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Komisija pregledom doktorske disertacije donosi slede¢i:
IZVESTAJ

Tema za izradu doktorske disertacije kandidata Ivana Petkovi¢a odobrena je odlukom Nastavno -
stru¢nog vecéa za medicinske nauke br 8/19-01-007/13-015, na sednici odrzanoj u Nisu 27.11. 2013. god.
Doktorant Ivan Petkovi¢ obavio je istrazivanje u Kinici za onkologiju Knez Selo, KC Ni§, u periodu od
2009.-2014. god.

I Odnos izradene doktorske disertacije prema prijavljenoj i odobrenoj temi

Doktorska teza ,,Prediktivni znacaj biomarkera bcl2, belo, CD10 i MUM1 kod difuznih B
krupnocelijskih limfoma* predstavlja originalan 1 samostalan naucno-istrazivacki rad iz oblasti
onkologije. Naslov doktorske disertacije u potpunosti je saglasan sa sadrzajem sprovedenog istrazivanja.
Ciljevi i metodologija rada ostali su nepromenjeni tokom celog toka istrazivanja.

II Tehnicki opis disertacije

Doktorska disertacija napisana je na 251 strani, i sastoji se iz 8 poglavlja: uvod, problem,
predmet i ciljevi istrazivanja, radne hipoteze, materijal i metode, rezultati, diskusija, zakljucak, literatura



i prilozi (biografija i izjave). Disertacija sadrzi 126 tabela, 52 grafikona, 2 Seme, 8 slika i 3 priloga
(izjave). Broj bibliografskih podataka je 391.

I1I Sadrzajna struktura doktorske disertacije

U uvodnom delu i pregledu literature ove doktorske disertacije ukratko se ukazuje na
epidemioloSke podatke, etiopatogenezu i klinicke karakteristike Non Hodgkin limfoma (NHL). Nakon
toga, se u pregledu literature analizira difuzni B krupnocelijski limfom (DLBCL). OpseZzno se
razmatraju pripadajuci entiteti DLBCL na osnovu zadnje WHO 2008 klasifikacije limfoidnih neoplazmi.
U daljem toku analiziraju se modeli prognosticke stratifikacije rizika kod DLBCL, posmatrajuci opisani
model kroz tri velike grupe rizik stratifikatora: 1. biohemijsko-klini¢ke, 2. bioloski vitalni potencijal
bolesnika i 3. molekularno-genetske, epigenetske i faktore mikrookoline tumora. Na kraju obrazlazu se
terapijski pristup u DLBCL na osnovu zadnje publikovanih ESMO preporuka iz 2012.g. i podaci
aktuelnih klini¢kih trajala sa najnovijim terapijskim agensima.

Radi procene prediktivnog znacaja biomarkera bcl2, bcl6, CD10 i MUMI1 kod DLBCL,
postavljeni su sledeci ciljevi istrazivanja:

e (Odrediti ucestalost imunohistohemijske ekspresije pojedina¢nih biomarkera (bcl2, bel6, CD10 i
MUML), po Hansovom algoritmu (GCB i non-GCB podtipova), zatim po Murisovom algoritmu
(skoru) (tip 1 i 2) i supkategorijske ekspresije biomarkera po Hansovom algoritmu u analiziranoj
populaciji bolesnika

e Ispitati prediktivni znac¢aj imunohistohemijske ekspresije pojedina¢nih biomarkera, njihovih
kombinacija po Hansovom algoritmu, Murisovom skoru, kao i supkategorijske analize
kombinacija biomarkera po Hansovom algoritmu sa terapijskim odgovorom, rizikom od smrtnog
ishoda i duzinom trajanja PFS u analiziranoj populaciji bolesnika

e Ispitati prediktivni zna¢aj biohemijskih parametara (nivo LDH, albumina, hemoglobina i beta 2
mikroglobulina), klini¢kih parametara (prisustvo B simptoma, "Bulky" bolesti, nodalne/
ekstranodalne prezentacije DLBCL, Ann Arbor klinickog stadijuma, ECOG PS 1 prisustva
infiltracije koStane srZi) i skorova/indeksa prognoze (aalPI, IPI, R-IPI, NCCN-IPI) na terapijski
odgovor, rizik od smrtnog ishoda i duzinu trajanja PFS u analiziranoj populaciji bolesnika

e lspitati prediktivni znacaj korelacije imunohistohemijskih biomarkera (pojedina¢no, po
Hansovom algoritmu, Murisovom skoru i supkategorijske analize kombinacija biomarkera po
Hansovom algoritmu) sa navedenim biohemijskim, klinickim parametrima i sa skorovima/
indeksima prognoze u odnosu na terapijski odgovor, rizik od smrtnog ishoda i duzinu trajanja
PFS u analiziranoj populaciji bolesnika

