcidina sa standardnim laboratorijskim pokazateljima aktivnosti bolesti (brzinom
sedimentacije ~ (SE), C reaktivnim proteinom, laktat dehidrogenazom,
B2mikroglobulinom) u grupi obolelih od LPN kod kojih je indikovano lecenje i
obolelih u ,,watch and wait* grupi.

Utvrditi postoji li statisticki znacajna razlika u serumskoj koncentraciji gvozda,
transferina, feritina, solubilnog transferinskog receptora, hepcidina i GDF-15 kod
ispitanika na ,watch and wait“ rezimu 1 ispitanika kojima je indikovana
antilimfomska terapija.

Ispitati korelaciju serumske koncentracije gvozda, transferina, feritina, GDF-15 i
hepcidina s postignutim terapijskim odgovorom: parcijalnom ili kompletnom

remisijom.
2.2. HIPOTEZE:

1. Postoji statisticki znacajna pozitivha korelacija koncentracije GDF-15 sa
brojem leukocita i monocita i statisticki znacajna negativna korelacija nivoa
hepcidina sa brojem Erc, Rtc, koncentracijom Hg i Htc, a pozitivha sa
nivoom feritina kod obe grupe ispitanika sa LPN.

2. Postoji statisticki znacajna pozitivna korelacija koncentracije feritina, GDF-
15 1 hepcidina sa standardnim parametrima aktivnosti bolesti (SE, CRP,
LDH, B2mikroglobulinom) kod obe grupe ispitanika.

3. Postoji statisticki znacajna razlika u koncentraciji feritina, GDF-15 i
hepcidina izmedu dve grupe ispitanika. Statisticki su znacajno vise vrednosti

feritina, GDF-15 i hepcidina u grupi ispitanika kod kojih je indikovana
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antilimfomska terapija u odnosu na grupu ispitanika koji su na ,;watch and
wait® rezimu,

Kod ispitanika kod kojih je postignuta kompletna ili parcijalna remisija
dolazi do normalizacije ili priblizavanja referentnim vrednostima serumske

koncentracije biomarkera metabolizma gvozda, GDF-15 1 hepcidina.
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3. MATERIJAL I METODE

Istrazivanje je prospektivna studija u koju su ukljuceni ispitanici sa
dijagnostikovanim zrelim B limfoproliferativnim neoplazmama, leceni 1 kontrolisani na
Klinici za hematologiju, u Hematoloskoj dnevnoj bolnici ili Specijalistickoj hematoloskoj

ambulanti Klinickog centra Vojvodine u periodu od 2017. do 2021. godine.

Pre zapocinjanja istrazivanja dobijena je saglasnost Etickog odbora Klinickog centra
Vojvodine i Medicinskog fakulteta Univerziteta u Novom Sadu, a svi ispitanici su nakon

dobijene informacije o ispitivanju potpisom potvrdili saglasnost za ukljucenje u studiju.

Dijagnoza LPN je bila postavljena patohistoloskim i imunohistohemijskim pregledom
bioptata limfnog cvora ili kostne srzi, ili protocnom citometrijom iz periferne krvi, a u

skladu s aktuelnim vodi¢ima.
3.1. UZORAK
Kriterijumi za ukljucivanje ispitanika u istrazivanje su bili:

1. Dijagnostikovana zrela B LPN
2. Starost 218 godina

3. Osobe oba pola, ukljucujudi Zene u generativhom periodu
Istrazivanje je obuhvatilo dve grupe ispitanika.

Prvu grupu je cinilo 40 ispitanika sa novodijagnostikovanom zrelom B LPN (indolentni ili
agresivni NHL, HLL ili Hockinova bolest) ili u relapsu nakon §to su prethodno bili
minimalno 6 meseci u remisiji, a koji su u momentu ukljucivanja u istrazivanje imali

indikaciju za zapocinjanje antilimfomske/antileukemijske terapije.

Druga grupa ispitanika je obuhvatila 31 osobu obolelu od indolentne LPN koja u momentu
ukljucenja u istrazivanje, a i u momentu ponovljenog uzorkovanja materijala za ispitivanje
parametara od znacaja, na kontrolnom pregledu, nije imala indikaciju za zapocinjanje
antilimfomske/antileukemijske terapije, odnosno bili su na ,,watch and wait“ rezimu (grupa
5 W&W).

Kriterijumi za iskljucivanje ispitanika iz istrazivanja su bili:

1. Trudnoca i dojenje
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2. Porodaj u prethodnih Sest meseci

3. Primena preparata gvozda ili transfuzije krvi u tri meseca koja su prethodila
ukljucivanju

4. Dijagnostikovan drugi malignitet

5. Teska srcana bolest (dekompenzovana kardiomiopatija, atrijalna fibrilacija ili
preboleli infarkt unutar 6 meseci pre ukljuc¢ivanja ili nakon ukljucivanja, a pre
poslednjeg uzorkovanja materijala)

6. Koncentracija glukoze u krvi >6,1mmol/1

7. Serumska koncentracija kreatinina iznad gornje granice referentne vrednosti

8. Akutna inflamacija u vreme ukljucivanja ili prilikom uzorkovanja materijala za
kontrolne analize

9. Hroni¢ne inflamatorne ili sistemske bolesti vezivnog tkiva

10. U prvoj grupi ispitanika kod kojih je bila indikovana terapija dodatni kriterijum za

iskljucivanje je bila ejekciona frakcija (EF)<50%

Nakon ukljucenja u istrazivanje, uzetih anamnestickih podataka i klinickog pregleda svim
ispitanicima su uradene standardne laboratorijske analize, radioloski 1 dodatni pregledi po
algoritmu za LPN, a u skladu s vodicem SLG [4] kako bi se procenila velicina tumorske

mase, klinicki stadijum i potreba za specificnom antilimfomskom terapijom.

Bolesnici su sukcesivno uklju¢ivani tokom perioda od marta 2017. do decembra 2020.

godine, a praceni su do marta 2021. godine.

U prvoj grupi ispitanika, grupa ,Jleceni®, materijal za laboratorijske analize od znacaja za
istrazivanje je uzorkovan u tri navrata: pre zapocinjanja specificne terapije, nakon primljene
2 do 4 terapijske kure, odnosno na 1. reviziji i unutar tri nedelje do tri meseca od primljene
poslednje terapijske kure. Vreme obavljanja prve revizije, odnosno da li se radi nakon
druge, trece ili cetvrte terapijske kure zavisilo je od vrste LPN, klinickog stadijuma,
inicijalno prisutnih faktora povezanih s loSom prognozom, a u skladu s aktuelnim
vodi¢ima. Od istth faktora zavisilo je i1 vreme revizije nakon zavrSetka lecenja. Kod
indolentnih LPN kod kojih klinicki nalaz nije ukazivao na progresiju bolesti, a i postizanje
parcijalnog odgovora predstavljalo je zadovoljavajuc nalaz revizija se mogla odloziti do 3

meseca. Kod agresivnih LPN kod kojih je cilj bio postizanje kompletne remisije revizija se
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radila nakon tri do cetiri nedelje, kako bi se ako nije postignut kompletan odgovor $to

ranije odlucilo o primeni druge terapijske linije i nastavilo lecenje.

U drugoj grupi ispitanika, koji su praceni i nije bilo indikacija za zapocinjanje lecenja, grupa
,»w&w* materijal je uzorkovan dva puta: prvi put pri ukljucivanju u istrazivanje i drugi put
na kontrolnom pregledu koji je uglavnom bivao u periodu od 3 do 4 meseca, kad 1 dalje nije

bilo indikacija za zapocinjanje terapije.

Ako bi se na kontrolnom pregledu ispitanika iz druge grupe zbog progresije bolesti
postavila indikacija za zapocinjanje terapije bili bi iskljuceni iz istrazivanja i nakon
kompletne revizije pre zapocinjanja lecenja, a u odsustvu drugih kriterijuma za iskljucenje,

bili bi ukljuceni u istrazivanje u grupu ,,leceni®.

3.2.METODE LABORATORIJSKIH ISPITIVANJA
Ispitanicima u obe grupe analizirani su isti laboratorijski parametri:

1. Parametri krvne slike: broj leukocita (Lkc) i leukocitarna formula, broj eritrocita
(Erc), koncentracija hemoglobina (Hg), hematokrit (Hct), retikulociti (Rtc) i
eritrocitni indeksi (MCV, MCH, MCHC).

2. Parametri aktivnosti osnovne bolesti i standarni inflamatorni parametri: brzina
sedimentacija (SE), serumska koncentracija laktat dehidrogenaze (LDH), C
reaktivnog proteina (CRP), B2mikroglobulina (82M), albumina 1 plazmatska
koncentracija fibrinogena

3. Biomarkeri metabolizma gvozda: serumska koncentracija gvozda, transferina,
feritina, solubilni transferinski receptor (sTfR)

4. Serumska koncentracija hepcidina

5. Serumska koncentracija GDF-15

Svim ispitanicima je uzorkovana venska krv u jutarnjim satima, naste, po standardnoj
proceduri u Hematoloskoj dnevnoj bolnici ili na Klinici za hematologiju. Sve analize su
uradene u Centru za laboratorijsku medicinu Klinickog centra Vojvodine po prihvacenoj

proceduri, a u skladu s principima dobre laboratorijske prakse.
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Parametri krvne slike, brzina SE, CRP, LDH, 82M, Fe, transferin, feritin, sTfR odredivani

su po standardnoj proceduri.

Materijal za analize koje se ne rade redovno: hepcidin i GDF-15 je nakon uzorkovanja iz
venske krvi u epruvetu za biohemijske analize, bez antikoagulansa, centrifugiran 1 serum je
zamrznut i ¢uvan na temperaturi -70°C, u zamrzivacu Klinike za nefrologiju i klini¢ku
imunologiju Klinickog centra Vojvodine ili u Centru za laboratorijsku medicinu Klinickog

centra Vojvodine.

Parametri krvne slike, broj Lkc, Erc, eritrocitni indeksi, leukocitarna formula, broj Rtc je
odredivan na hematoloskom brojacu ABH Pentra HL 80 (Horiba, Japan) metodom

protocne citometrije uz upotrebu komercijalnih setova istog proizvodaca.

Serumska koncentracija LDH odredivana je enzimskom metodom na biohemijskom
analizatoru  ADVIA 1800 uz koriSéenje komercijalnih setova proizvodaca Simens,
Nemacka. Serumska koncentracija CRP odredivana je imunoturbidimetrijskom metodom
na biohemijskom analizatoru ADVIA 1800, uz korisé¢enje komercijalnih setova proizvodaca
Simens, Nemacka. Serumska koncentracija 32M je odredivana imunometrijskom metodom

na analizatoru Arhitekt ci4000 uz koriséenje komercijalnih setova firme Abot, Nemacka.

Serumska koncentracija gvozda je odredivana spektrofotometrijski, a serumske
koncentracije transferina i feritina imunoturbidimetrijskom metodom na biohemijskom
analizatoru ADVIA 1800 uz upotrebu komercijalnih kitova proizvodaca Simens, Nemacka.
Solubilni transferinski receptor (sTfR) je nefelometrijski odredivan imunohemijskom
reakcijom na nefelometru BN ProSpec, uz koris¢enje komercijalnih setova firme Siemens,

Nemacka.

Serumske koncentracije hepcidina i GDF-15 su odredivane nakon odmrzavanja iz
prethodno zamrznutih seruma ¢uvanih na -70°C, ELISA metodom na analizatoru RYTO

upotrebom komercijalnih setova R&D po uputstvu proizvodaca.
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3.3.PROCENA TERAPIJSKOG ODGOVORA

Procena terapijskog odgovora je vrsena u prvoj grupi ispitanika nakon uvida u nalaze prve
revizije posle primljene 2 do 4 terapijske kure, odnosno po pristizanju laboratorijskih
rezultata drugog uzorkovanja u ovoj grupi i unutar jednog do tri meseca nakon zavrsetka
terapije, odnosno posle uvida u rezultate laboratorijskih analiza treéeg uzorkovanja
materijala. Radioloski i dodatni pregledi i procena terapijskog odgovora je radena u
zavisnosti od tipa LPN, mesta gde je bolest inicijalno bila prisutna, a u skladu sa vodicem
SLG i Lugano klasifikacijom [4]. Za procenu odgovora kod FDG-avidnih LPN: Hockinove
bolesti i DBKL raden je PET/CT sken, a kod neavidnih kompjuterizovana tomografija.
Kod obolelih sa Hockinovom bolesti ili NHL i inicijalno prisutnom infiltracijom kostne
stzi rebiopsija kostne srzi je radena posle 1 do 3 meseca od primljene poslednje terapijske

kure, odnosno nakon oporavka od jatrogene citopenije.

3.4.STATISTICKE METODE

Analiza podataka je izvrSena koris¢enjem statistickog paketa IBM SPSS Statistics
22. Obrada podataka je obuhvatila metode deskriptivne 1 inferencijalne statistike.
Numericka obelezja su prikazana putem srednjih vrednosti (aritmeticka sredina, medijana) i
mera varijabiliteta (standardna devijacija, interkvartilni rang), a atributivna obelezja

koris¢enjem frekvencija 1 procenata.

Testiranje razlika u distribuciji frekvencija za atributivha obelezja je vrSeno
primenom hi kvadrat testa. Testiranje razlika vrednosti dve grupe podataka vrieno je
primenom Studentovog t-testa za parametarske podatke, odnosno neparametarskog Man-
Vitnijevog testa. Testiranje razlika vrednosti tri ili viSe grupa podataka je vrSeno primenom
jednosmerne analize varijanse (ANOVA) za parametarske podatke, odnosno Kruskal-Valis
testa za neparametarske podatke. Poredenje vrednosti za dva zavisna uzorka je vrseno
primenom Studentovog t-testa za vezane uzorke za parametarske podatke, odnosno
Vilkoksonovog testa za neparametarske podatke. Spirmanov koeficijent korelacije je
primenjen za testiranje povezanosti GDF-15 1 hepcidina 1 sa ostalim parametrima. Svi

testovi su dvostrani sa nivoom znacajnosti p<0.05.
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4. REZULTATI ISTRAZIVANJA
4.1. OPIS UZORKA
Istrazivanje je sprovedeno na ukupno 71 ispitaniku, 40 u grupi lecenih i 31 u ,,watch and
wait™ grupi. Vise je bilo Zena u obe grupe, a najveci broj ispitanika pripada starosnoj
kategoriji 45-64 godine (60% grupa lecenih, 64,5% “watch and wait” grupa). Svaki cetvrti
leceni ispitanik (25%), odnosno skoro svaki treci iz “watch and wait” grupe (32,3%) je
starosti 65 ili viSe godina. Nije utvrdena znacajna razlika u polnoj (p=0,640) i starosnoj

strukturi (p=0,242) izmedu dve grupe ispitanika (tabela 06).

Tabela 6. Polna i starosna struktrura u grupi lecenih i “watch and wait” grupi

Karakteristike Grupa leCenih “Watch and p

wait” grupa

N % N %

Pol

Y’ = 0,218,
Muski 19 47,5 13 41,9
§ p = 0,640
Zenski 21 52,5 18 58,1
Starosne kategorije (god.)
19-44 6 15,0 1 32 = 2,840,
45-64 24 60,0 20 645 p=0,242
65+ 10 25,0 10 32,3
ProsecCna starost 55,80 + 11,14 59,90 £ 8,53 t= 1,700,
(MeantSD) p = 0,094

Vise od polovine lecenih ispitanika (52,5%), odnosno “watch and wait” grupe (58,1%) ¢ine
zene. Prosecna starost je nesto niza u grupi lecenih (55,80  11,14) u odnosu na na “watch
and wait” grupu (59,90 £ 8,53), pri ¢emu dobijena razlika nije statisticki znacajna

(p=0,094).

Utvrdena je znacajna razlika u stadijumu izmedu dve grupe ispitanika (x> = 21,654,
p<0,001). Svaki drugi le¢eni ima IV stadijum bolesti, 17,5% ispitanika ima III stadijum
bolesti, svaki cetvrti (25%) ima II stadijum, a svaki trinaesti (7,5%) je u I stadijumu bolesti.

