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Izvod:
1Z

Difuzni krupnocelijski B limfom je naj¢es¢i limfom|
na svetu i obuhvata do 30% non Hodgkin limfoma u
zapadnim zemljama i veéi procenat u zemljama u
razvoju 1 nerazvijenim zemljama. Obi¢no nastaje de
novo ali moze nastati sekundarno kao rezultat pro-
gresije manje agresivnih limfoma. U vecini slucaje-
va pocCinje u limfnim ¢vorovima. Histoloska slika
nije uniformna kod svih podtipova DLBCL, zbog
morfoloSkog diverziteta tumorskih celija 1 zbog
prate¢ih neneoplasti¢nih procesa. NaSe istrazivanje
obuhvata 92 bolesnika koji su dijagnostikovani i
leceni na Institutu za onkologiju Vojvodine od 2003.
do 2011. godine, od kojih je 66 imalo kompletna
imunohistohemijska ispitivanja. Svi su leceni stan-
dardnim protokolom koji ukljucuje rituksimab. Ispi-|
tivali smo morfoloski i imunohistohemijski podtip,
ekspresiju imunohistohemijskin markera, pol, sta-
rost, stadijum, nodalno/ekstranodalno ishodiste 1i
prezivljavanje. CD20 je bio pozitivan u svim dos-
tupnim uzorcima. MUM1 u 62,07%, CD10 u
20,23%, BCL6 u 51,72%, CD30 u 10,81%, CD5 u
8,05%, Ki-67 u 30-92%, BCL2 u 39,33%, BAFFR u
46,15%, TACI u 43,94%, BCMA u 10,61%, VEGF,
u 27,7%, COX2 u 63,64%, CD43 u 18,52%, EBV|
LMP u 37,88%. Medu obolelim Zenama je statisticki
znacajno veci procenat MUMI pozitivnih 1 BAFFR]
pozitivnih bolesnika nego medu obolelim muskar-
cima. Kod starijih ispitanika je statisticki signifi-
kantno reda ekspresija CD30, COX2, TACI 1 BCMA|
. Kod ekstranodalnih limfoma ekspresija TACI je
CeS¢a nego kod nodalnih limfoma. Ispitanici sa
pozitivnom ekspresijom COX2 i ispitanici sa po-
zitivnom ekspresijom TACI imaju znacajno izraZe-
niju ekspresiju Ki-67. Bolesnici sa negativnom eks-
presijom BCL2 imaju statisti¢ki znacajnu korelaciju
sa negativnom ekspresijom CD5 i negativnom eks-
presijom CD43. Bolesnici sa pozitivnom ekspresi-
jom CD30 imaju statisticki znacajnu pozitivhu ko-
relaciju sa ekspresijom BCMA. Ispitanici sa poziti-
vnom ekspresijom COX2 imaju statisticki znacajnu|
pozitivnu korelaciju sa ekpresijom TACI. Markeri
aktivacije i diferencijacije limfocita nemaju statisti-
cki znacajnu pozitivnu korelaciju sa boljom progno-
zom. Markeri signalnih puteva angiogeneze i infla-
macije nemaju statisticki znacajnu pozitivnu kore-
laciju sa loSijom prognozom. Izgleda da treba biti
racionalan i upotrebiti samo osnovna antitela za
odredivanje imunohistohemijskog podtipa i antitela
potrebna za diferencijalnu dijagnozu. Cini se da je
prognosticki znacaj imunohistohemijskih antitela)
(osim CD20) danas kada se u terapiji Kkoristi

Rituximab minimalan.
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Abstract:
AB

Diffuse large B-cell lymphoma is the most common
lymphoma in the world and represents up to 30% of
all NHL in western countries and more in developing
and undeveloped countries. It is usually a primary
disease but also it can develop secondary as a result
of progression of low grade lymphomas. In most
cases the disease begins in lymph nodes. Histological
features are not uniform in all subtypes of DLBCL
due to morphological diversity and following non-
neoplastic processes. Our research includes 92
patients whom are diagnosed and treated at the
Institute for Oncology of Vojvodina since 2003. to
2011. and 66 among them have complete
immunohistochemical findings. All of them are
treated with standard protocols including Rituximab.
We have  examined morphological and
immunohistochemical  subtype, expression  Of]
immunohistochemical markers, sex, age, stadium,
nodal / extranodal origin and survival. CD20 was
positive in all available samples. MUML in 62,07%,
CD10 in 20,23%, BCL6 in 51,72%, CD30 in 10,81%,
CD5 in 8,05%, Ki-67 in 30-92%, BCL2 in 39,33%,
BAFFR in 46,15%, TACI in 43,94%, BCMA in
10,61%, VEGF in 27,7%, COX2 in 63,64%, CD43 in
18,52%, EBV LMP in 37,88%. Female patients have
significantly more often MUM1 and BAFFR
expression compared to male patients. Older patients
have significantly less often CD30, COX2, TACI and
BCMA expression. Extranodal lymphomas have
more frequent TACI expression then nodal ones.
Patients with COX2 expression and patients with
TACI expression have significantly higher Ki-67
expression. Patients without BCL2 expression have a
significant correlation with CD5 negative expression
and CD43 negative expression. Patients with CD30
expression have significant correlation with BCMA
expression. Patients with COX2 expression have
significant correlation with TACI expression.
Markers of activation and differentiation of]
lymphocytes do not have significant correlation with
better prognosis. Markers of signaling pathways for|
angiogenesis and inflammation do not have 4
significant correlation with worst prognosis. It seems
that we should be rational and use only basic
antibodies for determination if immunohistochemical
subtype and antibodies necessary for differential
diagnosis. It seems that prognostic significance of
immunohistochemical antibodies (except CD20) 1is
minimal today in Rituximab era.
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1. UvOD

Limfno tkivo i organi predstavljaju osnovno odbrambeno tkivo organizma. Sastoje se od
retikularne osnove i slobodnih ¢éelija. Retikularna osnova je sastavljena od retikularnih ¢elija i
retikularnih vlakana a slobodne ¢elije su limfociti i u manjoj meri plazmaciti. Limfno tkivo
moze biti difuzno rasporedeno ulaze¢i u sastav sluznica nekih sistema (digestivnog,
respiratornog) ili inkapsulisano u vidu limfnih organa (limfni ¢vor, slezina, timus, tonzila).
Retikularna potka limfnih tkiva u limfnim ¢vorovima, slezini, tonzilama i sluznicama
digestivnog trakta i respiratornog sistema je nastala intrauterino od mezenhima a potka
timusa je nastala od epitelnih endodermalnih ¢elija. Limfociti koji ¢ine glavnu masu limfnih
tkiva i plazmaciti vode poreklo od primarnih krvnih elemenata iz zida Zumancane kese
(hematopoeznih mati¢nih c¢elija) koje odatle migriraju u limfna tkiva i organe, ukljucujuéi i
kostanu srz (1).

B-limfociti vode poreklo iz hematopoeznih mati¢nih Celija kostane srzi. Kostana srz je i
primarni limfni organ u kome se odvijaju rane faze razvoja B-limfocita, dok se njihov
preobrazaj u imunokompetentne ¢elije dogada posle susreta sa antigenima u sekundarnim
limfnim organima. Stadijumi razvoja B-limfocita se razlikuju prema ekspresiji povrSinskih
markera, morfologiji i veli¢ini ¢elija i njihovoj proliferativnoj aktivnosti i stanju rearanzmana
imunoglobulinskih (Ig) gena. Antigen-nezavisna faza razvoja B-limfocita zapoc€inje u
limfocitnim prekursorima (mati¢ne ¢elije i limfoblasti), odvija se u primarnim limfnim
organima (koStana srZ) i rezultuje stvaranjem zrelih ali imunoloski naivnih B-limfocita. Posle
susreta sa antigenom limfociti dozivljavaju blastnu transformaciju, odnosno vraéanje u celije
sa visokim proliferativnim potencijalom, ¢ime se obezbeduje brzo stvaranje
imunokompetentnog B-limfocitnog klona. Antigen-zavisna faza razvoja B-limfocita se odvija
u sekundarnim limfnim organima (limfne Zlezde, slezina, limfno tkivo u mukozi digestivnog-
MALT i respiratornog-BALT trakta). Poznavanje razvojnih etapa B i T limfocita i elemenata
imunog odgovora, mogucénost imunofenotipizacije razvojnih stadijuma i povezanost
imunofenotipa sa genskim promenama je posluzilo kao osnova za dinamicni proces
klasifikacije non-Hodgkin limfoma.

Prvi opis tumora limfnog sistema dao je Thomas Hodgkin 1832. godine. Virchow je 1864.
godine ove tumore nazvao limfosarkomima a Bilroth malignim limfomima 1871. godine. Od
tog doba je postalo jasno da se limfomi mogu podeliti na Hodgkin limfome i non-Hodgkin
limfome.

Danas se limfomi defini$u kao heterogena grupa neoplasti¢nih poremecaja porekla B i T/NK
limfoidnih ¢elija sa varijabilnom biologijom i klini¢kim osobinama (2).



1.1 DEFINICIJA DIFUZNOG KRUPNOCELIJSKOG B LIMFOMA
(DLBCL)

Svetska zdravstvena organizacija (WHO) definise difuzni krupnocelijski B limfom (eng.
Diffuse large B-cell lymphoma - DLBCL) kao neoplazmu krupnih B limfoidnih éelija,
difuznog nacina rasta, ¢ija je veli¢ina jedara priblizna ili ve¢a od jedara makrofaga, ili vise
nego dvostruko veéa od veli¢ine limfocita (2).

1.2 CELIJA POREKLA DIFUZNOG KRUPNOCELIJSKOG B LIMFOMA
(DLBCL)

Smatra se da su ¢elije porekla difuznog krupnocéelijskog B limfoma centroblasti i imunoblasti
(slika 1). Centroblasti se nalaze u folikularnom centru limfnog folikula i nazivaju se jos i
transformisane (nezarezane) ¢elije folikularnog centra. Imunoblasti se nalaze u parakorteksu i
zovu se jos 1 aktivisane B celije.
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Slika 1. Diferencijacija B limfocita i odgovarajuci limfomi u zavisnosti od celije porekla.
Preuzeto iz Essentials of Rubin’s Pathology 6th.



1.3 EPIDEMIOLOGIJA

Limfomi ¢ine oko 3-3,8% svih maligniteta (slika 2).
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Slika 2. Globalna ucestalost maligniteta (3). Preuzeto sa sajta globocan.iarc.fr Svetske
zdravstvene organizacije

Difuzni krupnocelijski B limfom je najc¢es¢i limfom na svetu (2) (slika 3). DLBCL je bolest
svih uzrasta ali se najéeSc¢e javlja u srednjim i starijim godinama. Najveéi broj slucajeva se
javlja izmedu 65 i 69 godina starosti, a manji broj od 35 do 39 godina (4, 5). Malo je ¢es¢i
kod muskaraca (5-7). DLBCL obuhvata do 30% non Hodgkin limfoma u zapadnim zemljama
i ve¢i procenat (do 50%) u zemljama u razvoju i U nerazvijenim zemljama (5). Nema
znacajnih razlika u incidenciji medu razliCitim etni¢kim ili rasnim grupama osim nekih

posebnih podtipova (8).

DLBCL je najces¢i limfom CNS-a, testisa i gastrointestinalnog trakta i generalno uzev
najées¢i ekstranodalni limfom (7). Ekstranodalno se DLBCL javlja ¢ak u do 60% obolelih od
AIDS-a (9). Zajedno sa Burkitt-ovim limfomom DLBCL ¢ini ve¢inu limfoma u detinjstvu.
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Slika 3. Ucestalost razlicitih vrsta limfoma od 2004 do 2009. Godine. Preuzeto od
"Haematological Malignancy Research Network™

14 ETIOLOGIJA

Etiologija DLBCL kod vecine pacijenata je nepoznata. Obi¢no nastaje de novo kao primarni
limfom. Moze nastati sekundarno kao rezultat progresije odnosno transformacije manje
agresivnih limfoma kao S§to su folikularni limfom, limfom marginalne zone, hroni¢na
limfocitna leukemija, nodularna limfocit predominiraju¢a Hodgkin-ova bolest ili klasi¢ni
Hodgkin limfom. Tako transformisan DLBCL ima mnogo vise genetskih osobina prethodnog
limfoma nego slucaja de novo DLBCL (10). U nekim slucajevima osnovna low grade
limfoproliferativna neoplazma ostaje neprepoznata, ali se moze posumnjati.

Za povecan rizik od nastanka DLBCL kljuéna je abnormalnost imunog sistema,
imunodeficijencija ili autoimunitet. Pored toga DLBCL moze biti uzrokovan velikim brojem
faktora kao $to su: infektivni agensi, izlaganje pesticidima, izlaganje organskim rastvaracima,
dugotrajna upotreba boje za kosu, ultraljubicasto zracenje, neki lekovi, genetika, nacin
ishrane. Dakle, perzistentna antigena stimulacija igra vaznu ulogu u nastanku limfoma a
posebno kod esktranodalnih limfoma.

Imunodeficijencija je znacajan faktor rizika, kako primarna tako i sekundarna. Post
transplantacioni limfomi su povezani sa imunosupresijom. Ova povezanost je posebna
izrazena tokom prve godine nakon transplantacije, u sluc¢aju transplantacije kod mladih
pacijenata i medu pacijentima kojima nije transplantiran bubreg (11-13). Posttransplantacioni
limfomi su ¢esto ekstranodalni, a najéesée u centralnom nervnom sistemu (14).

Limfomi u starijoj dobi su verovatno povezani sa slabijim imunitetom (15, 16). DLBCL koji
se javlja kod imunodeficijentnih bolesnika je najéesée Epstein-Barr virus (EBV) pozitivan.
Kod bolesnika bez imunodeficijencije je EBV infekcija prisutna u oko 10% sluéajeva (17-
19).



Kod autoimunih bolesti povecani rizik je povezan sa poremecajem imunog sistema usled
prirode bolesti ili usled imunosupresivne terapije. Difuzni krupnocelijski B limfom je
najéeS$¢e povezan sa reumatoidnim artritisom ali moze biti udruZen i sa sistemskim lupusom
eritematodesom, Hashimoto tireoiditisom, Sjegrenovim sindromom, celijakijom.

Infektivni agensi koji povecavaju rizik su virusi. Difuzni krupnocéelijski B limfom povezan sa
virusima je naj¢es$¢i malignitet kod bolesnika sa imunodeficijencijom, bez obzira da li je u
pitanju primarna imunodeficijencija, hroni¢na jatrogena imunosupresija, HIV infekcija ili
druga hroni¢na infekcija, transplantacija ili opadanje imuniteta uzrokovano godinama.
Najvazniji virusni agensi za nastanak limfoma su HIV, gamma herpes virusi, EBV i HHV8
(humani herpes virus 8). EBV je endemski medu svim populacijama Sirom sveta. Oko 90%
populacije je seropozitivnho u SAD. Geografske razlike u serotipovima virusa, godine
primarne infekcije i socioekonomski status pacijenta vode do razli¢itosti u profilu EBV
povezanih maligniteta u razli¢itim zemljama. HHV8 seropozitivnost je prisutna kod oko 5%
gradana SAD, vise u Evropi i 40-70% seropozitivnih ljudi u delovima Afrike. HHV8
povezani maligniteti su retki u Zapadnim zemljama osim u slucaju teske imunodeficijencije.
Veéina ovih limfoma je vrlo agresivna a medijana preZivljavanja je svega nekoliko meseci do
2 godine. Pre otkric¢a visoko aktivne anti-retroviralne terapije, kod bolesnika inficiranih HIV-
om je incidenca limfoma bila do 200 puta veca, uglavnom EBV povezanih DLBCL i Burkitt
limfoma (BL).

Organski rastvaraci kao benzen i trihloretilen (TCE) su poznati karcinogeni (20-24). Izlaganje
ovim agensima izaziva limfome i druge hematoloske malignitete kod zivotinja (25, 26).
Ultraljubicasto zraCenje izaziva imunosupresiju i1 verovatno na taj nacin povecava rizik
oboljevanja od DLBCL. Boje za kosu mogu predstavljati rizik u slu¢aju dugogodisnje
primene (27).

DLBCL moze nastati kao posledica dugotrajne upotrebe methotrexat-a, na primer kod
obolelih od reumatoidnog artritisa. Cesto se DLBCL povlagi nakon prestanka terapije
metotreksatom. Moze se javiti i nakon primene fludarabina kod obolelih od low grade B
limfoma (28, 29). Ovi su slucajevi najcesce povezani sa imunodeficijencijom i Epstein-Barr
virusom. DLBCL moze biti retko uzrokovan terapijom karcinoma dojke ili Hodgkin-ovog
limfoma (30).

Genetska sklonost je u najve¢oj meri prisutna u smislu urodenih imunodeficijentnih
sindroma. Nema dokaza za familijarnu agregaciju. Genetski sindromi povezani sa defektnom
opravkom DNA su Cesto povezani sa limfomom, kao i1 sa nasledenim regulatorima apoptoze.
Difuzni krupnocelijski B limfom je najces¢i limfom povezan sa genetskim 1 steCenim
imunodeficijencijama.



15 KLINICKE OSOBINE

DLBCL u vecini slucajeva pocinje u limfnim ¢vorovima a oko 30 do 40% bolesnika ima na
pocetku ekstranodalnu bolest. Oko 71% bolesnika ima ekstranodalno zahvatanje tokom
primarno nodalne bolesti (6, 31). Naj¢es¢e mesto javljanja ekstranodalne bolesti su zeludac i
ileocekalna regija ali svaki deo tela moze biti ishodiste bolesti, na primer koza, kosti, testis,
slezina, Waldeyer-ov prsten, pljuvacne zlezde, Stitasta zlezda, jetra, bubreg, nadbubrezna
zlezda. Bolest moze biti lokalizovana ili diseminovana. Sekundarno zahvatanje koStane srzi
je registrovano u 11-27% slucajeva ali mnogo cesce je povezano Sa manje agresivnim
sitno¢elijskim B limfomima nego sa DLBCL (32, 33). Periferna krv je zahvacena tek u
terminalnoj fazi.

Kada se jave simptomi, oni zavise od mesta javljanja bolesti (5, 6). Pacijenti obi¢no imaju
rapidno uvecavajuéu tumorsku masu na jednom ili viSe nodalnih ili ekstranodalnih mesta.
Tre¢ina bolesnika ima sistemske simptome, takozvane B simptome: znojenje, povisena
temperatura, malaksalost, pospanost, umor, pad apetita, gubitak telesne teZine vise od 10%
tokom 6 meseci. Asimptomatski pacijenti se oznacavaju sa A. Vise od polovine bolesnika
ima povisenu serumsku laktat dehidrogenazu. Hipergamaglobulinemija, monoklonalna ili
poliklonalna je prisutna u 44% slucajeva. Najcesée se kod starijih bolesnika javljaju
limfopenija, anemija, groznica, gubitak tezine i kozni osip.

Skoro polovina pacijenata je u prvom ili drugom stadijumu bolesti i vecinom Su
asimptomatski. Priblizno jedna trec¢ina bolesnika se javlja u Cetvrtom stadijumu bolesti.
Bolesnici koji su prethodno imali alergije, autoimune bolesti ili limfome se u vise od 60%
slu¢ajeva prezentuju sa uznapredovalom boles¢u i sistemskim simptomima, a 70% ih je u 3.
ili 4. stadijumu.

Morfolosko ispitivanje razmaza periferne krvi je pokazalo da priblizno jedna trecina
pacijenata koji boluju od DLBCL sa zahvatanjem koStane srzi su takode imali maligne ¢éelije i
u krvi (34). Ukoliko se desi diseminacija krvlju tumorske ¢elije su vrlo krupne i pleomorfne,
obilne citoplazme, iregularnih i Cesto lobuliranih jedara sa prominentnim jedarcima. Kod
bolesnika koji su prethodno imali folikularni limfom u koStanoj srZi se ¢eS¢e nalaze centrociti
(35-38). Ukoliko je nastao transformacijom iz folikularnog limfoma cirkuliSuce ¢elije su
centrociti.

1.6 DIJAGNOSTIKA DIFUZNOG KRUPNOCELIJSKOG B LIMFOMA

Multidisciplinarni pristup je neophodan za bolje razumevanje ove bolesti. Dijagnozu
postavlja iskusan patolog na hirurSkom uzorku koji moze biti ekscidirani limfni ¢vor,
ekstranodalno limfno tkivo ili drugo tkivo koje sadrzi dovoljnu koli¢inu tumorskog tkiva.
"Core" biopsija se koristi jedino u slucaju hitnih stanja. Patolog rutinski dijagnostikuje
DLBCL morfoloski i imunohistohemijski. Ako je bioptirani materijal svez moze se primeniti



1 protoc¢na citometrija kao dopunska metoda. Ukoliko i1 dalje nije moguce precizno postaviti
dijagnozu primenjuju se genetske metode u bolje opremljenim bolnicama.

Kao minimum svi bolesnici treba da imaju kompletnu krvnu sliku, biohemijske analize
uklju¢ujuc¢i LDH (laktat dehidrogenaza), mokra¢nu kiselinu, skrining za HIV, hepatitis B i
hepatitis C. Elektroforeza proteina je preporucena. Potrebne su i radiografija grudnog kosa,
kompjuterizovano-tomografski (CT) sken grudnog kosa, CT sken abdomena i male karlice i
biopsija kostane srzi ilijane kosti.

U slucaju infiltracije koStane srzi preporucuju se lumbalna punkcija (radi dobijanja citoloskih
i hemijskih analiza cerebrospinalnog likvora) i NMR sken (nuklearna magnetna rezonancija)
centralnog nervnog sistema. Bolesnike sa kostoboljom ili povisenom alkalnom fosfatazom,
treba evaluirati radiografijom kostiju. Prisustvo bolesti u Waldeyerovom prstenu indikuje
pretrage gastrointestinalnog trakta.

Pozitronska emisiona tomografija (PET) je funkcionalna imidzing tehnika koja koristeci
analog glukoze (FDG) oznaen pozitron emitujué¢im radiofarmakom evaluira glikoliti¢ku
aktivnost, koja je povecana u malignitetima, ukljucujué¢i limfome (39, 40). Funkcionalni
skenovi mogu unaprediti staziranje, a posebno detekcijom okultne bolesti u abdomenu ili
slezini.

16.1 Protocna citometrija

Proto¢na citometrija identifikuje ekspresiju proteina. Za razliku od imunohistohemije
proto¢na citometrija omogucava brzo simultano odredivanje vise markera. Za pravilnu
interpretaciju esencijalna je korelacija nalaza sa morfoloskim 1 imunohistohemijskim
nalazom. Ova metoda zahteva sveze vijabilno tkivo i dovoljnu koli¢inu neoplasti¢nih ¢elija.
Zbog potrebe da se uzorak pretvori u suspenziju pojedina¢nih celija glavni nedostatak u
odnosu na imunohistohemiju je nemoguénost vizualizacije histoloSke arhitektonike. Postoji
mogucnost da neki krupnocelijski limfomi ne budu dijagnostikovani protocnom citometrijom
usled problema sa uzorkovanjem ili usled oSteCenja i gubitka neoplasti¢nih celija tokom
procesa obrade zbog njihove fragilnosti.

1.6.2 Genetika

Genetske abnormalnosti u DLBCL su ceste. Javljaju se strukturne promene (na primer
balansirane i nebalansirane translokacije), numericke promene (na primer aneuploidija) i
taCkaste mutacije. Vecina tumora ima rearanZiranje gena za lake 1 teSke lance
imunoglobulina, kao i somatske mutacije razli¢itih regija. Zbog somatskih hipermutacija kod
DLBCL se ne nalaze dominantne translokacije nego veliki broj razli¢itih podtipova (41, 42).
Ni jedna pojedinacna genetska aberacija nije specificna za DLBCL. Ve¢ina DLBCL ima
postgerminalni genotip sa rearanziranjem gena za imunoglobulin i mutiranim v-regijama. Do
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30% slucajeva pokazuje abnormalnosti 3q27 regije koja ukljucuje BCL6 gen, $to je najceSca
translokacija u DLBCL (43-46). Prisustvo BCL6 rearanziranja korelira snazno sa
ekstranodalnim zahvatanjem. Oko 30% DLBCL ima translokaciju t(14;18)(q32;921) koja
dovodi do fuzije IGH/BCL2 (47-49). Rearanziranje BCL6 i BCL2 su prakti¢no medusobno
iskljuc¢ivi kod DLBCL. MYC translokacija koja uklju¢uje imunoglobulinske lokuse moze se
javiti u 10-15% DLBCL ili agresivnih B ¢elijskih limfoma meSovitih karakteristika. MYC
rearanziranje je uglavnom je povezano sa kompleksnim genskim alteracijama (47, 50).
Rezultati molekularnih analiza moraju se Kkorelirati sa klini¢kim, morfoloSkim i
imunohistohemijskim informacijama.

DNA microarray tehnologija omogucava ispitivanje ekspresije desetina hiljada gena
odjednom. Pun potencijal microarray tehnologije se jo§ ne zna. Array genske ekspresije i
kvantitativni PCR za analizu ekspresije mnogobrojnih gena se za sada ne koriste rutinski u
klini¢koj praksi. Zahtevaju sveze uzorke tumora, puno rada, dobro obuceno osoblje i skupo je
(42, 51-54).

1.7 TERAPIJA

Difuzni krupnocelijski B limfomi su agresivni ali potencijalno izlecivi kombinovanom
hemioterapijom. Difuzni krupnoéelijski B limfom je sistemska bolest i stoga je terapija
sistemska. Kompletna remisija se danas postize u 75-80% bolesnika, sa dugim
prezivljavanjem kod oko 50% bolesnika. Protokol CHOP (ciklofosfamid, doksorubicin,
vinkristin i1 prednizon, skraceno CHOP) je bio okosnica terapije decenijama. Pokusaji
intenzivnije hemioterapije nisu dali rezultate. Dodatak anti-CD20 monoklonalnog antitela
Rituximab-a protokolu CHOP (skra¢eno R-CHOP) je doveo do znacajnog unapredenja
prezivljavanja (55, 56). Tretman treba da bude u skladu sa staro$¢u bolesnika, IPI score-om
(Internacionalni Prognosticki Indeks - objasnjen u poglavlju "Prognoza i prediktivni faktori")
I kad god je moguce razmotriti moguénost klinickog trajala. U slucaju velike tumorske mase
oprezni predtretman administriranjem 100mg prednizona tokom nekoliko dana moze biti
potreban da bi se izbegao sindrom lize tumora.

Mladi bolesnici sa malim rizikom i bez velike tumorske mase naj¢esc¢e dobijaju 6 ciklusa
protokola R-CHOP na 21 dan, bez obzira na stadijum (57). Mladi bolesnici sa umerenim
rizikom i mladi bolesnici sa niskim rizikom ali velikom tumorskom masom najéesce dobijaju
6 ciklusa protokola R-CHOP na 21 dan i radioterapiju tumorske mase (57). Alternativno se
moze tretman pojacati protokolom R-ACVBP (rituximab, doxorubicin, vindesine,
cyclophosphamide, bleomycin i prednisolone) na 2 nedelje (58, 59). Mladi bolesnici sa
visokim rizikom nemaju standardni protokol lecenja. Preporucljivo je da ovi bolesnici budu
leCeni u trajalima. Protokol CHOP u 6-8 ciklusa plus 8 ciklusa rituximab-a na 21 dan je
najcesca Sema. Daje se nekada i visokodozna hemioterapija i transplantacija mati¢nih celija
nakon imunohemioterapije (60-62). Bolesnici izmedu 60 i 80 godina standardno dobijaju 8
ciklusa protokola R-CHOP na 21 dan (63). Kod bolesnika starijih od 80 godina je potrebna
gerijatrijska procena stanja i moguénosti. Kod bolesnika u dobrom opStem stanju se najcesce
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primenjuje kombinacija rituximab-a i slabije hemioterapije (64). Zahva¢enost CNS-a zahteva
visoke doze metotreksata i ili citarabina. Nakon 3-4 ciklusa terapije i nakon cele terapije
ponavlja se deo dijagnostike radi evaluacije terapijskog odgovora (65). Nakon terapije se
pacijent redovno kontroliSe. U slucaju relapsa potrebna je patohistoloska verifikacija i
kompletna dijagnostika kao prvi put.

Najbolja terapija tek treba da bude pronadena. U toku su brojna klinicka ispitivanja
dizajnirana da poprave ishod le¢enja ovih bolesnika. U principu uc¢es$ée u klini¢kim trajalima
je Sansa za pristup najboljoj mogucoj terapiji danas jer se tu integriSu bioloSke prognosticke
informacije i krajnji cilj jeste da se prilagodi terapija za svakog pojedina¢nog bolesnika (66).
Tumor uvek ima viSe na¢ina prezivljavanja i verovatno je kombinovana terapija optimalna.
Skoro svi klasi¢éni hemioterapijski agensi su mutageni i Cesto rezultuju sekundarnim
malignitetima. Toksi¢nost je prisutna zbog delovanja agenasa protiv brzo umnozavajuéih ne-
neoplasti¢nih Celija (na primer sluznica digestivnog trakta, koza, hematopoetska tkiva) Sto
moze dovesti do pada imuniteta i sledstvenih infekcija, supresije hematopoeze i eventualne
nepredvidljive letalne multiorganske insuficijencije. Napredak u nezi bolesnika koji ukljucuje
profilakticke antibiotike, faktore rasta da se prevazidu citopenije i hemoprotektivni agensi,
doprineli su boljoj toleranciji na visoke doze hemioterapije. Bolji monitoring i doziranje
lekova su dramati¢no smanyjili smrtnost kod transplantacije maticnih ¢elija.

1.8 MAKROSKOPSKI IZGLED TUMORSKOG TKIVA DLBCL

Zahvaceni limfni ¢vorovi su uvecani. PovrSina preseka zahvacenog limfnog ¢&vora ili
ekstranodalnog organa je homogena i bela poput ribljeg mesa ili diskretno Zuc¢kasta. Mogu
biti prisutna podrucja krvarenja, koagulacione nekroze ili fibroze. Najc¢es¢e nema ostataka
normalne grade. Makroskopska diferencijalna dijagnoza ukljucuje brojna neoplasti¢na i
neneoplasti¢na stanja ukljucujuc¢i non-Hodgkin limfome, Hodgkin limfome, reaktivne limfne
¢vorove ukljucuju¢i  Kikuchi-Fujimoto bolest, metastatske karcinome, amelanoti¢ne
melanome, tuberkulozu i sarkoidozu.

DLBCL u slezini stvara krupne tumorske mase. Retko se DLBCL javlja u slezini nakon
transformacije prethodno postojeceg sitnocelijskog B limfoma kada pokazuje istovremeno
osobine oba limfoma. Tumorske mase DLBCL su obi¢no jasno ograni¢ene i mogu imati
nekroti¢na podrugja.

1.9 MIKROSKOPSKI IZGLED TUMORSKOG TKIVA DLBCL

U tumorskom tkivu se mikroskopski konstatuje difuzna proliferacija krupnih atipi¢nih
limfoidnih celija koje su najéeS¢e u potpunosti zbrisale normalnu gradu limfnog ¢vora ili
ekstranodalnog tkiva. Na pocetku zahvatanja limfnog ¢vora moze se nekada javiti selektivno
zahvatanje sinusoida ili interfolikularnog prostora. Obi¢no se u stromi nalazi redi ili gusci
prate¢i zapaljenski infiltrat. Razli¢it stepen fibroze je prisutan kod sporije napredujucih
tumora (pogotovo u medijastinumu i retroperitonealno) a nekroti¢na podrucja se javljaju kod
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brze napreduju¢ih tumora. Kapsula je Cesto probijena i perinodalno tkivo je Cesto
infiltrovano. Limfni ¢vorovi i slezina mogu imati koegzistiraju¢i sitnocelijki B limfom. U
ekstranodalnim tkivima i organima DLBCL difuzno infiltruje i destruiSe normalne strukture.
Histoloska slika nije uniformna kod svih podtipova DLBCL, delom zbog morfoloskog
diverziteta tumorskih celija a delom zbog prirode i intenziteta prate¢ih neneoplasti¢nih
procesa (fibroza, zapaljenje, nekroza), detaljnije o tome u poglavlju o podeli DLBCL.

1.10 ISTORIJAT KLASIFIKACIJA LIMFOMA | NAZIVA DANASNJEG
DLBCL

Bilo je vise pokusaja klasifikacije limfoma tokom poslednjih decenija. Klasifikacije su
predstavljale osnovu za razli¢ite trajale i istrazivanja. Reproducibilnost je Cesto bila slaba a
rezultati Cesto nekomparabilni. Aktuelne su bile Jackson/Parker klasifikacija (1937),
Rappaport-ova klasifikacija (1966), Lukes-Collins Kklasifikacija (1974), Kiel-ska klasifikacija
(1967 1 1978), Radna formulacija (1982), REAL klasifikacija (revidirana Evropsko Americka
klasifikacija limfoma, 1994) i najzad WHO klasifikacija (klasifikacija Svetske Zdravstvene
Organizacije, 2001 i 2008).

Na klasifikaciju su uvek uticali razli¢iti "centri moc¢i". Aktuelna je Klasifikacija Svetske
Zdravstvene organizacije iz 2008. godine, 4. izdanje. Danasnja grupa oboljenja pod nazivom
Difuzni krupnocelijski B limfom (DLBCL) se zvala drugacije ranije. Zvali su se po Lukes
Collins-u maligni limfom malih transformisanih ¢elija, maligni limfom velikih
transformisanih c¢elija 1 imunoblastni sarkom B limfocita. Po Radnoj formulaciji su se zvali
difuzni limfom mesanih sitnih i krupnih ¢elija, difuzni krupnocelijski limfom i krupnocelijski
imunoblastni limfom. Po REAL klasifikaciji je naziv bio difuzni limfom velikih B ¢elija. Po
Kiel-skoj klasifikaciji su nazivi bili centroblastni, imunoblastni i anaplasti¢ni B limfomi.

Mnoge vrste limfoma su tokom istorije shvatane kao zasebni entiteti. Progres u
hematopatologiji je tokom vremena iSao uporedo sa naporima za novu 1 bolju klasifikaciju.
Sa pojavom REAL Kklasifikacije 1994. godine doslo je do stapanja stavova patologa i
klinic¢ara.

1.11 AKTUELNA PODELA SVIH LIMFOMA

Osnovna podela limfnih neoplazmi prema aktuelnoj klasifikaciji Svetske zdravstvene
organizacije iz 2008. godine (2) je na:

Prekursorne B ¢elijske neoplazme - neoplazme nezrelih B ¢elija

Periferne B ¢elijske neoplazme - neoplazme zrelih B ¢Celija

Prekursorne T ¢Celijske neoplazme - neoplazme nezrelih T ¢elija

Periferne T Celijske i NK ¢elijske neoplazme - neoplazme zrelih T ¢elija i NK éelija
Hodgkin limfomi - neoplazma Reed-Sternberg ¢elija

ok wbd
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1.12 PODELA PERIFERNIH B CELIJSKIH NEOPLAZMI - NEOPLAZMI
ZRELIH B CELIJA

Difuzni krupnocelijski B limfom spada u periferne B ¢elijske neoplazme - neoplazme zrelih
B ¢elija, ¢ija je podela (2) :

Hroni¢na limfocitna leukemija / limfom malih limfocita
B ¢elijska prolimfocitna leukemija
Limfom marginalne zone slezine
Leukemija vlasastih ¢elija
Limfom / leukemija slezine, nije klasifikovano
Mali difuzni B ¢elijski limfom crvene pulpe slezine
Varijanta leukemije vlasastih éelija
Limfoplazmacitni limfom
Waldenstrom makroglobulinemija
. Bolest teskih lanaca
. Bolest teskih o lanaca
. Bolest teskih y lanaca
. Bolest teskih p lanaca
. Plazmacitni mijelom
. Solitarni kostani plazmacitom
. Ekstraosealni plazmacitom
. Ekstranodalni B ¢elijski limfom marginalne zone sluznica (MALT limfom)
. Nodalni B ¢elijski limfom marginalne zone (MZL)
. Pedijatrijski tip nodalnog limfoma marginalne zone
. Folikularni limfom
. Pedijatrijski tip folikularnog limfoma
. Primarni kutani limfom folikularnog centra
. Mantle ¢elijski limfom
. Difuzni krupnocelijski B limfom (DLBCL), bez preciznije specifikacije
. Difuzni krupnocelijski B limfom bogat T limfocitima / histiocitima
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. Difuzni krupnocelijski B limfom povezan sa hroni¢nim zapaljenjem

. Epstein-Barr virus (EBV) pozitivni DLBCL starijih

. Limfomatoidna granulomatoza

. Primarni medijastinalni (timusni) krupnocelijski B limfom

. Intravaskularni krupnocelijski B limfom

. Primarni kutani DLBCL, noZni tip

. ALK pozitivni krupnocelijski B limfom

. Plazmablastni limfom

. Primarni efuzioni limfom

. Krupnocelijski B limfom povezan sa HHV8 povezanom multicentricnom Castleman
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37. B ¢elijski limfom, neklasifikovan, sa osobinama izmedu DLBCL 1 Burkitt-ovog

limfoma
38. B ¢elijski limfom, neklasifikovan, sa osobinama izmedu DLBCL i klasi¢cnog Hodgkin
limfoma
1.13 PODELA DIFUZNOG KRUPNOCELIJSKOG B LIMFOMA

Aktuelna je Klasifikacija Svetske Zdravstvene Organizacije iz 2008. godine, 4. izdanje.
Predstavlja nastavak uspesne medunarodne saradnje patologa, hematologa, drugih klinicara
zainteresovanih za oblast hematoloskih maligniteta i biologa. Pruza najbolji konsenzus o
terminologiji i patogenezi. Objedinjuje morfologiju, imunofenotip, molekularne podatke i
kliniku. U osnovi Sema je histogenetska i mapira limfome prema sekvencijalnoj B ¢elijskoj
maturaciji. Postoje oblasti koje su i dalje pod intenzivnim istrazivanjem i nisu do kraja
klasifikovane.

Difuzni krupnocéelijski B limfom je zapravo grupa srodnih neoplazmi. Morfoloske, bioloske i
klinicke studije su podelile difuzne krupnocelijske B limfome u morfoloske varijante,
imunofenotipske i molekularne podgrupe i jasne entitete (tabela 1). Prisutan je i veliki broj
slucajeva koji mogu biti bioloski heterogeni, ali za koje nema jasnih ili prihvaéenih
kriterijuma za podelu. Ovi su Klasifikovani kao DLBCL, NOS, odnosno difuzni
krupnocelijski B limfom bez preciznije specifikacije. DLBCL, NOS obuhvata sve slucajeve
koji ne pripadaju specifi¢cnim podtipovima ili entitetima bolesti spomenutim u tabeli 1.

Tabela 1. Difuzni krupnocelijski B limfom: varijante, podgrupe i podtipovi / entiteti,
Klasifikacija Svetske Zdravstvene Organizacije (2)

Difuzni krupnoéelijski B limfom, bez preciznije specifikacije

Uobicajene morfoloske varijante
Centroblastni
Imunoblastni
Anaplasti¢ni
Retke morfoloske varijante

Molekularne podgrupe
Germinal centre B-cell-like (GCB)
Activated B-cell-like (ABC)

Imunohistohemijske podgrupe
CD5 pozitivni DLBCL
Germinal centre B-cell-like (GCB)

Non-germinal centre B-cell-like (non-GCB)
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Difuzni krupnocelijski B limfom, podtipovi

Difuzni krupnocelijski B limfom bogat T ¢elijama / histiocitima
Primarni difuzni krupnocelijski B limfom CNS-a

Primarni kutani difuzni krupnocelijski B limfom, nozni tip
EBYV pozitivni difuzni krupnocelijski B limfom starijih

Drugi limfomi krupnih B ¢elija

Primarni medijastinalni (timusni) krupnocelijski B limfom

Intravaskularni krupnocelijski B limfom

Difuzni krupnocelijski B limfom povezan sa hroni¢nim zapaljenjem

Limfomatoidna granulomatoza

ALK pozitivni krupnocelijski B limfom

Plazmablastni limfom

Krupnocelijski B limfom nastao u multicentri¢noj Castleman bolesti povezanoj sa HHV8
Primarni efuzioni limfom

Granicni slucajevi

B ¢elijski limfomi, bez mogucnosti klasifikovanja, sa osobinama izmedu difuznog
krupnocelijskog B limfoma i Burkitt limfoma

B ¢celijski limfomi, bez moguénosti klasifikovanja, sa osobinama izmedu difuznog
krupnocelijskog B limfoma 1 klasicnog Hodgkin limfoma

DLBCL je heterogen morfoloski, genetski, imunofenotipski, bioloski, uklju¢ujuéi i odgovor
na hemioterapiju i ishod (67). Radi adekvatne terapije imperativ je da dijagnozu uvek postavi
iskusan patolog. Izrazita razli¢itost podtipova moze sugerisati da DLBCL sadrzi u sebi jo$
neke neprepoznate entitete.

1.14 UOBICAJENE MORFOLOSKE VARIJANTE DLBCL

Na osnovu citoloskih osobenosti Svetska Zdravstvena Organizacija je priznala sledece
morfoloske podtipove DLBCL (7).
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e Centroblastni difuzni krupnocelijski B limfom

e Imunoblastni difuzni krupnocelijski B limfom

e Anaplasti¢ni difuzni krupnocelijski B limfom

¢ Retke morfoloske varijante difuznog krupnocelijskog B limfoma

Dva glavna nedostatka aktuelne morfoloske podklasifikacije su nemogucénost predvidanja
ishoda i nedostatak reproducibilnosti medu doktorima. U evaluacijama baziranima iskljuc¢ivo
na morfologiji, neke studije su prijavile loSiju prognozu kod imunoblastne varijante dok su
drugi istrazivaci nasli suprotno (68, 69). Varijante DLBCL se mogu javiti kao jasan i Cist
slu¢aj ili kao mesavina nekoliko morfoloskih podtipova sa predominacijom jednog, Sto je
cesce.

1.141 Centroblastni difuzni krupnocelijski B limfom

Centroblastna varijanta je najces¢a (slika 4). Tumorske c¢elije nalikuju centroblastima
folikularnog centra. To su su srednje krupne i krupne limfoidne celije sa ovalnim ili
okruglastim vezikularnim jedrima finog hromatina. Imaju dva - tri jedarca uz jedarnu
membranu. Citoplazma je obi¢no oskudna, amfofilna ili bazofilna. U nekim slucajevima je
tumor monomorfan odnosno graden skoro u potpunosti od centroblasta. U veéini slucajeva je
tumor polimorfan, sa meSavinom centroblasta i imunoblasta (68, 70). Tumorske ¢elije mogu
imati lobulirana jedra, koja u retkim sluc¢ajevima mogu i da dominiraju, pogotovo u DLBCL
kostiju i drugim ekstranodalnim mestima.

1.14.2 Imunoblastni difuzni krupnocelijski B limfom

Preko 90% celija su atipi¢ni imunoblasti mehurastog jedra, finog hromatina, sa jednim
centralno postavljenim jedarcem i dosta bazofilne citoplazme (slika 5). Razlikovanje
imunoblastne varijante od centroblastne ima malu reproducibilnost medu patolozima a i kod
istog patologa sa vremenskom distancom je reproducibilnost mala (31).

1.14.3 Anaplasti¢ni difuzni krupnocdelijski B limfom

Anaplasti¢na varijanta se karakteriSe krupnim do veoma krupnim okruglastim, ovalnim ili
poligonalnim ¢elijama sa bizarnim pleomorfnim jedrima (slika 6). Mogu da li¢e na Hodgkin
i/ili Reed Sternberg celije i takode mogu da lice na tumorske Ccelije anaplastinog
krupnocelijskog limfoma. Celije mogu imati sinusoidni ili kohezivni nain rasta i mogu da
imitiraju nediferentovani karcinom (71). Bioloski i klini¢ki nisu povezani sa anaplasti¢nim
krupnocelijskim limfomom koji je porekla citotoksi¢nih T ¢Celija. Izrazita anaplazija se Cesto
javlja u sluc¢aju primarnog DLBCL kostiju.

14



1.14.4 Retke morfoloske varijante difuznog krupnodelijskog B limfoma

Retki slu€ajevi DLBCL mogu imati sluzno izmenjenu stromu ili fibrilarni matriks. Moguce je
formiranje rozeta, vretenaste neoplasticne celije ili izgled ¢elija tipa prstena pecatnjaka.
Mogu se nekada videti citoplazmatske granule, mikrovili ili meducelijski mostiéi.