Materijal i metode

Shodno postavljenim ciljevima prikazan je detaljan uvid u primenjenu metodologiju.
Istrazivanje je izvrSeno po tipu prospektivne klini¢ke studije, na 80 bolesnika sa patohistoloski i
imunohistohemijski potvrdenom dijagnozom de novo DLBCL. Bolesnici su stadirani i leeni u Klinici
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za onkologiju u Knez Selu, u periodu od aprila 2009. god — oktobra 2014. god. Presek stanja napravljen
je januara 2015. god. Dijagnoza bolesti postavljena je na osnovu kriterijuma WHO 2008 Klasifikacije
limfoidnih  neoplazmi. Kriterijumi ukljudivanja: bolesnici su morali imati minimum
imunohistohemijske obrade tumorskog tkiva slede¢im biomarkerima: CD20, CD10, bcl2, bcl6, MUMI,
i Ki 67 proliferativni indeks iskazan u procentima. Ukljuceni su bili bolesnici ECOG PS 0-3, sa
nodalnom ili ekstranodalnom prezentacijom DLBCL, svih Ann Arbor klinickih stadijuma (I-1V).
Prognosticki skorovi: aalPl (bolesnici od 18-60 godina), IPI (> 60 godina), R-IP1 i NCCN-IPI bili su
kalkulisani za sve ukljucene bolesnike i evaluirani su bolesnici svih skorova. Svi bolesnici imali su
kompletnu hematolo$ku i biohemijsku obradu, uz obavezne slede¢e parametre: hemoglobin, albumine,
beta 2 mikroglobulin i LDH. U studiji su analizirani slede¢i klinicki parametri: prisustvo B simptoma,
"Bulky" bolesti, ekstranodalni/nodalni oblik bolesti, Ann Arbor klini¢ki stadijum, ECOG PS i status
kostane srzi. Klini¢ki podaci prikupljani su iz istorija bolesti (kompletna laboratorijska dokumentacija,
patohistoloski izvestaji, dekurzusi napravljeni nakon prikupljenih svih nalaza). Svi ukljuceni bolesnici
imali su potpisanu pisanu saglasnost za pristanak na sprovodenje medicinskih procedura dijagnostike i
lecenja.

Kriterijumi iskljucivanja: nepotpuna dokumentacija u odnosu na zahtevane parametre,
imunoreaktivnost na HIV i ECOG PS 4.

Tretman bolesnika: Ukupno 77/80 (96,25%) bolesnika primili su imunoterapiju na 21 dan razmaka, po
standardnoj Semi (rituksimab 375mg/m?), uz primenu nekih od hemioterapijskih protokola: CHOP 21
primilo je 66 (85,71%) bolesnika, CVP 21 primilo je 8 (10,39%) bolesnika i dozno prilagodeni DA—
EPOCH primila su 3 (3,90%) bolesnika. Preostala 3 (3,75%) bolesnika primili su samo hemioterapiju
bez dodatka rituksimaba. Bolesnici sa inicijalnom ,,Bulky* boles¢u (definisani kao limfomska masa ili
konglomerati limfnih nodusa > 7 cm) ili DLBCL sa pojedninim ekstranodalnim lokalizacijama primali
su i dodatnu radioterapiju ukoliko su postizali kompletnu ili parcijalnu remisiju.

Metode obrade tkiva: Biopsijski ili operativni materijal je nakon hirurSke ekstirpacije ili operacije
dostavljan u ustanove patologije u 10% puferisanom formalinu. Uzorci su opisivani makroskopski,
uzimani su isecci 1 fiksirani u 10% puferisanom formalinu tokom 24h. Nakon rutinske obrade, uzorci su
standardnom procedurom kalupljeni u te¢ni parafin 1 seceni na rezove debljine 4-5pum. Deparafinisani
uzorci bojeni su klasicnom hematoksilin-ecozin (HE) metodom. Svim bolesnicima radena je biopsija
kostane srzi u sklopu stadiranja bolesti i uzorci cilindara bioptata kostane srzi dostavljani su u 10%
rastvoru formalina. Nakon fiksacije u trajanju od 18-24h uzorci su dekalcinisani u rastvoru mravlje
kiseline 6-12h, zavisno od veli¢ine, zatim obradivani po standardnoj proceduri i ukalupljeni u parafin.