Za razliku od grupe lecenih, svaki drugi ispitanik ,,w&w” grupe ima I stadijum bolesti,
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manje od treéine (29%) ima II stadium, 3,2% ispitanika stadium III, a svaki Sesti stadium

IV. Podaci su prikazani na grafikonu 1.

60

50 51,6 .|
50 ] II

40 mil

% 29

20 17,5 16,1

3,2
0 - | =

Leceni "w &w"

Grafikon 1. Klinicki stadijum bolesti ispitanika u obe grupe

U grupi lec¢enih veéina ispitanika je imala indolentnu LPN 27/40: folikularni limfom (FCL),
hroni¢nu limfocitnu leukemiju/sitnocelijski limfom (HLL/SLL), limfom marginalne zone
(MZL), mantl ¢éelijski limfom (MCL), 2 ispitanika su imala nodularni limfocitima
predominirajuci Hockinov limfom (NLPHL), dok je 13 ispitanika imalo agresivnu LPN:
difuzni B krupnocelijski limfom (DBKL) ili klasi¢ni Hockinov limfom (cHL). U ,;watch
and wait” grupi ispitanika koji nisu imali indikaciju za zapocinjanje terapije veéinu (61,3%0)

su ¢inili ispitanici s HLL/SLL. (grafikon 2)
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Grafikon 2. Tip LPN u grupi lecenih 1 ,,watch & waith” grupi (%)

Legenda: NILLPHI -nodularni limfocitima predominirajuci Hockinov limfon, MZ1 -marginalne gone
limfom, MALT- ekstranodalni marginalne gone limfomr MALT tip, cHI ~klasican Holkinov limfom,
MCL-mant] éelijski limform, HLL/ SLL-hronitna limfocitna leukemija/ sitnocelijski limfon, FCL-
Sfolikularni limfom, DBKI_-difuzni B krupnocelijski limfom

Utvrdena je znacajna razlika u prisutvu B simptoma izmedu dve grupe ispitanika (p<0,001).
Prisutni su kod vise od trecine lecenih (37,5%), odnosno kod nijednog ispitanika u “watch
and wait” grupi. Infiltracija kostne srzi je znacajno prisutnija u “watch and wait” u odnosu
na grupu lecenih (71% vs 45%; p=0,029). Slezina je uvecana kod skoro svakog drugog
lecenog (48,7%) odnosno kod skoro svakog desetog pacijenta u “watch and wait” grupi
(9,7%) 1 ova razlika je statisticki znacajna (p<<0,001). Nije utvrdena znacajna razlika u
prisustvu hepatomegalije izmedu dve analizirane grupe (p=0,165). Podaci su prikazani u

tabeli 7.
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Tabela 7. Prisustvo B simptoma i infiltracije sekundarnih limfati¢nih organa u obe

grupe
Karakteristike Grupa leCenih “Watch and p
wait” grupa
N % N %
B Simptomi
y* = 15,218,
Prisutni 15 37,5 0 0
Odsutni 25 62,5 31 T = 0ot
Infiltracija kostne
StZi y* = 4,788,
Da 18 45 22 71 p = 0,029
Ne 22 55 9 29
Hepatomegalija
Da 5 12,8 8 25,8 ¥' = 1,926,
Ne 34 87,2 23 74,2 p =0,165
Splenomegalija
Da 19 48,7 3 9,7 = 12,215,
Ne 20 51,3 28 90,3 p < 0,001
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4.2. DESKRIPCIJA
Parametri kompletne krvne slike tokom posmatranog perioda u grupi lecenih, zajedno sa
testiranjem znacajnosti razlike vrednosti po zavrietku terapije u odnosu na pocetak
posmatranja, prikazane su u tabeli 8.
Tabela 8. Parametri kompletne krvne slike u grupi le¢enih tokom posmatranog

perioda. Deskriptivni parametri

Parametri Pre terapije Sredina terapije Posle terapije P
KKS
Eritrociti 4,5410,62 4,2010,53 4,3710,51 t=1,859,
(x10"/L) p=0,071
Leukociti 7,46 (5,061-12,45) 4,15 (2,68-5,84) 4,87 (3,37-6,14) 2=4,557
(x10°/1) p<0,001
4,24 (3,18-5,67) 1,74 (0,81-3,34) 2,71 (1,76-3,91) 7=4,124
ABN (x10°/L)
p<0,001
1,81 (1,12-2,82) 1,25 (0,82-1,71) 1,16 (0,83-1,45) 7=4,530
ABLy (x10”/L)
p<0,001
ABMo 0,57 (0,43-0,87) 0,55 (0,44-0,62) 0,51 (0,39-0,59) 7=1,761
(x10°/1) p=0,078
Hemoglobin 129,00£20,01 122,30£13,91 127,28%12,67 t=0,589,
/L) p=0,560
0,39%0,05 0,371£0,04 0,3910,04 t=0,615,
Hematokrit
p=0,542
0,07%0,03 0,09£0,03 0,08£0,02 t=1,467,
Rtc (x10"%/L)
p=0,150
86,95£6,95 87,9314,51 88,98£4,76 t=2,083,
MCV (fL)
p=0,044
28,53%2,16 29,16%1,86 29,26+2,16 t=2,190,
MCH (pg/cell)
p=0,034
328,53+17,33 331,38+11,33 328,75+12,83 t=0,073,
MCHC (g/L)
p=0,942

Podaci prikazani kao Mean®SD; Med (I0R)
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Legenda: ABN-apsolutni broj neutrofilnih granulocita, ABLy-apsolutni broj limfocita, ABMo-apsolutni

broj monocita

Utvtden je znacajno nizi broj leukocita (p<<0,001), neutrofilnih granulocita (p<<0,001) i

limfocita (p<0,001) posle terapije u odnosu na period pre lecenja. Znacajno su vise

vrednosti MCV (p=0,044) i MCH (p=0,034) posle u odnosu na vreme pre terapije.

Tabela 9. Parametri kompletne krvne slike u “watch and wait” grupi tokom

posmatranog perioda. Deskriptivni parametri

Parametri KKS Inicijalno Na kontroli p
(MeantSD; Med) (MeantSD; Med)

Eritrociti 4,59£0,55 4,58%0,56 t=0,114, p=0,910

(x10"%/L)

Leukociti 13,22 (6,20-29,20) 13,40 (6,90-25,06) 7=0,333,

(x10°/1) p=0,739

3,52 (2,57-4,43) 3,68 (2,93-4,53) 7=1,832,
ABN (x10”/L)
p=0,067
9,94 (1,89-23,29) 8,69 (1,85-20,41) 7=0,715,
ABLy (x10”/L)
p=0,474
0,51 (0,40-0,84) 0,56 (0,40-0,84) 7=0,872,
ABMo (x10°/L)
p=0,383
Hemoglobin 141,10+13,20 140,90%£12,11 t=0,143, p=0,887
(g/L)
Hematokrit 0,42+0,03 0,42+0,04 t=0,943, p=0,353
Rtc (x10%/1) 0,06%0,02 0,06%0,02 t=0,215, p=0,831
MCV (fL) 92,85%5,70 92,14+5,07 t=1,181, p=0,247
MCH (pg/cell) 30,98+2,32 30,91+2,01 £=0,265, p=0,793
MCHC (g/1.) 333,58+10,48 335,65%11,15 t=1,102, p=0,279

Podaci prikazani kao Mean®SD; Med (I0R)

Legenda: ABN-apsolutni broj neutrofilnib granulocita, ABLy-apsolutni broj limfocita, ABMo-apsolutni

broj monocita
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Nije utvrdena znacajna razlika u vrednostima parametara kompletne krvne slike u “watch

and wait” grupi na kraju posmatranja u odnosu na pocetne vrednosti (tabela 9).

Tabela 10. Biomarkeri metabolizma gvoZda u grupi leCenih tokom posmatranog

perioda. Deskriptivni parametri

Biomarkeri
Pre terapije Na sredini terapije Posle terapije
metabolizma
(MeantSD; Med) (MeantSD; Med) (MeantSD; Med)
gvozda
7=0,134,
Fe (umol/L) 11,95 (7,50-16,23) 11,25 (9,20-14,68) 12,10 (9,63-14,65)
p=0,893
t=1,282,
Transferin (g/L) 2,3310,35 2,40%0,40 3,0213,42
p=0,208
7=1,808,
Feritin (ug/L) 99,65 (46,80-199,20) 162,30 (81,25-272,20) 123,80 (48,75-297,25) 0.062
p=Y,
7=1,929,
sTfR (mg/L) 1,52 (1,20-1,80) 1,85 (1,32-2,00) 1,68 (1,40-2,03)
p=0,054
0,79 (0,56-1,05) 0,77 (0,65-0,98) 0,81 (0,65-1,10) 7=1,479,
sTfR/log(feritin)
p=0,139

Podaci prikazani kao Mean®SD; Med (I0R)

Nije utvrdena znacajna razlika u promeni vrednosti analiziranih biomarkera metabolizma

gvozda posle terapije u odnosu na pocetne vrednosti (tabela 10).

Tabela 11. Biomarkeri metabolizma gvozZda u “watch and wait” grupi tokom

posmatranog perioda. Deskriptivni parametri

Biomarkeri

metabolizma gvoZda

Inicijalno

(MeantSD; Med)

Na kontroli P
(MeantSD; Med)

Fe (umol/L)

17,50 (15,20-23,30)

14,20 (12,30-20,50)

7=1,490, p=0,136

Transferin (g/L)

2,70%0,39

2,601+0,35

t=1,570, p=0,127

Feritin (ug/L)

91,50 (42,00-142,00)

82,50 (44,00-109,40)

7=1,532, p=0,125

sTfR (mg/L)

1,55 (1,12-1,86)

1,37 (1,10-1,63)

7=2,034, p=0,042

sTTR /log(feritin)

0,74 (0,59-1,00)

0,79 (0,53-0,04)

7=0,666, p=0,505

Podaci prikazani kao Mean®SD; Med (I0R)
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Vrednosti sTfR u “watch and wait” grupi su znacajno nize na kraju posmatranja u odnosu
na pocetne vrednosti (p=0,042), dok za ostale parametre metabolizma gvozda nije utvrdena

znacajna razlika vrednosti tokom posmatranog perioda. Podaci su prikazani u tabeli 11.

Tabela 12. Laboratorijski markeri aktivnosti bolesti u grupi leCenih. Deskriptivni

parametri
Markeri Na pocetku th Na sredini th Na kraju th P
aktivnosti
bolesti
1,70 (0,60-9,70) 3,00 (0,73-7,20) 1,90 (0,83-3,33) Z=1,110
CRP (mg/L)
p=0,267
193,00 (162,5- 197,50 (161,25-225,75) 206,50 (187,75-253,50) Z=0,195
LDH (U/L)
263,75) p=0,845
3,09 (2,29-4,15) 2,56 (2,08-3,16) 2,45 (2,05-2,80) 2=3912
B2M (mg/1)
p<0,001
44,51£5,06 42,88 £ 4,01 44,59+3,58 t=0,093
Albumin (g/L)
P=0.097
3,07 (2,53-4,01) 4,21 (3,42-4,85) 3,69 (3,11-4,35) 7=1,445
Fibrinogen (g/L)
p=0,148
13,50 (6,25-31,50) 24 (14-30) 16,00 (11,25-34,50)  Z=0,300
SE (mm u 1.satu)
p=0,764
610 (380-839) 748 (482-910) 680 (496-995) 7=2,205
GDF-15 (pg/mlL)
p=0,027
6760 (5050-10800) 6600 (4090-7875) 0530 (2365-7040)  Z=2,547
Hepcidin (pg/mL)
p=0,011

Podaci prikazani kao Mean®SD; Med (I0R)

Analiziranjem  laboratorijskih  markera aktivnosti bolesti (CRP, LDH, beta 2
mikroglobulina, brzine sedimentacije, albumina, fibrinogena), hepcidina i GDF-15 tokom
posmatranog perioda u grupi lecenih ispitanika (tabela 12), utvrdene su znacajno nize

vrednosti B2M posle u odnosu na vreme pre terapije (p<<0,001), kao i znacajno nize
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vrednosti hepcidina (p=0,011) posle terapije. Vrednosti GDF-15 su znacajno vise nakon

lecenja u odnosu na pocetne vrednosti (p=0,027).

Tabela 13. Laboratorijski markeri aktivnosti bolesti u “watch and wait” grupi.

Deskriptivni parametri

Markeri
aktivnosti

bolesti

Inicijalno

(MeantSD; Med)

Na kontroli

(MeanxSD; Med)

CRP (mg/L)

0,80 (0,50-1,40)

0,80 (0,50-1,60)

7=0,890, p=0,374

LDH (U/L)

174 (170-209)

188 (161-212)

70,021, p=0,964

B2M (mg/L)

2,07 (1,80-2,50)

2,07 (1,89-2,20)

7=0,216, p=0,829

Albumin (g/L)

47,75+3,46; 47,85

46,56+2,99; 46,83

=1,870, p=0,71

Fibrinogen

/1)

3,08 (2,59-3,42)

3,20 (2,79-3,75)

7=1,419, p=0,156

SE (mm u 1.h)

8 (5-11)

8 (4-14)

70,046, p=0,963

GDF-15
(pg/ml)

560 (280-620)

580 (440-800)

7=1,959, p=0,050

Hepcidin
(pg/ml)

6520 (4200-7200)

6520 (2600-6580)

7=1,059, p=0,290

Podaci prikazani kao Mean®SD; Med (IOK)

Nije uocena znacajna razlika u vrednostima markera aktivnosti bolesti na kraju posmatranja

u odnosu na pocetne vrednosti u “watch and wait” grupi (tabela 13).

Grupa lecenih je podeljena na dve podgrupe: podgrupu s agresivnim LPN i sa indolentnim

LPN, isti parametri su poredeni pre i nakon terapije u obe. Ispitanici sa NLPHL su svrstani

u podgrupu indolentnih LPN, kao i ispitanici s MCL, dok su ispitanici s cHL. i DBKL

svrstani u grupu s agresivnim LPN. Tako da je u grupi indolentnih LPN bilo ukupno 27
ispitanika: FCL-13; MCL-3; MZL-4; HLL/SLL-5; NLPHL-2: U grupi s agresivnim LPN

bilo je 13 ispitanika: cHIL.-6 1 DBKIL-7
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Tabela 14. Parametri kompletne krvne slike kod lecenih ispitanika s agresivnim

LPN i indolentnim LPN pre i posle terapije

Parametri Agresivne LPN Indolentne LPN

krvne slike Pre terapije  Posle terapije P Pre terapije Posle terapije P

Eritrociti 4,48+0,35 4561051  t=0,561, 4,57+0,72 428+0,50 t=2,539,
(x10'?/L) p=0,585 p=0,017
Leukociti 7,70 (5,49-12,03) 5,04 (3,37-6,83) 2=2,830 6,83 (5,63- 4,74 (3,36-6,11) Z=3,676
(x10°/L) p=0,005 12,76) p<0,001
ABN 5,10 (3,28-9,92) 3,02 (1,89-4,41) Z=2,667 3,90 (3,17- 2,57 (1,56-3,77) Z=3,243
(x10°/L) p=0,008 5,01) p=0,001
ABLy 1,48 (0,86-2,14) 1,07 (0,74-1,41) Z=2,097 2,08 (1,28- 1,24 (0,87-1,54) Z=4,061
(x10°/L) p=0,036 4,71) p<0,001
ABMo 0,47 (0,37-0,77) 0,39 (0,27-0,52) Z=1,462 0,57 (0,43- 0,55 (0,41-0,69) Z=0,973
(x10°/L) p=0,101 0,88) p=0,330
Hemoglobin  120,00+13,78  126,9219,84 t=1,538, 1333312128 127,44114,00 t=1,663,
(g/L) p=0,150 p=0,108
0,37+0,04 0,39+0,03 t=2,146, 0,40%0,06 0,38+0,04 t=2,117,
Hematokrit
p=0,053 p=0,044
0,07£0,02 0,07£0,03 t=0,161, 0,07£0,03 0,0810,02 t=1,694,
Rec (x10'%/1)
p=0,874 p=0,102
83,05+5,41 87,051£5,73 t=2,390, 88,82+6,45 89,91+4,01 t=0,922,
MCV (fL)
p=0,034 p=0,365
MCH 26,91+2.42 27984231 =1,673, 2931+1,53 29,88+1,82 t=1,453,
(pg/cell) p=0,120 p=0,158
323,92+1455 321,69+9.79 =0,531, 330,74+1837 322,15+12,88 t=0,339,
MCHC (g/L)
p=0,605 p=0,737

Legenda: ABN-apsolutni broj neutrofilnih granulocita, ABLy-apsolutni broj limfocita, ABMo-apsolutni

broj monocita
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Broj leukocita je znacajno nizi nakon terapije u obe podgrupe pacijenata (agresivni limfomi
p=0,005, indolentni limfomi p<0,001). Broj neutrofilnih granulocita je takode znacajno nizi
nakon terapije u svakoj od grupa (agresivni p=0,008, indolentni p=0,001), kao i broj
limfocita (agresivni p=0,036, indolentni p<0,001). Broj eritrocita je znacajno nizi nakon
lec¢enja u grupi sa indolentnim limfomima (p=0,017), a isto vazi i za vrednosti hematokrita
(p=0,044). MCV je znacajno visi posle terapije kod lecenih sa agresivnim limfomima
(p=0,034). Za ostale parametre krvne slike (broj monocita, hemoglobin, broj retikulocita,
MCH, MCHC) nije utvrdena razlika u vrednostima pre i nakon lecenja ni u jednoj podgrupi

(tabela 14).

Tabela 15. Biomarkeri metabolizma gvoZda pre i posle terapije kod ispitanika s

agresivnim i indolentnim LPN

Biomarkeri Agresivne LPN Indolentne LPN
metabolizma  pye terapije ~ Posle terapije P Pre terapije Posle P
gvozda terapije

Fe (umol/L)  6.70 (3,30-11,00) 9,70 (8,40- Z=2237 14,10 (10- 12,50 (10,60- Z=1,177,

12,50)  p=0,025  18,80) 14.80)  p=0,239

Transferin 2,2310,38 4151598 7Z=2,692, 238+033 2471033 Z=1,827
(¢/L) p=0,007 p=0,068
Feritin (ng/L) 149,20 (39-256,30) 107 (34,50- Z=0,105, 97,30 (4540~ 125 (67,10-280) Z=2,595
363,50)  p=0,917 186) p=0,009

STfR (mg/L) 148 (1,16-1,67) 1,59 (1,35-1,79)Z=0,525, 1,60 (1,21- 1,73 (1,41-2,15) Z=1,922
p=0,600 1,80) p=0,055

STfR/ 0,78 (0,51-0,93) 0,76 (0,66-1,13) Z=1,083, 0,79 (0,58- 0,86 (0,61-1,10) Z=1,081
log (feritin) p=0,279 1,06) p=0,280

Podaci prikazani kao Mean®SD; Med (I0R)

Koncentracija gvozda je znacajno visa nakon terapije u grupi agresivnih limfoma (p=0,025),
a isto vazi 1 za vrednosti transferina (p=0,007), dok nije utvrdena znacajna razlika u

vrednostima ovih parametara na kraju terapije u odnosu na pocetne vrednosti u grupi
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indolentnih limfoma. Koncentracija feritina je znacajno visa nakon le¢enja u odnosu na
pocetne vrednosti kod ispitanika s indolentnim (p=0,009), dok nije utvrdena znacajna
razlika u grupi s agresivnim LPN. Nije bilo znacajne razlike posle terapije u odnosu na
inicijalne vrednosti sTfR, kao ni indeksa feritina u ovim podgrupama lecenih ispitanika.