Slika 5. Imunoblastni difuzni krupnocelijski B limfom. HE, 400x
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Slika 6. Anaplasticni difuzni krupnocelijski B limfom. HE, 400x

1.15 MOLEKULARNE PODGRUPE DLBCL

Difuzni krupnocelijski B limfom ima dve molekularne podgrupe (52) :

e Germinal centre B-cell-like (GCB)
e Activated B-cell-like (ABC)

Bazi¢na otkri¢a koja su sustinski promenila pristup klasifikaciji DLBCL potekla su iz rada
Alizadeh-a i kolega (51). Podgrupa nazvana GCB-like ima profil genske ekspresije kao B
¢elije germinativnog centra, a podgrupa nazvana ABC-like ima profil genske ekspresije
slican aktivisanim perifernim B ¢elijama (52). Podgrupe GCB i ABC reflektuju
fundamentalne razlike u ekspresiji stotina gena koji odgovaraju ne-neoplasti¢nim celijama
germinalnih centara limfnih folikula (GCB) ili postgerminalnim aktivisanim B limfocitima
(ABC). Ove podgrupe koreliraju sa posebnim genomskim promenama koje reflektuju nacin
onkogenske progresije, koreliraju sa razli¢itim hromozomskim aberacijama (72, 73). Uprkos
malim razlikama u razli¢itim GEP studijama (studijama genske ekspresije), koncept
podtipova GCB i ABC je $iroko prihvacen. (tabela 6)

Mozda najznacajnije otkrice u ovoj studiji su prognosticke implikacije. Podtipovi GCB i
ABC su manifestovali znacajne razlike u ukupnom prezivljavanju i prezivljavanju bez
komplikacija u eri pre primene rituximab-a. GCB tip je (nezavisno od IPl) imao zna¢ajno
bolji ishod, sa 5-ogodisnjim ukupnim prezivljavanjem 60% u odnosu na 35% za ABC tip
(52). Ove razlike ¢ini se budu minimalizovane primenom imunohemioterapije (74) ali neke
skorasnje studije su pokazale da se ovakve razlike u ishodu zadrzavaju i kod tretiranih
protokolom R-CHOP (75, 76).

GCB-like i ABC-like podgrupe DLBCL ne mogu biti morfoloski pouzdano prepoznate.
Korelacija izmedu podtipova DLBCL definisanih na osnovu genske ekspresije i onih
definisanih imunohistohemijskim analizama je varijabilna (47, 53).

16



Tabela 2. Genetske, molekularne i klinicke karakteristike ABC i GCB molekularnih podgrupa

difuznog krupnocelijskog B limfoma, prepoznate profilisanjem genske ekspresije

Karakteristike ABC GCB
t(14;18) 0 35%

3g amplifikacija 26% 0

9p amplifikacija 6% 0
12912 5% 20%
napredujuce IG mutacije ne da
BCL2 rearanziranje 0 20-25%
REL amplifikacija 0 15%
NFkB aktivacija da ne

5 godina prezivljavanja 15-30% 50-60%
znacajni detalji bolesti kasni relapsi

ABC, nalik aktivisanim B ¢elijama
GCB, nalik B ¢elijama folikularnog centra

1.16 IMUNOHISTOHEMIJSKE PODGRUPE DLBCL
Na osnovu imunofenotipa se difuzni krupnocelijski B limfom deli na:

e CD5 pozitivni DLBCL
e Germinal centre B-cell-like (GCB)
e Non-germinal centre B-cell-like (non-GCB)

Genetski pristup podeli DLBCL joS$ nije zaZiveo kao rutinska metoda i u€injeni su napori da
se nade dostupna i adekvatna zamena. Aktuelna je Hans-ova podela (Sema 1) upotrebom
antitela CD10, BCL6 i MUML1 (53, 77, 78). Slucajevi sa ekspresijom CD10 preko 30% celija
se uzimaju kao GCB tip, kao i slucajevi koji su CD10 -, BCL6 +, IRF4/MUML1 -. Ostale

kombinacije se racunaju kao non-GCB type (53).
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Sema 1. Algoritam upotrebe imunohistohemijskih analiza za odredivanje imunohisto-
hemijskog podtipa difuznog krupnocelijskog limfoma (GC ili non-GC) po Hansu i
saradnicima (53)

DLBCL
CD10+ CD10-
GCB / \
BCL6+ BCLS6-
/ \ Non-GCB
MUM1- MUMZ1+
GCB Non-GCB

Vecina studija se slaze da je MUMI (koji se eksprimira u oko 35% DLBCL) medusobno
iskljuciv sa CD10 ekspresijom. BCL6 se moze eksprimirati i u slu¢ajevima GCB-like i ABC-
like kao rezultat aktiviraju¢e promoter mutacije ili hromozomske translokacije. U ovim
slu¢ajevima nece reflektovati ¢elijsko poreklo.

Imunohistohemijski model se podudara 87% sa genskom ekspresijom GCB-like i 73% sa
genskom ekspresijom ABC-like DLBCL. Nedostatak podudarnosti od 20-30% sa genskom
ekspresijom govori da je potrebno inkorporirati dodatne imunohistohemijske markere radi
unapredenja prediktivne vrednosti ovog modela (47, 52).

CD5 pozitivni DLBCL se razlikuje od ostalih po imunohistohemijskoj ekspresiji CD5 bez
obzira na ostale markere. Nije jasno da li je u pitanju zaseban entitet ili varijanta DLBCL sa
loSom prognozom. Prisutna je malo vec¢a incidenca CD5+ DLBCL kod zena (1,2/1) za razliku
od malo vec¢e ucestalosti CD5- DLBCL kod muskaraca (1,4/1) (79). Ekspresija CD5 ne
implicira vezu sa hroni¢nom limfocitnom leukemijom ili mantle ¢elijskim limfomom.

Nije prisutna korelacija imunohistohemijskih podgrupa sa morfoloskim grupama niti utice na

terapijske protokole. Nema jo$ konsenzusa U vezi rutinskih imunohistohemijskih ispitivanja
za stratifikaciju predikcionih i terapijskih grupa.
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1.17 DIFUZNI KRUPNOCELIJSKI B LIMFOM, PODTIPOVI
1.17.1 DLBCL bogat T limfocitima / histiocitima (TCHRLBCL)

TCHRLBCL (T-cell / histiocyte rich large B-cell lymphoma) je varijanta DLBCL koju
karakteriSu mnogobrojni prisutni ne-neoplasticni T limfociti i/ili histiociti. TCHRLBCL
obuhvata manje od 10% DLBCL i najcesce se javlja kod sredovecnih i mladih muskaraca
(mediana 49 godina) (80, 81). Cesto zahvata duboke limfne &vorove retroperitoneuma, jetru,
slezinu i kostanu srz. Cedc¢e zahvata kostanu srz od drugih podtipova (82). Bolesnici su
obi¢no u uznapredovalom stadijumu bolesti prilikom dijagnoze. Cesto je prisutna rezistencija

na R-CHOP protokol.

Histoloska arhitektura zahvaéenog limfnog ¢vora je zbrisana (slika 7). Neoplasti¢ne celije
¢ine manje od 10% celularnosti i dispergovane su u gustoj populaciji malih T limfocita i/ili
podrucjima epiteloidnih histiocita. Morfologija tumorskih ¢elija je varijabilna. Nekada lice na
centroblaste ili imunoblaste, nekada na Reed Sternberg c¢elije, nekada imaju reznjevita jedra
nalik "popcorn" ¢elijama NLPHL (nodularni limfocit predominantni Hodgkin limfom) (80).
Cesto se oko limfomskih ¢elija nalaze klasteri histiocita i to moze pomoéi u dijagnozi (83).
Usled predominacije T limfocita tumorske celije se mogu prevideti na proto¢noj citometriji,
te je imunohistohemijska analiza preporuc¢ena u svim slu¢ajevima. CD20 i BCL6 su uvek
pozitivni, MUML1 je varijabilan, a CD5, CD10, CD30 i BCL2 su eksprimirani samo u malom
broju slucajeva. Imunofenotip prate¢ih zapaljenskih T limfocita je varijabilan, uglavnom
CD3+, CD5+, CD8+. Folikularna dendriticna mreza je odsutna u TCHRLBCL (84, 85).
Obicno su potpuno odsutni mali B limfociti, eozinofilni granulociti, plazmaciti 1 neutrofilni
granulociti.

TCHRLBCL je verovatno heterogeno oboljenje, ponekad povezano sa NLPHL. Ta dva
limfoma nekada koegzistiraju u istom limfnom ¢&voru. Nekada TCHRLBCL nastaje
transformacijom iz preegzistiraju¢eg NLPHL (84). Veci broj malih T limfocita i histiocita se
moze naci i u drugim DLBCL, ¢esto kod EBV LMP+, ali to ne treba dijagnostikovati kao
TCHRLBCL.

2 v“.'le
NS  H

Slika 7. Difuzni krupnocelijski B limfom bogat T limfocitima / histiocitima. HE, 200x
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1.17.2 Primarni DLBCL centralnog nervnog sistema

Difuzni krupnocelijski B limfom se moze javiti u CNS-u tokom sistemske diseminacije kod
imunosuprimiranih bolesnika (Cesto HIV+) ili kod imunokompetentnih bolesnika, medutim
primarni DLBCL CNS-a se dijagnostikuje ako se iskljuc¢i imunodeficijencija, intravaskularni
limfom i cerebralno zahvatanje sistemskim limfomom. Cesto se prezentuje neuroloskim
deficitima. Lokalizacija je najceS¢e supratentorijalna, moze biti multifokalan. Najbolje se
detektuje snimanjem nuklearnom magnetnom rezonancom (NMR). Vrlo retko se javljaju
ekstrakranijalne metastaze i zahvatanje koStane srzi. U biopsijima se najceS¢e vidaju
perivaskularna infiltracija parenhima klasterima tumorskih ¢elija i diskretno meningealno
Sirenje. Ograni¢ena mala biopsija mozga ponekad pokazuje samo nekrozu, penusave
makrofage i retke CD20+ ¢elije. Tumorske ¢elije su BCL2+, BCL6+ (60-100%), MUM1+
(90%) sa mutiranim IGH, §to je u skladu sa post germinalnim poreklom (86).

Osnovni tretman je visoka doza methotrexat-a intratekalno i iradijacija zahvacenog podrucja.
Prognoza im je znacajno popravljena uklju¢ivanjem methotrexat-a u terapijski protokol (87).

1.17.3 Primarni kutani DLBCL, noZni tip

Vec¢ina DLBCL koji zahvataju kozu su lokalizovani u dermisu, imaju indolentni kurs i mogu
lako biti tretirani hirurSkom ekscizijom i / ili radioterapijom. Prisutna je i agresivna forma
primarnog koznog DLBCL koji se prezentuje kao plavicasti ¢vori¢i na donjim
ekstremitetima, te se 1 zove noZzni tip (za razliku od trupa, glave i1 vrata koji su ceSce
zahvaéeni u indolentnim slu¢ajevima). Cesto je diseminovan ekstrakutano, ukljucujuéi
regionalne limfne ¢vorove. Nozni tip DLBCL ¢ini oko 20% primarnih B-celijskih limfoma
koze i javlja se uglavnom kod starijih Zena. Ima dosta losiju prognozu od ostalih DLBCL
(88). Petogodisnje prezivljavanje je samo oko 50%. Prisustvo mnogobrojnih tumorskih
¢vorica 1 brzo sistemsko $irenje su negativni prognosticki faktori.

Prisutna je difuzna infiltracija koZe bez zahvatanja epidermisa ili adneksa koze. Morfologija
moze biti imunoblastna ili centroblastna. Limfom je CD20+, CD790:+, skoro uvek BCL2+,
skoro uvek IRF4/MUM1+. BCL6 je uglavnom pozitivan a CD10 negativan (89).

1.17.4 EBV pozitivni DLBCL kod starijih

EBV pozitivni DLBCL kod starijih se definise kao DLBCL kod bolesnika starijih od 50
godina koji su EBV pozitivni, bez poznate imunodeficijencije ili prethodnog limfoma (18,
90). Zove se jos i senilni EBV-povezani limfoproliferativni poremecaj (15). Najverovatnije je
povezan sa deterioracijom imuniteta u odsustvu poznate imunodeficijencije ili limfoma. Sa
starenjem opada T celijski nadzor. Dijagnoza se dobija metodom iskljucivanja drugih
entiteta. Ova bolest je esktranodalna u 70% slucajeva i Cesto se javlja u kozi, plu¢ima,
tonzilama i zelucu, sa ili bez zahvatanja limfnih ¢vorova. Treba posumnjati na ovaj limfom
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uvek kada su prisutna podrucja sa Reed Sternberg-like ¢éelijama, polimorfni infiltrati sa
plazmacitoidnim osobinama i zonalne nekroze. Morfologija tumorskih ¢elija varira od
pleomorfnih krupnih B limfoidnih ¢elija do monomorfnih imunoblastnih DLBCL, sli¢no kao
u posttransplantacionim tumorima. Obic¢no je prisutna ekspresija CD20, visok proliferativni
indeks Ki-67, varijabilna ekspresija CD30, citoplazmatska restrikcija lakih lanaca se Cesto
vida, pogotovo kada su prisutna Siroka podruc¢ja imunoblasta i plazmablasta. EBV se obic¢no
detektuje EBER in situ hibridizacijom mada se u veéini sluCajeva moze detektovati i
imunohistohemijski antitelom EBV LMP LMP-1.

1.18 DRUGI LIMFOMI KRUPNIH B CELIJA
1.18.1 Primarni medijastinalni krupnocelijski B limfom (PMBL)

Primarni medijastinalni krupnocelijski B limfom (PMBL) ¢ini 6-10% DLBCL. Javlja se u
medijastinumu, pretezno kod mladih Zena i ima najbolju prognozu od svih DLBCL. Opisan je
kao entitet jos 1980. godine (91, 92). PMBL nastaje od timusnih B ¢elija (51, 93, 94). Ima
karakteristi¢ne klinicke osobine, morfologiju, imunofenotip i genetske osobine. Prisutna je
krupna medijastinalna tumorska masa (60-70% bolesnika), ¢esto sa infiltracijom (50%
bolesnika) pluca, gornje Suplje vene, pleure, perikarda, zida grudnog kosa, izazivajuéi kasalj,
bol, dispneu. Skoro nikada ne zahvata limfne ¢vorove (5, 95-98). U slucaju Sirenja van
medijastinuma i pleuralne duplje, zahvata bubrege, nadbubrezne Zlezde, jetru, centralni
nervni sistem, jajnike, $to nije infiltracija tipicna za DLBCL (99-101). Brz rast PMBL moze
zahtevati urgentnu intervenciju zbog sindroma gornje Suplje vene ili kompresije i ili invazije
pluca, perikarda i pleure, osobina koje ga razlikuju od medijastinalne prezentacije Hodgkin
limfoma. U slucaju relapsa zahvata i druga mesta, CNS, jetru, nadbubrezne zlezde, bubrege
(102). Primarni medijastinalni krupnocelijski B limfom vrlo retko metastazira u kostanu srzu,
do 2% (103). Obi¢no dobro odgovara na tretman i ima relativno dobru prognozu sa oko 50%
pacijenata sa relapsom i progresijom. Laktat dehidrogenaza je obi¢no signifikantno poviSena.
Samo 20% bolesnika su u stadiju 111 i 1V prilikom uspostavljanja dijagnoze.

Prisutna je difuzna proliferacija krupnih celija svetle citoplazme, cesto lobuliranih jedara.
Pleomorfija moze biti prisutna. Svetla citoplazma je izgleda artefakt formalinske fiksacije jer
se ne javlja kod upotrebe drugih fiksativa. Stroma je sklerozirana ali moze biti odsutna kod
brzo rastu¢ih tumora, ali se tada moZze javiti zonalna nekroza. Mogu se ponekad naéi ostaci
timusa (slika 8). PMBL ¢elije eksprimiraju CD20, PAXS5 i BCL6 sa MUMI1 pozitivnoséu do
75%. Vise od pola sluCajeva pokazuje bar fokalnu pozitivnost na CD30. Transkripcioni
faktori BOB1 i OCT2 su pozitivni. Cesta je ekspresija CD23. CD10 i CDI15 su obi¢no
negativni a EBER je uvek negativan. Genska ekspresija PMBL ima podudarnosti sa
klasi¢énim Hodgkin limfomom a donekle je razli¢ita od ostalih DLBCL (104, 105).

Zbog medijastinalne lokalizacije tumor se najéesée bioptira iglom. Biopsije su ¢esto vrlo
male i mehanicki ostec¢ene (crush artefakt) ili maskirane sklerozom. Crush artefakti i prateci
zapaljenski infiltrat otezavaju dijagnozu na malim biopsijama. Proto¢na citometrija ima
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ograniCenu dijagnosticku vrednost zbog skleroze 1 Cestog nedostatka povrSinskih
imunoglobulina na tumorskim ¢elijama.

.- -'ov

Slika 8. Primarni medijastinalni krupnocelijski B limfom. HE, 400x

1.18.2 Intravaskularni DLBCL

Ovo je vrlo retka forma ekstranodalnog DLBCL sa karakteristiénim intravaskularnim
nac¢inom rasta koji moze biti dijagnostikovan slucajno tokom biopsije iz drugih razloga.
Najées¢e se javlja u kozi i mozgu mada se moze javiti u bilo kojem organu. Cesto se
manifestuje simptomima vaskulitisa 1 tromboze u razli¢itim organima kao mozak (Slog),
pluéa (pneumonija i pluéna embolija), bubreg (infarkcija ili bubrezna insuficijencija),
nadbubreZne zlezde (endokrini poremecaji), ili koza. Mada se bolest ¢eSce javlja u nekim
organima, bolest je sistemska i kostana srz je zahvacena u skoro svim slucajevima. Kasnjenje
dijagnoze zbog diskretne i ZzariSne prirode intravaskularnih infiltrata cesto dovodi do
terminalnog stadijuma i smrtnog ishoda pre pocetka hemioterapije. Vecina slucajeva ima
imunoblastnu ili anaplastiénu morfologiju i ekspresiju CD20, BCL2 i MUML1, u skladu sa
post germinalnim poreklom tj poreklom od aktivisanih B limfocita. Iskustva sa upotrebom
rituximab-a deluju obecavajuée a pogotovo u kutanim intravaskularnim limfomima (106,
107). Opisani su i slu¢ajevi sa CD3 pozitivnos$¢u i oni su rezistentni na terapiju (108, 109).

1.18.3 DLBCL povezan sa hroni¢nom inflamacijom

Pojava EBV pozitivnog DLBCL kod bolesnika sa neprekidnom hroni¢nom gnojnom
inflamacijom je prvo prepoznata u Japanu kod pacijenata sa piotoraksom. Ovaj se limfom
obi¢no javlja nakon 10-20 godina perzistentne gnojne inflamacije. Danas su registrovani i
nakon hroni¢nog osteomijelitisa, hroni¢nih koznih i venskih ulceracija, okolo proteza i
metalnih implanta. Tumor infiltruje gustu fibroznu opnu Supljina ili kapsulu zglobova i
manifestuje fokalna gnezda EBER+ i EBV LMP+ krupnih B ¢elija. Prognoza je losa (110).
HirurSka kompletna resekcija tumora unapreduje prezivljavanje ali je prognoza losa, moguce
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zbog kasne dijagnoze. Cesto imaju aberantan imunofenotip sa ekspresijom i B i T markera
Sto izaziva konfuziju.

1.18.4 Limfomatoidna granulomatoza (LyG)

Limfomatoidna granulomatoza je u Kklasifikaciji SZO opisana kao proliferacija zrelih B
limfocita nesigurnog malignog potencijala. To je ekstranodalni EBV pozitivni B ¢elijski
limfoproliferativni poremecaj koji se prezentuje multifokalnim angiocentri¢énim i
angiodestruktivnim lezijama, uglavnom zahvataju¢i pluc¢a (obostrani nodusi u srednjem i
donjim reznjevima), kozu (vise nodusa ili ulceracija), centralni nervni sistem, rede bubrege ili
jetru, retko limfne évorove. Cesto dovodi do infarkcija. Javlja se u irokom uzrasnom opsegu
ali najceS¢e kod muskaraca srednjih godina. Povezano je sa imunokompromitacijom kod
mnogih bolesnika.

Tumorske ¢elije su B limfociti, angiocentri¢ni i angiodestruktivni, EBV+ i praéeni gustim
infiltratom ne-neoplasti¢nih T limfocita i / ili makrofaga. Limfoidne celije su krupne i
redovno pozitivne na CD20, CD30, EBER i EBV LMP. Prognoza zavisi od histoloskog
gradusa, sa progresijom bolesti koja se manifestuje umnozavanjem EBV+ tumorskih ¢elija i
smanjenjem broja reaktivnih CD4+ T limfocita. Prognoza je mnogo bolja od kada je
shvacena prava priroda procesa (111).

Gradus 1: manje od 5 EBV+ krupnih B ¢elija po vidnom polju velikog uveéanja, retko
nekroze

Gradus 2: 5-20 EBV+ krupnih B ¢elija po vidnom polju velikog uveéanja, nekroza se ¢esce
vida

Gradus 3: veliki broj EBV+ krupnih B ¢elija koje ¢ine konfluentna podrudja fokalno,
varijabilan broj malih T limfocita, nekroza se uobicajeno javlja.

B celije gradusa 2 i 3 su obicno klonalne. Bolesnici obi¢no imaju naslednu ili stecenu
imunodeficijenciju ili o$te¢en imunitet.

1.18.5 ALK pozitivni DLBCL

Ovo je veoma redak limfom. Cini manje od 1% difuznih krupnocelijskih B limfoma. Zovu ga
jos 1 ALK pozitivni plazmablastni limfom. Javlja se u svim uzrasnim grupama ali je najcesci
kod muskaraca mladeg i srednjeg doba. Prezentuje se u uznapredovalom stadijumu, najcesce
nodalno, nekad sa medijastinalnim zahvatanjem. Ekstranodalno se moze javiti u mekim
tkivima, nazofarinksu, Zelucu, jeziku i kostima. Tok je agresivan (112).

ALK pozitivni DLBCL ima sinusoidnu distribuciju u limfnom ¢&voru ili formira krupne
tumorske ¢vorove tako da imitira karcinom i melanom, makroskopski i mikroskopski.
Tumorske ¢elije su relativno uniformne i imaju imunoblastnu morfologiju ili mogu izgledati
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kao plazmablasti. Citoplazma je obilnija, bazofilnu ili amfofilnu. Mogu imati vile (resice) na
membrani.

ALK pozitivni DLBCL je negativan za B-¢elijske i T-celijske markere, kao i za CD45 i
CD30. Prisutna je snazna citoplazmatska pozitivnost na ALK-1. Prisutna je ekspresija
plazmacelijskih antigena kao $to su CD138, CD38, MUM1 i EMA (113). Celije mogu
fokalno eksprimirati citoplazmatski IgA (retko IgG), CD4, CD43 i CD57. Najéesca genetska
abnormalnost je translokacija t(2;17)(p23;923). Nije osetljiv na rituximab zbog CD20
negativnosti.

1.18.6 Plazmablastni DLBCL

Plazmablastni DLBCL (114) je tipi¢no ekstranodalni i ekstramedularni limfom. Zahvaéenost
limfnih ¢vorova je veoma retka i to uglavhom kod starijin bolesnika koji nemaju
identifikovanu imunodeficijenciju. Inicijalno se mislilo da se javlja samo u orofarinksu kod
pacijenata sa AIDS-om ili nekom drugom imunodeficijencijom. Plazmablastni DLBCL se
medutim javlja i u gastrointestinalnom traktu, kostima, mekim tkivima i kod bolesnika koji
nemaju HIV infekciju (115, 116). Imaju agresivan kurs (117).

Morfologija je imunoblastna ili plazmablastna ali je citoplazma eozinofilnija a jedro moze
biti ekscentri¢no postavljeno. Ima specifican imunofenotip Koji je negativan za pan B-celijske
markere i tipi¢no pozitivan na CD138. Ekspresija EBV je prisutna kod 60% bolesnika (EBER
i EBV LMP) ali su HHV8-. Neki bolesnici mogu imati nizak nivo serumskih paraproteina,
obi¢no IgG ili lambda. Tumorske Ccelije samo ponekad manifestuju citoplazmatski
imunoglobulin na imunohistohemijskim analizama.

1.18.7 Krupnoéelijski B limfom nastao u multicentri¢noj Castleman-ovoj bolesti
povezanoj sa HHV8

Ovo je primarno nodalni plazmablastni limfom koji nastaje u multicentricnoj Castleman
bolesti. Kod manjeg broja bolesnika moze se diseminovati u gastrointestinalni trakt, jetru,
pluca ili preci u leukemijsku fazu. Predstavlja monoklonalnu proliferaciju HHV8 inficiranih
¢elija koje podsecaju na plazmablaste i eskprimiraju IgM. Jedini je poznati limfom izricito
povezan sa HHV8 a bez EBV ko-infekcije. Rane lezije se manifestuju kao monotipske IgM+,
lambda+ plazmablastne proliferacije lokalizovane u mantle zonama folikula u multicentri¢noj
Castleman bolesti, koje prelaze u mikroskopske agregate (micro-lymphoma) i eventualno u
pravi limfom sa konfluentnim podru¢jima tumorskih celija (118). Tumorske celije
eksprimiraju CD20 (slabo) i MUML1, ali su negativni PAX5 i CD138. Vrlo je slican
plazmablastnom limfomu (119, 120). Krupnocelijski B limfom u okviru HHVS8 pozitivne
multicentricne Castleman-ove bolesti je vrlo agresivan i obi¢no je povezan sa HIV
infekcijom. Kaposi sarcoma se cesto javlja kod bolesnika sa ovom formom limfoma i
primarnim efuzionim limfomom.
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1.18.8 Primarni efuzioni limfom

Primarni efuzioni limfom je takode poznat kao limfom telesnih Supljina i veoma je agresivan
ekstranodalni tumor. Primarni efuzioni limfom se prezentuje masivnom seroznom efuzijom u
jednoj ili viSe telesnih Supljina (pleuralni prostor, perikard, peritoneum) bez prisutne
tumorske mase, limfadenopatije ili organomegalije (121). Cesto koegzistira sa Kaposi
sarkomom. Ne metastazira u kostanu srz. Postoje i sli¢ni tumori ekstrakavitalno u tkivima i
opisuju se kao ekstrakavitalni primarni efuzioni limfom (122).

Primarni efuzioni limfom ima imunoblastnu ili anaplasticnu morfologiju a Cesto je veoma
pleomorfan. Vecina pan B-Celijskih markera se ne eksprimira, ali se eksprimiraju CD45,
MUM1, CD38 i CD138. Varijabilno su eksprimirani CD30, EMA i CD79a . Povezan je sa
HHV8 infekcijom a velika vecina slucajeva je takode pozitivna na EBV LMP i EBER.

1.19 ISHODISTE DLBCL, SUMIRANO

Prema klasifikaciji WHO iz 2008 godine, klini¢ki podtipovi DLBCL koji se javljaju
ekstranodalno su:

= DLBCL, NOS

= primarni DLBCL CNS-a,

» primarni kutani DLBCL, nozni tip,

= primarni medijastinalni (timusni) krupnocelijski B limfom,

= intravaskularni krupnocelijski B limfom,

= plazmablastni limfom,

= DLBCL povezan sa hroni¢nom inflamacijom,

= limfomatoidna granulomatoza i

= primarni efuzioni limfom.

Podtipovi DLBCL koji zahvataju limfni ¢vor su:
= DLBCL, NOS
= TCHRLBCL,
= EBV pozitivni DLBCL starijih,
= ALK pozitivni DLBCL,
= krupnocelijski B limfom u HHVS pozitivnoj multicentri¢noj Castleman-ovoj bolesti.

1.20 GRANICNI SLUCAJEVI

1.20.1 B éelijski limfomi, neklasifikovani, sa osobinama izmedu DLBCL i
Burkitt limfoma (BL)

To je heterogena kategorija gde se nalaze slucajevi agresivnih B limfoma koji se ne uklapaju
u kriterijume za klasi¢ni Burkitt limfom niti za DLBCL. B-¢elijski markeri su pozitivni,
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CD20+, PAX5+, takode CD10+, BCL6+, Ki-67 preko 95%, ali je BCL2 negativan. Cesto je
prisutna MYC translokacija. Genetski su prisutne osobine i Burkitt limfoma i DLBCL.
Slucajevi sa tipicnom morfologijom i1 imunofenotipom BL ali bez identifikovane MYC
translokacije takode spadaju u ovu grupu i predstavljaju dijagnostic¢ki izazov. Oni bi se mogli
klasifikovati kao BL, pogotovo kod mladih pacijenata, gde moze biti benefita od agresivne
hemioterapije.

2,5% slucajeva DLBCL mogu imati obe translokacije t(8;14) i t(14;18) i takvi "double hit"
slucajevi imaju veoma loSu prognozu. ,,Double hit lymphomas® (DHL) su limfomi sa
multiplim genskim poremecajima od kojih je uvek jedan u zoni MYC gena, dok je drugi
najcesc¢e BCL2, nesto rede BCL6, a jos rede CCND1 1 drugi geni. Priblizno 20% slucajeva sa
MYC translokacijom imaju konkurentnu IGH-BCL2 translokaciju i/ili BCL6 translokaciju ili
obe (47, 123). Ovi slucajevi obi¢no imaju visoku proliferaciju (>90% Ki-67+). U sustini
,double hit* je neprecizan termin jer uz promene u MYC genu cesto budu udruzene jos dve
ili tri genetske abnormalnosti. Obi¢éno DHL nastaju de novo i minimalan broj nastaje
transformacijom iz limfoma nizeg stepena malignosti. Najveéi broj bolesnika je u
uznapredovalom stadijumu bolesti.

1.20.2 B celijski limfomi, neklasifikovani, sa osobinama izmedu DLBCL i
klasi¢nog Hodgkin limfoma

Ova kategorija obuhvata dijagnosticko preklapanje izmedu PMBL i klasi¢nog Hodgkin
limfoma kod mladih odraslih ljudi sa medijastinalnom masom. U vecini slu¢aja ¢e tumorske
¢elije biti krupnije 1 pleomorfnije nego u tipicnom PMBL ali im nedostaje klasi¢ni izgled
Reed-Sternberg ¢elija. Mogu snazno eksprimirati B c¢elijske markere kao CD20 i
transkripcione faktore PAX5, BOB1 i OCT2 zajedno sa CD30. Teskoce u klasifikaciji se
javljaju i kada se javljaju Siroka podrucja proliferacije krupnih atipi¢nih limfoidnih ¢elija sa
imunofenotipom nalik Hodgkin limfomu (CD20-, CD15+), ili obrnuto sa histoloskim
izgledom Hodgkin-ovog limfoma nodularne skleroze ali sa imunofenotipom CD20+,
CD790+, CD45+, CD15-. U nekim sluc¢ajevima gde postoje zasebna podrucja koja izgledaju
kao klasi¢ni Hodgkin limfom i1 kao DLBCL, tumor je mozda bolje klasifikovati kao
kompozitni limfom. Ovi grani¢ni slu¢ajevi verovatno reflektuju podeljenu biologiju, imajuci
u vidu da su genetske studije pokazale molekularna preklapanja izmedu klasi¢nog Hodgkin
limfoma i PMBL (124). Genetski PMBL je blizi klasi¢nom HL nego DLBCL (104).

1.21 DIFERENCIJALNA DIJAGNOZA

Morfoloska diferencijalna dijagnoza DLBCL ukljuéuje brojna oboljenja, a najcesce:
= Burkitt-ov limfom,
= plazmablastni mijelom,
= blastoidni mantle ¢elijski limfom,
= anaplasti¢ni krupnocelijski limfom,
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= folikularni limfom gradus 3b,
= klasi¢ni Hodgkin-ovi limfomi,
= histiocitni limfom,

= nediferentovani karcinomi,

= melanom,

= infektivna mononukleoza,

= Kikuchi limfadenitis,

= timomi,

= seminom.

Razlikovanje Burkitt-ovog limfoma i DLBCL visokog gradusa moze biti teSko, s obzirom da
jedan deo DLBCL moze imati preklapanje imunofenotipskih i citogenetskih abnormalnosti,
ukljucujuéi t(8;14)(q24;932) koja zahvata i MYC gen translokaciju na 8q24, sto je prikazano
u poglavlju o grani¢nim slu¢ajevima DLBCL. Prisustvo dodatnih citogenetskih
abnormalnosti kao $to je rearanziranje BCL6 gena ili t(14;18)(q32;924) govori u prilog
agresivnhog DLBCL. Plazmablastni mijelom ima karakteristi¢ni trijas osteolitickih lezija,
plazmacitoze i prominentne monoklonalne gamapatije, kao i ekspresije citoplazmatskih
imunoglobulina, a tipi¢no je EBV LMP i EBER negativan. CD5 pozitivni difuzni
krupnocelijski limfomi se razlikuju od blastoidne varijante mantle limfoma odsustvom Cyclin
D1 ekspresije (79, 125). Anaplasti¢ni krupnocelijski limfom je CD20 negativan i difuzno
snazno CD30 pozitivan. Folikularni limfom gradus 3a se lako razlikuje prisustvom
morfoloski tipi¢nih podruc¢ja sa centrocitima i centroblastima (viSe od 15 centroblasta po
vidnom polju velikog uveli¢anja). Folikularni limfom gradusa 3b se tesko razlikuje od
DLBCL jer ima podrucja gradena iskljuCivo od centroblasta, a pogotovo na manjim
bioptickim uzorcima. Klasi¢ni Hodgkin limfomi imaju tipi¢an prateci zapaljenjski infiltrat i
posebnu morfologiju neoplasti¢nih ¢elija sa imunofenotipom CD30+, CD15+, MUMI+,
CD20 varijabilno. Pored toga Reed-Sternberg ¢elije i Hodgkin Celije prakti¢no nikada nisu
prisutne u toliko velikom broju kao tumorske ¢elije DLBCL. Histiocitni limfom manifestuje
hemofagocitni sindrom i ima tipi¢an imunofenotip svojstven makrofagima, sa negativnim
panB markerima. Karcinomi i melanomi mogu biti lako izdiferencirani upotrebom
imunohistohemijskih analiza s obzirom da su karcinomi cytokeratin pozitivni a melanomi
S100+, HMB-45+ i Melan A+. Infektivna mononukleoza nije monoklonalna
limfoproliferacija, o¢uvana je osnovna grada limfnog ¢vora, ima tipi¢nu klini¢ku sliku i
seroloske analize. Kikuchi limfadenitis ima tipi¢nu klini¢ku sliku, tipiénu morfologiju, nema
monoklonalnosti. Timomi su prozeti mrezom citokeratina i infiltrovani su TdT pozitivnim T
limfocitima sa malo B limfocita (126). Seminom ima tipi¢an imunofenotip. Moguce je da
neki limfomi na proto¢noj citometriji deluju krupnocelijski a na mikroskopu ne, kao na
primer limfom marginalne zone. Uvek je potrebno detaljno analizirati i korelirati sve
dostupne analize i podatke.
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1.22 PROGNOZA | PREDIKTIVNI FAKTORI

Prognoza je oc¢ekivani tok bolesti a predikcija o¢ekivani odgovor na terapiju. Prognoza je vrlo
vazna za lekare, za bolesnika i za familiju kako bi se najbolje organizovali. Varijabilnost u
prezivljavanju je izazov za doktore koji traze bolji tretman i imaju potrebu za predvidanjem
ishoda. Bolja predikcija je neophodna za dizajn i stratifikaciju klini¢kih trajala, uniformno
prijavljivanje i evaluaciju rezultata. Razumevanje biomarkera predikcije moZze biti osnova za
bolju terapiju. Da bi neki biomarker bio koristan i upotrebljiv u rutinskoj klinickoj praksi
mora biti jednostavan za Klini¢ku upotrebu i imati visok stepen razdvajanja rizi¢nih grupa.
Prediktivna vrednost mora biti nezavisna od drugih poznatih prognostickih faktora u
multivarijabilnoj analizi 1 mora biti potvrdena u dobro dizajniranim prospektivnim studijama.
Potrebno je razumeti da prognosticki faktori mogu da zavise od terapeutskog pristupa i stoga
mogu pretrpeti znacajne promene tokom vremena i reflektuju progres tretmana. Stoga
uvodenje novih terapija zahteva ponovnu evaluaciju klinicke primenljivosti prethodno
vazecih prognostickih faktora. Uvodenjem rituximab-a neki su prognosticki faktori izgubili
na znacaju a novi se traze. Do danas ni jedan prognosticki parametar nije izdrZzao zub
vremena.

1.221 Klini¢ki faktori

Prognosticki faktori oslikavaju biolosku heterogenost limfoma. Biolosku heterogenost tek
pocinjemo da razumemo. DLBCL je klini¢ki agresivan i obi¢no dovodi do smrtnog ishoda
unutar 1-2 godine ukoliko nije leCen. Potencijalno je izleCiv a pogotovo kod bolesnika u
niskom stadijumu i sa niskim IPI score-om (Internacionalni Prognosticki Indeks). Kompletna
remisija se moZe posti¢i kod dve tre¢ine bolesnika ali jedna tre¢ina od njih ¢e imati relaps.
Pacijenti koji ne postignu kompletnu remisiju umiru od ove bolesti. Medutim svaki DLBCL
podtip ima razli¢ite nafine reagovanja na terapiju, relaps ili napredovanje bolesti.

Za odredivanje stadijuma je tradicionalno koris¢en Ann Arbor sistem klasifikacije (tabela 3),
originalno dizajniran za limfome ali je imao malu efikasnost u predikciji visegodiSnje

prognoze (127).

Tabela 3. Ann Arbor klasifikacija stadijuma limfoma

Stadijum |
Zahvatanje jedne regije limfnih ¢vorova ili jednog ekstranodalnog organa

Stadijum 11

Zahvatanje dve ili viSe regija limfnih ¢vorova sa iste strane dijafragme ili lokalizovano
zahvatanje ekstranodalnog organa i jedna ili viSe regija limfnih ¢vorova sa iste strane
dijafragme

Stadijum 111
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Zahvatanje limfnih ¢vorova sa obe strane dijafragme, sa ili bez lokalizovanog zahvatanja
ekstranodalnog tkiva ili organa, slezine ili oba

Stadijum 1V
Difuzno ili diseminovano zahvatanje jednog ili vise udaljenih organa, sa ili bez zahvatanja

limfnih ¢vorova

Telesna temperatura preko 38°C, no¢no znojanje 1/ ili gubitak tezine preko 10% tokom Sest
meseci se zovu sistemski simptomi 1 oznacavaju se sufiksom B a asimptomatski pacijenti se
oznacavaju sufiksom A.

Mada je u Sirokoj primeni Ann Arbor sistem ima i mane jer se ne uzima u obzir veliina
tumorske mase (eng. bulk) a ona ima prognosticki i terapijski znacaj. Pacijenti sa manjom
tumorskom masom imaju bolju prognozu. Bulk se definiSe kao tumorska masa vec¢a od 10cm
ili medijastinalna masa veta od tre¢ine dijametra grudnog koSa. Pacijenti sa velikom
tumorskom masom (bulk) i malom tumorskom masom mogu biti u istom stadijumu ali
optimalna terapija se moze dosta razlikovati (128).

Organizacija "The International Non-Hodgkin’s Lymphoma Prognostic Factors Project" je na
uzorku od nekoliko hiljada bolesnika analizirala predterapijske klinicke prognosticke faktore
koji bi na predvidljiv nacin prikazali verovatni ishod bolesti (129-131). Pronadeno je pet
nezavisnih predterapijskih klinickih faktora. Godine starosti (<60 u odnosu na >60), tumorski
stadijum 1 i 1l (lokalizovano) u odnosu na stadijume Ill i IV (uznapredovala bolest), broj
zahvacenih ekstranodalnih regija (1 u odnosu na >1), "performance status” (tabela 4) (0 ili 1 u
odnosu na >2), 1 serumski nivo LDH (normalni u odnosu na abnormalni).

Tabela 4. Performance status, gradacija (ECOG, Eastern Cooperative Oncology Group)

0 Potpuno aktivan

1 Ogranicen u fizicki teZim aktivnostima

2 Sposoban za brigu o sebi ali nesposoban za bilo koju radnu aktivnost

3 Ograni¢eno sposoban za brigu o sebi, vezan za postelju ili stolicu preko 50% budnog
vremena

4 Potpuno nesposoban. Ne moZe se brinuti o sebi. Vezan za postelju ili stolicu

Upotrebom ovih pet faktora bolesnici mogu biti svrstani u jednu od cetiri grupe rizika,
baziranih na broju riziko faktora. Svaki od ovih faktora nosi jedan bod i sabiranjem se dobija
IP1 score. (tabela 3) Bolesnici sa IP1 score-om 0-1 imaju 5-ogodi$nje prezivljavanje vece od
70%. Medutim, bolesnici sa score-om 4-5 imaju dramaticno nize 5-ogodisSnje prezivljavanje,
svega oko 20% (6). Nizak rizik (0 ili 1), nizi srednji rizik (2), visi srednji rizik (3), visok rizik
(4 ili 5). Internacionalni prognosticki indeks IPI je predlozen 1993. godine i od tada je
prihvacen kao jedan od najboljih prediktora ishoda (6).

Tabela 5. Internacionalni Prognosticki Indeks (IPI) za agresivne limfome
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Nepovoljni parametri

Stariji od 60 godina

Slab performance status (ECOG>2)
Uznapredovali Ann Arbor stage (111-1V)
Ekstranodalno zahvatanje >2 mesta
Visoki serumski LDH (>normalno)

Rizi¢ne grupe Nepovoljni parametri
svi pacijenti mladi od 60 god.*
nisko Oilil 0
niski / srednje 2 1
visoko / srednje 3 2
visoko 4ili 5 3

*U pacijenata mladih od 60 godina, godinama prilagodeni internacionalni prognosticki
indeks (aalPl) je racunat sa tri nepovoljna parametra koja ukljucuju slab performance status,
uznapredovali Ann Arbor stage i visoki serumski LDH

Lose prezivljavanje povezano sa istovremenim zahvatanjem kosStane srzi (132) je nezavisno
od IPI skora (32, 133).

Uvodenjem rituximab-a unapreden je ishod bolesti kod svih IPI kategorija ali benefit nije
ravnomerno rasporeden. Potrebna su i dalja istrazivanja da bi se odredili faktori koji bi
omogu¢ili dalju stratifikaciju bolesnika i modifikaciju terapije (57, 134, 135).

1.22.2 Morfoloski faktori

Nema jasne povezanosti morfoloSkih kategorija DLBCL sa prognozom 1 predikcijom.
Osnovni problem je verovatno u (ne)reproducibilnosti morfoloske podele. Neke studije su

pronasle bolju prognozu kod centroblastne varijante a neke nisu. Ima mnogo kontroverznih
izvestaja o prognostickom uticaju imunoblastnih osobina (6, 68, 69, 136, 137).

1.22.3 Imunohistohemijski faktori
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Imunohistohemija je ponudila kontradiktorne rezultate, sugeriSu¢i trenutni nedostatak
idealnog seta markera za predikciju i prognozu kod bolesnika sa DLBCL (77, 138). Upotreba
imunohistohemijskih panela radi podele u prognosticke grupe se koristi ali jedan od glavnih
ograni¢avajucih faktora je opsezno dokumentovani problem sa reproducibilnos¢u izvedbe i
interpretacije nekih imunohistohemijskih bojenja (139, 140). Vecina imunohistohemijskih
prognosti¢kih markera kod DLBCL su proucavani pre uvodenja rituximab-a u terapiju, dok je
primenjivan samo protokol CHOP. Imajuéi to u vidu prognosti¢ki znacaj ovih otkri¢a treba
ponovo evaluirati.

Visoka ekspresija CD20 omogucava primenu rituximab-a (anti CD20 monoklonalno antitelo)
koji dovodi do napretka u prezivljavanju bez komplikacija i prezivljavanje je produzeno do
15% (57, 63, 134, 141).

Visok proliferativni indeks ustanovljen pomoc¢u imunohistohemijske analize Ki-67 je prema
nekim istraZivanjima povezan sa losijim prezivljavanjem i brzim tokom bolesti (142). Ima i
studija koje nisu potvrdile prognosticku vrednost Ki-67 indeksa (77, 143-145). Visok

Kombinacija CD10, BCL6 i IRF4/MUM1 ekspresije, takozvani ,,Hans classifier”, je (najSire
prihva¢eno) ponudeno resenje za podelu DLBCL na one sa boljom i loSijom prognozom.
Navedeno je da su CD10 i BCL6 u pozitivnoj korelaciji sa boljim ishodom a IRF4/MUML sa
losijim, $to je potvrdeno nekim studijama ali ne i drugima (53, 74, 77, 146-150).
Prognosticke razlike izmedu ova dva glavna podtipa DLBCL, GCB i non GCB treba ponovo
evaluirati u svetlu danasnjih terapijskih protokola s obzirom da su te razlike ustanovljene u
eri pre primene rituximab-a.

Prognoza CD5 pozitivnog DLBCL je losija od oba prethodna podtipa. Visoka ekspresija CD5
je povezana sa visokom ekspresijom BCL2 gena, Cestim CNS relapsom i loSom prognozom
(73, 151, 152).

Visok nivo BCL2 proteina se javlja u 25 do 80% slu¢ajeva i Cini se da je povezano sa loSijom
prognozom (138, 153). Dodavanje anti CD20 antitela Rituximab-a terapijskom protokolu je
izuzetno unapredilo preZivljavanje pacijenata obolelih od DLBCL 1 sude¢i po izveStajima
izgleda eliminisalo negativni uticaj ekspresije BCL2 i pozitivni uticaj ekspresije BCL6 na
klinicki ishod (55, 144, 154-156).

Pacijenti sa EBV inficiranim DLBCL imaju losiji klini¢ki ishod od pacijenata sa EBV
negativnim DLBCL (18).

