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SAZETAK

Uvod: I pored znacajnog napretka u le¢enju bolesnika sa Ho¢kinovim limfomom (HL)
poslednjih nekoliko decenija i dalje znacajan broj bolesnika ima lo$ klini¢ki tok i kratko
prezivljavanje. U poslednje vreme su vrlo atraktivna istrazivanja angioegeneze i
mikrosredine tumora u limfomima i njihov prognosticki znaca;.

Cilj istraZivanja: Cilj ovog istrazivanja je ispitivanje prognostickog znacaja
karakteristika mikrosredine tumora (broj makrofaga (TAM), FOXP3 limfocita, gustine
krvnih sudova i nivo ekspresije faktora rasta vaskularnog endotela (VEGF)), rutinskih
klinickih 1 biohemijskih parametara, 1 odredivanje profila bolesnika sa rizikom za lo$
ishod lecenja.

Materijal i metode: Ova retrospektivna studija je obavljena na 84 bolesnika sa
novodijagnostikovanim Hockinovim limfomom. Demografski, patohistoloski, klini¢ki i
biohemijski podaci su dobijeni iz medicinske dokumentacije. Karakteristike
angiogeneze i mikrosredine tumora odredivane su na preparatima tkiva dobijenih iz
parafinskih kalupa limfnih zlezda iz kojih je postavljena dijagnoza.

Rezultati: U univarijantnoj analizi pacijenti sa VEGF pozitivnoscu, velikim brojem
TAM, malim brojem FOXP3, bulky boles¢u, B simptomima, SE>50 mm/h i visokim
IPS skorom imali su znacajno kra¢e ukupno prezivljavanje (OS) (p=0.046, p=0.017,
p=0.003, p=0.006, p=0.022, p=0.013, p=0.024, po redosledu). Multivarijantna analiza
kao nezavisne faktore rizika za OS identifikovala je veliki broj TAM i mali broj FOXP3
u grupi biomarkera (p=0.034, p=0.006, po redosledu), dok medu klini¢kim i
laboratorijskim parametrima bulky bolest (p=0.002) i visok IPS (p=0.004) su
identifikovani. Na osnovu kumultivnog skora nepovoljnih prognoznih faktora za OS,
dizajnirali smo prognozni model za identifikovanje pacijenata sa malim (0-1 faktor),
srednjim (2 faktora) i visokim rizikom (3-4 faktora) za lo$ ishod (p=0.000), sa 5-
godisnjim OS 100%, 75% i 50%.

Zaklju¢ak: Kombinovanje bioloskih sa poznatim klinickim i laboratorijskim

prognoznim faktorima moze rezultirati boljom stratifikacijom rizika pacijenata sa HL.

Klju¢ne re¢i: Hoc¢kinov limfom, angiogeneza, mikrosredina tumora, prognoza
Naucna oblast: Medicina

UZza naucna oblast: Hematologija



ABSTRACT

Introduction: In spite of great progress in treatment of Hodgkin’s lymphoma (HL) in
recent few decades, still there is a portion of patients who have bad clinical course of
the disease and short survival. In the past few years, the researches regarding prognostic
role of angiogenesis and the tumor microenvironment in lymphomas are very attractive.
Aim: The aim of this research is to investigate prognostic significance of the
characteristics of tumor microenvironment (number of macrophages (TAM), FOXP3
lymphocytes, the density of blood vessels and, the level of expression of vascular
endothel growth factor (VEGF)), routine clinical and laboratory findings and, to
determinate profile of patients with risk for poor outcome.

Patients and methods: A retrospective study was performed on 84 newly diagnosed
Hodgkin lymphoma patients. Demographic, pathohistological, clinical and laboratory
findings were collected from medical records. The characteristics of angiogenesis and
microenvironment were determined on tissue samples taken from paraffin embeded
tissue blocks of lymph nodes from which the diagnosis was established.

Results: In univariate analysis patients with VEGF positivity, high number of TAM,
low number of FOXP3, bulky disease, B symptoms, ESR>50 mm/h and high IPS score
had significantly shorter overall survival (OS) (p=0.046, p=0.017, p=0.003, p=0.006,
p=0.022, p=0.013, p=0.024, respectively). Multivariate analysis as the independent risk
factors for poor OS identified high number of TAM and low number of FOXP3 in the
group of biomarkers (p=0.034, p=0.006, respectively), while between clinical and
laboratory parameters bulky disease (p=0.002) and high IPS (p=0.004) were identified.
Utilizing the cumulative score of unfavorable prognostic factors for OS, we developed
prognostic model for identifying patients at low (0-1 factors), intermediate (2 factors)
and high risk (3-4 factors) for poor outcome (p=0.000), with 5-years OS of 100%, 75%
and 50%.

Conclusion: Combining of biological with established clinical and laboratory
prognostic factors could result in better risk stratification of patients with HL.

Keywords: Hodgkin lymphoma, angiogenesis, tumor microenvironment, prognosis
Science field: Medicine

Specific science field: Hematology



1. uvoD

1.1. OHOCKINOVOM LIMFOMU

1.1.1.  DEFINICIA, ISTORIJAT | UCESTALOST BOLESTI

Hockinov limfom (HL) je specifican malignitet limfoidnog sistema, prvi put
opisan od strane Thomasa Hockina 1832. godine, a tridesetak godina kasnije, nezavisno
od Hockinovog istrazivanja, i Samuel Wilks opisuje ovu bolest (1,2). Nakon toga,
usledila su istrazivanja koja su opisala histoloSke karakteristike dzinovskih Ccelija
karakteristi¢énih za Hockinov limfom, koje su dobile naziv Reed-Sternbergove celije
prema autorima koji su ih opisali (3,4). | pored temeljnog histopatoloSkog opisa tkiva
ove bolesti, dugo vremena nije bila razjaSnjena priroda ove bolesti i postojale su
razli¢ite pretpostavke da se radi o hroni¢nom imunoloSskom poremecaju,
granulomatoznoj inflamaciji ili o malignoj bolesti (5). Kasnija istrazivanja su utvrdila
da je re¢ o malignoj bolesti (6). | u danasnje vreme, Hockinov limfom je vrlo atrtaktivna
oblast za naucna istrazivanja, obzirom na veliku heterogenost u klini¢koj prezentaciji,
epidemioloskim karakteristikama, kao 1 kompleksnim histoloskim karakteristikama
tumora (7).

Za razliku od nehoc¢kinskih limfoma ¢iji se porast incidence belezZi u poslednjim
decenijama, incidenca Hockinovog limfoma je relativno stabilna (8,9). Hockinov
limfom je relativno redak malignitet i procenjuje se da je u SAD njegova incidenca
dvadeset puta manja u odnosu na karcinom plu¢a i sedam puta manja u odnosu na
nehockinske limfome (9). Globalno, bolest je ¢eS¢a kod musSkaraca kod kojih
procenjena godisnja incidenca iznosi 1,2 na 100000 muskaraca, dok kod zena godisnje
ona iznosi 0,8 na 100000 zena (10). Analiza relativno homogenih populacija dovela je
do zakljucka da je incidenca ve¢a u razvijenim zemljama (2,3/1,9 na 100000
muskaraca/Zzena) u odnosu na nerazvijene (1/0,5 na 100000 musSkaraca/zena) (10). U
pogledu starosne strukture obolelih, za ovu bolest je sredinom 60-ih godina proslog
veka definisana karakteristicna bimodalna krivulja ucestalosti, sa pikovima incidence
izmedu 15. i 35. godine Zivota, kao i nakon 50-e godine Zivota (11). lako bimodalna
krivulja incidence prema starosti perzistira i u kasnijim istraZzivanjima, njen oblik se

menja u zavisnosti od rase, geografske oblasti, pola i karakteristika tumora (12-17).



1.1.2.  ETIOLOGIIA HOCKINOVOG LIMFOMA

Etiologija Hockinovog limfoma jo$ uvek nije razjaSnjena. Heterogenost ove
bolesti koja je uoCena u epidemioloskim istrazivanjima prakticno je potaknula i
istrazivanja u smeru etiologije i patogeneze.

Prva hipoteza o etiologiji Hockinovog limfoma, hipoteza ,kasne infekcije®,
proistekla je iz observacije da prvi pik incidence HL nastupa uglavnom zbog osoba koje
su u detinjstvu odrastale u porodicama viSeg socioekonomskog statusa, koji su manje
izlozeni infektivnim agensima (18). Ova hipoteza podrzana je i u kasnijim ispitivanjima,
te je prihvaceno da je kasno izlaganje infekcijama i manja ucestalost infekcija u de¢jem
uzrastu faktor rizika za nastajanje HL (19-25).

U istrazivanjima pocetkom 80-ih godina proSlog veka zabelezen je znacajno
veéi titar antitela na Epstein-Barr-ov virus (EBV) kod bolesnika sa HL u odnosu na
kontrolnu grupu (26). Ovo saznanje posluzilo je kao osnova buducih istrazivanjima, gde
je, pogotovo u dece i u starijih, u znacajnom procentu u tumorskom tkivu HL uocena
pozitivnost na EBV genske produkte, kao 1 veci procenat meSovite celularnosti u
odnosu na EBV negativne HL bolesnike (27-31). Rezultati ovih istrazivanja doveli su
do zakljucka da je defektan imunoloski odgovor na EBV infekciju jedan od mogucih
uzroka Hockinovog limfoma. Ova hipoteza, kao i prethodno pomenuta, dodatno
dobijaju na svom znacaju u situaciji kada novija epidemioloska istrazivanja ukazuju da
stanja primarne imunodeficijencije, zarazenost virusom HIV i autoimune bolesti imaju
znacajno vecu ucestalost HL (32-34).

Razvoj molekularnih tehnika doveo je do mogucénosti za ispitivanje genetske
predispozicije za nastanak Hockinovog limfoma, obzirom da je veca ucestalost
zabelezena u porodicama gde je neko od ¢lanova bolovao od HL (35-37). U jedinom
istrazivanju gde je vrden skrining genoma na 44 zahvacéene porodice, kao geni kandidati
implikuju se HLA region hromozoma 6, kao 1 recesivno nasledivanje na hromozomima
4q9,2,7,11i17 (38).

Ipak, obzirom na heterogenost Hockinovog limfoma, svi pobrojani moguci
uzroci nisu dovoljni da objasne kompleksnu etiologiju ove bolesti. Novija istrazivanja
koja bi se bavila odredivanjem genctske predispozicije i moguéeg uticaja faktora
neposrednog okruzenja, mogla bi biti od Kkoristi za dalje razjasnjenje etiologije

Hockinovog limfoma.



1.2.  HISTOLOSKE KARAKTERISTIKE HOCKINOVOG LIMFOMA

1.2.1.  OSNOVNE HISTOLOSKE KARAKTERISTIKE HOCKINOVOG LIMFOMA

Hockinov limfom je sa patohistoloSke strane vrlo kompleksna bolest za koju je
karakteristiCan vrlo mali broj malignih ¢elija sa varijabilnim povrSinskim celijskim
markerima koje su okruzene velikim brojem normalnih reaktivnih ¢elija (7). Za razliku
od istorijskih istrazivanja o morfologiji ¢elija u Hockinovom limfomu, u danaSnje
vreme na osnovu morfoloskih i imunohistohemijskih karakteristika razlikuju se dva tipa
malignih ¢elija koje ¢ine osnovu za dijagnosti¢ku podelu na klasi¢an Hockinov limfom
(cHL) i nodularna limfocitna predominacija Hockinov limfom (LPHL) (39). Oba tipa
malignih ¢elija vode poreklo od B c¢elija germinativhog centra (40-44). Pored
histoloskih, ova dva tipa Hockinovog limfoma se razlikuju i po epidemioloskim i

klini¢kim karakteristikama.

1.2.2.  KLASICAN HOCKINOV LIMFOM

Karakteristicna tumorska celija u klasicnom Hockinovom limfomu je Reed-
Sternbergova ¢elija koja je velika i sadrzi obilnu, blago eozinofilnu ili amfofilnu
citoplazmu (45). Jedro je krupno bilobarno ili ¢elija ima dva ili viSe jedara, a svaki
lobus jedra ima krupno centralno lokalizovano eozinofilno jedarce. Pored klasi¢ne
varijante, postoje i monojedarna, lakunarna, pleomorfna i ,,zombi“ varijanta (46).
Karakteristican imunofenotip ovih celija je CD15+/-, CD30+, CD45-, nedostatak
ekspresije B-celijskih markera (39). Najve¢i deo tumorske mase ¢ini zapaljenski
infiltrat, najviSe sastavljen od malih limfocita, $to je rezultat citokinske prudukcije od
strane Reed-Sternberg c¢elija (47). Takode, fibroza je ¢est nalaz u klasiénom
Hockinovom limfomu (46). Morfologija Reed-Sternbergovih celija, kao i raSirenost
fibroze 1 njene morfoloske karakteristike su znacajne za podtipizaciju klasi¢nog HL.

U okviru klasicnog Hockinovog limfoma razlikuju se Cetiri podtipa: nodularna
skleroza (NS), meSovita celularnost (MC), limfocitima bogat klasi¢an Hockinov limfom
(LRCH) i limfocitna deplecija (LD).