Podaci su prikazani u tabeli 15.

Tabela 16. Standardni labaratorijski markeri aktivnosti bolesti u grupi agresivnih i

indolentnih LPN pre i posle terapije

Markeri Agresivne LPN Indolentne LPN
aktivnost — Pre terapije  Posle terapije P Pre terapije  Posle terapije p
i bolesti
CRD 10,80 (1,65~ 2.20 (1,45-12,35) Z=1,642 1,00 (0,30-3,00) 1,40 (0,50-2,00) 7=0,254
(mg/L) 110,55) p=0,101 p=0,799
L.DH 226 (152-308) 204 (176-263) Z=0,699 185 (163-244) 219 (188-255) Z=0,865
U/L) p=0,485 p=0,387
B2M 227 (1,82-3,76) 2,13 (1,842,47) Z=1433 3,38 (2,46-428) 2,57 (2,22-201) Z=3,700
(mg/L) p=0,152 p<0,001
Albumin  40,42%5.16 44611339  1=2906  46.48+3,70 44571375 t=2.785
(/L) p=0,013 p=0,010
Fibrinogen 4,49 (3,50-6,30) 3,70 (3,52-4,23) Z=1,852 290 (2,30-3,69) 3,67 (3,08-4,39) 2Z=3,328
g/L) p=0,064 ,
p=0,001
SE (mm 28 (19.50-92) 16 (1427)  Z=2,132 10 (5-20) 14 (941)  Z=1423
ulh) p=0,033 p=0,155
GDF-15 480 (324-1030) 600 (370-990) Z=0,594 620 (420-800) 724 (520-1000) Z=2,193
(pg/ml) p=0,552 p=0,028

Hepcidin 6800 (1900-11600) 6400 (1635-7220) Z=0,035 6720 (5200-9600) 6600 (3600-7040) Z=3,061

(pg/ml) p=0,972

p=0,002

Podaci prikazani kao Mean®SD; Med (I0R)
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U grupi agresivnih LPN brzina sedimentacije je znacajno niza nakon terapije u odnosu na
pocetne vrednosti (p=0,033), a vrednosti albumina su znacajno viSe nakon lecenja

(p=0,013).

U grupi indolentnih LPN znacajno su nize serumske koncentracije B2M (p<0,001),
albumina (p=0,010) i hepcidina (p=0,002), dok su znacajno vise plazmatska koncentracija
fibrinogena (p=0,001) i serumska koncentracija GDF-15 (p=0,028) posle terapije. Podaci

su prikazani u tabeli 16.
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4.3. KORELACIJA GDF-15 1 HEPCIDINA S PARAMETRIMA KRVNE SLIKE I
BIOMARKERIMA METABOLIZMA GVOZDPA U OBE GRUPE

Tabela 17. Korelacija GDF-15 i parametara krvne slike u grupi leCenih (p-koeficijent

korelacije)

GDF-15 GDF-15 GDF-15
Parametri KKS
Pre terapije Na sredini th Posle terapije

o) -0,155 -0,199 -0,046
Eritrociti

p 0,341 0,218 0,777

o) 0,172 -0,126 -0,004
Leukociti

p 0,288 0,440 0,981

o) 0,115 -0,058 0,013
ABN

p 0,482 0,722 0,937

o) 0,115 -0,187 -0,216
ABLy

p 0,481 0,248 0,181

o) 0,207 -0,105 0,026
ABMo

p 0,200 0,519 0,874

o) -0,155 -0,124 -0,085
Hg

p 0,340 0,447 0,603

o) -0,168 -0,217 -0,102
Hct

p 0,300 0,179 0,532

o) -0,172 -0.094 0,128
Rtc

p 0,288 0,563 0,433

) 0,017 -0,068 0,042
MCV

p 0,917 0,676 0,796

o) -0,093 0,095 -0,067
MCH

p 0,568 0,559 0,681

o) 0,002 0,346 -0,145
MCHC

p 0,990 0,029 0,373

Legenda: ABN-apsolutni broj neutrofilnib granulocita, ABLy-apsolutni broj limfocita, ABMo-apsolutni

broj monocita
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Analiziranjem korelacije GDF-15 1 parametara krvne slike u grupi lecenih tokom
posmatranog perioda utvrdena je znacajna pozitivna korelacija izmedu GDF-15 i MCHC

na sredini terapije (o =0,346, p=0,029). Podaci su prikazani u tabeli 17.

Tabela 18. Korelacija GDF-15 i parametara krvne slike u “watch and wait” grupi

Parametri KKS GDF-15 Inicijalno GDF-15 na kontroli
) -0,409 -0,358
Eritrociti
p 0,022 0,048
) 0,134 0,180
Leukociti
p 0,473 0,332
) -0,186 0,019
ABN
p 0,316 0,921
o) 0,089 0,156
ABLy
p 0,634 0,401
o) 0,144 0,208
ABMo
p 0,439 0,261
) -0,315 -0,221
Hg
p 0,084 0,231
o) -0,400 -0,247
Hct
p 0,026 0,180
o) -0,294 -0,119
Rtc
p 0,109 0,524
o) 0,300 0,400
MCV
p 0,101 0,026
) 0,298 0,366
MCH
p 0,104 0,043
) 0,087 -0,027
MCHC
p 0,643 0,885

Legenda: ABN-apsolutni broj neutrofilnib granulocita, ABLy-apsolutni broj limfocita, ABMo-apsolutni

broj monocita
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Analiziranjem GDF-15 i parametara kompletne krvne slike u “watch and wait” grupi
utvrdena je znacajna negativna korelacija izmedu GDF-15 1 broja eritocita inicijalno (p=-
0,409, p=0,022), kao i na kontroli (p=-0,358, p=0,048). Utvrdena je znacajna pozitivha
korelacija izmedu MCV i GDF-15 na kontroli (0=0,400, p=0,026), kao i MCH i GDF-15
na kontroli (0=0,366, p=0,043). Podaci su prikazani u tabeli 18.

Tabela 19. Korelacija serumske koncentracije GDF-15 i biomarkera metabolizma

gvoZda u grupi leCenih
Biomarkeri
GDF-15 GDF-15 GDF-15
metabolizma
pre terapije na sredini th posle terapije

gvozda

9 -0,089 -0,026 -0,046
Fe

p 0,584 0,875 0,776

9 -0,105 -0,129 -0,228
Transferin

p 0,519 0,426 0,158

0 0,204 0,185 0,243
Feritin

p 0,207 0,252 0,131

0 -0,055 -0,017 0,119
sTfR

P 0,738 0,916 0,466

0 -0,170 -0,139 -0,138
sTfR/log(feritin)

p 0,295 0,392 0,395

Nije utvrdena znacajna korelacija izmedu GDF-15 i biomarkera gvozda u grupi lecenih

tokom posmatranog perioda (tabela 19).
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Tabela 20. Korelacija serumske koncentracije GDF-15 i biomarkera metabolizma

gvozida u “watch and wait” grupi

Biomarkeri
GDF-15 GDF-15
metabolizma
Inicijalno na kontroli

gvozda

o) -0,038 0,173
Fe

p 0,840 0,352

o) 0,140 0,152
Transferin

p 0,453 0,451

o) 0,173 -0,093
Feritin

p 0,353 0,617

o) -0,241 -0,477
sTfR

p 0,192 0,007

o) -0,307 -0,355
sTTR /log(feritin)

p 0,093 0,050

Analiziranjem korelacije GDF-15 i biomarkera metabolizma gvozda u “watch and wait”
grupi na pocetku i kraju pracenja (tabela 20) utvrdena je znacajna negativna korelacija
izmedu serumskih koncentracija GDF-15 i sTfR na kontroli (o =-0,477, p=0,007), pri
istom merenju su i koncentracije GDF 15 korelirale s indeksom feritina na granici

statisticke znacajnosti (o =-0,355, p=0,050).
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Tabela 21. Korelacija serumske koncentracije hepcidina i parametara kompletne

krvne slike u grupi lecenih

Parametri Hepcidin  Hepcidin Hepcidin
kompletne krvne inicijalno na sredini th posle th
slike
) 0,018 0,147 0,054
Eritrociti
P 0,913 0,365 0,741
) 0,145 -0,115 0,086
Leukociti
p 0,373 0,480 0,597
) 0,158 -0,094 0,100
ABN
p 0,330 0,565 0,540
) -0,130 -0,125 -0,017
ABLy
p 0,424 0,442 0,915
) 0,191 0,148 0,187
ABMo
p 0,239 0,361 0,247
) -0,113 0,178 0,066
Hg
p 0,486 0,271 0,688
) -0,027 0,140 0,089
Hct
p 0,871 0,388 0,583
) -0,270 0,264 -0,125
Rtc
p 0,092 0,100 0,441
) -0,149 -0,049 0,029
MCV
P 0,360 0,762 0,860
) -0,173 0,029 -0,024
MCH
P 0,287 0,858 0,885
) -0,212 0,169 -0,092
MCHC
P 0,169 0,297 0,573

Legenda: ABN-apsolutni broj neutrofilnib granulocita, ABLy-apsolutni broj limfocita, ABMo-apsolutni

broj monocita

Nije utvrdena znacajna korelacija izmedu serumske koncentracije hepcidina 1 parametara

kompletne krvne slike u grupi lecenih tokom posmatranog perioda (tabela 21).
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Tabela 22. Korelacija serumske koncentracije hepcidina i parametara kompletne

krvne slike u ,,watch and wait” grupi

Parametri KKS Hepcidin Hepcidin
inicijalno na kontroli
) 0,119 0,147
Eritrociti
p 0,303 0,429
) -0,144 -0,154
Leukociti
p 0,440 0,409
) -0,188 -0,159
ABN
p 0,310 0,394
) -0,178 -0,213
ABLy
p 0,339 0,251
) 0,012 -0,148
ABMo
p 0,948 0,426
) 0,239 0,232
Hg
p 0,195 0,209
) 0,201 0,144
Hct
p 0,278 0,440
) 0,161 -0,020
Rtc
P 0,386 0,916
o) -0,076 -0,120
MCV
P 0,684 0,519
o) -0,005 -0,068
MCH
P 0,978 0,716
) 0,186 0,073
MCHC
P 0,317 0,698

Legenda: ABN-apsolutni broj neutrofilnib granulocita, ABLy-apsolutni broj limfocita, ABMo-apsolutni

broj monocita

Nije utvrdena znacajna korelacija izmedu hepcidina i parametara kompletne krvne slike u

“watch and wait” grupi tokom posmatranog perioda (tabela 22).
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Tabela 23. Korelacija serumske koncentracije hepcidina i biomarkera metabolizma

gvoZda u grupi leCenih

Biomarkeri metabolizma Hepcidin Hepcidin Hepcidin
gvozda inicijalno na sredini terapije  posle terapije

o) -0,036 0,070 0,082
Fe

p 0,827 0,667 0,616

0 -0,315 -0,191 -0,304
Transferin

p 0,048 0,237 0,056

0 0,685 0,602 0,630
Feritin

p <0,001 <0,001 <0,001

o) -0,064 -0,137 -0,133
sTfR

p 0,694 0,400 0,414

0 -0,411 -0,332 -0,483
sTfR/log(feritin)

p 0,008 0,037 0,002

Nivo feritina znacajno korelira sa nivoom hepcidina pre (p =0,685, p<0,001), na sredini (p
=0,602, p<0,001), kao i posle terapije (o =0,630, p=0,001). Postoji znacajna negativna
korelacija izmedu sTfR/log(feritin) i hepcidina tokom posmatranog perioda (inicijalno p=-
0,411, p=0,008; sredina terapije 0=-0,332, p=0,037; posle terapije p=-0,483, p=0,002).
Serumska koncentracija transferina znacajno negativno korelira s koncentracijom hepcidina

pre lecenja (o =-0,315, p=0,048). Podaci su prikazani u tabeli 23.
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Tabela 24. Korelacija serumske koncentracije hepcidina i biomarkera metabolizma

gvoZda u ,,watch and wait” grupi

Biomarkeri metabolizma Hepcidin Hepcidin
gvozda Inicijalno na kontroli

o) -0,235 0,052
Fe

p 0,203 0,781

0 -0,241 -0,207
Transferin

p 0,192 0,265

0 0,805 0,829
Feritin

p <0,001 <0,001

o) 0,078 0,028
sTfR

p 0,678 0,879

0 -0,310 -0,382
sTfR/log(feritin)

p 0,090 0,034

Koncentracija feritina znacajno korelira s koncentracijom hepcidina u serumu inicijalno (p
=0,805, p<0,001) i na kontroli (0=0,829, p<0,001). Utvrdena je znacajna negativha
korelacija indeksa feritina 1 hepcidina na kontroli (p=-0,382, p=0,034). Podaci su prikazani
u tabeli 24.
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4.4. KORELACIJA BIOMARKERA METABOLIZMA GVOZPA, GDF-15 I
HEPCIDINA SA STANDARDNIM LABORATORIJSKIM MARKERIMA
AKTIVNOSTI BOLESTI U OBE GRUPE

Tabela 25. Korelacija biomarkera metabolizma gvozZda, GDF-15 i hepcidina sa

standardnim laboratorijskim markerima aktivnosti bolesti u grupi leCenih ( pre

terapije)
Pre terapije CRP LDH g2M SE albumin fibrinogen
) -0,510  -0,156 -0,029 -0,547 0,436 -0,534
Fe
p 0,001 0,336 0,858 <0,001 0,005 <0,001
) -0,158  -0,115 -0,101 -0,194 0,425 -0,235
Transferin
p 0,332 0,479 0,533 0,230 0,006 0,144
) 0,269 0,290 0,259 0,136 -0,038 0,169
Feritin
p 0,093 0,070 0,107 0,404 0,815 0,297
) 0,031 0,185 0,117 -0,159 0,346 0,034
sTtR
p 0,851 0,254 0,472 0,327 0,029 0,835
sTfR/ 0 -0,146  -0,022 -0,078 -0,182 0,274 -0,089
log(feritin) p 0,367 0,893 0,634 0,261 0,087 0,584
) 0,181 0,178 0,596 0,271 -0,114 0,354
GDF-15
p 0,264 0,273 <0,001 0,091 0,484 0,025
) 0,251 0,191 0,203 0,163 -0,015 0,120
Hepcidin
p 0,118 0,239 0,210 0,316 0,927 0,459

Analiziranjem biomarkera metabolizma gvozda, GDF-15 i nivoa hepcidina sa markerima
aktivnosti bolesti u grupi lecenih pre terapije (tabela 25), uocena je znacajna negativna
korelacija izmedu serumskih koncentracija gvozda i CRP (p =-0,510, p=0,001), SE (o =-
0,547, p<0,001), plazmatske koncentracije fibrinogena (0=-0,534, p<0,001), kao 1 pozitivna
korelacija izmedu koncentracija gvozda 1 albumina (p=0,436, p=0,005) u serumu.
Koncentracija sTfR znacajno korelira sa koncentracijom albumina (p=0,346, p=0,029).
Koncentracija transferina u serumu znacajno korelira s koncentracijom albumina (p=0,425,
p=0,000). Utvrdena je znacajna pozitivna korelacija izmedu $2M i GDF-15 (p=0,596,
p<0,001), kao i izmedu fibrinogena i GDF-15 (0=0,354, p=0,025).
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Tabela 26. Korelacija biomarkera metabolizma gvozZda, GDF-15 i hepcidina sa

standardnim laboratorijskim markerima aktivnosti bolesti u grupi leCenih (posle

terapije)
Posle SE albumin fibrinogen
CRP LDH g2M

terapije

o} -0,279 0,300 0,034 -0,019 0,129 -0,098
Fe

p 0,081 0,060 0,835 0,908 0,429 0,548

) -0,138 -0,262 -0,315 -0,352 0,432 -0,399
Transferin

p 0,395 0,102 0,048 0,026 0,005 0,011

o} 0,065 0,361 0,104 0,216 0,081 0,322
Feritin

p 0,600 0,022 0,525 0,181 0,618 0,043

) -0,264 0,267 0,339 -0,090 0,194 0,009
sTfR

p 0,100 0,096 0,033 0,582 0,229 0,956
sTfR/ o -0,189 0,008 0,103 -0,126 0,146 -0,151
log(feritin) p 0,244 0,969 0,527 0,438 0,369 0,352

) 0,121 0,163 0,342 0,232 0,137 0,221
GDF-15

p 0,458 0,315 0,031 0,149 0,399 0,171

o} 0,002 -0,004 0,231 0,119 -0,116 0,233
Hepcidin

p 0,989 0,982 0,151 0,466 0,474 0,148

Analiziranjem parametara metabolizma gvozda, GDF-15 i nivoa hepcidina s markerima
aktivnosti bolesti u grupi lecenih posle terapije (tabela 26), uocena je znacajna pozitivha
korelacija izmedu koncentracija feritina i LDH (0=0,361, p=0,022), kao i feritina 1
fibrinogena (0=0,322, p=0,043). Koncentracija transferina znacajno korelira s brzinom SE
(0=-0,352, p=0,026), koncentracijom albumina u serumu (0=0,432, p=0,005) i fibrinogena
u plazmi (0=-0,399, p=0,011). Utvrdena je znacajna pozitivna korelacija izmedu serumskih

koncentracija B2M i GDF-15 (o =0,342, p=0,031), kao i B2M i sTfR (0=0,339, p=0,033).
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Tabela 27. Korelacija biomarkera metabolizma gvozda, serumskih koncentracija
GDF-15 i hepcidina sa standardnim laboratorijskim markerima aktivnosti bolesti u