1.22.4 Molekularni faktori
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Bioloski mehanizmi u osnovi patogeneze DLBCL uklju¢uju odnose mnogobrojnih gena,
signalnih puteva i regulatornih procesa (157). Molekularna i ¢elijska varijabilnost je u osnovi
razli¢itog klinickog ponasanja DLBCL. Pokusalo se sa identifikacijom pojedinac¢nih gena u
smislu prognostickih biomarkera ali to ne moze reflektovati kompleksne promene
multigenskih procesa kakvi se vidaju u ovim tumorima (147). Neophodni su dijagnosticki
postupci koji simultano ispituju mnogobrojne komponente bioloskih procesa i vode ka
najboljoj terapiji za svakog pojedinacnog bolesnika. Standardne patoloske tehnike ne
otkrivaju pouzdano senzitivnhost na hemioterapiju i1 ishod za pojedinacne pacijente.
Profilisanje genske ekspresije je dalo znacajan uvid u biologiju DLBCL, daju¢i bolju
biolosku klasifikaciju tumora koji su homogeniji po patogenezi i klinickom ponasanju. Veliki
broj markera je ispitivan i mada su pokazali odredenu prognosticku i prediktivnu vrednost,
jos uvek nisu napravljeni novi prognosticki skorovi koji se baziraju na molekulskoj prognozi
(158).

Pacijenti sa molekularnim GCB podtipom DLBCL imaju prema nekim studijama bolji
klini¢ki ishod od podtipa ABC (47, 52) dok su druge studije konstatovale da nema razlike u
prognozi u zavisnosti od c¢elija porekla (GCB ili ABC) (159). Podela DLBCL na genetske
podtipove GCB 1 ABC korelira sa prezivljavanjem nezavisno od klinickih faktora
posmatranih u IPI score-u i drugih poznatih faktora rizika (159). U nekim studijama BCL6
translokacija je bila povezana sa boljom prognozom (43, 44, 160-165). Translokacija
t(8;14)(q24;q32) koja je obicno povezana sa Burkitt-ovim limfomom se takode moze
povremeno videti u DLBCL i povezana je sa drugim genetskim abnormalnostima, ukljucujuci
t(14;18) 1 povezana je sa loSim op$tim prezivljavanjem (166). Visoko rizi¢ne genetske
promene u DLBCL ukljucuju i kariotip, MYC translokaciju i TP53 deleciju ili p53 mutaciju.

U eri imuno-hemioterapije (rituximab plus CHOP) prognosti¢ke prednosti ili nedostaci
pojedinih molekularnih markera su minimizirani. Negativni uticaj rearanziranja BCL2 je
znacajno ublazen, kao i nepovoljan ishod u ABC podtipu DLBCL (154).

Tabela 6. Odabrani proteinski / molekularni markeri sa klinickim prognostickim znacajem za
difuzni krupnocelijski B limfom (144, 154, 167)

prognosti¢ki znacaj

marker terapijski protokol CHOP terapijski protokol R-CHOP
BCL2 nepovoljan unapredeno, kao BCL2 negativno
BCL6 povoljan BCLG6 negativni su unapredeni
ABC podtip nepovoljan unapredeno, slicno GCB podtipu
MUM1 nepovoljan nepoznato

p53 mutacija nepovoljan nepovoljan
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1.23 NAJCESCE KORISCENI IMUNOHISTOHEMIJSKI MARKERI U
DIJAGNOSTICI DLBCL

Najcesce koris¢eni imunohistohemijski markeri u dijagnostici DLBCL su: CD20, CD10,
BCL6, MUML1, CD5, BCL2, CD30, Ki-67 i EBV LMP (ako ustanova ne poseduje EBER -
Epstein-Barr in situ hibridizaciju). Koristi se ponekada i CD43.

1.23.1 CD20

CD20 je transmembranski neglikozilisani fosfoprotein enkodiran sa MS4A1 na hromozomu
11g12. CD20 ima direktnu ulogu u transmembranskom transportu kalcijumovih jona kod B
¢elija, Sto indikuje mogucu funkciju u regulisanju proliferacije i diferencijacije (168). CD20
ima ekspresiju delom na prekursornim B ¢elijama i punu ekspresiju na zrelim B ¢elijama, ali
se gubi tokom diferencijacije ka plazma ¢elijama i analogno na limfomima tog porekla (168,
169). Markira ¢elijsku membranu. Posto je povrSinski membranski antigen CD20 se ¢esce
snaznije boji u biopsijama koje u izvesnoj meri imaju artefakt sakupljanja, a moze se slabije
obojiti u dobro fiksiranim tkivima. Vrlo je znacajan za terapiju jer predstavlja cilj delovanja
monoklonalnog anti CD20 antitela Rituximab.

1.23.2 CD10

CD10 poznat i kao common acute lymphoblastic leukemia antigen (CALLA) je neutralna
endopeptidaza (cink zavisna metaloproteinaza) enkodirana sa MME na hromozomu 3g25.
Aktivacija CD10 zavisi od vezivanja cinka 1 reguliSe B ¢elijsku proliferaciju i diferencijaciju,
redukuje inflamatorni odgovor i enkefalinom izazvanu analgeziju. CD10 je antigen
eksprimiran na normalnim i1 malignim ¢elijama hematopoeznog porekla i na nekim ¢elijama
nehematopoeznih tkiva. Nalazi se na pro B i pre B ¢elijama i na zrelim B limfocitima
germinalnog centra. Ekspresija je na ¢elijskoj membrani. Ekspresija CD10 ima prognosti¢ki
znacaj u DLBCL i pozitivno korelira sa boljom prognozom (158, 170). CD10 je eksprimiran
u 25% do 50% slucajeva DLBCL i moze se videti u de novo slu¢ajevima i u sluc¢ajevima
transformacije iz folikularnog limfoma (10, 46, 138, 171-178).

1.23.3 BCL6

BCL6 gen na hromozomu 3927 enkodira BCL6 protein koji pripada familiji ,,cink finger*
proteina, inhibitora transkripcije. Bioloske efekte ostvaruje preko modifikacije ekspresije vise
od 500 gena ukljucenih u kontrolu ¢elijskog ciklusa, diferencijaciju i gensku nestabilnost u
DLBCL. Visoko je eksprimiran u jedrima B limfocita germinalnog centra a detektuje se i u
folikularnim helper T ¢elijama. Ima pozitivnu korelaciju sa dobrom prognozom (158, 170).
Prekomerna ekspresija u DLBCL se mozZe javiti zbog translokacije koja ukljucuje 3q27 ili
mutacijom ovog gena. Ekspresija BCL6 proteina je visoko varijabilna jer kriterijumi za
pozitivnost variraju od studije do studije (171, 173, 178-182).
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1.23.4 MUM1

MUML1 odnosno IRF4, odnosno interferon regulatorni faktor 4, je transkripcioni regulatorni
protein enkodiran sa IRF na hromozomu 6p25. MUML1 je eksprimiran u plazma ¢elijama, B
imunoblastima, vrlo retkim ¢elijama germinativnog centra, ponekim aktiviranim T ¢elijama,
kao 1 u limfomima porekla ovih ¢elija (183-186). Prisutna je pozitivna korelacija sa loSijom
prognozom. Za razliku od normalnih B ¢elija folikularnog centra gde je ekspresija
IRF4A/MUML i BCL6 medusobno isklju¢iva, u difuznim krupnocelijskim B limfomima je
koekspresija nadena u oko 50% slucajeva (183).

Prijavljena incidenca ekspresije CD10, BCL6 i IRF4/MUML varira. Ekspresija CD10 je
nadena u 30-60%, BCL6 u 60-90% i IRF4/MUM1 u 35-65% slucajeva (47, 77, 146, 187-
189).

1.23.5 CD5

CD5 molekul je transmembranski glikoprotein uklju¢en u prenos signala. Enkodiran je na
hromozomu 11g13. CD5 antigen je eksprimiran na T limfocitima, NK ¢éelijama (natural killer
cells) i nekim subpopulacijama B limfocita. CD5 moze biti eksprimiran u slucajevima
DLBCL koji predstavljaju Richter transformaciju iz low grade B ¢elijskog limfoma (125), ali
oko 10% DLBCL je CD5 pozitivno bez povezanosti sa mantle ¢elijskim limfomom ili
hroni¢nom limfocitnom leukemijom. Prisutna je pozitivna korelacija ekspresije CD5 i losije
prognoze.

1.23.6 BCL2

BCL2 gen se nalazi na hromozomu 18g21. BCL2 geni sadrze regije koje imaju proapoptotsku
i regije koje imaju antiapoptotsku aktivnost. Clanovi porodice BCL2 gena su bid, bad, bax i
BCL2. Prva tri gena su proapoptoticki a BCL2 je antiapoptoticki gen. BCL2 ekspresija je
prisutna u 30-50% slucajeva. Ima pozitivnu korelaciju sa lo$ijom prognozom (190).

1.23.7 CD30

CD30 je membranski glikoprotein enkodiran sa TNFRSF8 na hromozomu 1p36. Clan je
superfamilije receptora faktora tumorske nekroze. Ima ulogu u regulisanju funkcije,
diferencijacije i proliferacije normalnih limfoidnih ¢elija (191). Snazna pozitivnost CD30 je
karakteristika DLBCL sa sinusoidalnom distribucijom, DLBCL asociranih sa EBV i
slucajeva sa anaplasticnom morfologijom. Ekspresija CD30 je prisutna na aktivisanim T i B
limfocitima i limfomima tog porekla, na ¢elijama anaplasti¢nog krupnocelijskog limfoma, na
Hodgkin i Reed Sternberg ¢elijama, ali se moze eksprimirati i u nelimfoidnim neoplazmama
(191-193). Bojenje je membransko, sa ili bez paranuklearne Golgi zone.
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1.23.8 Ki-67

Ki-67 je nuklearni protein enkodiran sa MKI67 na hromozomul10q25q i blisko je povezan sa
¢elijskom proliferacijom. Prisutan je u svim fazama celijskog ciklusa osim GO. Procenat
neoplasti¢nih celija pozitivnih na Ki-67 (proliferativni indeks) moze imati prognosticki
znacaj. Proliferativna frakcija detektovana markerom Ki-67 je visoka (uglavnom dosta vise
od 40%) i moze biti vec¢a od 90% u nekim sluc¢ajevima (142). Preovladava misljenje da ima
pozitivnu korelaciju sa loSom prognozom.

1.23.9 EBV LMP

EBV pripada familiji herpes virusa i inficira B limfocite i epitelne ¢elije coveka. Njegovo
prisustvo je najcesée kod bolesnika sa limfomom koji su HIV+ i kod starijih bolesnika zbog
slabljenja imunoloskog sistema. EBV LMP je membranski protein eksprimiran od strane
Epstein-Barr virusa (EBV) u latentnoj infekciji. Imunohistohemijska detekcija EBV LMP
korelira sa rezultatima EBV enkodirane RNA in situ hibridizacije (EBER). EBV LMP je
uglavnom citoplazmatsko bojenje sa paranuklearnim Golgi prisustvom, ali je moguce i
prisustvo na membrani.

1.23.10 CD43

CD43 je membranski protein, mucin sialophorin, ¢ija je fizioloska funkcija nedovoljno
razjasnjena i izgleda da ima ulogu u anti-adheziji ili adheziji, prenoSenju signala i
citoskeletalnoj interakciji (194). Prema Mitrovicu i saradnicima CD43 je nezavisan lo$
prognosticki faktor kod obolelih od DLBCL le¢enih po protokolu CHOP ili R-CHOP (195).

1.24 RETKO KORISCENI IMUNOHISTOHEMIJSKI MARKERI U
DIJAGNOSTICI DLBCL

1.24.1 Ciklooksigenaza 2 (COX2)

Ciklooksigenaza (COX) je enzim klju¢an za konverziju arahidonske kiseline u
prostaglandine. Prostaglandini su metabolicki aktivni lipidi ukljuceni u razliCite patoloske
procese kao Sto su inflamacija 1 karcinogeneza. Osim ovoga prostaglandini su najvazniji
imunomodulatori 1 procesu hroni¢ne inflamacije koja je jedan od najznacajnijih faktora
nastanka kako hematoloskih malignih bolesti, tako i razli¢itih solidnih tumora. Postoje dve
forme enzima ciklooksigenaza, ciklooksigenaza 1 i ciklooksigenaza 2 (COX1 i COX2).
COX2 obi¢no nije eksprimirana u ¢elijama koje nisu aktivirane. Ona je indukovana razli¢itim
stimulusima i medijator je poveéane produkcije prostaglandina tokom inflamacije.
Ciklooksigenaza igra znacajnu ulogu U razvoju i progresiji kancera (196, 197). Prekomerna
ekspresija COX2 redukuje apoptozu celija, pojacava angiogenezu i invazivnost malignih
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¢elija. COX2 1ma vise prekanceroznih efekata ukljucujuéi stimulaciju angiogeneze
promovisanjem prostaglandina E2 i tromboksana A2 i produkcije prostaglandina 12
povecavanjem ckspresije VEGF (198, 199). COX2 moze doprineti stimulaciji
metaloproteinaza, inhibiciji sinteze interleukina 12 i povecanju ekspresije BCL2 (200, 201).
Ekspresija COX2 na non Hodgkin limfomima je ispitivana u relativno malom broju studija
(202-204).

1.24.2 Vaskularni endotelni faktor rasta (VEGF)

Vaskularni endotelni faktor rasta (VEGF) predstavlja grupu faktora rasta koja igra vaznu
ulogu u stvaranju novih krvnih i limfnih sudova u velikom broju maligniteta. Rast tumorskog
tkiva preko 2-3mm zahteva i stvaranje novih krvnih sudova (205). Ovi krvni sudovi
snabdevaju tumorsko tkivo hranljivim materijama i kiseonikom i podsti¢u metastaziranje
(206). Neovaskularizacija igra vaznu patogenetsku ulogu i kod limfoma. Stvaranje novih
krvnih 1 limfnih sudova, bilo autokrinom stimulacijom bilo stimulacijom od strane ¢elija
tumorske strome, vazan je korak u proliferaciji malignih limfoma (202, 207-209). Limfomske
¢elije su ¢esto sposobne da proizvode VEGF (210, 211). Pretpostavlja se da ekspresija VEGF
ima pozitivnu korelaciju sa negativnom prognozom.

1.24.3 "B lymphocyte stimulator' (BLyS)

"B lymphocyte stimulator" odnosno BLYS je takode poznat i kao ,,B-cell activating factor “
(BAFF), molekul od koga zavisi sazrevanje i prezivljavanje B limfocita. Mapiran je na
hromozomu 13g32-34. On je ¢lan "tumor necrosis factor" superfamilije citokina (212-214).
Produkuju ga monociti, dendriticne Celije, makrofagi i neutrofilni granulociti (215, 216).
BLYS se vezuje za tri receptora (slika 9):

= "B-cell activating factor receptor (BAFFR), (217)

= B-cell maturation antigen* (BCMA) i

= transmembrane activator and calcium modulator and cyclophilin ligand interactor*
(TACI) (218)

BAFFR i BCMA se nalaze na B limfocitima a TACI moze i na aktivisanim T limfocitima.
Vezivanje BLyS za ove receptore uti¢e na prezivljavanje, proliferaciju i diferencijaciju
limfocita. Moze dovesti i do izbegavanja apoptoze (219). U literaturi je pokazano da je
ekspresija BAFFR i TACI varijabilna kod DLBCL, dok ispitivanje ekspresije BCMA
receptora kod DLBCL nismo pronasli u dosadasnjoj literaturi. Osim BAFF-a za BCMA i
TACI se vezuje 1 ligand koji indukuje proliferaciju APRIL, koji je takode ¢lan. Znacaj
ekspresije ovih receptora nije dovoljno ispitan (218, 220).
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2.

CILJEVI | HIPOTEZE

Razlike u toku i ishodu bolesti kod obolelih od difuznog krupnocelijskog B limfoma u

istom stadijumu inicirale su traganje za novim i pouzdanijim prognostickim parametrima,
koji bi pored standardnih prognostickih parametara bili znacajni u identifikaciji bolesnika sa
nepovoljnim tokom i ishodom bolesti. Opste prihvacen stav je da su razlike u toku i ishodu
bolesti kod pacijenata istih histo-morfoloskih karakteristika rezultat molekularnih razlika
medu tumorima. Detaljna molekularna analiza limfoma mogla bi zato dati precizniji uvid u
prognozu bolesti.

2.1
1)
2)
3)
4)
5)

6)

2.2
1)
2)
3)

4)

CILJEVI ISTRAZIVANJA

Odrediti ucestalost ekspresije markera aktivacije B limfocita kod difuznog
krupnocelijskog B limfoma.

Odrediti ucestalost ekspresije markera apoptoze i ¢elijskog ciklusa.

Odrediti ucestalost ekspresije markera signalnih puteva angiogeneze i inflamacije.
Odrediti ucestalost ekspresije markera diferencijacije limfocita.

Ispitati povezanost ekspresije navedenih markera medusobno i sa ve¢ poznatim
markerima bolje i lo$ije prognoze.

Ispitati povezanost ekspresije navedenih markera sa nodalnim ili ekstranodalnim
poreklom limfoma, stadijumom bolesti, polom i zZivotnim dobom.

HIPOTEZE

Ucestalost ekspresije markera aktivacije B limfocita imace pozitivnu Korelaciju sa
boljom prognozom i ve¢ poznatim markerima bolje prognoze

Ucestalost ekspresije markera apoptoze 1 Celijskog ciklusa imace pozitivnu korelaciju
sa loSijom prognozom 1 ve¢ poznatim markerima loSije prognoze

Ucestalost ekspresije markera signalnih puteva angiogeneze i inflamacije imace
pozitivnu korelaciju sa lo§ijom prognozom i ve¢ poznatim markerima loSije prognoze
Ucestalost ekspresije markera diferencijacije limfocita imace pozitivnu korelaciju sa
boljom prognozom i ve¢ poznatim markerima bolje prognoze
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3. MATERIJAL | METODE

3.1 PACIJENTI

Istrazivanje obuhvata novodijagnostikovane bolesnike obolele od difuznog krupnocelijskog B
limfoma, koji su dijagnostikovani i leceni na Institutu za onkologiju VVojvodine u Sremskoj
Kamenici od 2003. do 2011. godine. Klini¢ki podaci i generalije su prikupljeni uvidom u
medicinsku dokumentaciju Instituta za onkologiju Vojvodine (istorija bolesti, nalazi
onkoloske komisije, onkoloski kartoni i bolni¢ki informacioni sistem Birpis). Istrazivanje je
bilo retrospektivno i prospektivno. Iz istrazivanja su iskljuceni pacijenti do ¢ijih tumorskih
uzoraka ukalupljenih u parafinu se nije moglo doc¢i, osim ukoliko se iz ranije uradenih
imunohistohemijskih analiza mogao odrediti imunohistohemijski podtip u skladu sa podelom
WHO iz 2008. godine (2). Istrazivanje je kona¢no sprovedeno na 92 bolesnika od kojih je 66
imalo kompletna imunohistohemijska ispitivanja. Slucajevi su medusobno uporedivani u
odnosu na imunohistohemijske  parametre, zivotno doba, pol, morfoloski i
imunohistohemijski podtip, nodalno ili ekstranodalno ishodiste, stadijum i preZivljavanje.
Stadijum bolesti je odreden prema Ann-Arbor Klasifikaciji. Cenzorisani status bolesnika je
odreden datumom zakljuéenja studije (januar 2013. godine).

3.2 STANDARDNE PATOHISTOLOSKE METODE

Nakon hirurskog odstranjenja limfni ¢vorovi i / ili drugi tkivni uzorci su dostavljani na
patologiju u 10% puferisanom formalinu. Makroskopski su opisani, uzeti su isecci i fiksirani
u 10% puferisanom formalinu tokom 18-24h. Standardnom procedurom dovedeni su do
kalupljenja u parafinu, te seCeni na rezove debljine 4-5um. Deparafinisani histoloski rezovi
su bojeni standardnom metodom hematoksilin eozin (HE).

Bioptati kostane srzi su dostavljeni na patologiju u 10% puferisanom formalinu. Fiksirani su
18-24 sata. Zatim su dekalcinisani u mravljoj kiselini 1 dan, a u slu¢aju veéeg uzorka 2 dana.
Zatim su uzorci potopljeni u 96% alkoholu tokom 3-4 sata. Nakon toga su uzorci potopljeni u
apsolutni alkohol 2x90 minuta. Zatim su potopljeni u ksilol 2x60 minuta. Usledilo je
kalupljenje u parafinu, te seenje na rezove debljine Sum. Deparafinisani histoloski rezovi su
bojeni standardnom metodom hematoksilin-eozin (HE).

Ovako spremljeni preparati su patohistoloski analizirani opti¢kim mikroskopom na malom,
srednjem i velikom uvecanju. Dijagnoza je postavljana standardnom morfoloskom i
imunohistohemijskom analizom bioptickog materijala prema klasifikaciji WHO iz 2008.
godine (2).
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3.3 IMUNOHISTOHEMIJSKE METODE (IHH)
3.3.1 KoriSé¢ena antitela
Ki-67, Dako, Mouse monoclonal antibody, Clone MIB-1 (M7240), razredenje 1:100

CD20, Thermo Scientific, Mouse monoclonal antibody, Clone L26 (MS-340-S), razredenje
1:250

MUML1, Dako, Mouse monoclonal antibody, Clone MUM 1p (M7259), razredenje 1:30

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

BCL6, DAKO, Mouse monoclonal antibody, Clone PG-B6p (M7211), razredenje 1:10
BCL2, DAKO, Mouse monoclonal antibody, Clone 124 (M0887), razredenje 1:75
CD5, DAKO, Mouse monoclonal antibody, Clone CD5/54/F6 (M7194), razredenje 1:50

CD30, Thermo Scientific, Mouse monoclonal antibody, Clone Ber-H2 (MS-361-S),
razredenje 1:60

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

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

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

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

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

3.3.2 Imunohistohemijski metod za antitela BAFFR, EBV, COX2, Ki-67 i CD43
Nakon secenja i susenja raden je toplotni pretretman u PT Link-u, pufer PT Module buffer 1

(100X-Citrate Buffer, pH6), Sifra proizvoda TA-250-PM1X, Thermo Scientific; 20 minuta na
98°C. Endogena peroksidaza je blokirana 3% H202, inkubacija antitelom 30 min, kit za
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vizualizaciju: Thermo Scientific, UltraVision LP Detection System (TL-125-HL). Hromogen
DAB, kontrastno bojenje hematoksilinom, dehidratacija i montiranje kanada balzamom.

3.3.3 Imunohistohemijski metod za antitela TACI, BCMA, CD20 i BCL2

Nakon secenja i suSenja raden je toplotni pretretman u PT Link-u; pufer PT Module buffer 1
(100X-Citrate Buffer, pH6), Sifra proizvoda TA-250-PM1X, Thermo Scientific 20 minuta na
98°C. Endogena peroksidaza je blokirana 3% H202, inkubacija antitelom 30 min, kit za
vizualizaciju: Leica Novolink Polymer Detection System (RE7150-K). Hromogen DAB,
kontrastno bojenje hematoksilinom, dehidratacija i montiranje kanada balzamom.

3.34 Imunohistohemijski metod za antitela CD30, CD5, MUM1

Nakon secenja i suSenja raden je toplotni pretretman u PT Link-u, pufer EnVision FLEX
Target Retrieval Solution, High pH, 50X (DM828); 20 minuta na 98°C. Endogena
peroksidaza je blokirana 3% H202, inkubacija antitelom 30 min, kit za vizualizaciju: DAKO
EnVision FLEX/HRP (SM802). Hromogen DAB, kontrastno bojenje hematoksilinom,
dehidratacija i montiranje kanada balzamom.

3.35 Imunohistohemijski metod za antitela VEGF, BCL6 i CD10

Nakon secenja i1 suSenja plocica, raden je toplotni pretretman u PT Linku, pufer EnVision
FLEX Target Retrieval Solution, High pH, 50X (DM&828); 20 minuta na 98°C. Endogena
peroksidaza je blokirana 3% H202, inkubacija antitelom 30 min, kit za vizualizaciju: Thermo
Scientific, UltraVision LP Detection System (TL-125-HL). Hromogen je DAB, kontrastno
bojenje hematoksilinom, dehidratacija i montiranje kanada balzamom.

3.4 IMUNOHISTOHEMIJSKA ANALIZA EKSPRESIJE ANTITELA

34.1 Analiza ekspresije Ki-67

Ekspresija Ki-67 semikvantitativno je procenjena na osnovu udela pozitivnih tumorskih ¢elija
(obojeno jedro) u odnosu na ukupan broj tumorskih ¢elija, nezavisno od intenziteta bojenja
(slika 9). Na 10 vidnih polja velikog uveli¢anja je procenjen proseCan broj pozitivnih

tumorskih ¢elija i izrazen u procentima (221). Pozitivna kontrola su ¢elije na dnu kripti
tankog i debelog creva.

40



Foeo (- A oRTTe (EN" T g¢.
AR R LA, T LA
VLY IS TR ol T TR
0% L B e 8T, o
8 o g &6 e P e
Py &f“"oﬁﬁ . »?‘ ‘*& R g g
. P - ) P 5). . % A v
N ,’%f' gf’yéﬁ‘tﬁ ““
« « ® petl “v‘? = » ‘3
s 'lskc L B0 “.‘Q.z, ‘é‘i’ 7 w‘
> - prs Qxﬁ%% o \
IRt SN g S [
KA ok Ty | A PPN
a e By afl L e 8!
ax@ 9., wOF B T2N o

LY f.'g} ok ‘e .£’-?"mg &
¥ 300 j}s : 'o% s"f{ o ‘5‘93‘
E DR Ll o0 T D035 B

Slika 9. Oko 70% pozitivnih tumorskih éelija. Ki-67, 400x

3.4.2 Analiza ekspresije CD20

U proceni ekspresije CD20 semikvantitativno je procenjen udeo tumorskih celija sa
obojenom ¢elijskom membranom, nezavisno od intenziteta bojenja. Na 10 vidnih polja je
procenjen prosecan broj pozitivnih tumorskih ¢elija (slika 10). Nalaz vise od 30% pozitivnih
tumorskih celija je ra¢unat kao pozitivan (53). Pozitivna kontrola su B limfociti tonzile.

Slika 10. Oko 95-100% pozitivnih tumorskih ¢elija. CD20, 600x

3.4.3 Analiza ekspresije MUM1

U proceni ekspresije MUML1 semikvantitativno je procenjen udeo tumorskih ¢elija sa
obojenim jedrima, nezavisno od intenziteta bojenja. Na 10 vidnih polja je procenjen prosecan
broj pozitivnih tumorskih ¢elija (slika 11). Nalaz vise od 30% pozitivnih tumorskih ¢elija je
racunat kao pozitivan (53). Pozitivna kontrola su plazma ¢elije u tonzili.
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Slika 11. Oko 80% pozitivnih tumorskih ¢elija. MUM1, 400x

3.4.4 Analiza ekspresije CD10

Ekspresija CD10 semikvantitativno je procenjena na osnovu udela pozitivnih tumorskih ¢elija
u odnosu na ukupan broj tumorskih ¢elija, nezavisno od intenziteta bojenja. Bojenje je
membransko. Procena je izvrSena na 10 vidnih polja velikog uveli¢anja (slika 12). Nalaz vise
od 30% tumorskih c¢elija sa obojenom membranom je racunat kao pozitivan (53). Pozitivna
kontrola je tanko crevo.

Slika 12. Vise od 30% pozitivnih tumorskih ¢elija. CD10, 400x

3.45 Analiza ekspresije BCL6

U proceni ekspresije BCL6 semikvantitativno je procenjen udeo tumorskih ¢elija sa obojenim
jedrima, nezavisno od intenziteta bojenja. Na 10 vidnih polja je procenjen proseCan broj
pozitivnih tumorskih ¢elija (slika 13). Nalaz vise od 30% pozitivnih tumorskih celija je
racunat kao pozitivan (53). Kao pozitivna kontrola posluzili su centroblasti u tonzili.
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Slika 13. Oko 60% pozitivnih tumorskih ¢elija. BCL6, 400x

3.4.6 Analiza ekspresije BCL2

Ekspresija BCL2 semikvantitativno je procenjena na 10 vidnih polja velikog uveli¢anja.
Procenjen je udeo tumorskih ¢elija sa citoplazmatskim perinuklearnim bojenjem, nezavisno
od intenziteta bojenja (slika 14). Nalaz vise od 30% pozitivnih tumorskih ¢elija je ra¢unat kao
pozitivan (53). Pozitivna kontrola su bili limfociti mantle zone u limfnom ¢voru.

Slika 14. Vise od 95% pozitivnih tumorskih ¢elja. BCL2, 200X

3.4.7 Analiza ekspresije CD5

U proceni ekspresije CD5 semikvantitativno je procenjen udeo tumorskih ¢elija sa obojenom
membranom, nezavisno od intenziteta bojenja. Na 10 vidnih polja je procenjen prose¢an broj
pozitivnih tumorskih celija (slika 15). Nalaz vise od 30% pozitivnih tumorskih éelija je
racunat kao pozitivan (53). Pozitivna kontrola su bili T limfociti u tonzili.
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Slika 15. Vise od 30% pozitivnih tumorskih ¢elija. CD5, 400X

3.4.8 Analiza ekspresije CD30

U proceni ekspresije CD30 semikvantitativno je procenjen udeo tumorskih celija sa
obojenom membranom i ili citoplazmom i ili paranuklearnom Golgi zonom, nezavisno od
intenziteta bojenja. Na 10 vidnih polja je procenjen prosecan broj pozitivnih tumorskih éelija.
Nalaz vise od 10% pozitivnih tumorskih ¢elija je racunat kao pozitivan (slika 16). Pozitivna
kontrola su Reed Sternberg ¢elije 1 Hodgkin ¢elije u Hodgkin limfomu.

Slika 16. Pozitivan nalaz CD30 u anaplasticnom difuznom krupnocelijskom B limfomu. Vise
od 10% pozitivnih tumorskih celija. CD30, 600X

3.4.9 Analiza ekspresije CD43

U proceni ekspresije CD43 semikvantitativno je procenjen udeo tumorskih c¢elija sa
obojenom ¢elijskom membranom, nezavisno od intenziteta bojenja. Na 10 vidnih polja je

procenjen prosecan broj pozitivnih tumorskih ¢éelija. Nalaz vise od 30% pozitivnih tumorskih
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¢elija je racunat kao pozitivan (195). Pozitivna kontrola su bili interfolikularni T limfociti u
tonzili.

3.4.10 Analiza ekspresije EBV LMP

U proceni ekspresije EBV LMP semikvantitativno je procenjen udeo tumorskih éelija sa
obojenom citoplazmom i ili membranom, nezavisno od intenziteta bojenja. Na 10 vidnih
polja je procenjen prosecan broj pozitivnih tumorskih éelija. Nalaz vise od 10% pozitivnih
tumorskih ¢elija je racunat kao pozitivan (slika 17). Pozitivna kontrola su Reed Sternberg
¢elije 1 Hodgkin ¢elije iz dobro poznatog slucaja Hodgkin limfoma meSovite celularnosti.

e %

o

Slika 17. Vise od 10% pozitivnih tumorskih ¢elija. EBV LMP, 400x

34.11 Analiza ekspresije VEGF

U proceni ekspresije VEGF semikvantitativno je procenjen udeo tumorskih c¢elija sa
obojenom citoplazmom i ili membranom, nezavisno od intenziteta bojenja. Na 10 vidnih
polja je procenjen prosecan broj pozitivnih tumorskih ¢elija. Nalaz vise od 10% pozitivnih
tumorskih ¢elija je racunat kao pozitivan (slika 18). Endometrijum je posluzio kao pozitivna
kontrola.
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Slika 18. Vise od 30% pozitivnih tumorskih celija. VEGF, 200x

3.4.12 Analiza ekspresije COX2

U proceni ekspresije COX2 semikvantitativno je procenjen udeo tumorskih celija sa
citoplazmatskim i ili membranskim bojenjem, nezavisno od intenziteta bojenja. Na 10 vidnih
polja je procenjen prosecan broj pozitivnih tumorskih ¢elija (slika 19). Nalaz vise od 10%
pozitivnih tumorskih ¢elija je raCunat kao pozitivan (222). Pozitivna kontrola je
adenokarcinom debelog creva.

Slika 19. Vise od 30% pozitivnih tumorskih ¢elija. COX2, 400x

3.4.13 Analiza ekspresije BAFFR
U proceni ekspresije BAFFR semikvantitativno je procenjen udeo tumorskih celija sa

obojenom membranom i ili citoplazmom, nezavisno od intenziteta bojenja. Na 10 vidnih
polja je procenjen prosecCan broj pozitivnih tumorskih Celija (slika 20). Nalaz vise od 30%
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pozitivnih tumorskih ¢elija je racunat kao pozitivan (218). Pozitivna kontrola su limfociti
slezine.

Slika 20. Oko 80% pozitivnih tumorskih celija. BAFFR, 400x

3.4.14 Analiza ekspresije TACI

U proceni ekspresije TACI semikvantitativno je procenjen udeo tumorskih ¢elija sa
obojenom ¢elijskom membranom (dozvoljava se i obojenost citoplazme i jedra), nezavisno
od intenziteta bojenja. Na 10 vidnih polja je procenjen prosean broj pozitivnih tumorskih
Celija (slika 21). Nalaz vise od 30% pozitivnih tumorskih ¢elija je racunat kao pozitivan
(218). Pozitivna kontrola su B i T limfociti slezine.

Slika 21. Vise od 30% pozitivnih tumorskih éelija. TACI, 400x
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3.4.15 Analiza ekspresije BCMA

U proceni ekspresije BCMA semikvantitativno je procenjen udeo tumorskih delija sa
obojenom celijskom membranom 1 ili perinuklearnim bojenjem, nezavisno od intenziteta
bojenja. Na 10 vidnih polja je procenjen prosecan broj pozitivnih tumorskih ¢elija (slika 22).
Nalaz vise od 30% pozitivnih tumorskih ¢elija je racunat kao pozitivan (218). Pozitivna
kontrola je parenhim slezine, B limfociti.

Slika 22. Vise od 30% pozitivnih tumorskih celija. BCMA, 400x

3.5 STATISTICKA ANALIZA

U statisti¢koj obradi rezultata su koris¢eni kompjuterski programi Microsoft Excel i IBM
SPSS Statistics 20 for Windows. Podaci su prikazani tabelarno i graficki. Ispitivana obelezja
analizirana su primenom parametrijskih i neparametrijskih postupaka.

Statisticka obrada dobijenih rezultata izvrSena je osnovnim statistickim metodama: srednja
vrednost, standardna devijacija, standardna greska, medijana, minimum, maksimum,
varijansa, skjunis i kurtozis.

Normalnost raspodele mernih varijabli ispitivana je Kolmogorov-Smirnov i Shapiro-Wilk
testovima.

Ocena postojanja i nivoa statistiCkog znacaja razlike neparametrijskih kategorijalnih podataka
testirana je primenom Pearsonovog hi-kvadrat testa za nezavisne uzorke.

Procena medusobne zavisnosti neparametrijskih obeleZja je procenjivana primenom tablica

kontigencije pri ¢emu su koriS¢eni slede¢i koeficijenti korelacije: Fi, Kramerovo V i
koeficijent kontingencije C.
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Ispitivanje postojanja medusobne korelacije parametrijskih podataka izvrSeno je primenom
Pearson-ovog testa koeficijenta korelacije, a za neparametrijska obelezja je koriS¢eni su
Spearman-ov test korelacije ranga i Kendalov Tau B koeficijent rang korelacije.

Razlike u ispoljavanju kontinuirane varijable (Ki-67) sa raspodelom koja odstupa od
normalne, u odnosu na rezultate na neparametrijskim Kkategorijalnim varijablama
(imunohistohemijski markeri, pol) ispitivano je Mann-Whitney testom (neparametrijska
zamena za Studentov t test) .

Postupcima koji dokazuju postojanje slicnosti ili razlika izmedu subuzoraka potvrdivana je
hipoteza o sli¢nosti ili je odbacivana (potvrdivana je alternativna hipoteza), odnosno ukazano
je na postojanje razlika. Pri testiranju hipoteza koriS¢ena je kriticna vrednost p koja
predstavlja rizik zaklju¢ivanja. U slucaju kada je verovatnoca da je nulta hipoteza tac¢na bila
jednaka ili manja od 5% (p<0,05), razlika je prihvaéena kao statisti¢ki znacajna, a kada je bila
jednaka ili manja od 1% (p<0,01) smatrana je visoko statisticki znacajnom.

Ispitivanje verovatnoce prezivljavanja i uticaja pojedinih varijabli na prezivljavanje bolesnika
je izra¢unato prema Kaplan-Meier-ovom algoritmu.
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4, REZULTATI

4.1 DEMOGRAFSKE KARAKTERISTIKE ISPITIVANE GRUPE
BOLESNIKA

Ispitivanje je obuhvatilo 92 bolesnika, obolelih muskaraca je bilo 48 a obolelih Zena 44.

Grafikon 1. Polna struktura bolesnika

pol

B muski
B :enski

Bolesnici su bili starosti od 23 do 84 godine prilikom postavljanja dijagnoze. Prose¢na starost
je bila 56,68 godina, standardna greska 1,54, medijana 58 godina, standardna devijacija
14,773. Distribucija je u pravcu starijin osoba, na S§ta ukazuje negativho asimetri¢na
zakrivljenost i spljostenost Krive.
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Tabela 7. Deskriptivna statistika starosnih osobina svih bolesnika

statistik  st. greska
AS 56,68 1,540
donja granica 53,63

95% interval poverenja AS ) ]
gornja granica 59,74

korigovana AS (5%) 57,08

medijana 58,00

varijansa 218,240
starost u godinama  SD 14,773

minimum 23

maksimum 84

opseg 61

interkvartilni opseg 21

zakrivljenost (Skewness) -,532 ,251

spljostenost (Kurtosis) -,521 ,498

Muski pacijenti su bili starosti od 23 do 84 godine prilikom postavljanja dijagnoze. Prose¢na
starost obolelih muskaraca je bila 58,46 godina, standardna greska 2,015, medijana 59
godina, standardna devijacija 13,963. Zenski pacijenti su bili starosti od 24 do 79 godina
prilikom postavljanja dijagnoze. Prosecna starost obolelih Zzena bila je 54,75 godina,
standardna greska 2,342, medijana 56,5 godina, standardna devijacija 15,537. Prose¢na
starost obolelih muskaraca je neSto veca nego kod Zzena. Varijabilitet je neSto veéi kod
obolelih Zzena. Distribucija bolesnika prema starosti je u pravcu starijih kod oba pola, na §ta
ukazuje negativno asimetri¢na zakrivljenost i spljostenost krive.
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Tabela 8. Deskriptivna statistika starosnih osobina obolelih muskaraca i Zena

pol statistik st. greska
AS 58,46 2,015
. . donja granica 54,40
95% interval poverenja AS ) )
gornja granica 62,51
korigovana AS (5%) 58,80
medijana 59,00
varijansa 194,977
muski SD 13,963
minimum 23
maksimum 84
opseg 61
interkvartilni opseg 19
zakrivljenost (Skewness) -556  ,343
. spljostenost (Kurtosis) -087 674
starost u godinama
AS 54,75 2,342
. . donja granica 50,03
95% interval poverenja AS ) )
gornja granica 59,47
korigovana AS (5%) 55,21
medijana 56,50
varijansa 241,401
zenski SD 15,537
minimum 24
maksimum 79
opseg 55
interkvartilni opseg 23
zakrivljenost (Skewness) -474 357
spljostenost (Kurtosis) -,887 702

Prilikom postavljanja dijagnoze medu obolelim muskarcima najvise je bilo pacijenata starosti
50-59 godina (29,2%) a zatim 60-69 godina (22,9%). Medu obolelim Zenama je prilikom
postavljanja dijagnoze najvise obolelih bilo u starosnom opsegu 50-59 godina (25%), a nesto
manje u starosnom opsegu 70-79 godina (22,7%).
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Tabela 9. Starosna struktura obolelih muskaraca i Zena po dekadama

starosna kategorija ukupno
<30 30-39 4049 50-59 60-69 70-79 80-89
ki N 1 5 5 14 11 9 3 48
ool % 2,1% 10,4% 10,4% 29,2% 22,9% 188% 6,2% 100,0%
senski N 3 6 6 11 8 10 0 44
% 6,8% 13,6% 13,6% 250% 182% 22,7% 0,0% 100,0%
N 4 11 11 25 19 19 3 92
ukupno

% 43% 12,0% 12,0% 27,2% 20,/% 20,/% 3,3% 100,0%

Nije uocena statistiCka znacajnost u starosnoj strukturi obolelih muskaraca i zena te se
prihvata nulta hipoteza: ¥*(6, N=92)=4,90, p=0,56. S obzirom da nema statisticke znacajne
razlike u starosnoj strukturi obolelih Zena 1 muskaraca prikazan je grafikon starosne strukture
svih bolesnika (bez obzira na pol) gde se konstatuje dominacija starijeg uzrasta. Najvise je
bolesnika starosti 50 do 59 godina (27,17%), zatim starosti 60 do 69 godina i 70 do 79 godina
( po 20,65%), dakle stariji od 50 godina ¢ine 68,47% bolesnika.

Grafikon 2. Starosna struktura svih bolesnika prema dekadama starosti

starosna kategorija

H-20

E30-39
Cl40-49
MWs059
[160-69
M 7079
[s0-89
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4.2 KLINICKO-PATOLOSKE KARAKTERISTIKE DLBCL U
ISPITIVANOJ GRUPI

421 Distribucija morfoloskih podtipova DLBCL u odnosu na pol

Distribucije morfoloskog podtipa DLBCL u odnosu na pol je analizirana kod svih 92
bolesnika. Centroblastni podtip DLBCL imalo je 34 obolelih muskaraca i 30 obolelih Zena.
Imunoblastni podtip DLBCL imalo je 13 muSkaraca i 14 Zena, a anaplasti¢ni podtip 1 oboleli

muskarac. U ispitivanom uzorku nije bilo slucajeva retkih morfoloskih osobina.

Tabela 10. Distribucija morfoloskih podtipova DLBCL u odnosu na pol

morfoloski podtip ukupno
centroblastni imunoblastni anaplasti¢ni
o N 34 13 1 48
muski
ol % 70,8% 27,1% 2,1% 100,0%
P y : N 30 14 0 44
zenski
% 68,2% 31,8% 0,0% 100,0%
N 64 27 1 92
ukupno
% 69,6% 29,3% 1,1% 100,0%

Nema statisticki znac¢ajne razlike u distribuciji morfoloSkog podtipa DLBCL izmedu obolelih
muskaraca i Zena, X2(2, N=92)=1,115, p=0,573.

4.2.2 Distribucija imunohistohemijskih podtipova DLBCL u odnosu na pol

Distribucija imunohistohemijskih podtipova DLBCL u odnosu na pol je analizirana kod svih
92 bolesnika. Oboleli muskarci su u 17 slu¢ajeva imali imunohistohemijski podtip GCB, u 30
slucajeva nonGCB i u 1 slucaju CD5+ podtip. Obolele Zene su u 9 slucajeva imale
imunohistohemijski podtip GCB, u 29 slucajeva nonGCB 1 u 7 slucajeva CDS5+
imunohistohemijski podtip DLBCL.
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Tabela 11. Distribucija imunohistohemijskih podtipova DLBCL u odnosu na pol

imunohistohemijski podtip

GCB nonGCB CD5+ ukupno
. N 17 30 1 48
muski
ol % 35,4% 62,5% 2,1% 100,0%
P . ) N 9 29 6 44
zenski
% 20,5% 65,9% 13,6% 100,0%
N 26 59 7 92
ukupno
% 28,3% 64,1% 7,6% 100,0%

Nema statisticki znacajne razlike u distribuciji imunohistohemijskog podtipa DLBCL izmedu
obolelih muskaraca i Zena, XZ(Z, N=92)=5,887, p=0,053.

4.2.3 Distribucija nodalnog/ekstranodalnog ishodista tumora u odnosu na pol

Distribucija nodalnog/ekstranodalnog ishodista tumora u odnosu na pol je ispitana kod svih
92 bolesnika. Kod obolelih muskaraca je ishodiSte tumora bilo nodalno u 23 slucaja a
ekstranodalno u 25 slu¢ajeva. Kod obolelih zena je ishodiste tumora bilo nodalno u 23 slucaja

a ekstranodalno u 21 slucaju.

Tabela 12. Distribucija nodalnog/ekstranodalnog ishodista tumora u odnosu na pol

ishodiste tumora ukupno
nodalno ekstranodalno
" N 23 25 48
muski
ol % 47,9% 52,1% 100,0%
P . ) N 23 21 44
zenski
% 52,3% 47, 7% 100,0%
N 46 46 92
ukupno
% 50,0% 50,0% 100,0%

Nema statisticki znacajne razlike izmedu distribucije nodalnog 1 ekstranodalnog ishodista
tumora izmedu obolelih muskaraca i Zena, Xz(l, N=92)=0,044, p=0,835.

55



4.2.4 Distribucija klini¢kih stadijuma u odnosu na pol

Distribucija klini¢kih stadijuma u odnosu na pol je analizirana kod 89 bolesnika, za 3
ispitanika su nedostajali podaci o stadijumu. U prvom stadijumu je bilo po 8 obolelih
muskaraca i Zena, u drugom stadijum je bilo 17 muskaraca i 15 Zena, u treCem stadijumu je
bilo 14 muskaraca i 12 Zena i u ¢etvrtom stadijumu je bilo 6 obolelih muskaraca i 9 obolelih
zena.

Tabela 13. Distribucija klinic¢kih stadijuma u odnosu na pol

klinicki stadijum ukupno
1 2 3 4
" N 8 17 14 6 45
muski
ol % 17,8% 37,8% 31,1% 13,3% 100,0%
P 5 ] N 8 15 12 9 44
zenski
% 18,2% 34,1% 27,3% 20,5% 100,0%
N 16 32 26 15 89
ukupno

% 18,0% 36,0% 29,2% 16,9% 100,0%

Oboleli muskarci i Zene su bez statistiCki znacajne razlike distribuirani po stadijumima
oboljenja u trenutku postavljanja dijagnoze, *(3, N=89)=0,868, p=0,833.