Nodularna skleroza (slika 1) je najcesé¢i podtip klasi¢énog Hockinovog limfoma
(48). Kod ovog podtipa karakteristi¢no je prisustvo lakunarnih ¢Celija i fibroze u vidu
debelih kolagenih traka dele¢i tako tumor na nodule. Pored lakunarnih ¢elija prisutne su
i klasicne Reed-Sternbergove celije, kao i zapaljenski infiltrat, a imunohistohemijski u

odnosu na druge podtipove klasi¢énog HL prisutna je manja uéestalost EBV pozitivnosti.

Slika 1. Klasi¢an Hoc¢kinov limfom — podtip nodularna skleroza



Podtip meSovite celularnosti (slika 2) karakterise relativno veliki broj klasi¢nih
Reed-Sternberg c¢elija i njenih varijanti, prisustvo zapaljenskog infiltrata, potpuno

zbrisana grada limfnog ¢vora, odsustvo ili diskretno prisustvo fibroze (48).

Slika 2. Klasi¢an Hockinov limfom — podtip meSovita celularnost



Limfocitima bogat klasi¢an Hoc¢kinov limfom (slika 3) odlikuje mali broj Reed-
Sternbergovih ¢elija koje morfoloski i imunofenotipski odgovaraju malignim ¢elijama u
klasiénom Hockinovom limfomu, uz zapaljenski infiltrat koji se gotovo isklju¢ivo

sastoji od malih limfocita (49).

Slika 3. Klasican Hockinov limfom - podtip limfocitima bogat klasi¢an

Hockinov limfom



Limfocitna deplecija (slika 4) je najredi tip klasi¢nog Hockinovog limfoma i
odlikuje ga veliki broj Reed-Sternbergovih ¢elija (dominantno pleomorfna varijanta) uz
mali broj limfocita. MoZe se javiti u dve forme, kao difuzna fibroza gde je tumorsko
tkivo hipocelularno zbog prisustva dezorganizovanog vezivnog tkiva i kao retikularna

varijanta gde je celularnost veca i dominiraju pleomorfne Reed-Sternbergove celije
(48).

Slika 4. Klasi¢an Hoc¢kinov limfom — podtip limfocitna deplecija

1.2.3.  HOCKINOV LIMFOM TIP NODULARNE LIMFOCITNE PREDOMINACIJE

Karakteristicna krupna tumorska celija nodularne limfocitne predominacije
(slika 5) smatra se varijantom Reed-Sternbergove celije, velika je i sadrzi oskudnu,
blago bazofilnu citoplazmu (50). Jedro je krupno multilobularno i sadrZi sitna bazofilna
jedarca. Karakteristican imunofenotip ovih ¢elija je CD15-, CD30-, pozitivnost svih B
¢elijskih markera, CD45+, EMA +/- (39). Maligne ¢elije u tumorskom tkivu su retke i

najveci deo tkiva tumora ¢ine mali reaktivni limfociti.
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Slika 5. Ho¢kinov limfom — nodularna limfocitna predominacija

1.3. KLINICKE KARAKTERISTIKE HOCKINOVOG LIMFOMA

1.3.1.  SIMPTOMI, ZNACI | LABORATORIJSKE KARAKTERISTIKE BOLESTI

Ne postoje simptomi, znaci i laboratorijski nalazi specifi¢ni za ovu bolest.

U preko 50% slucajeva kod bolesnika postoji samo bezbolna limfadenopatija. U
retkim slucajevima, na do sada nerazjasnjen nacin, nakon konzumacije alkohola javljaju
se bolovi u zahva¢enim limfnim ¢vorovima i1 ovaj redak simptom koji nema
prognosticki znacaj (manje od 10% slucajeva) prakti¢no upucuje na dijagnozu HL (51).
U slucaju da je bolest simptomatska predominantno su prisutni opSti simptomi -
temperature preko 38° C, obilno no¢no znojenje, gubitak telesne teZine viSe od 10 %
osnovne telesne teZine u toku 6 meseci pre dijagnoze. Prisustvo ovih simptoma upucuje
na nepovoljniju prognozu i ako je prisutan jedan ili vise od navedenih simptoma bolest
se za svakog pojedinac¢nog bolesnika oznacava kao simptomatska, odnosno kao bolest
sa prisutnim "B" simptomima. Ukoliko postoji temperatura ona se obi¢no javlja
nepravilno, a u retkim sluc¢ajevima one su ciklicne na 1 do 2 nedelje i smenjuju se sa

periodima afebrilnosti sli¢nog trajanja. Takav tip temperatura je skoro dijagnosticki za
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bolest i naziva se Pel-Ebstein temperatura (52,53). Pored ovih karakteristi¢nih
simptoma bolesti, kod pojedinih bolesnika mogu biti prisutni i drugi nespecificni
simptomi izazvani naj¢es¢e kompresivnim efektom tumorske mase poput kaslja, bola u
grudima ili dispneje kod bolesnika s velikom medijastinalnom tumorskom masom ili,
dosta rede, bolove u ledima pracene simptomima i znacima kompresije ki¢mene
mozdine. Pri dijagnozi, u malom broju slucajeva bolesnici se mogu zaliti na
generalizovan svrab po koZi i tada su ¢esto prisutne i ekskorijacije.

Pregledom bolesnika, naj¢esc¢e se otkriva tumorska masa ili otok u perifernim
supradijafragmalnim limfnim ¢vorovima (60-70% vrata i supraklavikularne regije, 15-
20% aksilarnih), dok je subdijafragmalna bolest na prezentaciji prisutna kod samo 15 do
20 % pacijenata (54). Pored palpacije perifernih limfnih Zlezda, potrebno je palpatorno
utvrditi 1 da li postoji uvecanje jetre i slezine i eventualno prisustvo tu mase u gornjem
retroperitonealnom podru¢ju. U retkim slucajevima, kompresija gornje Suplje vene
rezultira otokom lica, nabreklos¢u vena vrata i gornjeg dela grudnog kosa. Perkutorni i
auskultatorni nalaz koji ukazuje na prisutstvo pleuralnog izliva moze biti prisutan kod
bolesnika sa uznapredovalom boles¢u. Vrlo retko na prezentaciji inspekcijski i
auskultatorno mogu biti prisutni znaci perikardnog izliva, kao i brojni retki
paraneoplasti¢ni sindromi, ukljucujuéi idiopatski holangitis s klinickom slikom Zutice,
nefrotski sindrom sa anasarkom, autoimune hematoloske bolesti (npr. imunoloska
trombocitopenija ili hemoliticka anemija), neuroloske znakove i simptome (55-57).

Laboratorijski nalazi nisu specificni za postavljenje dijagnoze, ali imaju
znacajnu prognosticku ulogu, obzirom da su: nalaz anemije, poviSenog broja leukocita,
limfopenije i niske vrednosti serumskog albumina cetiri od sedam nepovoljnih
prognostickih faktora utvrdenih u uznapredovalom HL prema internacionalnom
prognoznom skoru (58). U nalazima krvne slike Cesto se moZe otkriti jedan ili viSe
poremecaja poput povisenog broja granulocita, eozinofila, trombocita, odnosno
prosustvo anemije ili limfopenije (59,60). Anemija je obi¢no po tipu hroni¢ne bolesti, a
u retkim slucajevima moZze biti uzrokovana hemolizom zbog visoke febrilnosti ili
povezana s pozitivnim direktnim antiglobulinskim (Coombs) testom (61,62).
Zahvacenost koStane srzi boleS¢u, hipersplenizam ili imunoloSki mehanizmi mogu
dovesti do trombocitopenije (63). Neutropenija uzrokovana imunoloskim mehanizmima
takode moze biti prisutna na prezentaciji HL (64). Nalaz citopenije se uglavhom vida

kod bolesnika sa uznapredovalim stadijumom bolesti koji imaju podtip limfocitne
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deplecije. Brzina sedimentacije je znacajan parametar koji koreliSe s prognozom,
naroCito u ograni¢enom stadijumu bolesti. Ipak, ubrzana sedimentacija je ceS¢a u
uznapredovaloj bolesti i obi¢no koreliSe s opStim simptomima (65). Ovaj parametar je
znacajno pratiti i u toku i po zavrSetku lecenja jer iako nije specifi¢an, moze oznacavati
jedan od prvih nalaza koji ukazuje na povratak bolesti. Nalaz povisenog beta2-
mikroglobulina u serumu moze korelisati s veli¢inom tumora i prognozom u HL (66).
Nivo laktat dehidrogenaze u serumu takode moze biti poviSen na prezentaciji i javlja se
u oko 35% bolesnika (67). Nespecifi¢no ili u vezi sa infiltracijom jetre, kosti, ili koStane
srzi alkalna fosfataza takode moze biti povisena u HL (68). U slu¢aju punkcije
pleuralnog izliva, nalaz punktata takode nije specifi¢an i mogu se otkriti transudativna,
eksudativna ili hilozna svojstva. Pored navedenih poremecaja moze biti prisutan i niz
drugih abnormalnosti zbog sekretorne aktivnosti malignih ¢elija ili aktivacije

imunoloskog sistema, poput hiperkalcemije ili hipoglikemije (69, 70).

1.3.2.  ODREDIVANJE RASPROSTRANJENOSTI BOLESTI | KLINICKOG STADIJUMA

U oko 70 % bolesnika, HL zahvata limfne ¢vorove vrata, u 12 % aksilarne, a u
9% ingvinalne ¢vorove (71). Mali broj bolesnika ima isklju¢ivo subdijafragmalnu
bolest. Patohistoloski nalazi preparata slezine nakon laparotomije u nelecenih bolesnik
ukazuju da je zahvacenost ovog organa oko 37 % i ¢eSc¢e se nalazi kod podtipa meSovite
celularnosti (71). Takode, utvrdeno je da u slucaju zahvacenosti jetre ili koStane srzi
gotovo uvek bi bila zahvacena i slezina.

Decenijama unazad, Klasifikacija Hockinovog limfoma se vrsi na osnovu Ann
Arbor Klasifikacije koja obuhvata Cetiri klini¢ka stadijuma, kao $to je navedeno u tabeli
1(72).
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Tabela 1. Ann Arbor staging klasifikacija

Stadijum | zahvacenost jedne limfne regije ili jedna ekstranodalna lokalizacija
Stadijum 11 zahvacenost dve ili vise limfnih regija sa iste strane dijafragme
Stadijum 11l | zahvaéenost dve ili vise limfnih regija sa obe strane dijafragme
Stadijum IV | diseminovana ekstranodalna bolest

A- bez opstih simptoma bolesti

B- prisutni opsti simptomi bolesti: povisena telesna temperatura (>38°C), no¢no
znojenje, gubitak u telesnoj tezini preko 10% u periodu od 6 meseci

E- ekstranodalna lokalizacija

Klasifikacija se bazira na nalazima fizikalnog pregleda, radioloskih ispitivanja i
histopatoloskoj analizi bioptata kosStane srzi. Dodatno, pored Kklini¢kog stadijuma
oznacava se 1 prisustvo ops$tih simptoma i ukoliko nisu prisutni dodaje se A odnosno,
ukoliko su prisutni dodaje se B. Za razliku od difuzne diseminovanosti bolesti van
limfnih ¢vorova $to predstavlja IV klinicki stadijum bolesti, u slucaju kada postoji
ekstrakapsularno proSirenje limfnih ¢vorova bolesti i zahvatanje okolnih tkiva a koje bi
moglo biti ukljuceno u jedno standardno polje radioterapije, pored oznake za klinicki
stadijum i prisustvo ili odsustvo opstih simptoma, dodaje se i oznaka E. Po uvodenju
ovog klasifikacionog sistema, njegov prognosti¢ki znacaj je potvrden Kroz ispitivanja
kada je radioterapija sluzila kao nacelno leCenje za sve osim IV stadijum bolesti.
Napredak u lecenju HL koji je podrazumevao primenu sistemske hemioterapije uz
radioterapiju 1 u nizim klinickim stadijumima, doveo je do potrebe za uvodenjem
dodatnih prognosti¢kih informacija u cilju boljeg definisanja terapijskog pristupa.
Stoga, 1989. su u Ann Arbor klasifikaciju uvrstene dodatne informacije poput velike
tumorske mase ili ekstranodalne bolesti, Sto je poznato kao Cotswold modifikacija Ann
Arbor klasifikacije (73).

Kompjuterizovana tomografija (CT) predstavlja standard radioloSke dijagnostike
za procenu anatomske distribucije 1 veli¢inu tumorske mase kod obolelih od HL pocev
od 1989. godine kada je uvrs¢ena kao neophodna metoda prema Cotswold modifikaciji
Ann Arbor Klasifikacije. Ipak, klasi¢éna P/A radiografija pluca se tradicionalno i dalje
uglavnom koristi da bi se opisala veli¢ina medijastinalne tumorske mase. Od druge
polovine poslednje decenije dvadesetog veka, 18F-fluorodeoksiglukoza pozitronska
emisiona tomografija (FDG-PET scan) se sve viSe koristi i polako postaje standard u
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odredivanju raSirenosti bolesti na prezentaciji (74). lako postoji dobra korelacija FDG-
PET scan-a s CT nalazima, upotrebom FDG-PET scan-a mogu se dokazati dodatna
podrucja bolesti, Sto u odredenom procentu sluajeva moze rezultovati promenom
stadijuma bolesti i potencijalno donoSenju terapijske odluke na osnovu tog nalaza (75).
Pored toga, FDG-PET scan je superioran u odnosu na CT sken u proceni da li rezidualni
tumor nakon leCenja predstavlja i dalje aktivnu bolest (ako je povec¢an metabolizam
glukoze), Sto je godinama unazad bio veliki problem. Stoga, nalaz FDG-PET scan-a je i
formalno uklopljen u preporuke za procenu terapijskog odgovora (76). U danasnje
vreme, klinicke studije ispituju i potencijalnu ulogu FDG-PET scan-a za ranu procenu
odgovora na terapiju, s ciljem potencijalne izmene terapije u skladu sa nalazom (77,78).
Ipak, u vecini situacija, posebno kada su prema FDG-PET scan-u zahvacene
lokalizacije koje prethodno nisu bile zahvacene ili ukoliko se abnormalnost ne registruje

na CT, obi¢no je potrebna biopsija tkiva radi potvrde prisustva bolesti.