»watch and wait” grupi (inicijalno)

CRP LDH g2M SE albumin fibrinogen

o) -0,077 0,142 -0,410 -0,073 0,256 0,142
Fe

p 0,681 0,444 0,022 0,694 0,165 0,445

o) -0,300 0,234 -0,167 -0,058 0,113 -0,181
Transferin

p 0,101 0,206 0,370 0,755 0,543 0,331

o) 0,006 -0,153 -0,041 -0,203 0,267 -0,012
Feritin

p 0,975 0,410 0,828 0,273 0,147 0,950
sTfR o) -0,321 0,219 0,320 -0,138 0,130 -0,404

p 0,076 0,236 0,079 0,458 0,486 0,024
sTfR/ o) -0,266 0,235 0,243 -0,084 -0,064 -0,373
log(feritin) p 0,148 0,203 0,188 0,653 0,733 0,039

o) 0,178 0,011 0,195 0,230 -0,110 0,223
GDF-15

p 0,339 0,951 0,293 0,214 0,554 0,228

o) -0,085 -0,162 -0,035 -0,086 0,252 0,019
Hepcidin

p 0,651 0,384 0,851 0,848 0,172 0,920

Analiziranjem korelacije parametara metabolizma gvozda, GDF-15 i hepcidina sa
standardnim markerima aktivnosti bolesti u “watch and wait” grupi inicijalno, utvrdena je
negativna korelacija izmedu koncentracija gvozda i B2M (o =-0,410, p=0,022), izmedu
sTfR i fibrinogena (o =-0,404, p=0,024) i sTfR/log(feritin) i fibrinogena (o =-0,373,
p=0,039). Podaci su prikazani u tabeli 27.
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Tabela 28. Korelacija biomarkera metabolizma gvozda, serumskih koncentracija

GDF-15 i hepcidina sa standardnim laboratorijskim markerima aktivnosti bolesti u

“watch and wait” grupi na kraju posmatranja

CRP LDH g2M SE albumin fibrinogen

o) -0,052 -0,038 0,132 0,140 0,315 0,086
Fe

p 0,780 0,840 0,478 0,085 0,085 0,648

o) -0,017 -0,199 -0,104 0,006 0,063 -0,165
Transferin

p 0,927 0,283 0,578 0,976 0,735 0,375

o) -0,127 -0,085 0,108 0,096 -0,003 0,088
Feritin

p 0,496 0,650 0,563 0,606 0,986 0,637

o) -0,328 -0,013 0,202 -0,245 0,016 -0,462
sTfR

p 0,072 0,946 0,276 0,185 0,930 0,009
sTfR/ o) -0,159 -0,012 0,016 -0,274 0,018 -0,382
log(feritin) p 0,392 0,948 0,932 0,135 0,922 0,034

o) 0,259 0,166 0,286 0,261 0,106 0,174
GDF-15

p 0,160 0,372 0,119 0,156 0,570 0,348

o) -0,116 -0,245 0,052 0,064 0,091 0,051
Hepcidin

p 0,535 0,183 0,782 0,731 0,628 0,786

Postoji negativna korelacija izmedu izmedu koncentracije sTfR u serumu i plazmatske

koncentracije fibrinogena (0=-0,462, p=0,009) i sTfR/log(feritin) i fibrinogena (o =-0,382,

p=0,034) u “watch and wait” grupi na kraju posmatranja (tabela 28).
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4.5. TESTIRAN]JE RAZLIKE U SERUMSKO]J] KONCENTRACIJI
BIOMARKERA METABOLIZMA GVOZPA, GDF-15 I HEPCIDINA IZMEDU
DVE GRUPE

Tabela 29. Serumske koncentracije biomarkera metabolizma gvozda, GDF-15 i

hepcidina u grupi leCenih i “watch and wait” grupi tokom posmatranog perioda

Inicijalno Na kraju posmatranja
Grupa leCenih “Watch and P Grupa leCenih  “Watch and P
wait” grupa wait” grupa
Fe 11,95 17,50 2.=3,930, 12,10 14,20 Z=3,165
(umol/L) (7,50-16,23) (15,20-23,30)  p<0,001  (9,63-14,65) (12,30-20,50)  p=0,002
Transferin 2.=3,682, 2=1,670,
2,3310,35 2,7010,39 3,0213,42 2,60£0,35
(g/L) p<0,001 p=0,095
Feritin 99,65 91,50 7=1.287, 123,80 82,50 7=2,122
(ng/L) (46,80-199,20) (42,00-142,00)  p=0,198 (48,75-297,25)  (44,00-109,40) p=0,034
sTfR 1,52 1,55 7=0,331, 1,68 1,37 7.=3,241,
(mg/L) (1,20-1,80) (1,12-1,86) p=0,741  (1,40-2,03) (1,10-1,63) p=0,001
sTfR/ 7=1,368,
0,79 0,74 7=0,301, 0,81 0,79
log p=0,171
(0,56-1,05) (0,59-1,00) p=0,763  (0,65-1,10) (0,53-0,94)

(feritin)

GDF-15 610 560 Z=1,375, 680 580 Z=1,392
(pg/ml) (380-839) (280-620) p=0,169 (496-995) (440-800) P=0,164
Hepcidin 6760 6520 7=1,102, 6530 6520 7=0,058
(pg/ml) (5050-10800) (4200-7200) p=0,271  (2365-7040) (2600-6580) P=0,954

Podaci prikazani kao Mean®SD; Med (I0R)

Utvrdena je znacajna razlika u serumskoj koncentraciji

gvozda inicijalno (Z=3,930,

p<0,001), kao i na kraju posmatranog perioda (£=3,165, p=0,002), sa znacajno nizim

vrednostima u grupi lecenith. Koncentracija transferina je znacajno niza u grupi lecenih

inicijalno (£=3,682, p<0,001), a nije utvrdena znacajna razlika na kraju posmatranog

perioda (p=0,095).
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Koncentracija sTfR je znacajno niza u “watch and wait” grupi na kraju posmatranja
(2=3,241, p=0,001), dok je nije bilo na pocetku posmatranog perioda.

Nije utvrdena znacajna razlika u nivou sTfR/log(feritin) izmedu dve grupe, ni na pocetku
ni na kraju posmatranja.

Koncentracija feritina na pocetku posmatranog perioda se ne razlikuje izmedu dve grupe
(p=0,198), a vrednosti su znacajno vise u grupi lecenih na kraju perioda posmatranja
(2=2,122, p=0,034).

Vrednosti GDF-15 1 hepcidina se ne razlikuju izmedu dve grupe ispitanika ni inicijalno, ni

na kraju posmatranja. Podaci su prikazani u tabeli 29.

74



Tabela 30. Parametri kompletne krvne slike na pocetku i kraju posmatranja u grupi

lec¢enih i ,,watch and wait* grupi

Parametri KKS

(inicijalno)

Grupa leCenih

»Watch and wait“ grupa

Eritrociti (x10"%/L)

4,54+0,62

4,59+0,55

0,330, p=0,743

Leukociti (x10°/L)

7,46 (5,61-12,45)

13,22 (6,20-29,20)

7=1,664 p=0,096

ABN (x10°/L)

424 (3,18-5,67)

3,52 (2,57-4,43)

72,481 p=0,013

ABLy (x10°/L) 1,81 (1,12-2,82) 9,94 (1,89-23,29) 7=2,823 p=0,005
ABMo (x10°/L) 0,57 (0,43-0,87) 0,51 (0,40-0,84) 72=0,487, p=0,626
Hg (g/L) 129,00+20,01 141,10+13,20 t=2,909, p=0,005
Hect 0,39£0,05 0,42%0,03 t=2,880, p=0,005
Rtc (x10"%/L1) 0,07£0,03 0,06£0,02 t=0,759, p=0,450
MCV (fL) 86,95%6,95 92,85+5,70 t=3,941, p<0,001
MCH (pg/ cell) 28,53%2,16 30,98%2,32 t=4,581, p<0,001
MCHC (g/L) 328,53+17,33 333,58+10,48 t=1,432, p=0,157
Parametri KKS Grupa leCenih »Watch and wait“ grupa P

(kraj

posmatranja)

Eritrociti (x10%/L)

43740,51

4,58%0,56

t=1,679, p=0,098

Leukociti (x10”/L)

487 (3,37-6,14)

13,40 (6,90-25,006)

7=5,565 p<0,001

ABN (x10°/L)

2,71 (1,76-3,91)

3,68 (2,93-4,53)

7=2,638 p=0,008

ABLy (x10°/L) 1,16 (0,83-1,45) 8,69 (1,85-20,41) 7=6,046 p<0,001
ABMo (x10°/L) 0,51 (0,39-0,59) 0,56 (0,40-0,84) 7=1,658 p=0,097
Hg (g/1.) 127,28+12,67 140,90+12,11 t=4,583, p<0,001
Hect 0,39+0,04 0,421+0,04 t=3,509, p=0,001
Rtc (x10"%/L) 0,08+0,02 0,06+0,02 t=2,598, p=0,011
MCV (fL) 88,98+4,76 92,14%5,07 t=2,697, p<0,001
MCH (pg/cell) 29,2612,16 30,9142,01 t=3,294, p=0,002
MCHC (g/1.) 328,75+12,83 335,65+11,15 t=2,375, p=0,020

Podaci prikazani kao Mean®SD; Med (IOK)
Legenda: ABN-apsolutni broj neutrofilnib granulocita, ABLy-apsolutni broj limfocita, ABMo-apsolutni

broj monocita
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Analiziranjem parametara kompletne krvne slike (tabela 30) pre i na kraju posmatranja u
obe grupe ispitanika, mozemo utvrditi da ne postoji znacajna razlika u broju eritrocita i

broju monocita, ni inicijalno, ni na kraju posmatranja.

Utvrdena je znacajna razlika u broju leukocita, Rtc, MCHC na kraju posmatranja izmedu
dve grupe, dok nije bilo znacajne razlike na pocetku posmatranja. Znacajno su nize
vrednosti u grupi lecenih ispitanika za slede¢e parametre: leukociti (p<0,001), MCHC

(p=0,020), a znacajno vise vrednosti za retikulocite (p=0,011).

Utvrdena je znacajna razlika u ABN, broju limfocita, vrednostima hematokrita, nivou
hemoglobina, MCV 1 MCH izmedu dve grupe ispitanika, inicijalno i na kraju posmatranja.
Vrednosti ABN su znacajno vise u grupi lecenith na pocetku posmatranja (p=0,013), a
znacajno su nize na kraju (p=0,008) u odnosu na ,,;watch and wait“ grupu. Broj limfocita je
znacajno nizi u grupi lecenih u odnosu na “watch and wait” grupu na pocetku posmatranja
(p=0,005), kao i na kraju posmatranja (p<0,001). Koncentracija hemoglobina je znacajno
niza u grupi lecenih u odnosu na “watch and wait” grupu na pocetku posmatranja
(p=0,005) i na kraju posmatranja (p<<0,001), a isto vazi i za vrednosti hematokrita na
pocetku (p=0,005), odnosno kraju posmatranja (p=0,001). MCV je znacajno nizi u grupi
lecenth u odnosu na “watch and wait” grupu na pocetku (p<0,001), kao i na kraju
posmatranja (p<0,001), a isto vazi i za MCH (pocetak posmatranja p<0,001, kraj
posmatranja p=0,002).
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Tabela 31. Markeri aktivnosti bolesti u obe grupe na pocetku i kraju posmatranja

Markeri aktivhosti

bolesti (inicijalno)

Grupa leCenih

»Watch and wait“ grupa

P

CRP (mg/L) 1,70 (0,60-9,70) 0,80 (0,50-1,40) 7=1,974, p=0,048
LDH (U/L) 193,00 (162,5-263,75) 174 (170-209) 70,980, p=0,327
B2M (mg/L) 3,09 (2,29-4,15) 2,07 (1,80-2,50) 7=3,566, p<0,001
Albumin (g/1) 44,51%5,06 47,75%3 46 t=3,055, p=0,003
Fibrinogen (g/L) 3,07 (2,53-4,01) 3,08 (2,59-3,42) 7=0,725, p=0,469
SE (mm u 1,h) 13,50 (6,25-31,50) 8 (5-11) 7=2,549, p=0,011

GDF-15 (pg/ml)

610 (380-839)

560 (280-620)

7=1,375, p=0,169

Hepcidin (pg/ml)

6760 (5050-10800)

6520 (4200-7200)

7=1,102, p=0,271

Markeri aktivhosti

bolesti (kraj

Grupa leCenih

»Watch and wait“ grupa

p

posmatranja)

CRP (mg/L) 1,90 (0,83-3,33) 0,80 (0,50-1,60) 7=2,252, p=0,024
LDH (U/L) 206,50 (187,75-253,50) 188 (161-212) 7=2,412,p=0,016
B2M (mg/L) 2,45 (2,05-2,80) 2,07 (1,89-2,20) 7=2,360 p=0,018
Albumin (g/L) 44,59+3,58 46,56+2,99 t=2,477, p=0,016
Fibrinogen (g/L) 3,69 (3,11-4,35) 3,20 (2,79-3,75) 7=2,273, p=0,023
SE (mm u 1,h) 16,00 (11,25-34,50) 8 (4-14) 7=3,191, p=0,001

GDF-15 (pg/ml)

680 (496-995)

580 (440-800)

7=1,392, p=0,164

Hepcidin (pg/ml)

6530 (2365-7040)

6520 (2600-6580)

70,058, p=0,954

Podaci prikazani kao Mean®SD; Med (I0R)

Analiziranjem markera aktivnosti bolesti prikazanih u tabeli 31, utvrdene su znacajno vise
koncentracije CRP i B2M i brzine SE u grupi lecenih, kako na pocetku (CRP: p=0,047;
B2M p<0,001; SE p=0,011), tako i na kraju posmatranja (CRP: p=0,024; 32M p=0,018; SE

p=0,001). Koncentracija albumina je znacajno niza u grupi lecenih u odnosu na ,,;watch and

wait“ grupu na pocetku (p=0,003) i na kraju posmatranja (p=0,016).
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Serumska koncentracija LDH i plazmatska fibrinogena su znacajno vise u grupi le¢enih u
odnosu na ,,watch and wait® grupu na kraju posmatranja (LDH p=0,016; fibrinogen

p=0,023), dok nije utvrdena razlika izmedu dve grupe na pocetku posmatranja.

Za parametre GDF-15 i hepcidin, nije uocena razlika u koncentracijama izmedu dve

analizirane grupe ni inicijalno, ni na kraju posmatranja.
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4.5.1.

Tabela 32.

POREDEN]JE INICIJALNO. Leceni s agresivhim LPN, lecCeni s

indolentnim LPN, ,,watch and wait“ (medusobna)

Parametri kompletne krvne slike u grupi lecenih s agresivnim i

indolentnim LPN i ,,watch and wait“ grupi na poCetku posmatranja

Parametri Agresivhe LPN Indolentne LPN  ,Watch and P: P2 Ps
KKS wait*
Eritrociti 4,481+0,35 4,57+0,72 4,59+0,55 t=0,408, t=0,630, t=0,112,
(x10"%/1) p=0,686 p=0,532 p=0,912
Leukociti 7,70 (5,49-12,03) 6,83 (5,63-12,76) 13,22 (6,20-29,20) 7Z=0,072 Z=1,788 Z=1,154
(x109/L) p=0,942 p=0,074 p=0,249
ABN 5,10 (3,28-9,92) 3,90 (3,17-5,01) 3,52 (2,57-4,43) 7Z=1,357 Z=2,367 Z=1,902
(x109/L) p=0,175 p=0,018 p=0,057
ABLy 1,48 (0,86-2,14) 2,08 (1,28-4,71) 9,94 (1,89-23,29) 7Z=1,949 72=3,525 Z=1,660
(x109/L) p=0,051 p<0,001 p=0,097
ABMo 0,47 (0,37-0,77) 0,57 (0,43-0,88) 0,51 (0,40-0,84) Z=0,896 Z=0,425 Z=0,912
(x109/L) p=0,370 p=0,671 p=0,362
120,00£13,78 133,33£21,28 141,10£13,20  t=2,054, t=4,776, t=1,693,
Hg (¢/1) B
p=0,047 p<0,001 p=0,096
- 0,3710,04 0,40%0,06 0,42%0,03 t=1,758, t=4,662, t=1,763,
tc
p=0,087 p<0,001 p=0,083
Rtc 0,071£0,02 0,07£0,03 0,06£0,02 t=0,928, t=1,491, t=0,251,
(x10"/L) p=0,359 p=0,143 p=0,803
83,05%5,41 88,82106,45 92,85+5,70 t=2,786, t=5,2706, t=2,521,
MCV (fL)
p=0,008 p<0,001 p=0,015
MCH 26,91+2,42 29,31+£1,53 30,98+2,32 t=3,842, t=5,241, t=3,172,
(pg/cell) p<0,001 p<0,001 p=0,002
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MCHC 32392+14,55  330,74%1837 33358+1048 =1,171, t=2,478, t=0,735,
(¢/L) p=0,249 p=0,017 p=0,466

Podaci prikazani kao MeanESD; Med (IQR)

Legenda: p,-poredenjelecent s agresivnim 1PN vs leceni s indolentnim 1.PIN, p,-poredenge lecenih s
agresivnim LPN vs ,watch and wait* grupa, p;-poredenje lecenih s indolentnim I.PN vs ,,watch and
wait” grupa, ABN-apsolutni broj nentrofilnibh grannlocita, ABLy-apsolutni broj limfocita, ABMo-

apsolutni broj monocita

Rezultati medusobne komparacije parametara kompletne krvne slike u podgrupama
ispitanika s agresivnim 1 indolentnim LPN i “watch and wait” grupi na pocetku
posmatranja, prikazani su u tabeli 32. Znacajno je niza koncentracija hemoglobina u
podgrupi s agresivhim LPN u odnosu na podgrupu s indolentnim LPN (p=0,047), kao i
vrednosti MCV (p=0,008) i MCH (p<0,001).