4.3 ANALIZA EKSPRESIJE IMUNOHISTOHEMIJSKIH MARKERA U
ODNOSU NA POL
4.3.1 Analiza ekspresije Ki-67 u odnosu na pol

Testiranje razlike u ekspresiji Ki-67 u zavisnosti od pola je radeno Mann-Whitney testom.
Testirano je 45 obolelih musSkaraca i 41 obolela Zena.

Tabela 14. Analiza ekspresije Ki-67 u odnosu na pol

POL N  prosecni rang suma rangova
muski 45 44,58 2006,00

Ki-67 zenski 41 42,32 1735,00
ukupno 86

Man-Whitney U nije znacajan, §to znaci da se oboleli muskarci i Zene ne razlikuju statisticki
znacajno po vrednostima ekspresije Ki-67, p=0,673
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Tabela 15. Statisticka znacajnost razlike u ekspresiji Ki-67 u odnosu na pol

Ki-67
Mann-Whitney U 874,000
Wilcoxon W 1735,000
Z -,422
p ,673

4.3.2 Analiza ekspresije MUML1 u odnosu na pol
Analiza ekspresije MUMI1 u odnosu na pol je uradena kod 87 pacijenata. Medu obolelim
muskarcima je bilo po 23 MUMI pozitivnih 1 negativnih, a medu obolelim Zenama je bilo 10

MUM1-i 31 MUM1+.

Tabela 16. Analiza ekspresije MUML1 u odnosu na pol

MUM1 ukupno
negativan pozitivan
. N 23 23 46
muski
ol % 50,0% 50,0% 100,0%
P . . N 10 31 41
zenski
% 24,4% 75,6% 100,0%
N 33 54 87
ukupno
% 37,9% 62,1% 100,0%

Konstatuje se statisticki znacajna razlika u ekspresiji MUMI1 izmedu obolelih muskaraca 1
zena, Xz(l, N=87)=5,000, p=0,025. Medu zenama je znacajno veéi procenat MUML1
pozitivnih bolesnika. Korelacija je statisticki znacajna i neznatna, p=0,014.

Tabela 17. Korelacija ekspresije MUM1 u odnosu na pol

vrednost aproks. p
Phi ,263 ,014
Cramerovo V ,263 ,014
koeficijent kontingencije C ,255 ,014
N validnih slucajeva 87
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4.3.3 Analiza ekspresije CD10 u odnosu na pol

Analiza ekspresije CD10 u odnosu na pol je ispitana kod 89 ispitanika. Oboleli muskarci su
bili CD10- u 40 slucajeva a CD10+ u 7 slucajeva. Obolele zene su bile CD10- u 31 slucaju a
CD10+ u 11 slucajeva.

Tabela 18. Analiza ekspresije CD10 u odnosu na pol

CD10 ukupno
negativan pozitivan
o N 40 7 47
muski
ol % 851% 14,9% 100,0%
P y . N 31 11 42
zenski
% 73,8% 26,2% 100,0%
N 71 18 89
ukupno
% 79,8% 20,2% 100,0%

Hi kvadrat test nije statisticki znacajan. Nema znacajnih razlika u ekspresiji CD10 izmedu
obolelih mugkaraca i zena, ¥°(1, N=89)=1,124, p=0,289.

4.3.4 Analiza ekspresije BCL6 u odnosu na pol

Analiza ekspresije BCL6 u odnosu na pol je ispitana kod 87 bolesnika. Medu obolelim
muskarcima 21 je bio BCL6- a 23 BCL6+. Medu obolelim Zzenama je bila 21 BCL6- i 22

BCLG6+.

Tabela 19. Analiza ekspresije BCL6 u odnosu na pol

BCL6 ukupno
negativan pozitivan
1 N 21 23 44
muski
ol % 47,7% 52,3% 100,0%
P 5 , N 21 22 43
zenski
% 48,8% 51,2% 100,0%
N 42 45 87
ukupno
% 48,3% 51,7% 100,0%

Hi kvadrat test nije statistiCki znacajan. Nema znacajnih razlika u ekspresiji BCL6 izmedu
obolelih muskaraca i Zena, y*(1, N=87)=0,000, p=1,000.
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4.3.5 Analiza ekspresije BCL2 u odnosu na pol

Analiza ekspresije BCL2 u odnosu na pol je uéinjena kod 89 bolesnika. Medu obolelim
muskarcima bilo je 29 BCL2- i 17 BCL2+, a medu obolelim zenama bilo je 25 BL2- i 18
BCL2+.

Tabela 20. Analiza ekspresije BCL2 u odnosu na pol

BCL2 ukupno
negativan pozitivan
N N 29 17 46
muski
ol % 63,0% 37,0% 100,0%
P 5 . N 25 18 43
zenski
% 58,1% 41,9% 100,0%
N 54 35 89
ukupno
% 60,7% 39,3% 100,0%

Hi kvadrat test nije statisticki znacajan. Nema znacajnih razlika u ekspresiji BCL2 izmedu
obolelih muskaraca i Zena, xz(l, N=89)=0,066, p=0,798.

4.3.6 Analiza ekspresije CD30 u odnosu na pol

Analiza ekspresije CD30 u odnosu na pol je uradena kod 74 bolesnika. Medu obolelim
muskarcima 33 je bilo CD30- i 3 CD30+. Medu obolelim Zenama 33 je bilo CD30- a 5

CD30+.

Tabela 21. Analiza ekspresije CD30 u odnosu na pol

CD30 ukupno
negativan pozitivan
o N 33 3 36
muski
ol % 91,7% 8,3% 100,0%
P 5 , N 33 5 38
zenski
% 86,8% 13,2% 100,0%
N 66 8 74
ukupno
% 89,2% 10,8% 100,0%

Hi kvadrat test nije statisti¢ki znacajan. Nema znacajnih razlika u ekspresiji CD30 izmedu
obolelih muskaraca i Zena, y*(1, N=74)=0,086, p=0,769.
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4.3.7 Analiza ekspresije CD5 u odnosu na pol

Analiza ekspresije CD5 u odnosu na pol je uradena kod 87 bolesnika. Medu obolelim
muskarcima je bilo 45 CD5-1 1 CD5+, a medu obolelim zenama je bilo 35 CD5- 1 6 CD5+.

Tabela 22. Analiza ekspresije CD5 u odnosu na pol

CD5 ukupno
negativan pozitivan
o N 45 1 46
muski
ol % 97,8% 2,2% 100,0%
P y . N 35 6 41
zenski
% 85,4% 14,6% 100,0%
N 80 7 87
ukupno
% 92,0% 8,0% 100,0%

Hi kvadrat test nije statisti€¢ki znacajan. Nema znacajnih razlika u ekspresiji CD5 izmedu
muskih i zenskih bolesnika, x*(1, N=87)=3,021, p=0,082.
4.3.8 Analiza ekspresije CD43 u odnosu na pol
Analiza ekspresije CD43 u odnosu na pol je radena kod 81 bolesnika. Medu obolelim
muskarcima je bilo 37 CD43- i 8 CD43+, a medu obolelim Zzenama je bilo 29 CD43- i 7

CD43+.

Tabela 23. Analiza ekspresije CD43 u odnosu na pol

CD43 ukupno
negativan pozitivan
o N 37 8 45
muski
ol % 82,2% 17,8% 100,0%
P 5 , N 29 7 36
zenski
% 80,6% 19,4% 100,0%
N 66 15 81
ukupno
% 81,5% 18,5% 100,0%

Hi kvadrat test nije statisti¢ki znacajan. Nema znacajnih razlika u ekspresiji CD43 izmedu
muskih 1 Zenskih pacijenata, Xz(l, N=81)=0,000, p=1,000.
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4.3.9 Analiza ekspresije EBV LMP u odnosu na pol

Analiza ekspresije EBV LMP u odnosu na pol je u¢injena kod 66 bolesnika. Medu obolelim
muskarcima je bilo 20 EBV LMP- i 12 EBV LMP+ bolesnika, a medu obolelim Zenama je
bilo 21 EBV LMP-i 13 EBV LMP+.

Tabela 24. Analiza ekspresije EBV LMP u odnosu na pol

EBV LMP ukupno
negativan pozitivan
o N 20 12 32
muski
ol % 62,5% 37,5% 100,0%
P y . N 21 13 34
zenski
% 61,8% 38,2% 100,0%
N 41 25 66
ukupno
% 62,1% 37,9% 100,0%

Hi kvadrat test nije statisticki znacajan. Nema znacajnih razlika u ekspresiji EBV LMP
izmedu muskih i Zenskih pacijenata, x*(1, N=66)=0,000, p=1,000.

4.3.10 Analiza ekspresije VEGF u odnosu na pol

Analiza ekspresije VEGF u odnosu na pol je uradena kod 65 bolesnika. Medu obolelim
muskarcima bilo je 24 VEGF- i 8 VEGF+ bolesnika, a medu obolelim Zenama bilo je 23

VEGF- pacijentkinje i 10 VEGF+.

Tabela 25. Analiza ekspresije VEGF u odnosu na pol

VEGF ukupno
negativan pozitivan
. N 24 8 32
muski
ol % 75,0% 25,0% 100,0%
ot~ N 23 10 33
zenski
% 69,7% 30,3% 100,0%
N 47 18 65
ukupno
% 72,3% 27,7% 100,0%

Hi kvadrat test nije statisti¢ki znacajan. Nema znacajnih razlika u ekspresiji VEGF izmedu
muskih i Zenskih pacijenata, ¥°(1, N=65)=0,040, p=0,841.
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4.3.11 Analiza ekspresije COX2 u odnosu na pol

Analiza ekspresije COX2 u odnosu na pol je uradena kod 66 bolesnika. Medu obolelim
muskarcima bilo je 12 COX2- i 20 COX2+ bolesnika, a medu obolelim Zenama bilo je 12
COX2- i 22 COX2+ bolesnice.

Tabela 26. Analiza ekspresije COX2 u odnosu na pol

COX2 ukupno
negativan pozitivan
o N 12 20 32
muski
ol % 37,5% 62,5% 100,0%
P 5 . N 12 22 34
zenski
% 353% 64,7% 100,0%
N 24 42 66
ukupno
% 36,4% 63,6% 100,0%

Hi kvadrat test nije statisticki znac¢ajan. Nema znacajnih razlika u ekspresiji COX2 izmedu
muskih i Zenskih pacijenata, ¥°(1, N=66)=0,000, p=1,000.

4.3.12 Analiza ekspresije BAFFR u odnosu na pol

Analiza ekspresije BAFFR u odnosu na pol je uradena kod 65 bolesnika. Medu obolelim
muskarcima je bilo 22 BAFFR- pacijenta i 10 BAFFR+, a medu obolelim Zenama je bilo 13

BAFFR- i 20 BAFFR+ bolesnica.

Tabela 27. Analiza ekspresije BAFFR u odnosu na pol

BAFFR ukupno
negativan pozitivan
o N 22 10 32
muski
ol % 68,8% 31,2% 100,0%
ot~ N 13 20 33
zenski
% 39,4% 60,6% 100,0%
N 35 30 65
ukupno
% 53,8% 46,2% 100,0%

Hi kvadrat test je statisticki znaCajan. Postoji statisticki znacajna razlika izmedu BAFFR
pozitivnosti i negativnosti izmedu obolelih muskaraca i Zena. Zene su u statisti¢ki znagajno
vecoj meri pozitivne na BAFFR, Xz(l, N=65)=4,514, p=0,034. Prisutna je statisticki zna¢ajna

62



korelacija izmedu BAFFR pozitivnosti i negativnosti u odnosu na pol. Zene su u statisticki
znacajno vecoj meri pozitivne na BAFFR p=0,018.

Tabela 28. Korelacija ekspresije BAFFR u odnosu na pol

vrednost aproks. p
Phi ,294 ,018
Cramerovo V ,294 ,018
koeficijent kontingencije C ,282 ,018
N validnih slucajeva 65
4.3.13 Analiza ekspresije TACI u odnosu na pol

Analiza ekspresije TACI u odnosu na pol je uradena kod 66 bolesnika. Medu obolelim
muskarcima je bilo 22 TACI- bolesnika i 10 TACI+, a medu Zenama je bilo 15 TACI- i 19
TACI+ bolesnica.

Tabela 29. Analiza ekspresije TACI u odnosu na pol

TACI ukupno
negativan pozitivan
. N 22 10 32
muski
ol % 68,8% 31,2% 100,0%
P y . N 15 19 34
zenski
% 44,1% 55,9% 100,0%
N 37 29 66
ukupno
% 56,1% 43,9% 100,0%

Hi kvadrat nije statisticki znacajan. Nema znacajnih razlika u ekspresiji TACI izmedu muskih
1 zenskih bolesnika, xz(l, N=66)=3,122, p=0,077.

4.3.14 Analiza ekspresije BCMA u odnosu na pol

Analiza ekspresije BCMA u odnosu na pol je uradena kod 66 bolesnika. Medu obolelim

muskarcima je bilo 28 BCMA- 1 4 BCMA+ bolesnika a medu obolelim Zenama je bilo 31
BCMA- bolesnica i 3 BCMA+.
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Tabela 30. Analiza ekspresije BCMA u odnosu na pol

BCMA ukupno
negativan pozitivan
" N 28 4 32
muski
ol % 87,5% 12,5% 100,0%
ot~ N 31 3 34
zenski
% 91,2% 8,8% 100,0%
N 59 7 66
ukupno
% 89,4% 10,6% 100,0%

Hi kvadrat test nije statisti¢ki znacajan. Nema znacajnih razlika u ekspresiji BCMA u odnosu
na pol, ¥*(1, N=66)=0,007, p=0,932.

4.4 ANALIZA KORELACIJA EKSPRESIJE IMUNOHISTOHEMIJSKIH
MARKERA U ODNOSU NA STAROST I KLINICKI STADIJUM U TRENUTKU
POSTAVLJANJA DIJAGNOZE

Korelacije izmedu starosti i klinickog stadijuma sa jedne strane i primenjenih
imunohistohemijskih markera sa druge strane racunate su kao biserijalni koeficijenti, koji su
u sustini isto $to i Pearsonov koeficijent korelacije. Ekspresija CD20 je u svim slu¢ajevima
pozitivna te nema smisla racunati korelacije sa ovim markerom. Statisti¢ki znacajni su samo
koeficijenti korelacije izmedu starosti 1 ekspresije CD30, COX2, TACI i BCMA. Koeficijenti
su im negativni §to znaci da su kod starijih ispitanika rede pozitivne ekspresije CD30, COX2,
TACI i BCMA. Korelacije su sve u domenu niskih.

Tabela 31. Korelacije ekspresija primenjenih imunohistohemijskih markera u odnosu na
starost i klinicki stadijum

Korelacije
starost u godinama klinicki stadijum
Ki-67 r |071 -,074
p |516 503
N |86 83
CD 20 ro|® 2
(U .
N |87 84
MUM1 r |,140 ,014
p 195 ,900
N |87 85
CD 10 r |028 -,104
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4.5 ANALIZA KORELACIJA EKSPRESIJE IMUNOHISTOHEMIJSKIH
MARKERA U ODNOSU NA NODALNO / EKSTRANODALNO ISHODISTE
LIMFOMA

45.1 Analiza korelacije ekspresije CD20 u odnosu na nodalno / ekstranodalno
ishodiste limfoma

Imaju¢i u vidu da je ekspresija CD20 prisutna u svim dostupnim uzorcima nije moguce
racunati korelaciju ekspresije CD20 u odnosu na nodalno / ekstranodalno ishodiste limfoma
45.2 Analiza korelacije ekspresije MUM1 u odnosu na nodalno / ekstranodalno
ishodiSte limfoma

Analiza korelacije ekspresije MUMI u odnosu na nodalno / ekstranodalno ishodiste limfoma
je ispitana na 87 bolesnika. Medu nodalnim limfomima je bilo 17 MUMI1- i 27 MUM1+, a
medu ekstranodalnim limfomima je bilo 16 MUM1- i 27 MUM1+.

Tabela 32. Analiza ekspresije MUM1I u odnosu na nodalno / ekstranodalno ishodiste limfoma

Tabela kontingencije

MUM1

negativan pozitivan ukupno

ishodiste tumora nodalno N |17 27 44
% 138,6% 61,4% 100,0%

ekstranodalno N |16 27 43
% |37,2% 62,8% 100,0%

ukupno N |33 54 87
% |37,9% 62,1% 100,0%

Tabela 33. Korelacija ekspresije MUML1 u odnosu na nodalno / ekstranodalno ishodiste
limfoma

vrednostdfasimp. p (2-strana)Egzaktna p (2-strana)
Pearsonov hi-kvadrat  |,019* 1,891

korekcija za kontinuitet’,000 1 1,000

Fisherov egzaktni test 1,000

N validnih slu¢ajeva |87

Nije nadena statisticka znacajnost, p=0,891. Nema Kkorelacije ekspresije MUML1 u odnosu na
nodalno / ekstranodalno ishodiste limfoma.
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Tabela 34. Statisticka znacajnost korelacije ekspresije MUML1 u odnosu na nodalno /
ekstranodalno ishodiste limfoma

Simetriéne mere

vrednost p
Phi ,015 ,891
Cramerovo V ,015 ,891
koeficijent kontingencije C ,015 ,891
N validnih slucajeva |87
453 Analiza korelacije ekspresije CD10 u odnosu na nodalno / ekstranodalno

ishodiSte limfoma

Analiza korelacije ekspresije CD10 u odnosu na nodalno / ekstranodalno ishodiste limfoma je
ispitana na 89 bolesnika. Medu nodalnim limfomima bilo je 36 CD10- i 7 CD10+, a medu
ekstranodalnim limfomima je bilo 35 CD10- i 11 CD10+.

Tabela 35. Analiza ekspresije CD10 u odnosu na nodalno / ekstranodalno ishodiste limfoma

Tabela kontingencije

CD 10

negativan pozitivan ukupno

ishodiste tumora nodalno N |36 7 43
% [83,7% 16,3% 100,0%

ekstranodalno N |35 11 46
% [76,1% 23,9% 100,0%

ukupno N |71 18 89
% [79,8% 20,2% 100,0%

Tabela 36. Korelacija ekspresije CD10 u odnosu na nodalno / ekstranodalno ishodiste
limfoma

vrednost df asimp. p (2-strana) Egzaktna p (2-strana)
Pearsonov hi-kvadrat ,803° 1,370
korekcija za kontinuitet” ;399 1,527
Fisherov egzaktni test ,435
N validnih slucajeva 89

Nije nadena statistiCka znacajnost, p=0,370. Nema korelacije ekspresije CD10 u odnosu na
nodalno / ekstranodalno ishodiste limfoma.
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Tabela 37. Statisticka znacajnost korelacije ekspresije CD10 u odnosu na nodalno /
ekstranodalno ishodiste limfoma

Simetriéne mere

vrednost p
Phi ,095 ,370
Cramerovo V ,095 ,370
koeficijent kontingencije C ,095 ,370
N validnih slucajeva 89
45.4 Analiza korelacije ekspresije BCL6 u odnosu na nodalno / ekstranodalno

ishodiSte limfoma

Analiza korelacije ekspresije BCL6 u odnosu na nodalno / ekstranodalno ishodiste limfoma je
ispitana na 87 bolesnika. Medu nodalnim limfomima bilo je 20 BCL6- 1 23 BCL6+ slucajeva,
a medu ekstranodalnim je bilo 22 BCL6- i 22 BCL6+ slucajeva.

Tabela 38. Analiza ekspresije BCL6 u odnosu na nodalno / ekstranodalno ishodiste limfoma

Tabela kontingencije

BCL6

negativan pozitivan ukupno

ishodiste tumora nodalno N |20 23 43
% |46,5% 53,5% 100,0%

ekstranodalno N |22 22 44
% 150,0% 50,0% 100,0%

ukupno N |42 45 87
% [48,3% 51,7% 100,0%

Tabela 39. Korelacija ekspresije BCL6 u odnosu na nodalno / ekstranodalno ishodiste
limfoma

vrednost df asimp. p (2-strana) Egzaktna p (2-strana)
Pearsonov hi-kvadrat ,106° 1,745
korekcija za kontinuitet” ,012 1,912
Fisherov egzaktni test ,831
N validnih slucajeva 37

Nije nadena statisticka znacajnost, p=0,745. Nema korelacije izmedu ekspresije BCL6 i1
nodalnog / ekstranodalnog ishodiSta limfoma.
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Tabela 40. Statisticka znacajnost korelacije ekspresije BCL6 u odnosu na nodalno /
ekstranodalno ishodiste limfoma

Simetriéne mere

vrednost p
Phi -,035 , 745
Cramerovo V ,035 , 745
koeficijent kontingencije C ,035 , 745
N validnih slucajeva |87
455 Analiza korelacije ekspresije BCL2 u odnosu na nodalno / ekstranodalno

ishodiSte limfoma

Analiza korelacije ekspresije BCL2 u odnosu na nodalno / ekstranodalno ishodiste limfoma je
ispitana na 89 bolesnika. Medu nodalnim limfomima je bilo 23 BCL2- i 21 BCL2+, a medu
ekstranodalnima je bilo 31 BCL2- i 14 BCL2+ slucajeva.

Tabela 41. Analiza ekspresije BCL2 u odnosu na nodalno / ekstranodalno ishodiste limfoma

Tabela kontingencije

BCL2

negativan pozitivan ukupno

ishodiste tumora nodalno N |23 21 44
% 152,3% 47,7% 100,0%

ekstranodalno N |31 14 45
% 168,9% 31,1% 100,0%

ukupno N |54 35 89
% 160,7% 39,3% 100,0%

Tabela 42. Korelacija ekspresije BCL2 u odnosu na nodalno / ekstranodalno ishodiste
limfoma

vrednost df asimp. p (2-strana) Egzaktna p (2-strana)
Pearsonov hi-kvadrat 2,574 1,109
korekcija za kontinuitet” 1,925 1 ,165
Fisherov egzaktni test ,132
N validnih slucajeva 89

Nije nadena statisticka znacajnost, p=0,109. Nema korelacije izmedu ekspresije BCL2 1
nodalnog / ekstranodalnog ishodista limfoma.
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Tabela 43. Statisticka znacajnost korelacije ekspresije BCL2 u odnosu na nodalno /
ekstranodalno ishodiste limfoma

Simetriéne mere

vrednost p
Phi -,170 ,109
Cramerovo V ,170 ,109
koeficijent kontingencije C ,168 ,109
N validnih slucajeva 89
4.5.6 Analiza korelacije ekspresije CD30 u odnosu na nodalno / ekstranodalno

ishodiSte limfoma

Analiza korelacije ekspresije CD30 u odnosu na nodalno / ekstranodalno ishodiste limfoma je
ispitana na 74 bolesnika. Medu nodalnim limfomima bilo je 33 CD30- i 5 CD30+, a medu
ekstranodalnima bilo je 33 CD30- i 3 CD30+ slucajeva.

Tabela 44. Analiza ekspresije CD30 u odnosu na nodalno / ekstranodalno ishodiste limfoma

Tabela kontingencije

CD 30

negativan pozitivan ukupno

ishodiste tumora nodalno N |33 5 38
% 186,8% 13,2% 100,0%

ekstranodalno N |33 3 36
% [|91,7% 8,3% 100,0%

ukupno N |66 8 74
% ‘89,2% 10,8% 100,0%

Tabela 45. Korelacija ekspresije CD30 u odnosu na nodalno / ekstranodalno ishodiste
limfoma

vrednost df asimp. p (2-strana) Egzaktna p (2-strana)
Pearsonov hi-kvadrat ,446° 1,504
korekcija za kontinuitet” ,086 1,769
Fisherov egzaktni test 712
N validnih slucajeva 74

Nije nadena statisti¢ki znacajna korelacija, p=0,504. Nema korelacije iznedu ekspresije CD30
1 nodalnog / ekstranodalnog ishodista limfoma.
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Tabela 46. Statisticka znacajnost korelacije ekspresije CD30 u odnosu na nodalno /
ekstranodalno ishodiste limfoma

Simetriéne mere

vrednost p
Phi -,078 ,504
Cramerovo V ,078 ,504
koeficijent kontingencije C 077 ,504
N validnih slucajeva 74
45.7 Analiza korelacije ekspresije CD5 u odnosu na nodalno / ekstranodalno

ishodiste limfoma

Analiza korelacije ekspresije CD5 u odnosu na nodalno / ekstranodalno ishodiste limfoma je
ispitana na 87 bolesnika. Medu nodalnim limfomima je bilo 39 CD5 negativnih 1 4 CD5
pozitivna, a medu ekstranodalnim limfomima je bilo 41 CD5- i 3 CD5+ slucajeva.

Tabela 47. Analiza ekspresije CDS5 u odnosu na nodalno / ekstranodalno ishodiste limfoma

Tabela kontingencije

CD5

negativan pozitivan ukupno

ishodiste tumora nodalno N |39 4 43
% [90,7% 9,3% 100,0%

ekstranodalno N 41 3 44
% 193,2% 6,8% 100,0%

ukupno N |80 7 87
% 192,0% 8,0% 100,0%

Tabela 48. Korelacija ekspresije CD5 u odnosu na nodalno / ekstranodalno ishodiste
limfoma

vrednost df asimp. p (2-strana) Egzaktna p (2-strana)
Pearsonov hi-kvadrat ,181° 1,670
korekcija za kontinuitet” ,001 1,975
Fisherov egzaktni test ,713
N validnih slucajeva 37

Nije nadena statisticka znacajnost, p=0,670. Nema korelacije izmedu ekspresije CD5 1
nodalnog / ekstranodalnog ishodiSta limfoma.

71



Tabela 49. Statisticka znacajnost korelacije ekspresije CD5 u odnosu na nodalno /
ekstranodalno ishodiste limfoma

Simetriéne mere

vrednost p
Phi -,046 ,670
Cramerovo V ,046 670
koeficijent kontingencije C ,046 ,670
N validnih slucajeva |87
45.8 Analiza korelacije ekspresije CD43 u odnosu na nodalno / ekstranodalno

ishodiSte limfoma

Analiza korelacije ekspresije CD43 u odnosu na nodalno / ekstranodalno ishodiste limfoma
ispitana je na 81 bolesnika. Medu nodalnim limfomima je bilo 32 CD43- 1 7 CD43+, a medu
ekstranodalnim limfomima bilo je 34 CD43- i 8 CD43+ slucajeva.

Tabela 50. Analiza ekspresije CD43 u odnosu na nodalno / ekstranodalno ishodiste limfoma

Tabela kontingencije

CD 43

negativan pozitivan ukupno

ishodiste tumora nodalno N |32 7 39
% 182,1% 17,9% 100,0%

ekstranodalno N |34 8 42
% [81,0% 19,0% 100,0%

ukupno N |66 15 81
% ‘81,5% 18,5% 100,0%

Tabela 51. Korelacija ekspresije CD43 u odnosu na nodalno / ekstranodalno ishodiste
limfoma

vrednost df asimp. p (2-strana) Egzaktna p (2-strana)
Pearsonov hi-kvadrat ,016° 1,899
korekcija za kontinuitet” ,000 1 1,000
Fisherov egzaktni test 1,000
N validnih slucajeva 81

Nije nadena statisticka znacajnost, p=0,899. Nema korelacije izmedu ekspresije CD43 i
nodalnog / ekstranodalnog ishodiSta limfoma.
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Tabela 52. Statisticka znacajnost korelacije ekspresije CD43 u odnosu na nodalno /

ekstranodalno ishodiste limfoma

Simetriéne mere

vrednost p
Phi ,014 ,899
Cramerovo V ,014 ,899
koeficijent kontingencije C ,014 ,899
N validnih slucajeva |81
45.9 Analiza korelacije ekspresije EBV LMP u odnosu na nodalno /

ekstranodalno ishodiste limfoma

Analiza korelacije ekspresije EBV LMP u odnosu na nodalno / ekstranodalno ishodiste
limfoma je ispitana na 66 bolesnika. Medu nodalnim limfomima je bilo 24 EBV LMP- i 9
EBV LMP+, a medu ekstranodalnim limfomima je bilo 17 EBV LMP- i 16 EBV LMP+

slucajeva.

Tabela 53. Korelacija ekspresije EBV LMP u odnosu na nodalno / ekstranodalno ishodiste

limfoma

Tabela kontingencije

EBV LMP

negativan pozitivan ukupno

ishodi$te tumora nodalno N [24 9 33
% [72,7% 27,3% 100,0%

ekstranodalno N |17 16 33
% [|51,5% 48,5% 100,0%

ukupno N 41 25 66
% [62,1% 37,9% 100,0%

Tabela 54. Korelacija ekspresije EBV LMP u odnosu na nodalno / ekstranodalno ishodiste

limfoma

vrednost df asimp. p (2-strana)

Egzaktna p (2-strana)

Pearsonov hi-kvadrat 3,155 1,076
korekcija za kontinuitet” 2,318 1 ,128
Fisherov egzaktni test
N validnih slucajeva |66

,127
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Nije nadena statisticka znacajnost, p=0,076. Nema korelacije izmedu ekspresije EBV LMP i
nodalnog / ekstranodalnog ishodista limfoma.

Tabela 55. Statisticka znacajnost korelacije ekspresije EBV LMP u odnosu na nodalno /
ekstranodalno ishodiste limfoma

Simetriéne mere

\vrednost p
Phi ,219 ,076
Cramerovo V 219 ,076
koeficijent kontingencije C 214 ,076
N validnih slucajeva |66
45.10 Analiza korelacije ekspresije VEGF u odnosu na nodalno / ekstranodalno

ishodiste limfoma

Analiza korelacije ekspresije VEGF u odnosu na nodalno / ekstranodalno ishodiste limfoma
je ispitana na 65 bolesnika. Medu nodalnim limfomima je bilo 26 VEGF- i 6 VEGF+
slu¢ajeva, a medu ekstranodalnim limfomima 21 VEGF- i 12 VEGF+.

Tabela 56. Analiza ekspresije VEGF u odnosu na nodalno / ekstranodalno ishodiste limfoma

Tabela kontingencije

VEGF

negativan pozitivan ukupno

ishodi$te tumora nodalno N |26 6 32
% [81,3% 18,8% 100,0%

ekstranodalno N |21 12 33
% [63,6% 36,4% 100,0%

ukupno N K47 18 65
% [72,3% 27,7% 100,0%

Tabela 57. Korelacija ekspresije VEGF u odnosu na nodalno / ekstranodalno ishodiste
limfoma

vrednost df asimp. p (2-strana) Egzaktna p (2-strana)
Pearsonov hi-kvadrat 2517 1 ,113
korekcija za kontinuitet” 1,714 1,190
Fisherov egzaktni test ,166
N validnih slucajeva [65
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Nije nadena statisticka znacajnost, p=0,113. Nema korelacije izmedu ekspresije VEGF 1
nodalnog / ekstranodalnog ishodista limfoma.

Tabela 58. Statisticka znacajnost korelacije ekspresije VEGF u odnosu na nodalno /
ekstranodalno ishodiste limfoma

Simetriéne mere

\vrednost p
Phi ,197 ,113
Cramerovo V ,197 ,113
koeficijent kontingencije C ,193 ,113
N validnih slucajeva 165
4511 Analiza korelacije ekspresije COX2 u odnosu na nodalno / ekstranodalno

ishodiSte limfoma

Analiza korelacije ekspresije COX2 u odnosu na nodalno / ekstranodalno ishodiste limfoma
ispitana je na 66 bolesnika. Medu nodalnim limfomima bilo je 13 COX2- i 20 COX2 +
slucajeva, a medu ekstranodalnim 11 COX2- 122 COX2+ slucajeva.

Tabela 59. Analiza ekspresije COX2 u odnosu na nodalno / ekstranodalno ishodiste limfoma

Tabela kontingencije

COX 2

negativan pozitivan ukupno

ishodi$te tumora nodalno N |13 20 33
% [39,4% 60,6% 100,0%

ekstranodalno N J11 22 33
% [33,3% 66,7% 100,0%

ukupno N |24 42 66
% [36,4% 63,6% 100,0%

Tabela 60. Korelacija ekspresije COX2 u odnosu na nodalno / ekstranodalno ishodiste
limfoma

vrednost df asimp. p (2-strana) Egzaktna p (2-strana)
Pearsonov hi-kvadrat ,262° 1 ,609
korekcija za kontinuitet” ,065 1,798
Fisherov egzaktni test ,798
N validnih slucajeva |66
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Nije nadena statisticka znacajnost, p=0,609. Nema korelacije izmedu ekspresije COX2 i
nodalnog / ekstranodalnog ishodista limfoma.

Tabela 61. Statisticka znacajnost korelacije ekspresije COX2 u odnosu na nodalno /
ekstranodalno ishodiste limfoma

Simetriéne mere

\vrednost p
Phi ,063 ,609
Cramerovo V ,063 ,609
koeficijent kontingencije C ,063 ,609
N validnih slucajeva |66
45.12 Analiza korelacije ekspresije BAFFR u odnosu na nodalno /

ekstranodalno ishodiSte limfoma

Analiza korelacije ekspresije BAFFR u odnosu na nodalno / ekstranodalno ishodiste limfoma
je ispitana na 65 bolesnika. Medu nodalnim limfomima je bilo 18 BAFFR- i 15 BAFFR+
slucajeva, a medu ekstranodalnima je bilo 17 BAFFR- 1 15 BAFFR+ slucajeva.

Tabela 62. Analiza ekspresije BAFFR u odnosu na nodalno / ekstranodalno ishodiste
limfoma

Tabela kontingencije

BAFFR

negativan pozitivan ukupno

ishodi$te tumora nodalno N |18 15 33
% [54,5% 45,5% 100,0%

ekstranodalno N |17 15 32
% [53,1% 46,9% 100,0%

ukupno N |35 30 65
% 53,8% 46,2% 100,0%
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Tabela 63. Korelacija ekspresije BAFFR u odnosu na nodalno / ekstranodalno ishodiste
limfoma

vrednost df asimp. p (2-strana) Egzaktna p (2-strana)
Pearsonov hi-kvadrat ,013° 1,909
korekcija za kontinuitet” ,000 1 1,000
Fisherov egzaktni test 1,000
N validnih slucajeva 165

Nema statisticke znacajnosti, p=0,909. Nema korelacije izmedu ekspresije BAFFR i
nodalnog / ekstranodalnog ishodista limfoma.

Tabela 64. Statisticka znacajnost korelacije ekspresije BAFFR u odnosu na nodalno /
ekstranodalno ishodiste limfoma

Simetriéne mere

\vrednost p
Phi ,014 ,909
Cramerovo V ,014 ,909
koeficijent kontingencije C ,014 ,909
N validnih slucajeva [65
45.13 Analiza korelacije ekspresije TACI u odnosu na nodalno / ekstranodalno

ishodiSte limfoma

Analiza korelacije ekspresije TACI u odnosu na nodalno / ekstranodalno ishodiste limfoma je
ispitana na 66 bolesnika. Medu nodalnim limfomima bilo je 24 TACI- 1 9 TACI+ slucajeva, a
medu ekstranodalnim limfomima bilo je 13 TACI- 1 20 TACI+ slucajeva.

Tabela 65. Analiza ekspresije TACI u odnosu na nodalno / ekstranodalno ishodiste limfoma

Tabela kontingencije

TACI

|negativan pozitivan ukupno

ishodiste tumora nodalno N |24 9 33
% [72,7% 27,3% 100,0%

ekstranodalno N |13 20 33
% 139,4% 60,6% 100,0%

ukupno N |37 29 66
% [56,1% 43,9% 100,0%
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Hi-kvadrat test je statisti¢ki znacajan pa je znacajna i korelacija, p=0,013.

Tabela 66. Korelacija ekspresije TACI u odnosu na nodalno / ekstranodalno ishodiste
limfoma

vrednost dfasimp. p (2-strana)  Egzaktna p (2-strana)
Pearsonov hi-kvadrat 7,443° 1,006
korekcija za kontinuitet” 6,151 1,013
Fisherov egzaktni test ,013
N validnih slucajeva |66

Prisutna je statisticka znacajnost, p=0,006. Kod ekstranodalnih limfoma je TACI cesce
pozitivan nego kod nodalnih limfoma.

Tabela 67. Statisticka znacajnost korelacije ekspresije TACI u odnosu na nodalno /
ekstranodalno ishodiste limfoma

Simetriéne mere

\vrednost p
Phi ,336 ,006
Cramerovo V ,336 ,006
koeficijent kontingencije C ,318 ,006
N validnih slucajeva |66
45.14 Analiza korelacije ekspresije BCMA u odnosu na nodalno / ekstranodalno

ishodiSte limfoma
Analiza korelacije ekspresije BCMA u odnosu na nodalno / ekstranodalno ishodiste limfoma

je ispitana na 66 bolesnika. Medu nodalnim limfomima je bilo 30 BCMA- i 3 BCMA+
slucajeva, a medu ekstranodalnim je bilo 29 BCMA- i 4 BCMA+ slucajeva.
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Tabela 68. Analiza ekspresije BCMA u odnosu na nodalno / ekstranodalno ishodiste limfoma

Tabela kontingencije

BCMA

negativan pozitivan ukupno

ishodiste tumora nodalno N |30 3 33
% [90,9% 9,1% 100,0%

ekstranodalno N |29 4 33
% [87,9% 12,1% 100,0%

ukupno N |59 7 66
% 189,4% 10,6% 100,0%

Tabela 69. Korelacija ekspresije BCMA u odnosu na nodalno / ekstranodalno ishodiste
limfoma

vrednost df asimp. p (2-strana) Egzaktna p (2-strana)
Pearsonov hi-kvadrat ,160° 1,689
korekcija za kontinuitet” ,000 1 1,000
Fisherov egzaktni test 1,000
N validnih slucajeva |66

Nema statisticke znacajnosti, p=0,689. Nema korelacije izmedu ekspresije BCMA 1 nodalnog
/ ekstranodalnog ishodista limfoma.

Tabela 70. Statisticka znacajnost korelacije ekspresije BCMA u odnosu na nodalno /
ekstranodalno ishodiste limfoma

Simetriéne mere

\vrednost p
Phi ,049 ,689
Cramerovo V ,049 ,689
koeficijent kontingencije C ,049 ,689
N validnih slucajeva |66
4.5.15 Analiza korelacije ekspresije Ki-67 u odnosu na nodalno / ekstranodalno

ishodiste limfoma
Za analizu korelacije ekspresije Ki-67 u odnosu na nodalno / ekstranodalno ishodiste limfoma

racunata je biserijalna korelacija. Nije dobijena statisticka znacajnost, p=0,061, dakle nema
korelacije ekspresije Ki-67 u odnosu na nodalno / ekstranodalno ishodiste limfoma.
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Tabela 71. Biserijalna korelacija ekspresije Ki-67 u odnosu na nodalno / ekstranodalno
ishodiste limfoma

Korelacije
ishodiSte tumora
Ki-67 r ,203
p ,061
N 86
4.6 EKSPRESIJA T MEDUSOBNO POREDENJE EKSPRESIJE

PRIMENJENIH IMUNOHISTOHEMIJSKIH MARKERA

4.6.1 Frekvencija ekspresije CD20

CD20 nije uvrsten u uporedne analize jer je bio pozitivan u svim dostupnim uzorcima. Bio je
pozitivan kod 87 pacijenata, dok u preostalih 5 analiza nije uradena zbog nedostupnosti
parafinskih kalupa.

4.6.2 Eksplorativna analiza ekspresije Ki-67

Analiza ekspresije Ki-67 ucinjena je kod 86 bolesnika. Proseéna vrednost proliferativnog

indeksa Ki-67 bila je 62,79%, standardna greska 1,982, medijana 65%, standardna devijacija
18,380. Minimalna vrednost bila je 30% a maksimalna vrednosti 92%.
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Tabela 72. Deskriptivna statistika eksplorativne analize distribucije ekspresije Ki-67

statistik  st. greska

AS 62,79 1,982
. . donja granica 58,85
95% interval poverenja AS ] ]
gornja granica 66,73
korigovana AS (5%) 63,07
medijana 65,00
varijansa 337,838
Ki-67 SD 18,380
minimum 30
maksimum 92
opseg 62
interkvartilni opseg 35
zakrivljenost (Skewness) -,290 ,260
spljostenost (Kurtosis) -1,018 ,514

Normalnost distribucije Ki-67 proverena je pomocu dva testa: Kolmogorov-Smirnov i
Shapiro-Wilk. Na osnovu oba je utvrdeno da distribucija statisticki znacajno odstupa od
normalne, p=0,001.

Tabela 73. Testovi normalnosti distribucije ekspresije Ki-67

Kolmogorov-Smirnov Shapiro-Wilk
statistik df p statistik daf p
Ki-67 ,128 86 ,001 ,939 86 ,001

Na osnovu histograma 1 podataka o zakrivljenosti 1 spljoStenosti konstatuje se da je
odstupanje od distribucije ve¢e u smeru spljostenosti distribucije nego u odstupanju od
simetrije (zakrivljenosti). S obzirom da distribucija ove varijable odstupa od normalne, za
analizu razlika u ekspresiji Ki-67 u zavisnosti od rezultata na drugim markerima ne moze se
koristiti t-test ve¢ njegovu neparametrijsku zamenu Mann-Whitney test. Za razliku od t-testa
koji se koristi sa mernim varijablama, MW test se koristi na rangovima.
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Grafikon 3. Histogram distribucije ekspresije Ki-7
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Testiranje razlike u ekspresiji Ki-67 u zavisnosti od ekspresije drugih imunohistohemijskih
markera testirano je neparametrijskom zamenom za t-test za nezavisne uzorke. Testirana
varijabla je vrednost Ki-67 a grupiSucée varijable su rezultati na ostalim markerima (grupe:
pozitivan-negativan). U ovakvim tabelama dati su rangovi. Naime, originalni rezultati na Ki-
67 se poredaju po veli€ini i rangiraju. Grupa koja ima visi prose€an rang ima i viSe vrednosti
ekspresije Ki-67.

4.6.3 Analiza ekspresije Ki-67 u odnosu na ekspresiju MUM1
Analiza ekspresije Ki-67 u odnosu na ekspresiju MUML1 ucinjena je kod 82 bolesnika.

Tabela 74. Analiza ekspresije Ki-67 u odnosu na ekspresiju MUM1

MUM1 N  prosecni rang suma rangova
negativan 30 38,53 1156,00

Ki-67 pozitivan 52 43,21 2247,00
ukupno 82

S obzirom da je p >0,05 ni Man-Whitney U nije znacajan. To znac¢i da se pacijenti sa
pozitivnom i negativnom ekspresijom MUMI1 ne razlikuju statisticki znacajno po
vrednostima Ki-67, p=0,389.
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Tabela 75. Statisticka znacajnost razlike ekspresije Ki-67 u odnosu na ekspresiju MUM1

Ki-67
Mann-Whitney U 691,000
Wilcoxon W 1156,000
Z -,862
p ,389
4.6.4 Analiza ekspresije Ki-67 u odnosu na ekspresiju CD10

Analiza ekspresije Ki-67 u odnosu na CD10 je ispitana na 85 bolesnika od koji je 67 bilo
CD10- a 18 CD10+.

Tabela 76. Analiza ekspresije Ki-67 u odnosu na ekspresiju CD10

CD10 N  prosecni rang suma rangova
negativan 67 43,31 2901,50

Ki-67 pozitivan 18 41,86 753,50
ukupno 85

Nema statisticki znacajne razlike u ekspresiji Ki-67 izmedu CD10+ i CD10- slucajeva,
p=0,825.

Tabela 77. Statisticka znacajnost razlike ekspresije Ki-67 u odnosu na ekspresiju CD10

Ki-67
Mann-Whitney U 582,500
Wilcoxon W 753,500
Z -,222
p ,825
4.6.5 Analiza ekspresije Ki-67 u odnosu na ekspresiju BCL6

Analiza ekspresije Ki-67 u odnosu na ekspresiju BCL6 je ispitana kod 83 bolesnika, od ¢ega
je bilo 40 BCL6- i 43 BCL6+.
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Tabela 78. Analiza ekspresije Ki-67 u odnosu na ekspresiju BCL6

BCL6 N  prosecni rang suma rangova
negativan 40 37,35 1494,00

Ki-67 pozitivan 43 46,33 1992,00
ukupno 83

Nema statisticki znacajne razlike u ekspresiji Ki-67 izmedu BCL6 negativnih i pozitivnih
sluc¢ajeva, p=0,088.

Tabela 79. Statisticka znacajnost razlike ekspresije Ki-67 u odnosu na ekspresiju BCL6

Ki-67
Mann-Whitney U 674,000
Wilcoxon W 1494,000
z -1,705
p ,088
4.6.6 Analiza ekspresije Ki-67 u odnosu na ekspresiju BCL2

Analiza ekspresije Ki-67 u odnosu na ekspresiju BCL2 je ispitana na 83 bolesnika, od ¢ega je
bilo 50 BCL2- i 33 BCL2+.

Tabela 80. Analiza ekspresije Ki-67 u odnosu na ekspresiju BCL2

BCL2 N  prosecni rang suma rangova
negativan 50 42,48 2124,00

Ki-67 pozitivan 33 41,27 1362,00
ukupno 83

Nema statisticki znaCajne razlike u ekspresiji Ki-67 izmedu BCL2- i BCL2+ slucajeva,
p=0,822.