1.4. LECENJE HOCKINOVOG LIMFOMA

1.4.1.  OPSTIPRINCIPI

Istorijski, Hockinov limfom se smatra za prvi izleCiv malignitet kao rezultat
sistemskog istrazivanja u cilju procene adekvatne doze citostatskih lekova, polja
zracenja, kao 1 kombinacija ova dva modaliteta.

Inicijalno, leCenje se sprovodilo isklju¢ivo radioterapijom, a radioterapijska doza na
zahvacéena polja obi¢no je bila u rasponu 3500 - 4400 cGy, a preventivna doza 3000 -
3500 cGy na nezahvacena tkiva. S povecanim saznanjem o kasnim toksi¢nim efektima
zratenja 1 uvodenjem kombinovanog pristupa sa hemoterapijom, klasi¢na Siroka
radioterapijska podruc¢ja ozracivanja poput mantle, paraaortalne regije i male karlice su
napustena i zraCna terapija se sprovodi na podrucja zahvacenih limfnih ¢vorova
(involved field) ili rest tumora nakon hemoterapije, a doza ozraivanja je takode
smanjena. Ovakav savremen pristup rezultuje u manjoj izlozenosti radijaciji vrata,
Zenskih grudi, srca i pluca, $to bi sve trebalo rezultirati smanjenjem kasnih komplikacija
zracenja.

Protokol MOPP, dizajniran od DeVita i saradnika, smatra se za prvu modernu

hemoterapijsku kombinaciju (79). Ovakav pristup doveo je do smanjenja smrtnosti od
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HL za viSe od 60% u deceniji koja je usledila (80). Sredinom sedamdesetih godina
proslog veka Bonadonna sa saradnicima razvio je alternativni protokol za le¢enje HL,
ABVD. Incijalno, ovaj protokol je bio koris¢en u lecenju pacijenata koji nisu reagovali
na MOPP, a obzirom da je ustanovljen povoljniji profil toksi¢nosti u odnosu na MOPP,
ABVD je nedugo potom postao hemoterapija izbora u prvoj liniji, sam ili u kombinaciji
s radioterapijom (81- 84). Od vise pokusaja da se pronade jo$ efikasnija hemoterapijska
kombinacija od ABVD, samo bleomicin, etopozid, doksorubicin, ciklofosfamid,
vinkristin, prednizon, prokarbazin (BEACOPP) kombinacija, razvijena od strane Diehla
I saradnika, namece se kao potencijalno superiornija kombinacija (85). Ipak, ovaj
pristup sa sobom nosi i znacajno veéi nivo toksi¢nih komplikacija (85).

U dana$nje vreme, terapijski pristup bolesniku odreduje se uglavnom na bazi
klini¢kog stadijuma i prisustva ili odsustva faktora rizika, kao $to je prikazano na tabeli

2 (86). U ovom trenutku, faktori rizika su iskljucivo klinicki i laboratorijski parametri.

Tabela 2. Principi svrstavanja bolesnika u terapijske grupe prema EORTC i GHSG

EORTC GHSG
A velika medijastinalna masa A velika medijastinalna masa
B starost >50 godina B ekstranodalna bolest

FAKTORI RIZIKA

C* | povisena sedimentacija eritrocita | C* povisSena sedimentacija eritrocita

D >4 zahvacena regiona D >3 zahvacena regiona
Rani pOVO I J an Klini¢ki stadijum I i II bez faktora Klini¢ki stadijum I i II bez faktora
. rizika rizika
stad jum (Supradijafragmalno)
Klinicki stadijum I, ITA sa > 1 faktora
Klinicki stadijum I'i II sa > 1 faktora ik
Rani nepovoljan rizika rzta
stadijum ) Klinicki stadijum IIB sa C/D, ali bez
(Supradijafragmalno)
A/B
Uznapredovali . . . Klinicki stadijum ITB sa A/B
Klini¢ki stadijum III i IV o . .
stad IJ um Klinicki stadijum III i IV

Skracenice: EORTC, European Organisation for Research and Treatment of Cancer; GHSG, German
Hockin's Lymphoma Study Group; *poviSena sedimentacija eritrocita >50 mm/1.h bez B simptoma ili

>30 mm/1.h sa B simptomima
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1.4.2. LECENJE RANOG POVOLINOG STADIJUMA BOLESTI

U ovom trenutku, postoji viSe definicija povoljnog stadijuma bolesti. U Severnoj
Americi pod povoljnim, ograni¢enim stadijumom bolesti se obi¢no smatra
asimptomatski I ili 11 klini¢ki stadijum supradijafragmalne bolesti, bez ,,bulky“ bolesti.
U Evropi, definicije su striktnije jer se pored Ann Arbor klinickog stadijuma koristi i
drugi parametri kao na primer sedimentacija eritrocita, godine Zivota i zahvacenost ili
ne ekstranodalnih lokalizacija (tabela 2), i procenjuje se da oko 35% pacijenata sa
klini¢kim stadijumom | i Il ispunjavaju ovu ograni¢enu definiciju ranog povoljnog
stadijuma bolesti. Inicijalno, proSireno polje radioterapije bio je tretman izbora.
Medutim, visoka stopa smrtnosti od posledica zracenja nakon 10 i viSe godina premasila
je smrtnost od HL (87). Inicijalna istrazivanja kombinacije hemoterapije i zratne
terapije zahvacéenih polja pokazala su ekvivalentan ili superiorniji rezultat u odnosu na
zraCenje Sirokog podrucja, nakon cega je kroz randomizovana ispitivanja definisan
standrad leCenja koji je i danas aktuealan, kombinacija antraciklinskih protokola i
zraCne terapije (88-92). Klinic¢ka ispitivanja koja su potom usledila su imala za cilj
odredivanje optimalnog broja ciklusa terapije, polja i doze zrafenja, prvenstveno u cilju
smanjenja toksi¢nosti uz odrzavanje nivoa efikasnosti lecenja (93,94). Poslednja studija
u nizu Ciji su rezultati prihvaceni kao trenutni standard lecenja je studija Nemacke
Studijske Grupe za Hockinov limfom (GHSG) (95). U ovoj studiji poredena su dva u
odnosu na cCetiri ciklusa hemoterapije ABVD u paru s 20 Gy ili 30 Gy i rezultati
ukazuju da nema razlike u rezultatima lecenja izmedu ispitivanih grana.

Mali broj studija ispitivao je hemoterapiju bez zra¢ne terapije U ranom
povoljnom HL i, rezultati ovih studija ukazuju da nakon 5 godina bolesnici koji su imali
radioterapiju imaju duzi period bez progresije, ali razlike u ukupnom prezivljavanju nije
bilo (96-98). Ipak, i dalje postoji tendencija za eliminisanje zra¢ne terapije u leCenju
ogranic¢enog stadijuma HL. U tom cilju, u ovom trenutku su aktuelne studije za procenu
upotrebe FDG-PET scan-a kao sredstva za identifikovanje pacijenata kojima se

radioterapija moZze izostaviti.
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1.4.3. LECENJE RANOG NEPOVOLINOG STADIJUMA BOLESTI

Pod ranim nepovoljnim stadijumom HL stratifikovani su bolesnici sa klini¢kim
stadijumima I i Il uz prisutne faktore rizika (tabela 2). Kao i kod bolesnika sa ranim
povoljnim stadijomom koriséenje kombinacije hemoterapije i zraenja predstavlja
standard leCenja koji rezultuje viSegodisnjim periodom bez relapsa u oko 80%
pacijenata. lIpak, jedinstven stav o vrsti terapije, broju neophodnih ciklusa i dozi
radioterapije i dalje ne postoji obzirom da vodece internacionalne studijske grupe
razli¢ito definiSu faktore rizika. Tako, prema GHSG standard leCenja predstavlja
primena dva ciklusa eskaliraju¢eg BEACOPP-a prac¢ena primenom dva ciklusa ABVD,
nakon Cega sledi zracna terapija zahvacenih polja sa 30 Gy (99). S druge strane,
standard le¢enja prema GELA 1 EORTC predstavlja 4 ciklusa ABVD uz zra¢nu terapiju
zahvacenih polja sa 30 Gy (100).

U cilju smanjena hemoterapije kao i redukcije zra¢ne terapije, i za ove bolesnike
trenutno su aktuelne studije za procenu upotrebe FDG-PET scan-a kao sredstva za

modifikaciju terapijskog pristupa u zavisnosti od nalaza.

1.4.4.  LECENJE UZNAPREDOVALOG STADIJUMA BOLESTI

Kao bolesnici sa uznapredovalim stadijumom HL stratifikuju se bolesnici sa
klini¢kim stadijumima III i IV, kao 1 pojedini bolesnici sa II klinickim stadijumom uz
prisutne faktore rizika. Decenijama unazad primena ABVD hemoterapije sa ili bez
zraCne terapije je bila jedini standard leGenja u ovih bolesnika, obzirom na
zadovoljavajucu efikasnost 1 povoljan profil toksicnosti, ¢cime je postignuto visSegodiSnje
prezivljavanje ovih bolesnika u preko 70% slucajeva (83,84).

Sredinom poslednje decenije dvadesetog veka u cilju daljeg poboljSanja rezultata
leCenja, na bazi matematickih modela koji pokazuju da bi umereni porast doze
hemoterapije rezultirao znacajnim povecanjem izle¢enja, GHSG je razvila BEACOPP
protokol, koji je u izvornom HD9 istrazivanju, imao "standardnu" i "eskaliranu™ verziju,
a poredenje je izvrSeno sa ciklofosfamid, vinkristin (onkovin), prokarbazin, prednizon
(COPP)-ABVD protokolom (85). Rezultati ove studije nakon 5 i 10-godina pokazuju
znaajan napredak perioda bez progresije bolesti i ukupnog preZivljavanja kod
bolesnika lecenih eskaliraju¢éim BEACOPP-om (85, 101). Ipak, BEACOPP nije
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globalno prihvaéen kao novi standard obzirom na znacajnu akutnu i hroni¢nu
toksi¢nost, Sto rezultira ve¢om potrebom za hospitalizacijama i transfuzijama, visok
procenat steriliteta u oba pola i povecan rizik od sekundarne leukemije (85). U
narednom periodu, dve klini¢ke studije su potvrdile nadmo¢ BEACOPP nad ABVD u
duzini perioda bez progresije bolesti, ali ne i ukupnog prezivljavanja (102,103).
Modifikacije u le¢enju eskalirajuéim BEACOPP-om od strane GHSG dovele su do
smanjenja toksi¢nosti uz zadrzavanje nivoa efikasnosti (104). Takode, bitno je i
napomenuti da ne postoje studije koje porede ABVD 1 eskaliraju¢i BEACOPP u kojima
se BEACOPP primenjuje prema preporukama GHSG. Obzirom na navedeno,
iznalazenje opste prihvacdenog standarda za leCenje uznapredovalog HL i dalje je
predmet brojnih ispitivanja, ukljucujuéi i studije za procenu upotrebe FDG-PET scan-a
kao sredstva za modifikaciju terapijskog pristupa u zavisnosti od nalaza.

U sklopu istrazivanja o optimalnom terapijskom pristupu, redifinisana je i primena
zracne terapije, tako da se njena primena danas preporucuje nakon zavrSenog lecenja
ukoliko postoje znaci rest tumora nakon 6-8 ciklusa ABVD, odnosno 6 ciklusa
eskaliraju¢eg BEACOPP-a (86).

1.4.5.  LECENJE RECIDIVA BOLESTI

Bolesnici sa recidivom bolesti, odnosno primarno rezistentnom boleS¢u znacajno
pogorSavaju prognozu bolesnika sa HL. U poslednje dve decenije do znacajnog
poboljsanja rezultata leCenja ovih bolesnika dovela je primena visokodozne
hemoterapije pracene autologom transplantacijom maticnih celija, Sto predstavlja
standard lecenja kod bolesnika mladih od 65 godina (105, 106). Nakon transplantacije,
stopa izleCenja krece se u rasponu od 40 do 60%, a smrtnost vezana za proceduru je
manja od 5% (107,108). Najces¢e koris¢ene druge linije hemoterapije koje prethode
visokodoznoj terapiji su DHAP (deksametazon, cisplatin, citarabin), ICE (ifosfamid,
karboplatin, etopozid), ili IGEV (ifosfamid, gemcitabin, etoposid, vinorelbin) i koriste
se kako bi se postiglo smanjenje tumorske mase ili postizanje kompletne remisije pre
mobilizacije mati¢nih celija i transplantacije (109). Visokodozni kondicioni rezimi koji
se koriste su BEAM (karmustin, etopozid, citarabin, melfalan) i CBV (ciklofosfamid,
karmustin, etopozid). Nakon transplantacije, radioterapija moze igrati ulogu u nekim
slu¢ajevima i njena primena je opciona.
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Izuzetak ovakvom pristupu su bolesnici sa recidivom rane neuznapredovale bolesti, i
oni mogu biti razmotreni za primenu retretmana nekim od protokola za prvu liniju
lecCenja, ukoliko prethodno le¢enje omogucava primenu antraciklina (110).