Svi uzorci seceni su na debljine od 5 pm. Deparafinisani uzorci kostane srzi histoloski su obradivani i
bojeni klasi¢cnom HE metodom i standardnom imunohistohemijom. Pripremljeni patohistoloski preparati
analizirani su optickim mikroskopom na malom, srednjem i velikom uvec¢anju. Dijagnoza je postavljana
standardnom morfoloskom i imunohistohemijskom analizom bioptickog materijala prema aktuelnoj
klasifikaciji WHO iz 2008. godine.

Statisticke metode: Dobijeni podaci unesSeni SU u bazu podataka, sredeni tabelarno i prikazani graficki.
Primenjivani su adekvatni parametrijski ili neparametrijski testovi u zavisnosti od nacina prikaza
podataka. Za analizu prezivljavanja (eng. survival analysis) formirana je Kaplan-Meierova kriva




prezivljavanja u odnosu na ispitivane varijable. Log rank testom uporedivano je prose¢no prezivljavanje
u odnosu na ispitivane parametre. Coxova regresiona analiza kori$¢ena je radi odredivanja unakrsnog
odnosa (eng. Odds ratio — OR) za svaki od ispitivanih parametara. Statisticka zna¢ajnost uzimana je za
nivo verovatnoée p<0,05. StatistiCka obrada sprovedena je u programskom paketu SPSS 16.0 (SPSS Inc,
Chicago II, USA).

Rezultati

Rezultati su prikazani tabelarno i grafi¢ki. Najpre su razmatrani opsti demografski podaci ispitivane
populacije bolesnika. Starost bolesnika iznosila je 58,15+15,83 godina (min 18, max 86). Najvise je bilo
DLBCL, NOS tipova 83,75%, PMLBCL 8,75%, T cell/h rich DLBCL 2,5%, anaplasti¢ni tip DLBCL
3,75% i "grey zone" DLBCL 1,25%. Analizirana je distribucija biohemijskih, klini¢kih i prognosti¢kih
skorova. U opstoj analizi ekspresije biomarkera nadeno je da je CD10 eksprimiran u 23%, MUM1 u
59,40%, bcl6 u 36,90%, bcl2 u 67,60%, statisticki znacajno sa ¢eS¢om pojavom u zenskom polu
(p=0,039). Bilo je 70,32% non-GCB i 29,68% GCB bolesnika po Hansovom algoritmu. U odnosu na
Muris skor tip 1 bilo je 52,90%, a Muris skor tip 2 47,10%. Dominirao je non-GCB podtip. Nakon
primenjene indukcione terapije, ukupni terapijski odgovor (ORR) iznosio je 66,25%, od toga kompletnih
remisija (CR) bilo je 61,25%, parcijalnih remisija (PR) 3,75%, a progresivnih bolesti (PD) 35%. Starost,
pol i tip DLBCL nisu uticali na terapijski odgovor. Nijedan od biomarkera samostalno, niti po
Hansovom ili Murisovom algoritmu nije se pokazao kao prediktor terapijskog odgovora. Od
biohemijskih parametara naslo se da visok LDH i smanjeni aloumini negativno koreliraju sa odgovorom
na indukcionu terapiju (p=0,001 i p=0,04, respektivno), kao i prisustvo B simptoma, "Bulky" bolesti,
visokog ECOG PS i Ann Arbor stadijuma (p<0,001, p=0,01, p<0.001, p=0,004, respektivno). Pronadene
su sledece statisti¢ki znacajne korelacije izmedu biomarkera i biohemijskih parametra: MUM1+ i bcl2-
sa smanjenim albuminima (p=0,02 i p=0,04 respektivno) i bcl6- sa visokim LDH (p=0,03). Muris skor
tip 2 korelirao je sa smanjenim albuminima i smanjenim hemoglobinom (p=0,004 i p=0,01,
respektivno). U analizi meduzavisnosti prognostickih skorova pronaden je dominantan uticaj samog IPI
skora na odgovor na terapiju, a ne biomarkera (p<0,001). Visok R-IPI skor korelirao je sa CD10+ i ti
bolesnici imali su najlosiji odgovor na terapiju (p=0,015). Nizak NCCN-IPI i bcl6-, kao i visok NCCN-
IPI i bcl6+ imali su statisti¢ki znac¢ajno najbolji odgovor na indukcionu terapiju (p<0,001). Najmanji
odgovor na indukcionu terapiju imali su bolesnici Muris skora tip 1 i visokog IPI skora >2 (p<0,001).
Univarijantna analiza faktora rizika za lo§ odgovor pokazala je kao statisti¢ki znacajne faktore: visok
LDH, snizen albumin, hemoglobin i prisustvo B simptoma (p=0,009, p=0,04, p=0,04 i p=0,003
respektivno). Multivarijantna analiza nije pokazala statisticku znacajnost ni jednog od faktora za los
odgovor na terapiju. U analizi faktora rizika od smrtnog ishoda pronadeno je da muski pol i DLBCL
anaplasti¢ni histoloski tip, imaju statisticki znacajno veci rizik od smrtnog ishoda (p=0,021 i p=0,038,
respektivno). Biomarkeri samostalno, po Hansovom i Murisovom algoritmu nisu imali uticaja na smrtni
ishod. Pronadena je grani¢na statisticka znacajnost kod GCB supkategorijskih kombinacija da su
korelisale sa ve¢im rizikom od smrtnog ishoda. Visok LDH, niski albumini, prisustvo B simptoma,
"Bulky" bolest, visok Ann Arbor stadijum bili su statisti¢ki zna¢ajno povezani sa povec¢anim rizikom od
smrtnog ishoda (p=0,003, p=0,021, p=0,008, p=0,032, p=0,001 i p=0,001, respektivno). Visi