Tabela 81. Statisticka znacajnost razlike ekspresije Ki-67 u odnosu na ekspresiju BCL2

Ki-67
Mann-Whitney U 801,000
Wilcoxon W 1362,000
Z -,225
p ,822
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4.6.7 Analiza ekspresije Ki-67 u odnosu na ekspresiju CD30

Analiza ekspresije Ki-67 u odnosu na ekspresiju CD30 je ispitana na 71 bolesniku, od ¢ega je
bilo 63 CD30- i 8 CD30+.

Tabela 82. Analiza ekspresije Ki-67 u odnosu na ekspresiju CD30

CD30 N  prosecni rang suma rangova
negativan 63 36,98 2330,00

Ki-67 pozitivan 8 28,25 226,00
ukupno 71

Nema statisti¢ki znacajne razlike u ekspresiji Ki-67 izmedu CD30 negativnih i pozitivnih
sluc¢ajeva, p=0,257.

Tabela 83. Statisticka znacajnost razlike ekspresije Ki-67 u odnosu na ekspresiju CD30

Ki-67
Mann-Whitney U 190,000
Wilcoxon W 226,000
Z -1,134
p ,257
4.6.8 Analiza ekspresije Ki-67u odnosu na ekspresiju CD5

Analiza ekspresije Ki-67 u odnosu na ekspresiju CD5 je ispitana na 82 pacijenta, od Cega je
bilo 77 CD5- i 5 CD5+.

Tabela 84. Analiza ekspresije Ki-67u odnosu na ekspresiju CD5

CD5 N  prosecni rang suma rangova
negativan 77 40,99 3156,50

Ki-67 pozitivan 5 49,30 246,50
ukupno 82

Nema statisticki znacajne razlike u ekspresiji Ki-67 izmedu CD5- 1 CD5+ slucajeva, p=0,461.
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Tabela 85. Statisticka znacajnost razlike ekspresije Ki-67 u odnosu na ekspresiju CD5

Ki-67
Mann-Whitney U 153,500
Wilcoxon W 3156,500
Z -,760
p ,461
4.6.9 Analiza ekspresije Ki-67 u odnosu na ekspresiju CD43

Analiza ekspresije Ki-67 u odnosu na ekspresiju CD43 je ispitana kod 78 pacijenata, od ¢ega
je bilo 64 CD43- i 14 CD43+.

Tabela 86. Analiza ekspresije Ki-67 u odnosu na ekspresiju CD43

CD43 N  prosecni rang suma rangova
negativan 64 38,83 2485,00

Ki-67 pozitivan 14 4257 596,00
ukupno 78

Nema statisticki znacajne razlike u ekspresiji Ki-67 izmedu CD43- i CD43+ slucajeva,
p=0,573.

Tabela 87. Statisticka znacajnost razlike ekspresije Ki-67 u odnosu na ekspresiju CD43

Ki-67
Mann-Whitney U 405,000
Wilcoxon W 2485,000
Z -,563
p 573
4.6.10 Analiza ekspresije Ki-67 u odnosu na ekspresiju EBV LMP

Analiza ekspresije Ki-67 u odnosu na ekspresiju EBV LMP je ispitana na 66 bolesnika, od
cega je bilo 41 EBV LMP negativnih i 25 EBV LMP pozitivnih.
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Tabela 88. Analiza ekspresije Ki-67 u odnosu na ekspresiju EBV LMP

EBV LMP N  prose¢ni rang suma rangova
negativan 41 32,90 1349,00

Ki-67 pozitivan 25 34,48 862,00
ukupno 66

Nema statisti¢ki znacajne razlike u ekspresiji Ki-67 izmedu EBV LMP- i EBV LMP+
sluc¢ajeva, p=0,745.

Tabela 89. Statisticka znacajnost razlike ekspresije Ki-67 u odnosu na ekspresiju EBV LMP

Ki-67
Mann-Whitney U 488,000
Wilcoxon W 1349,000
z -,326
p 145
4.6.11 Analiza ekspresije Ki-67 u odnosu na ekspresiju VEGF

Analiza ekspresije Ki-67 u odnosu na ekspresiju VEGF je ispitana na 65 bolesnika, od ¢ega je
bilo 47 VEGF- i 18 VEGF+ slucajeva.

Tabela 90. Analiza ekspresije Ki-67 u odnosu na ekspresiju VEGF

VEGF N  prosecni rang suma rangova
negativan 47 31,50 1480,50

Ki-67 pozitivan 18 36,92 664,50
ukupno 65

Nema statisticki znacajne razlike u ekspresiji Ki-67 izmedu VEGF- i VEGF+ slucajeva,
p=0,298.

Tabela 91. Statisticka znacajnost razlike ekspresije Ki-67 u odnosu na ekspresiju VEGF

Ki-67
Mann-Whitney U 352,500
Wilcoxon W 1480,500
Z -1,040
p ,298
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4.6.12 Analiza ekspresije Ki-67 u odnosu na ekspresiju COX2

Analiza ekspresije Ki-67 u odnosu na ekspresiju COX2 je ispitana na 66 bolesnika, od ¢ega je
bilo 24 COX2 negativnih slucajeva i 42 COX2 pozitivnih.

Tabela 92. Analiza ekspresije Ki-67 u odnosu na ekspresiju COX2

COX2 N  prosecni rang suma rangova
negativan 24 25,21 605,00

Ki-67 pozitivan 42 38,24 1606,00
ukupno 66

Postoji statisti¢ki znacajna razlika izmedu ekspresije Ki-67 kod COX2 negativnih i pozitivnih
slucajeva, p=0,008. Ispitanici sa pozitivnom ekspresijom COX2 imaju znacajno izrazeniju
ekspresiju Ki-67.

Tabela 93. Statisticka znacajnost razlike ekspresije Ki-67 u odnosu na ekspresiju COX2

Ki-67
Mann-Whitney U 305,000
Wilcoxon W 605,000
Z -2,668
p ,008
4.6.13 Analiza ekspresije Ki-67 u odnosu na ekspresiju BAFFR

Analiza ekspresije Ki-67 u odnosu na ekspresiju BAFFR je ispitana na 65 bolesnika, od ¢ega
je bilo 35 BAFFR negativnih sluc¢ajeva i 30 BAFFR pozitivnih.

Tabela 94. Analiza ekspresije Ki-67 u odnosu na ekspresiju BAFFR

BAFFR N  prosecni rang suma rangova
negativan 35 32,69 1144,00

Ki-67 pozitivan 30 33,37 1001,00
ukupno 65

Nema statisticki znacajne razlike u ekspresiji Ki-67 izmedu BAFFR- i BAFFR+ slucajeva,
p=0,884,
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Tabela 95. Statisticka znacajnost razlike ekspresije Ki-67 u odnosu na ekspresiju BAFFR

Ki-67
Mann-Whitney U 514,000
Wilcoxon W 1144,000
Z -,146
p ,884
4.6.14 Analiza ekspresije Ki-67 u odnosu na ekspresiju TACI

Analiza ekspresije Ki-67 u odnosu na ekspresiju TACI je ispitana na 66 bolesnika, od Cega je
bilo 37 TACI- i 29 TACI+.

Tabela 96. Analiza ekspresije Ki-67 u odnosu na ekspresiju TACI

TACI N  prosecni rang suma rangova
negativan 37 29,11 1077,00

Ki-67 pozitivan 29 39,10 1134,00
ukupno 66

Postoji statisticki znacajna razlika u ekspresiji Ki-67 izmedu bolesnika sa pozitivnom i
negativnom ekspresijom TACI. Ispitanici sa pozitivnom ekspresijom TACI imaju statisticki
znacajno vecu ekspresiju Ki-67, p=0,035.

Tabela 97. Statisticka znacajnost razlike ekspresije Ki-67 u odnosu na ekspresiju TACI

Ki-67
Mann-Whitney U 374,000
Wilcoxon W 1077,000
Z -2,112
p ,035
4.6.15 Analiza ekspresije Ki-67 u odnosu na ekspresiju BCMA

Analiza ekspresije Ki-67 u odnosu na ekspresiju BCMA je ispitana kod 66 bolesnika, od ¢ega
je bilo 59 BCMA- slu¢ajeva i 7 BCMA+ slucajeva.
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Tabela 98. Analiza ekspresije Ki-67 u odnosu na ekspresiju BCMA

BCMA N  prosecni rang suma rangova
negativan 59 33,81 1994,50

Ki-67 pozitivan 7 30,93 216,50
ukupno 66

Nema statisticki znacajne razlike u ekspresiji Ki-67 izmedu BCMA- i BCMA+ slucajeva,
p=0,706.

Tabela 99. Statisticka znacajnost razlike ekspresije Ki-67 u odnosu na ekspresiju BCMA

Ki-67
Mann-Whitney U 188,500
Wilcoxon W 216,500
Z -, 377
p ,706
4.6.16 Korelacije ekspresije Ki-67 i ekspresije preostalih primenjenih
imunohistohemijskih markera
Povezanost odnosno korelacija izmedu ekspresije Ki-67 i ekspresije preostalih

imunohistohemijskih markera racunata je na dva nac¢ina. Prvi nacin je biserijska korelacija
izmedu ovog markera i svih ostalih. Jedina znacajna povezanost postoji izmedu ekspresije
Ki-67 sa jedne strane i ekspresije COX2 i TACI sa druge. Ove veze su pozitivne §to znaci da
pozitivnom nalazu na COX2 odgovara veca ekspresija Ki-67. Isto vazi i za TACIL Ovakvi
nalazi se poklapaju sa prethodnim nalazima M-W testa gde je znacajna razlika u ekspresiji
Ki-67 ustanovljena samo u odnosu na ekspresiju COX2 i TACI. Ovo je normalno jer su
razlike i povezanosti dve strane iste medalje.

Tabela 100. Korelacija ekspresije Ki-67 u odnosu na preostale primenjene imunohisto-
hemijske markere (Pearson-ov koeficijent korelacije)

MUM1 CD10BCL6BCL2CD30CD5CD43EBV VEGF COX2BAFFR TACIBCMA
LMP

r 105 -027 ,161 -034 -113,097,040 ,054 ,128 354 ,013 288 -0,019
p , 346 ,803 ,145 ,760 ,347 ,388,726 ,665 ,308 ,004 ,918 ,019 ,883
N 82 85 83 83 71 82 78 66 65 66 65 66 66

Ki-
67

90



S obzirom da raspodela Ki-67 nije normalna, kao $to je ve¢ reCeno, izraunate su i
neparametrijske korelacije i to koeficijent ranga korelacije Spearmanov ro i koeficijent ranga
korelacije Kendallov Tau-b. Za razliku od Spearmanovog koeficijenta, Kendalov vodi vise
racuna o vezanim rangovima i zato je ovde neSto nizi. I Pearsonov i dva neparametrijska
koeficijenta pokazuju isto. Postoji samo pozitivna veza izmedu ekspresije Ki-67 sa jedne
strane i ekspresije COX2 i TACI sa druge. Jedina razlika je u visini koeficijenata. Npr.
Pearsonov i Spearmanov koeficijent korelacije ekspresije Ki-67 i COX2 spadaju u niske, dok
Kendallov spada u neznatne. Svi koeficijenti korelacije izmedu Ki-67 i TACI su neznatni.

Tabela 101. Neparametrijski koeficijenti korelacije ekspresije Ki-67 i preostalih primenjenih
imunohistohemijskih markera (Kendall-ov Tau-b (Tb) i Spearman-ov ro (p)).

MUM1CD10BCL6BCL2CD30CDSCD43EBV  VEGF COX2BAFFRTACIBCMA
LMP

. Tg082 -021,161 -,021 -,116 ,072,055 ,035 111,283 ,016 224 -,040

Ki p ,389 ,825 ,088 ,822 ,257 ,447,573 ,745 ,298 008 ,884 035 ,706

N 82 85 83 83 71 82 78 66 65 66 65 66 66
Ki p ,096 -,024,188 -,025 -,136,084,064 ,040 ,130 331 ,018 262 -,047
I_

7 p ,392 ,826 ,088 ,824 ,260 ,451,577 ,747 ,302 ,007 ,886 ,034 ,709
N 82 85 83 83 71 82 78 66 65 66 65 66 66

6

U tabelama kontingencije povezanost i razlike izmedu ekspresija imunohistohemijskih
markera c¢ije su vrednosti izrazene kategorijama pozitivan/negativan ispitivana je
Pearsonovim hi-kvadrat testom (za nezavisne uzorke).

4.6.17 Analiza ekspresije MUML1 u odnosu na ekspresiju CD10

Analiza ekspresije MUM1 u odnosu na ekspresiju CD10 je ispitana kod 85 pacijenata.

Tabela 102. Analiza ekspresije MUM1 u odnosu na ekspresiju CD10

CD10 ukupno
negativan pozitivan
. N 24 8 32
negativan
% 75,0% 25,0% 100,0%
MUM1
. N 45 8 53
pozitivan
% 84,9% 15,1% 100,0%
N 69 16 85
ukupno
% 81,2% 18,8% 100,0%
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Hi-kvadrat test nije statisticki znacajan. Nema statisti¢ki znacajne razlike u ekspresiji MUM1

u odnosu na ekspresiju CD10, ¥*(1, N=85)=0,715, p=0,398.

4.6.18 Analiza ekspresije MUM1 u odnosu na ekspresiju BCL6

Analiza ekspresije MUM1 u odnosu na ekspresiju BCL6 je ispitana kod 84 bolesnika.

Tabela 103. Analiza ekspresije MUM1 u odnosu na ekspresiju BCL6

BCL6 ukupno
negativan pozitivan
. N 17 15 32
negativan
% 53,1% 46,9% 100,0%
MUM1
. N 23 29 52
pozitivan
% 44,2% 55,8% 100,0%
N 40 44 84
ukupno
% 47,6% 52,4% 100,0%

Hi-kvadrat nije statisti¢ki znac¢ajan. Nema statisticki znacajne razlike u ekspresiji MUM1 u

odnosu na ekspresiju BCL6, *(1, N=84)=0,322, p=0,570.

4.6.19 Analiza ekspresije MUML1 u odnosu na ekspresiju BCL2

Analiza ekspresije MUM1 u odnosu na ekspresiju BCL2 je ispitana na 85 bolesnika.

Tabela 104. Analiza ekspresije MUM1 u odnosu na ekspresiju BCL2

BCL2 ukupno
negativan pozitivan
i N 23 10 33
negativan
% 69,7% 30,3% 100,0%
MUM1
. N 27 25 52
pozitivan
% 51,9% 48,1% 100,0%
N 50 35 85
ukupno
% 58,8% 41,2% 100,0%
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Hi-kvadrat nije statisticki znacajan. Pacijenti sa pozitivnom i negativhom eskpresijom
MUMI se statisticki ne razlikuju znadajno u odnosu na ekspresiju BCL2, ¥*(1, N=85)=1,950,
p=0,163.

4.6.20 Analiza ekspresije MUM1 u odnosu na ekspresiju CD30

Analiza ekspresije MUM1 u odnosu na ekspresiju CD30 je ispitana na 71 bolesniku.

Tabela 105. Analiza ekspresije MUM1 u odnosu na ekspresiju CD30

CD30 ukupno
negativan pozitivan
. N 25 1 26
negativan
% 96,2% 3,8% 100,0%
MUM1
. N 39 6 45
pozitivan
% 86,7% 13,3% 100,0%
N 64 7 71
ukupno
% 90,1% 9,9% 100,0%

Hi-kvadrat test nije statisticki znacajan. Slucajevi sa pozitivnhom i negativnom ekspresijom
MUMI se ne razlikuju statisticki znacajno u odnosu na ekspresiju CD30, xz(l, N=71)=0,772,
p=0,380.

4.6.21 Analiza ekspresije MUM1 u odnosu na ekspresiju CD5

Analiza ekspresije MUM1 u odnosu na ekspresiju CD5 je ispitana kod 83 bolesnika.
Tabela 106. Analiza ekspresije MUM1 u odnosu na ekspresiju CD5

CD5 ukupno
negativan pozitivan
i N 29 1 30
negativan
% 96,7% 3,3% 100,0%
MUM1
. N 48 5 53
pozitivan
% 90,6% 9,4% 100,0%
N 77 6 83
ukupno
% 92,8% 7,2% 100,0%
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Hi-kvadrat nije statistiCki znacajan. SluCajevi sa pozitivnom i negativhom ekspresijom
MUMI se ne razlikuju statisticki zna¢ajno u odnosu na ekspresiju CD5, ¥*(1, N=83)=0,348,
p=0,555.

4.6.22 Analiza ekspresije MUML1 u odnosu na eksresiju CD43

Analiza ekspresije MUM1 u odnosu na ekspresiju CD43 je ispitana kod 78 pacijenata.

Tabela 107. Analiza ekspresije MUM1 u odnosu na eksresiju CD43

CD43 ukupno
negativan pozitivan
. N 25 4 29
negativan
% 86,2% 13,8% 100,0%
MUM1
. N 39 10 49
pozitivan
% 79,6% 20,4% 100,0%
N 64 14 78
ukupno
% 82,1% 17,9% 100,0%

Hi-kvadrat nije statisticki znaCajan. Nema statisticki znacajne razlike izmedu pozitivne i
negativne ekpresije MUM 1 u odnosu na ekspresiju CD43, y*(1, N=78)=0,185, p=0,667.
4.6.23 Analiza ekspresije MUML1 u odnosu na ekspresiju EBV LMP

Analiza ekspresije MUM1 u odnosu na ekspresiju EBV LMP je ispitana na 66 pacijenata.

Tabela 108. Analiza ekspresije MUM1 u odnosu na ekspresiju EBV LMP

EBV LMP ukupno
negativan pozitivan
. N 16 7 23
negativan
% 69,6% 30,4% 100,0%
MUM1
. N 25 18 43
pozitivan
% 58,1% 41,9% 100,0%
N 41 25 66
ukupno
% 62,1% 37,9% 100,0%

Hi-kvadrat nije statisticki znaCajan. Nema statisti¢ki znacajne razlike izmedu pozitivne i
negativne ekpresije MUML u odnosu na ekspresiju EBV LMP, y*(1, N=66)=0,417, p=0,519.
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4.6.24 Analiza ekspresije MUM1 u odnosu na ekspresiju VEGF

Analiza ekspresije MUM1 u odnosu na ekspresiju VEGF je ispitana na 65 bolesnika.

Tabela 109. Analiza ekspresije MUM1 u odnosu na ekspresiju VEGF

VEGF ukupno
negativan pozitivan
. N 17 6 23
negativan
% 73,9% 26,1% 100,0%
MUM1
. N 30 12 42
pozitivan
% 71,4% 28,6% 100,0%
N 47 18 65
ukupno
% 72,3% 27,7% 100,0%

Hi-kvadrat nije statisticki znaCajan. Nema statisti¢ki znacajne razlike izmedu pozitivne i

negativne ekspresije MUML1 i ekspresije VEGF, ¥*(1, N=65)=0,000, p=1,000.

4.6.25 Analiza ekspresije MUML1 u odnosu na ekspresiju COX2

Analiza ekspresije MUML1 u odnosu na ekspresiju COX2 je ispitana na 66 bolesnika.

Tabela 110. Analiza ekspresije MUM1 u odnosu na ekspresiju COX2

COX2 ukupno
negativan pozitivan
. N 9 14 23
negativan
% 39,1% 60,9% 100,0%
MUM1
. N 15 28 43
pozitivan
% 34,9% 65,1% 100,0%
N 24 42 66
ukupno
% 36,4% 63,6% 100,0%

Hi-kvadrat nije statisticki znacajan. Nema znacajne razlike izmedu pozitivne i negativne

ekspresije MUM u odnosu na ekspresiju COX2, *(1, N=66)=0,005, p=0,942.

4.6.26 Analiza ekspresije MUML u odnosu na ekspresiju BAFFR

Analiza ekspresije MUM1 u odnosu na ekspresiju BAFFR je ispitana na 65 bolesnika.
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Tabela 111. Analiza ekspresije MUM1 u odnosu na ekspresiju BAFFR

BAFFR ukupno
negativan pozitivan
. N 12 11 23
negativan
% 52,2% 47,8% 100,0%
MUM1
- N 23 19 42
pozitivan
% 54,8% 45,2% 100,0%
N 35 30 65
ukupno
% 53,8% 46,2% 100,0%

Hi-kvadrat nije statisticki znacajan. Nema znacajne razlike izmedu pozitivne i negativne
eskpresije MUMZ1 u odnosu na ekspresiju BAFFR, y*(1, N=65)=0,000, p=1,000.

4.6.27 Analiza ekspresije MUML1 u odnosu na ekspresiju TACI

Analiza ekspresije MUML1 u odnosu na ekspresiju TACI je ispitana na 66 bolesnika.

Tabela 112. Analiza ekspresije MUM1 u odnosu na ekspresiju TACI

TACI ukupno
negativan pozitivan
i N 15 8 23
negativan
% 65,2% 34,8% 100,0%
MUM1
. N 22 21 43
pozitivan
% 51,2% 48,8% 100,0%
N 37 29 66
ukupno
% 56,1% 43,9% 100,0%

Hi-kvadrat nije statistiCki znacajan. Nema znacajne razlike izmedu pozitivne i negativne
ekspresije MUMZ1 u odnosu na ekspresiju TACI, 3*(1, N=66)=0,699, p=0,403.

4.6.28 Analiza ekspresije MUM1 u odnosu na ekspresiju BCMA

Analiza ekspresije MUML1 u odnosu na ekspresiju BCMA je ispitana na 66 bolesnika.
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Tabela 113. Analiza ekspresije MUM1 u odnosu na ekspresiju BCMA

BCMA ukupno
negativan pozitivan
. N 22 1 23
negativan
% 95,7% 4,3% 100,0%
MUM1
- N 37 6 43
pozitivan
% 86,0% 14,0% 100,0%
N 59 7 66
ukupno
% 89,4% 10,6% 100,0%

Hi-kvadrat nije statisticki znacajan. Nema znacajne razlike izmedu pozitivne i negativne
ekspresije MUMZ1 u odnosu na ekspresiju BCMA, y*(1, N=66)=0,621, p=0,431.

4.6.29 Analiza ekspresije CD10 u odnosu na ekspresiju BCL6

Analiza ekspresije CD10 u odnosu na ekspresiju BCL6 je ispitana na 86 bolesnika.

Tabela 114. Analiza ekspresije CD10 u odnosu na ekspresiju BCL6

BCL6 ukupno
negativan pozitivan
. N 36 32 68
negativan
% 52,9% 47,1% 100,0%
CD10
. N 6 12 18
pozitivan
% 33,3% 66,7% 100,0%
N 42 44 86
ukupno
% 48,8% 51,2% 100,0%

Hi-kvadrat nije statisticki znacajan. Nema znacajne razlike izmedu pozitivne i negativne
ekspresije CD10 u odnosu na ekspresiju BCL6, x*(1, N=86)=1,476, p=0,224.

4.6.30 Analiza ekspresije CD10 u odnosu na ekspresiju BCL2

Analiza ekspresije CD10 u odnosu na ekspresiju BCL2 je ispitana kod 87 bolesnika.
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Tabela 115. Analiza ekspresije CD10 u odnosu na ekspresiju BCL2

BCL2 ukupno
negativan pozitivan
. N 43 26 69
negativan
% 62,3% 37,7% 100,0%
CD10
- N 10 8 18
pozitivan
% 55,6% 44,4% 100,0%
N 53 34 87
ukupno
% 60,9% 39,1% 100,0%

Hi-kvadrat nije statisticki znacajan. Nema znacajne razlike izmedu pozitivne i negativne
ekspresije CD10 u odnosu na ekspresiju BCL2, x*(1, N=87)=0,064, p=0,801.

4.6.31 Analiza ekspresije CD10 u odnosu na ekspresiju CD30

Analiza ekspresije CD10 u odnosu na ekspresiju CD30 je ispitana na 74 bolesnika.

Tabela 116. Analiza ekspresije CD10 u odnosu na ekspresiju CD30

CD30 ukupno
negativan pozitivan
. N 52 7 59
negativan
% 88,1% 11,9% 100,0%
CD10
. N 14 1 15
pozitivan
% 93,3% 6,7% 100,0%
N 66 8 74
ukupno
% 89,2% 10,8% 100,0%

Hi-kvadrat nije statisticki znacajan. Nema znacajne razlike izmedu pozitivne i negativne
ekspresije CD10 u odnosu na ekspresiju CD30, y*(1, N=74)=0,013, p=0,910.

4.6.32 Analiza ekspresije CD10 u odnosu na ekspresiju CD5

Analiza ekspresije CD10 u odnosu na ekspresiju CD5 je ispitana na 85 bolesnika.
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Tabela 117. Analiza ekspresije CD10 u odnosu na ekspresiju CD5

CD5 ukupno
negativan pozitivan
. N 65 3 68
negativan
% 95,6% 4,4% 100,0%
CD10
- N 15 2 17
pozitivan
% 88,2% 11,8% 100,0%
N 80 5 85
ukupno
% 94,1% 5,9% 100,0%

Hi-kvadrat nije statisticki znacajan. Nema znacajne razlike izmedu pozitivne i negativne
ekspresije CD10 u odnosu na ekspresiju CD5, x*(1, N=85)=0,332, p=0,564.

4.6.33 Analiza ekspresije CD10 u odnosu na ekspresiju CD43

Analiza ekspresije CD10 u odnosu na ekspresiju CD43 je ispitana kod 81 bolesnika.

Tabela 118. Analiza ekspresije CD10 u odnosu na ekspresiju CD43

CD43 ukupno
negativan pozitivan
. N 52 12 64
negativan
% 81,2% 18,8% 100,0%
CD10
. N 14 2 16
pozitivan
% 87,5% 12,5% 100,0%
N 66 14 80
ukupno
% 82,5% 17,5% 100,0%

Hi-kvadrat nije statisticki znacajan. Nema znacajne razlike izmedu negativne i pozitivne
ekspresije CD10 u odnosu na ekspresiju CD43, y*(1, N=80)=0,049, p=0,825.

4.6.34 Analiza ekspresije CD10 u odnosu na ekspresiju EBV LMP

Analiza ekspresije CD10 u odnosu na ekspresiju EBV LMP je ispitana na 66 bolesnika.
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Tabela 119. Analiza ekspresije CD10 u odnosu na ekspresiju EBV LMP

EBV LMP ukupno
negativan pozitivan
. N 32 21 53
negativan
% 60,4% 39,6% 100,0%
CD10
- N 9 4 13
pozitivan
% 69,2% 30,8% 100,0%
N 41 25 66
ukupno
% 62,1% 37,9% 100,0%

Hi-kvadrat nije statisticki znacajan. Nema znacajne razlike izmedu negativhe i pozitivne
ekspresije CD10 u odnosu na ekspresiju EBV LMP, y*(1, N=66)=0,073, p=0,787.

4.6.35 Analiza ekspresije CD10 u odnosu na ekspresiju VEGF

Analiza ekspresije CD10 u odnosu na ekspresiju VEGF je ispitana na 65 bolesnika.

Tabela 120. Analiza ekspresije CD10 u odnosu na ekspresiju VEGF

VEGF ukupno
negativan pozitivan
. N 39 13 52
negativan
% 75,0% 25,0% 100,0%
CD10
. N 8 5 13
pozitivan
% 61,5% 38,5% 100,0%
N 47 18 65
ukupno
% 72,3% 27,7% 100,0%

Hi-kvadrat nije statisticki znacajan. Nema znacajne razlike izmedu pozitivne i negativne
ekspresije CD10 u odnosu na ekspresiju VEGF, y*(1, N=65)=0,389, p=0,533.

4.6.36 Analiza ekspresije CD10 u odnosu na ekspresiju COX2

Analiza ekspresije CD10 u odnosu na ekspresiju COX2 je ispitana na 66 bolesnika.
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Tabela 121. Analiza ekspresije CD10 u odnosu na ekspresiju COX2

COX2 ukupno
negativan pozitivan
. N 20 33 53
negativan
% 37,7% 62,3% 100,0%
CD10
- N 4 9 13
pozitivan
% 30,8% 69,2% 100,0%
N 24 42 66
ukupno
% 36,4% 63,6% 100,0%

Hi-kvadrat nije statisticki znacajan. Nema znacajne razlike izmedu pozitivne i negativne
ekspresije CD10 u odnosu na ekspresiju COX2, ¥*(1, N=66)=0,021, p=0,884.

4.6.37 Analiza povezanosti ekspresije CD10 u odnosu na eskpresiju BAFFR
Analiza povezanosti ekspresije CD10 i BAFFR je ispitana na 65 bolesnika.

Tabela 122. Analiza povezanosti ekspresije CD10 u odnosu na eskpresiju BAFFR

BAFFR ukupno
negativan pozitivan
. N 31 21 52
negativan
% 59,6% 40,4% 100,0%
CD10
. N 4 9 13
pozitivan
% 30,8% 69,2% 100,0%
N 35 30 65
ukupno
% 53,8% 46,2% 100,0%

Hi-kvadrat nije statisticki znacajan. Nema znacajne razlike izmedu pozitivne i negativne
ekspresije CD10 u odnosu na ekspresiju BAFFR, x*(1, N=65)=2,418, p=0,120.

4.6.38 Analiza ekspresije CD10 u odnosu na ekspresiju TACI

Analiza ekspresije CD10 u odnosu na ekspresiju TACI je ispitana na 66 bolesnika.
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Tabela 123. Analiza ekspresije CD10 u odnosu na ekspresiju TACI

TACI ukupno
negativan pozitivan
. N 32 21 53
negativan
% 60,4% 39,6% 100,0%
CD10
- N 5 8 13
pozitivan
% 38,5% 61,5% 100,0%
N 37 29 66
ukupno
% 56,1% 43,9% 100,0%

Hi-kvadrat nije statisticki znacajan. Slucajevi sa pozitivnom i negativnhom ekspresijm CD10
se ne razlikuju znacajno u odnosu na ekspresiju TACI, Xz(l, N=66)=1,243, p=0,265.

4.6.39 Analiza ekspresije CD10 u odnosu na ekspresiju BCMA

Analiza ekspresije CD10 u odnosu na ekspresiju BCMA je ispitana na 66 bolesnika.

Tabela 124. Analiza ekspresije CD10 u odnosu na ekspresiju BCMA

BCMA ukupno
negativan pozitivan
. N 46 7 53
negativan
% 86,8% 13,2% 100,0%
CD10
. N 13 0 13
pozitivan
% 100,0% 0,0% 100,0%
N 59 7 66
ukupno
% 89,4% 10,6% 100,0%

Hi-kvadrat nije statistiCki znacajan. Nema znacajne razlike izmedu pozitivne i negativne
ekspresije CD10 i ekspresije BCMA, x*(1, N=66)=0,780, p=0,377.

4.6.40 Analiza ekspresije BCL6 u odnosu na ekspresiju BCL2

Analiza ekspresije BCL6 u odnosu na ekspresiju BCL2 je ispitana na 86 bolesnika.

102



Tabela 125. Analiza ekspresije BCL6 u odnosu na ekspresiju BCL2

BCL2 ukupno
negativan pozitivan
. N 28 14 42
negativan
% 66,7% 33,3% 100,0%
BCL6
. N 24 20 44
pozitivan
% 54,5% 45,5% 100,0%
N 52 34 86
ukupno
% 60,5% 39,5% 100,0%

Hi-kvadrat nije statisticki znac¢ajan. Nema statisticki znacajne razlike izmedu negativne i
pozitivne ekspresije BCL6 u odnosu na ekspresiju BCL2, ¥*(1, N=86)=0,862,p=0,353.

4.6.41 Analiza ekspresije BCL6 u odnosu na ekspresiju CD30

Analiza ekspresije BCL6 u odnosu na ekspresiju CD30 je ispitana na 73 pacijenta.

Tabela 126. Analiza ekspresije BCL6 u odnosu na ekspresiju CD30

CD30 ukupno
negativan pozitivan
. N 32 2 34
negativan
% 94,1% 5,9% 100,0%
BCL6
. N 34 5 39
pozitivan
% 87,2% 12,8% 100,0%
N 66 7 73
ukupno
% 90,4% 9,6% 100,0%

Hi-kvadrat nije statisticki znacajan. Nema znacajne razlike izmedu pozitivne i negativne
ekspresije BCL6 u odnosu na ekspresiju CD30, ¥*(1, N=73)=0,367, p=0,545.

4.6.42 Analiza ekspresije BCL6 u odnosu na ekspresiju CD5

Analiza ekspresije BCL6 u odnosu na ekspresiju CD5 je ispitana na 82 pacijenta.

103



Tabela 127. Analiza ekspresije BCL6 u odnosu na ekspresiju CD5

CD5 ukupno
negativan pozitivan
. N 37 3 40
negativan
% 92,5% 7,5% 100,0%
BCL6
- N 40 2 42
pozitivan
% 95,2% 4,8% 100,0%
N 77 5 82
ukupno
% 93,9% 6,1% 100,0%

Hi-kvadrat nije statisticki znacajan. Nema znacajne razlike izmedu pozitivne i negativne
ekspresije BCL6 u odnosu na ekspresiju CD5, ¥*(1, N=82)=0,003, p=0,955.

4.6.43 Analiza ekspresije BCL6 u odnosu na ekspresiju CD43

Analiza ekspresije BCL6 u odnosu na ekspresiju CD43 je ispitana na 78 pacijenata.

Tabela 128. Analiza ekspresije BCL6 u odnosu na ekspresiju CD43

CD43 ukupno
negativan pozitivan
. N 33 7 40
negativan
% 82,5% 17,5% 100,0%
BCL6
. N 32 6 38
pozitivan
% 84,2% 15,8% 100,0%
N 65 13 78
ukupno
% 83,3% 16,7% 100,0%

Hi-kvadrat nije statistiCki znacajan. Nema znacajne razlike izmedu pozitivne i negativne
ekspresije BCL6 i CD43, y*(1, N=78)=0,000, p=1,000.

4.6.44 Analiza ekspresije BCL6 u odnosu na ekspresiju EBV LMP

Analiza ekspresije BCL6 u odnosu na ekspresiju EBV LMP je ispitana na 66 bolesnika.
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Tabela 129. Analiza ekspresije BCL6 u odnosu na ekspresiju EBV LMP

EBV LMP ukupno
negativan pozitivan
. N 18 12 30
negativan
% 60,0% 40,0% 100,0%
BCL6
. N 23 13 36
pozitivan
% 63,9% 36,1% 100,0%
N 41 25 66
ukupno
% 62,1% 37,9% 100,0%

Hi-kvadrat nije statisticki znacajan. Nema znacajne razlike izmedu pozitivne i negativne
ekspresije BCL6 uodnosu na ekspresiju EBV LMP, y*(1, N=66)=0,005, p=0,945.

4.6.45 Analiza ekspresije BCL6 u odnosu na ekspresiju VEGF

Analiza ekspresije BCL6 u odnosu na ekspresiju VEGF je ispitana na 65 bolesnika.

Tabela 130. Analiza ekspresije BCL6 u odnosu na ekspresiju VEGF

VEGF ukupno
negativan pozitivan
i N 25 5 30
negativan
% 83,3% 16,7% 100,0%
BCL6
. N 22 13 35
pozitivan
% 62,9% 37,1% 100,0%
N 47 18 65
ukupno
% 72,3% 27,7% 100,0%

Hi-kvadrat nije statisticki znacajan. Nema znacajne razlike izmedu pozitivne i negativne
ekspresije BCL6 u odnosu na ekspresiju VEGF, x*(1, N=65)=2,437, p=0,118.

4.6.46 Analiza ekspresije BCL6 u odnosu na ekspresiju COX2

Analiza ekspresije BCL6 u odnosu na ekspresiju COX2 je ispitana na 66 bolesnika.
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Tabela 131. Analiza ekspresije BCL6 u odnosu na ekspresiju COX2

COX2 ukupno
negativan pozitivan
. N 13 17 30
negativan
% 43,3% 56,7% 100,0%
BCL6
. N 11 25 36
pozitivan
% 30,6% 69,4% 100,0%
N 24 42 66
ukupno
% 36,4% 63,6% 100,0%

Hi-kvadrat nije statisticki znacajan. Nema znacajne razlike izmedu pozitivne i negativne
ekspresije BCL6 u odnosu na ekspresiju COX2, x*(1, N=66)=0,668, p=0,414.

4.6.47 Analiza ekspresije BCL6 u odnosu na ekspresiju BAFFR

Analiza ekspresije BCL6 u odnosu na ekspresiju BAFFR je ispitana na 65 bolesnika.

Tabela 132. Analiza ekspresije BCL6 u odnosu na ekspresiju BAFFR

BAFFR ukupno
negativan pozitivan
. N 19 10 29
negativan
% 65,5% 34,5% 100,0%
BCL6
. N 16 20 36
pozitivan
% 44,4% 55,6% 100,0%
N 35 30 65
ukupno
% 53,8% 46,2% 100,0%

Hi-kvadrat nije statisticki znacajan. Nema znacajne razlike izmedu pozitivne i negativne
ekspresije BCL6 u odnosu na ekspresiju BAFFR, x*(1, N=65)=2,085, p=0,149.

4.6.48 Analiza ekspresije BCL6 u odnosu na ekspresiju TACI

Analiza ekspresije BCL6 u odnosu na ekspresiju TACI je ispitana na 66 bolesnika.
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Tabela 133. Analiza ekspresije BCL6 u odnosu na ekspresiju TACI

TACI ukupno
negativan pozitivan
. N 17 13 30
negativan
% 56,7% 43,3% 100,0%
BCL6
. N 20 16 36
pozitivan
% 55,6% 44,4% 100,0%
N 37 29 66
ukupno
% 56,1% 43,9% 100,0%

Hi-kvadrat nije statisticki znacajan. Nema znacajne razlike izmedu pozitivne i negativne
ekspresije BCL6 u odnosu na ekspresiju TACI, ¥*(1, N=66)=0,000, p=1,000.

4.6.49 Analiza ekspresije BCL6 u odnosu na ekspresiju BCMA

Analiza ekspresije BCL6 u odnosu na ekspresiju BCMA je ispitana na 66 bolesnika.

Tabela 134. Analiza ekspresije BCL6 u odnosu na ekspresiju BCMA

BCMA ukupno
negativan pozitivan
i N 29 1 30
negativan
% 96,7% 3,3% 100,0%
BCL6
. N 30 6 36
pozitivan
% 83,3% 16,7% 100,0%
N 59 7 66
ukupno
% 89,4% 10,6% 100,0%

Hi-kvadrat nije statisticki znacajan. Nema znacajne razlike izmedu negativne i pozitivne
ekspresije BCL6 u odnosu na ekspresiju BCMA, x*(1, N=66)=1,823, p=0,177.

4.6.50 Analiza ekspresije BCL2 u odnosu na ekspresiju CD30

Analiza ekspresije BCL2 u odnosu na ekspresiju CD30 je ispitana kod 73 bolesnika.
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Tabela 135. Analiza ekspresije BCL2 u odnosu na ekspresiju CD30

CD30 ukupno
negativan pozitivan
. N 41 4 45
negativan
% 91,1% 8,9% 100,0%
BCL2
- N 25 3 28
pozitivan
% 89,3% 10,7% 100,0%
N 66 7 73
ukupno
% 90,4% 9,6% 100,0%

Hi-kvadrat nije statisticki znacajan. Nema znacajne razlike izmedu pozitivne i negativne
ekspresije BCL2 u odnosu na ekspresiju CD30, ¥*(1, N=73)=0,000, p=1,000.

4.6.51 Analiza ekspresije BCL2 u odnosu na ekspresiju CD5

Analiza ekspresije BCL2 u odnosu na ekspresiju CD5 je ispitana na 85 bolesnika.

Tabela 136. Analiza ekspresije BCL2 u odnosu na ekspresiju CD5

CD5 ukupno
negativan pozitivan
. N 50 1 51
negativan
% 98,0% 2,0% 100,0%
BCL2
. N 28 6 34
pozitivan
% 82,4% 17,6% 100,0%
N 78 7 85
ukupno
% 91,8% 8,2% 100,0%

Hi-kvadrat je statisticki znac¢ajan. Prisutna je statisti¢ki znacajna razlika pozitivne i negativne
ekspresije BCL2 u odnosu na ekspresiju CD5, y*(1, N=85)=4,729, p=0,030. Razlika se
najbolje vidi iz tabele kontingencije i stubicastog dijagrama. BCL2 negativni slu¢ajevi Su u
98% slucajeva CD5 negativni, dok je kod BCL2 pozitivnih taj procenat znatno nizi (82,4%).
Korelacija izmedu negativne i pozitivne ekspresije BCL2 i ekspresije CDS5 je statisticki
znacajna i neznatna, p=0,010.
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Tabela 137. Korelacija ekspresije BCL2 u odnosu na ekspresiju CD5

vrednost aproks. p
Phi ,280 ,010
Cramerovo V ,280 ,010
koeficijent kontingencije C ,269 ,010
N validnih slu¢ajeva 85
4.6.52 Analiza ekspresije BCL2 u odnosu na ekspresiju CD43

Analiza ekspresije BCL2 u odnosu na ekspresiju CD43 je ispitana na 79 bolesnika.

Tabela 138. Analiza ekspresije BCL2 u odnosu na ekspresiju CD43

CD43 ukupno
negativan pozitivan
. N 44 3 47
negativan
% 93,6% 6,4% 100,0%
BCL2
. N 21 11 32
pozitivan
% 65,6% 34,4% 100,0%
N 65 14 79
ukupno
% 82,3% 17,7% 100,0%

Hi-kvadrat je statisticki znacajan. Prisutna je statisticki znac¢ajna razlika BCL2 pozitivnih i
negativnih slucajeva u odnosu na ekspresiju CD43, y*(1, N=79)=8,401, p=0,004. BCL2
negativni sluéajevi su u znac¢ajno vecem procentu (93,6%) CD43 negativni, u odnosu na
BCL2 pozitivne (65,6%). Korelacija pozitivne i negativne ekspresije BCL2 i CD43 je
statistiCki znacajna 1 niska, p=0,001.

Tabela 139. Korelacija ekspresije BCL2 u odnosu na ekspresiju CD43

vrednost aproks. p
Phi ,360 ,001
Cramerovo V ,360 ,001
koeficijent kontingencije C ,339 ,001
N validnih slucajeva 79
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4.6.53 Analiza ekspresije BCL2 u odnosu na ekspresiju EBV LMP
Analiza ekspresije BCL2 u odnosu na ekspresiju EBV LMP je ispitana na 66 bolesnika.

Tabela 140. Analiza ekspresije BCL2 u odnosu na ekspresiju EBV LMP

EBV LMP ukupno
negativan pozitivan
. N 24 15 39
negativan
% 61,5% 38,5% 100,0%
BCL2
. N 17 10 27
pozitivan
% 63,0% 37,0% 100,0%
N 41 25 66
ukupno
% 62,1% 37,9% 100,0%

Hi-kvadrat nije statisticki znaCajan. Nema statistiCki znacajne razlike izmedu BCL2
negativnih 1 pozitivnih slucajeva i ekspresije EBV LMP, Xz(l, N=66)=0,000, p=1,000.

4.6.54 Analiza ekspresije BCL2 u odnosu na ekspresiju VEGF

Analiza ekspresije BCL2 u odnosu na ekspresiju VEGF je ispitana na 65 bolesnika.

Tabela 141. Analiza ekspresije BCL2 u odnosu na ekspresiju VEGF

VEGF ukupno
negativan pozitivan
. N 29 10 39
negativan
% 74,4% 25,6% 100,0%
BCL2
- N 18 8 26
pozitivan
% 69,2% 30,8% 100,0%
N 47 18 65
ukupno
% 72,3% 27,7% 100,0%

Hi-kvadrat nije statisticki znacajan. Nema znacajne razlike izmedu pozitivne i negativne
ekspresije BCL2 u odnosu na ekspresiju VEGF, ¥*(1, N=65)=0,029, p=0,865.

4.6.55 Analiza ekspresije BCL2 u odnosu na ekspresiju COX2

Analiza ekspresije BCL2 u odnosu na ekspresiju COX2 je ispitana kod 66 bolesnika.
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Tabela 142. Analiza ekspresije BCL2 u odnosu na ekspresiju COX2

COX2 ukupno
negativan pozitivan
. N 18 21 39
negativan
% 46,2% 53,8% 100,0%
BCL2
- N 6 21 27
pozitivan
% 22,2% 77,8% 100,0%
N 24 42 66
ukupno
% 36,4% 63,6% 100,0%

Hi-kvadrat nije statisticki znaCajan. Nema statisticki znacajne razlike izmedu pozitivne i
negativne ekspresije BCL2 u odnosu na ekspresiju COX2, ¥*(1, N=66)=2,982, p=0,084.
4.6.56 Analiza ekspresije BCL2 u odnosu na ekspresiju BAFFR

Analiza ekspresije BCL2 u odnosu na ekspresiju BAFFR je ispitana na 65 bolesnika.

Tabela 143. Analiza ekspresije BCL2 u odnosu na ekspresiju BAFFR

BAFFR ukupno
negativan pozitivan
. N 21 17 38
negativan
% 55,3% 44, 7% 100,0%
BCL2
. N 14 13 27
pozitivan
% 51,9% 48,1% 100,0%
N 35 30 65
ukupno
% 53,8% 46,2% 100,0%

Hi-kvadrat nije statistiCki znacajan. Nema znacajne razlike izmedu negativne i pozitivne
ekspresije BCL2 u odnosu na ekspresiju BAFFR, y*(1, N=65)=0,000, p=0,985.