Recidiv nakon autologe transplantacije predstavlja izazov za le¢enje, obzirom da ne
postoji uniformno prihvacen terapijski pristup za ove bolesnike. Visoka stopa
mortaliteta vezanog za leCenje ogranicava ulogu alogene transplantacije (111). Novija
istrazivanja koja ukazuju na dobru efikasnost i povoljan profil toksi¢nosti u fokus

stavljaju upotrebu monoklonskih antitela, pre svega anti-CD30 (112,113).

1.5. PROGNOSTICKI FAKTORI ZA HOCKINOV LIMFOM

1.5.1.  ZNACAJ!IISTORIJAT PROGNOSTICKIH MARKERA

I pored znacajnog napretka u leCenju bolesnika sa Hoc¢kinovim limfomom, kod
ove bolesti je i dalje prisutna nepredvidivost u klinickom toku i ishodu, ¢ak i unutar
podgrupa HL formiranih na osnovu histoloskog podtipa bolesti i klini¢kog stadijuma. S
napretkom u leCenju prvenstveno u smislu postojanja agresivnih i neagresivnih pristupa,
javlja se potreba za definisanjem pouzdanih prognosti¢kih markera koja je vremenom
sve veca, a sa ciljem identifikacije bolesnika u visokom riziku, a radi izbora
odgovaraju¢e terapije. Drugi benefit definisanja prognostickih markera bio bi
obezbedivanje dobre komunikacije izmedu lekara i pacijenta i realno sagledavanje Sansi
bolesnika za povoljan ishod le¢enja. Pouzdan prognosti¢ki marker, bilo da je u pitanju
pojedina¢ni marker ili multipli prognosticki model, mora da bude zasnovan na
standardizovanoj tehnologiji, da bude Siroko i lako dostupan i da predvida Sirok spektar
klinickih ishoda ili da definiSe molekularni profil koji bi imao korist od specifi¢ne
ciljane terapije.

Kroz brojna ispitivanja pokazano je da stratifikacija bolesnika prema Ann Arbor
klinickom stadijumu HL pored informacije o rasprostranjenosti bolesti ujedno ima i
prognosticku ulogu. Cotswold revizija Ann Arbor klasifikacije pruza dodatne
informacije o faktorima rizika i sluzi kao osnov za stratifikaciju bolesnika. Ipak, ova
stratifikacija jo§ uvek nije dovoljna obzirom da unutar razli¢itih grupa rizika i dalje

postoji znacajan broj bolesnika koji imaju los ishod lecenja.
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Medunarodna kooperativna grupa sacinjena radi formiranja prognoznog indeksa
za NHL 1993. godine objavljuje internacionalni prognozni indeks koji na osnovu
demografskih, Klini¢kih i laboratorijskih nalaza stratifikuje bolesnike u Cetiri rizi¢ne
grupe (114). Ovaj model se pokazao kao izuzetno dobar za agresivne limfome,
prvenstveno za difuzni B krupnocelijski limfom koji je i naj¢es¢i NHL, i predstavlja
prakti¢no prekretnicu u daljim istrazivanjima prognoznih faktora u limfoproliferativnim
bolestima.

Napredak i Sira dostupnost imunohistohemije i molekularnih dijagnostic¢kih
tehnika u poslednjih nekoliko godina dovela je do identifikacije brojnih novih, bioloskih
prognostickih markera. Takode, metodologija ovih tehnika je u znacajnoj meri
standardizovana, ali definisanje novog, pouzdanijeg, klinicko-bioloskog prognostickog

indeksa i dalje nije jednostavno u ovom trenutku (115).

1.5.2.  SPECIFICNI PROGNOSTICKI FAKTORI ZA HOCKINOV LIMFOM

Veliki broj klinickih i bioloskih faktora je intenzivno proucavan u oblasti
Hockinovog limfoma u pokusaju identifikacije bolesnika sa rizikom za lo$ ishod (116-
120). Tako su translaciona i klini¢ka ispitivanja identifikovala brojne biomarkere u
oblasti Hockinovog limfoma, i dalje ni jedan molekularni prognozni marker nije nasao
svoje mesto u prognoznim modelima, uglavnom zbog poteskoca u uspostavljanju
jedinstvene metodologije i ograni¢ene dostupnosti (121). Ipak, ova istrazivanja su u
velikoj ekspanziji, a sve u cilju definisanja pouzdanih biomarkera koji bi nasli svoje
mesto u rutinskoj klini¢koj praksi (122). Sli¢na situacija je i sa prognostickom ulogom
FDG-PET scan-a koji ima prognosticku uloga za ishod lecenja, ali ne ulazi u prognozne
modele koji se koriste u rutinskoj praksi (123, 124).

Prakti¢no jedini Siroko prihvac¢en prognosticki model u oblasti Hockinovog
limfoma je Internacionalni prognozni skor (International Prognostic Score, IPS),
baziran na klinicko-laboratorijskim parametrima (tabela 3) i koristi se u grupi
uznapredovalih Hockinovih limfoma (58). Ovaj model stratifikuje bolesnike na
bolesnike u malom ili visokom riziku za lo$ ishod, a na osnovu zbira nepovoljnih
prognoznih parametara na prezentaciji bolesti (0-2 ili 3-7). Ipak, ni ovaj skor joS uvek

nije deo terapijskih preporuka koje propisuju terapiju na osnovu rizika za oS ishod.

21



Tabela 3. Internacionalni prognozni skor za Hoc¢kinov limfom (IPS)

IPS
<45 godina 0
Starosna dob :
>45 godina 1
Zenski 0
Pol i
Muski 1
Ann Arbor I-111 0
klinicki stadijum v 1
) >105 g/l 0
Hemoglobin

<105 g/l 1
. >40 g/l 0

Albumin u serumu
<40 g/l 1
Broj leukocita > Ne 0
15x107/1 Da 1
Limfopenija (limfociti Ne 0

<0.6x10%/1 ili <8% u
. . Da 1

leukocitnoj formuli

UKUPAN ZBIR

Procena rizika: 0-2= nizak rizik; 3-7 visok rizik

1.6. PROGNOSTICKI ZNACAJ ANGIOGENEZE | MIKROSREDINE TUMORA

Prvo savremeno istraZzivanje o znaaju angiogeneze u malignim bolestima
publikovano je od strane Folkmana 1971. godine, kada se po prvi put ukazuje na znacaj
razvoja vaskularne mreZze u tumoru za metastatsko Sirenje tumora, ali i za nutriciju
tumora (125). Ubrzo nakon toga doslo se i do zaklju¢aka da bez vaskularizacije dolazi
do nekroze, pa Cak i apoptoze tumora. Brojna istrazivanja identifikovala su brojne
faktore koji stimuliSu angiogenezu, od kojih najveéu paznju istrazivaca je privukao
vaskularni faktor rasta endotela (eng. Vascular endothelial growth factor, VEGF), za
koji je tokom 90-ih godina proslog veka dokazano da ga sekretuju maligne celije, ali i
¢elije strome tumora (126-128). Prvo istrazivanje koje opisuje angiogenezu u
limfoproliferativnim bolestima datira iz 1997. godine (129), ali i u ovom trenutku njen
znacaj u limfoproliferativnim bolestima jo$ uvek nije dovoljno ispitan.
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Prva saznanja o prisustvu nemalignih ¢elija u tumorskom tkivu i pretpostavka da
mogu imati znacaj poticu iz 1863. godine kada je Rudolf Virchow uocio prisustvo
leukocita u malignom tkivu (130). Savremena saznanja ukazuju da mikrosredina,
stroma tumora koja okruzuje tumorsko tkivo ima znacajnu ulogu u nastanku i progresiji
tumora. Takode, pretpostavlja se i da bi mogla biti vazan faktor u odlu¢ivanju o
terapijskom pristupu. Ona moze uticati na rast tumora i njegovu sposobnost da
metastazira, moze ogranicCavati pristup lekova tumoru, remetiti metabolizam lekova i
ucestvovati u razvoju rezistencije na lekove. S obzirom da prakti¢no ima ulogu u svim
fazama razvoja tumora, mikrosredina predstavlja atraktivnu oblast proucavanja kako sa
bioloSke strane, tako i sa strane iznalazenja adekvatnog terapijskog pristupa koji bi
doveo do boljih rezultata leCenja remeteci interakciju malignih 1 nemalignih ¢elija u
tumoru.

Uprkos ¢injenici da je znacaj mikrosredine tumora odavno prepoznat, i dalje
postoji vrlo ograni¢en nivo saznanja o sastavu strome tumora, kao i kompleksnim
interakcijama malignih i nemalignih ¢elija. U tom smislu, Hockinov limfom predstavlja
klasi¢an primer histoloske kompleksnosti malignog tkiva, s obzirom na minimalan broj
malignih ¢elija i veliku populaciju reaktivnih inflamatornih ¢elija sastavljenu od B i T
¢elija, makrofaga, eozinofila, neutrofila i plazma ¢elija.

U ovom trenutku joS uvek nije razjasnjena kompleksna interakcija Hockin i
Reed Sternbergovih c¢elija sa mikrosredinom, medutim u poslednje dve decenije brz
razvoj molekularne dijagnostike doveo je do =znacajnog napretka u izucavanju
mikrosredine tumora. Sa daljim napretkom u ovoj oblasti, ocekuje se poboljsanje u
dijagnostici i le¢enju maligniteta, a mozda i mogucnost prevencije tumora.

Jedno od prvih molekularnih istrazivanja u oblasti limfoproliferativnih bolesti
sprovedeno je kod Hoc¢kinovog limfoma na grupi od 21 preparata malignog tkiva i tada
je konstatovano da razli¢iti molekularni obrasci ekspresije u tumorskom tkivu mogu
uticati na ishod lecenja (131). Ubrzo nakon toga definisana su i Cetiri obrasca genske
ekspresije u tumorskom tkivu HL od ¢ega dva poti¢u od tumorskih ¢elija, a dva poticu
od imunog odgovora domacina i mikrosredine tumora (132). U jednom od ovih
obrazaca ekspresije uocena je ekspresija gena makrofaga, uz pojedine subpopulacije T
¢elija i plasmocitoidne dendriti¢ne celije.

Zbog kompleksnosti molekularnog testiranja, javila se potreba za iznalazenjem

imunohistohemijski detektibilnog markera koji bi bio pristupacan za rutinsku praksu. U
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2009. godini ucinjena je prva korelacija izmedu eksprimiranih molekularnih obrazaca
mikrosredine tumora u HL i imunohistohemijski detektovanih ¢elija i uoceno je da
prisustvo cCelija karakteristicnih za Th1 imunoloski odgovor koreliSe sa losim ishodom,
dok prisustvo FOXP3+ ¢elija u visokom broju koreliSe sa povoljnim ishodom bolesti
(133). Prisustvo makrofaga u tumorskom tkivu HL za koje se pretpostavlja da bi u
malignom tkivu mogli da uticu i na formiranje krvnih sudova korelisalo je sa loSijim
prezivljavanjem obolelih od HL (134).

Dokazan znacaj angiogeneze i nemalignih ¢elija u malignim tumorima, neveliki
broj ovakvih istrazivanja u oblasti Hockinovog limfoma, kao i nedostatak istrazivanja u
pravcu njihove korelacije u trenutku prijave ovog istrazivanja, posluzila su kao osnova

za ispitivanja koja su u€injena u okviru ove doktorske teze.
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1.

2. CILJEVIISTRAZIVANJA

Ispitati da li je ekspresija VEGF, povecana gustina krvnih sudova, povisen broj
makrofaga ili FOXP3 limfocita u tumoru, povezana sa losim ishodom lecenja
Ispitati da li postoji udruZenost nivoa angiogeneze i predominacije jedne vrste
netumorskih ¢elija u tumorskom tkivu.

Uporedna analiza klinicko-laboratorijskih parametara sa nivoom angiogeneze,
procentom makrofaga i T limfocita u tumorskom tkivu, radi formiranja

optimalnog inicijalnog prognostickog modela.
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3. BOLESNICI | METODE

3.1. IZBOR BOLESNIKA | KLINICKO LABORATORIJSKI PODACI

Ispitivanje je obuhvatilo 84 bolesnika kod kojih je dijagnostikovan Hockinov
limfom na Klinici za hematologiju KCS u vremenskom periodu 2000-2008. godine.
Studija je retrospektivna i prati efekat i ishod leCenja bolesnika u toku narednih
minimum 5 godina od trenutka postavljanja dijagnoze i pocetka leCenja. Dijagnoza
Hockinovog limfoma je postavljena histopatoloskim (HP) i imunohistohemijskim (IHH)
pregledom bioptiranih limfnih zlezda dobijenih biopsijom ili resekcijom tkiva limfnog
¢vora, prema kriterijumima WHO Klasifikacionog sistema (39). Svi tkivni uzorci
inicijalno su obradeni klasicnim metodama bojenja (hematoksilin eozin, Gimza,
retikulin). Inicijalna imunohistohemijska analiza tumorskog tkiva pri dijagnozi
sprovedena je sa ciljem utvrdjivanja imunofenotipa tumorskih celija metodom
streptavidin-biotin, koris¢enjem slede¢ih monoklonskih antitela: CD20, CD3, CD15,
CD30, MUM-1, Ki 67.

