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and control group.

MATERIAL AND METHODS: The research was conducted as a
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groups. A significantly higher increase in PINP value was recorded after
treatment in the group of subjects treated with a combination of anti-CD20
monoclonal antibody and polychemotherapy. It is necessary for patients with
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metabolism before and after treatment in order to reduce the negative
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e PTLB - postranslantaciona limfoproliferativna bolest (PTLB)

e EBV - Epstein-Barrov virus
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FLIPI (engl. Follicular Lymphoma International Prognostic Index) - Medunarodni
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M-CSF (engl. colony-forming unit for macrophages) - stimuliSuc¢i faktor kolonija
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I UVOD

1. Nehockinski limfomi (NHL)

Nehockinski limfomi predstavljaju heterogenu grupu malignih bolesti, razli¢itih
histoloskih 1 klini¢kih karakteristika, koje nastaju iz c¢elija limfoidnog sistema, odnosno
limfocita razli¢itog razvojnog stadijuma. NHL se mogu prezentovati kao indolentne
limfoproliferativne bolesti, sa relativno dobro prognozom, 1 medijanom prezivljavanja preko
20 godina, dok sa druge strane mogu biti veoma agresivne prirode, ali sa znacajnim brojem

izleCenih bolesnika primenom intenzivnih hemioterapijskih rezima [1, 2].

1.1. Epidemiologija NHL-a

NHL su jedni od najucestalijih tumora Sirom sveta sa incidencom od preko 540 000
novodijagnostikovanih bolesnika i skoro 260 000 smrtnih slu¢ajeva tokom 2020. godine [3].
Prema aktulenim literaturnim podacima, incidenca ovih malignih bolesti je u konstantnom
porastu poslednjih decenija [4, 5, 6]. Procenjuje se da je u Srbiji tokom 2020. godine
dijagnostikovano vise od 900 novih slu¢ajeva NHL-a, od kojih je vise od polovine preminulo
[7]. Najveci broj bolesnika dijagnostikuje se u starijoj Zivotnoj dobi, sa pikom incidence u 75.
godini Zivota [8]. Od ovog maligniteta, prema statistickim podacima vise oboleva muska
populacija. Kod Zena, prema nekim autorima, trudnoc¢a i hormonalni status igraju protektivnu
ulogu [6, 9]. Ucestalost NHL-a takode pokazuje i geografske varijacije. Veoma Cesto se ovi
maligniteti dijagnostikuju u Severnoj Americi, Evropi i Australiji, dok sa druge strane manje
ljudi oboleva u Aziji [7]. U svim delovima sveta i medu svim populacijama i dalje je
najucestaliji difuzni B-krupnocelijski limfom - DBKL (engl. diffuse large B cell lymphoma —
DLBCL) i folikularni limfom - FL, koji zajedno ¢ine oko 60% svih novodijagnostikovanih B-
¢elijskih limfoma [10]. U zavisnosti od geografskog podrucja odnos medu polovima varira od

1,1 do 1,8 u korist muske populacije [10].



1.2. Etiologija NHL-a

Znamo li zaSto nastaju NHL? Etiologija ovih maligniteta nije dovoljno razjasnjena i u
vecini sluCajeva ostaje nepoznata [11]. Pojedine epidemioloske varijacije sugerisu, da pored
genetike, u nastanku NHL-a potencijalnu ulogu imaju imunoloske bolesti, infektivni agensi,
faktori zivotne sredine i zivotnog stila (pusenje, konzumacija alkohola i gojaznost). Tokom
poslednje dve decenije brojne epidemioloske studije pruzile su nove informacije 0 mogucim
uzrocima limfoma. Vecina studija podrzava ideju da postoji znacajna etioloSka heterogenost
uglavnom zbog poznate razli¢itosti unutar ove grupe maligniteta [12].

NHL su direktno povezani sa imunoloskim sistemom domacina, zato je, do sada,
imunosupresija najpoznatiji faktor rizika za razvoj NHL-a [11, 13, 14]. U poredenju sa
opStom populacijom, postoji povecan rizik od razvoja NHL-a kod pozitivnih osoba na virus
humane imunodeficijencije (HIV), dok su bolesnici podvrgnuti transplantaciji mati¢nih Celija
hematopoeze (TMCH) ili transplantaciji solidnih organa u veéem riziku za nastanak
postranslantacione limfoproliferativne bolesti (PTLB) [15, 16].

Neki virusi mogu direktno transformisati limfocite. Jedan od takvih je prvi detektovan
humani onkogeni virus — Epstein-Barr-ov virus (EBV), koji je etioloski povezan ne samo sa
Burkitt-ovim, Hoc¢kinovim limfomom (HL), PTLB-om i sinonazalnim limfomima, ve¢ i sa
Sirokim spektrom limfoproliferativnih bolesti B, T i NK (engl. natural Kkiller cells — prirodne
¢elije ubice) celijskog porekla [17, 18]. Virus humane imunodeficijencije jedinstven je po
tome $to izaziva NHL indukujuc¢i duboku depleciju CD4" T-limfocita i dovodi do stedene
imunodeficijencije i nekontrolisane proliferacije B-limfocita [19]. Prema dosadasnjim
saznanjima hepatitis C virus (HCV) hroni¢nom stimulacijom imunoloSkog sistema indukuje
limfomagenezu [20]. Najcesci NHL podtipovi povezani sa HCV infekcijom su limfom
marginalne zone (MZL), narocito spleni¢ni i difuzni B-krupnocelijski limfom [21].

Pored virusa, bakterijske infekcije su znacajni etioloski faktori u razvoju limfoma, i to
najcesce ekstranodalnih limfoma marginalne zone (MZL) [22]. Najcesci ekstranodalni MZL,
MALT limfom Zeluca (engl. mucosa associated lymphoid tissue) je strogo povezan sa
Helicobacter pylori infekcijom i eradikaciona terapija predstavlja prvu terapijsku liniju za
navedeni limfom [22].

Brojna zanimanja su povezana sa povecanim rizikom za razvoj NHL-a, ukljuéujuci
stocare, zemljoradnike, profesije koje dolaze u kontakt sa hemijskim toksi¢nim materijama,
posebno benzenom, radnici u industriji guma, radnici u rafinerijama, vatrogasci i slikari [23].

Dosadasnja istrazivanja potvrdila su povezanost zivotnog stila i NHL-a. Zna se da su
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gojaznost, visok kalorijski unos, veca potros$nja ugljenih hidrata i proteina povezani sa

povecanim rizikom od NHL-a [24, 25].

1.3. Patogeneza NHL-a

Tokom poslednje dve decenije, otkrivanjem novih onkogenih mehanizama
limfomageneze, napravljen je veliki napredak u razumevanju komleksne patogeneze NHL-a
[26, 27]. NHL nastaju malignom transformacijom i klonskom proliferacijom B, T, NK celija
ili prekursora ovih celija. Faza diferencijacije limfocita u kojoj se odigrava onkogeni dogadaj
odreduje fenotip, prezentaciju, a delom i tok 1 ishod bolesti [26].

NHL su prekla B-limfocita u 80% - 95% slu¢ajeva i nastaju diferencijacijom mati¢nih
¢elija hematopoeze u kosStanoj srzi. Vecina razvojnih stadijuma B-limfocita odvija se u ovom
primarnom limfoidnom organu, a nastavlja se, do konaCnog sazrevanja i preobraZaja u
imunokompetentne ¢elije, u slezini i drugim sekundarnim limfnim organima [28]. Razvoj B-
limfocita prolazi kroz razli¢ite stadijume, koji se razlikuju prema veli¢ini ¢elija, njihovoj
mitotskoj aktivnosti, ekspresiji povrSinskih ¢elijskih markera i genetskim rearanzmanima

lokusa teskog i lakog lanca imunoglobulina (1g) [29].
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Slika 1. Razvoj B-¢elije: od mati¢ne ¢elije hematopoeze do zrele B-Celije [30] (sa dozvolom

izdavaca)

Diferencijacija B-celija po¢inje u kostanoj srzi od prekusorskih éelija, odnosno od
progenitornih B-¢elija. Tokom antigen-nezavisne faze razvoja B-limfocita, koja se desava u
primarno limfnim organima, dolazi do rekombinacije genskih segmenata za varijabilne regije
teskih 1 lakih lanaca antitela u B-¢elijskim linijama, u procesu poznatom kao rekombinacija
V(D)J (engl. Variable Diverse Joining) [30, 31]. Navedeni proces rezultuje formiranjem i

eksprimiranjem B-c¢elijskog receptora (BCR), ¢ija je stimulacija odgovorna za sazrevanje B-
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celije, njen opstanak i sudbinu [32, 33, 34]. Proces VDJ rekombinacije prvo je mesto gde
moze doci do nastanka greske u diferencijaciji B-celije, najcesce translokacija, $to dovodi do
prekomerne ekspresije proto-onkogena i nekontrolisane proliferacije limfocita [34].
Migriranjem u periferna limfoidna tkiva B-limfociti postaju zrele, imunoloski naivne c¢elije,
koje na svojoj povrSini eksprimiraju imunoglobulin M i imunoglobulin D (IgM+, IgD+).
Ukoliko dode do zastoja u diferencijaciji B-¢elija u ranim stadijumima zrelosti (na nivou
prekursorskih ¢elija) nastaju prekursorni B-limfoblastni limfomi, odnosno akutne B-
limfoblastne leukemije [35]. 1z naivnih, pred-germinalnih CD5+ B-limfocita zone plasta
limfnih folikula (engl. mantl zone) nastaje vecina mantle celijskih limfoma (MCL), uz
dodatne anomalije hromozoma i poja¢anu ekspresiju ciklina D1 (engl. Cyclin D1), sto
rezultuje poremecajem Celijskog ciklusa i agresivnom limfomagenezom [35]. U perifernim
limfoidnim tkivima deSava se antigen-zavisna faza razvoja B-limfocita, u kojoj se B-limfociti,
sa ili bez pomo¢i T-limfocita, diferenciraju u plazma celije - plazmocite, koji stvaraju antitela
[36]. Bolesti koje karakteriSe plazma celijska proliferacija su monoklonska gamapatija
neodredenog znacaja (MGUS), plazmocitom, multipli mijelom, bolest odlaganja

monoklonskih imunoglobulina i bolest teskih lanaca [37, 38].
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Brojne kompleksne genetske abnormalnosti koje uticu na protoonkogene i tumor-
supresor gene igraju ulogu u patogenezi limfoma. Potvrdeno je da su hromozomske
abnormalnosti u NHL-u povezane sa histoloskim podtipom, imunofenotipom, stepenom
agresivnosti tumora, odgovorom na terapiju i prognozom. Translokacija t(14;18) je najcesca
hromozomska abnormalnost kod NHL-a i najce$ce se sreée prilikom dijagnostikovanja
folikularnog limfoma. Translokacija t(11;14) koja je povezana sa mantle ¢elijskim limfomom,
dovodi do prekomerne ekspresije ciklina D1. Detekcija translokacija t(8;14), c-MYC (8) i
teskog lanca Ig (14) su neophodne prilikom dijagnostikovanja Burkitt-ovog limfoma. Kod
DBKL-a najcesc¢e se nalaze BCL-2, BCL-6, MYC translokacije [40,41].

1.4. Klasifikacija NHLa

Jo§ od momenta prvih opisa non-Hodgkin limfoma ulagani su veliki napori da se
navedena grupa bolesti klasifikuje. Inicijalne klasifikacije NHL-a Rappaportova, Kielska i
Lukes-Collinsova bile su bazirane na patohistoloskoj gradi tkiva, izgledu i imunoloskim
karakteristikama malignih ¢elija [42]. Razvojem novih tehnologija u okviru dijagnostike
limfoma, 1 potrebe da se postigne konsenzus izmedu patologa i klinicara, 1994. doslo je do
razvoja REAL (engl. Revised European-American Lymphoma) klasifikacije koja ukljucuje
morfologiju, imunofenotipske karakteristike, citogenetske promene i klini¢ke osobine
limfoma [43]. Nova WHO (engl. World Health Organization) Kklasifikacija, odnosno
klasifikacija Svetske zdravstvene organizacije (SZO) iz 2001. godine je inkorporirala i neke
nove aspekte etiopatogeneze, te je postala internacionalni standard u svakodnevnoj
klinicko/nau¢noj praksi [44]. Aktuleno je u upotrebi Klasifikacija hematoloskih tumora
Svetske zdravstvene organizacije (engl. 5th edition of the WHO Classification of
Haematolymphoid Tumours — WHO-HAEMbS) iz 2022. godine. U novoj revidiranoj
klasifikaciji napravljena je reorganizacija entiteta prema hijerarhiji, modifikacija
nomenklature pojedinih entiteta, revizija dijagnostickih kriterijjuma za neke podtipove,
brisanje i uvodenje novih entiteta, kao i uklju¢ivanje lezija sli¢nih tumoru (engl. tumor-like
lesion), mezenhimalnih lezija specifi¢nih za limfni ¢vor i slezinu, i sindromi predispozicije
zametne linije (engl. germline) povezani sa limfoidnim neoplazmama [45].

Bez obzira na napredak koji je postignut najnovijom revizijom WHO klasifikacije, ovo
ocigledno nije poslednja re¢ nauke i struke. Nova saznanja iz Svih oblasti limfoma su u

ekspanziji te je za ocekivati da ¢e do¢i do detektije novih, klini¢ki zna€ajnih podgrupa



limfoma koje ranije nisu bile poznate.

1.5. Klini¢ka prezentacija

Klini¢ka slika NHL-a moze bti veoma Sarolika i razlikuje se u zavisnosti od tipa
limfoma i zahvaéenih podrué¢ja [1]. U odnosu na klinicki tok kojim bolest napreduje postoji
gruba podela limfoma na agresivne i indolentne limfome.

e Agresivni NHL su akutne ili subakutne bolesti, imaju dramati¢niju klinicku sliku,
agresivniji tok i rapidnu progresiju. Cine oko 60% svih slu¢ajeva NHL-a [10]. Lecenje
kod ovakvih limfoma treba zapoceti odmah s ciljem postizanja kompletne remisije
uzimajuci u obzir da su ovo potencijalno izlecive bolesti, a ako se prvom terapijskom
linijjom ne postigne kompletna remisija verovatnoéa postizanja kompletne remisije
slede¢im linijama le¢enja je znacajno manja. U slucaju da se ovakvi limfomi ne lece,
brzo se zavrSavaju smrtnim ishodom. DBKL je naj¢esce dijagnostikovan predstavnik
ove grupe limfoma.

e Indolentni su sporo progredirajuc¢e bolesti i najéeSce se inicijalno prezentuju blagom
klinickom slikom. Godinama mogu da postoje u vidu diskretne limfadenopatije,
hepatomegalije, splenomegalije i/ili citopenije. Terapijskim opcijama kojima aktuelno
raspolazemo indolentne limfome ne mozemo izleciti. Ukoliko nema simptoma 1 velike
tumorske mase, ovakvi limfomi ne zahtevaju primenu terapije. Indolentni limfomi
predstavljaju oko 40% svih slucajeva NHL-a [10]. Folikularni limfom je najcesci

predstavnik ove grupe limfoma [46].

Najéesci, prvi znak bolesti, koji se dijagnostikuje kod polovine bolesnika, je bezbolno
uvecanje jednog ili vise perifernih limfnih ¢vorova, obi¢no u vratu, pazuhu ili preponama.
Limfomi, kod pojedinih bolesnika izazivaju sistemske, odnosno opste simptome, poznate i
kao B simptome, koji su posledica oslobadanja citokina iz tumorskih celija i/ili Celija
imunoloskog sistema koje stupaju u reakciju sa tumorom. Pod B simptomima
podrazumevamo:

e poviSenu telesnu temperaturu (>38°C), tokom tri uzastopna dana, koja se

uglavnom javlja tokom popodnevnih i1 vecernjih ¢asova, spontano pada i moze
imati razli¢itu duzinu trajanja,

e pojacano preznojavanje, pogotovo nocu,



e neobjasnjiv gubitak telesne tezine (>10% normalne telesne tezine) u periodu od
Sest meseci ili krace [47, 48].

Ekstranodalna manifestacija bolesti kod NHL-a nije retka pojava i prisutna je u 40%
slu¢ajeva [49]. DBKL je najcesce dijagnostikovan tip limfoma sa ekstranodalnom
manifestacijom bolesti, a zeludac, odnosno gastrointestinalni trakt (GIT), najéesca lokalizacija
ekstranodalnog NHL-a (30-40% svih ekstranodalnih limfoma) [50, 51].

1.6. Dijagnoza i klinicki stadijum bolesti

Zlatni standard za postavljanje dijagnoze bolesti je biopsija uvecanog limfnog ¢vora ili
drugog zahvacenog tkiva. Reprezentativan uzorak, koji podleze patohistoloSkom pregledu,
najcesce se dobija ektirpacijom uvecanog limfnog ¢vora, dok postavljanje dijagnoze bolesti
aspiracijom tankom iglom (engl. fine-needle) se ne preporucuje [1]. Dijagnoza moze zahtevati
sprovodenje i dodatnih citogenetskih i molekularnih analiza hromozomskih aberacija
fluorescentnom in situ hibridizacijom (FISH) [52].

Nakon postavljanja kona¢ne dijagnoze neophodno je naciniti procenu raSirenosti
bolesti. Biopsija koStane srzi smatra se kljunom za inicijalnu procenu, pri ¢emu prisustvo
limfomskih ¢elija u kostanoj srzi automatski bolesnika klasifikuje u grupu uznapredovalog
klinickog stadijuma bolesti [53]. U proceni stadijuma bolesti najceS¢e se Koristi
kompjuterizovana tomografija (engl. computed tomograpy — CT), iako se pozitronska
emisiona tomografija (engl. Fluorine-18-Dmeoxyglucose positron-emission tomography —
FDG PET/CT) polako namece kao standard u odredivanju raSirenosti bolesti na prezentaciji
[54]. Od 1971. godine u klini¢koj upotrebi je Ann Arbor staging sistem koji NHL Klasifikuje
u Cetiri stadijuma, pri ¢emu IIT i IV klini¢ki stadijum predstavljaju uznapredovalu bolest [55].

Ukoliko postoji Bulky bolest koja podrazumeva medijastinalnu masu koja je veéa od
1/3 unutrasnjeg popre¢nog torakalnog pre¢nika grudnog kosa merena na nivou Th5 ili Thé, ili
je tumorska masa veca od 10 cm (za difuzni B-krupnocelijski limfom) odnosno 6¢m u slucaju

folikularnog HNL, u bilo kom preéniku, klinicki stadijum se oznacava sa X [55, 56].

1.7. Prognozni indeksi

Pored klinickog stadijuma bolesti, za naj¢esce tipove nehockinskih limfoma razvijeni

su prognozni indeksi koji prepoznaju bolesnike koji imaju vecéi rizik za losiji ishod. Prvi takav

skor bio je medunarodni prognozni indeks, IPI indeks (engl. International Prognostic Index)



razvijen 1993. godine sa ciljem da predvidi terapijski ishod bolesnika sa agresivnim NHL-om
[57]. Pored IPI, modifikovanog rIPI i NCCN-IPI indeksa, postoje i drugi prognozni indeksi za
druge vrste limfoma, za folikularni limfom — FLIPI, FLIPI-2 i PRIMA-PI indeks, za limfom
marginalne zone — MALT-IPI indeks, za mantle ¢elijski limfom — MIPI i MIPI-c i za
Waldenstromovu makroglobulinemiju ISSWM indeks, kao i mnogi drugi [58-65].

1.8. Terapija i procena odgovora na terapiju

Lecenje NHL-a je slozen proces koji prvenstveno zavisi od: patohistoloskog tipa
limfoma, imunofenotipa, klini¢kog stadijuma, prisustva opstih simptoma, starosti bolesnika i
prisutnih komorbiditeta [47, 66]. U leCenju limfoma najces¢e se primenjuju hemioterapija,
imunoterapija, radioterapija, transplantacija mati¢nih celija hematopoeze u kombinaciji sa
polihemioterapijom, a u pojedinim slucajevima postoji potreba i za hirurSkim tretmanima.
Hemioterapija je glavni tretman za vecinu bolesnika sa NHL-om. U zavisnosti od tipa i
klinickog stadijuma limfoma, hemioterapija se moze koristiti samostalno ili u kombinaciji sa
drugim tretmanima, kao S$to je imunoterapija i/ili radioterapija. Jedna od najéescih
hemioterapijskih kombinacija koja se koristi za leCenje bolesnika sa NHL-om je CHOP
protokol, koji ukljucuje ciklofosfamid, doksorubicin, vinkristin u kombinaciji sa
kortikosteroidnom terapijom. Hemioterapija se ¢esto kombinuje sa imunoterapijskim lekom,
naj¢es$¢e, monoklonskim anti-CD20 antitelom (rituksimab) [63]. Rituksimab je promenio
pravac lecenja i ishode za sve CD20+ NHL-e i predstavlja verovatno najveci napredak u
leCenju limfoma poslednjih decenija. Kod pacijenata sa NHL-om, dodavanje rituksimaba
standardnom tretmanu znacajno je poboljsalo odgovor na terapiju i ukupno prezivljavanje
[67-69]. Radioterapija zauzima znacajno mesto u leGenju NHL-a, pogotovo §to predstavlja
najmocniju monoterapijsku opciju kako za indolentne, tako i za agresivne podtipove. Koristi
se kao glavni tretman za pocetne, lokalizovane klinicke stadijume bolesti, a kod
uznapredovale bolesti moze se kombinovati sa polihemioterapijom [70]. Jo§ uvek postoji
znacajan broj bolesnika kod kojih su gore navedeni terapijski rezimi neefikasni. Iz tog razloga
postoji konstantna potreba za otkricem novih ciljanih terapija. U poslednjoj deceniji doslo je
do izuzetnog i eksponencijalnog razumevanja intracelularnih procesa koji su poremeceni
tokom limfomageneze $to je rezultiralo pronalaskom i razvojem novih ciljnih terapijskih

agenasa:

e monoklonskih antitela (engl. mAbs - obinutuzumab, alemtuzumab, brentuksimab



vedotin, polatuzumab vedotin i dr.)
e inhibitora imunog kontrolnog punkta (engl. Immune Checkpoint Inhibitors (ICIs) -
atezolizumab, nivolumab i drugi),
e Dbispecifi¢nih antitela (blinatumomab i drugi),
¢ inhibitora puteva transdukcije signala:
v" BCR inhibitora (inhibitori Brutonove tirozin kinase, npr. ibrutinib, PI3K
inhibitori-idelalisib i dr.)
v" inhibitora proteazoma (bortezomib, carfilzomib i dr.)
v" mTOR inhibitora (engl. Mammalian Target of Rapamycin Inhibitor —
everolimus i dr.)
v" BCL2 inhibitora (venetoklaks),
v' HDAC Inhibitora (inhibitori histon deacetilaze - panobinostat) [71].

Takode, zahvaljujuéi razvoju CAR T-celijske terapije (engl. chimeric antigen receptor
T-cell therapy), personalizovanog tretmana koji ukljucuje upotrebu genetski modifikovanih T-

limfocita, poboljSano je prezivljavanje bolesnika sa visoko refraktornim NHL [72].
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Slika 3: Razli¢ite “target” terapije u le¢enju B-NHL-a [72]

Evolucija savremenih, netransplantacionih strategija doprinela je superiornim
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ishodima u lecenju bolesnika sa NHL-om u poslednje dve decenije. Danas, sa inovativnim
le¢enjem bolesnika sa NHL-om, ukupno prezivljavanje, nakon pet godina, iznosi preko 73%,
a vecina recidiva bolesti se javlja u prve dve godine nakon terapije. Do 40% bolesnika sa
agresivnim i indolentnim limfomima uznapredovalog klinickog stadijuma je ili refraktorno na
terapiju ili ima relaps nakon inicijalnog leCenja. Autologna transplantacija mati¢nih celija
hematopoeze u kombinaciji sa polinemioterapijom je standardni tretman za relaps/refrakterni
NHL visokog stepena agresivnosti [73, 74]. Kod asimptomatskih bolesnika sa indolentnim
oblicima NHL-a, moZe se primenjivati strategija, sacekaj i vidi (engl. watch and wait),
odnosno leCenje se moze odloZiti dok bolesnik ne postane simptomatican. Pojedini tipovi
limfoma se mogu leciti 1 primenom antibiotske terapije, u sluc¢aju pomenutog MALT limfoma
povezanog sa Helicobacter pilori infekcijom, odnosno operativnog zahvata koji je rezervisan
za lokalizovani limfom Zeluca [75].

2017. godine definisan je novi kriterijum za evaluaciju odgovora na terapiju kod
bolesnika sa NHL-om — RECIL 2017 (engl. Response Evaluation Criteria in Lymphoma), koji
je predloZen kao alternativa, odnosno zamena za Lugano klasifikaciju. Deauville skor, takode,
je sastavni deo RECIL-a, kod koga je, u odnosu na Lugano Klasifikaciju iz 2014. godine,
stavljen veci naglasak na morfoloSki odgovor bolesnika potvrdenog kompjuterizovanom

tomografijom i dodata nova kategorija odgovora — minimalan odgovor [76, 77].

Tabela 1. Kriterijumi odgovora na terapiju (RECIL 2017)

CR PR MR SD PD
o >20%
. Potpuni - povecanje zbira
: . 10% <10% RN .
n >
ne_stgnak S\./.'h Ie_zua 239 % . smanjenje smanjenje najd.u.ZI.h pre(_:_nlka
|_d|me.3nzvue svih smanjenje il Jefira ciljnih Iezug
% promene u Ilmfg |1}(1) rcnvnc;rova Z‘?ilré'h et ili<20% . Za mallewl !mfne
odnosu na . >3-00/ H?Je éﬁizlia precnika povecanje czcl)gove ve 1l<(:1ne
inicijalni nalaz S Ci}’.nih logiia | Cilinih lezija zbira . > him na °‘|1
e e | US| Taline | | bl moman
n_aIJ_ ‘.lﬁll p.r.eCISRa Jadovoliava | Z2dovoliava | precnika dp5 : dp vecan) "
ciljnin lezija (PR) | zadovolj kriterijume | ciljnih ©1) S imil | 617l i
sa normalizacijom | kriterijume za 7a PR lezija treba da prede 15 mm
FDG-PET nalaza CR . Pojava novih
lezija
Normalizacija FDG- Pozitivan . " . .
FDG-PET PET (Deauvile skor (Deauvile Blr:glggjl B'r:gllggjl Bilo koji nalaz
1-3) skor 4-5)
Infiltracija / Bilo koji Bilo koji Bilo koji Bilo koji nalaz
koStane srzi nalaz nalaz nalaz
Pojava novih Ne ne Ne ne da/ne
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promena
CR — kompletan odgovor; FDG-PET - [18F] 2-fluoro-2-deoksi-D-glukoza, PR — parcijalni
odgovor, MR — minimalan odgovor, SD — stabilna bolest, PD — progresija bolesti.