4.6.57 Analiza ekspresije BCL2 u odnosu na ekspresiju TACI

Analiza ekspresije BCL2 u odnosu na ekspresiju TACI je ispitana na 66 bolesnika.
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Tabela 144. Analiza ekspresije BCL2 u odnosu na ekspresiju TACI

TACI ukupno
negativan pozitivan
. N 22 17 39
negativan
% 56,4% 43,6% 100,0%
BCL2
- N 15 12 27
pozitivan
% 55,6% 44,4% 100,0%
N 37 29 66
ukupno
% 56,1% 43,9% 100,0%

Hi-kvadrat nije statisticki znacajan. Nema znacajne razlike izmedu negativhe i pozitivne
ekspresije BCL2 u odnosu na ekspresiju TACI, ¥*(1, N=66)=0,000, p=1,000.
4.6.58 Analiza ekspresije BCL2 u odnosu na ekspresiju BCMA

Analiza ekspresije BCL2 u odnosu na ekspresiju BCMA je ispitana kod 66 pacijenata.
Tabela 145. Analiza ekspresije BCL2 u odnosu na ekspresiju BCMA

BCMA ukupno
negativan pozitivan
. N 35 4 39
negativan
% 89,7% 10,3% 100,0%
BCL2
. N 24 3 27
pozitivan
% 88,9% 11,1% 100,0%
N 59 7 66
ukupno
% 89,4% 10,6% 100,0%

Hi-kvadrat nije statisticki znacajan. Nema znacajne razlike izmedu negativne i pozitivne
ekspresije BCL2 u odnosu na ekspresiju BCMA, y*(1, N=66)=0,000, p=1,000.

4.6.59 Analiza ekspresije CD30 u odnosu na ekspresiju CD5

Analiza ekspresije CD30 u odnosu na ekspresiju CD5 je ispitana na 73 bolesnika.
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Tabela 146. Analiza ekspresije CD30 u odnosu na ekspresiju CD5

CD5 ukupno
negativan pozitivan
. N 61 5 66
negativan
% 92,4% 7,6% 100,0%
CD30
.. N 7 0 7
pozitivan
% 100,0% 0,0% 100,0%
N 68 5 73
ukupno
% 93,2% 6,8% 100,0%

Hi-kvadrat nije statisticki znacajan. Nema znacajne razlike izmedu pozitivne 1 negativne
ekspresije CD30 u odnosu na ekspresiju CD5, ¥*(1, N=73)=0,000, p=1,000.

4.6.60 Analiza ekspresije CD30 u odnosu na ekspresiju CD43

Analiza ekspresije CD30 u odnosu na ekspresiju CD43 je ispitana na 70 bolesnika.

Tabela 147. Analiza ekspresije CD30 u odnosu na ekspresiju CD43

CD43 ukupno
negativan pozitivan
. N 53 10 63
negativan
% 84,1% 15,9% 100,0%
CD30
. N 5 2 7
pozitivan
% 71,4% 28,6% 100,0%
N 58 12 70
ukupno
% 82,9% 17,1% 100,0%

Hi-kvadrat nije statistiCki znacajan. Nema znacajne razlike izmedu pozitivne i negativne
ekspresije CD30 u odnosu na ekspresije CD43, ¥*(1, N=70)=0,101, p=0,751.

4.6.61 Analiza ekspresije CD30 u odnosu na ekspresiju EBV LMP

Analiza ekspresije CD30 u odnosu na ekspresiju EBV LMP je ispitana kod 64 bolesnika.
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Tabela 148. Analiza ekspresije CD30 u odnosu na ekspresiju EBV LMP

EBV LMP ukupno
negativan pozitivan
. N 37 21 58
negativan
% 63,8% 36,2% 100,0%
CD30
- N 4 2 6
pozitivan
% 66,7% 33,3% 100,0%
N 41 23 64
ukupno
% 64,1% 35,9% 100,0%

Hi-kvadrat nije statisticki znacajan. Nema znacajne razlike izmedu pozitivne i negativne
ekspresije CD30 u odnosu na ekspresiju EBV LMP, ¥*(1, N=64)=0,000, p=1,000.

4.6.62 Analiza ekspresije CD30 u odnosu na ekspresiju VEGF

Analiza ekspresije CD30 u odnosu na ekspresiju VEGF je ispitana na 63 bolesnika.

Tabela 149. Analiza ekspresije CD30 u odnosu na ekspresiju VEGF

VEGF ukupno
negativan pozitivan
. N 41 16 57
negativan
% 71,9% 28,1% 100,0%
CD30
. N 4 2 6
pozitivan
% 66,7% 33,3% 100,0%
N 45 18 63
ukupno
% 71,4% 28,6% 100,0%

Hi-kvadrat nije statistiCki znacajan. Nema znacajne razlike izmedu negativne i pozitivne
ekspresije CD30 u odnosu na ekspresiju VEGF, y*(1, N=63)=0,000, p=1,000.

4.6.63 Analiza ekspresije CD30 u odnosu na ekspresiju COX2

Analiza ekspresije CD30 u odnosu na ekspresiju COX2 je ispitana na 64 bolesnika.
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Tabela 150. Analiza ekspresije CD30 u odnosu na ekspresiju COX2

COX2 ukupno
negativan pozitivan
. N 22 36 58
negativan
% 37,9% 62,1% 100,0%
CD30
- N O 6 6
pozitivan
% 0,0% 100,0% 100,0%
N 22 42 64
ukupno
% 34,4% 65,6% 100,0%

Hi-kvadrat nije statisticki znacajan. Nema znacajne razlike izmedu pozitivne i negativne
ekspresije CD30 u odnosu na ekspresiju COX2, ¥*(1, N=64)=1,990, p=0,158.

4.6.64 Analiza ekspresije CD30 u odnosu na ekspresiju BAFFR

Analiza ekspresije CD30 u odnosu na ekspresiju BAFFR je ispitana na 64 bolesnika.

Tabela 151. Analiza ekspresije CD30 u odnosu na ekspresiju BAFFR

BAFFR ukupno
negativan pozitivan
. N 33 25 58
negativan
% 56,9% 43,1% 100,0%
CD30
" N 2 4 6
pozitivan
% 33,3% 66,7% 100,0%
N 35 29 64
ukupno
% 54,7% 45,3% 100,0%

Hi-kvadrat nije statisticki znacajan. Nema znacajne razlike izmedu negativne i pozitivne
ekspresije CD30 u odnosu na ekspresiju BAFFR, y*(1, N=64)=0,453, p=0,501.

4.6.65 Analiza ekspresije CD30 u odnosu na ekspresiju TACI

Analiza ekspresije CD30 u odnosu na ekspresiju TACI je ispitana kod 64 bolesnika.

115



Tabela 152. Analiza ekspresije CD30 u odnosu na ekspresiju TACI

TACI ukupno
negativan pozitivan
. N 33 25 58
negativan
% 56,9% 43,1% 100,0%
CD30
- N 3 3 6
pozitivan
% 50,0% 50,0% 100,0%
N 36 28 64
ukupno
% 56,2% 43,8% 100,0%

Hi-kvadrat nije statisticki znacajan. Nema znacajne razlike izmedu negativhe i pozitivne
ekspresije CD30 u odnosu na ekspresiju TACI, ¥*(1, N=64)=0,000, p=1,000.

4.6.66 Analiza ekspresije CD30 u odnosu na ekspresiju BCMA

Analiza ekspresije CD30 u odnosu na ekspresiju BCMA je ispitana na 64 bolesnika.

Tabela 153. Analiza ekspresije CD30 u odnosu na ekspresiju BCMA

BCMA ukupno
negativan pozitivan
i N 55 3 58
negativan
% 94,8% 5,2% 100,0%
CD30
" N 2 4 6
pozitivan
% 33,3% 66,7% 100,0%
N 57 7 64
ukupno
% 89,1% 10,9% 100,0%

Hi-kvadrat je statisti¢ki znacajan. Prisutna je statisticki znacajna razlika izmedu negativne i
pozitivne ekspresije CD30 u odnosu na ekspresiju BCMA, »*(1, N=64)=15,628, p=0,000.
Slucajevi sa pozitivnom ekspresijom CD30 su u znacajno veéem procentu BCMA pozitivni
(66,7%) u odnosu na CD30 negativne (5,2%). Korelacija ekspresije CD30 i ekspresije
BCMA je prisutna, statisticki znacajna i visoka, p=0,000.
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Tabela 154. Korelacija ekspresije CD30 u odnosu na ekspresiju BCMA

vrednost aproks. p
Phi 574 ,000
Cramerovo V 574 ,000
koeficijent kontingencije C ,498 ,000
N validnih slu¢ajeva 64
4.6.67 Analiza ekspresije CD5 u odnosu na ekspresiju CD43

Analiza ekspresije CD5 u odnosu na ekspresiju CD43 je ispitana na 80 bolesnika.

Tabela 155. Analiza ekspresije CD5 u odnosu na ekspresiju CD43

CD43 ukupno
negativan pozitivan
. N 62 12 74
negativan
% 83,8% 16,2% 100,0%
CD5
. N 3 3 6
pozitivan
% 50,0% 50,0% 100,0%
N 65 15 80
ukupno
% 81,2% 18,8% 100,0%

Hi-kvadrat nije statisticki znacajan. Nema statisticki znacajne razlike izmedu negativne i
pozitivne ekspresije CD5 u odnosu na CD43 pozitivne i negativne sluajeve, ¥*(1,
N=80)=2,236, p=0,135.

4.6.68 Analiza ekspresije CD5 u odnosu na ekspresiju EBV LMP

Analiza ekspresije CD5 u odnosu na ekspresiju EBV LMP je ispitana na 66 bolesnika.
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Tabela 156. Analiza ekspresije CD5 u odnosu na ekspresiju EBV LMP

EBV LMP ukupno
negativan pozitivan
: N 39 22 61
negativan
% 63,9% 36,1% 100,0%
CD5
- N 2 3 5
pozitivan
% 40,0% 60,0% 100,0%
N 41 25 66
ukupno
% 62,1% 37,9% 100,0%

Hi-kvadrat nije statisticki znacajan. Nema znacajne razlike izmedu negativne i pozitivne
eskpresije CD5 u odnosu na ekspresiju EBV LMP, %*(1, N=66)=0,338, p=0,561.

4.6.69 Analiza ekspresije CD5 u odnosu na ekspresiju VEGF

Analiza ekspresije CD5 u odnosu na ekspresiju VEGF je ispitana na 65 bolesnika.

Tabela 157. Analiza ekspresije CD5 u odnosu na ekspresiju VEGF

VEGF ukupno
negativan pozitivan
: N 42 18 60
negativan
% 70,0% 30,0% 100,0%
CD5
. N 5 0 5
pozitivan
% 100,0% 0,0% 100,0%
N 47 18 65
ukupno
% 72,3% 27,7% 100,0%

Hi-kvadrat nije statisticki znacajan. Nema statisticki znacajne razlike izmedu slucajeva sa
pozitivnom i negativnom ekspresijom CD5 u odnosu na ekspresiju VEGF, (1,
N=65)=0,847, p=0,357.

4.6.70 Analiza ekspresije CD5 u odnosu na ekspresiju COX2

Analiza ekspresije CD5 u odnosu na ekspresiju COX2 je ispitana na 66 bolesnika.
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Tabela 158. Analiza ekspresije CD5 u odnosu na ekspresiju COX2

COX2 ukupno
negativan pozitivan
: N 23 38 61
negativan
% 37,7% 62,3% 100,0%
CD5
.. N 1 4 )
pozitivan
% 20,0% 80,0% 100,0%
N 24 42 66
ukupno
% 36,4% 63,6% 100,0%

Hi-kvadrat nije statisticki znacajan. Nema statisti¢ki znacajne razlike izmedu slucajeva sa
negativnom i pozitivnom ekspresiom CD5 u odnosu na ekspresiju COX2, y(1,
N=66)=0,095, p=0,758.

4.6.71 Analiza ekspresije CD5 u odnosu na ekspresiju BAFFR

Analiza ekspresije CD5 u odnosu na ekspresiju BAFFR je ispitana na 65 bolesnika.

Tabela 159. Analiza ekspresije CD5 u odnosu na ekspresiju BAFFR

BAFFR ukupno
negativan pozitivan
: N 34 26 60
negativan
% 56,7% 43,3% 100,0%
CD5
" N 1 4 5
pozitivan
% 20,0% 80,0% 100,0%
N 35 30 65
ukupno
% 53,8% 46,2% 100,0%

Hi-kvadrat nije statisticki znacajan. Nema znacajne razlike izmedu negativne i pozitivne
ekspresije CD5 u odnosu na ekspresiju BAFFR, x*(1, N=65)=1,239, p=0,266.

4.6.72 Analiza ekspresije CD5 u odnosu na ekspresiju TACI

Analiza ekspresije CD5 u odnosu na ekspresiju TACI je ispitana na 66 bolesnika.
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Tabela 160. Analiza ekspresije CD5 u odnosu na ekspresiju TACI

TACI ukupno
negativan pozitivan
: N 35 26 61
negativan
% 57,4% 42,6% 100,0%
CD5
- N 2 3 5
pozitivan
% 40,0% 60,0% 100,0%
N 37 29 66
ukupno
% 56,1% 43,9% 100,0%

Hi-kvadrat nije statisticki znac¢ajan. Nema statisticki znacajne razlike izmedu negativne i
pozitivne ekspresije CD5 u odnosu na ekspresiju TACI, *(1, N=66)=0,081, p=0,776.

4.6.73 Analiza ekspresije CD5 u odnosu na ekspresiju BCMA

Analiza ekspresije CD5 u odnosu na ekspresiju BCMA je ispitana na 66 bolesnika.

Tabela 161. Analiza ekspresije CD5 u odnosu na ekspresiju BCMA

BCMA ukupno
negativan pozitivan
: N 54 7 61
negativan
% 88,5% 11,5% 100,0%
CD5
. N 5 0 5
pozitivan
% 100,0% 0,0% 100,0%
N 59 7 66
ukupno
% 89,4% 10,6% 100,0%

Hi-kvadrat nije statisticki znacajan. Nema znacajne razlike izmedu negativne i pozitivne
ekspresije CD5 u odnosu na ekspresiju BCMA, x*(1, N=66)=0,002, p=0,963.

4.6.74 Analiza ekspresije CD43 u odnosu na ekspresiju EBV LMP

Analiza ekspresije CD43 u odnosu na ekspresiju EBV LMP je ispitana na 66 bolesnika.
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Tabela 162. Analiza ekspresije CD43 u odnosu na ekspresiju EBV LMP

EBV LMP ukupno
negativan pozitivan
. N 36 19 55
negativan
% 65,5% 34,5% 100,0%
CD43
- N 5 6 11
pozitivan
% 45,5% 54,5% 100,0%
N 41 25 66
ukupno
% 62,1% 37,9% 100,0%

Hi-kvadrat nije statisticki znacajan. Nema znacajne razlike izmedu negativne i pozitivne
ekspresije CD43 u odnosu na ekspresiju EBV LMP, y*(1, N=66)=0,824, p=0,364.

4.6.75 Analiza ekspresije CD43 u odnosu na ekspresiju VEGF

Analiza ekspresije CD43 u odnosu na ekspresiju VEGF je ispitana na 65 bolesnika.

Tabela 163. Analiza ekspresije CD43 u odnosu na ekspresiju VEGF

VEGF ukupno
negativan pozitivan
. N 40 14 54
negativan
% 74,1% 25,9% 100,0%
CD43
. N 7 4 11
pozitivan
% 63,6% 36,4% 100,0%
N 47 18 65
ukupno
% 72,3% 27,7% 100,0%

Hi-kvadrat nije statisticki znacajan. Nema znacajne razlike izmedu negativne i pozitivne
ekspresije CD43 u odnosu na ekspresiju VEGF, y*(1, N=65)=0,113, p=0,737.

4.6.76 Analiza ekspresije CD43 u odnosu na ekspresiju COX2

Analiza ekspresije CD43 u odnosu na ekspresiju COX2 je ispitana na 66 bolesnika.
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Tabela 164. Analiza ekspresije CD43 u odnosu na ekspresiju COX2

COX2 ukupno
negativan pozitivan
. N 20 35 55
negativan
% 36,4% 63,6% 100,0%
CD43
. N 4 7 11
pozitivan
% 36,4% 63,6% 100,0%
N 24 42 66
ukupno
% 36,4% 63,6% 100,0%

Hi-kvadrat nije statisticki znacajan. Nema znacajne razlike izmedu negativne i pozitivne
ekspresije CD43 u odnosu na ekspresiju COX2, ¥*(1, N=66)=0,000, p=1,000.

4.6.77 Analiza ekspresije CD43 u odnosu na ekspresiju BAFFR

Analiza ekspresije CD43 u odnosu na ekspresiju BAFFR je ispitana na 65 bolesnika.

Tabela 165. Analiza ekspresije CD43 u odnosu na ekspresiju BAFFR

BAFFR ukupno
negativan pozitivan
. N 30 24 54
negativan
% 55,6% 44,4% 100,0%
CD43
. N 5 6 11
pozitivan
% 45,5% 54,5% 100,0%
N 35 30 65
ukupno
% 53,8% 46,2% 100,0%

Hi-kvadrat nije statistiCki znacajan. Nema znacajne razlike izmedu negativne i pozitivne
ekspresije CD43 u odnosu na ekspresiju BAFFR, *(1, N=65)=0,079, p=0,779.

4.6.78 Analiza ekspresije CD43 u odnosu na ekspresiju TACI

Analiza ekspresije CD43 u odnosu na ekspresiju TACI je ispitana na 66 bolesnika.
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Tabela 166. Analiza ekspresije CD43 u odnosu na ekspresiju TACI

TACI ukupno
negativan pozitivan
. N 32 23 55
negativan
% 58,2% 41,8% 100,0%
CD43
- N 5 6 11
pozitivan
% 45,5% 54,5% 100,0%
N 37 29 66
ukupno
% 56,1% 43,9% 100,0%

Hi-kvadrat nije statisticki znacajan. Nema znacajne razlike izmedu negativhe i pozitivne
ekspresije CD43 u odnosu na ekspresiju TACI, *(1, N=66)=0,197, p=0,657.

4.6.79 Analiza ekspresije CD43 u odnosu na ekspresiju BCMA

Analiza ekspresije CD43 u odnosu na ekspresiju BCMA je ispitana na 66 bolesnika.

Tabela 167. Analiza ekspresije CD43 u odnosu na ekspresiju BCMA

BCMA ukupno
negativan pozitivan
. N 48 7 55
negativan
% 87,3% 12,7% 100,0%
CD43
. N 11 0 11
pozitivan
% 100,0% 0,0% 100,0%
N 59 7 66
ukupno
% 89,4% 10,6% 100,0%

Hi-kvadrat nije statisticki znacajan. Nema znacajne razlike izmedu negativne i pozitivne
ekspresije CD43 u odnosu na ekspresiju BCMA, y*(1, N=66)=0,511, p=0,475.

4.6.80 Analiza ekspresije EBV LMP u odnosu na ekspresiju VEGF

Analiza ekspresije EBV LMP u odnosu na ekspresiju VEGF je ispitana na 65 bolesnika.
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Tabela 168. Analiza ekspresije EBV LMP u odnosu na ekspresiju VEGF

VEGF ukupno
negativan pozitivan
. N 27 13 40
negativan
% 67,5% 32,5% 100,0%
EBV LMP
- N 20 5 25
pozitivan
% 80,0% 20,0% 100,0%
N 47 18 65
ukupno
% 72,3% 27,7% 100,0%

Hi-kvadrat nije statisticki znacajan. Nema znacajne razlike izmedu negativne i pozitivne
ekspresije EBV LMP u odnosu na ekspresiju VEGF, y*(1, N=65)=0,657, p=0,417.

4.6.81 Analiza ekspresije EBV LMP u odnosu na ekspresiju COX2

Analiza ekspresije EBV LMP u odnosu na ekspresiju COX2 je ispitana na 66 bolesnika.

Tabela 169. Analiza ekspresije EBV LMP u odnosu na ekspresiju COX2

COX2 ukupno
negativan pozitivan
. N 15 26 41
negativan
% 36,6% 63,4% 100,0%
EBV LMP
. N 9 16 25
pozitivan
% 36,0% 64,0% 100,0%
N 24 42 66
ukupno
% 36,4% 63,6% 100,0%

Hi-kvadrat nije statisticki znacajan. Nema znacajne razlike izmedu negativne i pozitivne
ekspresije EBV LMP u odnosu na ekspresiju COX2, y*(1, N=66)=0,000, p=1,000.

4.6.82 Analiza ekspresije EBV LMP u odnosu na ekspresiju BAFFR

Analiza ekspresije EBV LMP u odnosu na ekspresiju BAFFR je ispitana na 65 bolesnika.
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Tabela 170. Analiza ekspresije EBV LMP u odnosu na ekspresiju BAFFR

BAFFR ukupno
negativan pozitivan
. N 25 16 41
negativan
% 61,0% 39,0% 100,0%
EBV LMP
- N 10 14 24
pozitivan
% 41,7% 58,3% 100,0%
N 35 30 65
ukupno
% 53,8% 46,2% 100,0%

Hi-kvadrat nije statisticki znacajan. Nema znacajne razlike izmedu negativne i pozitivne
ekspresije EBV LMP u odnosu na ekspresiju BAFFR, y*(1, N=65)=1,561, p=0,212.

4.6.83 Analiza ekspresije EBV LMP u odnosu na ekspresiju TACI
Analiza ekspresije EBV LMP u odnosu na ekspresiju TACI je ispitana na 66 bolesnika.

Tabela 171. Analiza ekspresije EBV LMP u odnosu na ekspresiju TACI

TACI ukupno
negativan pozitivan
. N 26 15 41
negativan
% 63,4% 36,6% 100,0%
EBV LMP
. N 11 14 25
pozitivan
% 44,0% 56,0% 100,0%
N 37 29 66
ukupno
% 56,1% 43,9% 100,0%

Hi-kvadrat nije statisticki znacajan. Nema statisticki znacajne razlike izmedu negativne i
pozitivne ekspresije EBV LMP u odnosu na ekspresiju TACI, x*(1, N=66)=1,654, p=0,198.

4.6.84 Analiza ekspresije EBV LMP u odnosu na ekspresiju BCMA

Analiza ekspresije EBV LMP u odnosu na ekspresiju BCMA je ispitana na 66 bolesnika.
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Tabela 172. Analiza ekspresije EBV LMP u odnosu na ekspresiju BCMA

BCMA ukupno
negativan pozitivan
. N 37 4 41
negativan
% 90,2% 9,8% 100,0%
EBV LMP
- N 22 3 25
pozitivan
% 88,0% 12,0% 100,0%
N 59 7 66
ukupno
% 89,4% 10,6% 100,0%

Hi-kvadrat nije statisticki znacajan. Nema statisticki znacajne razlike izmedu negativne i
pozitivne ekspresije EBV LMP u odnosu na ekspresiju BCMA, x*(1, N=66)=0,000, p=1,000.

4.6.85 Analiza ekspresije VEGF u odnosu na ekspresiju COX2

Analiza ekspresije VEGF u odnosu na ekspresiju COX2 je ispitana na 65 bolesnika.

Tabela 173. Analiza ekspresije VEGF u odnosu na ekspresiju COX2

COX2 ukupno
negativan pozitivan
. N 20 27 47
negativan
% 42,6% 57,4% 100,0%
VEGF
. N 4 14 18
pozitivan
% 22,2% 77,8% 100,0%
N 24 41 65
ukupno
% 36,9% 63,1% 100,0%

Hi-kvadrat nije statisticki znacajan. Nema znacajne razlike izmedu negativne i pozitivne

ekspresije VEGF u odnosu na ekspresiju COX2, ¥*(1, N=65)=1,519, p=0,218.

4.6.86 Analiza ekspresije VEGF u odnosu na ekspresiju BAFFR

Analiza ekspresije VEGF u odnosu na ekspresiju BAFFR je ispitana na 64 bolesnika.
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Tabela 174. Analiza ekspresije VEGF u odnosu na ekspresiju BAFFR

BAFFR ukupno
negativan pozitivan
: N 26 20 46
negativan
% 56,5% 43,5% 100,0%
VEGF
. N 8 10 18
pozitivan
% 44,4% 55,6% 100,0%
N 34 30 64
ukupno
% 53,1% 46,9% 100,0%

Hi-kvadrat nije statisticki znacajan. Nema znacajne razlike izmedu negativne i pozitivne
ekspresije VEGF u odnosu na ekspresiju BAFFR, x*(1, N=64)=0,350, p=0,554.

4.6.87 Analiza ekspresije VEGF u odnosu na ekspresiju TACI

Analiza ekspresije VEGF u odnosu na ekspresiju TACI je ispitana na 65 bolesnika.

Tabela 175. Analiza ekspresije VEGF u odnosu na ekspresiju TACI

TACI ukupno
negativan pozitivan
. N 30 17 47
negativan
% 63,8% 36,2% 100,0%
VEGF
. N 7 11 18
pozitivan
% 38,9% 61,1% 100,0%
N 37 28 65
ukupno
% 56,9% 43,1% 100,0%

Hi-kvadrat nije statistiCki znacajan. Nema znacajne razlike izmedu negativne i pozitivne
ekspresije VEGF u odnosu na ekspresiju TACI, x*(1, N=65)=2,363, p=0,124.

4.6.88 Analiza ekspresije VEGF u odnosu na ekspresiju BCMA

Analiza ekspresije VEGF u odnosu na ekspresiju BCMA je ispitana na 65 bolesnika.
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Tabela 176. Analiza ekspresije VEGF u odnosu na ekspresiju BCMA

BCMA ukupno
negativan pozitivan
: N 43 4 47
negativan
% 91,5% 8,5% 100,0%
VEGF
. N 15 3 18
pozitivan
% 83,3% 16,7% 100,0%
N 58 7 65
ukupno
% 89,2% 10,8% 100,0%

Hi-kvadrat nije statisticki znacajan. Nema znacajne razlike izmedu negativhe i pozitivne
ekspresije VEGF u odnosu na ekspresiju BCMA, ¥*(1, N=65)=0,252, p=0,616.

4.6.89 Analiza ekspresije COX2 u odnosu na ekspresiju BAFFR

Analiza ekspresije COX2 u odnosu na ekspresiju BAFFR je ispitana na 65 bolesnika.

Tabela 177. Analiza ekspresije COX2 u odnosu na ekspresiju BAFFR

BAFFR ukupno
negativan pozitivan
. N 12 11 23
negativan
% 52,2% 47,8% 100,0%
COX2
. N 23 19 42
pozitivan
% 54,8% 45,2% 100,0%
N 35 30 65
ukupno
% 53,8% 46,2% 100,0%

Hi-kvadrat nije statisticki znacajan. Nema znacajne razlike izmedu negativne i pozitivne
ekspresije COX2 u odnosu na ekspresiju BAFFR, *(1, N=65)=0,000, p=1,000.

4.6.90 Analiza ekspresije COX2 u odnosu na ekspresiju TACI

Analiza ekspresije COX2 u odnosu na ekspresiju TACI je ispitana na 66 bolesnika.
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Tabela 178. Analiza ekspresije COX2 u odnosu na ekspresiju TACI

TACI ukupno
negativan pozitivan
. N 18 6 24
negativan
% 75,0% 25,0% 100,0%
COX2
. N 19 23 42
pozitivan
% 45,2% 54,8% 100,0%
N 37 29 66
ukupno
% 56,1% 43,9% 100,0%

Hi-kvadrat je statisticki znaCajan. Prisutna je znacajna razlika izmedu negativne i pozitivne
ekspresije COX2 1 ekspresije TACI. Znacajno veci procenat COX2 pozitivnih slucajeva je
TACI pozitivan (54,8%), nego u grupi koja je COX2 negativna (25%), y°(1, N=66)=4,350,
p=0,037. Korelacija izmedu ekspresije COX2 i ekspresije TACI je statisticki znacajna ali
neznatna, p=0,019.

Tabela 179. Korelacija ekspresije COX2 u odnosu na ekspresiju TACI

vrednost aproks. p
Phi ,288 ,019
Cramerovo V ,288 ,019
koeficijent kontingencije C 277 ,019
N validnih slucajeva 66
4.6.91 Analiza ekspresije COX2 u odnosu na ekspresiju BCMA

Analiza ekspresije COX2 u odnosu na ekspresiju BCMA je ispitana na 66 bolesnika.

Tabela 180. Analiza ekspresije COX2 u odnosu na ekspresiju BCMA

BCMA ukupno
negativan pozitivan
. N 24 0 24
negativan
% 100,0% 0,0% 100,0%
COX2
- N 35 7 42
pozitivan
% 83,3% 16,7% 100,0%
N 59 7 66
ukupno
% 89,4% 10,6% 100,0%
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Hi-kvadrat nije statisticki znacajan. Nema znacajne razlike izmedu negativhe i pozitivne
ekspresije COX2 u odnosu na ekspresiju BCMA, »*(1, N=66)=2,889, p=0,089.

4.6.92 Analiza ekspresije BAFFR u odnosu na ekspresiju TACI

Analiza ekspresije BAFFR u odnosu na ekspresiju TACI je ispitana na 65 bolesnika.

Tabela 181. Analiza ekspresije BAFFR u odnosu na ekspresiju TACI

TACI ukupno
negativan pozitivan
: N 20 15 35
negativan
% 57,1% 42,9% 100,0%
BAFFR
. N 16 14 30
pozitivan
% 53,3% 46,7% 100,0%
N 36 29 65
ukupno
% 55,4% 44,6% 100,0%

Hi-kvadrat nije statisticki znacajan. Nema znacajne razlike izmedu negativne i pozitivne
ekspresije BAFFR u odnosu na ekspresiju TACI, x*(1, N=65)=0,003, p=0,954.

4.6.93 Analiza ekspresije BAFFR u odnosu na ekspresiju BCMA

Analiza ekspresije BAFFR u odnosu na ekspresiju BCMA je ispitana na 65 bolesnika.

Tabela 182. Analiza ekspresije BAFFR u odnosu na ekspresiju BCMA

BCMA ukupno
negativan pozitivan
: N 34 1 35
negativan
% 97,1% 2,9% 100,0%
BAFFR
. N 24 6 30
pozitivan
% 80,0% 20,0% 100,0%
N 58 7 65
ukupno
% 89,2% 10,8% 100,0%

Hi-kvadrat nije statisticki znaCajan. Nema znacajne razlike izmedu negativne i pozitivne
ekspresije BAFFR u odnosu na ekspresiju BCMA, x*(1, N=65)=3,317, p=0,069.
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4.6.94 Analiza ekspresije TACI u odnosu na ekspresiju BCMA
Analiza ekspresije TACI u odnosu na ekspresiju BCMA je ispitana na 66 bolesnika.

Tabela 183. Analiza ekspresije TACI u odnosu na ekspresiju BCMA

BCMA ukupno
negativan pozitivan
: N 34 3 37
negativan
% 91,9% 8,1% 100,0%
TACI
. N 25 4 29
pozitivan
% 86,2% 13,8% 100,0%
N 59 7 66
ukupno
% 89,4% 10,6% 100,0%

Hi-kvadrat nije statisticki znacajan. Nema znacajne razlike izmedu negativne i pozitivne
ekspresije TACI u odnosu na ekspresiju BCMA, y*(1, N=66)=0,117, p=0,733.
4.7 ANALIZA PREZIVLJAVANJA U ODNOSU NA POL ISPITANIKA

U koloni "N dogadaja" prikazani su smrtni slucajevi ispitanika. U koloni "cenzurisano" su
prikazani bolesnici koji su bili zivi na kraju ispitivanja.

Tabela 184. Rezime analize prezivljavanja

pol ukupno N N dogadaja cenzurisano
N %
muski 44 18 26 59,1%
Zenski 44 12 32 72,7%
ukupno 88 30 58 65,9%

U narednoj tabeli u koloni "vreme" je broj meseci koliko je neki ispitanik posmatran tokom
studije. U koloni "status™ je podatak da li je na kraju tog posmatranja bolesnik bio/bila ziv ili
ne. U koloni ,.kumulativna proporcija prezivelih u vremenskoj tacki* za svaki mesec je data
proporcija prezivelih do tada. Kako se povecava broj ,,dogadaja“ tj smrtnih ishoda tako ova
proporcija opada. Ako je pracenje nekog ispitanika prekinuto zbog zavrsetka studije ili nekog
drugog razloga osim ,,dogadaja“, takav podatak se tretira kao ,,cenzurisan.
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Tabela 185. Tabela prezZivljavanja

Tabela prezivljavanja

pol vreme status kumulativna proporcija kumulativni N N preostalih
prezivelih u vremenskoj tacki ~ dogadaja slucajeva
proporcija st. greska
1 40 mrtav . . 1 43
2 40  mrtav ,955 ,031 2 42
3 70 mrtav ,932 ,038 3 41
4 80  mrtav ,909 ,043 4 40
5 90 mrtav ,886 ,048 5 39
6 12,0 mrtav ,864 ,052 6 38
7 13,0 mrtav ,841 ,055 7 37
8 15,0 mrtav ,818 ,058 8 36
9 150 ziv 8 35
10 150 ziv . . 8 34
11 17,0 mrtav ,794 ,061 9 33
12 190 ziv . . 9 32
13 21,0 mrtav ,769 ,064 10 31
14 22,0 mrtav ,744 ,067 11 30
15 22,0 ziv 11 29
16 23,0 ziv 11 28
muski 17 23,0 ziv 11 27
18 25,0 mrtav . . 12 26
19 25,0 mrtav ,689 ,072 13 25
20 25,0 ziv 13 24
21 25,0 ziv . : 13 23
22 27,0 mrtav ,659 ,075 14 22
23 27,0 7zZiv 14 21
24 29,0 mrtav . . 15 20
25 29,0 mrtav ,597 ,080 16 19
26 30,0 mrtav ,565 ,082 17 18
27 33,0 ziv 17 17
28 34,0 ziv 17 16
29 40,0 ziv 17 15
30 41,0 ziv 17 14
31 410 ziv 17 13
32 420 ziv . : 17 12
33 43,0 mrtav ,518 ,087 18 11
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Tabela prezivljavanja

pol

zenski
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vreme status kumulativna proporcija kumulativni N N preostalih
prezivelih u vremenskoj tacki ~ dogadaja slucajeva
proporcija st. greska
45,0  ziv 18 10
46,0 ziv 18 9
46,0 ziv 18 8
50,0 ziv 18 7
58,0 ziv 18 6
62,0 7ziv 18 5
63,0 ziv 18 4
66,0 ziv 18 3
80,0 ziv 18 2
82,0 ziv 18 1
82,0 ziv . . 18 0
2,0 mrtav ,977 ,022 1 43
3,0  mrtav ,955 ,031 2 42
4,0 mrtav . . 3 41
40  mrtav ,909 ,043 4 40
6,0 mrtav ,886 ,048 5 39
10,0 ziv 5 38
11,0 mrtav . . 6 37
11,0 mrtav ,840 ,056 7 36
12,0 ziv 7 35
13,0 mrtav . . 8 34
13,0 mrtav ,792 ,062 9 33
15,0 ziv 9 32
16,0 ziv 9 31
16,0 ziv . . 9 30
17,0 mrtav ,765 ,065 10 29
17,0 ziv 10 28
19,0 ziv . . 10 27
21,0 mrtav ,737 ,069 11 26
22,0 ziv 11 25
25,0 ziv 11 24
28,0 ziv 11 23
30,0 ziv 11 22

133



Tabela prezivljavanja

pol vreme status kumulativna proporcija kumulativni N N preostalih
prezivelih u vremenskoj tacki ~ dogadaja slucajeva
proporcija st. greska
23 32,0 ziv . : 11 21
24 34,0 ziv . : 11 20
25 35,0 mrtav ,700 ,074 12 19
26 350 ziv . : 12 18
27 350 ziv . . 12 17
28 39,0 ziv . : 12 16
29 39,0 ziv . : 12 15
30 39,0 ziv . : 12 14
31 410 ziv . : 12 13
32 430 ziv . : 12 12
33 440 ziv . : 12 11
34 46,0 ziv . : 12 10
35 470 ziv . : 12 9
36 47,0 ziv . : 12 8
37 50,0 ziv . : 12 7
38 50,0 ziv . : 12 6
39 540 ziv . : 12 5
40 60,0 ziv . : 12 4
41 64,0 ziv . : 12 3
42 64,0 ziv . : 12 2
43 74,0 ziv . : 12 1
44 750 ziv . : 12 0

U tabeli 186 prikazane su procene aritmeti¢kih sredina prezivljavanja dobijenih ako se u
obzir uzme cenzurisanje dogadaja. Intervali poverenja su intervali u kojem se sa 95%
sigurnosti nalazi pravo vreme preZivljavanja u populaciji.
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Tabela 186. Aritmeticke sredine i standardne greske viemena preZivljavanja

pol AS
procena st. greska 95% interval poverenja
donja granica gornja granica
muski 52,571 5,198 42,382 62,759
zenski 56,413 4,556 47,483 65,343
ukupno 56,792 3,687 49,566 64,018

Log Rank (Mantel-Cox) test se koristi za analizu razlika izmedu grupa po vremenu
prezivljavanja. Nema statisti¢ki znacajne razlike u vremenu prezivljavanja izmedu muskaraca
i Zzena, p=0,316.

Tabela 187. Statisticka znacajnost razlike duzine prezivljavanja izmedu obolelih muskaraca i
Zena

hi-kvadrat daf p
Log Rank (Mantel-Cox) 1,006 1 316

Mada se na osnovu grafikona 14 sti¢e utisak da je preZivljavanje muskaraca bolje u prvih
dvadesetak meseci od postavljanja dijagnoze a nakon toga da je bolje prezivljavanje Zena, to
nije slucaj jer nema statisti¢ke znacajnosti razlike (grafikon 15).

Grafikon 4. Kaplan-Meier kriva - razlika duzine prezZivljavanja izmedu obolelih muskaraca i
Zena
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Grafikon 5. Kaplan-Meier kriva - prezivljavanje bolesnika bez obzira na pol s obzirom da
nema znacane razlike
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Medijana prezivljavanja obolelih muskaraca je 82 meseca a obolelih Zena 75 meseci.

Tabela 188. Medijana vremena prezivijavanja u odnosu na pol

kontrolisana varijabla medijana vremena
muski 82,00
pol .
zenski 75,00
4.8 ANALIZA PREZIVLJAVANJA U ODNOSU NA MORFOLOSKI

PODTIP, IMUNOHISTOHEMIJSKI PODTIP, MUML1, CD10, BL6, BCL2, VEGF,
COX2, BAFFR, TACI | BCMA

4.8.1 Analiza prezivljavanja u odnosu na morfoloski podtip
Kod ukupno 88 pacijenata je analizirano prezivljavanje u odnosu na morfoloski podtip. Bilo
je 60 slucajeva sa centroblastnim podtipom, od ¢ega je umrlo 23. Bilo je 27 slucajeva sa

imunoblastnim podtipom od ¢ega je umrlo 7. Bio je jedan slu¢aj anaplasticnog DLBCL i Ziv
je.
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Tabela 189. Rezime analize prezivijavanja u odnosu na morfoloski podtip

morfoloski podtip ukupno N N dogadaja cenzurisano
N %
centroblastni 60 23 37  61,7%
imunoblastni 27 7 20  74,1%
anaplasti¢ni 1 0 1 100,0%
ukupno 88 30 58  65,9%

S obzirom da jedini slu¢aj anaplasticnog DLBCL nije umro nije moguce racunati statiticku
znaCajnost razlike duzine prezivljavanja. Kada se selektuju samo slucajevi sa centroblastnim i
imunoblastnim podtipom situacija je sledeca:

Tabela 190. Analiza prezivljavanja u odnosu na morfoloski podtip

morfoloski podtip ukupno N N dogadaja cenzurisano
N %
centroblastni 60 23 37 61,7%
imunoblastni 27 7 20 74,1%
ukupno 87 30 57  65,5%

Pacijenti sa centroblastnim podtipom DLBCL su u proseku ziveli 54,473 meseci a pacijenti
sa imunoblastnim podtipom 45,988 meseci.

Tabela 191. Aritmeticke sredine vremena prezivljavanja u odnosu na morfoloski podtip

morfoloski podtip AS
procena  st. greSka  95% interval poverenja
donja granica gornja granica
centroblastni 54,473 4,420 45,810 63,137
imunoblastni 45,988 4,538 37,092 54,883
ukupno 56,437 3,726 49,135 63,739

Pacijenti sa centroblastnim podtipom su u proseku duze ziveli od pacijenata sa
imunoblastnim podtipom DLBCL ali nema statisticke znacajnosti, p=0,461.

Tabela 192. Statisticka znacajnost razlike vremena prezivljavanja u odnosu na morfoloski

podtip

hi-kvadrat daf p
Log Rank (Mantel-Cox) ,544 1 461
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4.8.2 Analiza prezivljavanja u odnosu na imunohistohemijski podtip

Analiza prezivljavanja u odnosu na imunohistohemijski podtip je u¢injena kod 88 bolesnika.
Bilo je 25 slucajeva podtipa GCB od kojih je umrlo 9. Bilo je 56 slucajeva podtipa nonGCB
od kojih je umrlo17. Bilo je 7 slu¢ajeva CD5+ od kojih je umrlo 4.

Tabela 193. Rezime analize prezivijavanja u odnosu na imunohistohemijski podtip

imunohistohemijski podtip ukupno N N dogadaja cenzurisano
N %
GCB 25 9 16 64,0%
nonGCB 56 17 39 69,6%
CD5+ 7 4 3 42,9%
ukupno 88 30 58 65,9%

Pacijenti sa podtipom GCB su prose¢no ziveli 53,726 meseci, pacijenti sa podtipom nonGCB
su prosecno ziveli 59,774 meseci, a pacijenti sa podtipom CD5+ su prosecno ziveli 25,143
meseci.

Tabela 194. Aritmeticke sredine vremena prezivljavanja u odnosu na imunohistohemijski
podtip

imunohistohemijski podtip AS

procena st. greSka 95% interval poverenja

donja granica  gornja granica

GCB 53,726 6,844 40,311 67,142
nonGCB 59,774 4,474 51,004 68,544
CD5+ 25,143 5,363 14,632 35,654
ukupno 56,792 3,687 49,566 64,018

Mada su CD5+ pacijenti u proseku ziveli krace razlika nije statisticki znacajna, p=0,238.

Tabela 195. Statisticka znacajnost razlike vremena prezivljavanja u odnosu na
imunohistohemijski podtip

hi-kvadrat daf p
Log Rank (Mantel-Cox) 2,868 2 ,238
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4.8.3 Analiza prezivljavanja u odnosu na ekspresiju MUM1

Analiza preZivljavanja u odnosu na ekspresiju MUML1 je sprovedena kod 84 pacijenta. Bilo je
31 bolesnika bez ekspresije MUML1, od kojih je 12 umrlo i bilo je 53 bolesnika sa
ekspresijom MUML1, od kojih je umrlo 14.

Tabela 196. Rezime analize prezivijavanja u odnosu na ekspresiju MUM1

MUM1 ukupno N N dogadaja cenzurisano
N %
negativan 31 12 19 61,3%
pozitivan 53 14 39 73,6%
ukupno 84 26 58 69,0%

Bolesnici bez ekspresije MUMI1 su u proseku ziveli 54,406 meseci, bolesnici sa ekspresijom
MUMI su u proseku ziveli 62,024 meseca.

Tabela 197. Aritmeticke sredine vremena prezivljavanja u odnosu na ekspresiju MUM1

MUM1 AS
procena st. greSka 95% interval poverenja
donja granica gornja granica
negativan 54,406 6,058 42,532 66,279
pozitivan 62,024 4,553 53,100 70,948
ukupno 59,004 3,697 51,758 66,251

Razlika u duzini prezivljavanja MUMI1 pozitivnih i negativnih sluCajeva nije statisti¢ki
znacajna, p=0,378.

Tabela 198. Statisticka znacajnost razlike vremena prezivljavanja u odnosu na eskpresiju
MUM1

hi-kvadrat af p
Log Rank (Mantel-Cox) 778 1 378
4.8.4 Analiza prezZivljavanja u odnosu na ekspresiju CD10

Analiza prezivljavanja u odnosu na ekspresiju CD10 je uradena kod 85 pacijenata. Bilo je 67
CD10- pacijenata, od kojih je umrlo 22 i bilo je 18 CD10+ pacijenata od kojih je umrlo 6.
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Tabela 199. Rezime analize prezivijavanja u odnosu na ekspresiju CD10

CD10 ukupno N N dogadaja cenzurisano
N %
negativan 67 22 45 67,2%
pozitivan 18 6 12 66,7%
ukupno 85 28 57 67,1%

Pacijenti sa ekspresijom CD10 su u proseku ziveli 54,781 meseci a pacijenti bez ekspresije
CD10 su u proseku ziveli 58,096 meseci.

Tabela 200. Aritmeticke sredine vremena prezivljavanja u odnosu na ekspresiju CD10

CD10 AS
procena st. greSka 95% interval poverenja
donja granica gornja granica
negativan 58,096 4,134 49,993 66,198
pozitivan 54,781 8,342 38,431 71,132
ukupno 57,540 3,736 50,217 64,862

Razlika u duzini prezivljavanja CD10 pozitivnih i negativnih bolesnika nije statistic¢ki
znacajna, p=0,660.