Klini¢ki podaci u ispitivanoj grupi bolesnika su obuhvatali: pol, starosno doba,
Ann Arbor Klinicki stadijum bolesti (4 moguca klinicka stadijuma bolesti (CS I-1V), uz
sufiks A ili B u zavisnosti da li bolesnik ima prisustvo ili odsustvo opstih simptoma
bolesti), prisustvo bulky tumorske mase koje podrazumeva prisustvo medijastinalne
adenopatije ve¢e od 1/3 horizontalnog torakomedijastinalnog indeksa i/ili prisustvo
nodalne mase maksimalnih dimenzija ve¢ih od 7 cm.

Laboratorijski podaci koji su ispitivani su bili sedimentaciju eritrocita i vrednost
laktat dehidrogenaze (LDH) u serumu. Takode, prikupljeni su rezultati laboratorijskih
analiza koji su ukljuceni u Internacionalni Prognosticki Skor.

U bolesnika je utvrdivan Internacionalni Prognosti¢ki Skor koji kao nepovoljne
parametre obuhvata nivo serumskog albumina ispod 40 g/l, nivo hemoglobina ispod 105
o/l, muski pol, starost iznad 45 godina, 1V klinicki stadijum bolesti, broj leukocita iznad
15.000/mm?, broj limfocita ispod 600/mm? ili manje od 8% u odnosu na ukupan broj
belih krvnih zrnaca ili oba ova parametra (tabela 3).

Inicijalna terapija bolesnika sprovodena je po ABVD protokolu. Efekat terapije
se procenjivao (na osnovu kriterijuma International Workshop-a iz 1999. pod
rukovodstvom B. Cheson-a) kao kompletna klini¢ka remisija (CR), parcijalna remisija
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(PR) ili kao izostanak odgovora (135). Pod kompletnom remisijom se podrazumeva
nestajanje svih znakova bolesti uz normalizaciju laboratorijskih i radiografskih nalaza.
Parcijalna remisija oznaCava redukciju tumorske mase za preko 50%. Izostanak
odgovora podrazumeva stabilnu bolest (eng. stable disease, SD), odnosno regresiju
tumorske mase za manje od 50%, ili, progresiju bolesti (eng. progressive disease, PD),
odnosno uvecanje tumorske mase za 25% i vise u odnosu na inicijalni nalaz.

Ukupno prezivljavanje (eng. overall survival, OS) je odredivano kao interval od
pocetka bolesti do poslednje kontrole pre zavrSetka istrazivanja ili kao interval od
pocetka bolesti do smrtnog ishoda. Takode, odredivano je period bez dogadaja (eng.
event-free survival, EFS). EFS se definise kao interval izmedu dijagnoze i progresije

bolesti, relapsa limfoma ili smrti, u zavisnosti od toga Sta prvo nastupi.

3.2 IMUNOHISTOHEMIJSKA ANALIZA PREPARATA LIMFNOG TKIVA

Za analizu su kori$¢eni tkivni uzorci kada je bolest dijagnostikovana, pre
otpoCinjanja terapije, obradeni na standardan nacin: fiksirani u 10% puferisanom
formalinu, kalupljeni u parafinu, seéeni na mikrotomu (preseci debljine 3-5um) i
inicijalno obradeni klasi¢nim metodama bojenja (hematoksilin eozin, Gimza, i Gordon
Sweet). Na svim parafinskim iseCcima je sprovedena dehidratacija i deparafinizacija u
skladu sa standardnim procedurama.

Pre-tretman tkiva i demaskiranje antigena obavljeno je kuvanjem u
mikrotalasnoj pe¢nici. Imunohistohemijska analiza je sprovedena ru¢no (manuelnom
metodom) koriS¢enjem sledec¢ih monoklonskih antitela: CD20, CD3, CD15, CD30,
MUM-1, Ki 67, CD68, FOX-P3, CD34, VEGF (tabela 4). Posle inkubacije primarnim
antitelima prema procedurama za svako od primenjenih antitela, imunoreakcija je
izvrSena manuelnom metodom, primenom standardizovane Streptavidin-Biotin AEC
metode, tj. primenom sistema za vizualizaciju (LSAB2*HRP ili Abcam discover more
AB64359), ili DAKO Envision+ System sa diaminobenzidin (DAB) hromogenom. Na
kraju, isecci su kontrastirani u hemotoksilinu. Za svako primenjeno antitelo je koris¢ena

pozitivna i negativna kontrola.
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Tabela 4. Monoklonska antitela koja su koris¢ena

Antitelo Klon Razblazenje | Proizvodac
CD20 L26 1:20 Dako
CD3 F7.2.38 1:20 Dako
CD15 M3631 1:20 Dako
CD30 Ber-H2 1:25 Dako
MUM-1 MUMZ1p(45) 1:25 Dako
Ki 67 MIB 1 1:50 Dako
VEGF SP-28 RTU Dako
CD34 M7165 1:25 Dako
CD68 PGM-1 RTU Dako
FOX-P3 ab20034 1:50 Abcam

Na preparatima je odredivan broj makrofaga, FOXP3 limfocita, krvnih sudova i
ekspresija VEGF u vidnom polju velikog uvecanja (1000x) (eng. high-power field, hpf),

na standardnom svetlosnom mikroskopu.

3.3. ANALIZA | STATISTICKA OBRADA PODATAKA

U radu su od metoda deskriptivne statistike koris¢ene:
- mere centralne tendencije: aritmeticka sredina, medijana
- mere varijabiliteta: interval varijacije (min-max) i standardna devijacija (SD)
- relativni brojevi
Od metoda analiticke statistike u radu su kori$¢ene:
1. Metode identifikacije empirijskih raspodela
2. Metode za procenu znacajnosti razlike:

- Hi kvadrat test (y* test)

U istraZzivanju za odredivanje najoptimalnije cut-off vrednosti za rezultate
ispitivanih bioloskih parametara, a u cilju dalje statisticke analize koris¢ena je receiver
operating characteristic analiza (konstrukcija ROC krive).

Za analizu preZivljavanja kori$¢ena je Kaplan-Meierova metoda, kao i Log Rank
test za poredenje prezivljavanja medu ispitivanim grupama. Za utvrdivanje faktora

rizika koris¢en je univarijacioni i multivarijacioni Cox-0Vv regresioni model.
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4. REZULTATI

U ovo ispitivanje ukljuceno je 84 bolesnika kod kojih je postavljena dijagnoza
na Klinici za hematologiju KCS u periodu 2000. — 2008. godina. Medijana pracenja
bolesnika je bila 75 meseci (2-150 meseci). Interval pracenja Zivih bolesnika je bio od

61 do 150 meseci, medijana je bila 93 meseca.

4.1. DEMOGRAFSKE KARAKTERISTIKE BOLESNIKA, HISTOLOSKE, KLINICKE |
BIOHEMIJSKE KARAKTERISTIKE BOLESTI

U ispitivanoj grupi 45 (54%) bolesnika je bilo Zenskog i 39 (46%) muskog pola
(grafikon 1).

Distribucija bolesnika prema polu

Grafikon 1. Distribucija bolesnika prema polu

Prose¢na starosna dob bolesnika bila je 29,5+14,94 godina, sa rasponom od 17
do 84 godine. Bolesnika starijih od 45 godina bilo je 18 (21.4%), a starijih od 60 godina
6 (7.1%).

Histoloski podtip nodularne skleroze je bio verifikovan u 70 (83.3%), meSovita
celularnost u 7 (8.3%), limfocitima bogat klasi¢an Hockinov limfom u 2 (2.4%)
bolesnika, dok u 5 (6%) bolesnika nije bio odreden podtip (tabela 5). Nije bilo bolesnika

sa klasi¢énim Hockinovim limfomom podtip limfocitne deplecije.
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Tabela 5. Histoloski podtipovi klasi¢cnog Hockinovog limfoma u ispitivanih bolesnika

Histoloski podtip

broj bolesnika

Nodularna skleroza

70 (83.3%)

MesSovita celularnost 7 (8.3%)
Limfocitima bogat cHL 2 (2.4%)
Limfocitna deplecija 0 (0%)
Neodreden podtip cHL 5 (6%)

Klinicke karakteristike ispitivanih bolesnika prikazane su u tabeli 6. Prvi klini¢ki
stadijum imalo je 3 (4%) bolesnika, II klini¢ki stadijum 39 (46%) bolesnika, III klini¢ki
stadijum 25 (30%), a 17 (20% bolesnika) imalo je klini¢ki stadijum IV. B simptomi su

bili prisutni u 50 (60%) bolesnika. Po GHSG kriterijumima, rani povoljni stadijum

imalo je 6 (7%) bolesnika, rani nepovoljni klini¢ki stadijum 23 (27%), a uznapredovalu

bolest 55 (66%) bolesnika. Veliku, ,,bulky* tumorsku masu imalo je 39 (46%)

bolesnika.

Tabela 6. Klini¢ke karakteristike ispitivanih bolesnika

Klini¢ke karakteristike

broj bolesnika

CSl 3 (4%)
cs i 39 (46%)
csS 25 (30%)
CSIv 17 (20%)
B simptomi 50 (60%)

Rani povoljni stadijum 6 (7%)
Rani nepovoljni stadijum 23 (27%)
Uznapredovala bolest 55 (66%)
Velika ,,bulky* tumorska masa 39 (46%)

Laboraratorijske karakteristike ispitivanih bolesnika su prikazane u tabeli 7.

Anemija sa Hb<105 g/l je bila prisutna kod 27 bolesnika (32%). Leukocitozu vecu od

15x10%/1 je imalo 18 (22%) bolesnika, a limfopeniju sa manje od 0,6x10%I ili manje od

8% limficita u leukocitarnoj formuli imalo je 9 (11%) bolesnika. Hipoalbuminemija

(<40 g/l) je zabelezena kod 36 (43%) bolesnika. Povisenu aktivnost LDH imalo je 35
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(42%) bolesnika. Ubrzanu sedimentaciju eritrocita preko 50 mm/h imalo je 46 (55%)

bolesnika.

Tabela 7. Laboratorijske karakteristike ispitivanih bolesnika

Laboratorijski parametri broj bolesnika
Hb<105 g/l 27 (32%)
WBC>15x107/I 18 (22%)
Ly<0,6x10°/1 ili Ly<8% u LF 9 (11%)
albumin<40 g/l 36 (43%)
LDH>ULN 35 (42%)
SE>50 mm/1.h 46 (55%)

IPS prognosti¢ki indeks je odreden u svih bolesnika. Visok IPS skor ¢&3) imalo
je 29 (35%) bolesnika, a nizak 55 (65%) bolesnika (tabela 8).

Tabela 8. IPS prognosticki skor u ispitivanih bolesnika

nizak (0-2 55 (65%
IPS (0-2) (65%)

visok (3-7) 29 (35%)

4.2, UTICAJ ANGIOGENEZE NA PREZIVLJAVANJE

U cilju procene uticaja angioneze u tumoru ispitivana je statisticka znacajnost
gustine krvnih sudova u tumorskom tkivu i prisustvo ekspresije VEGF. Eventualno
postojanje najsignifikantnije vrednosti koja bi bila presek (cut-off) za ispitivanje
znacajnosti broja krvnih sudova po polju velikog uvecanja ispitivana je pomocu ROC
krive, a ukoliko na ovaj naCin nije moglo biti utvrdeno ispitivana je i znacajnost broja

krvnih sudova po polju velikog uvecanja ispod i iznad vrednosti medijane.
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4.2.1.  UTICA] GUSTINE KRVNIH SUDOVA NA PREZIVLIAVANJE

Na grafikonu 2 prikazana je ROC kriva za ispitivanje optimalnog nivoa preseka
vrednosti broja krvnih sudova po polju velikog uvecanja u odnosu na ukupno

prezivljavanje, a koja bi bila kori$¢ena za dalja ispitivanja.

ROC Curve
1.0
0.8
2 06
2
=
[7]
o
) 0.4
0.2
0.0 T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
1 - Specificity

Grafikon 2. ROC kriva — gustina krvnih sudova u odnosu na ukupno prezZivljavanje

Pomoc¢u ROC krive nije dobijena vrednost preseka sa najve¢om statistickom

znacajnoscu (p=0,957).

S obzirom na navedeno, odredivanje eventualnog uticaja gustine krvnih sudova
na prezivljavanje vrseno je prema vrednosti medijane koja je iznosila 4 krvna suda po

polju velikog uvecanja.

EFS bolesnika sa <4 i > 4 krvna suda po hpf prikazano je na grafikonu 3.
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Grafikon 3. Kaplan-Meirova kriva EFS bolesnika u odnosu na < 4 i > 4 krvna suda po
hpf

Dobijena razlika izmedu ispitivanih grupa prema broju krvnih sudova na hpf nije

statisti¢ki znacajna (log-rank 0,001, p>0,05).

OS bolesnika sa <4 i > 4 krvna suda po hpf prikazano je na grafikonu 4.
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Grafikon 4. Kaplan-Meirova kriva OS bolesnika u odnosu na < 4 i > 4 krvna suda po
hpf

Dobijena razlika ukupnog preZivljavanja izmedu ispitivanih grupa prema broju krvnih
sudova na hpf nije statisti¢ki znacajna (log-rank 0,558, p>0,05).