1.8.1. Anti-CD20 monoklonsko antitelo - rituksimab

Rituksimab predstavlja himerno anti-CD20 monoklonsko antitelo, koje se koristi u
le¢enju limfoproliferativnih i autoimunih bolesti. Rituksimab je bio prvo terapeutsko antitelo
odobreno od strane Americke administracije za hranu 1 lekove 1997. godine za terapiju
onkoloskih bolesnika. Od svog inicijalnog uvodenja u klini¢ku praksu, rituksimab je napravio
revoluciju u lecenju svih B-celijskih maligniteta, drasticno poboljSavajuéi rezultate leCenja.
Rituksimab se sastoji od konstantnog humanog regiona IgG1 imunoglobulina i varijabilnog
regiona iz anti-CD20 miSjeg antitela. Ovaj lek ima dejstvo direktno na tumorske ¢elije koje na
povrs$ini imaju CD20 antigen. CD20 je povrSinski transmembranski proteinski marker
eksprimiran na B celijama tokom diferencijacije od pre-B celije do stadijuma plazma celije.
Veruje se da CD20 funkcioniSe kao kalcijumski kanal 1 igra ulogu u sazrevanju 1 aktivaciji B-
celija. Jednom kada se rituksimab veze za CD20 pozitivne celije, celijska smrt se indukuje
razli¢itim mehanizmima, ukljucujuci celijski posredovanu citotoksi¢nost, citotoksi¢nost
posredovanu komplementom, fagocitozu zavisnu od antitela i direktne toksi¢ne efekte
vezivanja leka na CD20 antigen [78, 79].

lako je tema uticaja anti-CD20 antitela na koStanu gustinu veoma aktuelna uglavnom
je ispitivana u populaciji bolesnika sa reumatoidnim artritisom, dok sa druge strane, postoji
tek nekolicina studija koje su se bavile efektom rituksimaba na ko$tani metabolizam u
hematoloskim malignitetima, posebno u NHL-u [80-85]. Dok neke studije pokazuju pozitivan
efekat rituksimaba na kostani metabolizam [80, 83], druge prezentuju rezultate koje govore u

prilog smanjenja kostane gustine i poveéanje markera resorpcije kosti [81, 82, 84, 85].

2. KoStano tkivo

Kostano tkivo je ekstremno specijalizovano vezivno tkivo, metabolicki veoma
aktivno, koje zajedno sa hrskavicom C¢ini snazan i ¢vrst endoskelet [86]. Jedna od
jedinstvenijih i najvaznijih osobina kosti je njena sposobnost da se stalno podvrgava procesu
remodelovanja koje se deSava cak 1 nakon zavrSetka rasta. Procesi remodelovanja
omogucavaju kosti da se menja i adaptira na mehanicke, metabolicke, nutritivne i

neuroendokrine promene. Kostano tkivo zajedno sa hrskavicom obavlja tri glavne funkcije:
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mehani¢ku — sluzeci za pripoj miSica, zastitnu — §tite¢i vitalne organe, i metaboli¢ku — s
obzirom na to da predstavlja rezervoar za kalcijum, magnezijum, fosfor, natrijum i druge jone
koji su neophodni za esencijalne funkcije organizma. Takode, kosti su mesto gde se odvija i
reguliSe hematopoeza, s obzirom na to da ovo tkivo obezbeduje niSe za proliferaciju i
diferencijaciju hematopoetskih celija [87-89]. Pojedine studije sugeriSu da kostano tkivo
moze imati i dodatne vazne endokrine uloge u reprodukciji, metabolizmu glukoze, regulaciji
apetita 1 mi$i¢noj funkciji [90]. Kostano tkivo je izgradeno od razli¢itih tipova celija kao §to
Su: osteoblasti, osteoklasti, osteociti, hondrociti, stromalne Celije 1 adipociti. Ekstracelularna
komponenta kosti je izgradena od ¢vrste mineralne materije, odnosno organskog matriksa
sastavljenog u najvecoj meri od kolagena tipa |1 (90% - 95%), dok nekolageni deo organskog
matriksa sadrzi serumske proteine, kao S§to je albumin i mnoge druge lokalno sintetisane

proteine, ¢ije funkcije jos§ nisu dovoljno poznate [91].

2.1 Kostani metabolizam i proces remodelovanja kosti

Uprkos svojoj naizgled staticnoj strukturi, kostano tkivo je veoma dinami¢no i1 podleze
stalnom remodelovanju, koje predstavlja sloZen kontinuirani proces zamene stare kosti novim
tkivom. Kostano remodelovanje ima dve osnovne funkcije: reparaciju mikroosteé¢enja skeleta
da bi se odrzala njegova jaCina i1 osigurala relativna mladost, kao i odrzavanje mineralne
homeostaze oslobadanjem zaliha jona kalcijuma i fosfora [88, 89]. Celokupni proces
remodelovanja koStanog tkiva je strogo kontrolisan i koordinisan proces, regulisan brojnim
biohemijskim i1 mehanickim faktorima, kako lokalnim, tako i sistemskim. Odrzavanje
fizioloSkog koStanog remodelovanja i sistemske mineralne homeostaze zahteva ravnotezu
izmedu procesa formiranja i resorpcije kosti, a odrzavanje ove ravnoteZze se zasniva na
direktnoj komunikaciji izmedu razli¢itih tipova kostanih celija. Celije osteoblastne linije
(osteoblasti, osteociti i lining ¢celije, odnosno ¢elije koje oblazu kost) i resorptivne celije kosti
(osteoklasti), zajedno sa svojim celijama prekursorima, organizovane su u specijalizovane
jedinice koje se nazivaju osnovne multicelularne jedinice (engl. BMU — basic multicellular
unit) kostanog remodelovanja. Brzina remodelovanja kao i koli¢ina resorbovane i formirane
kosti zavisi od broja aktiviranin BMU [91-93].

Osteoblasti su ¢elije koje vode poreklo od nediferentovanih mati¢nih mezenhimnih
¢elija, a Cija je osnovna funkcija sinteza i sekrecija organskog matriksa, kao 1 regulacija
njegove mineralizacije. Oni proizvode proteine koStanog matriksa: kolagen tipa I, osteokalcin,
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kostani sijaloprotein i osteopontin. Aktivni osteoblasti se nalaze na povrsini novoformirane
kosti i nakon sekrecije matriksa koji zatim postaje mineralizovan, osteoblast postaje osteocit.
Jedna od jo$§ nedovoljno istrazenih funkcija osteoblasta je njegov uticaj na hematopoezu,
ta¢nije diferencijaciju B-limfocita. Veruje se da su primarni osteoblasti specijalizovane celije
koje funkcioniSu kao osteoblastna niSa, koja pospesuje in vitro B-limfopoezu. Unutar kostane
srzi pronadena je populacija ¢elija strome koja luci citokine, CXCL12 (engl. chemokine (C-X-
C motif) ligand 12) i interleukin 7 (IL-7), koji imaju bitnu ulogu u procesu sazrevanja,
prezivljavanja 1 aktivacije B-limfocita. Oba citokina su izraZzena u ¢elijama osteoblastne loze
Sto sugeriSe da bi osteoblasti mogli biti ukljueni u usmeravanje diferencijacije
hematopoetskih mati¢nih ¢elija prema B-limfocitima [87, 94, 95]. Sa druge strane, uticaj B-
limfocita na osteoblaste je manje istrazen, iako postoje indicije da B-limfociti mogu inhibirati
diferencijaciju osteoblasta putem signala hemokinskog (C-C motivni) liganda 3 (engl. C
chemokine ligand 3 - CCL3), poznatog i kao makrofagni upalni protein 1-alfa (MIP-1-alfa),
kao i preko TNF signalizacije, odnosno faktora nekroze tumora (engl. tumor necrosis factors)
[96].

Resorpcija kosti se odvija uglavnom delovanjem osteoklasta, velikih visejedarnih
celija koje nastaju iz hematopoetske progenitorne celije mononukleusne-fagocitne loze,
odnosno zajednickog prekursora makrofaga i osteoklasta. Hematopoetska maticna ¢elija pod
uticajem stimuliSuceg faktora granulocitno-makrofagnih kolonija (engl. colony-forming unit
for granulocytes and macrophages - GM-CSF) i stimuliSu¢eg faktora kolonija makrofaga
(engl. colony-forming unit for macrophages - M-CSF) moze se diferencirati u monocit-
makrofag ili u proosteoklast [87, 97]. Kao i drugi potomci hematopoetske mati¢ne celije,
prekursori osteoklasta se kao cirkuliSu¢e ¢elije mogu detektovati u krvi. Njihov broj je
znacajno povecan u inflamaciji, koju karakteriSe visok nivo snaznog inflamatornog citokina —
faktora nekroze tumora (TNF). Pokazalo se da osteoklasti reguliSsu niSu hematopoetske
mati¢ne ¢elije (HMC) na dva na¢ina: direktno, povecavajuéi mobilizaciju i oslobadanje MCH
u cirkulaciju sekrecijom katepsina K, klju€nog proteina odgovornog za funkciju osteoklasta, i
indirektno, uti€¢u¢i na manju diferencijaciju mezenhimalnih mati¢nih ¢elija u osteoblaste, $to
posledi¢no dovodi do poremeéaja odrzavanja MCH u kostanoj srzi. Zbog navedenih relacija
éelija kosti i MCH, broj i aktivnost osteoklasta moraju biti strogo regulisani i kontrolisani, jer
svaka promena moze dovesti do prekomerne mobilizacije MCH [98].

Osteociti su najzastupljeniji tip celija u zreloj kosti, zauzimaju ¢ak 95% ukupnog

broja celija. Jedne su od najdugovec¢nijih ¢elija u ljudskom organizmu (prosean poluZivot
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osteocita iznosi 25 godina). Predstavljaju glavne regulatore metabolizma kosti [89, 99].
Osteociti prozimaju mineralizovani koStani matriks formiraju¢i medusobno gustu mrezu,
zahvaljujuci kojoj obavljaju jedan vid mehanotransdukcije, odnosno prenosa mehanickih sila
u vidu biohemijskih signala obliznjim osteocitima. Osteociti deluju kao provodnici za ove
signale i1 upucuju okolne celije kako da se prilagode i kompenzuju mehanicki stress [100,
101]. Sto se ti¢e relacija osteocita i éelija imunoloskog sistema, Sato je dokazao da in vivo
ablacija osteocita dovodi do teske limfopenije, uzrokovane gubitkom strome limfoidnog tkiva
timusa 1 koStane srzi, koja se regeneriSe ponovnim uspostavljanjem normalnog broja osteocita
[102].

Sam proces remodelovanja kosti prolazi kroz Sest uzastopnih faza: faze mirovanja,
aktivacije, resorpcije, faze preokreta (engl. reversal phase), faze formiranja i zavrSetka.
Ciklus pocinje apoptozom osteocita §to je najverovatnije prvi signal za zapoc¢injanje procesa
kostanog remodelovanja. Apoptoza osteocita dovodi do oslobadanja parakrinih faktora koji
povecavaju lokalnu angiogenezu i nakon detekcije inicirajucih signala regrutuju monocit-
makrofagnog prekursora osteoklasta iz cirkulacije. Mikroostecenja ili mehanicke sile koje
dovode do apoptoze osteocita pokrecu sam proces remodelovanja, mada i lokalni medijatori
koje luCe osteoblasti, osteoklasti ili lining celije takode mogu biti okidaci procesa. Stromalne
¢elije indukuju stvaranje pro-osteoblasta koji pocinju da eksprimuju ligand receptorskog
aktivatora nuklearnog faktora (NF) - kB ligand (RANKL), na povrsini, zahvaljuju¢i kojem
dolazi do sazrevanja pro-osteoklasta u zrele osteoklaste ¢ime zapocinje faza resorpcije. Glavni
igraCi u ovoj fazi, osteoklasti, se vezuju za kostani matriks, luce jone vodonika kako bi stvorili
kiselo mikrookruzenje i1 razgraduju ga. Osteoklasti luc¢e 1 niz drugih enzima, oslobodenih iz
svojih lizozoma, koji su odgovorni za varenje organskog matriksa kostiju, kao $to su kisela
fosfataza otporna na tartarat, matriks metaloproteinaza, katepsin K. Apoptoza visenuklearnih
osteoklasta koja je kontrolisana estrogenima i drugim faktorima simbolizuje kraj faze
resorpcije kosti. Tada pro-osteoblasti koji su sazreli u osteoblaste prestaju da stvaraju RANK-
L, a pocinju sa stvaranjem osteoprotegerina koji blokira receptorski aktivator za nuklearni
faktor kB (RANK) i prekida aktivaciju pro-osteoklasta. Fazu resorpcije prati reversal faza
koju karakterise nestanak skoro svih osteoklasta. U fazi formiranja osteoblasti oblazu
resorptiviu Supljinu nastalu dejstvom osteoklasta i pocinju da sintetiSu osteoid, koji dalje
prolazi kroz proces mineralizacije tokom nekoliko meseci ili ¢ak godina. Kada se
mineralizacija zavrsi, nastupa terminalna faza u kojoj se neki od osteoblasta podvrgavaju

apoptozi, postaju lining osteoblasti ili ostaju ukopani u kosStani matriks i na kraju se
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diferenciraju u osteocite. Osteociti igraju kljuénu ulogu u procesu kostanog remodelovanja,
signalizirajuci kraj istog sekrecijom antagonista osteogeneze. Tokom terminalne faze osteociti
se medusobno povezuju i stvaraju novu signalnu mrezu. Faza mirovanja kosti se odrzava sve

dok ne zapocne sledeci talas remodelovanja [90, 91, 93, 103, 104].
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Slika 4: Proces remodelovanja kosti [93]

2.2. Biohemijski markeri koStanog metabolizma

Biohemijski markeri metabolicke aktivnosti kosti su po svojoj strukturi specifi¢ni
molekuli kostanog tkiva, enzimi i neenzimski peptidi, detektabilni u serumu 1 urinu, koji se
oslobadaju iz ¢elija 1 neéelijskih struktura pri procesu izgradnje, odnosno razgradnje koStanog
tkiva.

Biohemijski markeri se mogu podeliti u dve grupe:

1. biohemijski markeri koStanog formiranja (rezultat su aktivnosti osteoblasta):
ukupna, odnosno kostano-specifiéna alkalna fosfataza, osteokalcin, karboksi-terminalni
propeptid kolagena tip 1 — P1CP, amino-terminalni propeptid kolagena tip | — P1NP;

2. biohemijski markeri koStane resorpcije: kisela fosfataza otporna na tartarat - TRAP,
slobodan piridinolin i deoksipiridinolin, N- ili C-terminalni telopeptid tipa | kolagena (CTX |

i NTX I), B-Cross Laps (B-CTx). Povisene vrednosti ove grupe kostanih biomarkera u serumu
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ili urinu ukazuju na visi stepen remodelovanja kostiju, odnosno na povecan gubitak kostane
gustine [105, 106].

Biohemijski markeri kostanog formiranja, propeptidi prokolagena tipa I, potic¢u od
kostanom tkivu kolagen sintetiSu osteoblasti u obliku prokolagena. Ovaj prekursor sadrzi
kratku sekvencu i terminalne ekstenzivne peptide: amino-terminalni propeptid (P1NP) i
karboksi-terminalni propeptid (P1CP). Prokolagen je stoga, 50% duzi molekul u odnosu na
konaéni protein, a njegova funkcija je spreCavanje prevremene agregacije molekula kolagena
u fibrile unutar ¢elije. Pre sazrevanja kolagenskih fibrila, ovi tzv. C- i N-propeptidi cepaju se
sa prokolagena tipa I specificnim vancelijskim tkivnim proteinazama. Oba propeptida se
mogu naci u cirkulaciji i njihova koncentracija odrazava brzinu sinteze kolagena tipa I,
odnosno brzinu kostanog formiranja. Iako PINP i PICP mogu nastati i iz drugih tkiva (koza,
krvni sudovi, fibrohrskavica i tetive), vecina neskeletnih tkiva pokazuje sporiji promet u
odnosu na kost i veoma malo doprinose koncentraciji PINP-a u cirkulaciji. PINP se smatra
terapija [107]. Tokom procesa formiranja kosti osteoblasti takode proizvode i osteokalcin,
koji se izluCuje bubrezima i jedan je od najzastupljenijih nekolagenih proteina u kostima.
Predstavlja visoko specifican marker kostanog formiranja. Nakon sekrecije iz osteoblasta, uz
prisustvo dovoljne koli¢ine vitamina K 1 vitamina D, vrSi se njegova karboksilacija i
vezivanje za hidroksiapatit. U slucaju nedostatka vitamina K ili vitamina D, osteokalcin se
slabijim vezama vezuje za hidroksiapatit, te postoji povecana sklonost ka koStanim
frakturama. Alkalna fosfataza (ALP), takode predstavlja marker kostanog formiranja, mada
specifi¢niji pokazatelj je njen izoenzim kost specificna ALP (engl. bone specific alkaline
phosphatase - BALP). Nakon mineralizacije osteoida dolazi do izlu¢ivanja ALP-a u
cirkulaciju. Ovaj enzim se, pored kostiju, nalazi i u jetri, bubrezima, placenti i crevima. Od
ukupne koli¢ine cirkuliSu¢e ALP u krvi, oko 50% je koStanog, dok je oko 45% hepaticnog
porekla. U periodu formiranja i rasta kosti, raste koncentracija ALP-e u cirkulaciji. Povisene
vredosti se detektuju fizioloski tokom perioda detinjstva i adolescencije, 1 patoloski u
kostanim oboljenima koje karakterise pojacano kostano formiranje [108, 109].

Tokom resorpcije kostiju, osteoklasti lu¢e meSavinu kiselih i neutralnih proteaza
koje razgraduju vlakna kolagena u molekularne fragmente, odnosno u CTX-I i NTX-I. C-
terminalni telopeptid kolagena tipa | predstavlja glavnu komponentu (~90%) proteinskog

matriksa kosti. CTX-I je oktapeptid koji sadrzi vezno mesto alfa-asparaginske Kiseline koja
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starenjem kosti prelazi u svoju beta formaciju, pa se naziva B-CTX ili B-CrossLaps. Beta-
CTX se oslobada u cirkulaciju tokom resorpcije kosti i sluzi kao specifican marker
degradacije zrelog kolagena tipa I. Predstavlja najbolji i najspecifi¢niji marker kosStane

resorpcije [110-112].
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Slika 5: Biohemijski markeri koStanog remodelovanja [111]

2.1.2. RANK, RANKL i OPG

Kasnih 1990-ih godina otkrivena je jedinstvena signalna trijada sastavljena od tri
proteina koja pripadaju superfamiliji faktora tumorske nekroze (TNF) i igraju klju¢nu ulogu u
procesu remodelovanja koStanog tkiva:

e osteoprotegerin (OPG),
e receptorski aktivator nuklearnog faktora (NF) - kB (engl. receptor activator of nuclear
factor-xB - RANK),
e njegov ligand (engl. receptor activator of nuclear factor - kB ligand - RANKL).
Pored koStanog remodelovanja, ova grupa proteina reguliSe razliite metabolicke i
celijske procese, kao na primer, razvoj i sekreciju mle¢nih zlezda, razvoj tumorskih celija i
metastaziranje istih. Takode, utiu 1 na stimulaciju, aktivaciju i prezivljavanje ¢elija imunog
sistema. Poremecaj u radu ove RANKL/RANK/OPG (RRA) osovine doprinosi patogenezi
kostanih 1 imunoloskih bolesti, kao Sto su reumatoidni artritis, osteoporoza, dijabetes melitus i

pojedine vrste tumora [113, 114].
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Osteoprotegerin (OPG) je citokinski mamac receptor sa osteoprotektivnom ulogom
koji ima duboke inhibitorne efekte na diferencijaciju osteoklasta i kostanu resorpciju (lat. 0S —
kost; protegere — zastititi). OPG je poznat i pod nazivom inhibitorni faktor osteoklastogeneze
(OCIF), 11b ¢lan superfamilije TNF receptora (TNFRS11B), kao i receptor-1 izveden iz
folikularnih dendritskih celija (FDCR-1). lzolovan je 1997. godine, gotovo istovremeno,
nezavisno od strane dve grupe naucnika, Simoneta i saradnika U Sjedinjenim Ameri¢kim
Drzavama, odnosno Tsudua i saradnika u Japanu [115-117].

Kod odraslih OPG cirkuliSe u serumu, a sekretuju ga stromalne ¢elije koStane srzi i
osteoblasti, kao 1 ¢elije drugih organa: celije pluca, srca, bubrega, jetre, timusa, limfnih
¢vorova, mozga, Stitaste zlezde, glatkih miSi¢nih celija, zglobnih hondrocita, B-limfocita,
¢elije tankog i debelog creva. OPG se nalazi u telu samo kao solubilni mamac receptor jer ne
poseduje transmembranski domen, Sto ga razlikuje od ostalih ¢lanova superfamilije TNF
receptora, za koje je tipicno posedovanje transmembranskog dela. Primarni produkt OPG
gena je propeptid izgraden od 401 aminokiseline, a da bi OPG postao aktivan, odnosno zreo
funkcionalni peptid, odvaja se N-terminalna signalna sekvenca (21 aminokiselina), tako da
definitivni produkt OPG gena sadrzi 380 aminokiselina i sedam domena za koje se vezuju
receptori razli¢itih funkcionalnosti [115, 118, 119].

OPG funkcionise kao receptor mamac za pro-osteoblastni citokin RANKL. Njegova
funkcija zasniva se na kompeticiji sa RANK-om, koji je eksprimiran na povrsini celije
prekursora osteoklasta, odnosno na inhibiciji vezivanja i neutralizaciji RANK i RANKL-a.
Bioloski efekti OPG-a u koStanom tkivu suprotni su efektima RANKL-a, on inhibira
maturaciju 1 aktivaciju osteoklasta, skrac¢uje njihov zivotni vek i stimuliSe njihovu apoptozu,
te ispoljava svoje antiresorptivno dejstvo. OPG je po svojoj strukturi homologan RANK-u i
predstavlja endogenog antagonistu RANKL-a. Pored RANKL-a, identifikovani su brojni
drugi OPG ligandi: sindekan-1, glikozaminoglikani (GAGs), von Willebrand faktor i faktor
VI [118, 120, 121].

Novi dokazi ukazuju na to da je OPG daleko izvan modulatora specificnog za kost i
da je uklju¢en u vise fizioloskih i patoloskih procesa. Dokazano je da OPG uti¢e na rast
tumora i pojavu metastaza, na funkciju endotela, angiogenezu, pojavu fibroze, dijabetesa,
prevenciju osteoporoze tokom trudnoce. Kao izluceni protein, OPG vrs$i bioaktivne funkcije
modulacijom razli¢itih puteva transdukcije signala u celijama, kao i remodeliranje lokalnog
mikrookruzenja [117, 122, 123]. Pored navedenih, OPG igra znaCajnu ulogu i u

imunomodulaciji. Yun 1 saradnici, kao i Skopet su pokazali da OPG reguliSe sazrevanje i
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razvoj B-limfocita, ali i1 stvaranje efikasnog imunog odgovora utiCu¢i na sintezu
imunoglobulina. U populaciji OPG negativnih miSeva populacija B-limfocita je povecana,
StaviSe, dendritske celije nastale kod ovih miSeva imaju povecanu sposobnost stimulacije T-
limfocita [124, 125].
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Slika 6: Uloga osteoprotegerina u benignim i malignim procesima [117]

Ekspresija OPG se povecava delovanjem vitamina D3, interleukina (IL)-1a, IL-1p,
TNF alfa (TNFa), TNF beta (TNFp), 17- estradiola i Wnt signalnog puta (engl. Wnt signaling
pathway), a smanjuje delovanjem prostaglandina E2 (PGE2), paratiroidnog hormona (PTH),
glukokortikoida te insulinu sli¢nog faktora rasta (IGF-1). Vise serumske koncentracija OPG-a
se detektuju kod starijih, kod bolesnika na hroni¢noj programu hemodijalize, a nize u trudno¢i
i tokom perioda dojenja, $to moze biti razlog za ubrzano obnavljanje kostiju u ovim uslovima
[126, 127].

Nekoliko meseci nakon otkrica OPG-a Cetiri grupe nau¢nika su nezavisno, koristeci
razlic¢ite eksperimentalne sisteme, izolovale novog ¢lana TNF superfamilije, transmembranski
protein, koji se mozZe vezati za OPG i RANK i dale mu razli¢ita imena: TNF-srodni
aktivacijom indukovani citokin (TRANCE), aktivator receptora nuklearnog faktora (NF)-kB
liganda (RANKL), osteoprotegerin ligand (OPGL) i faktor diferencijacije osteoklasta (ODF).
TRANCE i RANKL su izolovani u imunoloskim laboratorijama kao faktor koji igra ulogu u
prezivljavanju i aktivaciji dendritskih ¢elija ili T-limfocita. OPGL i ODF su izolovani iz ¢elija

mijelomonocitne loze i stromalnih ¢elija kostane srzi kao faktor osteoklastogeneze [128].
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RANKL je po strukturi homotrimerni protein i tipi¢no je vezan za membranu
osteoblastnih ¢elija, ali ga proizvode i njihovi prekursori, osteociti i periostalne celije, kao i T,
B-limfociti i megakariociti. Humani RANKL gen nalazi se na 13. hromozomu i kodira
glikoprotein sa 317 aminokiselina [129, 130]. Postoje tri izoformna oblika RANKL-a:
RANKLI1, RANKL2 i RANKL3. RANKLI predstavlja molekul pune duzine, dok kod oblika
RANKL2 nedostaje intracelularni deo. U RANKL3, N-terminalna frakcija ne postoji. Ove tri
izoforme na razli¢ite naCine reguliSu osteoklastogenezu, pri ¢emu forma 3 ima najmanju
potentnost. RANKL postoji u dva oblika: membranskom i solubilnom, koji nastaje
proteolitickim cepanjem membranskog oblika. Solubilni oblik ima mali kapacitet za
generisanje osteoklasta [128, 131, 132].

Vecina faktora za koje je poznato da stimuliSsu koStanu resorpciju indukuju
ekspresiju RANKL-a preko osteoblastnin stromalnih celija: paratiroidni hormon, PTHrP
(engl. Parathyroid hormone-related protein), vitamin D3, interleukin-1 (IL-1), IL-11, IL-17,
TNFo, prostaglandin E2 (PGE2). RANKL mogu eksprimirati i drugi organi pored Kkosti, kao
Sto su timus, limfni ¢vorovi, pluca, mle¢ne Zlezde, slezina i koStana srz. Poznato je da se
RANKL eksprimira i u malignim ¢elijama i da je uklju¢en u svaku fazu razvoja maligniteta:
od momenta nastanka prekanceroznih lezija pa sve do formiranja metastaza [133, 134].

RANKL, transmembranski vezan protein eksprimiran prvenstveno na povrSini
osteoblasta i stromalnih celija koStane srzi, se vezuje za RANK na povrSini prekursora
osteoklasta, stimuli$e osteoklastogenezu, pojacava adherenciju osteoklasta i stimuliSe njihovu
aktivaciju. Nakon vezivanja RANKL-a za RANK na povrsini osteoklasta pokrece se ¢itav niz
signalnih puteva, koji prenose informacije ka jedru osteoklasta. Rezultat ovih reakcija je
inhibicija apoptoze osteoklasta i favorizovanje procesa resorpcije kosti [135, 136].

RANKL 1 OPG su molekuli koji funkcioniSu kao pozitivni i negativni regulatori
kostane resorpcije. U fizioloSkim uslovima postoji ravnoteza izmedu koStane resorpcije i
procesa formiranja kosti. Povecan odnos RANKL/OPG ce favorizovati formiranje i aktivaciju
osteoklasta 1 doveS¢e do koStane resorpcije. Nasuprot tome, smanjen odnos RANKL/OPG
promovise formiranje kostiju inhibiranjem osteoklasti¢ne aktivnosti [109].

RANK, poznat i kao TRANCE receptor (TRANCE-R) ili 11a ¢lan superfamilije TNF
receptora (TNFRS11A), otkriven je 1997. godine, od strane Andersona i saradnika, direktnim
sekvenciranjem DNK iz humane mijeloidne dendritske celije. RANK je ¢lan TNF

superfamilije receptora a po strukturi predstavlja transmembranski glikoprotein tipa I,
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sasatavljen od 616 aminokiselina. RANK je heterotrimer, poseduje signalni peptid i tri
domena: ekstracelularni, transmembranski i citoplazmatski [137, 138].