Tabela 201. Statisticka znacajnost razlike vremena prezivljavanja u odnosu na ekspresiju

CD10

hi-kvadrat df p
Log Rank (Mantel-Cox) ,193 1 ,660
4.8.5 Analiza prezZivljavanja u odnosu na ekspresiju BCL6

Analiza prezivljavanja u odnosu na ekspresiju BCL6 je ucinjena kod 84 bolesnika. Bilo je 41
BCLG6+ bolesnika, od kojih je umrlo 15 i bilo je 43 BCL6- bolesnika, od kojih je umrlo 13.
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Tabela 202. Rezime analize prezivijavanja u odnosu na ekspresiju BCL6

BCL6 ukupno N N dogadaja cenzurisano
N %
negativan 41 15 26 63,4%
pozitivan 43 13 30 69,8%
ukupno 84 28 56 66,7%

Pacijenti sa ekspresijom BCL6 su u proseku ziveli 59,519 meseci a pacijenti bez ekspresije
BCL6 su u proseku ziveli 55,080 meseci.

Tabela 203. Aritmeticke sredine vremena prezZivljavanja u odnosu na ekspresiju BCL6

BCL6 AS
procena st. greSka 95% interval poverenja
donja granica gornja granica
negativan 55,080 5,455 44,388 65,772
pozitivan 59,519 5,149 49,426 69,611
ukupno 57,376 3,752 50,022 64,730

Razlika u duzini prezivljavanja BCL6 pozitivnih i negativnih slucajeva nije statisticki
znacajna, p=0,637.

Tabela 204. Statisticka znacajnost razlike vremena prezivljavanja u odnosu na ekspresiju

BCL6

hi-kvadrat df p
Log Rank (Mantel-Cox) ,223 1 637
4.8.6 Analiza prezivljavanja u odnosu na ekspresiju BCL2

Analiza prezivljavanja u odnosu na ekspresiju BCL2 je ispitana kod 86 bolesnika. Pozitivan
nalaz je bio u 34 slufaja a negativan u 52 slu¢aja. Umrlo je 18 BCL2- i 12 BCL2+
pacijenata.
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Tabela 205. Rezime analize prezivijavanja u odnosu na ekspresiju BCL2

BCL2 ukupno N N dogadaja cenzurisano
N %
negativan 52 18 34 65,4%
pozitivan 34 12 22 64,7%
ukupno 86 30 56 65,1%

Prose¢no prezivljavanje BCL2- bolesnika je bilo 56,944 meseci, a BCL2+ bolesnika 53,209
MeSeci.

Tabela 206. Aritmeticke sredine vremena prezivljavanja u odnosu na ekspresiju BCL2

BCL2 AS
procena st. greSka 95% interval poverenja
donja granica gornja granica
negativan 56,944 4,757 47,620 66,268
pozitivan 53,209 5,945 41,557 64,861
ukupno 56,281 3,737 48,956 63,606

Nije prisutna statisticki znacajna razlika u prezivljavanju BCL2 pozitivnih i negativnih
bolesnika, p=0,884.

Tabela 207. Statisticka znacajnost razlike vremena prezivljavanja u odnosu na ekspresiju

BCL2

hi-kvadrat df p
Log Rank (Mantel-Cox) ,021 1 884
4.8.7 Analiza prezZivljavanja u odnosu na ekspresiju VEGF

Analiza preZivljavanja u odnosu na ekspresiju VEGF je u€injena kod 63 bolesnika. Bilo je 46
negativnih i 17 pozitivnih nalaza. Od VEGF- je umrlo 14 bolesnika a od VEGF+ 5.
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Tabela 208. Rezime analize prezivijavanja u odnosu na ekspresiju VEGF

VEGF ukupno N N dogadaja cenzurisano
N %
negativan 46 14 32 69,6%
pozitivan 17 5 12 70,6%
ukupno 63 19 44 69,8%

VEGF- slu¢ajevi su prose¢no ziveli 55,589 meseci a VEGF+ slu¢ajevi 60,947 meseci.

Tabela 209. Aritmeticke sredine vremena prezZivljavanja u odnosu na ekspresiju VEGF

VEGF AS
procena st. greSka 95% interval poverenja
donja granica gornja granica
negativan 55,589 4,291 47,178 64,000
pozitivan 60,947 7,900 45,462 76,432
ukupno 60,406 4,111 52,349 68,464

Nije prisutna statisticki znacajna razlika u prezivljavanju izmedu VEGF+ i VEGF- bolesnika,
p=0,952.

Tabela 210. Statisticka znacajnost razlike vremena prezivljavanja u odnosu na ekspresiju

VEGF

hi-kvadrat af p
Log Rank (Mantel-Cox) ,004 1 952
4.8.8 Analiza prezZivljavanja u odnosu na ekspresiju COX2

Analiza prezivljavanja u odnosu na ekspresiju COX2 je sprovedena kod 64 bolesnika. Bilo je
23 negativna rezultata i 41 pozitivan rezultat. Od COX2 negativnih slucajeva umrlo je 8
bolesnika a od COX2+ 11.
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Tabela 211. Rezime analize prezivijavanja u odnosu na ekspresiju COX2

COX2 ukupno N N dogadaja cenzurisano
N %
negativan 23 8 15 65,2%
pozitivan 41 11 30 73,2%
ukupno 64 19 45 70,3%

Srednje prezivljavanje COX2- slucajeva je bilo 58,177 meseci a COX2+ slucajeva 56,431
meseci.

Tabela 212. Aritmeticke sredine vremena prezivijavanja u odnosu na ekspresiju COX2

COX2 AS
procena st. greSka 95% interval poverenja
donja granica gornja granica
negativan 58,177 6,840 44,771 71,583
pozitivan 56,431 4,464 47,682 65,180
ukupno 60,529 4,093 52,507 68,551

Nije prisutna statisticki znacajna razlika u duzini prezivljavanja izmedu COX2 negativni i
COX2 pozitivnih slu¢ajeva, p=0,626.

Tabela 213. Statisticka znacajnost razlike vremena prezivijavanja u odnosu na ekspresiju

COX2

hi-kvadrat df p
Log Rank (Mantel-Cox) ,237 1 626
4.8.9 Analiza prezZivljavanja u odnosu na ekspresiju BAFFR

Analiza prezivljavanja u odnosu na ekspresiju BAFFR je sprovedena kod 63 bolesnika. Bilo
je 33 negativna nalaza i 30 pozitivnih. Od BAFFR negativnih slu¢ajeva umrlo je 14 bolesnika
aod BAFFR +5.
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Tabela 214. Rezime analize prezivijavanja u odnosu na ekspresiju BAFFR

BAFFR ukupno N N dogadaja cenzurisano
N %
negativan 33 14 19 57,6%
pozitivan 30 5 25 83,3%
ukupno 63 19 44 69,8%

Prose¢no prezivljavanje BAFFR negativnih bolesnika bilo je 53,183 meseci a BAFFR
pozitivnih 63,785 meseci.

Tabela 215. Aritmeticke Sredine vremena prezivijavanja u odnosu na ekspresiju BAFFR

BAFFR AS
procena st. greSka 95% interval poverenja
donja granica gornja granica
negativan 53,183 5,818 41,780 64,586
pozitivan 63,785 4,580 54,809 72,761
ukupno 60,356 4,118 52,285 68,426

Bolesnici sa BAFFR pozitivnim statusom imaju duze prezivljavanje ali bez statisticke
znacajnosti, mada je blizu granice, p=0,054.

Tabela 216. Statisticka znacajnost razlike vremena prezivljavanja u odnosu na ekspresiju

BAFFR

hi-kvadrat df p
Log Rank (Mantel-Cox) 3,705 1 054
4.8.10 Analiza prezZivljavanja u odnosu na ekspresiju TACI

Analiza prezivljavanja u odnosu na ekspresiju TACI je ispitana kod 64 bolesnika. Bilo je 35
negativnih nalaza i 29 pozitivnih nalaza. Od TACI- slu¢ajeva umrlo je 12 a od TACI+
slucajeva je umrlo 7.
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Tabela 217. Rezime analize prezivijavanja u odnosu na ekspresiju TACI

TACI ukupno N N dogadaja cenzurisano
N %
negativan 35 12 23 65,7%
pozitivan 29 7 22 75,9%
ukupno 64 19 45 70,3%

Prose¢no prezivljavanje TACI+ bolesnika je bilo 63,453 meseci a TACI- bolesnika 53,845
MeSeci.

Tabela 218. Aritmeticke sredine vremena prezivijavanja u odnosu na ekspresiju TACI

TACI AS
procena st. greSka 95% interval poverenja
donja granica gornja granica
negativan 53,845 4,961 44,121 63,569
pozitivan 63,453 6,014 51,666 75,241
ukupno 60,529 4,093 52,507 68,551

TACI+ bolesnici duze zive od TACI negativnih ali nema statisticke znacajnosti izmedu
duzine prezivljavanja, p=0,503.

Tabela 219. Statisticka znacajnost razlike duzine prezivljavanja u odnosu na ekspresiju
TACI.

hi-kvadrat df p
Log Rank (Mantel-Cox) ,449 1 503
48.11 Analiza prezZivljavanja u odnosu na ekspresiju BCMA

Analiza prezivljavanja u odnosu na ekspresiju BCMA je ispitana kode 64. Bilo je 57
negativnih i 7 pozitivnih nalaza. Od BCMA+ slucajeva ni jedan bolesnik jo§ nije umro, a od
negativnih 19.

146



Tabela 220. Rezime analize prezivijavanja u odnosu na ekspresiju BCMA

BCMA ukupno N N dogadaja cenzurisano
N %
negativan 57 19 38  66,7%
pozitivan 7 0 7 100,0%
ukupno 64 19 45  70,3%

Imaju¢i u vidu da ni jedan BCMA+ bolesnik nije umro nije moguce izraunati statisticku
znacajnost razlike u prezivljavanju BCMA pozitivnih i negativnih bolesnika.
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S. DISKUSIJA

Difuzni krupnocelijski B limfom je najc¢esé¢i limfom na svetu (2). Obuhvata do 30% non
Hodgkin limfoma u razvijenim zemljama zapada i veéi procenat (do 50%) u zemljama u
razvoju i u nerazvijenim zemljama (5). DLBCL je bolest svih uzrasta ali se naj¢esce javlja
izmedu 65 i 69 godina starosti (4, 5). NaSe istrazivanje obuhvata 92 pacijenta koja su
dijagnostikovana na Institutu za onkologiju Vojvodine od 2003. do 2011. godine. Prose¢no
vreme pracenja je bilo 31,9 meseci, mediana 28,5 meseci. U ovom istrazivanju je prilikom
postavljanja dijagnoze medu obolelim muskarcima najvise bilo pacijenata starosti 50-59
godina (29,2%) a zatim 60-69 godina (22,9%). Medu obolelim Zenama je prilikom
postavljanja dijagnoze najvise obolelih bilo u starosnom opsegu 50-59 godina (25%), a nesto
manje u starosnom opsegu 70-79 godina (22,7%). Nije bilo statisticki znacajne razlike u
starosnoj strukturi izmedu obolelih muskaraca i Zena. Takav podatak nije naden ni u
inostranim istrazivanjima. Podaci iz naSeg ispitivanog uzorka su saglasni sa medunarodnim
podacima po pitanju prevage starijeg uzrasta obolelih od difuznog krupnocelijskog B
limfoma. Mogli smo oc¢ekivati i mladi uzrast obolelih zbog losijih uslova zivota (povezano sa
zapaljenjima i hroni¢nim bolestima), kao i zbog €injenice da u Vojvodini zivi veliki broj
poljoprivrednika koji su izlozeni pesticidima, koji su poznat karcinogeni agensi. Kod starijih
ispitanika je u nasem istrazivanju rede registrovana ekspresija CD30, COX2, TACI i BCMA.
S obzirom da COX2, TACI i BCMA spadaju u markere signalnih puteva angiogeneze i
inflamacije, kao i u markere celijskog ciklusa i apoptoze, moguce je da njihova ekspresija
opada sa starenjem u sklopu opsteg snizavanja imuniteta sa starenjem. Nismo nasli
objasnjenje u literaturi. Ekspresija preostalih primenjenih imunohistohemijskih markera ne
korelira sa staro$¢u pacijenata u statisticki znac¢ajnoj meri.

U nasem ispitivanom uzorku muskarci su oboljevali malo ¢es¢e od zena, 48 bolesnika u
odnosu na 44 bolesnice. Nije bilo statisticki znacajne razlike te se oboleli muskarci i Zene
mogu posmatrati kao jedna grupa. Podaci su sli¢ni podacima WHO i podacima razli¢itih
istrazivackih grupa (2, 5-7). Ranijih godina kada rituksimab nije bio standard u lecenju
DLBCL pol bolesnika nije uticao na ishod lecenja. Poslednjih godina pokazano je da pol
bolesnika ipak ima uticaj. Muller i saradnici su pokazali da obolele zene imaju bolje
prezivljavanje od muskarca kod aplikovanja rituksimaba (223). Pokazano da muskarci brze
metaboliSu rituksimab i da ga imaju u manjoj koncentraciji u serumu. Ovo je narocito
izrazeno kod muskaraca sa ve¢im indeksom telesne mase. U nasem ispitivanom uzorku nema
statisti¢ki znacajne razlike u duZini prezivljavanja izmedu obolelih muSkaraca i Zena.

Difuzni krupnocelijski B limfom se moze javiti nodalno ili ekstranodalno. Nodalno se javlja u
oko 60% slucajeva. Bilo koji limfni ¢vor moze postati ishodiste DLBCL. Ekstranodalno se
javlja u oko 40% slucajeva. Bilo koji ekstranodalni deo tela moze postati ishodiste difuznog
krupnocelijskog B limfoma. Od svih limfoma koji se mogu javiti ekstranodalno DLBCL je
najcesc¢i. Ekstranodalno se najceS¢e javlja u Zelucu. DLBCL predstavlja najces¢i limfom
centralnog nervnog sistema, testisa i gastrointestinalnog trakta. U nasem ispitivanom uzorku
nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u distribuciji nodalnog i ekstranodalnog ishodiSta tumora
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izmedu obolelih muskaraca i zena. Takva razlika se i ne spominje u literaturi. Mi smo imali
podjednak broj primarno nodalnih i primarno ekstranodalnih slu¢ajeva DLBCL. To u nasem
slucaju zavisi 1 od nemedicinskih faktora kao §to je ¢injenica da li je bolesnik dobio uput za
nasu ustanovu, Klinicki centar Vojvodine ili za neku od Beogradskih bolnica. Prema nekim
istrazivanjima ekstranodalno poreklo DLBCL u sluc¢ajevima koji zahvataju Waldeyer-ov
prsten ima bolju prognozu a u slucaju zahvatanja veéine drugih esktranodalnih mesta ima
losiju prognozu (224). Ispitivanje korelacije sa prezivljavanjem nije ucinjeno zbog
nedovoljne homogenosti ekstranodalnih uzoraka medu naSim pacijentima. Naime, bilo je
sluajeva sa viSe anatomskih lokalizacija, uglavnom iz Zeluca. Korelacija sa ekspresijom
imunohistohemijskih markera je ipak ispitana. Kod ekstranodalnih limfoma ekspresija TACI
je ¢es¢a nego kod nodalnih limfoma. U literaturi nismo nasli objasnjenje. Imajuéi u vidu da
se TACI ne Kkoristi rutinski u dijagnostici DLBCL, kao i c¢injenicu da na$ uzorak
ekstranodalnih DLBCL nije homogen jer poti¢u sa raznih anatomskih regija, svakako su
potrebna dalja istrazivanja na vec¢em broju pacijenata, po moguéstvu na homogenim uzorcima
ekstranodalnih limfoma. Preostali primenjeni imunohistohemijski markeri nemaju statisticki
znacajnu korelaciju sa nodalnim / ekstranodalnim ishodiStem limfoma.

Prema literaturnim podacima prilikom postavljanja dijagnoze se skoro polovina pacijenata
nalazi u prvom ili drugom stadijumu, a priblizno jedna tre¢ina bolesnika se javlja u ¢etvrtom
stadijumu. U nasem ispitivanom uzorku oko polovine bolesnika je dijagnostikovano u prva
dva stadijuma, §to je u potpunoj saglasnosti sa inostranim podacima. 29,2% bolesnika se
javilo specijalisti u treCem stadijumu i 16,9% u cetvrtom stadijumu. Ocekivalo bi se da se
nasi pacijenti kasnije jave lekaru imajuéi u vidu liste ¢ekanja u zdravstvenim ustanovama i
teSko dobijanje uputa za lekara specijalistu. U ispitivanom uzorku izmedu obolelih muskaraca
i zena nema statisticki znacajne razlike u distribuciji po stadijumima oboljenja u trenutku
postavljanja dijagnoze. U literaturi se i ne spominje takva moguénost. Neophodno je uraditi
pored morfoloske analize patohistoloskog preparata i dodatne analize kako bi se pouzdano
utvrdila zahvacenost koStane srzi jer prisustvo bolesti u kostanoj srzi je povezano sa loSom
prognozom. Talaulikar i saradnici su ispitivali upotrebu dodatne protocne citometrije,
imunohistohemijskih analiza i PCR analize i upotrebom dodatnih metoda su povecali
preciznost detekcije minimalnog zahvatanja koStane srzi i imali su viSestruko viSe pozitivnih
nalaza nego samo patohistoloSkom analizom (225). Nije nadena statisticki znacajna
korelacija ekspresije primenjenih imunohistohemijskih markera i stadijuma bolesti u trenutku
postavljanja dijagnoze. O tome ni u literaturi nismo nasli podatke.

Pocev od klasifikacije Lukes-a i Collins-a, Kiel-ske klasifikacije i sa kulminacijom REAL i
WHO Klasifikacije, dijagnoza limfoidnih tumora pociva na odredivanju celije porekla, faze
sazrevanja, funkcije i bazirano na ekspresiji antigena kao dopuna morfologiji i klini¢kim
osobinama. Tehnoloski napredak u imunologiji, produkcija antitela, genetske analize,
kloniranje i identifikaciji novih gena i proteina omogudili su patolozima upotrebu
mnogobrojnih antitela u rutinskoj praksi. U ovom radu prikazali smo morfolosku i
imunohistohemijsku podelu DLBCL. Za molekularnu podelu nismo imali tehnickih uslova.
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Morfoloska podela DLBCL ima cetiri podtipa: centroblastni, imunoblastni, anaplasti¢ni i
retke forme. Teoretski gledano vrlo je lako razluciti koji je podtip u pitanju na osnovu
citoloSkih karakteristika limfomskih celija. Kod centroblastnog podtipa maligne celije su
atipi¢ni centroblasti i imaju mehurasto jedro sa 2-3 jedarca uz jedarnu membranu. Kod
imunoblastnog podtipa maligne ¢elije imaju mehurasto jedro i 1 centralno postavljeno
jedarce. Kod anaplasti¢nog podtipa maligne ¢elije su izrazito pleomorfne, ¢esto nalik Reed-
Sternberg ¢elijama ali se i dalje prepoznaje da su u pitanju limfomske ¢elije. U podtipu retkih
morfoloskih formi maligne celije ¢ak i1 ne lice na limfomske celije. Da bi neki slucaj bio
proglasen za imunoblastni limfom po morfoloskoj podeli DLBCL, potrebno je da ima preko
90% celija citoloskih karakteristika imunoblasta. Veliki broj slu¢ajeva DLBCL ima
kombinaciju nekog procenta centroblasta i imunoblasta. Na taj na¢in centroblastni morfoloski
podtip je neka vrsta zajedni¢ke grupe ("not otherwise specified") gde se nalaze svi oni
sluc¢ajevi gde tumorske celije deluju poput centroblasta, zatim svi oni slucajevi Koji nisu
zadovoljili kriterijume za imunoblastni limfom, svi oni slu¢ajevi koji nemaju upadljivu
pleomorfiju kako bi bili svrstani u anaplasti¢ni podtip i svi oni slu¢ajevi koji nisu retke forme
koje morfoloski mogu ¢ak i da ne lice na limfom. Nema adekvatne reproducibilnosti
morfoloske podele ni medu razli¢itim patolozima, ni kod istog patologa sa vremenskom
distancom, mada teoretski zvuci jednostavno razlikovanje podtipova.

U odnosu na morfolosku podelu DLBCL u nasem radu je konstatovano oko 70%
centroblastnih limfoma, oko 29% imunoblastnih i oko 1% anaplasti¢nih. Retkih morfoloSkih
podtipova nije bilo u ispitivanom uzorku. Podaci su kompatibilni sa podacima drugih
istrazivaca. Na primer Salar i saradnici su u svom istrazivanju imali oko 74% centroblastnih i
24% imunoblastnih slu¢ajeva DLBCL (69). Pre ere primene Rituximab-a u terapiji vecina
istrazivata je ocekivala da imunoblastni podtip DLBCL ima loSiju prognozu od
centroblastnog podtipa. Tako na primer Brittinger i saradnici su obavili istrazivanje na 341
obolelom kao i Engelhard sa saradnicima na 219 obolelih i pronasli su losiju prognozu
imunoblastnog podtipa u odnosu na centroblastni podtip (68, 136). Suprotno, Salar i saradnici
su na 132 obolela dokazali da morfoloska podela ne korelira sa klinickim parametrima niti sa
prezivljavanjem, takode pre ere Rituximab-a (69). U naSem istrazivanju pacijenti sa
centroblastnim podtipom su u proseku ziveli 54,473 meseci a pacijenti sa imunoblastnim
podtipom 45,988 meseci. Dakle pacijenti sa centroblastnim podtipom su ziveli u proseku
duze od pacijenata sa imunoblastnim podtipom ali bez statisticki znacajne razlike. S obzirom
da smo imali samo jedan slucaj anaplasticnog morfoloskog podtipa nije moguce racunati
statisticku znaCajnost prezivljavanja. Danas je prihvaceno da nema jasne povezanosti
histomorfologije sa prognozom i predikcijom. Osnovni problem je u nereproducibilnosti
morfoloske podele, kako medu razliCitim patolozima tako i kod istog patologa sa
vremenskom distancom. U ispitivanom uzorku naseg istrazivanja nije bilo statisticki znacajne
korelacije imedu distribucije morfoloskih podtipova i pola obolelih. Ni u literaturi se takav
podatak ne navodi. Imunohistohemijski pandan morfoloskom centroblastnom podtipu je GCB
podtip, a pandan imunoblastnom podtipu je nonGCB podtip. Korelacije nisu ra¢unate zbog
poznate nereproducibilnosti odredivanja morfoloskog podtipa. 1z istog razloga nisu racunate
ni korelacije morfoloskih podtipova u odnosu na primenjene imunohistohemijske markere.
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Odredivanje imunofenotipa je neophodno u dijagnostici limfoidnih maligniteta. Pristupacna
su mnogobrojna antitela ali ve¢inom nisu specifi¢na. Da bi se izbegle greske interpretacija
markera mora biti zasnovana na znanju o ekspresiji svakog antigena u normalnim, reaktivnim
i neoplasticnim stanjima. Imunohistohemija se bazira na klasi¢nom principu humoralnog
imuniteta - na prepoznavanju i vezivanju antitela i antigena. Cilj imuhistohemije je da
pouzdano detektuje antigen u uzorku. Poliklonalna antitela imaju vecu senzitivnost ali manju
specifi¢nost od monoklonalnih. Neophodno je imati pozitivnu kontrolu za svaku analizu, na
svakoj ispitivanoj plocici. Potrebno je imati i negativnu kontrolu da bi se eliminisali lazno
pozitivni nalazi. Detekcija kao finalni deo imunohistohemije se postize obelezavanjem
primarnog ili sekundarnog antitela. Indirektna metoda detekcije gde se obelezeno sekundarno
antitelo veze za neobelezeno primarno antitelo, koje je vezano za ciljni antigen je u prednosti
nad direktnom metodom u kojoj se koristi jedno obelezeno antitelo. Ova metoda je efikasnija
jer se isto konjugovano sekundarno antitelo moze koristiti za veliki broj primarnih antitela.
Takode mogu se koristiti ja¢a razblazenja primarnog antitela bez bojazni od nespecificnog
pozadinskog bojenja. Na trzistu su prisutni visoko efikasni metodi detekcije bazirani na
sintetskim polimerima kao $to su EnVision ili Dako, koji su povecali ne samo senzitivnost i
specifi¢nost nego i brzinu i pouzdanost metode.

Na zalost pouzdanost markera je cesto slaba. Tehnicki problemi kao Sto su razlicite
koncentracije antitela, neadekvatan dizajn studije (mali uzorak, predrasude u izboru uzoraka),
nedostatak prospektivnih trajala, nedostatatak standardizacije evaluacionih procedura, a
pogotovo praga pozitivnosti, su najznacajniji faktori koji sprecavaju uspesnu klinicku
primenu. S obzirom da mnoge studije ne izveStavaju o vrednostima biomarkera koje su se
ispoljile, primena razli¢itih pragova pozitivnosti ¢ini veoma teSkim ili ¢ak nemoguéim
poredenje rezultata i reproducibilnost istrazivanja (226). Modifikacija krajnjih rezultata
uvodenjem skala 1 kategorija je potencijalni problem ukoliko postoji neuskladenost pragova
pozitivnosti jer ¢e neki slucajevi biti drugacije klasifikovani. Inkorporacija intenziteta
imunohistohemijskog bojenja je pod znakom pitanja. Intenzitet bojenja je podlozan varijaciji
izmedu slucajeva, razlicitoj fiksaciji, razlicitoj o€uvanosti tkiva, razli¢itoj primeni sistema za
amplifikaciju 1 detekciju, razliCitoj duzini inkubacije hromogena. S obzirom da je
ustanovljavanje intenziteta bojenja dosta subjektivno i da zavisi od percepcije istrazivaca ,
ova] nacin dijagnostike bi doveo do niskog stepena slaganja medu patolozima. Zbog
navedenih razloga skorovanje bazirano na intenzitetu ili broju pozitivnih ¢elija iako Siroko
prihvaceno (npr za estrogenske receptore u dojci) mozda nije optimalno. Centralna stvar je da
marker bude reproducibilan da bi bio upotrebljiv. Reproducibilnost implicira validaciju
pragova pozitivnosti kod imunohistohemijskih bojenja, izmedu razli¢itih laboratorija i
institucija. Cak i kod odavno ustanovljenih markera i u laboratorijama sa iskustvom bojenja
mogu varirati. Preporuéljivo je da nekoliko patologa pogleda slu¢aj ukoliko je to moguée. Sto
je veéi broj uzoraka preciznije ¢e se ustanoviti adekvatne vrednosti praga pozitivnosti (226).

Sukjoong Oh i saradnici predlazu da se cut off vrednosti primene posebno za svaki marker,
posebno za svaku laboratoriju jer o¢igledno je da univerzalne vrednosti daju nereproducibilne
rezultate u razli¢itim centrima (227). De Jong i saradnici su ispitivali pouzdanost
imunohistohemijske metode i konstatovali znacajne probleme. Pored bioloskih varijacija tu
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su i razlike u laboratorijskoj tehnici, razli¢itom skorovanju odnosno vrednovanju rezultata,
kao i inter- i intra- obzerverske varijacije (139). Oni su testirali pouzdanost primene antitela
CD20, CD5, BCL2, BCL6, CD10, HLA-DR, MUML i Ki-67. Razli¢ite laboratorijske tehnike
su rezultovale iznenadujuc¢e velikim varijacijama i1 slabom reproducibilnos¢u. Najveci
problem je bio sa antitelima BCL6 i Ki-67. Ovo istrazivanje je pokazalo da primena
imunohistohemije 1 semikvantitativno tumacenje rezultata moze biti primenljivo u
dijagnostici DLBCL ali sa razli¢itom pouzdano$¢u imunohistohemijskih markera (139). Na
taj naCin se mogu objasniti 1 velike razlike u literaturnim podacima, ali 1 u nasSim rezultatima.
Zu i saradnici su do$li do sli¢nih zaklju¢aka ali su oni pronasli najvecu varijabilnost kod
antitela MUML1 i p53 (140).

Prema imunofenotipu odnosno prema imunohistohemijskoj podeli DLBCL postoje podtipovi:
GCB, nonGCB i CD5+. Kombinacija CD10, BCL6 i MUM1 odnosno "Hans classifier" je ve¢
godinama najsire prihvaéeno resenje za podelu DLBCL baziranu na imunohistohemiji.
Potrebna je medutim reevaluacija prognostickog znacaja ove podele s obzirom da su razlike
ustanovljene pre ere Rituximab-a. Podela na GCB i nonGCB podtip se jednostavno vrsi
prema ranije objasSnjenim Hans-ovim pravilima, a svi CD5 pozitivni slu¢ajevi spadaju u
CD5+ podgrupu. U naSem ispitivanom uzorku bilo je oko 28% GCB slucajeva, oko 64%
nonGCB slucajeva i oko 8% CD5 pozitivnih slu¢ajeva DLBCL. U istrazivanju van Imhoff-a i
saradnika GCB podtip je bio zastupljen u 58% a non-GCB podtip u 42%. Klini¢ki se nisu
razlikovali (149). Razlika u zastupljenosti imunohistohemijskih podtipova u naSem i
istrazivanju van Imhoff-a poti¢e od prethodno objasnjenih problema u reproducibilnosti
imunohistohemijskih analiza, prvenstveno vezano za prihvacene pragove pozitivnosti ali i
probleme sa uspevanjem pojedinih markera (BCL6 i CD10 ponajvise). U nasem istrazivanju
nije bilo statisticki znaCajne razlike u distribuciji imunohistohemijskog podtipa izmedu
obolelih muskaraca i Zzena. O tome i nema navoda u literaturi. Stariji bolesnici koji obole od
DLBCL ces¢e imaju nonGCB podtip a mladi ¢eS¢e imaju GCB podtip, prema istraZivanju
Thunberg-a i saradnika (228). Do sli¢nih rezultata dosao je i Mareschal (229). Mi nismo
testirali korelaciju imunohistohemijske podele DLBCL sa staro$¢u obolelih, ali smo testirali
korelaciju starosti i ekspresije imunohistohemijskih markera. Pri tom nismo nasli povezanost
ekspresije markera koji ¢ine sustinu imunohistohemijske podele (MUML1, CD10, BCLG6 i
CD?5) sa staroscu.

Zhang 1 saradnici su daleke 1999. godine na 158 obolelih zakljucili da klinicki parametri
bolje koreliraju sa prognozom nego imunohistohemijski (145). Colomo i saradnici su
ispitivali 128 obolelih od difuznog krupnocelijskog B limfoma. Primenili su antitela: CD20,
CD79q, CDS5, CD10, BCL6, MUMI1, CDI138, BCL2, p53, p27, i Ki-67. Utvrdili su da
imunohistohemijski parametri koreliraju sa pojedinim klinicko-patoloskim osobinama ali da
nisu bitni za predikciju ishoda i da nema idealnog panela imunohistohemijskih markera za
tacno odredivanje prognoze (77). Barrans i saradnici su 2002. godine ispitujuéi 177 obolelih
od DLBCL zakljudili da je GCB podtip povezan sa boljom prognozom (138). Van Imhoff i
kolege su 4 godine kasnije dosli do sli¢nog zakljucka, da imunohistohemijski podtip GCB
ima statisti¢ki znacajan pozitivan uticaj na prognozu ¢ak i kod bolesnika sa visoko rizi¢nim
DLBCL (149). Prema Nyman-u i saradnicima nakon uvodenja Rituximab-a u terapiju vise
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nema prognosticke razlike izmedu imunohistohemijskih podtipova DLBCL (74). Enishi i
saradnici su sproveli retrospektivno istrazivanje u kome su ispitali uticaj GCB podtipa na
prognozu kod obolelih od DLBCL le¢enog po protokolu R-CHOP. Poput Nyman-a zakljucili
su da GCB podtip ne uti¢e na prognozu (152). Medutim, multicentricna metaanaliza na 712
bolesnika je utvrdila da je non-GCB podtip prognosticki faktor za lo$iji ishod i nakon
uvodenja Rituximab-a u terapiju (230). Dakle nema konac¢nog konsenzusa oko razlike u
prognozi izmedu GCB i nonGCB slu¢ajeva u danasnjoj eri kada se u terapiji primenjuje i
monoklonalno anti-CD20 antitelo pored standardne CHOP terapije. Veruje se da je CD5
pozitivnost povezana sa loSijom prognozom (73, 151, 152). U nasem istrazivanju pacijenti sa
GCB imunohistohemijskim podtipom su prosecno ziveli 53,726 meseci, pacijenti sa nonGCB
podtipom su prosecno ziveli 59,774 meseci a pacijenti a pacijenti sa CD5+ podtipom svega
25,143 meseca. Mada se CDS5 pozitivni pacijenti u proseku ziveli znatno kra¢e od svih
ostalih, nije prisutna statisticki znacajna razlika u uzorku. Razlog nepronalazenja statisticki
znacajne razlike je u vrlo malom broju CD5+ pacijenata u nasem uzorku, nedovoljnom za
statisticku znacajnost.

Nasa hipoteza je da markeri aktivacije i diferencijacije limfocita pozitivno koreliraju sa
boljom prognozom i samim tim i sa poznatim markerima bolje prognoze. Od
imunohistohemijskih markera primenjenih u naSem istrazivanju MUML1 i CD30 spadaju u
markere aktivacije limfocita, a CD20, BCL6, CD10, CD5 i opet CD30 spadaju u markere
diferencijacije limfocita.

MUML1 je transkripcioni regulatorni protein. Ucestvuje u aktivaciji i diferencijaciji B
limfocita. Ekspresija MUMI je u razli¢itim istrazivanjima prisutna u 35-65% slucajeva (47,
77, 153, 231). U nasem ispitivanom uzorku prisutna je ekspresija 62,07%. Nema konsenzusa
o uticaju ekspresije MUMI na prezivljavanje. Muris 1 kolege su tokom istraZivanja na 71
bolesniku dosli do zakljucka da je ekspresija MUMI povezana sa loSijom prognozom (189).
Colomo i saradnici tokom ispitivanja 128 bolesnika nisu pronasli povezanost ekspresije
MUML1 sa prognozom (77). Ekspresija MUMI1 ne korelira sa prognozom prema istrazivanju
koje su Berglund i saradnici sproveli na 161 bolesniku (187). U nasem istrazivanju nema
korelacije ekspresije MUMI i prezivljavanja, te nije potvrdena hipoteza da ¢e MUMI1 kao
marker aktivacije limfocita korelirati sa boljom prognozom. Isto se odnosi i na korelaciju sa
drugim markerima koji su povezivani sa boljom prognozom. Konstatovali smo statisticki
znacajnu razliku u ekspresiji MUMI1 izmedu obolelih muskaraca i zena. Medu Zenama je
znacajno veci procenat MUMI pozitivnih slucajeva. Korelacija izmedu ekspresije MUMI 1
zenskog pola je znacajna ali neznatna. U dostupnoj literaturi ne postoji objasnjenje. Nismo
pronasli korelaciju ekspresije MUM1 u odnosu na preostale ispitivane parametre.

CD30 je membranski glikoprotein, ¢lan je superfamilije receptora faktora tumorske nekroze,
ucestvuje u regulisanju funkcije, diferencijacije i proliferacije limfoidnih c¢elija (191). CD30
je prema istrazivanju Vega i saradnika pozitivan u oko 20% slucajeva a prema istrazZivanjima
Hu-a i saradnika u oko 14% (232, 233). U nasem ispitivanom uzorku ekspresija CD30 je bila
10,81%. Prema nekim istrazivanjima dobijanje autonomije neograni¢enog tumorskog rasta
kod DLBCL je putem CD30/CD40/TNFR i njihovih liganada (234, 235). To je u suprotnosti
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sa naSom hipotezom da su markeri aktivacije 1 diferencijacije limfocita povezani sa boljom
prognozom. Jo§ pre 12 godina Maes i saradnici su analizirali ekspresiju i diferencijalnu
dijagnozu kod razli¢itih podtipova CD30 pozitivnih non-Hodgkin limfoma. U toj studiji je
prvi put pokazano da bolesnici sa CD30+ DLBCL imaju povoljniju prognozu od CD30
negativnih. Definitivnu potvrdu ove tvrdnje i u eri rituksimaba dali su Hu i saradnici (233).
Oni su analizirali preko 900 novotkrivenih sluc¢ajeva DLBCL. Bolesnici sa CD30+ DLBCL
su imali znacajno vece petogodisnje ukupno prezivljavanje, kao i znacajno duze
prezivljavanje bez pojave simptoma. Ovaj povoljan prognozni efekat markera CD30 je bio
prisutan kako u GCB, tako i u nonGCB podgrupi DLBCL. U nasem uzorku nismo pronasli
korelaciju ekspresije CD30 i prezivljavanja. Moguce objasnjenje je u malom broju CD30+
slucajeva u nasem uzorku te nije postignuta statisticka znacajnost. Time nije potvrdena nasa
hipoteza da ¢e CD 30 kao marker aktivacije i diferencijacije limfocita korelirati sa boljom
prognozom. Nije potvrdena ni nasa hipoteza o korelaciji sa drugim markerima koji se dovode
u vezu sa markerima bolje prognoze. Naprotiv, nasi slucajevi sa pozitivnom ekspresijom
CD30 su u znacajno veéem procentu bili BCMA pozitivni (66,7%) u odnosu na CD30
negativne (5,2%). Korelacija ekspresije CD30 i ekspresije BCMA je prisutna, statisticki
znacajna i visoka. Ova korelacija je iznenadujuca jer logi¢no bi bilo da BCMA kao marker
apoptoze i Celijskog ciklusa i takode kao marker signalnih puteva angiogeneze i inflamacije
bude u korelaciji sa loSijom prognozom a ne sa markerom aktivacije limfocita. Nismo
pronasli korelaciju ekspresije CD30 u odnosu na pol, sto se i ne spominje u literaturi. Nasli
smo statisticki znacajnu korelaciju starosti sa smanjenjem ekspresije CD30. U dostupnoj
literaturi nismo nasli objasnjenje. Nije nadena korelacije u odnosu na preostale primenjene
markere.

CD20 ima direktnu ulogu u transmembranskom transportu kalcijumovih jona kod B limfocita
i verovatno regulise proliferaciju i diferencijaciju (168). U nasem ispitivanom uzorku svi
pacijenti ¢iji su kalupi bili dostupni su imali pozitivau ekspresiju CD20. To je robustno i
otporno imunohistohemijsko bojenje Cak i na nekrozu. U uzorcima sa opseznom nekrozom
CD20 imunohistohemijska analiza je obi¢no o¢uvana. Postoje retki slucajevi DLBCL sa
aberantnim CD20 negativnim imunofenotipom ali mi nismo imali takve slucajeve u
ispitivanom uzorku. CD20 ima veliki znacaj jer predstavlja metu klju¢nog elementa danasnje
terapije - monoklonalnog antitela protiv CD20 receptora (Rituximab). Kod CD20 negativnih
bolesnika se ovaj terapijski agens ne moze primeniti i prognoza im je oko 15-20% losija.
Prema istrazivanju Kennedy-ja i saradnika ekspresija CD20 je izgubljena kod 60%
rekurentnih tumora prethodno lecenih Rituximab-om i stoga je prilikom relapsa potrebno
rebioptirati pacijenta i ponovo proveriti status receptora CD20 (236). Pfreundschuh i
saradnici su tokom pracenja 824 bolesnika (medijana 34 meseca) uporedivali efekte primene
klasi¢cnog CHOP protokola u odnosu na R-CHOP kod bolesnika sa niskim rizikom i niskom
IPI statusom. Zakljuéili su da dodatak Rituximab-a unapreduje prognozu do 15% (57). Do
slicnog zakljucka dosli su 4 godine ranije i Coiffier i saradnici ispituju¢i 399 obolelih od
DLBCL starosti 60 do 80 godina (63). Feugier i saradnici su takode na pacijentima starosti 60
do 80 godina dosli do istog zakljuc¢ka godinu dana ranije (134). Mnoge studije su dokazale
vrednosti primene Rituximab-a i sledstveno vrednost detekcije statusa CD20 (141).
Neoplasti¢ne ¢elije DLBCL imaju ekspresiju i ostalih pan B celijskih markera kao §to su
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CD19, CD22, CD79a, PAXS5, ali ne moraju svi biti pozitivni. U retkim slu¢ajevima kada je
CD20 negativan preostali markeri B loze limfocita mogu pomo¢i u postavljanju dijagnoze. Ni
jedan od $iroko kori$¢enih pan B markera nije specifi¢an samo za B limfocite. S obzirom da
je u naSem ispitivanom uzorku ekspresija CD20 bila prisutna u 100% slu¢ajeva nije moguce
raCunati korelaciju sa prezivljavanjem, niti sa bilo kojim drugim ispitivanim parametrom.
Nasu hipotezu da ¢e CD20 kao marker diferencijacije limfocita Korelirati sa boljom
prognozom ili sa bilo kojim drugim parametrom nije moguce proveriti jer je bio eksprimiran
u svim dostupnim uzorcima.

CD10 je neutralna endopeptidaza cija aktivacija zavisi od vezivanja cinka. Regulise
proliferaciju i diferencijaciju B limfocita, redukuje zapaljenski odgovor. Ucestvuje u
inhibiciji transkripcije i kontroli celijskog ciklusa. Ekspresija CD10 je u razlic¢itim
istrazivanjima nadena u 21-60% slucajeva (47, 77, 153, 231). U nasem ispitivanom uzorku
ekspresija CD10 je 20,23%. Mnogobrojni istrazivaci su pronasli korelaciju ekspresije CD10 i
bolje prognoze, kao na primer: Ohshima i autori (174), Muris i kolege tokom istrazivanja na
71 bolesniku (189), Berglund i saradnici na 161 bolesniku (187). Sa druge strane Colomo i
saradnici tokom ispitivanja 128 bolesnika nisu pronasSli povezanost ekspresije CDI10 sa
prognozom (77). Vecina istrazivaéa vidi CD10 kao pozitivan prognosticki nalaz ili u
najmanju ruku neutralan i to kako se ¢ini bez obzira na veoma razlicite procente ekspresije u
razliCitim istrazivanjima. Mi nismo nasli korelaciju ekspresije CD10 sa boljim
prezivljavanjem. Time nije potvrdena naSa hipoteza da je CD10 kao marker diferencijacije
limfocita u korelaciji sa boljim prezivljavanjem. Sjo i saradnici su na 108 pacijenata obavili
ispitivanje i dokazali da ekspresije CD10 i BCL6 koreliraju sa boljom prognozom a
ekspresija BCL2 sa losijom i zakljuceno je da se jednostavnom upotrebom nekoliko markera
mogu razluditi razli¢ite prognosticke grupe (170). Xu i saradnici ispitujuéi 53 bolesnika su
dosli do zakljucka da ekspresija CD10 sama po sebi ne korelira sa prognozom, ali da
pozitivna ekspresija CD10 uz istovremenu pozitivau ekspresiju BCL2 korelira sa losijom
prognozom (176). U imunohistohemijskoj dijagnostici je uobicajeno da se ispituje i tumaci
panel antitela jer je informativnije od pojedinacnih antitela. Mi nismo nasli korelacije
ekspresije CD10 sa preostalim ispitivanim parametrima.

BCL6 gen je inhibitor transkripcije. Utice na celijski ciklus modifikacijom velikog broja
drugih gena. On je klju¢ni faktor za formiranje folikularnog centra. Ekspresija BCL6 varira u
razli¢itim navodima od 47-84% (47, 77, 153, 231). U nasem ispitivanom uzorku ekspresija je
51,72%. U uzorcima sa opseznom nekrozom nuklearna bojenja kao na primer BCL6, MUM1
I Ki-67 opste uzev ne uspevaju. U tom smislu u na§im uzorcima generalno postoji problem sa
uspevanjem BCL6 bojenja, koje se kod nas pokazalo kao najvulnerabilnije. Colomo i
saradnici tokom ispitivanja 128 bolesnika nisu pronasli povezanost ekspresije BCL6 sa
prognozom (77). Pozitivha ekspresija BCL6 je povezana sa boljom prognozom prema
istrazivanju koje su Berglund i saradnici sproveli na 161 bolesniku (187). Primena
Rituximab-a je izbrisala pozitivni uticaj BCL6 na prognozu, prema nalazu Winter-a i
saradnika koji su obavili istrazivanje na 199 bolesnika (144). Oni su tom prilikom utvrdili da
dodatak Rituximab-a terapiji unapreduje prezivljavanje BCL6 negativnih bolesnika ali da
nema uticaja na BCL6 pozitivne. Sjo i saradnici su na 108 pacijenata obavili ispitivanje i
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dokazali da BCL6 korelira sa boljom prognozom (170). Dakle istrazivanja sprovedena nakon
uvodenja Rituximab-a u terapiju su bez konsenzusa o prognostiCkom uticaju BCL6. Mi
nismo pronasli korelaciju sa prezivljavanjem i time nismo potvrdili hipotezu da je BCL6 kao
marker diferencijacije limfocita u korelaciji sa boljim prezivljavanjem. Nismo imali ni
korelaciju ekspresije BCL6 u odnosu na pol, starost, stadijum, nodalno/ekstranodalno
ishodiste, niti u odnosu na preostale primenjene imunohistohemijske markere. Moguce je da
je razlog u usvojenim pragovima pozitivnosti za BCL6 i druge markere, kao i zbog
medulaboratorijskih razlika, o ¢emu sam ve¢ govorio ranije.

Za razliku od normalnih B ¢elija folikularnog centra gde su ekspresije MUMI1 1 BCL6
medusobno iskljucive, u difuznim krupnocelijskim B limfomima je koekspresija prisutna u
oko 50% slucéajeva (183). U normalnoj limfnoj ¢eliji MUMI1 suprimira ekspresiju BCL6. U
atipi¢noj limfnoj ¢eliji difuznog krupnocelijskog B limfoma nakon translokacije ili mutacije
BCL6 gena nema vise ove supresije. Na taj na¢in MUM1 mozda vrsi klju¢nu ulogu regulacije
germinativnog centra i kao prepreka limfomageneze (235). Chang i autori su izveli
zanimljivo istraZivanje na 42 novodijagnostikovana pacijenta. Analizirali su ekspresiju CD10
i BCL6 kao markera GCB podtipa DLBCL i ekspresiju MUM1 i CD138 kao markere
nonGCB podtipa DLBCL. Statisti¢ki znacajno najbolju prognozu su imali bolesnici sa
eksprimiranim CD10 i ili BCL6 a bez ekspresije MUM1 i CD138 (78).