4.2.2.  UTICA] VEGF EKSPRESIJE NA PREZIVLIAVANJE

EFS bolesnika u zavisnosti od ekspresije VEGF prikazano je na grafikonu 5.
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Grafikon 5. Kaplan-Meirova kriva verovatno¢e EFS bolesnika u odnosu na ekspresiju
VEGF

Dobijena razlika izmedu ispitivanih grupa prema ekspresiji VEGF je statisticki
znacajna (log-rank 4,945, p<0,05).

OS bolesnika u zavisnosti od ekspresije VEGF prikazano je na grafikonu 6.
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Grafikon 6. Kaplan-Meirova kriva verovatno¢e OS bolesnika u odnosu na ekspresiju
VEGF

Dobijena razlika izmedu ispitivanih grupa prema ekspresiji VEGF je statisti¢ki znac¢ajna
(log-rank 3,866, p<0,05).

4.3. UTICAJ MIKROSREDINE TUMORA NA PREZIVLJIAVANJE

U cilju procene uticaja mikrosredine tumora na ishod bolesti ispitivana je
statistiCka znacajnost prisustva makrofaga i FOXP3 limfocita u tumorskom tkivu.
Eventualno postojanje najsignifikantnije vrednosti koja bi bila presek (cut-off) za
ispitivanje znacajnosti broja makrofaga, odnosno FOXP3 limfocita po polju velikog
uvecanja utvrdivana je pomo¢u ROC krive, a ukoliko na ovaj nacin nije mogla biti
utvrdena vrednost preseka, ispitivana bi bila znacajnost broja makrofaga i limfocita po

polju velikog uvecanja ispod i iznad vrednosti medijane.
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4.3.1.  UTICAJ BROJA MAKROFAGA U TUMORU NA PREZIVLJAVANJE

Na grafikonu 7 prikazana je ROC kriva za ispitivanje optimalnog nivoa preseka
vrednosti broja makrofaga po polju velikog uvecéanja (TAM) u odnosu na ukupno

prezivljavanje, a koja bi bila kori§¢ena za dalja ispitivanja.
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Grafikon 7. ROC kriva — broj makrofaga po hpf u odnosu na na ukupno prezivljavanje

Pomoc¢u ROC krive odredena je vrednost preseka od 8 i vise makrofaga po hpf,

kao presek sa najvec¢im statistickim znacajem (p=0,035).

EFS bolesnika sa > 8 i < 8 makrofaga po hpf prikazano je na grafikonu 8.
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Grafikon 8. Kaplan-Meirova kriva EFS bolesnika u odnosu na> 8 i < 8 makrofaga po
hpf

Postojala je tendencija ka loSijem prezivljavanju bolesnika sa>8 makrofaga -hpf,
ali dobijena razlika izmedu ispitivanih grupa nije statisticki znacajna (log-rank 3,334,
p>0,05).

OS bolesnika sa > 8 i < 8 makrofaga po hpf prikazano je na grafikonu 9.
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Grafikon 9. Kaplan-Meirova kriva OS bolesnika u odnosu na> 8 i < 8 makrofaga po
hpf

Dobijena razlika izmedu ispitivanih grupa prema broju makrofaga na hpf je statisticki
znacajna (log-rank 5,674, p<0,05).

4.3.2.  UTICAJ BROJA FOXP3 LIMFOCITA U TUMORU NA PREZIVLIAVANJE
Na grafikonu 10 prikazana je ROC kriva za ispitivanje optimalnog nivoa preseka

vrednosti broja FOXP3 limfocita po polju velikog uveéanja u odnosu na ukupno

prezivljavanje, a koja bi bila koris¢ena za dalja ispitivanja.
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Grafikon 10. ROC kriva — broj FOXP3 limfocita po hpf u odnosu na ukupno

prezZivljavanje
Pomoc¢u ROC krive odredena je vrednost preseka od 20 i manje FOXP3

limfocita po hpf, kao presek sa najvec¢im statistickim znacajem (p=0,048).

EFS bolesnika sa <20 i > 20 FOXP3 limfocita po hpf prikazano je na grafikonu 11.
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Grafikon 11. Kaplan-Meirova kriva EFS bolesnika u odnosu na < 20 i > 20 FOXP3
limfocita po hpf

Dobijena razlika izmedu ispitivanih grupa je visoko statisticki znacajna (log-
rank 10,675, p<0,01).

OS bolesnika sa <20 i > 20 FOXP3 limfocita po hpf prikazano je na grafikonu 12.
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Grafikon 12. Kaplan-Meirova kriva OS bolesnika u odnosu na < 20 i > 20 FOXP3
limfocita po hpf

Dobijena razlika izmedu ispitivanih grupa prema broju FOXP3 limfocita po hpf je
visoko statisti¢ki znacajna (log-rank 8,981, p<0,01).

4.4. ANALIZA UDRUZENOSTI ANGIOGENEZE | CELIJA MIKROSREDINE
TUMORA

U odnosu na medijanu broja krvnih sudova po hpf i ekspresiju VEGF, ispitivana
je povezanost sa brojem makrofaga po hpf i FOXP3 limfocita po hpf. Takode,
ispitivana je udruzenost ekspresije VEGF i broja krvnih sudova po hpf. Dobijeni

rezultati prikazani su u slede¢im tabelama.
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Tabela 9. Distribucija gustine krvnih sudova u odnosu na makrofage u tumoru

CD68 K. sudova <4/hpf K. sudova>4/hpf Ukupno
>8/hpf 32 29 61
<8/hpf 19 4 23
Svega 51 33 84

Rezultati analize ukazuju na postojanje udruZenosti gustine krvnih sudova i
broja makrofaga po hpf (X?=6,365; df=1; p<0,05)

Tabela 10. Distribucija gustine krvnih sudova u odnosu na FOXP3 limfocite u tumoru

FOXP3 K. sudova <4/hpf K. sudova>4/hpf Ukupno
<20/hpf 25 17 42
>20/hpf 26 16 42
Svega 51 33 84

Rezultati analize ukazuju da ne postoji udruzenost gustine krvnih sudova i broja
broja FOXP3 limfocita po hpf (X?=0,823; df=1; p>0,05)

Tabela 11. Distribucija ekspresije VEGF u odnosu na makrofage u tumoru

CD68 VEGF - VEGF + Ukupno
>8/hpf 29 32 61
<8/hpf 14 9 23
Svega 43 41 84

Rezultati analize ukazuju da ne postoji udruzenost ekspresije VEGF i broja

monocita po hpf (X?=1,188; df=1; p>0,05)

Tabela 12. Distribucija ekspresije VEGF u odnosu na FOXP3 limfocite u tumoru

FOXP3 VEGF - VEGF + Ukupno
<20/hpf 15 27 42
>20/hpf 28 14 42
Svega 43 41 84
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Rezultati analize ukazuju da je ekspresija VEGF znacajno veéa u slucaju malog

broja FOXP3 limfocita po hpf (X?=8,052; df=1; p<0,05)

Tabela 13. Distribucija ekspresije VEGF u odnosu na gustinu krvnih sudova u tumoru

K. sudova/hpf VEGF - VEGF + Ukupno
<4 19 17 36
>4 24 24 48
Svega 43 41 84

Rezultati analize ukazuju da ne postoji udruzenost ekspresije VEGF sa gustinom

krvnih sudova (X?=0,159; df=1; p>0,05)

4.5.

ANALIZA PREZIVLIAVANJA BOLESNIKA

Od 84 ispitivanih bolesnika 60 (71%) su zivi, a 24 (29%) ih je umrlo.

Petogodisnje prezivljavanje imalo je 62 (74%) bolesnika.

Kaplan-Meirova kriva verovatnoce prezivljavanja je prikazana na grafikonu 13.
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Grafikon 13. Kaplan-Meirova kriva verovatnoée ukupnog prezvljavanja

Prezivljavanje bolesnika prema polu prikazano je na grafikonu 14.
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Grafikon 14. Kaplan-Meierova kriva verovatno¢e ukupnog prezivljavanja prema polu

Dobijena razlika izmedu ispitivanih grupa nije bila statisti¢ki znacajna (log-rank 1,098,
p>0,05).

Prezivljavanje bolesnika prema starosnoj dobi prikazano je na grafikonu 15.
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Grafikon 15. Kaplan-Meierova kriva verovatno¢e ukupnog prezivljavanja prema
starosnoj dobi

Dobijeni rezultati ukazuju da ne postoji statisticki znacajna razlika u prezivljavanju
prema starosnoj dobi ispitivanih grupa (log-rank 2,409, p>0,05).

Prezivljavanje bolesnika prema klinickom stadijumu prikazano je na grafikonu 16.
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Grafikon 16. Kaplan-Meierova kriva verovatno¢e ukupnog prezZivljavanja prema

klinickom stadijumu

Dobijena razlika u ukupnom prezivljavanju prema klinickom stadijumu,

Cetvrtom ili ne, nije statisti¢ki znacajna (log-rank 0,626, p>0,05).

Prezivljavanje bolesnika prema prisustvu ili odsustvu B simptoma prikazano je
na grafikonu 17.
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Grafikon 17. Kaplan-Meierova kriva verovatnoce prezivljavanja prema prisustvu B
simptoma

Dobijeni rezultati ukazuju da postoji znacajno bolje prezivljavanje bolesnika

koji nemaju B simptomatologiju (log-rank 5,212, p<0,05).

PreZzivljavanje bolesnika prema velikoj ,,bulky” tumorskoj masi prikazano je na
grafikonu 18.
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Grafikon 18. Kaplan-Meierova kriva verovatnoce prezivljavanja prema ,,bulky* velikoj
tumorskoj masi
Bolesnici koji nisu imali veliki ,,bulky* tumor imali su vrlo znacajno losije

prezivljavanje (log-rank 7,676, p<0,01).

Prezivljavanje bolesnika u zavisnosti od brzine sedimentacije prikazana je na
grafikonu 19.
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Grafikon 19. Kaplan-Meierova kriva verovatnoce prezivljavanja u zavisnosti od brzine

sedimentacije

Dobijena razlika ukazuje na znacajno krace prezivljavanje bolesnika koji su

imali SE>50 mm/h. Ova razlika je visoko statisti¢ki znacajna (log rank 6,189, p<0,01).

Prezivljavanje bolesnika u zavisnosti od aktivnosti LDH prikazana je na
grafikonu 20.
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Grafikon 20. Kaplan-Meierova kriva verovatnoce prezivljavanja u zavisnosti od
aktivnosti LDH

Dobijena razlika ukazuje na krace prezivljavanje bolesnika koji su imali
poviSenu aktivnost LDH, ali ova razlika nije statisticki znacajna (log rank 3,618,
p>0,05).

Prezivljavanje bolesnika u zavisnosti od vrednosti IPS skora prikazana je na
grafikonu 21.
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Grafikon 21. Kaplan-Meierova kriva verovatnoce prezivljavanja u zavisnosti od
vrednosti IPS skora.

Dobijena razlika ukazuje na znacajno krace prezivljavanje bolesnika koji su

imali vrednost IPS skora 3-7 (log rank 5, 910, p<0,05).

PreZivljavanje bolesnika u zavisnosti od stadijuma po GHSG prikazano je na
grafikonu 22.
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Grafikon 22. Kaplan-Meierova kriva verovatno¢e prezivljavanja u zavisnosti od
stadijuma po GHSG.

Dobijena razlika ukazuje na trend kraceg prezivljavanja bolesnika u zavisnosti
od stadijuma bolesti po GHSG, ali ova razlika nije statisticki znacajna (log rank 5,127,
p>0,05).

4.6. UPOREDNA ANALIZA KLINICKO-LABORATORIJSKIH | BIOLOSKIH
PARAMETARA U CILJU FORMIRANJA OPTIMALNOG PROGNOSTICKOG
MODELA

U cilju identifikacije potencijalnih faktora rizika za loSe prezivljavanje koris¢ena
je univarijantna i multivarijantna Cox-ova regresiona analiza.

Rezultati univarijantne Cox-ove regresione analize su pokazani u tabeli 14.
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Tabela 14. Univarijantna Cox-ova regresiona analiza

Ispitivana P RR (relativni rizik) | 95% interval
karakteristika poverenja
CDh34 0,918

VEGF 0,053 2,313 0,988-5,418
TAM 0,032 4,878 1,146-20,762
FOXP3 0,005 3,726 1,477-9,399
Pol 0,296

starost u vreme dg | 0,122

>60 godina

CS IV 0,430

B simptomi 0,030 2,976 1,110-7,977
Bulky 0,009 3,248 1,342-7,858
SE >50 mm/1.h 0,018 3,046 1,207-7,687
LDH 0,058

IPS 0,029 2,437 1,093-5,431
Cotswold rizik 0,034 2,889 1,084-7,700

U univatijantnoj Cox-ovoj regresionoj analizi znacajno lo$iju prognozu imaju
bolesnici koji eksprimiraju VEGF, imaju visok broj CD68 makrofaga u tumoru, mali
broj FOXP3 limfocita u tumoru, imaju B simptome, Bulky bolest, ubrzanu
sedimentaciju >50 mm/1.h, visok IPS skor i visok Cotswold rizik.