Cini se da je RANK izrazen u manjem broju tkiva u odnosu na RANKL, ali pored
zrelih osteoklasta i dendritskih celija, eksprimiran je u mle¢nim zlezdama, timusu, jetri,
debelom i tankom crevu, nadbubreznim zlezdama, T-limfocitima, Langerhansovim celijama i
nekim tumorskim ¢éelijama, ukljucujuci tumor dojke i prostate, koji predstavljaju tumore sa
visokim metastatskim potencijalom u kostima [133, 139].

RANK je funkcionalni receptor za RANKL i OPG i deo je RANK/RANKL/OPG
signalnog puta koji regulise diferencijaciju i aktivaciju osteoklasta. Takode, RANK je
povezan sa funkcionisanjem imunog sistema, razvojem limfnih ¢vorova, termoregulacijom 1
razvojem mle¢nih Zlezda [139-141]. RANK stupa u interakciju sa viSe ¢lanova familije
faktora povezanih sa TNF receptorom (engl. TNF receptor-associated factor - TRAF). TRAF
2, 51 6 se vezu za citoplazmatski domen RANK-a (samo je TRAF 6 esencijalan u
osteoklastima) $to stimuliSe aktivaciju puteva c-jun N-terminalne kinaze (JNK) i NF-kB koji
pokrecu diferencijaciju i aktivaciju osteoklasta, a samim tim i resorpciju kosti. Ovaj sistem je
uravnotezen relativnom ekspresijom OPG-a i RANKL-a, i ¢vrsto je regulisan mnogim
faktorima ukljucujuci hormone, imunoloSke signale i faktore rasta. Kada je ekspresija
RANKL-a pojacana tada je ekspresija OPG-a smanjena ili se ne indukuje do istog nivoa kao
RANKL, jer prekomerna ekspresija RANKL-a moze izazvati pojaanu proizvodnju i
aktivaciju osteoklasta, koji razgraduju kost [142, 143]. Sa druge strane, u eksperimentalnim
uslovima, miSevi sa nedostatkom RANK-a i RANKL-a su pokazali smanjenu ili nepostojecu
diferencijaciju osteoklasta, tesku osteopetrozu i imunolosSke defekte kao Sto je nedostatak
limfnih ¢vorova [144].

Ekspresija RANK-a je stimulisana raznim citokinima (IL-1, IL-6, IL-11, TNF-a),
glukokortikoidima i PTH-om [145].
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Slika 7: RANKL/RANK/OPG sistem [134]

Disregulacija RANKL/RANK/OPG sistema je otkrivena kod nekoliko karcinoma,
kao $to su karcinom dojke, prostate, maligni tumori kostiju (npr. multipli mijelom, tumori
dzinovskih celija kostiju i hondroblastom), karcinom skvamoznih celija i Hoc¢kinov limfom.
Razli¢iti hormoni, kao 1 proupalni citokini, deluju na osteoklaste putem RANKL/RANK
signalnog puta, zbog ¢ega dolazi do lokalne razgradnje kosti, $to je vidljivo u reumatoidnom

artritisu, multiplom mijelomu i kod osteolitickih kostanih metastaza [138, 143, 144].

2.3. Kostani metabolizam u malignim bolestima

Kostano mikrookruzenje predstavlja veoma plodno tlo za razvoj i1 prezivljavanje
malignih ¢elija, kako primarnih koStanih tumora kao Sto su osteosarkom i Evingov sarkom,
tako 1 metastaza solidnih tumora dojke i prostate, odnosno hematoloskih maligniteta kao Sto je
multipli mijelom. Kost je naj¢esce mesto metastatske bolesti, jer osteoblasti i osteoklasti
proizvode brojne faktore koji stimuliSu dalji rast tumorskih ¢elija [146, 147].

Skoro svi maligni tumori mogu imati znacajne negativne efekte na kostano tkivo.
Gubitak koStane gustine uzrokovan malignitetom rezultat je viSestrukih, medusobno
povezanih faktora koji ukljuuju kako direktan efekat malignih celija kroz disregulaciju
diferencijacije i aktivnosti osteoblasta i/ili osteoklasta, odnosno indirektan uticaj, kao rezultat
razvoja hroni¢nih bubreznih poremecaja i abnormalnosti elektrolita, kao i razvoja

hipogonadizma. Drugi mehanizmi ukljucuju pro-apoptoticki efekat na osteoblaste, osteoklaste
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i osteocite kao i ubrzanu diferencijaciju stromalnih celija kostane srzi u adipocite. Smanjenje
mineralne kosStane gustine uzrokovano hemioterapijom je dobro poznata komplikacija leCenja
malignih bolesti. Nekoliko hormonalnih i nehormonalnih terapija (endokrina terapija u
tretmanu tumora dojke, terapija deprivacije androgena - ADT za le¢enje tumora prostate) ima
potencijal da promoviSe gubitak kosStane gustine kroz direktnu disregulaciju kosStanog
metabolizma i indirektno, dovodeéi do razvoja hipogonadizma. Takode je poznato da i
antineoplasti¢ni lekovi kao S§to su platinska jedinjenja (cisplatin), alkilirajuci agensi
(ifosfamid, ciklofosfamid, doksorubicin), antimetaboliti (metotreksat), inhibitori tirozin

kinaze i glukokortikoidi dovode do znacajnog smanjenja kosStane gustine [146, 148-151].

Mechanisms of bone loss
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Hormone therapies
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Slika 8.: Mehanizmi kostanog gubitka od strane naj¢es¢ih hemioterapijskih lekova [149]

Do sada se veliki broj studija bavio predmetom koStanog metabolizma odraslih
bolesnika sa solidnim malignitetima, poput tumora dojke i prostate, kao i dece, odnosno
adolescenata obolelih od hematoloskih neoplazmi. Sa druge strane, postoji tek nekoliko
studija koje ispituju funkcionalni status kosti adultnih bolesnika sa hematoloskim
malignitetima [85, 146, 148, 152, 161].

Primena razli¢itih antilimfomskih protokola moze biti pracena brojnim nuspojavama.
Visokodozna hemioterapija ¢esto u kombinaciji sa sledstvenom autologom transplantacijom
mati¢nih celija hematopoeze moze dovesti do preranog gubitka kosti i povecanja rizika od
nastanka patoloskih preloma ki¢menih prsljenova i1 kuka. Hemioterapijski rezimi lecenja

limfoma se sastoje od brojnih lekova §to dodatno otezava razgranicenje uticaja pojedinacnih
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agenasa na koStanog metabolizam i identifikaciju koji agens i u kojoj meri doprinosi gubitku
kosti [85]. Gubitak kostane gustine izazvan glukokortikoidima je uzrokovan povecanom
stopom apoptoze osteoblasta i osteocita, poremecenom diferencijacijom osteoblasta i
produzenom aktivnoScu osteoklasta [162]. Alkilirajuca sredstva takode mogu da izazovu
oStecenje gonada i posledi¢no utiu na metabolizam kostiju [163]. Kod vecine bolesnika sa
limfomima se ve¢ prilikom postavljanja dijagnoze detektuje smanjenje kostane gustine u vidu
osteopenije ili ¢ak osteoporoze [164,165]. Pacijenti sa limfomom imaju signifikantno manju

kos$tanu gustinu u poredenju sa opStom populacijom [160].
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Il CILJEVI ISTRAZIVANJA:

1. Utvrditi stepen promena koStane gustine (BMD-g/cm?) kod bolesnika sa
novodijagnostikovanim B-¢elijskim nehockinskim limfomima S$est meseci nakon

pocetka le¢enja u odnosu na kostanu gustinu izmerenu pre uvodenja terapije.

2. Utvrditi razliku u stepenu promena kostane gustine (BMD-g/cm?) Sest meseci nakon
pocetka primene monoklonskog anti-CD20 antitela u odnosu na kontrolnu grupu

bolesnika le¢enih standardnim hemioterapijskim protokolima.

3. Utvrditi razliku u stepenu promena kosStanih biohemijskih markera i RANKL/OPG
sistema Sest meseci nakon uvodenja terapije monoklonskim anti-CD20 antitelom u
poredenju sa kontrolnom grupom bolesnika lecenih standardnim hemioterapijskim

protokolima.
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111 HIPOTEZE

1. Kod bolesnika sa novodijagnostikovanim B-¢elijskim limfomima dolazi do smanjenja
kostane gustine Sest meseci nakon uvodenja terapije u odnosu na koStanu gustinu pre

pocetka lecenja.

2. Postoji statisticki znaCajna razlika u stepenu promena kostane gustine kod bolesnika
lecenih monoklonskim anti-CD20 antitelom u poredenju sa bolesnicima lec¢enih

standardnim hemioterapijskim protokolima.

3. Postoji statisticki znacajna razlika u promeni nivoa kostanih biohemijskih markera i
RANKL/OPG sistema kod bolesnika lecenih standardnim hemioterapijskim protokolima
sa anti-CD20 antitelom, u poredenju sa kontrolnom grupom u smislu smanjenja kostane

resorpcije.
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IV MATERIJAL | METODE

1. MATERIJAL

1.1. Tip studije
Sprovedena je prospektivna kohortna studija koja je obuhvatila 60 odraslih ispitanika,
oba pola, kod kojih je po prvi put postavljena dijagnoza B — non-Hodgkin limfoma koji

zahteva leCenje imunoterapijom 1/ili polihemioterapijom.

1.2 Mesto istrazivanja

Studija je sprovedena u Klinici za hematologiju i Klinici za endokrinologiju, dijabetes
i bolesti metabolizma Klini¢kog centra VVojvodine u Novom Sadu u periodu od oktobra 2016.
do aprila 2020. godine. Sprovodenje studije odobrio je Eti¢ki komitet Klinickog centra
Vojvodine kao i Eticki komitet Medicinskog fakulteta Univerziteta u Novom Sadu.

1.3. Nacin izbora, veli¢ina i konstrukcija uzorka

U istrazivanje je ukljuéeno 60 novodijagnostikovanih ispitanika sa B-celijskim
nehockinskim limfomom Kkoji su podeljeni u dve grupe, na osnovu terapijskog pristupa.
Ispitivanu grupu je cinilo 30 ispitanika le¢enih monoklonskim anti-CD20 antitelom uz
polihemioterapiju, dok su kontrolnu grupu ¢inili ispitanici leCeni standardnim
hemioterapijskim protokolima bez primene monoklonskog anti-CD20 antitela.
Kriterijumi za ukljuCivanje ispitanika u istrazivanje:

1. Novodijagnostikovani bolesnici sa B-NHL-a,

2. Prethodno neleceni bolesnici sa B-NHL-a,

3. Stariji od 18 godina,

3. Potpisana saglasnost za uéesce u istrazivanju.
Kriterijumi za iskljucivanje iz istraZivanja su bili:

1. Novonastala fraktura kosti (unutar dva meseca od momenta postavljanja dijagnoze);

2. Prethodna primena kortikosteroidne terapije (duze od 3 meseca);

3. Upotreba medikamenata sa mogucom reperkusijom na kostano tkivo (inhibitori

aromataze, primena niskomolekularnog heparina, hormonska supstitucija, suprafizioloske

doze L-tiroksina, antidijabetici, antipsihotici, antikonvulzivni lekovi);
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4. Komorbiditeti koji uticu na ko$tano remodelovanje (sindrom loSe apsorpcije,
endokrinoloske  bolesti: hipertireoidizam, hipotireoidizam, hiperprolaktinemija,
hiperparatireoidizam, hipoparatireoidizam, akromegalija, KusSingova bolest; hroni¢na
bubrezna i jetrena insuficijencija);

5. Postojanje druge maligne bolesti i duzi period imobilizacije.

2. METODE

2.1. Klinicka i laboratorijska ispitivanja

Dijagnoza bolesti (NHL) je postavljana na osnovu anamneze, klinickog pregleda,
standardnih laboratorijskih 1 dopunskih hematoloskih ispitivanja, kao 1 histopatoloskom 1
imunohistohemijskom analizom tumorskog tkiva, dobijenog biopsijom ili ekstirpacijom tkiva
limfnog ¢vora ili drugih ekstranodalnih lokalizacija u skladu sa kriterijumima klasifikacije
hematoloskih tumora Svetske zdravstvene organizacije iz 2022. godine (WHO-HAEMS5
classification). Nakon postavljanja dijagnoze kod svih ispitanika uradena je procena klinickog
stadijuma bolesti u skladu sa An Arbor klasifikacijom i opsSteg funkcionalnog stanja prema

ECOG skali (engl. Eastern Cooperative Oncology Group).

Tabela 2. An Arbor klasifikacija [55]

Zahvacenost jedne regije limfnih ¢vorova ili zahvaéenost jednog ekstralimfaticnog

| stadijum | ana (IE)

Zahvacenost dve ili viSe regija limfnih ¢vorova sa iste strane dijafragme ili
Il stadijum | zahvacenost jednog ekstralimfaticnog organa sa jednom ili viSe grupa limfnih
¢vorova sa iste strane dijafragme (stadijum II E)
i Zahvacenost viSe grupa limfnih ¢vorova sa obe strane dijafragme ili lokalna
stadijum zahvacenost ekstralimfati¢nog organa ili tkiva (IIIE) ili slezine (111S) ili oba (I1ISE)
Difuzna zahvacéenost jednog ili viSe ekstralimfaticnih organa ili tkiva, sa ili bez

;:;di'um zahvacenosti limfnih ¢vorova
J Bilo koje zahvatanje likvora, kostane srzi, jetre ili viSestruke lezije pluca
Podstadijum:

E Lokalizovana, ekstranodalna bolest (N = limfni ¢vor, H = jetra, L= pluca, S =slezina, D = koza,
O = kost, P = plu¢na maramica, M = koStana srz)

A Odsustvo sistemskih znakova

B Prisustvo neobjas$njivog gubitka telesne tezine (10% za 6 meseci), i/ili neobjaSnjive
temperturegroznice, i/ili nocnog preznojavanja

28



Tabela 3. ECOG PS [48]

ECOGO Potpuno aktivni, bez simptoma, bez ogranicenja u fizickim aktivnostima

Ograni¢eni u fizicki napornim aktivnostima, simptomatski bolesnici,

ECOG 1 sposobni da obavljaju posao lake ili sedece prirode. Mogu se leCiti u

ambulantnim uslovima.

ECOG 2 Simptomatski bolesnici koji su vezani za postelju, ali < od 50% budnih sati

ECOG 3 Simptomatski bolesnici koji su vezani za postelju, ali > od 50% budnih sati

ECOG 4 Bolesnici koji su vezani za postelju, kompletno onesposobljeni za bilo kakvu

dnevnu aktivnost

ECOG 5 Smrtni ishod

Anamnezom i uvidom u medicinsku dokumentaciju dobijeni su neophodni

demografski podaci i podaci o komorbiditetima ispitanika. U zavisnosti od tipa nehoc¢kinskog

limfoma Kkori$¢eni su aktuelni prognozni indeksi (prilog br. 1).

Po uklju¢ivanju u studiju, a pre sprovodenja planirane imunoterapije i/ili

polihemioterapije kod svakog ispitanika uradeno je:

Anamneza i klinicki pregled;

Uzorkovanje krvi za hematoloSke, biohemijske, hemostazeoloske i parametre
metabolicke aktivnosti kosti. Radena je kompletna krvna slika, broj retikulocita,
odredivane su serumske koncentracije C reaktivnog proteina (CRP), uree, kreatinina,
mokraéne kiseline, laktat dehidrogenaze (LDH), glukoze (SUK), ukupnih proteina,
elektroforeza serumskih proteina, odredivane su serumske koncentracije ukupnog i
direktnog bilirubina, gvozda, transferina, feritina, amilaza, alanin transaminaze (ALT),
gama glutamil transpeptidaze (GGT), alkalne fosfataze (ALP), elektrolita: natrijuma
(Na), kalijuma (K), hlora (Cl), ukupnog i jonizivanog kalcijuma (Ca), magnezijuma
(Mg), fosfora (P), imunoglobulina IgG, IgM, IgA, C3, C4 komplementa, lipidnog
statusa (ukupni holesterol, trigliceridi, HDL - holesterol, LDL - holesterol). Od
hemostazeoloskih nalaza odredivana je plazmatska koncentracija fibrinogena,
trombinsko vreme (TT), protrombinsko vreme (PT), aktivirano parcijalno
tromboplastinsko vreme (aPTT) i euglobulinsko vreme lize koaguluma. Odredivane su
serumske koncentracije paratireoidnog hormona (PTH), vitamina D, CrossLaps-a,
osteokalcina, P1NP-a, osteoprotegerina, RANKL-a, folikulostimuliraju¢eg hormona
(FSH), luteiniziraju¢eg hormona (LH), estradiola i testosterona. Uzorci krvi su
uzorkovani nataste u EDTA epruvete i serum separator epruvete. Plazma i serum su

odvojeni u roku od 60 minuta od momenta uzorkovanja i odmah zamrznuti na -80°C
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do momenta analize. Sva merenja su obavljena prema uputstvima proizvodaca i prema

centralizovanom sistemu laboratorije Klinickog centra Vojvodine sa ciljem smanjenja

analiti¢kih varijacija;

e Osteodenzitometrijsko merenje — engl. Dual Energy X-Ray Apsorptiometry (DXA):
merenje mineralne kostane gustine (engl. Bone Mineral Density - BMD) na lumbalnoj
ki¢mi, kuku i vratu butne kosti, metodom dvostruke energetske apsorpcije X zracima
(DXA) na aparatu Lunar Prodigy. Izmerena kosStana gustina je izrazena u apsolutnim
vrednostima BMD (g/cm2) i u vidu T-skora. T-skor predstavlja odstupanje izmerene
koStane gustine bolesnika, izrazen u standardnim devijacijama (SD), od srednje
vrednosti gustine kosti zdravih mladih osoba iste rase, pola, visine i tezine. Prema
Svetskoj zdravstvenoj organizaciji (SZO) uredan nalaz predstavlja T skor iznad -1SD,
vrednosti izmedu -1 SD i > -2,5 SD osteopeniju, a nalaz mineralne kostane gustine od
< -2,5 SD osteoporozu, dok prisustvo preloma na malu traumu oznacava prisustvo
teSke osteoporoze komplikovane prelomom [82].

Kod svih ispitanika izra¢unat je indeks telesne mase (engl. Body Mass Index — BMI)
koji predstavlja kvantitativan odnos telesne tezine izrazene u kilogramima i telesne visine
izrazene u m? (BMI=TT(kg)/TV(m?)).

Pothranjenost se oznaéava kao BMI<18,5kg/m? BMI izmedu <18,5kg/m? i 25kg/m?
podrazumeva normalnu uhranjenost, BMI vrednosti izmedu 25kg/m? i 29,9kg/m?
predgojaznost, BMI >30 kg/m? gojaznost, dok BMI iznad 35kg/m? oznacava patoloski tip
gojaznosti [83].

Ispitivana grupa je leCena primenom monoklonskog anti-CD20 antitela u kombinaciji
sa ciklofosfamidom, doksorubicinom, vinkrtistinom i prednizonom (CHOP) i CHOP-like
protokolima dok je kontrolna grupa bila podvrgnuta primeni polihemioterapije (takode CHOP
i CHOP-like protokolima, ali bez primene anti-CD20 antitela). R-CHOP-21 protokol je
podrazumevao primenu ciklofosfamida 750 mg/m?, doksorubicina 50 mg/m?, vinkristina 1,4
mg/m? (maksimalna doza 2 mg) i rituksimaba 375 mg/m?, tokom prvog dana, uz 100 mg
prednizona tokom prvih pet dana ciklusa. R-CVP protokol u odnosu na R-CHOP protokol se
razlikuje u primeni doxorubicina, koji nije sastavni deo R-CVP, odnosno CVP protokola.
Ciklusi su primenjivani na 21 dan. Ispitanici koji su dobijali R-CHOEP su pored gore
nabrojanih lekova primali i Etopozid (Vepesid) 100 mg/m? od 1. do 3. dana ciklusa. Prva
grupa ispitanika pre primene monoklonskog anti-CD20 antitela primila je kortikosteroidnu

premedikaciju (100mg metilprednizolona i.v.). Vec¢ina hemioterapijskih protokola, kao $to su
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CHOP i CVP, ukljuéuju izmedu 60 i 100mg prednizona oralno, jednom dnevno tokom 5
dana, pri ¢emu najceS¢e bolesnici primaju 6 do 8 ciklusa polihemioterapije, svake 3 ili 4
nedelje. S obzirom na to da su pojedini ispitanici, uklju¢eni u studiju, primili razli¢itu dozu
razli¢itih vrsta kortikosteroida koji su sastavni delovi hemioterapijskih protokola, kao i
premedikacijskih rezima (metilprednizolon, prednizon), racunata je kumulativna doza
kortikosteroidne terapije, konvertovana u doze prednizona prema jedinici telesne povrsine
ispitanika (m?).

Po zavrSenom leCenju odnosno Sest meseci nakon zapocCinjanja leCenja, Svim
ispitanicima obe grupe su uradeni isti pregledi kao i inicijalno, ukljucuju¢i laboratorijske
analize i osteodenzitometrijsko merenje kostane gustine. Terapijski odgovor je procenjivan u

skladu sa RECIL kriterijumima iz 2017. godine.

2.2. Metode statisticke obrade podataka

U cilju uvida u raspodelu podataka, koriS¢ena je analiza deskriptivnih pokazatelja.
Kolmogorov-Smirnov testom utvrdeno je da sve varijable odstupaju svojom raspodelom od
normalne distribucije (p < 0,05), te su u cilju provere hipoteza koriS¢ene neparametrijske
statisticke metode. Hipoteze koje su iziskivale poredenje dve grupe pacijenata (koje primaju i
ne primaju terapiju), ispitane su primenom Men-Vitni-U testa, kao neparametrijskom
zamenom za t-test za nezavisne uzorke, dok je poredenje varijabli u kontekstu hipoteza
ponovljenog merenja izvrSeno putem Vilkoksonovog testa ranga, odnosno neparametrijskom
zamenom za t-testa za zavisne uzorke. Prilikom poredenja kontrolne grupe i grupa dizufnog i
folikularnog karaktera koris¢ena je ANOVA, odnosno njena parametrijska zamena (Kruskal-
Valisov test). Poredenje grupa (odnosno utvrdivanje razlika medu njima) na varijablama
kategorijalnog tipa vrSeno je putem hi-kvadrat testa. Relacije medu varijablama utvrdene su
koriS¢enjem Spirmanovog koeficijenta korelacije s obzirom na odstupanje od normalne
raspodele, dok su efekti prediktorskih varijabli u poslednjem delu rezultata na indekse koStane
mase utvrdene setom viSestrukih regresionih analiza. Statisticka obrada podataka odradena je

u programu SPPS v.26.
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V REZULTATI

1. DEMOGRAFSKI PODACI
U istrazivanje je uklju¢eno ukupno 60 ispitanika sa novodijagnostikovanim B-
¢elijskim nehockinskim limfomom. Ispitanici su bili podeljeni u dve grupe:
e ispitivanu grupu, sa 30 ispitanika le¢enih kombinacijom standardnih hemioterapijskih
protokola i antiCD-20 monoklonskim antitelom (rituksimab - R);
e kontrolnu grupu, sa 30 ispitanika leCenih isklju¢ivo primenom standardnih
hemioterapijskih protokola (CHOP i CHOP-like).
U obe grupe ispitanika dominirale su osobe muskog pola, u ispitivanoj grupi taj
procenat je iznosio 56,7%, dok je u kontrolnoj grupi zastupljenost muske populacije bila
veca 1 iznosila je 66,7%. Nije postojala statisticki znac¢ajna razlika u odnosu na pol izmedu

dve grupe ispitanika (32=0,07, df = 1, p = 0,43) (tabela 4.).

Tabela 4. Polna struktura uzorka

Ispitivana grupa (n = 30) 17/13
Kontrolna grupa (n = 30) 20/10
Statisticka znacajnost (p) 0,43

Prose¢na starost u ispitivanoj grupi je bila 56,73 = 12,42 (34-78) godina, dok je kontrolna
grupa bila nesto starija. Prosecna starost ispitanika u kontrolnoj grupi iznosila je 64,33 + 10,88
(40-82) godine. Studentovim t-testom za nezavisne uzorke nije ustanovljena statistiCka znacajna
razlika u odnosu na godine Zivota izmedu ove dve grupe ispitanika (t = -0,95, p = 0,34). Vrednost
medijane ukupnog uzorka iznosila je 63,5 godina. Medijana starosti ispitivane grupe je bila 57
godina, dok je kod ispitanika kontrolne grupe medijana iznosila 65,5 godina. Ukupno najveci broj
ispitanika je bio starosti izmedu 60 i 70 godina, u ispitivanoj grupi njih 10 (33,3%), odnosno u

kontrolnoj grupi 14 ispitanika (46,6%) (grafikon 1).
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Grafikon 1. Starosna struktura ispitanika
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Telesna visina u obe grupe ispitanika je bila gotovo identi¢na (169 cm), dok je telesna
tezina bila veca u kontrolnoj grupi (tabela 5). Nije postojala statisticka znacajnost dve grupe

ispitanika u odnosu na visinu (t = 0,04, p = 0,97) i tezinu (t = 1,11, p = 0,27).

Tabela 5. Antropometrijski parametri ispitanika

Ispitivana grupa 71,98 16,07 41 99 169,7 11,94 152 194
Kontrolna grupa 76,46 15,06 41 130 169,8 9,53 141 188
Statisticka znacajnost (p) 0,97 0,27

Normalnu telesnu masu je imalo 45% ispitanika (27/60) ukljuéenih u nase istraZivanje.
Od ukupno 60 ispitanika, vise od polovine, ta¢nije 32 ispitanika (53,3%) je imalo vrednost
BMI-a iznad 25kg/m?, odnosno bilo je predgojazno ili gojazno (grafikon 2).
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Grafikon 2. Distribucija ispitanika u odnosu na BMI kategorije
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Prema podacima iz tabele 6, poredenjem indeksa telesne mase (BMI) ispitivane i
kontrolne grupe, Studentovim t-testom za nezavisne uzorke, je utvrdeno, da ne postoje
statisticki znacajne razlike izmedu dve grupe ispitanika u odnosu na BMI (t(58) = 1,46, p =
0,15).

Tabela 6. Vrednosti indeksa telesne mase (BMI) u ispitivanim grupama

Ispitivana grupa 26,33 3,54 20,60 36,80
Kontrolna grupa 24,76 4,71 16,20 40,20
Statisticka znacajnost (p) 0,15
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2. KLINICKE KARAKTERISTIKE OSNOVNE BOLESTI I ISPITANIKA

2.1. Dijagnoza osnovne bolesti

Kod najveceg broja ispitanika je postavljena dijagnoza difuznog B-krupnocelijskog
limfoma — DBKL 15/60 (25%), odnosno folikularnog limfoma - FL (25%, 15/60). Limfom
marginalne zone je imalo 13 ispitanika (22%), dok je kod 11 ispitanika dijagnostikovan
limfom plastanih ¢elija (mantle ¢elijski limfom). U 5% (3/60) ispitanika je dijagnostikovan
limfom maih limfocita i Waldenstromova makroglobulinemija (Grafikon 3). Drugi podtipovi

B-nehockinskih limfoma nisu bili ukljuéeni u istrazivanje.

