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POPIS OZNAKA I KRATICA

ABC — tip DLBCL podrijetla aktiviranih B-limfocita (engl. activated B cell-like)

AIDS — sindrom ste¢ene imunodeficijencije (engl. acquired immunodeficiency syndrome)
CHOP — akronim za terapiju ciklofosfamidom, doksorubicinom, vinkristinom i prednizonom
CNS — sredisnji ziv€ani sustav (engl. central nervous system)

DLBCL — difuzni B-velikostani¢ni limfom (engl. diffuse large B-cell lymphoma)

EBV — Epstein Barrov virus

ECOG — Eastern Oncology Cooperative Group

EFS — prezivljenje bez dogadaja (engl. event-free survival)

FISH — fluorescentna in situ hibridizacija

FOXPI — forkhead protein P1

GCB — tip DLBCL podrijetla limfocita germinativnog centra (engl. germinative center-like)
GEP — gene expression profiling

H&E — hemalaun-eozinsko bojenje

HIV — virus humane imunodeficijencije (engl. human immunodeficiency virus)

IPI — Medunarodni prognosticki indeks (engl. International Prognostic Index)

LDH - laktat-dehidrogenaza

NHL — non-Hodgkinov limfom

NOS - bez osobitosti (engl. not otherwise specified)

OS — ukupno prezivljenje (engl. overall survival)

p — vjerojatnost

PS — opce stanje (engl. performance status)



RTU — ready to use
R — rituksimab
SZO — Svjetska zdravstvena organizacija

TMA — tissue microarray



1. UVOD

Non-Hodgkinovi limfomi (NHL) su zlo¢udne novotvorine limfatickog sustava koje ¢ine
oko 3-4% svih zloCudnih bolesti i po ucestalosti zauzimaju peto mjesto (1). Prema
klasifikaciji Svjetske zdravstvene organizacije (SZO) dijele se na limfome porijekla B-
limfocita i T-limfocita/NK stanica, te prema zrelosti limfocita iz kojih nastaju (tumori nezrelih
i zrelih limfati¢nih stanica) (2).

Prema sluzbenim podacima Registra za rak, stopa incidencije NHL-a u Republici
Hrvatskoj u 2009. godini iznosila je 11/100 000 stanovnika, a iste godine dijagnosticirano je

490 novih bolesnika s NHL-om (3).

1.1. DIFUZNI VELIKOSTANICNI LIMFOM B IMUNOFENOTIPA

1.1.1. Epidemiologija i patogeneza DLBCL

Difuzni velikostani¢ni limfom B imunofenotipa (engl. diffuse large B-cell lymphoma,
DLBCL) je naj¢es¢i tip NHL i ¢ini oko 30% svih NHL. Javlja se u svim dobnim skupinama, s
medijanom 64 godine. Zabiljezena je nesto veéa ucestalost kod muskaraca nego kod zZena (u
omjeru 1.2:1) (4,5). DLBCL je najcesc¢i tip NHL koji se pojavljuje u osoba s AIDS-om, s
ekstranodalnom lokalizacijom u ¢ak 60% slucajeva (4,6). Kod ovih bolesnika obi¢no se
javljaju specificni tipovi DLBCL kao $to su plazmablasti¢ni limfom 1 primarni efuzijski
limfom. DLBCL se takoder ¢es¢e pojavljuje u bolesnika s prirodenim imunodeficijencijama
(7-10). U imunokompromitiranih bolesnika DLBCL je ¢esto povezan s infekcijom Epstein-
Barrovim virusom (EBV). Vaznost imunoloSkog statusa u podlozi razvoja DLBCL ocituje se i
nacinom definiranja specifi¢nih entiteta iz kategorije DLBCL u danasnjoj klasifikaciji SZO,
kao $to su EBV-pozitivni DLBCL u starijoj dobi (engl. EBV-positive DLBCL of the elderly) i

DLBCL povezan s kronicnom upalom (engl. DLBCL associated with chronic inflammation).

)

1.1.2. Definicija i klasifikacija DLBCL

DLBCL je tumor graden od difuznih nakupina velikih neoplasti¢nih B-limfocita ¢ija je
jezgra jednaka ili veca od jezgre histiocita ili viSe nego dvostruko veca od zrelog limfocita
(2). Osim primarnog oblika (ili de novo) DLBCL, postoji 1 rjedi, sekundarni DLBCL koji
nastaje transformacijom razli¢itih indolentnih limfoma B-imunofenotipa kao Sto su folikularni
limfom, limfom marginalne zone, limfom malih limfocita/kroni¢na limfocitna leukemija,
limfoplazmocitni limfom ili nodularna limfocitna predominacija Hodgkinovog limfoma.

Klasifikacija limfoma, kao 1 subklasifikacija DLBCL cesto se mijenjala zbog novih

spoznaja o patogenezi, bioloSkim 1 klini€¢kim osobinama razli¢itih vrsta limfoma, te zbog



razli¢itih metoda 1 ciljeva zbog kojih su nastajale. Prema dana$njoj klasifikaciji SZO (2008)
postoji nekoliko morfoloskih varijanti, precizno definiranih podtipova DLBCL 1 klinicko-
patoloskih entiteta koji pripadaju porodici DLBCL (tablica 1).