Uporedivanjem vrednosti parametara kompletne krvne slike u podgrupi s agresivnim LPN i
“watch and wait” grupi, uocene su znacajno nize vrednosti u podgrupi s agresivhim LPN u
odnosu na “watch and wait” grupu za sledeée parametre: broj limfocita (p<0,001),
hemoglobin (p<0,001), hematokrit (p<<0,001), MCV (p<0,001), MCH (p<0,001) i MCHC
(p<0,001), a znacajno vise vrednosti broja neutrofililnih granulocita u odnosu na “watch
and wait” grupu (p=0,018).

Vrednostt MCV I MCHC su znacajno nize u podgrupi lecenih s indolentnim LPN u

odnosu na “watch and wait” grupu (p<0,001).
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Tabela 33. Biomarkeri metabolizma gvoZda u grupi leCenih s agresivnim LPN,

indolentnim LPN i ,,watch and wait“ grupi na pocetku posmatranja

Biomarkeri Agresivne Indolentne LPN ,Watch and wait* P: P2 Ps
metabolizma LPN
gvozda
Fe (umol/L) 6,70 14,10 17,50 2=3,769 Z=4,656 2Z=2471
(3,30-11,00) (10,00-18,80) (15,20-23,30) p<0,001 p<0,001 p=0,013
Transferin t=1,283 t=3,656 t=3,360
/) 2,23%0,38 2,3810,33 2,70%0,39 520207 p=0,001 p=0,001
Feritin (ug/L) 149,20 97,30 91,50 7=0,390 72=1,132 7Z=1,044
(39,00-256,30)  (45,40-186,00) (42,00-142,00)  p=0,697 p=0,258 p=0,296
sTfR (mg/L) 1,48 1,60 1,55 7=0,795 7=0,322 7.=0,639
(1,16-1,67) (1,21-1,80) (1,12-1,86) p=0,427 p=0,748 p=0,523
sTfR/ 0,78 0,79 0,74 7=0,563 7=0,502 Z=0,101
log(feritin) (0,51-0,93) (0,58-1,06) (0,59-1,00) p=0,573 p=0,616 p=0,919

Podaci prikazani kao MeanSD; Med (IQR)
Py-poredenje leceni s agresivnim 1PN vs indolentnim 1.PIN, p,-poredenje lecenih s agresivnim LLPN vs

wwatch and wait” grupa, ps-poredenje lecenih s indolentninm LPN vs ,,watch and wait* grupa

Analiziranjem biomarkera metabolizma gvozda izmedu dve grupe lecenih i “watch and
wait” grupe, utvrdena je znacajna razlika u serumskoj koncentraciji gvozda izmedu lecenih

<

ispitanika s agresivnim nasuprot indolentnim LPN (p<0,001), agresivnim LPN i “watch
and wait” grupe (p<<0,001) i indolentnim LPN 1 “watch and wait” grupe (p=0,013).

Koncentracija transferina je znacajno niza u podgrupi lecenih od agresivnih LPN u odnosu
na “watch and wait” grupu (p=0,001), kao i u podgrupi lecenih s indolentnim LPN u

odnosu na “watch and wait” grupu (p=0,001). Podaci su prikazani u tabeli 33.
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Tabela 34. Markeri aktivnosti bolesti u podgrupama leCenih i ,watch and

wait“grupi na poCetku posmatranja

Parametri Agresivne LPN Indolentne LPN ,;Watch and P: P2 Ps
aktivnosti wait*
bolesti
CRP (mg/L) 10,80 1,00 0,80 7.=2,805,7=3,156,7=0,742,
(1,65-110,55) (0,30-3,90) (0,50-1,40)  p=0,005 p=0,002 p=0,458
LDH (U/L) 226 185 174 2=0,534 7=1,287 Z=0,538
(152-308) (163-244) (170-209) p=0,593 p=0,198 p=0,591
B2M (mg/L) 2,27 3,38 2,07 2=1,747 72=0,978 Z=4,202
(1,82-3,76) (2,46-4,28) (1,80-2,50)  p=0,081 p=0,328 p<0,001
Albumin 40,42£5,16 46,48%3,70 47,75£3,46  t=4,265 t=5,526 t=1,351
(g/L) p<0,001 p<0,001 p=0,182
Fibrinogen 4,49 2,90 3,08 7.=3,278,7=3,370,7=1,0068,
(g/L) (3,50-6,30) (2,30-3,69) (2,59-3,42)  p=0,001 p=0,001 p=0,286
SE (mmu 1. 28 10 8 7=3,078,7=3,970 Z=1,024,
h) (19,5-92,0) (5-20) (5-11) p=0,002 p<0,001 p=0,306
GDF-15 480 620 560 7=0,130 72=0,476 Z=1,560
(pg/ml) (324-1030) (420-800) (280-620) p=0,897 p=0,634 p=0,119
Hepcidin 6800 6720 6520 7=0,014 2=0,631 Z=1,099
(pg/ml) (1900-11600) (5200-9600) (4200-7200)  p=0,988 p=0,528 p=0,272

Podaci prikazani kao Mean®SD; Med (IOK)

Pi-poredenje lecenih s agresivnim PN vs indolentnim 1PN, p,-poredenje lecenih s agresivnim I.PN vs

wwatch and wait” grupa, ps-poredenge lecenih s indolentninm LPN vs ,,watch and wait" grupa

Koncentracije CRP-a su znacajno vise u podgrupi s agresivnim LPN u odnosu na

podgrupu indolentnih LPN (p=0,005), kao i u podgrupi agresivnhih LPN u odnosu na

“watch and wait” grupu (p=0,002). Plazmatske koncentracije fibrinogena su znacajno vise
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u podgrupi agresivnih LPN u odnosu na podgrupu indolentnih LPN (p=0,001), kao i u
podgrupi agresivnih LPN u odnosu na “watch and wait” grupu (p=0,001). Brzina
sedimentacije je znacajno vec¢a u podgrupi agresivnih LPN u odnosu na podgrupu lecenih
zbog indolentnih LPN (p=0,002), kao 1 u podgrupi agresivnih LPN u odnosu na “watch
and wait” grupu (p<<0,001). Koncentracije albumina su znacajno nize u podgrupi agresivnih
LPN u odnosu na podgrupu indolentnih LPN (p<0,001), kao i u podgrupi agresivnih u
odnosu na “watch and wait” grupu (p<0.001). Serumske koncentracije 32M su znacajno
vise u podgrupi le¢enih zbog indolentne LPN u odnosu “watch and wait” grupu (p<0,001).

Podaci su prikazani u tabeli 34.
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4.6. KORELACIJA SERUMSKIH KONCENTRACIJA BIOMARKERA
METABOLIZMA GVOZDA, HEPCIDINA I GDF-15 S TERAPIJSKIM
ODGOVOROM

4.6.1. TERAPIJSKI ODGOVOR

Na sredini terapije 33 ispitanika (82,5%) je bilo u parcijalnoj remisiji (PR), svaki osmi u
kompletnoj remisiji (CR) (12,5%), a svaki dvadeseti ima stabilnu bolest (SD) (5%). Nakon
zavrsetka lecenja je vise od polovine ispitanika bilo u kompletnoj remisiji, vise od trecine

(37,5%) u parcijalnoj remisiji, a 7,5% je imalo progresiju bolesti (PD)(tabela 35).

Tabela 35. Terapijski odgovor na sredini terapije i posle terapije

Posle terapije Ukupno
CR PR PD

CR 5 0 0 5
Sredina

3 PR 17* 13 3* 33
terapije

SD 0 2 0 2

Ukupno 22 15 3 40

Legenda: CR-kompletna remisija, PR-parcijalna remisija, PD-progresija bolesti, S D-stabilna bolest,

“poboljsanje u odnosu na sredinu terapize, * pogorsanje n odnosu na sredinu terapije

Na osnovu podataka iz tabele 35 zakljucujemo da je 17 ispitanika preslo iz PR u CR, a
dvoje ispitanika iz SD u PR, tj. kod skoro svakog drugog ispitanika (n=19; 47,5%) je doslo
do poboljsanja stanja nakon zavrsetka lecenja u odnosu na sredinu terapije. Kod 3
ispitanika (7,5%) je doslo do pogorsanja na kraju terapije u odnosu na sredinu, tj. presli su

iz PR u PD.
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4.6.2. SERUMSKA KONCENTRACIJA BIOMARKERA METABOLIZMA
GVOZDA I TERAPIJSKI ODGOVOR NA SREDINI TERAPIJE
Rezultati univarijante analize pokazuju da su koncentracije gvozda nize kod ispitanika sa
stabilnom bolesti (Me=9,20) u odnosu na one s parcijalnom remisijom (Me=11,50),
odnosno kompletnom remisijom (Me=10,60), pri cemu dobijena razlika nije statisticki

znacajna (p=0,424). Podaci su prikazani na gratikonu 3.
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Grafikon 3. Serumska koncentracija gvoZda u odnosu na terapijski odgovor

(sredina terapije)
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Koncentracije transferina su najvise kod ispitanika s kompletnom remisijom, a najnize kod
onih sa stabilnom bolesti, pri ¢emu dobijena razlika nije statisticki znacajna (p=0,724).

Podaci su prikazni na grafikonu 4.
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Grafikon 4. Serumska koncentracija transferina u odnosu na terapijski odgovor

(sredina terapije)

86



Kao $to je prikazano na grafikonu 5, koncentracija feritina je najvisa kod ispitanika s

postignutom kompletnom remisijom, a najniza kod onih sa stabilnom bolesti, pri cemu
dobijena razlika nije bila statisticki znacajna (p=0,699).
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Grafikon 5. Serumska koncentracija feritina u odnosu na terapijski odgovor (sredina

terapije)
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Koncentracije sTfR su najnize kod ispitanika s kompletnom remisijom, a najvise kod onih
sa stabilnom bolesti, ali bez statisticke znacajnosti (p=0,728). Podaci su prikazani na

grafikonu 6.
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Grafikon 6. Serumska koncentracija sTfR u odnosu na terapijski odgovor (sredina

terapije)
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Grafikon 7 prikazuje najnize vrednosti sTfR/log (ferritin) kod ispitanika s kompletnom

remisijom, a najvise kod onih sa stabilnom bolesti, a dobijena razlika izmedu tri kategorije

pacijenata nije statisticki znacajna (p=0,558).
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Grafikon 7. Indeks feritina u odnosu na terapijski odgovor (sredina terapije)
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4.6.3. SERUMSKA KONCENTRACIJA BIOMARKERA METABOLIZMA
GVOZDPA I TERAPIJSKI ODGOVOR NAKON ZAVRSETKA LECENJA

Analiziranjem serumskih koncentracija biomarkera gvozda u odnosu na odgovor nakon
zavrsetka lecenja, uocavamo da su koncentracije gvozda i transferina najvise kod ispitanika
s kompletnom remisijom, a najnize kod onih s progresijom bolesti, dok su koncentracije
feritina 1 sTfR najnize kod ispitanika s kompletnom remisijom, a najvise kod onih s
progresijom bolesti, ali bez dobijene statisticke znacajnosti.

Nijje utvrdena znacajna razlika u serumskoj koncentraciji gvozda u odnosu na odgovor na

kraju lec¢enja (p=0,951). Podaci su prikazani na grafikonu 8.

25

20

15+

Fe umol/L

10+

I I
kompletna remisija parcijalna remisija progresija bolesti

Grafikon 8. Serumska koncentracija gvoZda u odnosu na terapijski odgovor (nakon

terapije)
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Nije utvrdena znacajna razlika u vrednostima transferina u odnosu na odgovor po

zavrsetku terapije (p=0,378). Podaci su prikazani na grafikonu 9.

5—
4
o]
< O
oo
£
S
g
»n 3
&
= [

I

1-

T T T
kompletna remisija parcijalna remisija progresija bolesti

Grafikon 9. Serumska koncentracija transferina u odnosu na terapijski odgovor

(nakon terapije)
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Nije utvrdena znacajna razlika u vrednostima feritina u odnosu na odgovor nakon terapije

(p=0,781). Podaci su prikazani na grafikonu 10.
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Grafikon 10. Serumska koncentracija feritina u odnosu na terapijski odgovor (nakon

terapije)
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Nije utvrdena znacajna razlika u serumskoj koncentraciji sTfR u odnosu na odgovor po

zavrsetku terapije (p=0,293). Podaci su prikazani na grafikonu 11.
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Grafikon 11. Serumska koncentracija sTfR u odnosu na terapijski odgovor (nakon

terapije)
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Nije utvrdena znacajna razlika u vrednostima indeksa feritina u odnosu na odgovor posle

terapije (p=0,599). Podaci su prikazani na grafikonu 12.
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Grafikon 12. Vrednosti indeksa feritina u odnosu na terapijski odgovor (posle

terapije)
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4.6.3. MARKERI AKTIVNOSTI BOLESTI I TERAPIJSKI ODGOVOR
Od svih analiziranih markera aktivhosti bolesti (SE, LDH, CRP, B2 mikroglobulin,
fibrinogen, albumin) ukljuc¢uju¢i GDF-15 i hepcidin utvrdena je statisticki znacajna razlika
u vrednostima fibrinogena (H=8,944, p=0,011) i brzine sedimentacije (H=6,682, p=0,035)
po zavrsetku terapije u odnosu na terapijski odgovor, pri ¢cemu su vrednosti oba parametra
najnize kod ispitanika s kompletnom remisijom, a najvise kod onih s progresijom bolesti.
Nije utvrdena znacajna razlika u vrednostima analiziranih markera aktivnosti bolesti na
sredini terapije u odnosu na terapijski odgovor. Rezultati su prikazani u tabeli 36 (sredina

terapije) 1 tabeli 37 (nakon zavrsetka terapije).

Tabela 36. Brzina SE i serumske koncentracije markera aktivnosti bolesti u odnosu

na terapijski odgovor (sredina terapije)

Markeri Terapijski odgovor N Medijana
aktivnosti bolesti (interkvartilni rang)
kompletna remisija 5 1,6 (0,5, 2,5)
parcijalna remisija 33 3,4 (1,4, 8,3)
CRP (mg/L)
stabilna bolest 2 1,7 (0,3, 3,1)
Ukupno 40
kompletna remisija 5 182 (173, 212)
parcijalna remisija 33 198 (165, 225)
LDH (U/L)
stabilna bolest 2 218,5 (132, 305)
Ukupno 40
kompletna remisija 5 2,33 (1,84, 2,92)
parcijalna remisija 33 2,49 (2,09, 3,17)
B2M (mg/T) :
stabilna bolest 2 3,11 (2,72, 3,49)
Ukupno 40
kompletna remisija 5 4,39 (4,15, 4,55)
parcijalna remisija 33 4,13 (3,37, 4,85)
Fibrinogen (g/L)
stabilna bolest 2 4,22 (3,88, 4,50)
Ukupno 40
Albumin (g/L) kompletna remisija 5 43,41 (43,4, 44,29)
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parcijalna remisija 33 42,00 (41,30, 45,47)

stabilna bolest 2 40,55 (37, 44,1)

Ukupno 40

kompletna remisija 5 27 (21, 36)

parcijalna remisija 33 24 (13, 30)
SE (mm u 1.h)

stabilna bolest 2 25 (20, 30)

Ukupno 40

kompletna remisija 5 760 (740, 1000)

parcijalna remisija 33 756 (500, 880)
GDF15 (pg/ml)

stabilna bolest 2 368 (256, 480)

Ukupno 40

kompletna remisija 5 8900 (6540, 9200)
Hepcidin parcijalna remisija 33 6600 (4000, 7200)
(pg/ml) stabilna bolest 2 8350 (7200, 9500)

Ukupno 40
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Tabela 37. Brzina SE i serumske koncentracije markera aktivnosti bolesti u odnosu

na terapijski odgovor (posle terapije)

Markeri Terapijski odgovor N Medijana
aktivnosti bolesti (interkvartilni rang)

kompletna remisija 22 1,65 (0,80, 2,20)

parcijalna remisija 15 1,90 (0,75, 3,25)
CRP (mg/L)

progresija bolesti 3 10,50 (6,3, 61,35)

Ukupno 40

kompletna remisija 22 213,5 (194, 255)

parcijalna remisija 15 202 (172,5,243,5)
LLDH (U/L) progresija bolesti 3 167 (166,5, 260,5)

Ukupno 40

kompletna remisija 22 2,14 (1,93, 2,57)

parcijalna remisija 15 2,72 (2,38, 2,92)
B2M (mg/T.) - .

progresija bolesti 3 2,45 (2,45, 2,62)

Ukupno 40

kompletna remisija 22 3,54 (3,08, 3,81)
Fibrinogen parcijalna remisija 15 4,30 (3,19, 4,60)
(g/L) progresija bolesti 3 5,25 (4,81, 5,82)

Ukupno 40

kompletna remisija 22 44,19 (42,85, 47,25)

parcijalna remisija 15 43,95 (42,09, 46,12)
Albumin (g/L)

progresija bolesti 3 42,22 (41,61, 47,26)

Ukupno 40

kompletna remisija 22 14 (11, 16)

parcijalna remisija 15 36 (15, 49,50)
SE (mm u 1.h)

progresija bolesti 3 22 (17,50, 46,00)

Ukupno 40

kompletna remisija 22 680 (480, 980)
GDF15 (pg/ml) | parcijalna remisija 15 840 (556, 1010)

progresija bolesti 3 572 (440, 7406)




Ukupno 40

kompletna remisija 22 6300 (1900, 7000)
Hepcidin parcijalna remisija 15 6500 (4200, 7020)
(pg/ml) progresija bolesti 3 7040 (6800, 7220)

Ukupno 40
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5. DISKUSIJA

Istrazivanje je obuhvatilo ukupno 71 ispitanika: 40 u grupi kod kojih je bila indikovana, a
potom i sprovedena antilimfomska/antileukemijska terapija i 31 u ,,w&w* grupi. Zena je
bilo vise u obe grupe. U grupi lecenih 52,5%, a u ,w&w* 58,1%. Nije postojala
signifikantna razlika u polnoj strukturi izmedu dve grupe ispitanika, ali veci procenat
zenskih osoba nije bio ocekivan s obzirom da je veca ucestalost LPN kod osoba muskog
pola [203]. Moguce objasnjenje nalazimo u kriterijumima za isklju¢ivanje iz istrazivanja.
Iskljucene su osobe s komorbiditetima koji su povezani s povisenim vrednostima hepcidina
1 GDF-15: Se¢ernom bolesti, skorasnjim infarktom miokarda i sréanom insuficijencijom
koji su po podacima iz literature u ovim starosnim kategorijama takode ceséi kod

muskaraca [204, 205].