Grafikon 3. Struktura ukupnog uzorka prema dijagnozi osnovne bolesti

= DBKL (15)
m FL (15)

= MCL (11)
= MZL (13)
mSLL (3)
=MW (3)

(DBKL — difuzni B krupnocelijski limfom, FL — folikularni limfom, MCL — mantle ¢éelijski
limfom, MZL — limfom marginalne zone, SLL — limfom malih limfocita, MW —
Waldenstromova mikroglobulinemija)

U ispitivanoj grupi ukljuceno je 15 ispitanika sa DBKL-om i 15 ispitanika sa FL-om,
dok je u kontrolnoj grupi ukljueno 13 ispitanika sa MZL-om, 11 sa MCL-om, i po 3
ispitanika sa limfomom malih limfocita i Waldenstrom-ovom mikroglobulinemijom (grafikon
4).
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Grafikon 4. Struktura ispitivane i kontrolne grupe prema dijagnozi osnovne bolesti
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MW

(DBKL - difuzni B krupno¢elijski limfom, FL — folikularni limfom, MCL — mantle ¢elijski
limfom, MZL — limfom marginalne zone, SLL — limfom malih limfocita, MW —
Waldenstromova mikroglobulinemija)

2.2 Klini¢ki stadijum bolesti, prisustvo B simptoma i ekstranodalne lokalizacije

U obe grupe ispitanika, najveéi broj je dijagnostikovan u uznapredovalom klini¢kom
stadijumu bolesti. Ukupno u obe grupe, 66,6% ispitanika je bilo u IV klinickom stadijumu,
prema An Arbor Klasifikaciji (Grafikon 5). U ispitivanoj grupi, u IV klinickom stadijumu, je
bilo 53,3% ispitanika, dok je u kontrolnoj grupi bilo 80% ispitanika u IV klinickom stadijumu
(p=0,028). Postoji statisticki znacajna razlika izmedu dve grupe ispitanika Kkoji su
dijagnostikovani u IV klinickom stadijumu bolesti. B-simptome pre pocetka le¢enja imala je
vecina ispitanika, u ispitivanoj grupi B-simptome je navelo 73,3% ispitanika (22/30), dok je u
kontrolnoj grupi B-simptome imalo 80% ispitanika (24/30). Bulky bolest je potvrdena kod 10

ispitanika ispitivane grupe, odnosno kod cetiri ispitanika kontrolne grupe.
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Grafikon 5. Distribucija ispitanika u odnosu na klinicki stadijum bolesti
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U ispitivanoj grupi, 21 pripadnik (70%) je imao primarno ekstranodalnu lokalizaciju
bolesti, dok je u kontrolnoj grupi taj broj bio visi i iznosio je 24 (80%). Ekstranodalne
lokalizacije u obe grupe ispitanika prikazane su na grafikonu 6. Naj¢es¢a ektranodalna
lokalizacija je bila kostana srz. Infiltracija koStane srzi bila je ¢eS¢a u kontrolnoj grupi

ispitanika u odnosu na ispitivanu grupu (p=0,0035).

Grafikon 6. Ekstranodalna lokalizacija
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2.3 ECOG performans status i komorbiditeti ispitanika

U momentu dijagnoze, u ispitivanoj grupi 93% ispitanika je imalo performans status
ECOG < 1, dok je tu vrednost performans statusa u kontrolnoj grupi imao manji procenat
ispitanika, njih 67% (grafikon 7). U odnosu na ECOG performans status postoji statisticki
znacajna razlika izmedu dve grupe,0dnosno znacajno veci broj ispitanika je imao ECOG>2 u

kontrolnoj grupi, a u ispitivanoj ECOG <1 (%2 (1) = 8,46, p <0,01).

Grafikon 7. Distribucija ispitanika u odnosu na ECOG performans status

PS Ispitivane grupe PS Kontrolne grupe

BECOG<1 BECOG=2 BECOG=<1 ®ECOG=2

U odnosu na prisustvo komorbiditeta, najvise ispitanika u naSem istrazivanju je imalo
povisen krvni pritisak, ukupno 27 ispitanika (45%), 8 ispitanika, odnosno 13,3%, je imalo
Secernu bolest. Jedan ispitanik je imao demenciju, epilepsiju i glaukom. Bez komorbiditeta je
bilo 18 ispitanika, 10 ispitanika ispitivane grupe, odnosno 8 ispitanika kontrolne grupe
(grafikon 8).
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Grafikon 8. Komorbiditeti ispitanika
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BHP — benigna hiperplazija prostate, HOBP — hroni¢na opstruktivna bolest plu¢a, DM — $ecerna bolest,
AA —absolutna artimija, I\VC — cerebrovaskularni inzult, IM — infarkt miokarda, AP — angina pektoris, CMP —
hroni¢na kardiomiopatija, HTA — arterijska hipertenzija

2.4. Prognozni indeksi

2.4.1. Difuzni B krupno¢elijski limfom (15 ispitanika)

Prema IPI indeksu, 33,3% ispitanika sa DBKL-om je pripadalo grupi niskog rizika,
odnosno srednje visokom riziku. Nesto manje ispitanika je bilo u grupi srednje niskog rizika,
dok je samo jedan ispitanik bio u grupi visokog rizika. LoSu prognozu prema revidiranom IPI
indeksu je imalo troje ispitanika (20%), dobru 10 ispitanika (66,6%), odnosno veoma dobru
dvoje ispitanika. Visok rizik prema NCCN-IPI indeksu je imao jedan ispitanik sa difuznim B
krupnocelijskim limfomom. Najveci broj ispitanika (46,6%) prema ovom indeksu imao je

nizak srednji rizik za losiji ishod leéenja.
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Grafikon 9. Distribucija ispitanika sa difuznim B krupnocelijskim limfomom u odnosu na
prognoze skorove (IPI, riPl i NCCN-IPI indeks)
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2.4.2. Folikularni limfom (15 ispitanika)

U odnosu na FLIPI indeks vise od polovine ispitanika sa folikularnim limfomom je
pripadalo grupi srednjeg rizika (53,3%), a neSto manje grupi visokog rizika (40%). Prema
FLIPI-2 indeksu najviSe ispitanika je bilo rasporedeno u grupu visokog rizika (66,6%),
odnosno grupu srednjeg rizika (33,3%). Osam ispitanika, prema PRIMA-PI indeksu je
pripadalo grupi visokog rizika, dok je troje ispitanika imalo nizak rizik za progresiju prema

ovom indeksu.

40



Grafikon 10. Distribucija ispitanika sa folikularnim limfomom u odnosu na prognoze
skorove (FLIPI, FLIPI-2 i PRIMA PI indeks)
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2.4.3 Limfom marginalne zone (13 ispitanika)
Prema MALT IPI indeksu najviSe ispitanika je bilo u grupi srednjeg rizika (53,8%),
neSto manje u grupi visokog rizika (38,4%), dok je samo jedan ispitanik sa limfomom

marginalne zone pripadao grupi niskog rizika.

Grafikon 11. Distribucija ispitanika sa limfomom marginalne zone u odnosu na MALT IPI
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2.4.4 Mantle ¢elijski limfom (11 ispitanika)
Od 11 ispitanika sa mantle ¢elijskim limfomom, 63,6% ispitanika pripadalo je grupi
srednjeg rizika. Troje ispitanika (27,2%) bilo je u grupi visokog rizika. Jedan ispitanik prema

MIPI indeksu je imao nizak rizik za losu prognozu.

Grafikon 12. Distribucija ispitanika sa mantle celijskim limfomom u odnosu na MIPI
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MIPI ¢ prognozni indeks nije bilo moguce izracunati za sve ispitanike s obzirom na to
da vrednost (%) proliferativnog indeksa Ki-67 nije bio dostupan za sve ispitanike sa mantle
¢elijskim limfom. Svi ispitanici sa Waldenstromovom makroglobulinemijom, njih troje,

pripadalo je grupu visokog rizika prema ISSWM indeksu.

2.5. Terapija i odgovor na terapiju

U ispitivanoj grupi, 28 ispitanika (93,3%) le¢eno je kombinacijom ciklofosfamida,
doksorubicina, vinkristina i prednizona uz anti-CD20 monoklonsko antitelo svake tri nedelje
(R-CHOP 21). Cetiri ispitanika (13,3%) su uz ovu kombinaciju dobila i etopozid (R-CHOEP
21). Dva ispitanika (6,66%) su le¢ena prema R-CVP protokolu (grafikon 8). U ovoj grupi
ispitanika, 7 (23,3%) je primilo ukupno 6 ciklusa, dok je 23 ispitanika (76,6%) primilo 8
ciklusa hemioterapije.

U kontrolnoj grupi, 20 ispitanika (66,6%) je leCeno prema CHOP 21 protokolu. Dva

ispitanika su uz ovu kombinaciju dobila i etopozid (6,66%). 10 ispitanika (33,3%) je leCeno
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prema CVP protokolu. Sest ciklusa hemioterapije je primilo 18 ispitanika (60%), dok je 12
ispitanika primilo 8 ciklusa (40%) (grafikon 13).

Postoji statisticki znacajna razlika u broju primljenih hemioterapijskih protokola
izmedu grupa (y° = 10.00, p = 0,001). U ispitivanoj grupi je znacajno vise ispitanika primilo 8
hemioterapijskih protokola, dok je u kontrolnoj grupi znacajno veéi broj ispitanika primio 6

hemioterapijskih protokola.

Grafikon 13. Distribucija ispitanika u odnosu na vrstu primenjenog hemioterapijskog
protokola
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CHORP - ciklofosfamid, doksorubicin, vinkristin, prednizon. CVP - ciklofosfamid, vinkristin, prednizon

* Svi ispitanici ispitivane grupe su uz prikazane hemioterapijske protokole primili i antiCD-20 monoklonsko
antitelo (rituksimab)

Ispitivana grupa primila je, tokom lecenja, u proseku 2588,17 mg prednizona po
kvadratu telesne povrSine ispitanika (1657-4615), dok je kontrolna grupa primila znacajno
manju dozu, 2029,33 mg (1131-3322). Ovaj podatak je bio ocekivan, s obzirom na to da je
ispitivana grupa primala anti-CD20 antitelo koje zahteva primenu kortikosteroidne
premedikacije. Postoji statisticki znacajna razlika u koli¢ini prednizona koju je primila
ispitivana grupa u odnosu na kontrolnu (t= -4,32, p < 0,01).

S obzirom na postojanje znacajnih razlika u odnosu na dozu primljenog prednizona
kod ispitivane i kontrolne grupe, sve varijable koje su koris¢ene u daljim analizama
istrazivanja (a koje se odnose na vrednosti nakon terapije) su standardizovane kako bi se svele
na isti nivo merenja, a zatim su korigovane putem standardne procedure parcijalizacije

(odnosno odstranjivanja varijanse) za razliCite doze prednizona. Na taj nain su efekti
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razliitih doza prednizona, koje su ispitanici primali svedeni na konstantne, Cime je
obezbedeno adekvatno statisti¢ko zaklju¢avanje u kontekstu navedenih hipoteza istrazivanja.

Nakon zavrSenog leCenja kod svakog ispitanika procenjivan je odgovor na primenjenu
terapiju (grafikon 14). U ispitivanoj grupi kompletnu remisiju (CR) je postiglo 11 (36,6%)
ispitanika, parcijalnu (PR) 13 (43,3%), dok je stabilna bolest verifikovana kod 6 (20%)
ispitanika. Kompletni terapijski odgovor je postignut kod 7 ispitanika sa DBKL-om (46,6%) i
4 ispitanika sa FL-om (26,7%). Parcijalan terapijski odgovor je postignut kod 5 ispitanika
(33,4%) sa DBKL-om, odnosno 8 ispitanika sa FL-om (53,3%). Ukupan odgovor na
primenjeno leCenje (eng. ORR — overall response rate) (CR+PR) postignut je u 80%
slucajeva.

U kontrolnoj grupi kompletnu remisiju je postiglo 4 (13,3%) ispitanika, parcijalnu
remisiju 9 (30%), dok je stabilna bolest potvrdena kod 12 (40%) ispitanika. Bolest je
progredirala (PD) kod 5 (16,6%) ispitanika. Kompletnu remisiju je postiglo dvoje ispitanika
sa MCL-om (6,66%), odnosno dva ispitanika sa MZL-om (6,66%). Parcijalan odgovor je
postiglo ¢etvoro ispitanika sa MZL-om (13,3%), 3 ispitanika sa MCL-om (10%) i jedan
ispitanik sa limfomom malih limfocita (3,33%). Ukupan odgovor na primenjeno lecenje
(ORR) (CR+PR) postignut je u 43,3% slucajeva.

Ustanovljena je statisti¢ki znacajna razlika u postizanju terapijskog odogovora izmedu

dve grupe ispitanika (y2 (3) = 8,53, p <0,01).

Grafikon 14. Distribucija ispitanika prema terapijskom odgovoru

X
° &
S o
T Lo
) X
© o
< o
© S
o o o
o S S S
> 5 =
S 3 Q
~ o o o
© ™ S o
o~ o o ™
° e Q9 o
% o o ™~
™ N A ©
C"'S —
—
S X
o o
o o
Kompletna remisija Parcijalni odgovor Stabilna bolest Progresija bolesti

EDLBCL ®mFL = Kontrolnagrupa

44



3. LABORATORIJSKI PARAMETRI

3.1 Parametri krvne slike ispitanika i biohemijskih markera aktivnosti bolesti

Broj leukocita je bio statisticki znac¢ajno nizi nakon terapije u ispitivanoj grupi (p =
0,04). Drugi parametri krvne slike i biohemijskih markera aktivnosti bolesti nisu bili
statistiCki znac¢ajno promenjeni nakon leCenja u ovoj grupi ispitanika. Pad vrednosti CRP-a
nakon terapije imao je marginalnu statisticku znacajnost (p = 0,08). Posterapijske vrednosti
drugih biohemijskih markera aktivnosti bolesti, vrednosti brzine sedimentacije, laktat
dehidrogenaze, beta 2 mikroglobulina i feritina, su bile niZze nakon terapije, dok je, sa druge
strane, doslo do porasta fibrinogena i albumina (tabela 7). Navedene promene nisu bile

statisticki znacCajne.

Tabela 7. Parametri krvne slike ispitanika i biohemijskih markera aktivnosti bolesti -
Ispitivana grupa

Pre terapije

Posle terapije Statisti¢ka
znacajnost
SD Min  Max (9)
Leukociti (x109/1) 6,86 3,83 1,90 18,60 5,27 2,12 2,70 12,50 0,04
Limfociti -
apsolutni broj 1,89 1,75 0,27 8,38 1,47 0,82 0,08 3,46 0,14
(x10%/1)
Hemoglobin (g/l) 128,86 18,14 97,00 162,00 128,46 14,49 107,00 166,00 0,90
Tr(‘)’(T(?Q‘/’IC)'“ 246,67 11525 81,00 543,00 23530 9560 113,00 518,00 0,56
Sedimentacijia o5 )0 2176 100 8500 1427 1871 3 107 0,24
(mm u 1. satu)
C reaktivni
protein (CRP) 16,26 23,57 0,10 90,20 6,69 14,57 0,10 73,10 0,08
(mg/1)
Fibrinogen (g/) 3,47 1,04 220 602 350 071 240 487 0,33
Beta 2
mikroglobulin 3,09 1,16 1,60 5,91 2,22 5,46 1,27 4,06 0,57
(mg/1)
Laktat
dehidrogenaza 249,87 152,15 75,00 780,00 215,97 89,81 2,38 467,00 0,30
(LDH) (u/)
Albumini (g/l) 40,22 9,63 24,32 51,68 45,13 1231 31,86 50,48 0,22
Feritin (pg/l) 22418 20252 17,80 671,20 147,16 181,69 7,60 966,60 0,11
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Parametri krvne slike ispitanika i biohemijskih markera aktivnosti bolesti ispitanika
kontrolne grupe prikazani su u tabeli 8. Analiziranjem navedenih parametara utvrden je
statistiCki znacajan porast vrednosti hemoglobina (p = 0,01), nakon terapije, kao i znacajan
pad limfocita (p = 0,03), brzine sedimentacije (p = 0,01) i beta 2 mikroglobulina (p = 0,00).
Potencijalna statistiCka znacajnost postojala je kod pada vrednosti leukocita (p = 0,06) i
porasta fibrinogena nakon terapije (p = 0,09). Postterapijski je doslo do porasta trombocita,
albumina i feritina, dok su vrednosti CRP i LDH bile niZze. Navedene promene nisu bile

statisticki znacCajne.

Tabela 8. Parametri krvne slike ispitanika i biohemijskih markera aktivnosti bolesti -
Kontrolna grupa

Pre terapije Posle terapije Statisti¢ka
znacajnost

Min i Max (9);

Leukociti 2001 21,98 378 9282 1305 2494 25 126,33 0,06
(x10%/1)

Limfociti -

apsolutni broj 1345 1956 0,34 7829 646 20,32 033 110,22 0,03
(x10%/1)

Her'zg‘;’l')"b'” 107,70 2859 58,00 160,00 119,40 19,45 73,00 159,00 0,01
Tr(‘)’(T(?Q‘/’IC)'“ 171,37 99,37 28,00 51500 194,83 107,78 16,00 460,00 0,15
Sedimentacija ooy 3639 400 12500 3347 3473 3 150 0,01
(mm u 1. satu)

C reaktivni

protein (CRP) 1943 2587 010 9410 1455 2573 020 119,30 0,46
(mg/1)

Fibrinogen (g/l) 3,41 1,29 1,95 8,58 3,84 1,15 2,18 6,74 0,09
Beta 2

mikroglobulin 5,30 3,59 1,74 15,99 3,40 1,60 1,39 8,03 0,00
(mg/1)

Laktat

dehidrogenaza 224,07 88,48 117,00 503,00 212,43 4392 120,00 322,00 0,50
(LDH) (U/l)

Albumini (g/l) 42,12 559 31,05 5500 4444 477 338L 5590 0,12

Feritin (ug/l) 170,07 171,65 9,40 700,40 280,08 417,27 12,00 1897,00 0,12
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3.2 Laboratorijski parametri kostanog metabolizma

Parametri kostanog metabolizma ispitivane grupe pre i nakon zavrSenog le¢enja jedino
pokazuju statisti¢ki znacajnu razliku u odnosu na porast vrednosti vrednosti PINP-a (p =
0,00) (tabela 9).

Tabela 9. Laboratorijski parametri koStanog metabolizma - Ispitivana grupa

Pre terapije Posle terapije Statisticka
znacajnost
(9]
Ca
jonizovani 1,17 023 1,00 2,29 115 020 1,03 1,29 0,89
(mmol/l)
Mg (mmoll) 0,83 0,08 068 1,01 081 010 065 1,19 0,36
P(mmol/ly 1,06 015 076 140 117 017 073 146 0.10
ViaminD 50 00 5108 1400 8400 32,97 1557 1490 7520 0,07
(nmol/l)
2385 5
ALP (U/l) o goug 2800 320800 16163 5850 57,00 312,00 0,46
CrossLaps 6359 o020 7300 204500 831,57 38025 207,00 1804,00 0,06
(pg/ml) 7
PINP
5167 3036 870 11830 136,00 8301 29,90 408,00 0.00
(ng/ml)
RANKL oo ) 4100 9500 26000 1616 51,61 10500 264,00 021
(pg/ml)
OPG (pg/ml) 152?’ 938,64 142,00 4400,00 180433 77538 150,00 4000,00 0,48
RANKLIOP 400 031 004 173 0089 031 005 173 0,96
G Odnos

Utvrdena je statisticki znacajna razlika u promeni vrednosti analiziranih parametara
kostanog metabolizma kontrolne grupe posle terapije, u odnosu na ispitivane vrednosti pre
tretmana, i to u odnosu na znacajni porast vrednosti PLNP-a (p = 0,00). Podaci su prikazani u
tabeli 10.
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Tabela 10. Laboratorijski parametri kostanog metabolizma - Kontrolna grupa

Pre terapije Posle terapije Statisti¢ka

znacajnost
SD Min Max SD Min Max (o))

Ca jonizovani

113 006 100 127 116 007 101 128 011
(mmol/l)

Mg (mmol/l) 1,95 618 066 347 079 006 068 096 0,31
P (mmol/l) 118 017 085 180 112 017 073 146 0,09
viaminD 0 00 o044 770 8700 4128 2132 17,00 99,00 0,98

(nmol/T)
ALP(U/l) 179,06 158,90 43,00 921,00 161,81 8071 22,30 418,00 0,52

CE;ZS/;%F’S 560,43 260,57 137,00 1318,00 621,37 254.66 21500 1054,00 0,20

PINP (ng/ml) 4489 2357 920 11810 79,80 3562 1230 13530 0,00

'?g’;‘r:l')‘ 18333 4520 120,00 266,00 18653 50,42 128,00 320,00 0,58

OPG (pg/ml) 2234,66 73512 800,00 3400,00 2366,67 843,32 840,00 3600,00 0,09
RANKL/OPG

0,10 0,06 0,04 0,25 0,10 0,06 0,04 0,22 0,54
Odnos

Vrednost kostanog biohemijskog markera RANKL, u ispitivanoj grupi, statisticki se
znacajno ne razlikuje pre i nakon terapije (t = 0,51, df = 58, p = 0,60). Prose¢na vrednost pre
terapije iznosila je 155,1 * 41,09, dok je nakon terapije doSlo do povecanja vrednosti
RANKL-a na 161,60 + 51,361, odnosno vrednost RANKL-a je porasla za 4,1%.

Takode, nije potrvrdena statisticka znacajnost u promeni vrednosti RANKL-a pre i
posle terapije ni u kontrolnoj grupi (t = 0,26, df = 58, p = 0,80). Kontrolna grupa ispitanika
imala je viSe vrednosti RANKL u odnosu na ispitivanu grupu, kako pre (183,33 £ 45,20), tako
i posle terapije (186,53 + 50,42). U kontrolnoj grupi ispitanika takode je doslo do porasta

vrednosti RANKL-a nakon terapije, za 1,7% vrednosti.
Postoji statisticki znacajna razlika izmedu vrednosti RANKL-a pre (t = -2,51, p<0,05)

i posle (t =-1,99, p<0,05) terapije izmedu ispitivanih grupa, grupa, odnosno vece vrednosti

pre 1 nakon terapije su zabeleZene u kontrolnoj grupi ispitanika.
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Grafikon 15. Razlika u prose¢nim vrednostima RANKL-a pre i nakon terapije

Vrednost kostanog biohemijskog markera OPG-a statisticki se znacajno ne razlikuje
pre i nakon terapije u ispitivanoj (t = 0,38, df = 58, p = 0,71) ni u kontrolnoj (t = 0,64, df = 58,
p = 0,32) grupi. Prose¢na vrednost OPG-a pre terapije u ispitivanoj grupi iznosila je 1887,40
+ 938,64, dok je nakon terapije doSlo do njegovog smanjenja na vrednost od 1804,33 *
775,38 (4,4%). U kontrolnoj grupi, 1 pre 1 posle terapije izmerene su vec¢e vrednosti OPG u
odnosu na ispitivanu grupu. Pre terapije prose¢na vrednost OPG-a iznosila je 2234,66 *
735,12, dok je nakon terapije, doslo do poveéanja vrednosti OPG-a za 5,9%, odnosno na
2366,67 + 843,32.

Grafikon 16. Razlika u prose¢nim vrednostima OPG-a pre i nakon terapije
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PINP je jedina koStana varijabla ¢iji je stepen promene, nakon terapije, statisticki
znacajan. U kontrolnoj grupi je doslo do statisticki zna¢ajno manjeg porasta P1NP-a u odnosu
na ispitivanu grupu (p = 0,01). Na ostalim varijablama nisu dobijene statisticki znacajne
razlike kada se govori o stepenu promene kostanih biohemijskih markera, RANKL-a i OPG-a
(tabela 11).

Tabela 11. Komparacija promene nivoa kostanih biohemijskih markera, RANKL-a i OPG-a
kod ispitivane i kontrolne grupe

M SD Mc Sbc  M-W-U P
~ ARANKL 643 27,74 320 3208 44650 084
AOPG -86,07 634,26 132,00 407,40 33450 0,09
AALP 7690 564,63  -17,23 14750 355,00 0,16
ACrossLaps 19560 542,60 60,93 259,11 367,00 0,22
APINP 8433 7942 34,90 3811 367,00 0,01
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4. OSTEODENZITOMETRIJSKI REZULTATI

Svi ispitanici ukljuceni u istrazivanje nisu primali bisfosfonate, kao ni supstitucionu
terapiju vitaminom D, odnosno kalcijumom. Tokom perioda istrazivanja nije zabelezena
pojava patoloskih fraktura, ni u ispitivanoj ni u kontrolnoj grupi.

U ukupnom uzorku ispitanika, prilikom postavljanja dijagnoze NHL-a 37 ispitanika
(61,6%) imalo je osteodenzitometrijski nalaz u referentnim opsezima. Osteopenija je
detektovana kod 23 ispitanika (38,3%), dok osteoporoza nije dijagnostikovana ni kod jednog
ispitanika.

Nakon terapije u ispitivanoj grupi, 11 od 17 ispitanika nije imalo promena u
osteodenzitometrijskom nalazu (36,6%), kod 10 je postojala osteopenija (33,3%), dok je kod
9 ispitanika (30%), T skor bio nizi od -2,5 SD, te je postavljena dijagnoza osteoporoze.
Osteoporoza je dijagnostikovana kod 6 pripadnica Zenskog pola (26,1% od ukupnog broja
zena ukljuCenih u istraZivanje), odnosno kod 3 muskarca (8,1% od ukupnog broja
muskaraca). Svi ispitanici koji su razvili postterapijsku osteoporozu su inicijalno imali
osteopeniju (grafikon 17). Inicijalno je u ispitivanoj grupi osteopeniju imalo 7 ispitanika sa
DBKL-om, odnosno 6 ispitanika sa FL-om. Nakon terapije, osteoporoza je dijagnostikovana
kod 5 ispitanika sa DBKL-om, odnosno kod 4 ispitanika sa FL-om. Postterapijska osteopenija

je verifikovana kod 5 ispitanika sa DBKL-om, odnosno kod 5 ispitanika sa FL-om.

Grafikon 17. Nalaz osteodenzitomertije ispitivane grupe pre i nakon terapije

Posle terapije

Uredan nalaz Pre terapije
Osteopenija

Osteoporoza
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U kontrolnoj grupi, nakon terapije, 46,6% ispitanika (14/30) je imalo uredan nalaz
osteodenzitometrije (grafikon 18). Osteopenija je postojala kod 43,3% ispitanika (13/30).
Vise ispitanika je imalo osteopeniju nakon terapije nego na pocetku lecenja (10/30 ispitanika,
33,3%). Osteoporozu je razvilo troje ispitanika (10%), dve zene (8,7% od ukupnog broja
zena) i jedan muskarac (2,7% od ukupnog broja muskaraca), od kojih je dvoje imalo uredan

osteodenzitometrijski nalaz na poc¢eku lecenja, a jedan ispitanik je imao osteopeniju.

Grafikon 18. Nalaz osteodenzitometrije kontrolne grupe, pre i nakon terapije

Posle terapije

Uredan nalaz Pre terapije
Osteopenija

Osteoporoza

Nakon terapije, ukupno 20% (12/60) ispitanika je imalo osteoporozu, 8 zena (34,7%
od ukupnog broja zena) i 4 muskarca (10,8% od ukupnog broja muskaraca).

Postoji statisticki znaCajna razlika, izmedu ispitivanih grupa, u broju ispitanika kod
kojih je dijagnostikovana osteoporoza nakon le¢enja (hi = 8,06, p < 0,05), odnosno veéi broj
ispitanika u ispitivanoj grupi je imalo dijagnostikovanu osteoporozu u odnosu na kontrolnu
grupu.