Prema multivarijantnoj Cox-ovoj analizi za biomarkere visok broj TAM i nizak
broj FOXP3 su nezavisni prognozni faktori (tabela 15), dok su u grupi klinickih
parametara visok IPS skor i Bulky bolest identifikovani kao nezavisni prognosticKi
faktori (tabela 16).
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Tabela 15. Multivarijantna Cox-ova regresiona analiza za biomarkere

Ispitivana P RR (relativni rizik) | 95% interval
karakteristika poverenja

VEGF 0,280

TAM 0,034 4,811 1,129-20,507
FOXP3 0,006 3,690 1,460-9,325

Tabela 16. Multivarijantna Cox-ova regresiona analiza za klinicke parametre

Ispitivana P RR (relativni rizik) | 95% interval
karakteristika poverenja

B simptomi 0,153

Bulky 0,002 4,162 1,685-10,277

SE >50 mm/1.h 0,373

IPS 0,004 3,283 1,446-7,453
Cotswold rizik 0,114

4.7. PROGNOSTICKI MODEL

Na osnovu kumulativnog skora identifikovanih nezavisnih prognostickih faktora
napravljen je prognozni skor za OS koji obuhvata dva bioloska i dva klinicka parametra.
Broj bolesnika u svakoj grupi bio je: 6 bolesnika nije imalo ni jedan faktor; 22 je imalo
jedan faktor; 24 je imalo dva faktora; 27 je imalo tri faktora; 5 je imalo sva cetiri
faktora. Unutargrupnom analizom utvrdeno je da ne postoji razlika u OS medu
bolesnicima koji imaju kumulativni skor od 0 i 1 (p=1.0) i kod onih sa skorom od 3i 4
(p=0.072).

Na osnovu ovih rezultata definisan je model preZivljavanja koji stratifikuje bolesnike u
3 grupe rizika — nizak, srednji i visok. Bolesnici koji nemaju ni jedan ili imaju samo
jedan prognosticki faktor pripadaju niskom riziku, sa dva faktora su intermedijerni rizik,
sa tri ili sa Cetiri su visok rizik. Primenom ovog modela na analiziranu grupu ukupno 28
(33.3%) bolesnika u analiziranoj grupi imali su nizak rizik, 24 (28.6%) srednji, a 32
(38.1%) visok rizik. Petogodisnje ukupno prezivljavanje bilo je progresivno losije

56




prema grupama rizika: kod bolesnika sa niskim rizikom bio je 100%, srednjim 75%, a
visokim 50% (log rank 22,257, p=0.000) (grafikon 23).
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Grafikon 23. Kaplan-Meierova kriva verovatnoce prezivljavanja prema definisanom
kombinovanom bioloSko-klinickom modelu
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5. DISKUSUA

Moderan pristup u lecenju Hockinovog limfoma rezultirao je sa oko 90%
postignutih remisija nakon inicijalne terapije (136). Medutim, ¢ak oko jedna tre¢ina
bolesnika koji su u visokom riziku na prezentaciji ima progresivnu bolest ili u daljem
toku recidivira (137). Savremen terapijski pristup bolesnicima sa HL podrazumeva da
se pre izbora i primene pocetnog lecenja bolesnici klasifikuju u podgrupe prema riziku
za los ishod i da na osnovu toga bude primenjeno lecenje. Ipak, i dalje je prisutan
znaCajan procenat bolesnika sa progresivnom boles¢u ili recidivom bolesti §to stvara
potrebu za jo$ boljom stratifikacijom rizika kako bi bili prepoznati bolesnici kod kojih
se ne moze ocekivati dobar odgovor na standardne terapijske pristupe, a u cilju
iznalazenja efikasnijeg terapijskog pristupa (138). Dodatnu potrebu za utvrdivanjem jos
preciznijih prognostickih faktora namecu i teZznje ka smanjenju toksi¢nosti leCenja,
obzirom da se smatra da se u danasnje vreme kod oko tre¢ine bolesnika primenjuju vece
terapijske doze nego $to je to potrebno (137).

Faktori koji mogu uticati na ishod lecenja i prognozu ukljucuju faktore vezane
za tumor (patohistoloSke karakteristike, raSirenost bolesti, biologija tumora), pacijenta
(demografske karakteristike, komorbiditeti) i faktore spoljne sredine (socioekonomski
status, dostupnost i kvalitet zdravstvene usluge) (139). Oni mogu da posluze kao
parametri na osnovu kojih klini¢ar moze, sa manjom ili ve¢om sigurnos¢u da shodno
riziku za lo$ ishod, usmeri leCenje bolesnika. Na osnovu faktora koji ulaze u sastav
jedinog rutinski koris¢enog multifaktorskog prognostickog modela, IPS skora, moglo bi
se reci da prognoza bolesnika zavisi od interakcije izmedu dve grupe parametara, onih
koji pripadaju tumoru i onih koji pripadaju bolesniku (58).

Bolje razumevanje molekularnih abnormalnosti koje se nalaze u osnovi bolesti
mogu voditi ka poboljSanju stratifikacije rizika bolesnika i, Sto je joS vaznije, mogli bi
da dovedu do iznalazenja novih meta na osnovu kojih bi se dizajnirali novi lekovi i
bududi terapijski protokoli (140).

Nase istrazivanje je obuhvatilo ispitivanje angiogeneze i tumorske mikrosredine
kod bolesnika sa novodijagnostikovanim Hockinovim limfomom, njihov prognosticki
znaaj 1 eventualno prisustvo njihove medusobne povezanosti. Takode, statisicki

opsezno ispitivana je i potencijalna mogucénost njihovog kombinovanja sa
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demografskim, klinickim i laboratorijskim karakterisitkama u cilju bolje prognosticke
stratifikacije bolesnika kroz formiranje optimalnog inicijalnog prognostickog modela.

Uzorak je ¢inilo 84 bolesnika, od kojih je 60 Zivih i 24 umrlih, sa medijanom
pracenja 75 meseci za celu grupu, odnosno 93 meseca za Zive bolesnike. Ispitivani su
ekspresija VEGF, gustina krvnih sudova, prisustvo TAM i FOXP3 limfocita u tumoru,
pol i starosna dob bolesnika u vreme dijagnoze, klinicki stadijum, prisustvo ili odsustvo
B simptoma, prisustvo ili ne velike tumorske mase (bulky disease), vrednost SE, LDH i
IPS skor.

Rezultati naSe studije utvrdili su po dva nezavisna prognozna faktora medu
bioloskim i klinickim parametrima kod bolesnika sa novodijagnostikovanim HL Koji
uti¢u na ukupno prezivljvanje. Visok broj TAM (p=0,034) i nizak broj FOXP3 limfocita
(p=0,006) u tumorskom tkivu su nezavisni bioloski prognozni faktori za OS, dok su to
medu klinickim parametrima prisustvo bulky tumorske mase (p=0,002) i visok IPS
(p=0,004). Takode, naSa ispitivanja su identifikovala nizak broj FOXP3 limfocita
(p=0,002) u tumorskom tkivu kao nezavisni bioloski prognozni faktor, odnosno visok
IPS (p=0,011) kao nezavistan klini¢ki prognozni faktor za EFS. Kombinovanjem zbira
nepovoljnih prognostickih faktora koje smo utvrdili za OS (TAM, FOXP3, bulky
tumorska masa i visok IPS) dizajnirali smo kobinovani bioloSko-klinicki prognosticki
model (p=0,000) koji stratifikuje bolesnike u 3 grupe rizika za los ishod - nizak rizik (0-
1 faktor), srednji rizik (2 faktora) i visok rizik (3-4 faktora).

Ispitivanja o uticaju angiogeneze u Hockinovom limfomu otpoceta su 90.-ih
godina proslog veka, a ispitivanja u vezi ekspresije VEGF poc¢inju od 1997. godine
(129,141). U ispitivanju Fossa i sar. konstatovano je postojanje ekspresije VEGF u
reaktivnim limfocitima u tumorskom tkivu HL (129). Nakon ovog inicijalnog
ispitivanja u vezi ekpresije VEGF koje je obuhvatalo pored Hockinovog limfoma i
druge limfome, kao i nakon §to je utvrdena njegova prognoticka uloga kod solidnih
tumora, usledila su i druga ispitivanja uloge VEGF u Hockinovom limfomu (142, 143).
Zarazliku od Fossa i sar., u istrazivanju Doussis-Anagnostopoulou utvrdeno je da u oko
70% slucajeva u tumorskom tkivu Hockinovog limfoma postoji ekspresija VEGF i da
ona poti¢e ne samo od strane reaktivnih limfocita, ve¢ i od strane Reed Sternberg i
Hockin celija, kao i od drugih reaktivnih ¢elija prisutnih u tumoru ukljucujuci
makrofage (144). Pored toga, ovo ispitivanje je po prvi put proucavalo i gustinu krvnih

sudova u tumorskom tkivu HL i zaklju¢eno je da ne postoji korelacija izmedu ekspresije
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VEGF i gustine krvnih sudova. Do zakljucka da maligne ¢elije u HL eksprimiraju
VEGF nedugo potom dosao je i Agarwal, medjutim, u svom ispitivanju Mainou-Fowler
I sar 2006. dolaze do zaklju¢ka da ekspresija VEGF poti¢e od endotelijalnih ¢elija i
folikularnih dendriticnih ¢elija u tumoru (145, 146). Imaju¢i u vidu histolosku
kompleksnost Hockinovog limfoma, kao i rezultate inicijalnih istrazivanja, vrlo brzo su
otpoceta ispitivanja koja pored VEGF ispituju i druge mogucée Cinioce koji uti¢u na
angiogenezu u Hockinovom limfomu, kao i njihovu povezanost. Ipak, rezultati svih
ovih ispitivanja nisu ukazivali da postoji uniformnost dobijenih rezultata (147).
Paralelno sa tim, sprovode se i israzivanja koja imaju za cilj da utvrde prognosticki
uticaj gustine krvnih sudova u tumorskom tkivu Hockinovog limfoma nezavisno od
mehanizama stimulacije njihovog nastanka. Medutim, rezultati i ovih ispitivanja kao 1
ispitivanja faktora koji stimuliSu angiogenezu nisu donela uniformne rezultate, u
pojedinim ispitivanjima gustina krvnih sudova je imala znacajnu prognosticku ulogu
dok u drugim ispitivanjima prognosti¢ka uloga nije utvrdena.

Nasi rezultati ukazuju da kod bolesnika kod kojih postoji ekspresija VEGF u
tumorskom tkivu postoji znacajno losije prezivljavanje (EFS i OS) u odnosu na
bolesnike koji nemaju ekspresiju VEGF. Ipak, multivarijantna analiza ovaj parametar
nije identifikovala kao nezavistan prognosticki faktor. Ovi rezultati su u skladu sa
nalazima gde se navodi da ekspresija VEGF moze ubrzati rast tumora, a nije skladu su
sa nalazom Koha i saradnika gde je zakljueno da ckspresija VEGF ne uti¢e na
preZivljavanje (144, 148). Takode, nije u skladu sa nalazima gde se potencira slaba
ekspresija VEGF u tumorskom tkivu (146).

Analizom nasih rezultata nismo utvrdili da postoji grani¢na vrednost gustine
krvnih sudova ispod ili iznad koje bi bolesnici sa novodijagnostikovanim Hockinovim
limfomom imali loSije prezivljavanje. Takode, ispitivanje prezivljavanja u zavisnosti od
gustine krvnih sudova gde je koris¢ena medijana gustine krvnih sudova u ispitivanoj
grupi nije pokazalo da gustina krvnih sudova uti¢e na prezivljavanje bolesnika, kako na
EFS, tako i na OS. Ovakvi nalazi su u skladu sa najnovijim ispitivanjima Passama i
saradnika, Koha i saradnika i Panico i saradnika, dok nisu u skladu sa ranijim
ispitivanjima Doussis-Anagnostopoulou i sar, Korkolopouolu i sar i Mainou-Fowler i
sar (144,146-150). Daljim ispitivanjima nismo utvrdili da postoji povezanost ekspresije
VEGF i gustine krvnih sudova, odnosno da kod bolesnika u kojih postoji ekspresija

VEGF postoji i ve¢a gustina krvnih sudova. Ovakav nalaz je u skladu sa nalazom
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Doussis-Anagnostopoulou i sar i Passama i sar 2009, dok nije u skladu sa nalazom
Koha i saradnika (144, 147, 148). Ovakve diskrepance kako u nalazima u nasoj analizi,
tako i u nalazima drugih istrazivac¢a ukazuju na kompleksnost patogeneze Hockinovog
limfoma. Pretpostavlja se da je VEGF samo jedan od faktora koji uti¢e na angiogenezu i
da pored VEGF i drugi nedovoljno definisani faktori imaju znacaj u angiogenezi u
Hockinovom limfomu, a do ekspresije VEGF dolazi u sluc¢ajevima kada postoji
hipoksija (151, 152).