Iako nije postojala statisticki znacajna razlika u starosnoj strukturi ispitanici u grupi lecenih
su bili mladi (55,80£11,14 vs. 59,90£8,53). Ispod 45 godina je imalo 6 ispitanika (15%) iz
grupe lecenih i samo jedan (3,2%) iz ,,w&w* grupe. Cetvrtina u grupi lec¢enih i treé¢ina u
,»W&w* grupi je imala =265 godina. Indolentne LPN, prvenstveno HLL su cesée u starijoj
populaciji, a kako se oboleli od ove vrste LPN, ako su bez simptoma i ne lece ocekivan je

vedi broj starijih ispitanika u ovoj grupi.

U tre¢em ili cetvrtom klinickom stadijumu bolesti je bilo 67,5% ispitanika iz grupe lecenih i
svega 19,3% iz ,,w&w* grupe. B simptome nije imao niko u ,,w&w" grupi, a pre
zapocinjanja terapije su bili prisutni kod 37,5% lecenih. Infiltracija kostne srzi je bila
prisutna kod 45% lecenih u odnosu na 71% iz ,,w&w* grupe §to je bilo statisticki znacajno
(p=0,029), ali i ocekivano s obzirom da je 19/31 (61,3%) ispitanika imalo HLL, LPN koja
podrazumeva infiltraciju u kostnoj srzi. Splenomegalija je bila prisutna kod 19 (48,7%)
ispitanika u grupi lecenih i 3 (9,7%) u ,,w&w* grupi $to je bilo visoko statisticki znacajno
(p<0,001) 1 ocekivano. Uvecana slezina koja izaziva kompresivne smetnje je indikacija za
terapiju kod obolelih od indolentnih LPN, a bila je prisutna i kod 6/13 ispitanika s

agresivnom LPN iz grupe lecenih.

Analizom parametara kompletne krvne slike u grupi lecenih vidi se da broj eritrocita,
koncentracija hemoglobina, vrednost hematokrita i broj retikulocita nije bio statisticki
znacajno promenjen u periodu pre, na sredini i po zavrsetku terapije. Broj leukocita,

apsolutni broj limfocita i neutrofilnih granulocita je nizi na sredini i posle zavrsetka terapije
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u odnosu na broj pre zapocinjanja lecenja (p<0,001). Jedan od ciljeva primene
imunohemioterapije ili hemioterapije kod obolelih od LPN sa limfocitozom i jeste
normalizacija broja limfocita. Medutim, terapija nije strogo selektivna i vrlo cesto se kao
posledica lecenja javlja neutropenija razlicitog stepena. Pored toga, oboleli od agresivnih
LPN, prvenstveno cHL pre zapocinjanja lecenja mogu da imaju reaktivnu leukocitozu sa
ptisutnim vedim brojem neutrofilnih granulocita §to je bio slucaj i kod 5/6 ispitanika s
ovom bolesti u nasem istrazivanju. Nakon primljenih prvih nekoliko ciklusa terapije (2 do
4), na prvoj reviziji nalazimo normalan apsolutni broj leukocita i neutrofilnih granulocita i
ovaj rezultat se zadrzava i na drugoj reviziji ¢ak 1 kod dva ispitanika kod kojih je nakon prve
revizije kad je postignut parcijalni odgovor (PR), doslo do progresije bolesti (PD). Broj
eritrocita, koncentracija hemoglobina 1 vrednost hematokrita je bila najniza na prvoj reviziji
posle primljene dve do cetiri terapijske kure, a potom nesto visa na kraju terapije, ali i dalje
niza u odnosu na vreme pre zapocinjanja lecenja, no ova razlika nije bila statisticki znacajna.
Drugi autori takode prikazuju manji broj eritrocita, nizu koncentraciju hemoglobina i nivo
hematokrita nakon primene hemioterapije, a stepen snizenja zavisi od mijelotoksi¢nosti
primenjenih lekova [206-208]. Nalazimo da su eritrocitni indeksi MCV i MCH znacajno visi
nakon lecenja u odnosu na inicijalno radene: za MCV nivo statisticke znacajnosti p=0,044,
za MCH p=0,034. Ovo je u skladu s istrazivanjima drugih i objasnjenje se nalazi u
hemioterapijom indukovanom moguéem deficitu folata, vitamina B9 ili B12 [206, 209].
Broj retikulocita nije bio statisticki znacajno promenjen ni u jednoj grupi. S obzirom na
supresivni efekat citostatske terapije na eritrocitopoezu moglo se ocekivati da broj
retikulocita u grupi lecenih na kraju ispitivanja bude nizi u odnosu na inicijalni. Bitnije
nepromenjene vrednosti parametara kompletne i diferencijalne krvne slike u ,,w&w* grupi
na kraju posmatranja u odnosu na inicijalne, ne iznenaduju s obzirom da u ovoj grupi nije
bilo primene terapije, a ispitanici kod kojih je doslo do progresije bolesti u posmatranom
periodu su iskljuceni iz ove grupe i pre primene hemioterapije ukoliko su ispunjavali

kriterijume za ukljucenje ukljuceni su u grupu lecenih.

Vrednosti posmatranih parametara metabolizma gvozda pre terapije, tokom terapije i po
zavrsetku lecenja: Fe, transferin, feritin, sSTfR, indeks feritina nisu se statisticki znacajno
razlikovali u grupi lecenih. Uocavamo da su vrednosti Fe i transferina najvise po zavrsetku
le¢enja. Medijana koncentracije feritina pre terapije je 99,65 (IQ 46,8-199,2), na sredini
lecenja 162,3 (I1Q 81,25-272,2) i po zavrietku terapije 123,8 (IQ 48,75-297,25), ovo je bilo
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na granici statisticke znacajnosti (2=1,868, p=0,062), kao 1 razlika koja se primecuje u
koncentraciji sSTfR dobijena u tri merenja: pre terapije medijana je 1,52 IQ 1,2-1,8), na
prvoj reviziji 1,85 (IQ 1,32-2,06) i na drugoj reviziji 1,68 (1Q 1,4-2,03) (£2=1,929, p=0,054).
Radi preciznijeg uvida u promene ovih parametara posmatrali smo i promenu parametara
odvojeno kod lecenih ispitanika s agresivnim LPN 1 lecenih ispitanika s indolentnim LPN.
Nakon terapije bila je signifikantno visa koncentracija serumskog Fe (p=0,025) i transferina
(P=0,007) u podgrupi s agresivnim LPN, dok nije postojala signifikantna razlika u
koncentracijama pre i nakon terapije kod ispitanika s indolentnim LPN. Koncentracija
feritina je bila signifikantno visa nakon terapije (p=0,009) u podgrupi s indolentnim LPN.
Sartori i saradnici opisuju inicijalno povecanje serumske koncentracije Fe 1 feritina tokom 1i
neposredno nakon hemioterapije cisplatinom 1 objasnjenje nude u smanjenoj utilizaciji Fe
zbog suprimiranja eritropoeze, a i uticajem na Ccelije retikuloendotelskog sistema i
oslobadanjem Fe u cirkulaciju [210]. Miya i koautori porast serumske koncentracije Fe
dovode u vezu s izrazenijom postterapijskom emezom 1 statisticki znacajniji porast nalaze
kod visokoemetogenih lekova [211]. Medutim, u tom istrazivanju merenja su vr$ena drugog
1 osmog dana nakon hemioterapije te, bez obzira $to se u terapiji agresivnih LPN vise
koriste lekovi s ve¢im emetogenim potencijalom ne mozemo sa sigurnoséu ovo objasnjenje
primeniti 1 na nase istrazivanje, pogotovo jer je u nasem istrazivanju serumska koncentracija
transferina bila signifikantno izrazenije povisena, dok se u navedenom radu objasnjenje za
emetogenu vezu nalazi u visokoj koncentraciji Fe koje nije vezano za transferin i time
dovodi do slike koja se vida kod trovanja gvozdem [211]. Grupa japanskih autora nalazi
signifikantno povecanje vrednosti serumskog gvozda i hepcidina nakon primene
hemioterapije kod obolelih od karcinoma kolona, ali bez signifikantne promene u
koncentraciji feritina 1 sTfR [212]. Objasnjenje takode vide u smanjenom preuzimanju Fe
zbog suprimirane eritropoeze, a potom kompenzatornog poveéanje hepcidina radi
sprecavanja daljeg povecanja serumske koncentracije Fe, pri ¢emu povisene vrednosti
hepcidina povratnom spregom dovode do snizenja koncentracije IL-6 [212]. Kell i
Pretorius postavljaju pitanje porekla feritina u serumu i ukazuju na ¢injenicu da nema jasnih
dokaza da je feritin nastao sekrecijom, ali da ih je dosta koji ukazuju da je poreklom iz
razorenih Celija. Isti autori pitaju 1 gde je 1 na koji nacin serumski feritin izgubio deo gvozda
koji se u njemu nalazio s obzirom da ga sadrzi znacajno manje nego intracelijski feritin

[213]. Ako razmisljamo na taj nacin, onda bismo povecanje koncentracije Fe i feritina
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nakon hemioterapije mogli objasniti razaranjem tumorskih Ccelija, a 1 posledicnim

ostecenjem zdravih.

U ,,w&w* grupi je postojala statisticki signifikantna razlika u serumskoj koncentraciji sTfR
izmedu dva merenja. Na kraju pracenja vrednosti su bile nize od inicijalnih, drugi
biomarkeri metabolizma Fe nisu bili signifikantno promenjeni. Objasnjenje se moze nalaziti
ili u korigovanju sporadicne latentne sideropenije kod ispitanika kod kojih je
deficita Fe [214-216]. Pored toga moze biti i odraz razlike u eritropoeznoj aktivnosti s
obzirom da eritroblasti eksprimiraju TR 1, a kod veée produkcije eritrocita dolazi i do
jaceg eksprimiranja ovog receptora zbog povecanih potreba za Fe. Sazrevanjem eritroblasta
se odvaja i nalazimo ga u cirkulaciji kao sTfR 1 predstavlja meru ukupnih TfR [214, 216-
218]. Ako bismo navedenim literaturnim podacima pokusali da objasnimo nas rezultat
mogli bi zakljuciti da se eritropoezna aktivnost obolelih s indolentnim LPN i bez primene
terapije tokom vremena smanjila. Medutim, s obzirom na broj ispitanika i duzinu praéenja,
te da je broj retikulocita u istom periodu nepromenjen ovo ostaje samo moguce

obrazlozenje, a ne 1 tvrdnja zasnovana na dokazima.

Od posmatranih standardnih laboratorijskih parametara inflamatorne 1 aktivnosti bolesti:
brzine SE, serumske koncentracije CRP, LDH, B2mikroglobulina, albumina i plazmatske
koncentracije fibrinogena u grupi lecenih je postojala signifikantna razlika u vrednostima
pre i nakon terapije samo za B2mikroglobulin koji je bio nizi nakon primenjenog lecenja
(p<0,001). Serumska koncentracije GDF-15 je u ovoj grupi nakon primenjene terapije bila
visa, $to je bilo statisticki znacajno (p=0,027), a serumska koncentracija hepcidina je bila
niza nego inicijalno izmerena (p=0,011). Ovi parametri su u ,,w&w* grupi bili bez statisticki

znacajne razlike u dva merenja.

Kad smo iste markere posmatrali odvojeno u dve podgrupe lecenih uoceno je da je u
podgrupi s agresivnim LPN brzina SE bila statisticki znacajno niza (p=0,033), dok je
serumska koncentracija albumina bila visa (p=0,013) po zavrsenom lecenju. U grupi lecenih
sa indolentnim LPN nakon primljene terapije bile su statisticki signifikantno nize vrednosti
B2mikroglobulina (p<0,001), hepcidina (p=0,002) i albumina (p=0,01), dok su statisticki
znacajno bile vise vrednosti GDF-15 (p=0,028) 1 fibrinogena (p=0,001). U prognosticke

skorove koji se inicijalno, nakon postavljanja dijagnoze LPN koriste radi procene rizika i
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planiranja terapije i kod agresivnih i kod indolentnih LPN wulaze pol i starost, ali se
laboratorijski parametri razlikuju. Serumska koncentracija albumina i brzina SE su analize
koje se koriste pri proceni rizika kod Hockinovog limfoma, LDH ulazi u skorove i kod
agresivnih i kod indolentnih limfoma, a [B2mikroglobulin kod indolentnih limfoma,
multiplog mijeloma i hroni¢ne limfocitne leukemije [4-6]. S obzirom na to, ocekivano je da
nakon primenjenog lecenja, ako je doslo do poboljsanja stanja brzina SE, LDH 1 32
mikroglobulin budu nizi, a serumska koncentracija albumina visa. Plazmatska koncentracija
fibrinogena moze biti odraz inflamatorne aktivnosti, ali i koagulabilnosti, tako da se nakon
lecenja u razli¢itim hematoloskim i solidnim malignitetima menja na razli¢ite nacine [219-
225|. Postizanje remisije najéeS¢e dovodi do smanjenja zapaljenske aktivnosti i time
snizavanja njegove koncentracije u plazmi, a s druge strane u malignitetima koji su praceni
hiperkoagulabilno$¢u i utroskom fibrinogena smanjivanje tumorske mase 1 eradikacija
bolesti smanjice i njegovu potrosnju te ¢e se nize vrednosti fibrinogena nastale zbog
potrosne koagulopatije nakon lecenja normalizovati. Pored toga nalazimo radove u kojima
se opisuje prisustvo fibrinogena u mikrookolini tumorskih celija i njegova uloga u razvoja
metastaza u nekim tumorima dojke, pluca, digestivnog trakta [226-229]. S obzirom da su
indolentne limfoproliferativne bolesti neizlec¢ive i da je u ovoj podgrupi bilo manje
postignutih kompletnih remisija, a da je broj cirkuliSuc¢ih leukocita i limfocita bio veci
mozda bi moguce objasnjenje za visu plazmatsku koncentraciju fibrinogena nakon terapije
kao 1 za nizi nivo albumina trebalo traziti u povecanju inflamacije nakon lize veéeg broja
limfocita. U prilog ovome bi moglo govoriti i poveéanje drugih pracenih inflamatornih
parametara: brzine SE, serumske koncentracije LDH 1 CRP koji su u ovoj podgrupi nakon
terapije takode bili visi u odnosu na inicijalne, ali bez dobijene statisticke znacajnosti. S
druge strane serumska koncentracija GDF-15 je u obe podgrupe nakon primenjene terapije
veca od inicijalne 1 moguce objasnjenje nalazimo u ulozi ovog citokina u ogranicavanju
inflamatornog odgovora, a u skladu s misljenjem Luana 1 saradnika da se radi o inflamaciji

indukovanom centralnom medijatoru tkivne tolerancije [143].

Nismo nasli statisticki znacajnu korelaciju serumske koncentracije GDF-15 s brojem
leukocita, neutrofilnih granulocita, monocita i limfocita ni u grupi lecenih, ni u ,,w&w*
grupi, ni inicijalno, niti na kontrolnim merenjima. Pojedini autori su ispitujuci ulogu GDF-
15 u razlicitim bolestima i korelirajuéi ga sa inflamatornim parametrima radili i korelaciju s
brojem leukocita, ali su dobijeni rezultati nekonzistentni. Analizom korelacije GDF-15 s

parametrima crvene krvne slike nalazimo pozitivhu korelaciju u grupi lecenih samo na
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prvoj reviziji, odnosno nakon primljene 2 do 4 terapijske kure sa MCHC (p=0,029). U
,,W&w* grupi postoji statisticki znacajna negativna korelacija GDF-15 sa brojem eritrocita i
vrednostima hematokrita inicijalno, a na kontrolnim pregledima sa brojem eritrocita
(p=0,048), kad nalazimo i pozitivhu korelaciju s MCV (p=0,026) i MCH (p=0,043).
Negativnu korelaciju GDF-15 s vrednostima Hg i Htc prijavljuju autori koji su ispitivali
vezu ovog citokina s anemijom kod obolelih od sr¢ane i bubrezne insuficijencije, multiplog

mijeloma [230-233], talasemije 1 mijelodisplaznog sindromu [80, 234].