U ispitivanoj grupi, proseéna vrednost T skora svih merenih polja, je bila niza, kako
pre (T skor LS -0,48, FN -0,59, TH -0,35), tako i posle terapije (T skor LS -0,83, FN -1,06,
TH -0,73), u odnosu na prose¢nu vrednost T skora u kontrolnoj grupi kako pre (T skor LS
0,31, FN -0,48, TH 0,03) ali i posle terapije (T skor LS -0,09, FN -0,94, TH -0,43).
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Grafikon 19. Nalaz osteodenzitomertije (T skora) ispitivane i kontrolne grupe, pre i nakon

terapije
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LS — Lumbal spine (lumbalna ki¢ma), FN — femoral neck (vrat butne kosti), TH —total hip (kuk)

Uvidom u rezultate Wilkoxonovog testa, odnosno testa za zavisne uzorke, statisticki je

dokazano da postoji znaajno smanjenje kosStane gustine nakon zavrSenog lecenja kod svih

ispitanika.

Tabela 12. Komparacija osteodenzitometrijskih parametara (BMD i T skora) pre i posle

le¢enja — ukupan uzorak

M SD z P

Lumbal Spine BMD (pre) 1,18 0,21
. -4,13 0,01

Lumbal Spine BMD (posle) 1,14 0,21

Lumbal Spine BMD — T (pre) -0,08 1,60
. -5,03 0,00

Lumbal Spine BMD — T (posle) -0,46 1,72

Femoral Neck BMD (pre) 0,95 0,16
-4,32 0,00

Femoral Neck BMD (posle) 0,91 0,17

Femoral Neck BMD - T (pre) -0,53 1,16
-4,77 0,00

Femoral Neck BMD - T (posle) -1,00 1,29

Total Hip BMD (pre) 1,02 0,18
. -5,57 0,00

Total Hip BMD (posle) 0,98 0,20

Total Hip BMD - T (pre) -0,19 1,27
. -5,67 0,00

Total Hip BMD - T (posle) -0,58 1,44
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Tabela 13. Komparacija osteodenzitometrijskih parametara (BMD i T skora) pre i posle

le¢enja — Ispitivana grupa

Lumbal Spine BMD (pre)
Lumbal Spine BMD (posle)
Lumbal Spine BMD — T (pre)
Lumbal Spine BMD — T (posle)
Femoral Neck BMD (pre)
Femoral Neck BMD (posle)
Femoral Neck BMD - T (pre)
Femoral Neck BMD - T (posle)
Total Hip BMD (pre)

Total Hip BMD (posle)

Total Hip BMD - T (pre)

Total Hip BMD - T (posle)

Tabela 14. Komparacija osteodenzitometrijskin parametara (BMD i T skora) pre i

le¢enja — kontrolna grupa

Lumbal Spine BMD (pre)
Lumbal Spine BMD (posle)
Lumbal Spine BMD — T (pre)
Lumbal Spine BMD — T (posle)
Femoral Neck BMD (pre)
Femoral Neck BMD (posle)
Femoral Neck BMD - T (pre)
Femoral Neck BMD - T (posle)
Total Hip BMD (pre)

Total Hip BMD (posle)

Total Hip BMD - T (pre)

Total Hip BMD - T (posle)

M
1,12
1,09

-0,48
-0,83
0,93
0,89
-0,59
-1,06
1,00
0,96
-0,35
-0,73

M
1,24
1,20
0,31
-0,09
0,97
0,92

-0,48
-0,94
1,05
1,00
-0,03
-0,43

SD
0,21
0,22
1,56
1,77
0,17
0,19
1,30
1,47
0,19
0,21
1,31
1,55

SD
0,19
0,20
1,57
1,62
0,15
0,15
1,02
1,11
0,17
0,18
1,23
1,33

4

-3,26

-3,58

-2,89

-3,36

-3,83

-4,09

Z

-2,68

-3,56

-3,22

-3,43

-3,92

-3,84

P

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

posle

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00
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Uvidom u rezultate Man-Witney-U testa, moze se ustanoviti da postoje marginalne
razlike izmedu kontrolne i ispitivane grupe u pogledu kostane gustine, nakon terapije, na
nivou lumbalne ki¢me (p=0,07; p=0,08). Ispitanici koji primaju monoklonsko anti-CD20
antitelo imaju neSto nizi indeks koStane gustine na nivou lumbalne kicme u odnosu na

ispitanike kontrolne grupe (tabela 15).

Tabela 15. Komparacija osteodenzitometrijskih parametara (BMD i T skora) kod ispitivane i
kontrolne grupe - nakon terapije

M SD Mc SDc M-W-U P
Lumbal Spine BMD 1,09 0,22 1,20 0,20 325,50 0,07*
Lumbal Spine BMD — T -0,83 1,77 -0,09 1,62 331,00 0,08"
Femoral Neck BMD 0,89 0,19 0,92 0,15 436,00 0,84
Femoral Neck BMD - T -1,06 1,47 -0,94 1,11 425,00 0,71
Total Hip BMD 0,96 0,21 1,00 0,18 413,00 0,58
Total Hp BMD - T -0,73 1,55 -0,43 1,33 407,00 0,53

Ne postoji statisticki znaCajna razlika u stepenu promena koStane gustine, nakon
terapije izmedu grupa, odnosno stepen promena kostane gustine nije znacajno odreden time

da li je ispitanik primio anti-CD20 monoklonsko antitelo ili nije (tabela 16).

Tabela 16. Komparacija stepena promene osteodenzitometrijskih parametara (vrednosti BMD
i T skora) kod ispitivane i kontrolne grupe

M SD Mc SDc M-W-U P
ALumbal Spine BMD 0,03 0,08 0,04 0,11 445,00 0,94
ALumbal Spine BMD - T 0,35 0,47 0,40 0,50 430,00 0,77
AFemoral Neck BMD 0,04 0,06 0,05 0,06 440,00 0,88
AFemoral Neck BMD - T 0,47 0,71 0,46 0,85 426,00 0,72
ATotal Hip BMD 0,04 0,47 0,05 0,50 442,00 0,91
ATotal Hip BMD - T 0,38 0,51 0,40 0,93 402,00 0,48

55



Tabela 17. Komparacija osteodenzitometrijskih parametara (BMD i T skora) nakon terapije
izmedu ispitanika sa difuznim B krupnocelijskim limfom, folikularnim limfomom i ispitanika
kontrolne grupe.

Mdif SDdif Mfolik  SDfolik Mc SDc P
Lumbal Spine BMD 1,07 0,22 1,12 0,23 1,20 0,20 0,18
Lumbal Spine BMD-T  -0,92 1,68 -0,74 1,91 -0,09 1,62 0,25
Femoral Neck BMD 0,88 0,21 0,92 0,19 0,92 0,15 0,73
Femoral Neck BMD-T -1,17 1,67 -0,96 1,30 -0,94 1,11 0,85
Total Hip BMD 0,94 0,22 0,98 0,21 1,00 0,18 0,61
Total Hip BMD-T -0,87 1,66 -0,59 1,49 -0,43 1,33 0,64

Nije postojala statisticki znacajna razlika prilikom komparacije osteodenzitometrijskih
parametara (BMD i T skora) nakon terapije izmedu ispitanika sa difuznim B-krupnocelijskim
limfom, folikularnim limfomom i ispitanika kontrolne grupe (tabela 17).

Tabela 18. Komparacija stepena promene osteodenzitometrijskih parametara (BMD i T
skora) izmedu ispitanika sa difuznim B krupnocelijskim limfom, folikularnim limfomom i
ispitanika kontrolne grupe.

Mdif SDdif  Mfolik  SDfolik Mc SDc P

ALumbal Spine BMD 0,02 0,14 0,04 0,07 1,20 0,20 0,85
ALumbal Spine BMD-T 0,22 1,23 0,47 0,50 -0,09 1,62 0,65
AFemoral Neck BMD 0,08 0,07 0,05 0,06 0,92 0,15 0,84
AFemoral Neck BMD-T 0,29 0,61 0,66 1,03 -0,94 1,11 0,44
ATotal Hip BMD 0,03 0,08 0,05 0,04 1,00 0,18 0,61
ATotal Hip BMD-T 0,35 0,68 0,41 0,25 -0,43 1,33 0,92

Nije postojala statisticki znaCajna razlika prilikom komparacije promene
osteodenzitometrijskih parametara (BMD i T skora) izmedu ispitanika sa difuznim B-

krupnocéelijskim limfom, folikularnim limfomom i ispitanika kontrolne grupe (tabela 18).
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Tabela 19. Uticaj vrste polihemioterapije na kostane biohemijske markere i T skor - ukupan
uzorak ispitanika

Protokol X SD p
CVP 205,80 62,14
RANKL — chop 176,90 41,93 0,03
RCHOP 156,79 49,19
ope CVP 1720,17 510,62
CHOP 2204.00 742,60 0,05
RCHOP 2448.00 896,32
CVP 1859.64 770.41
ALP RCHOP 2121.90 841 60 0,62
CHOP 179,60 86,38
CrossLaps  CVP 152,92 78.48
CHOP 160,04 59,36 0,10
RCHOP 160,95 70,60
CVP 603.20 287 56
LN CHOP 630,45 244,04 0,00
RCHOP 832,00 393,32
s CVP 723.05 342,85
CHOP 84,83 39,88 0,27
RCHOP 77.29 34,11
N CVP 139,31 84,42
CHOP 108 53 70.15 0,46
RCHOP 20,26 1,51
™ CVP -0.01 1,71
CHOP .081 1,79 0,69
RCHOP -0.44 173

Postoje statisti¢ki znacajne razlike u RANKL-u, OPG-u i PINP-u. Ispitanici koji su
primili CVP (10 ispitanika) imali su vec¢e vrednosti RANKL-a u odnosu na ispitanike koji su
le¢eni prema RCHOP protokolu (28 ispitanika). Ispitanici koji su primili R-CHOP (20
ispitanika) imali su vece vrednosti OPG-a i PINP-a od ispitanika le¢enih CHOP-om. Ostale

razlike nisu statisticki znacajne (tabela 19).

Takode, nije bilo statisticki znacajne razlike u uticaju broja primljenih
hemioterapijskih ciklusa (6/8) na kostane biohemijske markere i kostanu gustinu u ukupnom
uzorku ispitanika. Vise vrednosti RANKL-a, CrossLaps-a i OPG-a su bile u grupi ispitanika
koja je primila 8 ciklusa hemioterapije, kod kojih su istovremeno verifikovane nize vrednosti
P1NP-a i T skora (tabela 20).
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Tabela 20. Uticaj broja primljenih ciklusa (6/8) na kostane biohemijske markere i T skor -
ukupan uzorak ispitanika

RANKL

OPG

ALP

CrossLaps

PINP

LS

FN

TH

Broj Ciklusa

6

O O 00 OO 0O OO 0O OO 0O OO O O 00 O o

Broj ispitanika

25
35
25
35
25
35
25
35
25
35
25
35
25
35
25
35

X
172,84
177,73

2067,33

2140,00
161,74
161,66
683,46
740,80
113,73

90,38
-0,40
0,64
-0,98
-1,07
-0,54
-0,69

SD
52,35
53,06

888,74
755,39
73,88
58,51
360,31
265,55
74,57
48,69

1,88

1,12

1,29

1,34

151

1,24

0,76

0,77

0,99

0,57

0,26

0,64

0,82

0,73
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5. UTICAJ KLINICKIH | LABORATORIJSKIH PARAMETARA NA POSTIZANJE
KOMPLETNE REMISIJE

Tabela 21. Uticaj pojedinih klini¢kih karakteristika na postizanje kompletne remisije —
ukupan uzorak ispitanika

Kompletna remisija

P
NE DA
o 8 22 13
Broj ciklusa 0,20
6 23 2
<55 11 7
Starost 0,09
>55 34 8
M 27 10
Pol 5 0,44
Z 18 5
Lill 6 4
Klinicki stadijum 0,21
milv 39 11
Nema 11 4
Ekstranodalna bolest 0,56
Ima 34 11
<25 19 9
BMI 0,19
>25 26 6

Na osnhovu gore analiziranih podataka, mozemo zakljuciti da je starost ispitanika
marginalno znacajna, s obzirom na to da je p vrednost blizu nivoa od 0,05 (p = 0,09). Stariji
ispitanici rede su postizali kompletnu remisiju. Na ostalim varijablama nije potvrdena

statisticka znacajnost.

Tabela 22: Uticaj prognoznih indeksa (NCCN-IPI, rIPI, IPI i FLIPI, FLIPI2, PRIMA-PI) na
postizanje kompletne remisije — ukupan uzorak ispitanika

NCCN-IPI riPl IPI
Kompletna remisija -0,51* -0,72** -0,71**
FLIPI FLIPI2 PRIMA-PI
Kompletna remisija -0,21 -0,14 -0,25

*p < 0,05, **p < 0,01
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Negativna i znacajna korelacija izmedu postizanja kompletne remisije i prognoznih
indeksa za DBKL potvrdena je u sva tri indeksa (NCCN-IPI, rIPl i IPI). Vise vrednosti
prognoznih indeksa su znacajno povezane sa manjom S$ansom za postizanje kompletne
remisije.

Kod ispitanika sa folikularnim limfomom, prognozni indeksi nisu imali uticaj na

postizanje kompletne remisije.

Od laboratorijskih parametara koje smo analizirali (leukociti, limfociti, hemoglobin,
trombociti, sedimentacija, CRP, fibrinogen, beta 2 mikroglobulin, LDH, albumin, feritin,
Imunoglobulin G) jedino su serumske vrednosti laktat dehidrogenaze (LDH) i feritina
statisticki znacajno uticale na postizanje kompletne remisije. Ispitanici sa manjom vredno$éu
LDH-a 1 feritina su ¢eS¢e postizali kompletnu remisiju. Drugi parametri nisu uticali na stopu

postizanja kompletnih remisija (tabela 23).

Tabela 23. Uticaj laboratorijskin parametara na postizanje kompletne remisije — ukupan
uzorak ispitanika

Kompletna remisija

P P
Leukociti -0,07 0,62
Limfociti -0,04 0,76
Hemoglobin -0,02 0,91
Trombociti -0,17 0,20
Sedimentacija 0,04 0,74
CRP 0,10 0,46
Fibrinogen 0,08 0,56
beta2 -0,11 0,42
LDH -0,26 0,04
Albumin -0,04 0,74
Feritin -0,35 0,01
IgG -0,12 0,36
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6. UTICAJ KLINICKIH I LABORATORIJSKIH PARAMETARA NA GUBITAK

KOSTANE GUSTINE

Da bi uocili odnose izmedu pojedinih varijabli korelirali smo osteodenzitometrijske sa

razli¢itim klini¢kim i laboratorijskim parametrima.

Tabela 24. Korelacija prognoznih indeksa i biohemijskih koStanih markera i koStane gustine

RANKL

OPG

CrossLaps

P1NP

Lumbal Spine (T skor)
Femoral Neck (T skor)
Total Hip (T skor)

RANKL

OPG

CrossLaps

P1NP

Lumbal Spine (T skor)
Femoral Neck (T skor)
Total Hip (T skor)

NCCN-IPI

-0,02
0,09
0,13
-0,50*
-0,49*
-0,52*
-0,56*

FLIPI

-0,08
0,01
0,12
-0,19
-0,10
0,24
0,12

riPl
0,12
0,10
0,11
-0,08
-0,25
-0,27
-0,28

FLIPI2

-0,05
0,23
0,14
-0,11
0,02
0,12
0,09

IPI
-0,02
0,20
0,09
-0,17
-0,32
-0,27
-0,37

PRIMA-PI

-0,17
0,22
0,10
-0,10
-0,51*
-0,13
-0,35

Postoji znacajna negativna korelacija izmedu NCCN-IPI prognoznog indeksa i1 koStane

gustine, izrazene u T skoru, na nivou lumbalne ki¢me, kuku i vratu butne kosti. Ispitanici koji

su prema NCCN-IPI prognoznom indeksu imali visu kategoriju, odnosno loSiju prognozu,

imali su nize vrednosti T skora na lumbalnoj ki¢mi, kuku i vratu butne kosti (tabela 24).

Postoji statisti¢ki znacajna negativna korelacija izmedu PRIMA-PI indeksa i T skora

na nivou lumbalne ki¢me. Vise kategorije u PRIMA-PI prognoznom indeksu koreliraju sa

nizim T skorom na nivou lumbalne ki¢me (tabela 24).

Ostale korelacije nisu statisti¢ki znacajne.
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Tabela 25. Univarijatna analiza faktora povezanih sa gubitkom kostane gustine (BMD) na
nivou lumbalne ki¢me, vratu femura i kuku — ispitivana grupa

Lumbal Spine Femoral Neck Total Hip

r/p p r/p p t/p p
Pol (m/z) -0,15 0,44 0,09 0,64 0,09 0,64
Godine (=55 / <55) 0,09 0,63 -0,02 0,93 0,01 0,99
Ciklus (6/8) -0,08 0,68 -0,15 0,45 -0,15 0,43
Klinic¢ki stadijum
A7 1V) -0,23 0,22 -0,17 0,37 -0,13 0,50
ECOG (0il/2) 0,06 0,76 0,08 0,67 0,06 0,77
ExNod (da/ne) 0,11 0,55 0,28 0,14 0,22 0,25
LDH -0,29 0,12 -0,32 0,09 -0,37 0,04
BMI -0,02 0,90 0,11 0,57 0,09 0,64
Albumin -0,06 0,77 -0,11 0,57 -0,05 0,79
ALP 0,01 0,98 -0,11 0,57 -0,13 0,48
Ca jonizovani 0,13 0,51 0,13 0,51 0,22 0,24
Vitamin D -0,02 0,91 0,08 0,67 0,06 0,77
PTH -0,01 0,94 0,14 0,46 0,13 0,50
Holesterol -0,13 0,51 -0,10 0,59 0,10 0,74
RANKL -0,03 0,87 -0,03 0,88 0,02 0,59
OPG 0,22 0,25 0,08 0,67 0,13 0,91
Cross Laps -0,55 0,00 -0,72 0,00 -0,66 0,00
P1NP -0,11 0,58 -0,18 0,34 -0,10 0,59
Kortikosteroidi
(kumulativna -0,09 0,63 0,09 0,63 0,05 0,79
doza/TP)

LDH i CrossLaps su bili jedini statisti¢ki znacajni parametri. Ve¢u koStanu gustinu na
nivou lumbalne ki¢me, Kuku i vratu butne kosti su imali ispitanici sa manjim CrossLaps-om
(p = 0,00). Na nivou kuka, vrednost LDH je bila statisti¢ki znalac¢ajna (p = 0,04), odnosno
manji LDH su imali ispitanici sa ve¢om koStanom gustinom na ovom nivou. Vrednost LDH je

bila marginalno znacajna na niovu vrata butne kosti (p = 0,09) (tabela 25).

Tabela 26. Multivarijatna analiza faktora povezanih sa gubitkom kostane gustine (BMD) na
nivou lumbalne ki¢me, vratu butne kosti i kuku — ispitivana grupa

Lumbal Spine Femoral Neck Total Hips
F=6,35 R?=0,19, F=5,83, R?=0,30, F =554, R?=0,29,
p=0,02 p=0,01 p=0,01

p t p p t p B t p

CrossLaps -0,43 -2,52 0,02 -55 -3,14 0,00 -0554 -3,33 0,00
LDH - - - -0,01 -0,02 099 -0,03 -0,16 0,87
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Uvidom u rezultate multiple regresione analize ispitivane grupe jedini znacajni
prediktor za gubitak koStane gustine je CrossLaps koji u modelu sa LDH kao znaajnim
prediktorom iz univarijatne analize, predvida 19% varijanse ovog modela na niovu lumbalne
ki¢me, 30% na nivou vrata butne kosti i 29% na nivou kuka. Dakle, 29% T skora, odnosno
kostane gustine na nivou lumbalne ki¢me moZe biti objasnjeno uticajem CrossLaps-a i LDH-
a, kao i1 30% T skora na nivou vrata butne kosti, odnosno 29% T skora na nivou kuka. Ostali
procenti u modelu se objasnjavaju drugim parametrima, koji nisu analizirani s obzirom da
nisu pokazali statisticku znacajnost u univarijatnoj analizi. U sva tri slucaja, nize vrednosti

CrossLaps-a uti¢u na vise vrednosti T skora (p = 0,00).

Tabela 27. Univarijatna analiza faktora povezanih sa gubitkom kostane gustine (BMD) na
nivou lumbalne ki¢me, vratu butne kosti i kuku — kontrolna grupa

Lumbal Spine Femoral Neck Total Hip

r/p P t/p p r/p p
Pol (m/z) -0,14 0,44 -0,22 0,24 -0,22 0,24
Godine (255/<55) 0,14 0,47 -0,44 0,02 0,30 0,11
Ciklus (6/8) -0,07 0,70 0,14 0,48 0,12 0,54
Klini¢ki stadijum
Al Iv) 0,15 0,44 0,20 0,29 0,28 0,13
ECOG (0il/2) -0,05 0,79 -0,03 0,86 -0,07 0,69
ExNod (da/ne) -0,16 0,40 -0,25 0,45 -0,06 0,74
LDH 0,12 0,54 0,19 0,32 0,07 0,71
BMI -0,26 0,17 0,11 0,55 0,09 0,61
Albumin -0,13 0,49 -0,21 0,26 -0,26 0,17
ALP 0,06 0,74 0,21 0,26 0,18 0,34
Ca jonizovani -0,04 0,82 0,21 0,26 0,16 0,39
Vitamin D 0,10 0,60 0,44 0,02 0,32 0,09
PTH -0,10 0,60 0,23 0,22 0,17 0,36
Holesterol -0,47 0,01 -0,29 0,13 -0,35 0,05
RANKL -0,27 0,15 -0,10 0,59 -0,20 0,28
OPG 0,08 0,68 0,05 0,77 0,15 0,45
Cross Laps 0,10 0,60 -0,08 0,67 -0,09 0,62
P1NP -0,19 0,33 -0,09 0,63 -0,21 0,28
Kortikosteroidi
(kumulativna -0,20 0,28 -0,48 0,01 -0,40 0,03
doza/TP)

Od svih gore ispitivanih parametara, u kontrolnoj grupi ispitanika starost, vitamin D,
holesterol i kumulativna doza kortikosteroida (deljena prema kvadratu telesne povrSine) su
pokazali statisticku znacCajnost. Na nivou lumbalne ki¢me veé¢i T skorovi su negativno i

znacajno povezani sa holesterolom, odnosno ispitanici sa visim holesterolom su imali manju
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kostanu gustinu (p = 0,01). Veci T skorovi na nivou vrata butne kosti su povezani sa mladim
uzrastom (p = 0,02) i visSim nivoom vitamina D (p = 0,02), dok je na nivou kuka, veca kostana
gustina negativno povezana sa holesterolom (p = 0,05) i pozitivho (marginalno) sa vitaminom
D (p =0,09).

Tabela 28. Multivarijatna analiza faktora povezanih sa gubitkom kostane gustine (BMD) na
nivou lumbalne ki¢me, vratu butne kosti i kuku — kontrolna grupa

Lumbal Spine Femoral Neck Total Hips
F=4,82,R?=0,15, F=348 R?=0,21, F=2,05R?=0,13,
p =0,04 p =0,05 p=0,15
B t p p t p p t p
Godine - - - -0,13 00,94 0,35 - - -
Vit.D - - - 0,06 0042 061 0,09 0,69 0,50
Holesterol -0,38 - 0,04 -0,19 - 0,16
20,20 i i i 10,41
Kortiko - - - - -10,03 0,31 -0,13 - 0,32
0,14 10,01

Znacajni prediktori iz univarijatne analize objasnjavaju 15% modela na nivou
lumbalne ki¢me. 15% modela se nalazi pod uticajem starosti ispitaika, vitamina D, holesterola
i kortikosteroida. Prediktivni model nije znacajan i nema znacajnih doprinosa prediktorskih
varijabli T skoru na nivou vrata butne kosti i kuka, sto znaci da navedeni parametri statisti¢ki
Znacajni u univarijatnoj analizi nisu imali uticaj na vrednost T skora na nivou vrata butne
kosti, odnosno kuka u multivarijatnoj analizi. Nize vrednosti holesterola zna¢ajno uti¢u na

povecanje kostane gustine lumbalne ki¢me (p = 0,04).

Tabela 29. Univarijatna korelaciona analiza kumulativne doze kortikosteroida (deljena sa
kvadratom telesne povrSine ispitanika) sa gubitkom koStane gustine (BMD) na nivou
lumbalne ki¢me, vratu butne kosti i kuku i kostanim biohemijskim markerima

Ispitivana grupa Kontrolna grupa
kortiko/TP kortiko/TP
r P R P
LS -0,09 0,63 -0,20 0,28
FN 0,09 0,63 -0,48 0,01
TH 0,05 0,79 -0,40 0,03
RANKL 0,12 0,51 0,01 0,96
OPG 0,08 0,67 -0,12 0,52
Cross Laps -0,08 0,67 -0,06 0,76
P1INP -0,14 0,47 -0,21 0,26
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Univarijatna korelaciona anliza ukazala je na postojanje znacajnih negativnih
korelacija izmedu primljene doze kortikosteroida i kostane gustine na nivou vrata butne kosti
I kuka i to samo kod kontrolne grupe ispitanika, odnosno ispitanika koji nisu primili
monoklonsko anti-CD20 antitelo. Vece doze kotrikosteroida su primili ispitanici kontrolne

grupe sa manjom kosStanom gustinom na nivou vrata butne kosti (p = 0,01) i kuka (p = 0,03).

65



VI DISKUSIJA

Limfomi su jedna od naj¢escih hematoloskih bolesti u svetu. Predstavljaju heterogenu
grupu malignih tumora limfnog tkiva sa veoma razliCitim klinickim i patohistoloskim
karakteristikama, imunofenotipskim i genetskim abnormalnostima. Tokom proteklih decenija
postignut je izuzetan napredak u leCenju ovih bolesti, §to je rezultiralo veéim stopama
prezivljavanja bolesnika [68]. Uz poboljsanje ishoda lecCenja, postterapijske komplikacije
postaju jo$ jedan dodatni terapijski izazov za kliniare. Suportivna nega znacajno poboljsava
kratkoro¢ni morbiditet povezan sa leCenjem, medutim, dugorocne posledice, kao §to je
osteoporoza, ostaju problemati¢ne [166]. Postterapijska osteoporoza je ozbiljan problem kod
bolesnika sa malignim oboljenjima jer povecava rizik od preloma §to narusava i pogorSava
kvalitet Zivota [85].

Imunoterapija primenom anti-CD20 monoklonskog antitela (rituksimab), postala je
standardni deo terapijskih protokola u lecenju B ¢elijskih limfoproliferativnih neoplazmi i
pojedinih autoimunih bolesti. Uticaj anti-CD20 monoklonskog antitela na koStanu gustinu i
metabolizam ispitivan je kroz brojne studije. Oprecne rezultate dala su istrazivanja radena na
bolesnicima sa reumatoidnim artritisom i sistemskim eritemskim lupusom. Svega nekoliko
studija sprovedeno je do sada na bolesnicima sa nehoc¢kinskim limfomom, koje takode daju
nehomogene rezultate [83-85, 167].

lako je dobro poznato da su bolesnici sa limfomom u velikom riziku od gubitka
koStane gustine 1 pojave patoloSkih preloma, kako u vreme postavljanja dijagnoze, tokom i
nakon primene hemioterapije, tako i posle autologne ili alogene transplantacije mati¢nih éelija
hematopoeze, za sada ne postoje jasne smernice u vezi ispitivanja kostane gustine i kosStanog
metabolizma ovih bolesnika, niti postoje preporuke za profilaktiCku primenu tretmana za
ubrzani kostani gubitak [167, 168]. Aktuelne smernice za leCenje NHL-a (vodi¢i evropskog i
americkog udruzenja onkologa: European Society for Medical Oncology (ESMO) i National
Comprehensive Cancer Network (NCCN)) ne zahtevaju procenu mineralne kostane gustine
kostiju pre zapocinjanja leCenja bolesnika sa NHL-om, niti savetuju primenu bisfosfonata
tokom primene hemioterapije [169-172].