prognosticki skorovi IPI, R-IPI i NCCN-IPI bili su statisticki zna¢ajno povezani sa veé¢im rizikom od
smrtnog ishoda (p<0,001). Primena dodatne terapije bila je povezana sa viSim rizikom od smrtnog
ishoda bolesnika (p=0,015). Medijana PFS bila je 14,85 meseci. PFS bio je statisti¢ki znacajno duzi kod
bcl2-, Muris tip 1 skor, sa normalnim beta 2MG i bolesnika sa non-Bulky boles¢u (p=0,031, p=0,001 i
p=0,014, p=0,009, respektivno). Muris skor kada je prilagoden sa niskim IPl indeksom je zadrzao
nezavistan prediktivni znacaj uticaja na duzinu trajanja PFS (p=0,042).

Diskusija

Obuhvata objasnjenje dobijenih rezultata i njihovo uporedivanje sa savremenim podacima iz literature,
kao i povezanost dobijenih rezultata sa postavljenom hipotezom i ciljevima. Klju¢ni elementi diskusije
pokazuju da dobijeni nalazi u velikoj meri koreliraju sa aktuelnim svetskim saopStenjima iz ispitivane
oblasti, ali da ima i opre¢nih nalaza. Saopsteni su originalni rezultati koji su prvi put dobijeni u ovoj
disertaciji, pre svega u analizi NCCN-IPI skora i njegovoj korelaciji sa biomarkerskom ekspresijom.
Takvi rezultati zasluzuju opservaciju u ve¢im kohortama bolesnika radi potvrde, s obzirom da se prvi
put iznose u ovoj disertaciji. Diskusija opsezno, sadrzajno i vrlo jasno komentari$e dobijene rezultate.

Zakljucci sadrze odgovore na postavljene ciljeve istrazivanja:

1. Pronadena je znacajno veca ucestalost non-GCB podtipa u odnosu na GCB podtip, u skladu sa
tim najcesci fenotip bio je CD10-, MUML1+, bcl6-, dok je bcl2 biomarker imao vecu ucestalost
ekspresije u odnosu na publikovane serije, sa statisti¢ki znacajno ¢eS¢om pojavom u zenskom
polu.

2. Biomarkeri bcl2, bcl6, CD10 i MUM1, Hans i Muris algoritam (skor), i supkategorija
biomarkera po Hansovom algoritmu nemaju nezavistan prediktivni zna¢aj u odnosu na
terapijski odgovor i rizik od smrtnog ishoda, dok su se bcl2 i Muris skor tipa 2 izdvojili kao
statisticki znacajni nezavisni faktori kraceg PFS.

3. Prisustvo B simptoma, ,,Bulky* bolesti, visokog Ann Arbor klini¢kog stadijuma, poviSenog
LDH, na prezentaciji, statisticki znac¢ajno su uticali na lo$iji odgovor na indukcionu terapiju i
veci rizik od smrtnog ishoda, dok su niski albumini statisti¢ki znacajno uticali na loSiji odgovor
na indukcionu terapiju.Bolesnici sa snizenim hemoglobinom, muskog pola, anaplastiénog
histomorfoloskog tipa DLBCL imaju statisti¢ki znacajno ¢e$¢i rizik od smrtnog ishoda.
Bolesnici sa poviSenim beta 2 mikroglobulinom i "Bulky" bole$¢u imaju statisticki znacajno
kraéi period trajanja PFS. U univarijantnoj analizi faktora rizika za lo§ odgovor na terapiju
1zdvojili su se: povisen LDH, snizeni albumini i hemoglobin, 1 prisustvo B simptoma.