Cui 1 saradnici ispitujuéi serumske biomarkere metabolizma gvozda i eritropoezu kod
obolelih od mijelodisplaznog sindroma koji nisu primali transfuzije eritrocita nalaze
pozitivnu korelaciju koncentracije GDF-15 sa sTfR i saturacijom transferina [234]. U radu
ovih autora se navodi i pozitivnha korelacija koncentracije GDF-15 sa brojem eritroblasta u
kostnoj srzi, odnosno i GDF-15 i sTfR ovde predstavljaju surogat markere nivoa
eritropoeze. Theutl 1 koautori su poredili GDF-15, hepcidin i biomarkere metabolizma
gvozda kod sideropenijske anemije, anemije u hronicnoj bolesti i anemije u hronic¢noj
bolesti s apsolutnim deficitom gvozda i kontrolnom grupom zdravih. Nisu nasli nikakvu
korelaciju GDF-15 s bilo kojim parametrom u kontrolnoj grupi neanemicnih, dok je
postojala negativna korelacija s koncentracijom Hg 1 pozitivna sa sTfR kod sideropenijske
anemije [233]. Kod anemije u hroni¢noj bolesti postojala je signifikantna pozitivna
korelacija sa saturacijom transferina, a kod anemije u hroni¢noj bolesti s apsolutnim
deficitom Fe, kao i kod sideropenijske anemije nadena je pozitivna korelacija sa sTfR. Nasi
rezultati su drukdiji, statisticki znacajnu negativnu korelaciju koncentracija GDF-151 sTfR i
GDF-15 s indeksom feritina nalazimo u“w&w* grupi pri kontrolnom merenju. Moguce
objasnjenje vidimo u tome $to su nam ispitanici bili bez anemije, pri ovim merenjima i
koncentracije sTfR su bile niZe, §to moze ukazivati i na smanjenu eritropoeznu aktivnost, a
1 da nije postojao deficit Fe, a s druge strane GDF-15 je kod obe grupe nasih ispitanika
verovatnije u vezi sa stepenom inflamacije nego nivoom eritropoeze. Rezultati naseg
istrazivanja su uslovljeni i kriterijumima isklju¢enja. Da bismo dobijene rezultate mogli
povezati prvenstveno s LPN isklju¢eni su svi sa stanjima koja se dovode u vezu sa
povisenim vrednostima hepcidina 1 GDF-15, kao i svi koji su u tri meseca pre ukljucenja u
istrazivanje primali transfuzije derivata krvi ili preparate Fe sto je dovelo do toga da su
vecdinu u obe grupe cinili ispitanici bez anemije. Smatramo da iz istih razloga u nasem
istrazivanju nije postojala ni statisticki znacajna korelacija hepcidina sa parametrima krvne

slike ni u jednoj grupi ispitanika. Ispitujuci znacaj hepcidina u anemiji kod obolelih od
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DBKL Tissi s koautorima takode ne nalazi statisticki znacajnu korelaciju hepcidina sa
koncentracijom hemoglobina [87]. S druge strane drugi autori prikazuju statisticki znacajnu
negativnu korelaciju serumskih koncentracija hepcidina i hemoglobina [86, 98, 99]. Hohaus
navodi vise vrednosti hepcidina kod obolelih od Hockinovog limfoma u odnosu na
kontrolnu grupu zdravih nezavisno od prisustva anemije, ali statisticki znacajnu negativnu
korelaciju hepcidina s koncentracijom hemoglobina nalazi samo u grupi anemicnih [85, 86].
Pardanani sa saradnicima prikazuje negativhu korelaciju hepcidina sa koncentracijom
hemoglobina kod obolelih od mijelofibroze s anemijom i koncentracijom hemoglobina
manjom od 100g/L [235]. Nalazimo statisticki znacajnu pozitivou korelaciju serumske
koncentracije hepcidina i feritina u obe grupe ispitanika pri svim merenjima, kao 1 statisticki
znacajnu negativnu korelaciju hepcidina s indeksom feritina (sTfR/log feritina) u sva tri
merenja u grupi le¢enih 1 na kraju pracenja u ,,w&w* grupi. Ovi rezultati se poklapaju s
istrazivanjima drugih kako u limfoproliferativnim [83-87, 98, 99] tako i u drugim klonskim
hematoloskim bolestima [235, 2306]. Santini i koautori u svom istrazivanju nivoa hepcidina
u razlicitim podtipovima mijelodisplasticnog sindroma nalaze pozitivhu korelaciju u
refrakternoj anemiji s prstenastim sideroblastima (RARS) i 5g- sindromu, ali ne i u
hroni¢noj mijelomonocitnoj leukemiji (CMMnL) i refrakternoj anemiji s ekscesom blasta
(RAEB) [236]. Grupa kineskih autora nalazi takode statisticki znacajnu korelaciju hepcidina
s feritinom, a negativnu s koncentracijom hemoglobina i sSTfR u grupi ispitanika s akutnom

leukemijom [237].

Nalazimo visoko statisticki znacajnu negativhu korelaciju serumske koncentracije Fe sa
CRP, brzinom SE 1 plazmatskom koncentracijom fibrinogena i nesto slabiju pozitivhu
korelaciju koncentracija Fe, transferina i sTfR sa koncentracijom albumina pre terapije u
grupi lecenih. U istoj grupi po zavrietku lecenja postoji pozitivna korelacija koncentracije
transferina s koncentracijom albumina i negativha s brzinom SE i fibrinogenom. Ovi
rezultati, kao 1 dobijena statisticki znacajna korelacija feritina sa koncentracijom LDH i
fibrinogenom u plazmi u grupi lecenih nakon terapije je ocekivana ako imamo u vidu
prethodno receno o metabolizmu gvozda u inflamaciji i LPN [85, 86]. S druge strane
imajudi u vidu opisani uticaj IL-6 na regulaciju hepcidina i povezanost ovog interleukina sa
CRP ocekivali smo, ali nismo dobili pozitivhu korelaciju feritina s CRP. S druge strane ni u
grupi lecenih ni u ,,w&w" grupi hepcidin nije korelirao ni s jednim od standardnih
inflamatornih  parametara. Nemamo objasnjenje za pozitivhu korelaciju sTfR s

B2mikroglobulinom u grupi lecenih na kraju terapije, ali nalazimo u literaturi da moze i bez
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prisustva deficita Fe biti povisen u HL 1 da moze predstavljati parametar aktivnosti bolesti
[83, 238]. Singh 1 saradnici su analizirali ekspresiju transferinskih receptora na 60 uzoraka
tkiva, po 30 s reaktivnim limfadenitisom i 30 s LPN 1 visoku ekspresiju nalaze u 75%
agresivnih limfoma, ukljucujuci svih 9 uzoraka HL [238]. Ovi rezultati se uklapaju u ranije
spomenutu vecu ekspresiji TfR 1 na povrsini maligne u odnosu na normalnu celiju [28, 50]
$to dovodi do toga da maligna Celija preuzima vecu kolicinu Fe. Imajuéi ovo na umu,
ovakvu korelaciju u nasem istrazivanju bismo ocekivali pre, a ne nakon terapije.
Ogranicavajuci faktor za donoSenje jasnih zakljucaka je i heterogenost nase grupe lecenih s
obzirom da je pored ispitanika s agresivnim LPN obuhvatila i one s indolentnim bolestima
koji su imali indikaciju za terapiju. Visoka statisticki znacajna pozitivna korelacija GDF-15 s
B2mikroglobulinom pre i nesto slabija nakon primene terapije u nasoj grupi lecenih je u
saglasnosti s rezultatima drugih [183, 232, 239]. Cortre i saradnici na grupi od 131 pacijenta s
multiplim mijelomom nalaze pozitivhu korelaciju GDF-15 s B2mikroglobulinom,
koncentracijom kreatinina i kalcijuma, negativiu s koncentracijom hemoglobina i albumina,
ali ne nalaze korelaciju s brojem plazmocita u kostnoj srzi, niti s koncentracijom LDH i
CRP [183]. Zhao i Yang kod svojih ispitanika ne nalaze pozitivhu korelaciju GDF-15 s
koncentracijama 32 mikroglobulina, M proteina i kreatinina, ali nalaze negativnu korelaciju
s vrednostima hemoglobina. Pritom, u grupi koja je nakon primljene trece terapijske kure
smanjila koncentraciju M proteina za >50% nalaze signifikantno smanjenu koncentraciju
GDF-15, za razliku od onih kod kojih nije doslo do PR gde se serumska koncentracija
GDF-15 povecala [186].

Testirajuci hipotezu o razlici u serumskoj koncentraciji feritina, GDF-15 1 hepcidina izmedu
dve grupe nasih ispitanika dolazimo do zakljucka da su se parametri metabolizma Fe
znacajna razlika u serumskoj koncentraciji Fe i transferina izmedu dve grupe, u grupi
ispitanika kod kojih je bila indikovana terapija vrednosti ovih biomarkera su bile nizZe.
Statisticki znacajna, ali neSto manje izrazena razlika u serumskoj koncentraciji Fe je
postojala i nakon primenjene terapije. U grupi le¢enih su ove vrednosti i dalje bile nize u
odnosu na ,,w&w* grupu. Serumska koncentracija feritina je bila viSa u grupi lecenih i
inicijalno i po zavrsetku lecenja, ali je ova razlika bila statisticki znacajna samo na kraju
ispitivanja. U grupi lecenih je po zavrsetku terapije koncentracija sTfR bila statisticki

znacajno visa u odnosu na grupu ispitanika koji su praceni bez terapije. Inicijalno, pre
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zapocinjanja terapije postoji statisticki znacajna razlika u koncentraciji Fe izmedu ispitanika
obolelih od agresivnih LPN u odnosu na obolele s indolentnim LPN, kao i izmedu
ispitanika iz svake od ovih podgrupa u odnosu na ,,w&w* grupu. Smatramo da ove razlike
odrazavaju i sustinske razlike izmedu dve grupe. Naime kod obolelih od LPN s izrazenim
simptomima i velikom tumorskom masom ocekujemo i veée zadrzavanje Fe u celijama
monocitno makrofagnog sistema, vecu koncentraciju feritina, a nize serumsko Fe i
transferin. Serumske koncentracije GDF-15 i hepcidina iako nesto vise i inicijalno i na kraju
posmatranja u grupi lecenih nisu bile statisticki znacajno razlicite izmedu dve grupe. U obe
grupe su na kraju ispitivanja bile nesto vise u odnosu na inicijalne vrednosti. Nije bilo
statisticki znacajne razlike u koncentraciji GDF-15 i hepcidina izmedu obolelih kojt
zahtevaju terapiju i obolelih koji su na ,,watch and wait“ rezimu ni kad smo analizirali
odvojeno rezultate dobijene u podgrupama lecenih. Moguée je da je na manju razliku u

koncentraciji GDF-15 izmedu dve grupe uticala 1 veca starost ispitanika u ,,w&w* grupi s

obzirom na porast koncentracije ovog citokina s godinama zivota [200,202].

Razdvajanje podataka po podgrupama lecenih s agresivnim 1 lecenih s indolentnim LPN i
poredenje svake od ovih podgrupa s ,,w&w* grupom pokazalo je i ocekivane razlike u
standardnim parametrima inflamatorne aktivnosti koji ulaze u prognosticke skorove.
Statisticki je signifikantno veca inicijalna koncentracija B2M u podgrupi lecenih s
indolentnim LPN nego u ,,w&w* grupi, dok se statisticki znacajno medusobno razlikuju
koncentracije CRP, albumina, fibrinogena i brzine SE i izmedu dve podgrupe lecenih i
izmedu podgrupe s agresivnim LPN i ,,w&w* grupe. Naime, brzina SE, koncentracija CRP
1 fibrinogena je statisticki znacajno veca kod lecenih s agresivnim LPN u odnosu na lecene
od indolentnih LPN i u odnosu na ispitanike u ,,w&w* grupi. Serumska koncentracija
albumina je signifikantno niza u podgrupi lecenih s agresivnim LPN u odnosu na podgrupu

lecenih s indolentnim LPN, a i na ,,w&w* grupu.

Pokusali smo da sagledamo da li koncentracija ispitivanih standardnih laboratorijskih
markera aktivnosti bolesti, ali i biomarkera metabolizma Fe, GDF-15 i hepcidina u vreme
prve revizije i nakon terapije korelira s terapijskim odgovorom. Na prvoj reviziji nakon
primljene dve do cetiti terapijske kure 5/40 je bilo u kompletnoj remisiji, 2/40 je imalo
stabilnu bolest, a 33/40 je imalo patcijalni odgovor, nijedan od ispitivanih laboratortijskih
parametara na sredini terapije nije korelirao s postignutim odgovorom. Po zavrsetku lecenja

19 ispitanika je poboljsalo odgovor, odnosno 17 ih je iz parcijalne preslo u kompletnu
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remisiju, a dvoje sa stabilnom bolesti je postiglo parcijalni odgovor, kod troje ispitanika
smo imali pogorsanje u odnosu na prvu reviziju, odnosno iz parcijalnog odgovora je doslo
do progtesije bolesti. Po zavtsetku leCenja imali smo 22/40 ispitanika u kompletnoj remisiji,
15/40 u patcijalnoj i 3/40 s progresijom bolesti. Brzina SE i plazmatska koncentracija
fibrinogena su statisticki znacajno korelirali sa terapijskim odgovorom, najnize vrednosti su
imali ispitanici u kompletnoj remisiji, a najviSe oni sa progresijom bolesti. Iako
analiziranjem nivoa biomarkera gvozda u odnosu na odgovor nakon terapije zapazamo da
su vrednosti gvozda i transferina najvise kod ispitanika sa kompletnom remisijom, a najnize
kod obolelih s progresijom bolesti, dok su vrednosti feritina i sTR najnize kod ispitanika sa
kompletnom remisijom, a najvise kod onih sa progresijom bolesti, ali statisticki nije bilo
znacajne razlike. Razlog za ovo je ujedno i nedostatak ovog istrazivanja, a ogleda se u
ogranicenom broju ispitanika i heterogenosti grupe le¢enih te malom broju ispitanika sa CR
1 SD na sredini, odnosno PD na kraju terapije te adekvatna korelacija nije moguca. S druge
strane, smatramo da smo nalazenjem pozitivne korelacije GDF-15 s 82M u grupi lecenih i
pre 1 nakon terapije dali dovoljno osnova za budude istrazivanje znacaja GDF-15
prvenstveno u grupi indolentnih LPN koji imaju indikaciju za zapocinjanje lecenja.
Opisanim korelacijama biomarkera metabolizma Fe sa standardnim laboratorijskim
markerima inflamatorne aktivnosti ¢emo se i u buduénosti baviti s obzirom na cestu dilemu
koju u klinickom radu imamo u pogledu lecenja anemije kod obolelih koji su na terapiji

zbog LPN..
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6. ZAKLJUCAK

Ne postoji znacajna korelacija GDF-15 sa brojem leukocita i monocita
kod nasih ispitanika.

Nedostatak korelacije hepcidina s brojem eritrocita, koncentracijom
hemoglobina, hematokritom i brojem retikulocita u nasem istrazivanju
posledica je veceg broja ispitanika bez anemije u obe grupe, a zbog
strogih kriterijuma iskljucivanja s ciljem da se dobijeni rezultati povezu
iskljucivo s LPN.

Koncentracije hepcidina pozitivho korelira s koncentracijom feritina u
obe grupe ispitanika.

Pozitivna korelacija koncentracije feritina sa LDH i fibrinogenom i
negativna  korelacija serumske  koncentracije  transferina s
koncentracijom CRP, fibrinogenom i brzinom SE u grupi ispitanika koji
imaju indikaciju za leCenje mogla bi biti osnova za dalje istraZivanje
prognoznog znacaja ovih biomarkera kod obolelih od LPN kod kojih je
indikovana terapija.

Ne postoji korelacija hepcidina s markerima aktivnosti LPN ni pre ni
posle terapije $to navodi na zaklju¢ak da odredivanja koncentracije
hepcidina kod obolelih od LPN bez anemije ne bi bilo klini¢ki znacajno
Statisticki signifikantna pozitivna korelacija koncentracije GDF-15 s beta
2 mikroglobulinom i pre i posle le¢enja, kao i s koncentracijom
fibrinogena pre zapocinjanja terapije, ukazuje na moguée mesto ovog
markera u proceni rizika kod obolelih, prvenstveno od indolentnih LPN
kod kojih je indikovano lecenje.

Ne postoji statisticki znacajna korelacija koncentracije feritina,
hepcidina i GDF-15 sa standardnim laboratorijskim parametrima
aktivnosti bolesti u grupi ispitanika kod kojih nije indikovano lecenje.

Znacajno nize serumske koncentracije Fe i transferina u grupi kod koje
je indikovano le¢enje u odnosu na grupu nelecenih, kao i znacajno niza
koncentracija Fe kod obolelih s agresivnim u odnosu na obolele s
indolentnim LPN pre terapije, kao i obolelih s indolentnim LPN koji imaju
indikaciju za lecenje u odnosu na obolele kod kojih terapija nije
indikovana mogu biti u vezi s veli¢inom tumorske mase i agresivnos$éu
LPN.