Prema raspolozivim literaturnim podacima, ovo istrazivanje, kojim smo pokusali da
procenimo stepen kosStanog remodelovanja pre i posle hemioterapije, i uticaj anti-CD20
monoklonskog antitela na kosStani metabolizam kod novodijagnostikovanih bolesnika sa

NHL-om, prvo je ovog tipa koje je sprovedeno u Srbiji. Takode, pretrazujuéi svetsku
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literaturu, nismo pronasli studiju koja je ispitivala isklju¢ivo uticaj gore pomenutog
monoklonskog antitela na kostani metabolizam kod bolesnika sa nehockinskim limfomom.

Nase, prospektivno istrazivanje je obuhvatilo 60 odraslih, novodijagnotikovanih
ispitanika sa B celijskim nehockinskim limfomom. Prema nadinu leCenja, ispitanici su bili
podeljeni u dve grupe, ispitivanu i kontrolnu. Kontrolna grupa lecena je standardnim
hemioterapijskim protkolima, dok je ispitivana grupa uz standardnu terapiju dobijala i anti-
CD20 monoklonsko antitelo (rituksimab).

U naSem uzorku, vec¢ina ispitanika je bila muSkog pola (37/60) 1 to skoro ¢ak dve
tre¢ine (oko 61,6%) od ukupnog broja ispitanika. Prevaga muskog pola postojala je i u
ispitivanoj (17/30) i u kontrolnoj grupi (20/30). Nije postojala signifikantna statisti¢ka razlika
u polnoj strukturi izmedu dve grupe ispitanika (p=0,43). Nasi rezultati prate literaturne
podatke koji takode, navode da muskarci ¢eS¢e obolevaju od NHL-a [6, 7]. U visoko
razvijenim zemljama, pripadnici muske populacije imaju 39% vece Sanse da obole od NHL-a
i 60% vecu verovatnocu da ce preminuti od ove bolesti [6, 7, 173]. Za sada nisu poznati
razlozi vece incidencije limfoidnih neoplazmi kod muskaraca. Iako do sada nije dokazano da
su limfomi hormon-zavisni tumori postoje podaci da se smanjena stopa NHL-a kod Zena
moze objasniti direktnim inhibitornim dejstvom estrogena na proliferaciju limfomskih celija,
kao i njegovim imunomodulatornim efektima [174-176].

Medijana starosti naSih ispitanika iznosila je 63,5 godina, dok je prose¢na starost bila
60,5 godina. Najveci broj ispitanika u obe grupe bio je starosti izmedu 60 i 70 godina. lako
Studentovim t-testom za nezavisne uzorke nije potvrdena statisticki znaCajna razlika u
odnosnu na starost, ispitivana grupa je bila neSto mlada u odnosu na ispitanike kontrolne
grupe (56,73 £ 12,42 vs. 64,33 £ 10,88). Prema podacima Americkog nacionalnog instituta za
karcinom, NHL-i se naj¢es¢e dijagnostikuju u starosnoj dobi iznad 65 godina, dok je
medijana starosti prilikom postavljanja dijagnoze 67 godina [177]. Medijana starosti nasih
ispitanika bila je neSto niza u odnosu na literaturne podatke, §to se moze objasniti
kriterijumima za ukljucivanje ispitanika u ovo istrazivanje. U naSem istrazivanju nisu
ukljuceni ispitanici koji u svakodnevnoj terapiji koriste lekove sa uticajem na kostani
metabolizam (pogledati kriterijume za neuklju¢ivanje u studiju), kao ni ispitanici sa
komorbiditetima: bubrezna, jetrena insuficijencija, odnosno drugi maligniteti koji se, takode,
¢esce dijagnostikuju u starijoj populaciji [178-180].

Nase dve grupe ispitanika nisu se razlikovale u odnosu na telesnu visinu (169 cm), dok

je kontrolna grupa imala vecu telesnu tezinu (71,98 + 16,07 vs. 76,46 + 15,06 kg). Nije bilo
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statisti¢ki znaCajne razlike izmedu grupa u pogledu telesne visine (p= 0,27), odnosno telesne
tezine (p=0,97) . Vise od polovine ispitanika (53,3%) bilo je, prema vrednosti indeksa telesne
mase (BMI > 25 kg/m?), predgojazno ili gojazno. Povezanost izmedu antropometrijskih
parametara i rizika od razvoja NHL-a bila je predmet istraZivanja brojnih meta-analiza koje su
dale opre¢ne rezultate. Kanda je sa svojim saradnicima pronasao vezu izmedu visih ispitanika
i povecanog rizika za razvoj limfoma, dok povecana telesna tezina nije bila znacajan faktor
rizika u njegovom istrazivanju [181]. Druge studije govore u prilog da gojaznost, koja se

danas smatra pandemijskom boles¢u zbog svoje visoke prevalence, predstavlja signifikantan

PV

proizvode adipociti odgovoran za preteranu stimulaciju imunoloskog sistema i proliferaciju
tumorskih ¢elija. Gojaznost je povezana kako sa limfomagenezom, tako i sa lo$ijim ishodima
i losijim odgovorom na razliCite terapijske modalitete [182-183].

U ukupnom uzorku nasih ispitanika, vecina obolelih imala je difuzni B-krupnocelijski
limfom, odnosno folikularni limfom, 25% ispitanika. Manje su bili zastupljeni ispitanici koji
su bolovali od MZL-a (22%), MCL-a (18%), SLL-a i WM-e (5%). U ispitivanoj grupi
ukljuceni su ispitanici sa DBKL-om i FL-om, dok su u kontrolnoj grupi uklju¢eni ispitanici sa
MZL-om, MCL-om, SLL-om i WM-om. Ucestalost pojedinih podtipova NHL-a, DBKL-a i
FL-a, u ispitivanom uzorku je ocekivana [10,173]. Nesto manji procenat zastupljenosti
ispitanika sa SLL-om, moZemo objasniti ¢injenicom da asimptomatski bolesnici, sa
lokalizovanom bole$¢u, ne zahtevaju leCenje u momentu postavljanja dijagnoze, sto sa druge
strane objasnjava i vecu frekvencu ispitanika sa MZL i MCL, koji su zajedno sa ispitanicima
obolelih od limfoma malih limfocita, ¢inili kontrolnu grupu koja je leCena primenom
standardnih hemioterapijskih protokola [6, 10, 184].

Za odredivanje klinickog stadijuma bolesti ve¢ se vise od pedeset godina koristi An
Arbor sistem. Najveci broj ispitanika dijagnostikovan je u uznapredovalom Il i IV klini¢kom
stadijumu bolesti — ukupno 83,3% ispitanika, odnosno 15% - 20% vise u odnosu na literaturne
podatke, sto moze ukazivati na kasno postavljanje dijagnoze u nasoj populaciji. Sa druge
strane, postoje podaci da ¢ak 90% bolesnika sa MCL-om se dijagnostikuje u Il i IV
klinickom stadijumu [185-188]. U ispitivanoj grupi je u IV kliniCkom stadijumu bilo 53,3%
ispitanika, dok je u kontrolnoj grupi bilo 80% ispitanika u I'V klini¢kom stadijumu (p=0,028).
S obzirom na to da su ispitanici bili dijagnostikovani u odmaklim klini¢kim stadijumima
bolesti, bio je ocekivan visok procenat prisustva sistemskih, B-simptoma. 73,3% pripadnika

ispitivane grupe, odnosno 80% ispitanika kontrolne grupe imalo je B-simptome na pocetku
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le¢enja. Sharma 1 saradnici dokazali su pozitivhu Kkorelaciju postojanja B simptoma i
uznapredovalog klinickog stadijuma bolesti [188]. Poznato je da Bulky bolest, koja je bila
prisutna kod 23,3% nasih ispitanika, predstavlja negativan prognosticki faktor kod bolesnika
sa NHL-om. Nasi rezultati prati rezultate drugih studija [189,190]. U eri rituksimaba, Bulky
bolest se sve manje smatra negativnim prognostickim faktorom Koji ne uti¢e na prezivljavanje
bolesnika [189].

Primarno ekstranodalnu lokalizaciju, imalo je 75% naSih ispitanika, pri ¢emu su
najcesce ekstranodalne lokalizacije bile kostana srz (41,6%), pluéni parenhim (13,3%) i
gastrointestinalni trakt (11,6%), §to moze objasniti 1 veliki procenat ispitanika u IV klinickom
stadijumu bolesti. Infiltracija kostane srzi bila je ¢eSc¢a u kontrolnoj grupi ispitanika u odnosu
na ispitivanu grupu (p=0,0035). lako postoje podaci da je incidenca ekstranodalne lokalizacije
kod limfoma u porastu, ukupan broj nasih ispitanika, koji su imali primarno ekstranodalnu
lokalizaciju na pocetku leCenja, bio je znatno veci u odnosu na rezultate drugih studija, koje
detektuju oko 30% - 40% ispitanika sa ekstranodalnom boles¢u [191-193]. Ipak, rezultati
studije Krol-a i saradnika se poklapaju sa nasim, s obzirom na to da su i oni identifikovali
kostanu srz kao najée$¢e mesto ekstranodalne lokalizacije NHL, kod 35% ispitanika [194].
Matasar i saradnici, takode, beleze visok procenat ekstranodalne lokalizacije NHL-a, 80% kod
folikularnog limfoma, 75% kod leukemijske faze mantle c¢elijskog limfoma, kod 90%
ispitanika sa spleni¢nim limfomom marginalne zone, odnosno 40% bolesnika sa difuznim B-
krupnocelijskim limfom [55].

U odnosu na ECOG performans status izmedu ispitivane i kontrolne grupe postojala je
statisticki znacajna razlika (p < 0,01), u smislu da je, u kontrolnoj grupi veéi broj ispitanika
imao ECOG > 2 (33% vs. 7%), a u ispitivanoj ECOG < 1 (93% vs. 67%), §to moZemo
objasniti starijoj Zivotnoj dobi kontrolne grupe [195].

Lecenje bolesnika sa NHL-om i pridruzenim bolestima moZe predstavljati izazov kako
zbog mogucih interakcija koje mogu remetiti efikasnost lecenja, tako i zbog ¢injenice da
komorbiditeti znacajno utiCu na prezivljavanje bolesnika sa limfomom [196]. Na inicijalnoj
prezentaciji, vise od 50% bolesnika sa NHL-om ima jednu ili vise koegzistirajucih bolesti
[197]. Nasih 70% ispitanika prilikom uklju¢ivanja u istrazivanje je prijavilo neku pridruzenu
bolest. NajviSe ispitanika je imalo povisen krvni pritisak (45%), hroni¢nu kardiomiopatiju
(10%) i Secernu bolest (13,3%), Sto prati literaturne podatke [198].

Distribucija ispitanika prema prognoznim indeksima je bila sledeca: najvise ispitanika

sa DBKL-om je pripadalo grupi niskog, odnosno srednjeg visokog rizika prema IPI indeksu
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(33,3%), dok je prema rlIPI indeksu najvise ispitanika pripadalo grupi dobre prognoze
(66,6%), odnosno grupi niskog srednjeg rizika prema NCCN-IPI indeksu (46,6%). Najvise
ispitanika sa FL-om prema FLIPI indeksu je pripadalo grupi srednjeg rizika (50%), odnosno
visokog rizika prema FLIPI-2 indeksu (66,6%), odnosno grupi visokog rizika prema PRIMA-
Pl indeksu (53,3%). Prema MALT-IPI indeksu, u grupi srednjeg rizika nalazilo se najvise
ispitanika sa limfomom marginalne zone (53,8%), dok je prema MIPI indeksu najvise
ispitanika sa MCL-om bilo, takode, u grupi srednjeg rizika (63,6%). Svi ispitanici sa
Waldenstromovom makroglobulinemijom su pripadali grupi visokog rizika prema ISSWM
indeksu. Dobijeni rezultati ne prate u potpunosti literaturne podatke, u kojima najvise
ispitanika sa DBKL-om pripada grupi niskog rizika prema IPI indeksu, odnosno grupi lose
prognoze prema rIPI indeksu. U studiji korejskih nau¢nika najvise ispitanika sa MALT
limfomom pripadalo je grupi niskog rizika prema MALT-IPI indeksu, dok su Numata i
saradinici u svom istrazivanju ukljucili najveci broj ispitanika sa folikularnim limfomom koji
su prema FLIPI indeksu pripadali grupi visokog rizika, odnosno prema FLIPI2 indeksu grupi
srednjeg rizika [58,199,200]. Razlog diskrepance rezultata u odnosu na druge autore,
pronalazimo u malom broju ispitanika koji su ukljuéeni u nase istrazivanje.

Vise od 35 godina, standardni hemioterapijski rezim za leCenje bolesnika sa B-
¢elijskim limfomom predstavlja CHOP protokol za koji je dobro poznato da smanjuje koStanu
gustinu [201, 202]. U naSem istrazivanju ukupno je 48 ispitanika le¢eno prema CHOP
prokolu, 12 je primilo CVP protokol dok je 6 ispitanika, primilo i Etopozid. Ispitivana grupa
je primila uz CHOP i CVP i anti-CD20 monoklonsko antirtelo. U ispitivanoj grupi 4
ispitanika su leCena prema R-CHOEP protokolu, dok je u kontrolnoj grupi samo dvoje
ispitanika primilo kombinaciju Etopozid-a i CHOP-a. Kompletna remisija potvrdena je kod
15 ispitanika (11 ispitivana vs. 4 kontrolna grupa), parcijalni odgovor kod 22 ispitanika (13
ispitivana vs. 9 kontrolna grupa), dok je kod 5 ispitanika bolest progredirala (O ispitivana vs. 5
kontrolna grupa). Postojala je statisti¢ki znacajna razlika u postizanju terapijskog odogovora
izmedu dve grupe ispitanika (p<0,01).

Analizom parametara krvne slike i biohemijskih markera aktivnosti bolesti u
ispitivanoj grupi vidimo da je statisticki, znacajno promenjen broj leukocita, koji su bili nizi
nakon terapije (p=0,04). Navedeni rezultat smo mogli oc¢ekivati, s obzirom na to da je
citotoksi¢na terapija, koja se primenjuje u lecenju malignih bolesti, odnosno limfoma, visoko
neselektivna i da supresijom hematopoetskog sistema izaziva citopenije razliCitog stepena

[203]. U prilog tome govore i nize vrednosti limfocita nakon terapije u ovom istraZivanju.
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Postterapijski je verifikovano smanjenje vrednosti vecine biohemijskih markera aktivnosti
bolesti (vrednosti brzine sedimentacije, CRP, laktat dehidrogenaze, beta 2 mikroglobulina i
feritina), Sto korelira i sa terapijskim odgvorom postignutim u ovoj grupi ispitanika (80%
ispitanika je imalo parcijalni ili kompletni odgovor). Vrednosti albumina su bile vise nakon
terapije (p=0,22), sto prati veliki procenat pozitivnog odgovora na terapiju. Hipoalbuminemija
je povezana sa loSijom prognozom bolesnika sa malignitetima, dok je preterapijska vrednost
albumina sastavni deo brojnih hematoloskih prognostickih indeksa [204]. U kontrolnoj grupi,
potvrden je statisticki znaCajan postterapijski porast vrednosti hemoglobina, kao i znacajan
statisticki pad limfocita, brzine sedimentacije i beta 2 mikroglobulina. Takode, u ovoj grupi
ispitanika, nakon terapije, ali bez statisticke znacajnosti, zabelezen je pad broja leukocita,
CRP, LDH, i porast albumina, fibrinogena i feritina. Gore navedene statisticke znacajnosti,
kao i smanjenje vrednosti CRP, LDH i leukocita, odnosno porast vrednosti albumina bi se
moglo ocekivati kod grupe ispitanika sa parcijalnim, odnosno kompletnim terapijskim
odgovorima, odnosno u istrazivanju kod 43,3% ispitanika.

Od analiziranih parametara koStanog metabolizma ispitivane grupe, statistiCku
znacajnost pokazao je postterapijski porast vrednosti PLNP-a (p= 0,00). U ispitivanoj grupi,
nakon terapije, vrednost OPG-a se smanjila, kao i ALP-a, dok je zabelezen porast vrednosti
CrossLaps-a i RANKL-a, ali bez statisticke znacajnosti (p=0,06; p=0,21). Pre zapocinjanja
terapije, 70% ispitanika ove grupe je imalo vrednosti PANP-a u referentnom opsegu, dok je
kod 23,3% ispitanika njegova vrednost povisena. Nakon terapije zabelezili smo povisene
vrednosti PINP-a kod cak 83,3% ispitanika. Vrednost CrossLaps-a su inicijalno bile u
referentnom opsegu kod 36,6% ispitanika, dok su kod 30% ispitanika merene povisene
vrednosti ovog kosStanog markera. Postterapijski je veci broj ispitanika imao povisene
vrednosti Crosslaps-a (43,3%). Dokazano je da hemioterapija dovodi do ubrzanog kostanog
remodelovanja, §to rezultira i poremecajem odnosa i koncentracije biohemijskih markera
kostane sinteze i resorpcije [205]. Nasi rezultati prate literaturne podatke. Terpos, ispitujuci
kostanu gustinu u grupi od 61-og bolesnika sa NHL-om, le¢enih imunohemioterapijom, je
dokazao da postterapijski dolazi do porasta vrednosti, kako markera koStane razgradnje
(Crosslaps, TRACP-5b), tako i markera koStane sinteze (osteokalcin, bALP, Dkk-1), isti¢uci
ubrzani kostani metabolizam kod ove grupe bolesnika [167]. Do sli¢nih rezultata dosli su u
svojoj studiji Paccou i saradnici, koja je obuhvatila 41-og bolesnika sa Hockinovim
limfomom (HL) i NHL-om, leCenih imunohemioterapijom, kojima je pracen nivo promena

markera kostanog remodelovanja, Crosslaps-a i alkalne fosfataze specifi¢ne za kost. Kao i u
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nasem istrazivanju, bez statisticke znacajnosti, vrednost ukupne alkalne fosfataze se smanjila,
dok je povisenje Crosslaps-a bilo statisticki znacajno (p=0.004). StatistiCki znacajno
povisenje Crosslaps-a Paccou, kao 1 Terpos, objasnjava intenzivnim koStanim
remodelovanjem u ovoj grupi ispitanika nakon primene imunohemioterapije [84]. Nedavna
studija, americkih autora, koja je obuhvatila 162 bolesnika sa agresivnim tipom NHL-a, je
pokazala da bolesnici koji su le¢eni R-CHOP i CHOP-like prokolima imaju vecu incidencu
kostanih preloma. U ovoj studiji 10% ispitanika je napravilo patolosku frakturu unutar prve
godine leCenja. Za vecu incidencu kosStanih preloma u ovoj grupi ispitanika, Huang 1 saradnici
krive kako biologiju same bolesti, odnosno limfoma, tako i terapiju koja se primenjuje u
leCenju ovih bolesnika. Takode, dodaju da povecan broj koStanih preloma u ovoj ispitivanoj
grupi moze biti posledica periferne polineuropatije uzrokovane primenom vinkristina. Visoka
prevalenca preloma, pre zapocinjanja leCenja bolesika sa NHL-om, sugeriSe da neki, za sada
nepoznati aspekt biologije limfoma uti¢e povoljno na kostanu razgradnju, dovodeéi do
kostane slabosti [201]. U kontrolnoj grupi ispitanika, u nasem istrazivanju jedina statisticki
znacajna promena u pogledu laboratorijskih parametara kostanog metabolizma, bila je porast
vrednosti PINP-a (p=0,00). Referentnu vrednost PINP-a, pre terapije, imalo je 25 ispitanika
kontrolne grupe (83,3%), dok je povisena vrednost izmerena u 13,3% ispitanika. Ovi rezultati
su ocekivani, s obzirom na to da je ¢ak 20 ispitanika kontrolne grupe imalo dobru koStanu
gustinu, a da nijedan ispitanik nije imao osteoporozu pre zapocinjanja leCenja. Nakon terapije,
Cak 22 ispitanika (73,3%) je imalo povisene vrednosti PINP-a. Normalne vrednosti
Crosslaps-a, pre terapije je imalo 18 ispitanika, odnosno 11 ispitanika nakon terapije. Povisen
Crosslaps, incijalno je izmeren kod 7 ispitanika, a nakon terapije kod duplo veeg broja
ispitanika. Veci broj ispitanika kod kojih je detektovana povisena vrednost Crosslaps-a nakon
terapije, u odnosu na pocetak leCenja, je ocekivan, poznavajuéi negativan uticaj
polihemioterapije na koStani metabolizam [146, 148-151]. Posmatrajuci rezultate kontrolne
grupe, mozemo uvideti da se nakon hemioterapije odvijao intenzivan proces kostanog
remodelovanja, koji je i ocekivan, s obzirom na multifaktorijalan Stetan uticaj citostatika na
kostano tkivo. Poznato je da polihemioterapija dovodi do gubitka kostane gustine kako
direktno, kroz disregulaciju diferencijacije i aktivnosti osteoblasta i/ili osteoklasta, tako i
indirektno, dovode¢i do razvoja hroniéne bubrezne slabosti, poremecaja elektrolita, kao i
hormonalnih disbalansa, odnosno hipogonadizma. Drugi mehanizmi S$tetog uticaja
polihemioterapije ukljuc¢uju, pro-apoptoticni efekat na osteoblaste i osteocite, kao i ubrzanu

diferencijaciju celija strome kostane srzi u adipocite [149].
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lako nije statisticki znacajno, nakon terapije u obe grupe ispitanika verifikovan je
porast vrednosti kosStanog biohemijskog markera RANKL-a, u ispitivanoj grupi za 4,1%
(p=0,6), odnosno u kontrolnoj za 1,7% (p=0,8), $to oslikava nesto vecu kosStanu resorpciju
ispitivane grupe. Kontrolna grupa ispitanika, sa druge strane, imala je viSe vrednosti RANKL-
a u odnosu na ispitivanu grupu, i inicijalno (p<0,05) i nakon hemioterapije (p<0,05). Vise
vrednosti RANKL-a kontrolne grupe, u odnosu na ispitivanu, mozemo povezati sa starosnim
razlikama grupa. Kontrolna grupa je bila starija, a poznato je da osteoklastogeneza se
povecéava sa godinama starosti dovodec¢i do povecane ekspresije RANKL-a [206]. Poznato je
da terapija limfoma visokim dozama glukokortikoida i alkiliraju¢ih agenasa moze dovesti do
preranog gubitka kostane mase, na temelju intenzivne koStane resorpcije. Povecana
proizvodnja RANKL-a od strane osteoblasta dovodi do diferencijacije, aktivacije i
prezivljavanja osteoklasta, Sto rezultira povecanom resorpcijom kostiju [129]. Anargyrou i
saradnici u svojoj studiji, takode, verifikuju, bez statistiCke znacajnosti, postterapijski porast
serumske koncentracije RANKL-a kod bolesnika sa NHL-om, objasnjavajuci ga intenzivnim
kostanim remodelingom nakon terapije, odnosno intenzivnim procesom zamene stare kosti,
koju razgraduju osteoklasti, i izgradnje nove, koju stvaraju osteoblasti [85]. Porast vrednosti
RANKL-a je ocekivan, s obzirom na to da znamo da polihemioterapija podstice kosStanu
resorpciju brojnim mehanizmima (ovarijalna insuficijencija, povecane osteoklastne aktivnosti,
mijelosupresija, apoptoza osteocita i drugi mehanizmi) i da RANKL efikasno reguliSe proces
resorpcije kosti, inhibicijom apoptoze i stimulacijom proliferacije osteoklasta [134, 149, 151].

Promena serumske koncentracije vrednosti OPG statisti¢ki se zna¢ajno ne razlikuje ni
u jednoj grupi ispitanika (ispitivana grupa p=0,71, kontrolna grupa p=0,32). Nakon le¢enja, u
ispitivanoj grupi je doslo do smanjenja OPG-a, dok je u kontrolnoj grupi doslo do povecanja
njegove vrednosti, $to u ovoj grupi ispitanika govori u prilog smanjenja osteoklastogeneze.
Kontrolna grupa ispitanika imala je, inicijalno, vise vrednosti OPG u odnosu na ispitivanu, sto
opet moZzemo povezati sa starijom populacijom uklju¢enom u kontrolnu grupu. Italijanska
grupa naucnika je 2019. objavila studiju u kojoj je potvrdila pozitivnu korelaciju izmedu
vrednosti OPG-a i godina starosti. Takode, dosli su do zakljucka da kod starijih osoba,
povecanje nivoa osteoprotegerina moze odrazavati progresivnu akumulaciju organskih
ostecenja, Sto rezultira razvojem bioloske insuficijencije 1 bolesti [207]. Postterapijsko
smanjenje OPG-a u ispitivanoj grupi (p=0,48), a povecanje istog parametra u kontrolnoj grupi
(p=0,09) mozemo objasniti efektima anti-CD20 monoklonskog antitela. Rituksimab je

humano/mi§je himerno monoklonsko antitelo sa specificnim afinitetom za CD20,
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transmembranski protein B limfocita. Odmah nakon primene rituksimaba, uoc¢eno je brzo
smanjenje cirkulisucih CD20+ B ¢elija [208]. B limfociti predstavljaju vazan izvor OPG-a, ali
u inflamatornim i malgnim stanjima proizvodnja OPG-a se smanjuje, pomerajuci se ka
RANKL-u koji proizvode T limfociti aktivirani pro-inflamatornim citokinima. Povecana
proizvodnja RANKL-a u B aktiviranim limfocitima, menja odnos RANKL/OPG i promovise
gubitak koStane gustine. Smanjenjem broja aktiviranih B celija, koje se nalaze u imunolo§koj
disfunkciji, smanjuje se i proizvodnja RANKL-a, a samim tim i koStana resorpcija [80]. In
vitro studije sprovedene na zdravim miSevima, su pokazale da smanjenje i nedostatak B
limfocita dovodi do izrazene osteopenije, na rafun smanjenja nivoa osteoprotegerina u
kostanoj srzi koji proizvode B celije [82].

RANKL/OPG odnos u ispitivanoj grupi se nakon terapije povecao (0,082 vs. 0,089),
dok se u kontrolnoj grupi smanjio (0,082 vs. 0,078), Sto govori u prilog intenzivnijeg
kostanog remodelovanja, na racun kostane resorpcije u ispitivanoj grupi (p=0,96). Navedeni
rezultati nisu pokazali statisticku znac¢ajnost. Ravnoteza izmedu RANKL-a i OPG-a odreduje
stepen proliferacije i aktivnosti osteoklasta, a njihov odnos, RANKL/OPG odnos, predstavlja
vaznu determinantu resorpcije kostiju [209]. Jedna od retkih studija koja se bavila
posthemioterapijskim gubitkom kosStane gustine kod bolesnika sa NHL-om, studija Anargyrou
i saradnika, takode, nije prikazala statisticki zna¢ajnu promenu RANKL/OPG odnosa kod ove
grupe ispitanika (p = 0,739). Sa druge strane, postoje brojne studije koje su ispitivale uticaj
anti-CD20 antitela na RANKL/OPG odnos u populaciji bolesnika sa reumatoidnm artritisom
(RA). Vetina studija navodi da u ovoj grupu bolesnika rituksimab povoljno uti¢e na koStanu
gustinu smanjuju¢i RANKL/OPG odnos, inhibiraju¢i osteoklastogenezu i smanjujuc¢i nivo
sinovijalnih B- i T- celija, plazma celija i makrofaga, koje eksprimiraju RANKL na svojoj
povrsini. Andreev i saradnici u svojoj studiji navode da anti-CD20 monoklonsko antitelo
redukuje RANKL nivoe u sinoviji bolesnika sa RA [210-212].