CDS5 je transmembranski glikoprotein uklju¢en u prenos signala. CD5 pozitivni DLBCL je
zaseban entitet u odnosu na CD5 negativni DLBCL i u odnosu na mantle ¢elijski limfom i
predstavlja jedan od 3 entiteta u okviru imunohistohemijske podele DLBCL. Colomo i
saradnici su na uzorku od 128 obolelih od DLBCL imali CD5 pozitivnost u 2% slucajeva
(77). Wada i saradnici su imali ekspresiju CD5 u 3% (218). U nasim rezultatima ekspresiju
CD5 imalo je 8,05% slucajeva. Ekspresija CD5 kod obolelih od DLBCL se uglavnom dovodi
u vezu sa loSijom prognozom. Enishi i saradnici su sproveli retrospektivno istrazivanje u
kome su ispitali uticaj ekspresije CD5 na prognozu kod obolelih od DLBCL lecenog po
protokolu R-CHOP. Zakljucili su da ekspresija CD5 korelira sa negativhom prognozom
(152). Do sli¢nog zakljuc¢ka su dosli Niitsu i saradnici bez obzira da li je Rituximab bio
ukljucen u terapiju (237). U nasem ispitivanom uzorku CD5+ pacijenti jesu dosta krace ziveli
ali bez statisticke znaCajnosti. Re¢ je malom broju prisutnih CD5+ slucajeva u naSem uzorku
1 otuda je statisticka obrada bila neadekvatna odnosno nije bilo moguce posti¢i statistiCku
znacajnost. Time nije potvrdena nasa hipoteza da ¢e CDS kao marker diferencijacije biti u
korelaciji sa boljom prognozom, naprotiv. Visoka ekspresije CD5 je Cesto povezana sa
visokom ekspresijom BCL2 gena, zakljucak je Yamaguchi-ja i saradnika nakon ispitivanja
120 obolelih (151). U nasem uzorku nasli smo statisticki znacajnu razliku izmedu pozitivne i
negativne ekspresije BCL2 u odnosu na ekspresiju CD5. BCL2 negativni slucajevi su u 98%
slucajeva CDS5 negativni, dok je kod BCL2+ slucajeva taj procenat znacajno manji.
Korelacija izmedu negativne i pozitivne ekspresije BCL2 1 ekspresije CDS5 je statisticki
znacajna i neznatna. Ova korelacija se spominje u literaturi jer dele neke signalne puteve
vezane za apoptozu (237, 238). Time nije potvrdena ni korelacija sa drugim markerima bolje
prognoze, naprotiv prisutna je korelacija sa ekspresijom BCL2 koji se povezuje sa loSijom
prognozom, a za koga mi takode nismo nasli korelaciju sa losijom prognozom. Nije bilo
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korelacije ekspresije CD5 u odnosu na pol, niti bilo koji od primenjenih imunohistohemijskih
markera.

Nasa hipoteza je da markeri apoptoze i Celijskog ciklusa, kao i markeri signalnih puteva
angiogeneze i inflamacije imaju pozitivnu korelaciju sa lo§ijom prognozom i ve¢ poznatim
markerima loSije prognoze. Od primenjenih imunohistohemijskih markera u markere
apoptoze i Celijskog ciklusa spadaju: Ki-67, BCL2, BAFFR, TACI, BCMA i COX2, a u
markere signalnih puteva angiogeneze i inflamacije spadaju: VEGF, COX2, BAFFR, BCMA
i TACI. Ocigledno neki markeri imaju vise razli¢itih uloga u regulaciji aktivnosti limfocita.

Ki-67 je nuklearni protein blisko povezan sa proliferacijom. Proliferativna frakcija
detektovana imunohistohemijskim markerom Ki-67 se krece od 40% do preko 90% kod
obolelih od DLBCL. U nasem uzorku ekspresija Ki-67 je bila od 30 do 92%, prose¢no
62,79%, mediana 65%. Visok proliferativni indeks ustanovljen imunohistohemijskom
analizom Ki-67 je uglavnom povezivan sa loSijom prognozom bolesti. Sa druge strane visok
ispitivali povezanost nivoa ekspresije Ki-67 i prognoze. Zakljuéili su da je ekspresija Ki-67
preko 80% povezana sa losijom prognozom (142). U novijem istrazivanju grupa autora je
zakljuéila da indeks proliferacije odreden imunohistohemijskim bojenjem Ki-67 na nivou od
70% razgranicava slucajeve sa loSijom (>70%) i boljom (<70%) prognozom ako se
kombinuje sa IP1 score-om i bulky ili not-bulky boles¢u (239). U nasem ispitivanom uzorku
ekspresija Ki-67 nije korelirala sa prezivljavanjem i time nije potvrdena nasa hipoteza da ¢e
Ki-67 kao marker Ccelijskog ciklusa imati korelaciju sa loSijom prognozom. TO je U
saglasnosti sa istrazivanjem Markovica i saradnika (240). Colomo i saradnici tokom
ispitivanja 128 bolesnika takode nisu pronasli korelaciju ekspresije Ki-67 i prognoze (77). U
naSem ispitivanom uzorku postoji statisticki znacajna razlika ekspresije Ki-67 izmedu COX2
pozitivnih i negativnih sluc¢ajeva. Ispitanici sa pozitivnom ekspresijom COX2 imaju znacajno
izrazeniju ekspresiju Ki-67 u odnosu na COX2 negativne. Takode, prisutna je statisticki
znacajna razlika ekspresije Ki-67 izmedu bolesnika sa pozitivnom i negativnom ekspresijom
TACI. Ispitanici sa pozitivnom ekspresijom TACI imaju znacajno vecu ekspresiju Ki-67 od
TACI negativnih bolesnika. Dakle ovi markeri apoptoze i ¢elijskog ciklusa, kao i signalnih
puteva angiogeneze i inflamacije imaju pozitivhu medusobnu korelaciju §to je i logi¢no i
potvrduje nasu hipotezu, mada ni COX2 ni TACI nemaju potvrdenu korelaciju sa lo§ijom
prognozom u nasem radu. U nasem ispitivanom uzorku nema znacajne razlike u ekspresiji
Ki-67 u odnosu na pozitivnu i negativnu ekspresiju preostalin primenjenih
imunohistohemijskih markera.

Programiranu c¢elijsku smrt ili apopotozu kontrolise skup gena i njihovih signalnih puteva
kojima se efikasno odstranjuju nepotrebne ili oSte¢ene celije. Apoptoza je neophodna za
odrZzavanje normalne homeostaze organizma, odstranjivanja Stetnih celija 1 na taj nacin
sprecavanja razlicitih oboljenja od kojih su maligna medu najvaznijim. Poremecena funkcija
nekog od gena koji ucestvuje u putevima apoptoze moze dovesti do besmrtnosti celija, te
njihovog nekontrolisanog bujanja i nastanka malignog tumora. BCL2 protein ima
antiapoptoticko dejstvo 1 reguliSe sve glavne tipove Celijske smrti, apoptozu, nekrozu i
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autofagiju. BCL2 je prvi gen "protiv smrti" koji je otkriven, kamen temeljac za novu eru
istrazivanja celijske smrti (241). Manipulacija unutrasnjih i spoljasnjih apoptotskih puteva je
jedan od mogucih adjuvantnih terapijskih modaliteta. Ekspresija je prisutna u 30-50%
slu¢ajeva DLBCL. U nasem uzorku ekspresija BCL2 je prisutna u 39,33% sluc¢ajeva. Vecina
istrazivaca je konstatovala povezanost ekspresije BCL2 i loSije prognoze (153), kao na
primer Van Imhoff i kolege (149). Barrans i saradnici su ispitujuci 177 obolelih od difuznog
krupnocelijskog limfoma ustanovili da ekspresija BCL2 predstavlja nezavisan negativan
prognosti¢ki marker (138). Muris i kolege tokom istrazivanja na 71 bolesniku (189) povezali
ekspresiju BCL2 sa losijom prognozom, Sjo i saradnici na 108 pacijenata (170), Berglund i
saradnici na 161 bolesniku (187), kao i grupa autora na ¢elu sa Nyman (242). Dakle mnoga
istrazivanja su pokazala lo§ prognosticki efekat ekspresije BCL2 i pre i nakon ere Rituximab-
a u terapiji. Druga istrazivanja su pokazala da nakon uvodenja Rituximab-a viSe nema razlike
izmedu BCL2 negativnih i BCL2 pozitivnih bolesnika. Mounier i saradnici su dosli do
zakljucka da upotreba Rituximab-a omogucuje uspesnost terapije i kod bolesnika sa BCL2
ekspresijom (154, 155). Enishi i saradnici su sproveli retrospektivno istrazivanje u kome su
ispitali uticaj ekspresije BCL2 na prognozu kod obolelih od DLBCL lecenog po protokolu R-
CHOP. Zakljudili su da ekspresija BCL2 ne uti¢e na prognozu ukoliko je Rituximab bio
primenjen (152). Dodatak rituximab-a protokolu CHOP ponistava negativni prognosticki
uticaj BCL2 pozitivnosti (Wilson i saradnici na 140 bolesnika) (190). U nasem ispitivanom
uzorku nije nadena korelacija sa prezivljavanjem, $to je u skladu sa rezultatima da se u eri
primene Rituximab-a gubi negativni prognosticki uticaj ekspresije BCL2. Time nije
potvrdena hipoteza da ¢e BCL2 kao marker apoptoze imati korelaciju sa loSijim
prezivljavanjem. Nasli smo statistiCki znacajnu razliku izmedu pozitivne i negativne
ekspresije BCL2 u odnosu na ekspresiju CD5, §to smo ranije prodiskutovali. Hipoteza o
korelaciji BCL2 sa drugim markerima loSije prognoze je diskutabilna. CD5 kao marker
diferencijacije limfocita logi¢no bi trebao biti povezan sa boljom prognozom ali je on
povezan sa loSijom prognozom, ali u naSem radu nismo imali statisticku znacajnost za tu
korelaciju. Prisutna je takode statisti¢ki znacajna razlika ekspresije BCL2 u odnosu na
ekspresiju CD43. BCL2 negativni slu¢ajevi su u znacajno ve¢em procentu (93,6%) CD43
negativni. Korelacija pozitivne i negativne ekspresije BCL2 i CD43 je statisti¢ki znacajna i
niska. Ova korelacija bi¢e razmotrena kasnije. U naSem uzorku nije bilo korelacije ekspresije
BCL2 u odnosu na pol, niti u odnosu na preostale primenjene imunohistohemijske markere.

Poznato je da ¢lanovi familije receptora faktora tumorske nekroze (TNF) regulisu plejadu
¢elijskih funkcija ukljucujuéi celijski rast, diferencijaciju i smrt (213). Vezivanje liganda
BLyS (odnosno BAFF) i ili liganda APRIL za receptore BAFFR, TACI i BCMA moze uticati
na proliferaciju i diferencijaciju limfocita a moze dovesti i do izbegavanja apoptoze. B
limfociti zahtevaju mnogobrojne signale za svoj razvoj i diferencijaciju. BLyS je jedan od
klju¢nih regulatora razvoja 1 diferencijacije B ¢celija. Defekti u produkciji BLyS ili ekspresiji
njegovih receptora (BAFFR, TACI, BCMA) su povezani sa razli¢itim oboljenjima
ukljucujuéi autoimunitet, malignitet i imunodeficijenciju (243). Zavisnost limfoidnih celija
od dejstva BLyS na njegova tri receptora bi mogla biti slaba tacka limfomskih ¢elija i mesto
koje moze predstavljati cilj dejstva terapije (244). Receptor BAFFR je visoko selektivan za
ligand BLYS, receptor BCMA ima veéi afinitet za ligand APRIL nego za BLYS, receptor
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TACI se podjednako vezuje sa oba liganda (245). Kod obolelih od DLBCL neutrofilni
granulociti iz prateéeg zapaljenskog infiltrata produkuju ligand APRIL i uti¢u na hiperplaziju
limfocita, ukljucuju¢i 1 tumorske celije. Rede makrofagi ili mezenhimne celije produkuju
APRIL. Dakle APRIL produkovan od strane zapaljenskih ¢elija u stromi moze uticati na
pogorsanje prognoze limfoma (246).

Prema istrazivanju Proust-a i saradnika, bez obzira na imunohistohemijski podtip DLBCL
BAFFR je bio eksprimiran u 37% imunokompetentnih bolesnika obolelih od DLBCL ali
samo kod 4,8% imunokompromitovanih (247). U istrazivanju Wada-e i saradnika ucestalost
ekspresije BAFFR je bila 63% (218). U istrazivanjima Takahate i saradnika, kod nodalnih
DLBCL je BAFFR bio prisutan u 47%, a kod ekstranodalnin DLBCL je BAFFR bio
registrovan u 41% (248). U nasem uzorku ekspresija BAFFR je bila 46,15%. Istrazivanje
koje su sproveli Wada i saradnici na 73 bolesnika je pokazalo da je prezivljavanje BAFFR
pozitivnih pacijenata statisti¢ki znacajno bolje u odnosu na prezivljavanje BAFFR negativnih
pacijenata (218). Ovaj rad je jedini koji smo pronasli da ispituje uticaj ekspresije receptora
BAFFR na preZivljavanje obolelih od DLBCL. U nasem istrazivanju je nadeno da BAFFR+
bolesnici zive duZe ali nema statistiCke znacajnosti mada je blizu granice. Potrebno je
nastaviti istraZivanje na ve¢em uzorku kako bi ustanovili hoce li biti statisticke znacajnosti
prilikom ispitivanja veceg broja bolesnika. Nasa hipoteza da ¢e BAFFR kao marker apoptoze
i celijskog ciklusa i marker signalnih puteva inflamacije i angiogeneze imati korelaciju sa
losijom prognozom nije potvrdena nasim istrazivanjem. U gore navedenom istrazivanju
Wada i saradnici su utvrdili pozitivnu korelaciju izmedu ekspresije BAFFR i CD10, kao i
negativnu korelaciju izmedu ekspresije BAFFR i MUML. U nasem uzorku nije nadena
korelacija niti sa ekspresijom CD10 niti MUML1. Kod nas nije bilo znacajne razlike u
ekspresiji BAFFR u odnosu na preostale primenjene imunohistohemijske markere. Nema
potvrde hipoteze ni u odnosu na druge markere koji su povezivani sa lo§ijom prognozom. U
naSem ispitivanom uzorku postoji znacajna razlika ekspresije BAFFR izmedu obolelih
muskaraca i Zena. Zene su znalajno Ge$¢e BAFFR pozitivne u odnosu na muskarace.
Nemamo obrazlozenje za ovaj neobi¢ni rezultat. Ne postoji objasnjenje ni u dostupnoj
literaturi. U istrazivanjima Takahate i saradnika BAFFR je imao ve¢u ekspresiju kod GCB
podtipa u odnosu na nonGCB podtip, kako kod nodalnih tako i kod ekstranodalnih DLBCL
(248). Medu nodalnim DLBCL koji su BAFFR pozitivni prose¢na ekspresija Ki-67 bila je
manja nego medu BAFFR negativnima. GCB podtip je u proseku imao manju ekspresiju Ki-
67 od nonGCB podtipa. Medu ekstranodalnim uzorcima DLBCL ekspresija BAFFR nije
korelirala sa niskom Ki-67 (248). Mi nismo imali korelaciju ekspresije BAFFR i Ki-67.
Nismo nasli korelaciju ekspresije BAFFR u odnosu na nodalno/ekstranodalno ishodiste
limfoma. Nismo proveravali korelaciju ekspresije BAFFR u odnosu na imunohistohemijski
podtip DLBCL ali smo proveravali korelaciju sa markerima koji ¢ine suStinu
imunohistohemijske podele (CD10, BCL6, MUMI, CDS5) 1 nismo nasli statisticki znacajne
korelacije. S obzirom da je ovo prakti¢no jedini rad sa ovom temom potrebna su dalja
istrazivanja na ve¢em broju bolesnika da bi se doneli validni zakljucci.

U istrazivanju koje su sproveli Wada i saradnici ucestalost ekspresije TACI je bila 58%
(218). Ovo je jedino istrazivanje koje ispituje ekspresiju TACI kod obolelih od DLBCL. U
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naSem ispitanom uzorku prosecna ekspresija TACI je bila 43,94%. U njihovom istrazivanju
ekspresija TACI nije korelirala sa prezivljavanjem. Ni mi mismo imali korelaciju sa
prezivljavanjem. TACI pozitivni bolesnici su prosecno ziveli 63,453 meseci a TACI
negativni 53,845 meseci. Razlika jeste primetna ali nema statisticku znacajnost. Potrebna su
istrazivanja na ve¢em broju bolesnika da bi se doneli zakljucci. Nasa hipoteza da ¢e TACI
kao marker apoptoze i celijskog ciklusa i kao marker signalnih puteva inflamacije i
angiogeneze biti u korelaciji sa losijim prezivljavanjem nije potvrdena nasim istrazivanjem.
Wada i saradnici su imali negativhu korelaciju ekspresije TACI i CD10. Mi nismo imali
znaCajne razlike u ekspresiji TACI u odnosu na ekspresiju CD10. Imaju¢i u vidu da je ovo
jedini rad koji ispituje ekspresiju TACI kod obolelih od DLBCL tesko je izvoditi zakljucke
vezane za ovu Korelaciju bez $irih istrazivanja. U nasem radu prisutna je zna¢ajna statisticka
razlika izmedu negativne i1 pozitivne ekspresije COX2 u odnosu na ekspresiju TACI.
Znacajno veéi procenat COX2 pozitivnih slucajeva je TACI pozitivan (54,8%) u odnosu na
COX2 negativne. (25%) Korelacija izmedu ekspresije COX2 i ekspresije TACI je statisticki
znacajna ali neznatna. U naSem istrazivanju nadena je statisti¢ki znacajna razlika ekspresije
Ki-67 izmedu bolesnika sa pozitivnom i negativnom ekspresijom TACI. Ispitanici sa
pozitivnom ekspresijom TACI imaju znacajno vecu ekspresiju Ki-67 od TACI negativnih
bolesnika. Ocekivane su ove dve korelacije jer su TACI, COX2 i Ki-67 markeri signalnih
puteva angiogeneze i inflamacije 1 markeri ¢elijskog ciklusa i apoptoze. Time je potvrdena
hipoteza 0 medusobnoj korelaciji ovih markera, mada nismo dokazali da su u korelaciji sa
losijim prezivljavanjem. Nismo imali korelacije u odnosu na preostale primenjene
imunohistohemijske markere, kao ni u odnosu na pol. Ranije sam opisao pozitivnu korelaciju
ekspresije TACI i nodalnog ishodista limfoma, kao i negativnu korelaciju ekspresije TACI i
starosti.

U naSem ispitivanom uzorku prisutna je ekspresija BCMA u 10,61% slucajeva obolelih od
DLBCL. Nismo naSli podatke za ucestalost ekspresije BCMA u drugim istrazivanjima.
Imajuéi u vidu da ni jedan BCMA pozitivni bolesnik iz naseg uzorka nije umro nije moguce
izraCunati statisticku znacajnost razlike prezivljavanja. Na taj na¢in ne mozemo potvrditi ni
hipotezu o korelaciji losije prognoze i ekspresije BCMA kao markera apoptoze i Celijskog
ciklusa i kao markera signalnih puteva angiogeneze i inflamacije. Nasi slucajevi sa
pozitivnom ekspresijom CD30 su u znacajno ve¢em procentu bili BCMA pozitivni (66,7%) u
odnosu na CD30 negativne (5,2%). Korelacija ekspresije CD30 i ekspresije BCMA je
prisutna, statisticki znaCajna i visoka. O tome je ve¢ ranije diskutovano. Dakle nema
dokazane korelacije ni sa preostalim markerima koji se povezuju sa loSijjom prognozom,
naprotiv, prisutna je korelacija sa CD30 koji je marker aktivacije limfocita. Nismo nasli
znacajnu razliku u odnosu na ekspresiju preostalih primenjenih imunohistohemijskih markera
niti u odnosu na pol. Ranije smo opisali negativnu korelaciju ekspresije BCMA i starosti.

Pod angiogenezom se podrazumeva formiranje novih funkcionalnih krvnih sudova iz
preegzistiraju¢e vaskularne mreze. Ovi Krvni sudovi vaskularizuju tumor, snabdevaju ga
hranljivim materijama i kiseonikom i podsti¢u metastaziranje. Vaskularni endotelni faktor
rasta (VEGF) igra vaznu ulogu u stvaranju novih krvnih sudova u velikom broju maligniteta.
Rast 1 progresija limfoma su potencirani sa najmanje dva razli¢ita angiogena mehanizma,
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autokrinom stimulacijom tumorskih ¢elija putem ekspresije VEGF i ekspresije receptora za
vaskularni endotelni faktor rasta (VEGFR) na limfomskim ¢elijama, kao i parakrinim
uticajem proangiogene tumorske mikrookoline na lokalnu neovaskularnu transformaciju i
regrutovanje cirkuliSué¢ih progenitora iz koStane srzi (208). Prate¢i zapaljenski infiltrat u
limfomu koji ukljucuje monocite, T limfocite i mezenhimalne pericite se sve vise dovode u
vezu sa patogenezom i prognozom limfoma, pruzajuéi podrsku neoangiogenezi (208). 1zazov
za naredni period je da se razjasne kompleksne interakcije i regulatorni mehanizmi koji
moduliSu angiogenezu kod limfoma. Identifikacija klju¢nih signalnih puteva za limfomske
¢elije moze pruziti uvid u mehanizme limfomageneze i1 detektovati potencijalne "mete" za
gensku terapiju. Detektovane su 3 izoforme vaskularnog endotelnog faktora rasta: VEGFA,
VEGFB i VEGFC. Razlikuju se po tome da li stimuli$u izgradnju krvnih ili limfnih sudova.
Mi smo u istrazivanju imali antitelo koje sadrzi kotel sve 3 izoforme. U nasem ispitivanom
uzorku pozitivna ekspresija VEGF je bila 27,7%, $to je niza ekspresija nego u nekim drugim
istrazivanjima. Paydas je imao ekspresiju VEGF 64,8% ustanovljenu na 88 obolelih (202).
Verovatni razlog je razliCitost prihvaéenog praga pozitivnosti i primena donekle razli¢itih
laboratorijskih metoda. Paydas je konstatovao krace prezivljavanje kod VEGF pozitivnih
(202). Mi nismo pronasli korelaciju ekspresije VEGF sa prezivljavanjem. Nasa hipoteza da ¢e
VEGF kao marker signalnih puteva angiogeneze biti u korelaciji sa loSijjom prognozom na taj
nain nije potvrdena ovim istrazivanjem. Gratzinger i saradnici su doSli do rezultata da
nonGCB podtip DLBCL ima vecu ekspresiju VEGF (249). Ovo bi moglo imati uticaja na
eventualnu  primenu anti-angiogenetskih  lekova. Mi nismo ispitali  korelaciju
imunohistohemijskog podtipa DLBCL sa ekspresijom imunohistohemijskih markera (pa ni
VEGF). Prema Tzank-u i saradnicima ekspresija VEGF je bila u pozitivnoj korelaciji sa Ki-
67 i COX2, a VEGF i COX2 nisu korelirali sa klinickim parametrima niti sa prezivljavanjem
(250). Mi nismo imali statisticki znacajne Kkorelacije ekspresije VEGF sa ekspresijom
preostalih primenjenih imunohistohemijskih markera. Nismo potvrdili hipotezu i povezanosti
ekspresije drugih markera loSe prognoze sa ekspresijom VEGF kao markerom signalnih
puteva angiogeneze.

Ciklooksigenaza je klju¢ni enzim za konverziju arahidonske kiseline u prostaglandine ¢ime
znaCajno utiCe na proces inflamacije. Prekomerna ekspresija ciklooksigenaze redukuje
apoptozu 1 pojaCava angiogenezu ¢ime sledstveno pospeSuje invazivnost malignih celija.
Postoje dve izoforme ciklooksigenaze, COX1 i COX2. Prva se konstantno stvara a druga
nakon stimulacije (251). U nasem ispitivanom uzorku ekspresija COX2 je izrazena kod
63,64% obolelih. Paydas je imao 71,6% pozitivnih slu¢ajeva, Sto je sli¢nog reda veli¢ine
(202). On nije nasao korelaciju sa prezivljavanjem ali pacijenti iz te studije nisu tretirani
Rituximab-om. U literaturi nismo pronasli povezanost ekspresije COX2 i prezivljavanja u eri
primene Rituximab-a. U nasem uzorku takode nije pronadena korelacija sa prezivljavanjem.
Na taj nain naSa hipoteza da ¢e COX2 kao marker signalnih puteva inflamacije 1 apoptoze
imati korelaciju sa loSijom prognozom nije potvrdena ovim ispitivanjem. Nema znacajne
razlike u ekspresiji COX2 izmedu musSkih i1 Zenskih pacijenata. Prisutna je znacajna
statisticka razlika izmedu negativne i pozitivne ekspresije COX2 u odnosu na ekspresiju
TACI. Znacajno veci procenat COX2 pozitivnih slucajeva je TACI pozitivan (54,8%) u
odnosu na COX2 negativne. (25%) O tome je ve¢ ranije diskutovano. U nasem ispitivanom
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uzorku postoji statisticki znacajna razlika ekspresije Ki-67 izmedu COX2 pozitivnih 1
negativnih slucajeva. Ispitanici sa pozitivnom ekspresijom COX2 imaju znacajno izrazeniju
ekspresiju Ki-67 u odnosu na COX2 negativne. Ova korelacija je prodiskutovana ranije. Ove
dve korelacije potvrduju hipotezu 0 korelaciji ekspresije COX2 sa drugim markerima koji su
povezivani sa loSijom prognozom (TACI i Ki-67) mada u naSem istrazivanju ni oni nisu
povezani sa losijim prezivljavanjem. Ranije smo spomenuli negativnu korelaciju ekspresije
COX2 i starosti.

U ovom istrazivanju su ispitani i markeri CD43 i EBV LMP. Oni ne spadaju ni u markere
aktivacije limfocita, niti diferencijcije, niti u markere apoptoze 1 ¢elijskog ciklusa, niti u
markere signalnih puteva angiogeneze i inflamacije.

CD43 je membranski protein, mucin sialophorin, ¢ija je fizioloska funkcija nedovoljno
razjaSnjena i izgleda da ima ulogu u anti-adheziji ili adheziji, prenoSenju signala I
citoskeletalnoj interakciji (194). Ekspresija CD43 u naSem radu je 18,52%. Prema Mitrovicu i
saradnicima CD43 je eksprimiran u 26% slu¢ajeva i predstavlja nezavisan lo$ prognostic¢ki
faktor kod obolelih od DLBCL lec¢enih po protokolu CHOP ili R-CHOP (195). U naSem
ispitivanom uzorku nije pronadena znalajna razlika u ekspresiji CD43 u odnosu na
prezivljavanje. Nasli smo statisticki znacajnu razlika ekspresije BCL2 u odnosu na ekspresiju
CD43. BCL2 negativni slucajevi su u znacajno vecem procentu (93,6%) CD43 negativni.
Korelacija pozitivne i negativne ekspresije BCL2 i CD43 je statisticki znaCajna i niska.
Priroda ove korelacije je teSko objasnjiva. U pregledanoj literaturi nema objasnjenja. Mozda
su u pitanju zajednicki signalni putevi. Potrebno je jos istrazivanja da bi se CD43 prihvatio ili
odbacio kao relevantan marker. Nismo nasli ni korelacije ekspresije CD43 u odnosu na pol,
niti u odnosu na preostale primenjene imunohistohemijske markere.

Epstein-Bar virus (EBV) pripada familiji herpes virusa. Inficira epitelne ¢elije i B limfocite.
Preko 90% populacije je latentno zarazeno ovim virusom. EBV LMP je membranski protein
eksprimiran u latentnoj infekciji Epstein-Barr virusom. Detekcija EBV LMP
imunohistohemijskom analizom je tipi¢no povezana sa reaktivacijom replikacije Epstein Barr
virusa. Imunohistohemijska detekcija EBV LMP korelira sa preciznijom metodom RNA in
situ hibridizacije (EBER) oko 80% (252). Nismo imali uslova za primenu te metode te smo
koristili imunohistohemijsku metodu. Do pre desetak godina limfoproliferativne bolesti
udruzene sa EBV bile su vezivane isklju¢ivo za imuno-kompromitovane bolesnike, pre svih
HIV pozitivne i bolesnike nakon transplantacije (253). Poslednjih godina primeceno je da i
kod imunokompetentnih bolesnika sa DLBCL postoji pozitivnost na gene EBV u 3-22%
slucajeva, pa Cak i do 64%, u zavisnosti od serije bolesnika i koris¢ene metode detekcije
(202, 254). U nasem ispitivanom uzorku ¢ak 37,88% obolelih ima pozitivan EBV LMP nalaz,
saglasno sa drugim istrazivanjima. Ekspresija EBV LMP se javlja nezavisno od podtipa
DLBCL (253). Park i saradnici su ispituju¢i 380 bolesnika primenili metodu EBER i
zakljucili da je ekspresija EBV bila u pozitivnoj korelaciji sa staro$¢u, loSijom prognozom i
uznapredovalom klinickom slikom (18). Paydas i saradnici su obavili istrazivanje na 88
obolelih od DLBCL. Prezivljavanje je bilo znacajno krace kod EBV pozitivnih bolesnika
(202). Svetska zdravstvena organizacija (WHO) u Kklasifikaciji iz 2008. godine uvodi novi
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podtip DLBCL: "EBV pozitivni DLBCL kod starijih”. U nasem istrazivanju nije nadena
korelacija sa prezivljavanjem. Nismo prona$li znacajnu razliku u ekspresiji EBV LMP u
odnosu na pol, niti u odnosu na starost, niti u odnosu na ekspresiju preostalin primenjenih
imunohistohemijskih markera.

Izgleda da treba biti racionalan sa upotrebom imunohistohemijskih markera. lzgleda da treba
upotrebiti samo osnovna antitela za odredivanje imunohistohemijskog podtipa, kao i antitela
potrebna za diferencijalnu dijagnozu u odnosu na druge limfome. Cini se da je prognosticki
znacaj imunohistohemijskih antitela danas kada se u terapiji koristi Rituxomab minimalan.
Zbog Cesto suprotnih rezultata razli¢itih istrazivaca ipak je potreban veéi broj pacijenata
ukljuciti u studiju za donoSenje konac¢nih zakljucaka.

Profilisanje genske ekspresije bacilo je svetlo na molekulsku heterogenost unutar DLBCL
naglasavajuéi sli¢nosti podtipova sa normalnim B limfocitima, identifikujuéi osobine
povezane sa loSim odgovorom na terapiju i definiSuéi robustne podtipove sa sveobuhvatnim
transkripcionim signaturama. Takva strategija je sugerisala jasne puteve limfomageneze i
identifikovala obecavajuce terapeutske ciljeve. Rastuce znanje i razumevanje heterogenosti
DLBCL ¢e pomo¢i da se identifikuju specifi¢éni terapeutski ciljevi za razli¢ite podtipove
DLBCL (67). Bea i saradnici su na 224 bolesnika metodom genske ekspresije utvrdili
pozitivan prognosti¢ki uticaj GCB podtipa u odnosu na ABC podtip (72). Wright i saradnici
su utvrdili da je petogodiS$nje prezivljavanje kod genetskog podtipa GCB 62% a kod podtipa
ABC 26% (94).

Najbitniji zahtev za biomarkere je reproducibilnost, tj moguc¢nost njihove pouzdane primene
kod razli€itih pacijenata, u razli¢itim laboratorijama i1 njihova ta¢nost u prognozi odnosno
predikciji. Promene u dijagnostici i terapiji su dovele do situacije da ni jedan prognosticki
parametar za DLBCL nije izdrzao zub vremena. Klinicki upotrebljivi prognosticki testovi
moraju biti bazirani na Siroko dostupnim, relativno jednostavnim, reproducibilnim i
pouzdanim metodologijama. Imunohistohemija se rutinski koristi u patologiji i smatra se
naprednom metodom na kojoj biomarkeri mogu biti bazirani. Postoje medutim 1 limiti - mogu
se javiti ne-reproducibilni konfliktni rezultati. Razli¢ita antitela protiv istog antigena mogu
biti usmerena na razli¢ite epitope. Prisutne su znacajne varijacije medu laboratorijama u
fiksaciji, "antigen retrieval" protokolima, metodama bojenja, primeni razli¢itih predefinisanih
pragova pozitivnosti za specifi¢na antitela. Neophodna je standardizacija. Cesto je bitan i
intenzitet bojenja ili se skoruje povrSina 1 intenzitet. Imunohistohemija je semikvantitativna
metoda za razliku od RNA baziranih metoda. Ovo moze ograniciti primenu
imunohistohemije za prognosticke parametre ¢iji nivo ekspresije korelira sa klinickim
ishodom. Nisu dostupna antitela za mnoge potencijalno prognosticki znacajne gene.
Metodologija bazirana na array tehnologiji moze evaluirati ekspresiju bilo kojeg gena i moze
se kvantifikovati bolje. Medutim microarray tehnologija je skupa, zahteva dosta radnog
angazmana 1 kvalifikovanu radnu snagu i zahteva dobar kvalitet RNA dobijen iz svezih ili
smrznutih uzoraka, §to moZe ograniciti primenu. Danasnje metodologije obi¢no analiziraju
viSe uzoraka. Primenljivost array tehnologije na individualne uzorke moze zahtevati ranije
podatke o slucajevima analiziranim istom tehnologijom. Real-time-PCR metode su danas
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Siroko dostupne i mogu predstavljati optimalni kvantitativni metod. Danas je to pouzdana,
senzitivna, reproducibilna i ekonomicna metoda. Razvijene su pouzdane metode za
ekstrakciju RNA iz uzoraka fiksiranih u formalinu i ukalupljenih u standardne parafinske
kalupe, §to omogucuje primenu PCR tehnologije na ove §Siroko primenjivane uzorke. Proces
je jednostavan i zgodan za brzu analizu velikog broja uzoraka. Na osnovu ovih karakteristika
ovaj metod je odli¢an za dizajn modela prognostickih biomarkera. Potreban je dodatni rad da
bi se standardizovali pojedini prognosticki modeli medu laboratorijama, njihova vrednost u
prospektivnim studijama je takode potrebna.

Rasvetljavanje patogeneze DLBCL moze biti naCin za stvaranje novih molekularnih
terapeutskih agenasa, za prepoznavanje podgrupa DLBCL sa razli¢itim klini¢kim ishodom i
identifikaciju prognostickih biomarkera koji mogu tacnije predvideti prezivljavanje
bolesnika. U svetu se ispituje veliki broj razli¢itih prognosti¢kih modela ali za sada nema
optimalnog sveobuhvatnog i uvek ta¢nog prognostickog modela. Modeli su bazirani na
genetici (model 27 gena, model 14 gena, model 6 gena, model 2 gena), ili su zasnovani na
eskpresiji microRNA signatura, ili su bazirani na razli¢itim kombinacijama
imunohistohemijskih antitela (Hans, Muris, Nyman, Choi, Natkunam, Lossos, Tally, Copie-
Bargman). Postoje i kombinovani modeli. Izmedu vise modela ima indicija da su prediktivna
mo¢ GCB-like u odnosu na ABC-like DLBCL, kao i model 6 gena potvrdeni da imaju
prediktivnu vrednost kod bolesnika tretiranih R-CHOP terapijom (75, 255). Medutim nijedan
od ovih modela nije potvrden u prospektivnim klinickim studijama, koje su jo$ u toku.
Rutinska primena ovih prediktivnih modela ¢eka zakljucke ovih studija.
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ZAKLJUCCI

Prosecna starost obolelih muskaraca je nesto veca nego kod zena. Varijabilitet je
nesto veci kod obolelih Zena. Distribucija bolesnika prema starosti je u pravcu starijih
kod oba pola. Stariji od 50 godina ¢ine 68,47% bolesnika. Nije uocena statisticka
znacajnost u starosnoj strukturi niti u polnoj strukturi obolelih.

Oboleli muskarci i zene su bez statisticki znacajne razlike distribuirani u odnosu na
morfoloski podtip, u odnosu na imunohistohemijski podtip, u odnosu na nodalno 1
ekstranodalno ishodiste tumora i po stadijumima oboljenja u trenutku postavljanja
dijagnoze.

Nije  nadena  statisticki ~ znacajna  korelacija  ekspresije =~ primenjenih
imunohistohemijskih markera i stadijuma bolesti u trenutku postavljanja dijagnoze.

CD20 je bio pozitivan u svim dostupnim uzorcima. MUM1 u 62,07%, CD10 u
20,23% uzoraka, BCL6 u 51,72%, CD30 u 10,81%, CD5 u 8,05%, Ki-67 u 30-92%,
BCL2 u 39,33%, BAFFR u 46,15%, TACI u 43,94%, BCMA u 10,61%, VEGF u
27,7%, COX2 u 63,64%, CD43 u 18,52%, EBV LMP u 37,88%.

Medu obolelim zenama je statisticki znacajno veci procenat MUMI pozitivnih i
BAFFR pozitivnih bolesnika nego medu obolelim muskarcima. Nema znacajnih
razlika u ekspresiji preostalih primenjenih imunohistohemijskih markera izmedu
obolelih muskaraca i Zena.

Kod starijih ispitanika je statisticki signifikantno reda ekspresija CD30, COX2, TACI
i BCMA. Ekspresija preostalih primenjenih imunohistohemijskih markera ne korelira
sa staroS¢u pacijenata u statisticki znacajnoj meri.

Kod ekstranodalnih limfoma ekspresija TACI je ¢es¢a nego kod nodalnih limfoma.
Preostali primenjeni imunohistohemijski markeri nemaju statisticki znacajnu
korelaciju sa nodalnim / ekstranodalnim ishodistem limfoma.

Ispitanici sa pozitivnom ekspresijom COX2 i ispitanici sa pozitivnom ekspresijom
TACI imaju znacajno izrazeniju ekspresiju Ki-67. Ekspresija preostalih primenjenih
imunohistohemijskih markera ne korelira statisticki znacajno sa ekspresijom Ki-67.

Bolesnici sa negativnom ekspresijom BCL2 imaju statisticki znacajnu korelaciju sa
negativnom ekspresijom CD5 i negativnom ekspresijom CDA43.

10) Bolesnici sa pozitivnom ekspresijom CD30 imaju statisticki znacajnu pozitivhu

korelaciju sa ekspresijom BCMA.
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11) Ispitanici sa pozitivnom ekspresijom COX2 imaju statisticki znacajnu pozitivnu
korelaciju sa ekpresijom TACI.

12) Nema statisti¢ki zna¢ajne razlike u vremenu prezivljavanja izmedu muskaraca i Zena.

13) Pacijenti sa centroblastnim podtipom su u proseku duze ziveli od pacijenata sa
imunoblastnim podtipom DLBCL ali bez statisticke znacajnosti.

14) CD5 pozitivni pacijenti u proseku su ziveli dosta kra¢e od CD5 negativnih pacijenata
ali razlika nije statisti¢ki znacajna.

15) Bolesnici sa BAFFR pozitivnim DLBCL, kao i pacijenti sa TACI pozitivnim DLBCL
imaju duze prezivljavanje u odnosu na BAFFR negativne pacijente i TACI negativne
pacijente respektivno, ali bez statisticke znacajnosti.

16) Ni jedan BCMA pozitivni bolesnik nije umro u ovoj studiji te nije moguce izracunati
statisticCku znacajnost razlike u prezivljavanju BCMA pozitivnih 1 negativnih
bolesnika.

17)Razlika u duzini prezivljavanja MUM1, CD10, BCL6, BCL2, VEGF i COX2
pozitivnih i negativnih slu¢ajeva nije statisticki znacajna.

18) Markeri aktivacije i diferencijacije limfocita nemaju statisticki znacajnu pozitivnu
korelaciju sa boljom prognozom.

19) Markeri signalnih puteva angiogeneze i inflamacije nemaju statisticki znacajnu
pozitivnu korelaciju sa loSijom prognozom.

20) Izgleda da treba biti racionalan sa upotrebom imunohistohemijskih markera. Izgleda
da treba upotrebiti samo osnovna antitela za odredivanje imunohistohemijskog
podtipa, kao i antitela potrebna za diferencijalnu dijagnozu u odnosu na druge
limfome. Cini se da je prognosti¢ki zna¢aj imunohistohemijskih antitela danas kada se
u terapiji koristi Rituxomab minimalan.
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SPISAK SKRACENICA

ABC
ALK
APRIL

BAFF

BAFF-R
BALT
BCL2
BCL6
BCMA
BL

Blys
BOB.1
CALLA
CCND1
CHOP
CNS
COX1
COX2
CT
DHL

DLBCL

od engl. Activated B-cell like
od engl. Anaplastic lymphoma kinase
od engl. A proliferation inducing ligand

od engl. B-cell activating factor of the tumor necrosis factor family, B-¢elijski
aktivator porodice faktora nekroze tumora

BAFF receptor

od engl. Bronchus associated lymphoid tissue

od engl. B-cell lymphoma-2

od engl. B-cell lymphoma-6

od engl. B-cell maturation antigen, Antigen sazrevanja B-¢elija
od engl. Burkitt lymphoma

od engl. B-Lymphocyte stimulator, Stimulator B-limfocita
protein BOBBER 1

od engl. Common acute lymphoblastic leukemia antigen
Cyclin D1

ciklofosfamid, doksorubicin, vinkristin, prednizolon

centralni nervni sistem

ciklooksigenaza 1

ciklooksigenaza 2

od engl. Computed tomography, kompjuterizovana tomografija
od engl. Double hit lymphomas

od engl. Diffuse large B-cell Lymphoma, Difuzni B-krupnocelijski limfom

DLBCL-NOS od engl. Diffuse large B-cell Lymphoma Not otherwise specified, Difuzni B

DNA

krupnocelijski limfom, drugacije neoznacen
od engl. Deoxyribonucleic acid

187



EBER
EBV
EBV-LMP
ECOG
EMA
FDG
GCB
FISH
FOXP1
GCB
GEP
HE
HHV8
HIV
HL
HMB45
g

IGH
IHH
IPI
IRF4
LDH
LYG
MALT

Melan A

od engl. Epstein-Barr-encoded RNA-associated protein

Epstein-Barr virus

Epstein-Barr virus-latentni membranski protein

od engl. Eastern Cooperative Oncology Group

Epitelijalni membranski antigen

pozitron emitujuci analog glukoze

od engl. Germinal centre B-cell like

Fluorescentna in situ hibridizacija

od engl. Forkhead box protein P1

od engl. Germinal center B-cell

od engl. Gene expression profile, Profil genske ekspresije
Hematokislin-eozin

Humani herpes-virus 8

od engl. Human immunodeficiency virus, Virus humane imunodeficijencije
Hodgkinov limfom

antitelo protiv premelanozomskih glikoproteina

Imunoglobulin

od engl. Immunoglobulin heavy chain

Imunohistohemija

od engl. International prognostic index, Internacionalni prognozni skor
Interferon regulatorni faktor-4

Laktat dehidrogenaza

Limfomatoidna granulomatoza

od engl. Mucosa-associated lymphoid tissue, Limfoidno tkivo sluznica

od engl. melanoma antigen recognized by T-cells 1
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MUM-1 multipli mijelom-1

MYC od engl. Myelocytomatosis oncogene
MZL od engl. Marginal zone lymphoma, Limfom marginalne zone
NHL Non-Hodgkin limfom

NK celije od engl. Natural killer cell

NLPHL nodularni limfocit predominantni Hodgkin limfom
NMR nuklearna magnetna rezonanca

nonGCB od engl. Non-germinal centre B-cell-like

Oct-2 Oct-2 protein

PAX5 od engl. Paired box 5

PCR od engl. polymerase chain reaction

PET Pozitronska emisiona tomografija

PMBL Primarni medijastinalni B-¢elijski limfom

R-ACVBP rituximab, doxorubicin, vindesine, cyclophosphamide, bleomycin i
prednisolone

R-CHOP ritiximab i ciklofosfamid, doksorubicin, vinkristin, prednizolon

REAL od engl. Revisited European and American Lymphoma, Revidirana evropska i
americka limfomska

R-IPI Revidiran IPI
RNA Ribonucleic acid
TACI od engl. Transmembrane activator and calcium modulator and cyclophilin

ligand interactor, transmembranski aktivator i kalcijumski modulator i
interaktor ciklofilinskih liganada

TCE trihloretilen

TCHRLBCL od engl. T-cell/histicocyte rich large B-cell lymphoma, Krupnocelijski B-
limfom bogat T-¢elijama/histiocitima

TdT Terminalna deoksinukleotidilna transferaza

189



TNF-a

TNFR

TNFRSF8

VEGF

VEGFR

WHO

od engl. Tumor necrosis factor o, Faktor nekroze tumora o
tumor necrosis factor receptor
tumor necrosis factor receptor superfamily, member 8

od engl. VEGF vascular endothelial growth factor, VVaskularni endotelialni
faktora rasta

od engl. Vascular endothelial growth factor receptor, Receptor vaskularnog
endotelijalnog faktora rasta

od engl. World health organization, Svetska zdravstvena organizacija
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