Do skora, makrofazi u tumorskom tkivu posmatrani su kao deo imunog
odgovora. Makrofazi i druge celije bivaju privucene u tumor putem granulocitno-
makrofagnog stimuliSuéeg faktora rasta kolonija, kao i drugih citokina koje lu¢e RS
¢elije (153,154). Medutim, nakon istraZzivanja Steidla i saradnika 2010. kada je
otkriveno da oni imaju prognosti¢ku ulogu u Hockinovom limfomu, oni su u fokusu
interesovanja u poslednjih nekoliko godina, kako u smislu daljih ispitivanja njihove
prognosticke uloge, tako i U smislu otkrivanja mehanizama kojima uti¢u na rezistenciju
tumora (134). U prognostickom smislu, ispitivanja koja su usledila potvrdila su
inicijalne rezultate, izuzev ispitivanja Azambuje i saradnika (155-159). Takode,
pojedina od ovih ispitvanja ispitivala su pored CD68+ makrofaga i prognosticku ulogu
CD163+ makrofaga za koje je takode utvrdeno da imaju prognosticku ulogu (158,159).
Medutim, mehanizmi kojima makrofazi uti¢u na rast i rezistenciju tumora nisu u
potpunosti razjasnjeni. Kao jedan od mogucih mehanizama smatra se i regulisanje
angiogeneze, kroz ekspresiju VEGF i angiogenog switch-a (160, 161), $to je potvrdeno
u ispitivanjima u karcinomu dojke, a u oblasti Ho¢kinovog limfoma ovakva ispitivanja
aktuelna su u poslednjih godinu dana (162). U ispitivanju Panico i saradnika, dokazana
je prognosticka uloga CD68+ makrofaga i uocena je korelacija izmedu broja makrofaga
i gustine krvnih sudova (149). Ipak, u ovom ispitivanju nije ustanovljeno da gustina
krvnih sudova ima prognosticku ulogu. U svom istrazivanju Koh i saradnici su takode
potvrdili prognosticku ulogu CD68+ makrofaga, ali i CD163+ makrofaga, kao i da
gustina krvnih sudova nema prognosticku ulogu (148). Medutim, ovo ispitivanje nije
potvrdilo da postoji korelacija izmedu broja CD68+ makrofaga i1 gustine krvnih sudova,
ve¢ je utvrdeno da postoji korelacija gustine krvnih sudova i CD163+ makrofaga, za
koje se smatra da imaju vecu specifi¢nost u smislu izrazenije ekspresije VEGF (160,

161). Ova pretpostavka je potkrepljena i ¢injenicom da je u ovom ispitivanju utvrdena
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korelacija i CD163+ i ekspresije VEGF, a utvrdena je i korelacija ekspresije VEGF i
gustine krvnih sudova.

NaSe ispitivanje takode ukazuje da CD68+ makrofazi imaju prognosticku ulogu
u Hockinovom limfomu. U pogledu ukupnog prezivljavanja, makrofazi u tumorskom
tkivu u multivarijantnoj analizi identifikovani su kao nezavistan prognosticki faktor.
Takode, utvrdena je i korelacija broja CD68+ makrofaga sa gustinom krvnih sudova u
tumorskom tkivu, Sto je u saglasnosti sa nalazima Panico i saradnika, a suprotno nalazu
Koha i saradnika (148, 149). Nije utvrdena korelacija broja CD68+ makrofaga i
ekspresije VEGF, Sto je u saglasnosti sa nalazom Koha i saradnika (148).

Slicno makrofazima u tumorskom tkivu, i1 limfociti u tumorskom tkivu,
predominantno T limfociti su posmatrani kao deo imunog odgovora, obzirom na
nedostatak podataka o njihovoj funkciji (163). Nakon ispitivanja u solidnim tumorima
gde je uoceno da T regulatorni limfociti (FOXP3) koji suprimiraju imuni odgovor imaju
prognosticku ulogu, usledila su ispitivanja i u Hockinovom limfomu (133, 157, 164-
166). Ve¢ u prvom ispitivanju o prognostickom znacaju FOXP3 limfocita u
Hockinovom limfomu potvrdjen je njihov prognosticki znacaj, ali i da u Hockinovom
limfomu suprotno solidnim tumorima mali broj FOXP3 limfocita u tumorskom tkivu
ima prognosticki znacaj za los ishod (164). Ovakvi nalazi su zabelezeni i u ispitivanjima
koja su nakon toga usledila (165, 166). Objasnjenje ovog fenomena, kao i mehanizmi
kojima T regulatorni limfociti deluju u tumorskom tkivu i dalje su nepoznanica.
Pojedina ispitivanja pretpostavljaju da bi to moglo biti posledica uticaja Ebstein-Barr
virusa na mikrosredinu tumora (133, 167).

U naSem ispitivanju takode je pokazano da FOXP3 limfociti imaju prognosticku
ulogu u Hoc¢kinovom limfomu. Kako u pogledu ukupnog preZivljavanja, tako i u
pogledu prezivljavanja bez znacajnog dogadaja, FOXP3 limfociti u tumorskom tkivu u
multivarijantnoj analizi identifikovani su kao nezavistan prognosticki faktor. Takode,
bazirano na ¢injenici da ekspresija VEGF u tumoru potice i od limfocita, ispitivana je i
korelacija broja FOXP3 limfocita sa angiogenezom. Utvrdeno je da postoji udruzenost
izmedu broja FOXP3 limfocita i ekspresije VEGF, odnosno da je ekspresija VEGF
prisutna u znacajno ve¢em broju kod bolesnika kod kojih je bio mali broj FOXP3
limfocita u tumorskom tkivu. Takode, ispitivano je i utvrdeno da ne postoji udruzenost
FOXP3 limfocita i gustine krvnih sudova u tumorskom tkivu. U ovom trenutku rezultati

ispitivanja udruZenosti FOXP3 limfocita i angiogeneze u tumoru ne postoje u literaturi i
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ovaj rezultat bi mogao biti osnova za buduca istrazivanja u cilju potvrde ovog nalaza i u
slu¢aju da se potvrdi, istrazivanja sa ciljem utvrdivanja mehanizama koji na to uticu.

Ovo istrazivanje pored ispitivanja angiogeneze i mikrosredine tumora imalo je
takode za cilj i ispitivanje znacaja za ishod le¢enja demografskih, Klinickih i
laboratorijskih parametara, kao i Internacionalnog prognotickog skora.

Veliki broj ispitivanja iz oblasti Hockinovog limfoma utvrdio je da musSkarci
imaju loSije prezivljavanje u odnosu na Zene (168-170). Muski pol je takode
identifikovan u ispitivanju kojim je definisan Internacionalni prognozni skor, i u njega
je uvrsten kao jedan od faktora rizika (58). Vrlo malo se zna o mehanizmima Koji
dovode do loSijeg prezivljavanja musSkaraca, ali u istrazivanju Klimm i saradnika
uoceno je da su bolesnici muskog pola imali znacajno manji procenat leukopenija, a
bolesnici kod kojih se nije razvijala leukopenija nakon hemoterapije imali su loSije
prezivljavanje (170). U naSem istrazivanju postojalo je slabije prezivljavanje kod
bolesnika muskog pola ali statisticka znacajnost razlike u prezivljavanju nije potvrdena,
a uzrok toga je najverovatnije mala grupa ispitivanih bolesnika.

Sli¢no tome, u nasem istrazivanju je postojala razlika u prezivljavanju i kod
bolesnika sa HL starijih od 45 godina i bolesnika u ¢etvrtom klinickom stadijumu, ali
statisticki znacajna razlika nije utvrdena najverovatnije zbog malog broja ispitanika.
Ova dva prognosticka faktora takode su uvrStena u Internacionalni Prognosti¢ki Skor
(58). Pored istrazivanja Hasenclevera i Diehla, i brojna druga istrazivanja su ukazala na
prognosticki znacaj ova dva faktora (83, 116, 168, 171-175).

Prisustvo velike tumorske mase u brojnim istrazivanjima identifikovano je kao
prognosticki faktor za nepovoljan ishod lecenja HL (117, 168, 174, 176, 177). Poseban
prognosticki znacaj se pridaje velikoj tumorskoj masi u medijastinumu na prezentaciji
(koja zahvata vise od 33% torakalne aperture), koja se u rezultatima nekoliko studija
navodi kao nepovoljan prognosticki faktor, a prema GHSG se koristi i kao jedan od
faktor za stratifikaciju bolesnika koja uti¢e na izbor terapije (86, 173, 175). | u nasem
ispitivanju prisustvo velike tumorske mase imalo je negativan prognosticki znacaj, kako
u univarijantnoj, tako i u multivarijantnoj analizi gde je prisustvo velike tumorske mase
identifikovano kao nezavistan prognosticki faktor.

Znacaj ubrzane sedimentacije eritrocita uocen je u brojnim istrazivanjima i, U
danasnje vreme i dalje sluzi kao jedan od faktora rizika na osnovu koga se bolesnici

stratifikuju u grupe rizika (73, 86). U naSem ispitivanju ovaj parametar imao je
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prognosticku ulogu u univarijantnoj analizi, medutim u kombinaciji sa drugim
faktorima ona nije imala nezavisni prognosticki uticaj. Do sli¢nog zakljuka doslo se i u
brojnim drugim ispitivanjima gde je uoc¢eno da ovaj parametar korelira sa drugim
parametrima i gubi svoj nezavistan prognosticki uticaj ako se ispituje sa drugim
faktorima (58, 178, 179).

Brojna ispitivanja su identifikovala prisustvo B simptoma kao negativan
prognosti¢ki parametar (175, 180-184). Ovaj prognozni faktor i u danasnje vreme se
prema GHSG koristi kao jedan od parametara na osnovu kojeg se bolesnici stratifikuju,
a na osnovu te stratifikacije odreduje se terapija (86). U ispitivanoj grupi bolesnika u
nasem istrazivanju ovaj parametar je imao prognosticku ulogu u univarijantnoj analizi,
medutim u kombinaciji sa drugim faktoima nije imao nezavistan prognosticki znacaj.
Slicno ubrzanoj sedimentaciji eritrocita, i za ovaj faktor je u brojnim ispitivanjima
uoceno da korelira sa drugim parametrima i gubi svoj nezavistan prognosticki uticaj ako
se ispituje sa drugim faktorima (177, 181, 183- 185).

PoviSena aktivnost LDH identifikovana je kao nepovoljan prognozni faktor u
oblasti nehockinskih limfoma i obuhvacena je u najSire koriS¢ene prognozne indekse
(114,186). Za razliku od ovih istrazivanja, rezultati u oblasti Hockinovog limfoma nisu
uniformni. U inicijalnim istrazivanjima poviSena aktivnost LDH imala je prognosticki
znacaj, medutim u istrazivanjima Henry-Amara i Hasenclevera na velikim serijama
bolesnika ovi rezultati nisu potvrdeni (58, 171, 175). U naSem istraZivanju bolesnici koji
su imali poviSenu aktivnost LDH imali su loSije prezivljavanje, ali ova razlika nije bila
statisticki znacajna.

Internacionalni Prognosticki Skor sastavljen od sedam nezavisnih klini¢kih i
laboratorijskih prognosti¢kih parametara, definisan je u okviru Medunarodnog Projekta
Prognosti¢kih Faktora prognozni indeks za uznapredovali stadijum HL, a na osnovu
analize koja je obavljena na 5141 bolesnika (58). Cilj ovakvog prognoznog skora je
prvenstveno bio identifikacija podgrupe bolesnika u grupi bolesnika sa uznapredovalim
stadijumima koji bi mogli imati korist i nakon redukovane primarne terapije, kao i
bolesnici koji su u riziku za lo$ odgovor na primljenu standardnu terapiju (58). Ipak,
ispitvanje koje je poredilo nekoliko razlic¢itih prognostickih modela ukljucuju¢i i IPS
utvrdilo je da se bolesnici mogu stratifikovati na bolesnike visokog i niskog rizika, ali
nije identifikovan nijedan model koji bi bio dovoljno precizan da sa relevantnom

pouzdanocu identifikuje bolesnike vrlo niskog rizika (<10% failure rate) ili podgrupu
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bolesnika vrlo visokog rizika (>50% failure rate) (187). | pored toga, IPS je i danas
najupotrebljavaniji prognozni model i smatra se da ¢e tako biti sve dotle dok ne budu
identifikovani novi, pouzdaniji specifi¢ni bioloski prognosticki markeri (122). 1 u naSem
istrazivanju bolesnici sa visokim IPS skorom (IPS>2) su imali loSiju prognozu, kako u
univarijantnoj analizi, tako i u multivarijantnoj analizi koja ga je identifikovala kao

nezavistan prognozni faktor za los ishod lecenja.
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6. ZAKLJUCAK

Na osnovu postavljenih ciljeva, analizom dobijenih rezultata kod bolesnika sa

novodijagnostikovanim Hockinovim limfomom mogu se doneti slede¢i zakljucci:

1. Angiogeneza u tumoru nema prognosticki znacaj za ishod leCenja bolesnika sa
Hockinovim limfomom

2. PoviSen broj CD68 makrofaga u tumorskom tkivu je nezavistan prognosticki
faktor za loSe ukupno prezivljavanje bolesnika sa Hockinovim limfomom

3. Snizen broj FOXP3 limfocita u tumorskom tkivu je nezavistan prognosticki
faktor za loSe ukupno prezivljavanje i period bez dogadaja bolesnika sa
Hockinovim limfomom

4. Povisen broj CD68 makrofaga u tumorskom tkivu pracen je ve¢om gustinom
krvnih sudova u tkivu

5. Snizen broj FOXP3 limfocita udruzen je sa poviSenom ekspresijom VEGF

6. Razvijen je pouzdan prognosticki model za ukupno prezivljavanje koji integrise

zajedno biomarkere i klinicke parametre
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7. FOTODOKUMENTACIJA REZULTATA

Slika 6. Klasi¢an HL (IHH, VEGF, x400).
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Slika 7. Klasi¢an HL (IHH, CD34, x200).
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Slika 8. Klasi¢an HL (IHH, CD68, x200).
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