Testiraju¢i hipotezu o razlici u promeni nivoa koStanih biohemijskih markera i
RANKL/OPG odnosa kod bolesnika le¢enih standardnim hemioterapijskim protokolima u
kombinaciji sa anti-CD20 monoklonskim antitelom, u poredenju sa kontrolnom grupom
mozemo zakljuéiti da najveci stepen promene, i jedini statisticki znaCajan, ima amino-
terminalni propeptid kolagena tip I — PINP. Vrednost PINP-a znacajno manje raste kod
kontrolne grupe ispitanika (p = 0,01), Sto se moze objasniti intenizivnijim koStanim
remodelingom ispitivane grupe, koga karakterise kako porast markera kostane resorpcije, tako

I porast markera kostanog formiranja, dok sa druge mozemo razmisljati i o protektivnom
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efektu monoklonskog anti-CD20 antitela na kostanu gustinu kod bolesnika sa NHL-om.
Dokazano je da B-limfociti mogu regulisati metabolizam kosti svojom sposobno§cu da luce
RANKL i OPG i da u zavisnosti od njihove aktivacije mogu inhibirati ili stimulisati
osteoklastogenezu [83]. U fizioloskim uslovima B-limfociti proizvode 40% - 60% ukupnog
osteoprotegerina i na taj na¢in inhibiraju diferencijaciju osteoklasta. Sa druge strane, u
patoloskim i inflamatornim stanjima, dolazi do sekrecije RANKL-a od strane B-limfocita,
¢ime se stimuliSe osteoklastogeneza. Rituksimab se vezuje za B limfocite i unistava ih kroz
nekoliko mehanizama, mehanizmom citotoksi¢nosti zavisne od komplementa, odnosno
antitela, kao i procesom fagocitoze [213]. Primenom rituksimaba dolazi do uniStenja
patoloskih B-limfocita, koji eksprimiraju CD20 antigen na povrSini, $to za posledicu ima
smanjenje lu¢enja RANKL-a, odnosno smanjenje diferencijacije, aktivacije i prezivljavanja
osteoklasta, Sto rezultira smanjenom resorpcijom kosti [96, 129]. Takode, manji porast
PINP-a u kontrolnoj grupi kao markera koStanog formiranja, mozemo objasniti i1 veCom
infiltracijom kos$tane srzi u ovoj grupi ispitanika, koja za posledicu ima unistavanje strukture
kostane srzi i smanjenje broja mezenhimalnih stromalnih ¢éelija iz kojih nastaju osteoblasti
[214,215]. Porast PANP-a nakon primene rituksimaba, potvrdio je i Wheater u svojoj studiji.
On je sa svojim saradnicima, ispituju¢i 46 bolesnika sa reumatoidnom artritisom, koji su
tokom Sest meseci primali rituksimab, dokazao signifikantan porast markera koStanog
formiranja, P1NP-a (p=0,02). Ovaj porast objasnjava kombinacijom smanjene
osteoklastogeneze  posredovane B-celijama, smanjenjem  koncentracije  sistemskih
inflamatornih citokina i povecanom fizickom aktivno$¢u bolesnika nakon primene
rituksimaba [216].

Svaki ispitanik ukljucen u ovo istrazivanje je nakon terapije smanjio kostanu gustinu
na svim merenim poljima (lumbalna ki¢ma, kuk, vrat butne kosti). Ukupno 12 ispitanika,
odnosno 20% (8 Zena i 4 muSkaraca, 9 ispitivana grupa i 3 kontrolna grupa) je imalo
dijagnostikovanu postterapijsku osteoporozu. Pre zapocinjanja terapije niko od ispitanika nije
imao osteoporozu, dok je osteopeniju imalo 13 pripadnika ispitivane grupe, odnosno 10
ispitanika kontrolne grupe, ukupno 38,33% ispitanika (p<0,05). Westin i saradnici prijavljuju
inicijalnu osteopeniju kod 48% bolesnika sa NHL-om, dok je kod Thompsona, koji je u svoju
studiju ukljucio 84 bolesnika sa NHL-om, taj procenat i veci i iznosi ¢ak 56%. Za sada se ne
zna ta¢an mehanizam nastanka inicijalnog gubitka kostane gustine kod NHL bolesnika, iako
je Thompson detektovao hipovitaminozu D i nizak testosteron kod manjeg broja ispitanika u

svojoj studiji za koje se zna da znacajno utiu na smanjenje koStane gustine [164, 217]. U
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nasem istrazivanju smo detektovali manji procenat osteopenije na pocetku lecenja u odnosu
na literaturne podatke, verovatno iz razloga manjeg broja ispitanika ukljucenih u istrazivanje,
posebno manjeg broja Zenskog pola, kod kojih, nakon 50. godine Zivota postoji Cetiri puta
veci rizik za osteoporozu i dvostruko veci rizik za razvoj osteopenije u odnosu na musku
populaciju [218]. Verifikovali smo osteoporozu kod 20% ispitanika nakon hemioterapije, $to
je manji procenat u odnosu na studiju sprovedenu od strane Mancusa, koji je ukljucio duplo
manji broj ispitanika, ali i ispitanike leCene radioterapijom, koja, takode utice na smanjenje
kostane gustine i razvoj postiradijacionih fraktura [159, 219].

Nasi rezultati govore u prilog statistiCke znacajnosti (hi = 8.06, p < 0,05) u pogledu
broja ispitanika kod kojih je dijagnostikovana osteoporoza nakon terapije. Veéi broj ispitanika
u grupi koja je primala, uz standardnu hemioterapiju i anti-CD20 monoklonsko antitelo, je
nakon terapije razvilo osteoporozu (9 vs 3 ispitanika). Svakako da je gubitak kostane gustine i
razvoj osteoporoze kod bolesnika koji primaju hemioterapiju multifaktorijalan, ali objasnjenje
ove razlike u broju ispitanika, koji su razvili osteoporozu nakon terapije, mozemo pronaci u
inicijalnim Kkarakteristikama grupa. Ispitivana grupa imala je veli procenat pripadnica
zenskog pola, koje ¢eSce razvijaju osteoporozu (43,3% vs 33,3%), dok je sa druge strane
imala nizi BMI, za koji je dokazano da viSe vrednosti imaju protektivnu ulogu na razvoj
osteoporoze [220]. Takode, viSe ispitanika u ispitivanoj grupi leCeno je prema CHOP
protokolu u odnosu na kontrolu (28 vs 20), §to znaci da je 8 ispitanika vise, primilo
doksorubicin, potentni antraciklin koji podsti¢e formiranje RANKL-a i sledstvenu
osteoklastogenezu uz istovremeno smanjenje diferencijacije osteoblasta i indukciju njihove
apoptoze [214, 221]. Etopozid, za koji je dokazano da, in vitro, zna¢ajno smanjuje parametre
formiranja kosti uz smanjenje koStane gustine, je u okviru CHOEP protokola primilo 4
ispitanika u ispitivanoj grupi, dva vise u odnosu na kontrolu, $to je moguce dodatni faktor za
razvoj osteoporoze u ovoj grupi ispitanika [222]. Da li je primena anti-CD20 monoklonskog
antitela uticala na ovu razliku u broju ispitanika u pogledu razvoja osteoporoze, i na koji
nacin, ne mozemo tvrditi, jer do sada niko nije ispitivao iskljuivo ovo antitelo na ovoj
populaciji bolesnika. Anargyrou tvrdi da primena hemioterapije u kombinaciji sa ili bez
rituksimaba dovodi do smanjena kostane gustine kod NHL pacijenata, iako je u studiju bilo
uklju¢eno samo 2 ispitanika koja nisu leCena primenom anti CD20 monoklonskog antitela (51
vs 2 ispitanika) [85]. Tako se NHL kao hematoloska bolest koja utic¢e na koStani metabolizam i
kostanu gustinu ne spominje, postoje studije koje tvrde da neke hematoloske bolesti mogu

imati Stetan uticaj na koStano tkivo. Promene u kostima su potvrdene kod bolesnika sa
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sistemskom mastocitozom, monoklonskom gamapatijom, bolesti srpastih celija, hemofilijom i
talasemijom, kao i kod bolesnika koji su podvrgnuti transplantaciji kostane srzi [223]. Kada
smo ispitivanu grupu podelili na agresivne i indolentne limfome, i uporedili ih medusobno i
sa kontrolnom grupom nismo pronasli statisticku znacajnost prilikom komparacije
osteodenzitometrijskih parametara nakon terapije. Nije postojala statisticki znac¢ajna razlika ni
prilikom komparacije promene osteodenzitometrijskin parametara izmedu ispitanika sa
difuznim B-krupnocelijskim limfom, folikularnim limfomom i ispitanika kontrolne grupe.
Iako ne postoje studije koje su uporedivale koStani metabolizam izmedu agresivnih i
indolentnih limfoma, postoje podaci koji sugeriSu da kod agresivnijih tumora postoji veca
aktivnost osteoklasta koji su odgovorni za katabolizam kostiju, odnosno kos$tanu resorpciju
[224].

U obe grupe ispitanika doslo je do statisticki znac¢ajnog smanjena vrednosti T skora
svih merenih polja nakon hemioterapije (p=0,00). Vrednosti T skora kontrolne grupe bile su
vecée kako pre (LS 0,31, FN -0,48, TH 0,03 vs. LS -0,48, FN -0,59, TH -0,35), tako i nakon
zavrSenog lecenja (T skor LS -0,09, FN -0,94, TH -0,43 vs. T skor LS -0,83, FN -1,06, TH -
0,73), sto svakako prati rezultat manjeg broja ispitanika sa postterapijskom osteoporozom u
kontrolnoj grupi (p<0,05). Najveci gubitak koStane gustine zabeleZen je na nivou vrata butne
kosti i u ispitivanoj (79,6% promena u odnosu na preterapijske vrednosti), i u kontrolnoj grupi
(95,8%). Nekoliko studija su takode potvrdile drastiCan gubitak koStane gustine nakon
primene hemioterapije. Anargyrou i saradnici su pokazali statisticki znacajnu redukciju
kostane gustine na svim nivoima kod 61-og novodijagnostikovanog bolesnika sa NHL-om
le¢enih konvencionalnom hemioterapijom [85]. Grupa francuskih autora, takode, navodi
gubitak kostane gustine kod novodijagnostikovanih bolesnika sa limfomom nakon godinu
dana od zapocinjanja terapije [84]. Nedavna prospektivna studija Terposa i saradnika je
pokazala signifikantno smanjenje koStane gustine na lumbalnoj ki¢émi (-57,7%) i na vratu
butne kosti u ovoj populaciji bolesnika. (—20,2%) [167].

Nasi rezultati pokazuju da postoje marginalne statisticke razlike (p = 0,07; p=0,08)
izmedu kontrolne 1 ispitivane grupe u pogledu vrednosti koStane gustine, nakon terapije, U
nivou lumbalne ki¢me. Ispitanici koji primaju monoklonsko anti-CD20 antitelo imaju nesto
manju kostanu gustinu na ovom nivou u odnosu na ispitanike kontrolne grupe. Jedan od
ciljeva naSeg istrazivanja bio je i taj, da utvrdimo da li se stepen promena kostane gustine

razlikuje izmedu grupa. Nije verifikovana statisticka znacajnost u stepenu promena kostane
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gustine procenjene Man-Witney-U testom nakon Sest meseci od inicijalne terapije izmedu
ispitivanih grupa (p>0,48).

U odnosu na vrstu primenjenog hemioterapijskog protokola (R-CHOP/CHOP/CVP), u
ukupnom uzorku ispitanika, postojale su statisticki znacajne razlike u RANKL-u (p=0,03),
OPG-u (p=0,05) i PINP-u (p=0,00). Ipistanici koji su primili CVP protokol imali su najvise
vrednosti RANKL-a, a najnize OPG-a i PINP-a u odnosu na ispitanike koji su leceni prema
R-CHOP i CHOP protokolu. Ispitanici koji su primili R-CHOP protokol su imali najnize
vrednosti RANKL-a, a najvise OPG-a i PINP-a u odnosu na ispitanike le¢ene prema CVP-u i
CHOP-u. Iako bi oc¢ekivali da ispitanici koji su primili antracikline, odnosno doksorubicin,
imaju losiju koStanu gustinu zbog ve¢ gore pomenutog Stetnog efekta doksorubicina na kost,
naSi rezultati to ne pokazuju. Oni govore u prilog dominantne koStane izgradnje kod
ispitanika lecenih R-CHOP protokolom, Sto moze biti posledica protektivnog uticaja anti-
CD20 monoklonskog antitela na koStani metabolizam 1 koStanu gustinu. Sa druge strane, lo$iji
koStani metabolizam koji su imali ispitanici leCeni CVP protokolom mozemo objasniti
staroS¢u ispitanika. Najveci broj ispitanika kontrolne grupe koji su primili CVP je imao vise
od 70 godina, a poznato je da koStana gustina opada sa godinama starosti [206].

Za razliku od gr¢kih autora koji su dokazali da ispitanici koji su primili 8 ciklusa
hemioterapije imaju znacajno vecu redukciju koStane gustine na nivou lumbalne kicme u
odnosu na one Kkoji su leceni sa 6 ciklusa, mi tu tvrdnju, statisticki, nismo potvrdili na naS§em
uzorku (p=0,64) [85]. Da ve¢i broj primenjenih hemioterapijskih ciklusa uzrokuje vecu
kostanu razgradnju potvrduju i viSe vrednosti biohemijskih parametara koStane resorpcije
(RANKL-a i CrossLaps-a), uz nize vrednosti PINP-a, glavnog markera kostanog formiranja.
Nemamo jasno objaSnjenje za viSe vrednosti OPG-a, markera koStanog formiranja, a nizu
kostanu gustinu, kod ispitanika koji su primili 8 ciklusa hemioterapije, kod kojih bi se
ocekivale nize vrednosti ovog parametra. Istu diskrepancu opisuje i Mansour sa saradnicima
ispituju¢i povezanost niske kostane gustine i RANKL/OPG sistema kod bolesnika sa
nefrolitijazom. Oni smatraju da povecan nivo OPG-a u cirkulaciji kod bolesnika sa
nefrolitijazom 1 smanjenom koStanom gustinom mozZe biti kompenzatorni mehanizam protiv
kostane resorpcije, odnosno deo sistemskog odgovora na inflamaciju kod nefrolitijaze [225].
Prema naSim saznanjima, nismo pronasli sli¢ne rezultate u populaciji hematoloskih bolesnika.

Na postizanje kompletne remisije, u ukupnom uzorku, statisticki nije uticao nijedan
parametar koji smo ispitivali, ni broj primenjenih hemioterapijskih ciklusa, pol, klini¢ki

stadijum bolesti, prisustvo ekstranodalne bolesti niti vrednost BMI-a (p>0,20). Starost
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ispitanika je bila marginalno znacajna (p = 0.09), odnosno, stariji ispitanici su imalu manju
verovatno¢u za postizanje kompletne remisije. Verujemo da su dobijeni ovakvi rezultati
proistekli iz malog procenta ispitanika koji su postigli kompletnu remisiju, ukupno 25% (n =
15) ispitanika, odnosno 36,6% (n = 22) ispitanika sa parcijalnim odgovorom. Nasi rezultati se
razlikuju u odnosu na literaturne podatke koji govore u prilog postizanja kompletne remisije
kod 30% - 50% agresivnih limfomoma, odnosno 55% indolentnih [226, 227]. Na manji
procenat postignutih kompletnih remisija kod nasih ispitanika, uticala je starost, s obzirom na
to da je 60% ispitanika imalo vise od 60 godina, kao i IV klinicki stadijum, kao pokazatelj
veli¢ine tumorske mase, u kom je bilo 66,6% ispitanika. Oba parametra su dobro poznata kao
nezavisni parametri prognoze i prediktori losijeg ishoda bolesnika, te su inkorporirani u
brojne prognozne modele (IP1, rIPI, NCCNP-IPI, FLIPI, MALT-IPI). Velika svedska studija
iz 2021. godine, koja je ukljucila 1169 ispitanika sa agresivnim tipom limfoma, potvrdila je
da su godine Zivota najvazniji prediktor prezivljavanja kod bolesnika sa DBKL-om [228]. Sto
se tiCe uticaja prognoznih indeksa na postizanje kompletne remisije potvrdili smo da postoji
znacajna negativna korelacija izmedu postizanja kompletne remisije i prognoznih indeksa u
slucaju difuznog B-krupnocelijskog celijskog limfoma. Ispitanici sa viSim vrednostima
NCCN IPI, rIPI i IPI indeksa imaju manju Sansu da postignu kompletan odgovor nakon
leCenja. Navedene rezultate potvrduju i brojne studije, koje pokazuju drasti¢ne razlike u
prezivljavanju i duzini remisije izmedu najvisih i najnizih kategorija prognoznih indeksa, za
IPI (IP1 0/1: engl. progression free survival - PFS 87%, engl. overall survival - OS 91% vs IPI
4/5: PFS 50%, OS 59%), za rIPI (rIP1 0: PFS 94%, OS 94% vs. rIPI 3-5: PFS 53%, OS 55%) i
za NCCN IPI (NCCN-IPI 0-1: PFS 96%, OS 91% vs NCCN-IPI 6-8: PFS 33%, OS 30%).
Sve CeS¢e se rade istrazivanja koja uporeduju navedena 3 prognozna indeksa. Ruppert i
saradnici, koji su sproveli studiju na 2124 ispitanika sa DBKL-om, tvrde da NCCN-IPI skor
pokazuje najbolje prognosticke kvalitete [57, 58, 229, 230]. S obzirom na to da su u grupi
folikularnog limfoma 4 ispitanika postigla kompletan odgovor i da je u pojedinim prognoznim
grupama bio jedan ispitanik, ocekivali smo da kategorije FLIPI, FLIPI-2 i PRIMA-PI
prognoznih indeksa, statisticki, ne¢e uticati na postizanje kompletne remisije u nasem
istrazivanju. lako mi, statisticki, nismo potvrdili prognozni znacaj FLIPI, FLIPI-2, PRIMA-PI
indeksa i njihov uticaj na postizanje boljeg terapijskog odgovora, on svakako postoji, i to je
dokazano u brojnim studijama. Kimbly i saradnici su na populaciji od 291 bolesnika sa FL,
le¢enih kombinacijom rituximab * interferon potvrdili prognozni znac¢aj PRIMA-PI indeksa,

koji je uspesno izdvojio grupu visokorizi¢nih bolesnika koji su iskusili brz terapijski neuspeh
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uz nisku stopu prezivljavanja. Casulo u svojoj studiji navodi da su klini¢ki prognozni markeri
FLIPI i FLIPI-2 korisni za inicijalno stratifikovanje bolesnika sa FL-om, ali da oni sa druge
strane, u svakodnevoj klinickoj praksi, ipak znacajno ne utiu na izbor terapije. Aktuelno se
proucavaju novi bioloski i radioloski markeri zasnovani na PET-u koji ¢e verovatno zameniti
ili modifikovati ove klinicke indekse kako bi se preciznije stratifikovali bolesnici i
identifikovali oni sa visokim rizicima za losiji ishod [231, 232].

Kod nasih ispitanika, vrednost laktat dehidrogenaze (p=0,04) i feritina (p=0,01), su
statisticki znacajno uticale na postizanje kompletne remisije. Vrednost leukocita, limfocita,
hemoglobina, trombocita, brzine sedimentacije, CRP, fibrinogena, beta 2 mikroglobulina,
albumina i imunoglobulina G (p>0,20) nisu pokazale statisticCku znacajnost za postizanje
kompletnog odgovora. Ispitanici sa nizim vrednostima LDH i feritina su Ce$¢e postizali
kompletnu remisiju. Odavno je poznato da visa vrednost LDH korelira sa losijim ishodom
bolesnika sa malignitetom, posebno hematoloSkim. Bez obzira na patohistoloski tip limfoma,
visoka vrednost LDH prilikom postavljanja dijagnoze limfoma odrazava vecu tumorsku
masu, a samim tim predvida manje povoljnu prognozu bolesnika. Serumska vrednost LDH
veca od dvostruke gornje referentne vrednosti korelira sa povecanom incidencom infiltracije
centralnog nervnog sistema kod NHL bolesnika. Garcia i saradnici su otkrili da serumske
vrednosti LDH > 320 U/L imaju kritian prognosticki uticaj na postizanje kompletne remisije
[233-235].

Feritin je, takode, prepoznat kao prediktor lose prognoze kod bolesnika sa NHL-om,
kod kojih nivoi feritina u serumu Koreliraju sa aktivno$cu bolesti. Zhang je, ispitujuci
vrednosti feritina kod hematoloSkih maligniteta, dokazao da se vise vrednosti detektuju kod
NHL bolesnika u relapsu i kod novodijagnostikovanih u odnosu na bolesnike u remisiji [236].
Grupa kineskih autora ¢ak sugerise da bi dodavanje feritina IPI skoru, povecalo prognosticku
vrednost ovog medunarodnog prognostickog indeksa kod DBKL-a [237].

Ispitivaju¢i korelaciju izmedu prognoznih indeksa (IPI, RIPI, NCCN-IPI, FLIPI,
FLIPI-2, PRIMA PI) i biohemijskih koStanih markera i koStane gustine, uvideli smo da
postoji znaCajna negativna korelacija izmedu NCCN-IPI prognoznog indeksa i koStane
gustine merene na sva tri nivoa. Visa kategorija NCCN-IPI prognoznog indeksa korelirala je
sa nizim T skorom na lumbalnoj ki¢mi, kuku i vratu butne kosti. Takode, postojala je
statisticki znacajna negativna korelacija izmedu PRIMA-PI prognoznog indeksa i T skora na
nivou lumbalne ki¢me (p= -.51%*). Ispitanici sa visim vrednostima PRIMA-PI prognoznog

indeksa su imali manju koStanu gustinu lumbalne ki¢me. U okviru NCCN-IPI indeksa,
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kvantifikuju se starost bolesnika, vrednost laktat dehidrogenaze, ECOG PS, An Arbor klinicki
stadijum i prisustvo ekstranodalne lokalizacije. Visoke vrednosti ovih varijabli, osim starosti i
ECOG PS-a, oslikavaju agresivniju i uznapedovalu malignu bolest, koja je Cesto pracena
gubitkom kostane gustine. Gubitak kostane gustine u malignim bolestima, koje predstavljaju
glavni faktor rizika za razvoj osteoporoze, multifaktorijalan je. Paccou je u svom istrazivanju,
ispitujuci gubitak kostane gustine na populacijij NHL bolesnika, potvrdio korelaciju izmedu
visih vrednosti LDH-a i nizih vrednosti T skora na nivou lumbalne ki¢me [84,146]. PRIMA-
Pl indeks vrednuje samo dva parametra: infiltraciju koStane srzi i beta 2 mikroglobulin.
Vrednost beta 2 mikroglobulina iznad 3 mg/l svrstava bolesnika u najviSu kategoriju ovog
prognoznog indeksa. Korelaciju koju smo dobili moZzemo objasniti efektima beta 2
mikroglobulina na osteoklastnu aktivnost. Nekoliko studija je, jo§ pre 30 godina, potvrdilo da
beta 2 mikroglobulin stimuli$e osteoklastogenezu i sledstvenu kostanu resorpciju [238, 239].
PokuSali smo da sagledamo da 1li pojedine karakteristike ispitanika, klinicke
karakteristike bolesti i serumske koncentracije aloumina, LDH, jonizovanog Ca, vitamina D,
PTH, holesterola i biohemijskih markera kostanog metabolizma, kao i kumulativne doze
kortikosteroida uti¢u na gubitak kostane gustine. LDH (p=0,04) i CrossLaps (p=0,00) su bili
jedini statistiCki znacajni parametri. Visi CrossLaps je povezan sa nizim T skorom na svim
nivoima, §to je svakako ocekivan rezultat s obzirom na to da je CrossLaps najznacajniji
marker koStane resorpcije. Pojedini autori tvrde da je CrossLaps senzitivniji marker u ranoj
proceni stepena osteoporoze, kao i u pracenju efekata antiresorptivne terapije u odnosu na
druge kostane biohemijske markere [240]. Na nivou kuka vrednost LDH bila je statisticki
znacajna (p = 0,04), a na nivou vrata butne kosti marginalno zna¢ajna (p = 0,09). Manji LDH
su imali ispitanici sa ve¢om koStanom gustinom na ovim nivoima. Grupa korejskih autora
tvrdi da RANKL, povecava i aktivira LDH, koja stimuliS§e mitohondrijalni respiratorni
metabolizam, putem glikolize, olaksavajuci formiranje zrelih osteoklasta [241].
Multivarijatnom regresionom analizom smo pokusali da utvrdimo koji su to
potencijalni prediktori gubitka kostane gustine ispitivane grupe. Jedini prediktivni faktor bio
je CrossLaps. Na gubitak koStane gustine na nivou lumbalne ki¢me (p = 0,02), vrata butne
kosti (p = 0,00) i kuku (p = 0,00) na pocetku lecenja, uticala je visa vrednost CrossLaps-a.
Poznavajuéi process remodelovanja kosti, dobijeni prediktivni faktor za gubitak koStane
gustine, povisene vrednosti Crosslaps-a su ocekivane i njihov uticaj smo ve¢ ranije objasnili.
U kontrolnoj grupi starost (p=0,02), vitamin D (p=0,02), holesterol (p=0,01; p=0,05),

i kumulativna doza kortikosteroida (p=0,01, p=0,03) (deljena prema kvadratu telesne
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povrsine) su pokazali statisticku znacajnost. Na nivou lumbalne ki¢me ispitanici s viSim
holesterolom su imali manju ko$tanu gustinu (p = 0,01). Brojne epidemioloske studije
pokazuju da hiperlipidemija i hiperholesterolemija, uti¢uéi na razvoj kardiovaskularnh bolesti,
podsticu kostanu resorpciju i poveéavaju rizik od patoloskih preloma. Pojedini autori tvrde da
statini mogu blago povecati kostanu gustinu i smanjiti rizik od preloma [242-244]. Veéi T
skorovi na nivou vrata butne kosti su povezani sa mladim uzrastom (p = 0,02) i vi§im nivoom
vitamina D (p = 0,02), dok je na noviu kuka, veca kostana gustina negativno povezana sa
holesterolom (p = 0,05) i pozitivnho (marginalno) sa vitaminom D (p = 0,09). Odavno je
poznato da deficijencija vitamina D, esencijalnog vitamina za koStanu homeostazu, Ciji se
deficit detektuje kod svakog sedmog Coveka na svetu, smanjuje koStanu gustinu, izaziva
osteomalaciju i pogorsava osteoporozu [245]. De Martinis je ukazao da deficit vitamina D
moze dovesti 1 do razvoja drugih bolesti koje karakteriSe naruSeni koStani metabolizam, kao
Sto su autoimune bolesti, inflamatorne bolesti creva, alergije, endokrinoloske bolesti |
hematoloski maligniteti. Graklanov takode navodi da je nizak nivo vitamina D u serumu
povezan sa vecim rizikom od razvoja NHL-a [223, 246].

Multivarijatnom regresionom analizom u kontrolnoj grupi izdvojio se holesterol, kao
jedini potencijalni prediktor gubitka koStane gustine na nivou lumbalne ki¢me (p = 0,04).
Nize vrednosti holesterola znacajno uticu na povecanje kostane gustine lumbalne ki¢me.