Nalazimo znacajno viSe vrednosti feritina i sTfR kod ispitanika koji su
primili terapiju u odnosu na nelecene, kao i vece koncentracije feritina i
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sTfR nakon primljene terapije u odnosu na inicijalne vrednosti u grupi
lecenih Sto moZe ukazivati na vezu sa stepenom inflamacije i aktivnosti
LPN, ali i na uticaj primenjene terapije.

Nepostojanje znacajne razlike u koncentraciji GDF-15 izmedu dve grupe
ispitanika, a da pritom postoji signifikantna povezanost s B2
mikroglobulinom i pre i nakon terapije u grupi lecenih i fibrinogenom
pre leenja verovatno ukazuje da se ne moZe shvatiti kao marker
aktivnosti LPN, ali moZe biti pokazatelj karakteristika obolelog.
Nedostatak razlike u koncentraciji hepcidina izmedu ispitanika sa i bez
indikacije za terapiju verovatna je posledica malog broja ispitanika s
anemijom u obe grupe.

Ne postoji statisticki signifikantna razlika u koncentraciji biomarkera
metabolizma Fe, GDF-15 i hepcidina u odnosu na terapijski odgovor.
Vise su vrednosti serumskih koncentracija Fe i transferina, a nize feritina
i sSTfR kod ispitanika kod kojih je postignut terapijski odgovor, parcijalni
ili kompletni, u odnosu na ispitanike s progresijom bolesti, ali bez
statisticke znacajnosti. Heterogenost grupe le¢enih i mali broj ispitanika
s progresijom bolesti, ne dozvoljava donosenje zakljucka, ali sugerise
potrebu za buducim istraZivanjem na veéem broju ispitanika.

Na kraju terapije postoji signifikantna razlika u brzini sedimentacije i
plazmatskoj koncentraciji fibrinogena u odnosu na terapijski odgovor.
Ispitanici koji su u kompletnoj remisiji imaju najnize, a ispitanici sa
progresijom bolesti najviSe vrednosti brzine sedimentacije i plazmatske
koncentracije fibrinogena.
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Osaj Obpazay uunu cacmaguu 0eo OO0KMOpcKe oucepmayuje, O0OHOCHO
OOKMOPCKO2 YMEeMHUYK02 npojekma Koju ce bpanu Ha Ynueepzumemy y Hosom
Caoy. Ilonywen Obpazay ykopuuumu u3a mexkcma O0OKmMopcKe oucepmayuje,
O0OHOCHO OOKMOPCKO2 YMEMHUUKO2 NPOojeKma.

[Inan TpE€TMaHa I1oJJaTaKka

Ha3uB npojekra/mcrpakuBama

Onnoc ¢akrTopa pacra u qudepeHujanuje-15 u xenuuauHa ca omomapkepuma Meradonusma reoxha y
muMdononupepaTHBHUM OosiecTUMa

Ha3uB nHCTHTYIMje/MHCTHTYIHja Y OKBHPY KOjHX Ce CIIPOBOIH HCTPAKMBaKbe

a) Kimauka 3a xemaronorujy, Knuanuku nenrap Bojsoaune

0) Llentap 3a maboparopujcky MenuiuHy, Kimmanyaku niearap Bojsoanae

B) Meanuuncku ¢akynter YHusepsutera y Hosom Cany

Ha3uB nporpama y oKBHPY KOT Ce peajiu3yje HCTPaKMBam€

HcrpaxxuBame je CIpoBEICHO Y OKBUPY H3pajie JOKTOPCKE MUCepTaIlije U HUje JIeo PYToT MpojeKTa

1. Onuc mogaraxka

1.1 Bpcra ctyamje

Yxpamko onucamu mun cmyouje y okeupy Koje ce nooayu npukynavajy

[IpOCIIEKTUBHO MCTPAKUBAILE Y OKBUPY AOKTOPCKE AMCEPTAIIM]j€ CIIPOBEAEHO Ha YKYITHO 71
HCIUTAHUKY 00oiesoM o 3pene b mmmbonponndeparusue Heomnasme. Ilpahenu cy maboparopujcku
MapKepH aKTMBHOCTH uMonponrbepaTuBHe 00aecTH, OnomMapkepu Merabonusma reoxha, dakrop
pacrta u gudepenimjanmje-15 u xenuaun. Bpirena je kopenanyja 6uomMapkepa MeradonmsmMa reoxkha,
(dakTopa pacra u audepeHumjaumje-15 ¥ XenMAMHA ca CTaHAAPAHUM HH(BIAMATOPHUM IapaMeTpuMa
KOJI HCIIUTAaHUKA KOJU CY UMAJIM MHAUKAIIU]Y 32 TEPANHM]Y M KOJ OHHUX 0¢3 MHAMKALH]|E 32 JICUCHhEe U
Mehyco6HO mopeheHu.

1.2 Bpcre nogaraka
a) KBaHTUTATHBHH

0) KBAJIUTATUBHU

1.3. Hauns npukynsbama nojaraka

a) aHKeTe, YIUTHUIU, TECTOBU
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6) KIIMHHUYKEC MMPOICHEC, MECAUITMHCKHY 3alTMCH, CJICKTPOHCKH 3APAaBCTBCHHU 3aIIMCH

B) TEHOTHITOBH: HABECTH BPCTY

F) AIMUHUCTPATUBHU MOJAIIN: HABECCTHU BPCTY

)1) Y30pM TKMBA: HABECTHU BPCTY KPB U 3aMP3HYTH KPBHH CEPYM

1) caumim, dotorpaduje: HaBeCTH BPCTy CHUMIIH ypaheHUX PaJIMQJIOIIKKX TIPEeriie/ia

€) TeKCT, HABECTH BPCTy JUTEpaTypa

K) Mara, HaBeCTH BPCTY

3) OCTaJIO: OIMHuCaTHu

1.3 ®opmart nogaraka, ynorpedipeHe cKajie, KOJIWYHHA Mo1aTaKa

1.3.1 Yorpe6spenu copTBep 1 popMaT maToTeke:
a) Excel thajn, narorexa .xlsx

b) SPSS ¢ajn, natoreka .sav

¢) PDF ¢ajn, natoreka_.pdf

d) Tekcr (ajn, maroreka .docx

e) JPG ¢ajn, naroteka .jpg

f) Ocrano, natoreka

1.3.2. bpoj 3ammca (ko KBaHTUTATUBHUX MOJATaKa)

a) 6poj Bapujabmu __ Beawnku 6poj

0) Opoj Mepema (MCTIMTaHUKA, POIIeHA, CHUMAaKa U ¢J.) 71 MCIIMTAHHUK

1.3.3. IloHOBJbEHA MEPEHA

a)na
0) He

YKOJIHKO je OATrOBOp J1a, OArOBOPUTH Ha ciiefcha nurama:

a) BPEMEHCKH pa3Mak U3MeJljy IOHOBJBEHHX Mepa je 3 J0 6 Mecelu
0) BapujadIie Koje ce BHIIE ITyTa Mepe OJTHOCE ce Ha IPOIIEHY CTamha OCHOBHE OoIecTH
B) HOBe Bepauje (ajiroBa Koju cajpike MOHOBJbEHA Mepemha Cy IMEHOBaHe Kao jiedeHn. xIsx sheet

2. neuenn.xlsx sheet 3, 6e3 Tepanuje.xlsx sheet 2
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Hanomene:

Ha nu popmamu u cogpmeep omozyhasajy demerve u 0y20poyuHy 8aruUOHOCH nOOAmMaKa?

a) /la
6) He

Axko je 002080p He, 0bpasznoicumu

2. llpukynbame MogaTaka

2.1 Metoposnoruja 3a NpUKyIUbamke/TeHepHCabEe MMoIaTaKa

2.1.1. YV okBHpY KOT HCTpa)XMBAuKOI HAI[PTa Cy MOJAIN NPUKYIJbEHN?

a) ekcriepuMeHT, HaBectu Tum [ JIP-15 u xenmmanH cy onpehBaHu HAaKOH 0AMp3aBamba U3 TPETXOAHO
3aMpP3HYTHX CepyMa YyBAaHHUX Ha —7OOI_I EJIMCA metonom kopucrehu pearence mponssohaua R&D 1o
ynyrerBy npousBohaua ua RYTO ananmszaropy

0) KOpenanroHO UCTPAKHUBaKkE, HaBeCTH TUI CMPMaHOB KOe(HUIINjEeHT Kopesallyje je pUMEheH 3a
TecTupamke nosezagoct [ JIPD-15 1 xenuuanHa ¥ ¢ OCTaJINM UCIUTUBAHUM napaMmerpuma. Cu
TECTOBH CY ABOCTPAHM ca HUBOOM 3HauajHoct p<0,05

1) aHAJIM3a TEKCTa, HABECTH THIT IPHKYIJbahe MOIaTaka U3 JUTEPATYPE W Ha OCHOBY FbUX
IOCTaBJbalhe XUIOTE3A, 4 TOTOM YV AUCKYCH]M aHAIN3a JOOW]eHUX pe3yiarara U nopeheme ¢
pE3YIITaTMa HCTPAKMBaha JIPYTHUX

)_I) OCTaJI0, HABCCTH IIITa

2.1.2 Hasecmu 8pcme mepHUx uHCmMpymMeHama uii Cmanoapoe nooamaxa cneyuguunux 3a oopeheny
HAYYHY OUCYUNTUHY (aKo nocmoje).

2.2 Kpanurer mojaaraka u CTaHAApIU

2.2.1. Tperman HenocTajyhux mogartaka

a) [la mu matpumna caapxu Heaoctajyhe momarke? Jla He

l
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AKo je oJIroBop a, OAroBOpuTH Ha cieneha nurama:

a) Komuku je 6poj HenocTajyhux momaraka?
0) Jla 1 ce KOpUCHUKY MaTpHIle IPeropydyje 3aMeHa HepocTajyhux nogaraka? Jla He
B) AKO je 0roBOp Aa, HABECTH CYTecTHje 3a TpeTMaH 3aMeHe HeJOoCTajyhnux nmogaraka

2.2.2. Ha xoju HauWH je KOHTPOJIMCAH KBAIHTET moaaraka? Onucaru

Ksamurer 1a00paTOPUjCKUX PE3YIITATA j€ KOHTPOJIMCAH Y CKIIaAy ca CTaHaapauMa J00pe
1a00opaTOpHjCKe IMpaKce U 110 CTAHIAPAHO] J1a00paTOPH]CKO] MPOLIEAYDPU BaTUAAIM|e TOOH]EHIUX
pesyarara. Kanurer mojaraka je KOHTPOJIMCAH IPUMEHOM CTATUCTUYKUX TECTOBA U BAIMIALIA]OM
rmojaraka

2.2.3. Ha koju HauuH je U3BpIICHA KOHTPOJIA YHOCA [TOJIaTaKa y MaTpuiry?

KonTpona yHOCa moiaTaka je€ KOHTPOIMCAaHA BUIIECTPYKUM JIMYHUM IIPDOBEPABAKBLUMA M HE3ABUCHUM
[IPOBEPABAKLUMA OJ CTPAHE CapaJHUKA U MEHTODA T€ nopehemeM ¢ MOXpambEeHUM MTOJALNMA YV
MEJMIMHCKO] IOKYMEHTALIA]U

3. Tperman nojgaraka u npareha fokymMeHTanmja

3.1. TpeTMaH u yyBame MojlaTaKa

3.1.1. looayu he bumu oenonosanu y Penozumopujymy 0okmopckux oucepmauuja Yuugepzumema
y Hosom Cady

3.1.2. URL adpeca https://cris.uns.ac.rs//searchDissertations.jsf.

3.1.3. DOI

3.1.4. Jla m he nodayu bumu y omeopeHom npucmyny?

a) Ja

0) Ha, anu nocne embapea xoju hie mpajamu 0o

6) He

AKo je 002060p ne, Hasecmu paznoz Todayu dobujenu ucmpadicusarbem HUCy joul y ROMnyHocmu
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objasmenu y 6u0y Hay4Hux padosa u buhe docmynuu ca c6axkom nyOIUKAUUOM v CKAAOY C emuy4KuM

npurRyunuma sauimume noeep/busux qu)opmauuia U npurHyunuma onmeopeHe Hayke.

3.1.5. llooayu nehe bumu denonosanu y penozumopujym, aiu he bumu uysanu.

Obpasnooicerve

3.2 MeTanofary 1 TOKyMEHTaITHja To1aTaka

3.2.1. Koju crarnmapn 3a Metanoaarke he Outu npuMermeH?

3.2.1. HaBectu MeTanonaTke Ha OCHOBY KOjHX CYy IMOJAIH JCTIOHOBAHU Y PEIIO3UTOPH]YM.

Axo je nompebno, nasecmu memooe Koje ce KOpucme 3a npey3umarse no0amakd, anatumuiKe u
npoyedypanne ungopmayuje, HUX080 KOOuparbe, 0emasbhe onuce sapujadau, 3anuca umo.

3.3 Crpatervja u cTaHAap/H 33 YyBame MojiaTaKka

3.3.1. Jlo xor nepuoja he nmomanu OuTH uyyBaHH y peniosuropujymy? TpajHo

3.3.2. Jla iu he nogaru 6ut nenonoanu nox mudpom? Jla He

3.3.3. la mu he mmdpa 6utn qocrymHa onpehenom kpyry ucrpaxknBada? /la He

3.3.4. Jla i1 ce moJany Mopajy YKJIOHUTH U3 OTBOPEHOT MPUCTYIIA MOCIe U3BECHOT BpeMeHa?
Ja He

O06pa3noXKuTH
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4. be30eMHOCT MOAATAKA M 3aIITUTA MOBEP/LHBUX HHPOPMAIHja

OBgaj onesbaxk MOPA OutH nonymeH ako Balld NoJauy yKJby4yjy JHYHE NOJaTKe KOjH ce OJHOCE Ha
YYECHHKE y HCTPaKUBamY. 3a Apyra HCTpakuBama Tpeda Takole pasMOTPUTH 3aIUTHTY U CUTYPHOCT
noJartaka.

4.1 dopmanHu CTaHAAPAU 3a CUTYPHOCT WH(pOpMaIlyja/moaaTaka

HcTpakuBauun Koju CIPOBOJIE HCITUTHBAKA C JbYMMa MOPajy Jia ce MPHAPKABajy 3aKOHA O 3aITHTH
roJiaTaka o JIMYHOCTH (hitps://www.paragraf.rs/propisi/zakon_o_zastiti_podataka_o_licnosti.html) u
oarosapajyher HHCTUTYIMOHATHOT KOJIEKCA O aKaJIeMCKOM UHTETPUTETY.

4.1.2. Jla nu je UCTpakuBame 0JJ0OPEHO O] cTpaHe eThuke komucuje? da He
Ako je ogrosop /la, HaBecTH 1aTyM W Ha3WB €THYKE KOMHCH]E KOja je 0100pHiia NCTPaKBambe

_Etnuku on6op Knmandkor nentpa Bojonune 2.2.2017; ETnuka komucrja MenuImHCKOT daKynTeTa
Yuusepsurera y Hosom Cany, 13.2.2017.

4.1.2. a nu mopauy ykJby4yjy JMYHE OJaTKe yUecHUKa y uctpaxuBamwy? la He

AKO je OArOBOp 113, HABEIUTE HA KOjU HAYMH CTE OCUTYpPaJIi MOBEPJHUBOCT U CUTYPHOCT HH(pOpMaIiHja
BE3aHUX 3a MUCITUTAHHKE:

a) Hopaiu HUCY Y OTBOPEHOM MPHUCTYIY
0) [onamm ¢y aHOHUMU3UPAHU
II) Ocrao, HaBeCTH IITa

5. JocTynmHoCT nmogaraka

5.1. Ilooayu he bumu
a) jagHo docmynuu

0) docmynnu camo yckom Kpyey ucmpasxcugaya y oopehenoj nayunoj oonacmu

y) 3ameopeniu

Axo cy nooayu 00cmynuu camo YCKOM Kpy2y UCmpanicueayd, Hagecmu noo Kojum YCioguma Mozy od ux
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Kopucme:.

VY cayyajy ApYTrUX HCTPaKMBAMA I'I€ O MOoAay OWIM ITOTEHIIM]AJIHO KOPUCHH KOMYHHUKAIIH]OM C
ayTopoM I10JIaTaKa M HAaKOH 00pa3iiokKema IoTpede 3a YBUAOM v nogaTke, omoryhuhe ce nmpucryn
AHOHUMHW3HUPAHUM IHOoAAalINMaA.

Axo cy nooayu 00Cmynuu camo YCKoM Kpyay UCHPAadiCudayd, HA8ecmu Ha KOju HAYUH MOy
npucmynumuy nooayuma: __ KOMYHHUKAITHjOM ca ayTOpoM

5.4. Hasecmu nuyenyy noo xojom he npuxynmvenu nooayu oumu apxusupanu.

AyTOpCcTBO-HEKOMEDPIIMjaIHO-0€3 Ipepajie

6. YJiore 1 0ArOBOPHOCT

6.1. Hagecmu ume u npesume u mejn adpecy 8racnuka (aymopa) nooamaxa

Jlanujena Aruh, danijela.agic@mf.uns.ac.rs

6.2. Hagecmu ume u npesume u mejn adpecy ocobe Koja o0paicasa Mmampuyy ¢ nooayuma

Jlanujena Aruh, danijela.agic@mf.uns.ac.rs

6.3. Hasecmu ume u npesume u mejn aopecy ocobe xoja omocyhyje npucmyn nooayuma Opyeum
ucmpadjcusaiumMa

Jlanujena Aruh, danijela.agic@mf.uns.ac.rs
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