4. Postojala je statistiCki znacajna korelacija MUMI1+ 1 bcl2- sa sniZzenim albuminima, bcl6- sa
poviSenim LDH, Muris skora tipa 2 sa smanjenim albuminima i hemoglobinom. Bolesnici
NCCN-IPI skora nizeg rizika i bcl6-, kao i NCCN-IPI skora viseg rizika i bcl6+ imali su
statisticki znacajno bolji odgovor na indukcionu terapiju u odnosu na druge poredbene grupe.
Muris skor prilagoden sa niskim IPI skorom zadrzao je statisticki znacajan prediktivni znacaj za
duzinu trajanja PFS.



5. Muris skor se pokazao kao nezavisni faktor prognosti¢ke diskriminacije bolesnika, dok su IPI
skor i bcl2 biomarker zadrzali nezavisni prediktivni zna¢aj za duzinu trajanja PFS, i u eri
primene rituksimaba.

6. Originalni doprinos ove teze ogleda se u mogucnosti primene Muris skora i bcl2 biomarkera u
klinickoj praksi radi prognosti¢ke stratifikacije rizika kod DLBCL bolesnika, ¢ime se otvara
moguénost izbora novih terapijskih modaliteta za visoko-riziéne grupe bolesnika, dok odnos
NCCN-IPI skora sa bcl6 biomarkerom zahteva dodatnu potvrdu u vecoj grupi bolesnika i od
strane drugih autora.

IV Ocena nauc¢nog doprinosa doktorske disertacije

Uradena doktorska disertacija predstavlja originalni naucno-istrazivacki rad kandidata sa
znacajnim doprinosom u oblasti onkologije. Prediktivni znacaj biomarkera sagledan je sa vise
aspekata (samostalno i u medusobnoj korelaciji sa biohemijskim, klini¢kim parametrima i
prognostickim skorovima bolesnika). Pronadeni rezulati tema su aktuelnih razmatranja u
svetskoj nauci. Najznacajniji rezultati su: nalaz da muski pol predstavlja lo§ prognosticki
parametar prezivljavanja kod DLBCL, nalaz Muris skora tipa 2 kao faktora negativne
prognosti¢ke diskriminacije bolesnika, dok su bcl2 biomarker i IPI skor zadrzali nezavisni
prediktivni znacaj za duzinu trajanja PFS i u eri primene rituksimaba, Nalaz korelacije bcl6 sa
NCCN-IPI skorom do sada nije publikovan, a njegova prava znacajnost tek se treba ispitati.
Dobijeni rezultati pruzaju moguénost njihove klinicke primene radi diskriminacije bolesnika u
prognosticke kategorije.



ZAKLJUCAK
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Biomarkeri bcl2, bcl6, CD10 i MUML1, Hansov, Murisov algoritam i u supkategorije po Hansovom
algoritmu nemaju prediktivni znacaj u odnosu na terapijski odgovor i rizik od smrtnog ishoda. Bcl2+ i
Muris skor tipa 2 predstavljaju nezavisne prediktore kraceg trajanja PFS. Muris skor prilagoden sa
niskim IPI skorom ima mo¢ prognosticke diskriminacije bolesnika. Nizak NCCN-IPI skora i bcl6- i
visok NCCN-IPI skor i bcl6+ korelirali su statisticki znacajno boljim odgovorom na indukcionu
imunohemioterapiju. IPI skor i dalje predstavlja najmo¢niji instrument klini¢ke diskriminacije bolesnika
1 u eri primene rituksimaba. Muski pol ima vec¢i rizik od smrtnog ishoda kod DLBCL bolesnika.

Biomarkers bcl2, bcl6, CD10 and MUM1, Hans, Muris algorithm and subcategories according to Hans's
algorithm have no predictive value in relation to therapeutic response and risk of death. Bcl2 + and
Muris score type 2 are independent predictors of shorter PFS duration. Muris score adjusted with low IPI
score has the power of prognostic discrimination of patients. Low NCCN-IPI score and bcl6- and high
NCCN-IPI score and bcl6+ statistically significant correlated with a better response to induction
immunochemiotherapy. IP1 score is still the most powerful instrument for clinical discrimination of
patients in the rituximab era. Male gender has a higher risk of death in DLBCL patients.
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