Jedino istrazivanje, sprovedeno u grupi bolesnika sa NHL-om, koje je navelo
prediktivne faktore za gubitak koStane gustine sprovedeno je od strane grupe francuskih
nau¢nika. U njihovoj studiji, koja je obuhvatila 41-0g ispitanika, prediktivni faktori za gubitak
kos$tane gustine na nivou lumbalne ki¢me bio je Zenski pol, visa LDH i nizi klirens kreatinina;
na nivou kuka: nizi albumin i vis$i korigovani kalcijum u serumu, niza ALP i autologna
transplantacija mati¢nih Celija; na vratu butne kosti visi korigovani kalcijum i niza ALP [84].
Diskrepacnu naSih rezultata, u odnosu na rezultate francuske studije, mozemo objasniti
heterogenos$¢u grupa i razli¢itom veli¢inom ispitivanog uzorka.

S obzirom na to da su na$i ispitanici pirmili statistiCki znacajno razli¢ite doze
kortikosteroida, a poznato je da su glikokortikoidi najé¢es¢i uzroc¢nici sekundarne osteoporoze,
zeleli smo da uvtrdimo da li primenjene kumulativne doze kortikosteroida (deljenje po
kvadratu telesne povrSine ispitanika) utiCu na gubitak koStane gustine u naSem istrazivanju
[247]. Univarijatna korelaciona anliza ukazala je na postojanje znacajnih negativnih
korelacija izmedu primljene doze kortikosteroida i kostane gustine na nivou vrata butne kosti

i kuka i to samo kod kontrolne grupe ispitanika, odnosno ispitanika koji nisu primili
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monoklonsko anti-CD20 antitelo. Vece doze kotrikosteroida su primili ispitanici kontrolne
grupe sa manjom koStanom gustinom na nivou vrata butne kosti (p = 0,01) i kuka (p = 0,03).
Zna se da glikokortikoidi podsticu kostanu resorpciju na nekoliko nacina. Direktno,
smanjenjem osteoblastogeneze, indukcijom apoptoze osteocita, koja je povezana sa gubitkom
skeletne vaskularnosti, angiogenezom i poveCanjem RANKL-a, ¢ime se povecava
diferencijacija i sazrevanje osteoklasta. Indirektan uticaj se ogleda u povecanjem izlu¢ivanju
kalcijuma putem bubrega i Smanjenjem njegove reapsorpcije u crevima, $to dovodi do razvoja
sekundarnog hiperparatiroidizma [248]. Iako je ispitivana grupa primila statisticki znacajno
viSe doze kortikosteroida u odnosu na kontrolnu grupu, primenjena doza ovih lekova koji su
sastavni deo hemioterapijskih protokola u leCenju NHL-a, statisticki nije uticala na koStanu
gustinu u ovoj grupi ispitanika. Dobijene rezultate mozda moZemo povezati sa primenom
anti-CD20 monoklonskog antitela, koje smanjenjem broja B-limfocita, smanjuje sekreciju
RANKL-a, a samim tim i koStanu resorpciju. Da li objasnjenje lezi mozda u nekom drugom
mehanizmu, odnosno drugoj intereakciji primenjenih lekova pokazace buduce studije.

Nase istrazivanje imalo je i svoje nedostatke, koji se ogledaju prvenstveno u malom 1
ograni¢enom broju ispitanika, kao i1 u heterogenosti grupa, ako posmatramo patohistoloski tip
limfoma, za koje je poznato da mogu imati veoma razli¢ite klini¢ke i bioloSke osobine. lako
do sada, prema nasim saznanjima, nije sprovedena nijedna studija koja je ispitivala isklju¢ivo
uticaj anti-CD20 monoklonskog antitela na kostani metabolizam kod bolesnika sa NHL-om,
smatramo da smo dokazivanjem statistiCcki manjeg porasta PINP-a u kontrolnoj grupi dali
osnova da verujemo da rituksimab moZe povoljno uticati na koStani metabolizam kod ovih
bolesnika. Za navedenu tvrdnju neohodne su vec¢e i homogenije studije, koje bi apostrofirale
vaznost ove teme i koje bi mozda dale osnove za kreiranje internacionalnih klini¢kih vodica.
Takode, trebalo bi jasno definisati kriterijume za uklju¢ivanje ispitanika u studiju, s obzirom
da ispitanici sa infiltracijom koStane srzi ve¢ imaju poremecen kostani metabolizam i da oni
nisu najbolji izbor kada je u pitanju ispitivanje koStanog metabolizma. Dalja istrazivanja bi
trebala imati duze vreme pracenja ispitanika, s obzirom da brzina promena biohemijskih
kostanih markera nije vremenski srazmerna promenama koje se mogu verifikovati
osteodenziometrijskim pregledima. Apsolutno je neophodno utvrditi koji su to bolesnici sa
NHL-om koji zahtevaju ispitivanje kosStane gustine i koji su to ispitanici koji bi imali koristi

od primene antiresorptivne terapije.
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VIl ZAKLJUCCI

1. Ispitivanjem koStanog metabolizma, kod obe grupe ispitanika, primenom
osteodenzitometrijske metode, ustanovili smo da postoji statisticki znacajno manji
BMD 1 T skor lumbalne ki¢me, kuka i vrata butne kosti Sest meseci nakon
zapocinjanja imuno+hemioterapijskog lecenja.

2. Nije postojala statisticki znacajna razlika u stepenu promena vrednosti BMD-a i T
skora izmedu ispitivanih grupa.

3. Posle Sest meseci od zapocinjanja terapije osnovne bolesti, dokazano je statisti¢ki
znacajno povecanje markera kostane sinteze — PINP-a u obe grupe ispitanika. Veci
porast vrednosti biohemijskog markera kostane sinteze — P1NP-a je detektovan u
grupi ispitanika koja je primila anti-CD20 monoklonsko antitelo.

4. Primena imunohemioterapije (RCHOP) statisticki znacajno utiCe na povecanje
vrednosti markera kostane sinteze — OPG-a i PINP-a u odnosu na primenjen CHOP i
CVP protokol.

5. Jedini prediktor za gubitak koStane gustine u ispitivanoj grupi je vrednost CrossLaps-a
i vrednost LDH, dok se u kontrolnoj grupi kao jedini prediktorni faktor izdvojila
vrednost holesterola.

6. Znacaj naSe studije se ogleda u klini¢koj potvrdi negativog uticaja polihemioterapije
na koStani metabolizam i koStanu gustinu kod nasih ispitanika, dok sa druge strane
mozemo verovati da je u ispitivanoj grupi anti-CD20 monoklonsko antitelo imalo
odredeni protektivni efekat na koStano tkivo, S obzirom na poveéanje vrednosti
markera koStane sinteze — OPG-a i PINP-a. Takode, podaci iz naSeg istrazivanja
ukazuju da je veoma vazno testirati i detektovati NHL bolesnike sa inicijalno
snizenom koStanom gustinom, ali i na neophodnost njihovog pracenja u duZem
vremenskom periodu nakon primenjene terapije, kako bi se pravovremenim
uklju¢ivanjem profilakticke antiresorptivne terapije smanjile negativne posledice na

kostano tkivo.
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IX PRILOZI
Prilog 1. Prognozni indeksi

e |PI
Na osnovu broja prisutnih negativnih prognostickih faktora (zivotna dob > 60 godina,
klinicki stadijum III ili IV, povisena LDH-a, ECOG PS >2, viSe od jedne ekstranodalne
lokalizacije), u vreme postavljanja dijagnoze, identifikovane su Cetiri prognozne grupe, na

osnovu kojih se prognozira 5-godi$nje prezivljavanje.

Broj bodova Prognoza (rizik) 5-godisSnje preZivljavanje
0-1 nizak rizik 73%
2 nizak/srednji rizik 51%
3 srednji/visok rizik 43%
4-5 visok rizik 26%
e rlPI

rIPI skor stratifikuje bolesnike u 3 prognozne grupe: grupa loSe, dobre i vrlo dobre

prognoze. U odnosu na IPI skor, rIPI skor smatra ECOG PS >3 faktorom rizika i prognozira

4-godiSnje prezivljavanje.

Broj bodova Prognoza 4-godis$nje prezivljavanje
0 Veoma dobra 94%
1-2 Dobra 80%
3-5 Losa 53%
e NCCN IPI

NCCN IPI skor stratifikuje bolesnike u 4 prognozne grupe, uzimajuci u obzir starost

bolesnika, vrednost LDH, ECOG, prisustvo esktranodalne bolesti i klinicki stadijum.
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Godine
> 40-<60 1
>60-<75

> 75

LDH (LDH)

>1-<3

>3

Ann Arbor stage I11-1VV/Ann Arbor stadijum 111-1V
Extranodal disease/Ekstranodalna bolest
Performance status > 2/OpSte stanje > 2

[CSI )

L

Grupe rizika prema vrednosti NCCN IPI indeksu

Broj bodova Prognoza (rizik) 5-godisSnje preZivljavanje
0-1 nizak rizik 96%
2-3 nizak/srednji rizik 82%
4-5 srednji/visok rizik 64%
>6 visok rizik 33%
e FLIPI

Parametri koji se vrednuju u okviru FLIPI indeksa, koji bolesnike stratifikuje u tri
prognozne grupe, su: zivotna dob bolesnika, agresivnost tumora, odnosno vrednost LDH, broj
zahvacenih nodalnih podrucja, Ann Arbor klinicki stadijum, uticaj tumora na koStanu srz,

odnosno vrednost hemoglobina.

Zivotna dob < 60 godina 60 godina i stariji
LDH Normalna Povisena
Broj zahvacenih nodalnih . . -
. 4 1 manje 51vise
podrucja
Ann Arbor stadijum I/ /v
Hemoglobin (g/l) 120 i veci <120

Grupe rizika prema vrednosti FLIPI indeksa

Broj bodova Rizik 5-godisnji OS
0-1 Nizak 71%
2 Srednji 51%
3-5 Visok 36%
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e FLIPI2
Ovaj prognozni indeks na osnovu starosti bolesnika iznad 60 godina, povisenog beta 2
mikroglobulina, vrednosti hemoglobin ispod 120g/l, infiltracije koStane srzi i postojanja

limfnog ¢vora veéeg od 6 cm, stratifikuje bolesnike u tri prognozne grupe.

Tabela 7. Grupe rizika prema vrednosti FLIPI-2 indeksa

Broj bodova Prognoza (rizik) 5-godiSnje prezivljavanje
0 nizak rizik 76%
1-2 srednji rizik 49%
3-5 visoK rizik 37%
e PRIMAPI

U okviru ovog indeksa vrednuju se dva parametra: beta 2 miktoglobulin i infiltracija

koStane srzi.

Parametri Rizik 5-godis$nje prezivljavanje
32m>3mg/ L Visok rizik 39%
2m < 3 mg sa infiltracijom KS Srednji rizik 59%
32m < 3 mg bez infiltracije KS Nizak rizik 74%
e MALT-IPI

Indeks vrednuje tri klinicka parametra (> 70 godina zivota, Ann Arborov III/IV

klinicki stadijum i poviSena vrednost serumske laktat dehidrogenaze) i stratifikuje bolesnike u

tri grupe.
Grupe rizika prema vrednosti MALT IPI indeksa
MALT IPI skor Rizik 5-godisnji EFS
0 Nizak 70%
1 Srednji 56%
2-3 Visok 29%
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e MIPI

MIPI indeks omogucava stratifikaciju bolesnika na osnovu pet faktora rizika u tri
prognozne grupe: grupe niskog (0-3 boda), srednjeg (4-5bodova) i visokog rizika (6-11
bodova).

Broj bodova Zivotna dob ECOG PS LDH/ULN Lkci (x10%/1)
0 <50 0-1 <0.67 <6.7
1 50-59 - 0.67-0.99 6.7-9.99
2 60-69 2-4 1.00-1.49 10.000-14.99
3 >70 - >1.5 >15.00
e MIPI-c

Prema ovom indeksu bolesnici se mogu svrstati u Cetiri prognostiCke grupe Uu

zavisnosti od MIPI grupe i vrednosti Ki-67 indeksa.

MIPI-c grupa rizika MIPI grupa Ki-67 index
Nizak (0) Nizak (0) <30% (0)
N Nizak (0) >30% (1)
Intermedijarni (1) Intermedijarni (1) <30% (0)
I Intermedijarni (1) >30% (1)
Intermedijarni (2) Visok (2) <30% (0)
Visok (3) Visok (2) >30% (1)

e ISSWM

Ovaj indeks na osnovu zivotne dobi bolesnika, koncentracije hemoglobina, broja
trombocita, serumske koncentracije f2 mikroglobulina i monoklonskog proteina, bolesnike

svrstava u tri grupe: grupu niskog, srednjeg i visokog rizika.

Zivotna dob < 65 godina” >65 godina
Hemoglobin (g/l) 115 1 veci <115
Trombociti (x10%1) <100 >100
p2-mikroglobulin (mg/l) >3 <3
monoklonski protein (g/l) >70 <70
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Broj bodova Rizik Medijana prezivljavanja (meseci)

0-1 Nizak 142
2 Srednji 99
>3 Visok 43
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Prilog 2. Referentne vrednosti pojedinih laboratorijskih parametara

Ukupni Ca
Jonizovani Ca
Fosfor
Magnezijum
Alkalna fosfataza
Vitamin D

PINP

Beta Crosslaps

Referentne vrednosti
2,20-2,70 mmol/Il
0,95-1,30 mmol/I
0,80-1,45 mmol/Il
0,66-1,07 mmol/Il

35-104 U/

35-120 nmol/I
Generativni perido. 15,1-58,6 ng/ml
Postmenop. 16,3-73,9 ng/ml
Generativni period 299-573 pg/mi
Postmenop. 556-1008 pg/ml
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Osaj Obpazay u4uHu cacmasHu 0eo OOKmMOpCKe oucepmayuje, OOHOCHO
O00KMOPCKO2 YMEeMHU4K02 npojekma Koju ce opanu Ha Ynusepzumemy y Hosom
Caoy. Ilonywen Obpaszay yxopuuumu uza mexcma OOKMopcKe oucepmayuje,
0OHOCHO OOKMOPCKO2 YMEMHUUKO2 NPOjeKmad.

[Inan TpeTMana nogaraka

Ha3uB npojexTa/mcTpakuBama

wYTHIAJ AHTH-1[/120 MOHOKJ/IOHCKOI' AHTHTEJIA HA KOLUTAHE BHOXEMHJCKE
MAPKEPE U PAHKJI/OIII' CUCTEM KO/ HOBOAHJAI'HOCTHKOBAHHX BOJIECHHUKA
CA b - REJIHJCKUM HEXOYKHHCKHUM JIUM®OMHUMA”

Ha3uB HHCTUTYIHje/MHCTUTYIHMja Yy OKBHPY KOjHX Ce CIIPOBOH NCTPAKNBAaIHE
a) Knunuxka 3a xemamonozujy

0) Knunuka 3a enH0oKkpunonozujy, oujabemec u 6onecmu memadonusma

Ha3us nporpama y oKBHPY KOT ce peajiu3yje HCTPaKHBaH-€

Jlokmopcke akademcke cmyouje, cmep KIUHUUKA MEOUUUHA

1. Onuc mogaraka

1.1 Bpcra cTymuje
Yxpamko onucamu mun cmyouje y oxeupy Koje ce nooayu npuxyn/bajy

Ilpocnexkmueno ucmpadricusare y oKeupy 00KmopcKke oucepmayuje je cnpoeedeno na ykynuo 60
ucnumanuka ob6oneaux 00 b henujckoz nexouxunckoz numgpoma. Ilpahenu cy nabopamopujcku
mapkepu Kouimanoz memabonuima, PAHKII u ocmeonpomezepun, Kowmana 2ycmuHa, npe u
nocie mepanuje. Bpuiena je kopenayuja zope HagedeHux mapkepa KoO UCRUMAHUKA KOju Cy
npumanu y okeupy ceoz neuerwa anmu-I[/[20 anmumeno y3 cmamoapone xemuomepanujcke
HpPOMKOJIe U KOO OHUX KOjuU Cy leueHU CIAHOAPOHUM XeMUOMEPANUJCKUM NPOMKOIUMA.

1.2 Bpcre nogaraka
a) K6aHMUMAMUGHU
0) KeanumamueHu

1.3. Haune npukymbama nogaraka

a) aHKeTe, YIUTHHIH, TeCTOBH /

0) Kn1unuuKe npoyene, MeOUYUHCKU 3anUCU, e1IeKMPOHCKU 30PA8CMEEHU 3AnUCU
B) TCHOTHUIIOBH: HaBECTH BPCTY /

I') aIMUHUCTPATUBHH MOAIH: HABECTH BPCTY /

0) y30puu mKUea: Kpe u 3amp3Hymu KpeHu cepym

h) cnumyu, pomozpaghuje: cnumuyu ypahenux paouonouwtkux npezneoa, 0CmeoOeH3umoMempujcKux
npezneoa

e) mekcm: 1umepamypa

) MaIa, HaBeCTH BpCTy /

3) ocrao: onucatu /

1.3 ®opmart nogaraka, ynoTpedspeHe cKkaje, KOJIHIUHA [T01aTaka
Dopmam nooamaka: mabenapau, 2pauxkonu

HarroHasHu opTail OTBOpEHe Hayke — OpPen.ac.rs



Konuuuna ynemux nooamaxa: euue 00 5000

1.3.1 YnorpebsbeHu copTBEep U opMar JaToTeKe:

a) Excel ¢ajn, matoreka . XIsSx

b) SPSS ¢pajn, IBM SPSS Statistics, Version 26.0, koneepmosan y csv. hopmam
¢) PDF oajn, natoreka .pdf

d) Texkcr ¢ajn, natorexa .docx

¢) JPG ¢ajn, naroreka .jpg

f) Ocrano, naroreka /

1.3.2. bpoj 3amuca (koa KBaHTUTATUBHUX TTO/IaTaKa)
a) Opoj Bapujabu: npeko 50
0) Opoj Mepema (McUTaHuKa, IPOIICHA, CHUMaKa U cl1.) 60 ucnumanuka

1.3.3. [loHoBJbEHA MEPEHA

a) oa

0) He

YKOIHUKO je OATOBOp /1a, OATOBOPUTH Ha cieacha muTama:

a) BPEMEHCKH pa3Mak M3MeJjy MOHOBJLEHUX Mepa je 6 meceyu

0) BapHjabie Koje ce BHIIE ITyTa Mepe OHOCE CE Ha. HPOUEeHY CIara 0CHOB8He 001eci, HA
KOWmanu memaooau3zam u KOWmamy 2yCmuny

B) HOBe Bepauje (ajiioBa KOju caJpiKe IIOHOBJHEHA MEPEHha Cy UMCHOBAHE Ka0: UCHUMUBAHA
2pyna. xlsx sheet 2, ucnumueana zpyna.xlsx sheet 3, konmponna zpyna.xlsx sheet 2, konmpoiana
epyna.xlsx sheet 3

Hamomene: /

Jla au hopmamu u cogpmeep omozyhasajy oemerve u 0y20pouny 6aiuOHOCH nooamaka?
a) Jla

6) He

Axo je 002060p He, obpaznoxcumu |

2. [Ipukynibame nogaraka

2.1 Metoposnoruja 3a NpUKyIJbamke/TeHepUCahEe MoJIaTaka

2.1.1. Y okBHpY KOT HCTpaXHBAUKOI' HAI[pTa CYy MOJAIM MPUKYTIJbEHN?

a) eKCIIEPUMEHT, HaBeCTH THII /

0) KOpenayuoHo ucmpa)cuearse, HageCmu Mun: nNPOCHEKMUEHO UCMPAICUEAIHE

1) aHaAU3a MEeKCma, pUKynbare noOamaKa u3 1umepamype u Ha 0CHO8y mux

nocmaemare Xunomesa, @ LOMOM y OUCKycuju anaiusza 0odujenux pezyaimama u nopehere c
De3yimamuma uCmparcuearoa Opyzux

) 0OCTaJio0, HABECTH 1mTa /

2.1.2 Hagecmu 8pcme MepHUX UHCMPYMEHAMA ULU CMAHOApoe No0amaxa cneyupuunux 3a oopeherny
Hayuny oucyuniuny (axo nocmoje). |

2.2 KBanurer nojaraka v CTaHaapau

2.2.1. Tperman HepocTajyhux mojaraka
a) [la mu marpura caapxu Henocrajyhe mogarke? Jla He

AXo je oroBop Ja, 0IroBOopuTH Ha cieneha nurama:
a) Konuku je 6poj Henoctajyhux nmonaraka?
0) Jla 1u ce KOpUCHHKY MaTpHIle Mpernopyyyje 3amena Heaoctajyhux nogaraka? la He

HanuoHnanHu noprai oTBopeHe Hayke — OPen.ac.rs



B) AKoO je 0ZIroBOp J1a, HABECTH CYrecTHje 3a TPEeTMaH 3aMeHe HelocTajyhux mopaTaka

2.2.2. Ha Koju Ha4YMH je KOHTPOJIMCAH KBaJUTET nmoaaTaka? OnucaTu

Keanumem nabopamopujckux pe3yimama je KOHMPOAUCAH Yy CKAAOY €A CMAHOApOuUMa 0oodpe
nabopamopujcke npakce u RO CMAHOAPOHO] 1aOOpamopujckoj npouedypu eanuoayuje 0odujeHux
pesyamama. Keanumem nooamaka je KOHMPOAUCAH NPUMEHOM CHIGMUCHUYKUX MeECMOo6d U
sanuoayujom nooamaxa

2.2.3. Ha xoju Ha4¥H je u3BpIIeHa KOHTPOJIA YHOCA MTo/IaTaka y MaTpuiry?

Koumpona ynoca nooamaxa je KOHmMpOAUCAna GUWECMPYKUM JUYHUM NPOGEPABAILUMA U
He3a8UCHUM RPOGEPABAILUMA 00 CMpane CapaoHuKka U Menmopa me nopeljewem ¢ nOXpareHum
nooauuMa ymMeOuyuHcKoj 00OKymenmayuju

3. Tperman nogaraka u npareha 1okyMeHTaNMja

3.1. TpeT™aH 1 YyBame NoAaTaKa

3.1.1. Ilooayu he bumu oenonosanu y Penozumopujymy 0okmopckux oucepmavuja Ynueepzumema
y Hoeom Caoy.

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

3.1.3. DOI

3.1.4. Jla mu he nooayu bumu y omeopeHom npucmyny?

a) a, ca ceakom nojeounaunom nyoauxayujom
0) lla, anu nocie embapea xoju hie mpajamu 0o
8) He

Axo je 002060p He, Hagecmu pazioe

3.1.5. llooayu nehe bumu OenoHosanu y peno3umopujym, aiu fie oumu yyeanu.
Obpasnoscerve |

3.2 MeTtanogany ¥ JOKyMEHTAalKja IoAaTaKa

3.2.1. Koju crangapn 3a meranonarke he outu npumermen? /

3.2.1. HaBectr MeTanoiaTke Ha OCHOBY KOjHX CY MOJAAIM ICTIOHOBAHHU y PEMO3UTOPHjyM. /

Ako je nompebno, nagecmu memooe Koje ce Kopucme 3a npey3umarbe nooamaxa, anaiumuyxe u
npoyeoypanne ungopmayuje, uUxo8o Koouparee, demasmhe onuce eapujadu, sanuca umo. |

3.3 Crpareruja u craHjapu 3a 4yBame IojaTaka

3.3.1. Jlo xor nepuoza he moganu Outh uyBaHu y penosuropujymy? Tpajuo

3.3.2. Jla 1 he momarm 6utn nenonoBanu mox mmdpom? la He

3.3.3. la 1 he mmdpa Outn goctynHa ogpeheHoM kpyry uctpaxkusada? /la He

3.3.4. la i1 ce mofauy Mopajy yKJIIOHUTH U3 OTBOPEHOT IpUCTYyNa nocie u3BecHor Bpemena? la He
O6paznoxutn /

4. be30eqHOCT MoIaTaKa M 3alITUTA MOBEP/LUBUX HH(pOPMAaIIHja

Ogaj ozesbak MOPA OutH NonymeH ako Ballly oAy YKIbY4yjy JHYHE MoJaTKe KOjH Ce OJIHOCE Ha
YUECHHUKE y UCTPaXKUBamy. 3a Ipyra HCTpakuBarmba Tpeda Takohe pa3MOTPUTH 3AIITUTY B CUTYPHOCT
MoJIaTaKa.

4.1 dopmanHu cTaHAapAN 32 CUTYPHOCT HH(pOpMaIlija/moaTaka

HcTpakuBaun KOju CIIPOBOJIC UCITUTHRAA C JbYIMMa MOPajy Jia Ce MPUAPIKaBajy 3aKoHa O 3aIlITUTH
nogaraka o nuu”octu (https://www.paragraf.rs/propisi/zakon o _zastiti_podataka o_licnosti.html) u
oarosapajyher HHCTUTYIIMOHAIHOT KOJIEKCa O aKaJIeMCKOM UHTETPUTETY.
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4.1.2. 1a nu je uctpaxkuBame 0100peHo ol crpane etnuke komucuje? Ja He
Ako je onrosop [la, HaBecTH JaTyM U Ha3HUB €THYKE KOMHUCH]E K0ja je 0100pHiia HCTPaKUBAE
Emuuku 0060p Meouyuncxkoz @axkynmema Ynueepsumemay Hoeom Caoy 10.3.2016.

4.1.2. Jla 1 moary yKkIJbydyjy JHYHE MMOAATKE yUYeCHUKa y ucTpaxusamy? [la He
AKO je oAroBOp /1a, HABEIUTE Ha KOjH HAYMH CTE OCUTYPaJH MOBEPIHUBOCT U CUTYPHOCT WH(OpMAIHja
BE3aHMX 32 HCIUTaHUKE!

a) [Moxamy HECY Y OTBOPEHOM MIPUCTYITY
0) [Mopanm cy aHOHUMHU3UpPaHH
1) OcTano, HaBECTH IITa

5. JocTynHOCT mogaTaka

5.1. llooayu he bumu

a) jagHo 0ocmynHu, HAKOH 00ja6bUEAIA NOjeOUHAYHUX NYOIUKayUja

6) 0OCMYNHU CAMO YCKOM KpY2y UCHpaxcusaya y oopehenoj Hayunoj ooaracmu
y) 3ameopenu

Ako cy nooayu 0ocmynHu camo yCkom Kpyey UCmpaxcuéaid, Hagecmu noo KOjuM YCI08UMAa MO2Y Oa Ux
xopucme. |

Axo cy nooayu 0ocmynuu camo YCKOM Kpy2y UCMpaxicuéayd, Hagecmu Ha KOju HAYUH MO2y
npucmynumu nooayuma: |

5.4. Hagecmu nuyenyy noo kojom he npukynmwenu nooayu Oumu apxusupaHu.
Aymopcmeo-nekomepyujanno-oe3 npepaoe. /lozeomasa ce ymHoxicasare, oucmpudyyuja u jagno
caonwimasarse oOena, aKko ce Hagede ume aymopa Ha HauuH oopeljeH 00 cmpane aymopa uiu
oasaoya nuyenye. Qsa 1uneHya He 003606484 KOMEPYUJATHY yRompeody oend.

6. YJore u oAroBopHOCT

6.1. Hasecmu ume u npesume u mejn aopecy 61acHuUKa (aymopa) nooamaxa
Mapuna /Ipazuueeuh Jojxuh
email: marina.dragicevic@mf.uns.ac.rs

6.2. Hagecmu ume u npesume u mejn aopecy ocobe Koja 00picasa Mampuyy ¢ nooayuma
Mapuna /Ipazuueeuh Jojxuh
email: marina.dragicevic@mf.uns.ac.rs

6.3. Hasecmu ume u npesume u mejn aopecy ocobe xoja omoeyhyje npucmyn nooayuma Opyum
UCMPaNcu8a uma

Mapuna /Ipazuueeuh Jojxkuh

email: marina.dragicevic@mf.uns.ac.rs
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	Prilog 2. Referentne vrednosti pojedinih laboratorijskih parametara