Specifi¢ni podtipovi DLBCL i ostali klini¢ko-patoloski entiteti iz ove skupine ¢ine
manjinu svih DLBCL. Svi ostali DLBCL ubrajaju se u najvec¢u skupinu DLBCL, bez
osobitosti (engl. not otherwise specified, DLBCL-NOS).



Tablica 1. Varijante i podtipovi DLBCL, te podgrupe B-velikostani¢nog limfoma

DLBCL, bez drugih osobitosti (NOS)

e Uobicajene morfoloske varijante
Centroblasti¢na
Imunoblasti¢na
Anaplasti¢na

¢ Rijetke morfoloske varijante

e Molekularne podgrupe
Nalik B-limfocitima germinativnog centra (GCB)
Nalik aktiviranim B-limfocitima (ABC)

e Imunohistokemijske podgrupe
CD5-pozitivni DLBCL
Nalik B-limfocitima germinativnog centra (GCB)
Bez obiljezja B-limfocita germinativnog centra (non-GCB)

PODTIPOVI DLBCL

e Velikostani¢ni B limfom bogat T-limfocitima i histiocitima
e Primarni DLBCL CNS-a
e Primarni kozni DLBCL, nozni tip
e EBV-pozitivni DLBCL u starijoj dobi
OSTALE PODGRUPE B-VELIKOSTANICNOG LIMFOMA

e Primarni medijastinalni (timic¢ni) velikostani¢ni B limfom

e Intravaskularni velikostani¢ni B limfom

e DLBCL povezan s kronicnom upalom

e Limfomatoidna granulomatoza

e ALK-pozitivni velikostani¢ni B limfom

e Plazmablasti¢ni limfom

e Velikostani¢ni B limfom nastao u Castlemanovoj bolesti povezanoj s HHV8
e Primarni efuzijski limfom

INTERMEDIJARNE KATEGORIJE

e Neklasificirani B limfom s osobinama izmedu DLBCL i Burkittovog limfoma
e Neklasificirani B limfom s osobinama izmedu DLBCL i klasi¢cnog Hodgkinovog

limfoma

Preuzeto po uzoru na literaturu (2), str. 234. Tablica 10.14.

1.1.3. Klini¢ke osobine bolesnika s DLBCL

Bolest se obicno ocituje povecanim limfnim ¢vorovima u jednoj ili viSe regija, odnosno
brzo rastuéom tvorbom ekstranodalne lokalizacije. Otprilike 40% DLBCL su primarni
ekstranodalni limfomi, a najcesée je zahvacen probavni sustav (Zeludac i ileocekalna regija)

(11, 12). Primarno sijelo moZe biti bilo koji organ, a ostale uobifajene ekstranodalne




lokalizacije su testis, slezena 1 koza. Ekstranodalni DLBCL pojedinih organa kao §to su koZa 1
CNS predstavljaju posebne klini¢ko-patoloSke entitete unutar ove kategorije limfoma.
Kostana srz je infiltrirana u 11-27% bolesnika (13, 14). Otprilike tre¢ina bolesnika ima i opée
simptome (tzv. B simptome) koji se odnose na vrucicu visu od 38.5°C, profuzno noéno
znojenje, gubitak na teZini (viSe od 10% u posljednjih 6 mjeseci) te svrbez. Prema klini¢kom
ponaSanju DLBCL se ubraja u skupinu agresivnih limfoma.

Prosirenost bolesti odreduje klinicki stadij koji se procjenjuje prema Cotswoldskoj

reviziji Ann Arbor klasifikacije (2).

1.1.4. Terapijski pristup DLBCL

U lijeCenju ove bolesti danasnji terapijski standard je kemoterapija bazirana na
antraciklinu, po shemi CHOP (ciklofosfamid, doksorubicin, vinkristin i prednizolon) u
kombinaciji s imunoterapijom monoklonalnim protutijelom na CD 20 (rituximab) (15).
Odgovor bolesnika na terapiju je razlicit, a dio bolesnika pokazuje loS odgovor na terapiju i
bolest brzo napreduje. Do danas ne postoje biljezi kojima bi se pouzdano predvidio odgovor

bolesnika na terapiju.

1.2. PROGNOSTICKI PARAMETRI KOD DLBCL-NOS

1.2.1. Medunarodni prognosticki indeks (IPI)

DLBCL-NOS je heterogena kategorija limfoma koji se razlikuju po svojim morfoloskim,
imunofenotipskim i molekularnim osobinama. Istrazivani su brojni prognosti¢ki parametri
koji bi omogucili izdvajanje skupine bolesnika s loSijom prognozom, a medu najvaznijima je
Medunarodni prognosticki indeks (engl. International Prognostic Index, IPI) prema kojemu
su bolesnici svrstani u Cetiri prognosticke skupine (16). Cimbenici ukljuéeni u IPI su: dob,
razina serumske laktat-dehidrogenaze (LDH), opc¢e stanje bolesnika (engl. performance
status, PS), stadij bolesti 1 broj zahvacenih ekstranodalnih organa (tablica 2). IPI se smatra
zlatnim standardom s kojim se usporeduju svi ostali prognosticki ¢imbenici.

Tablica 2. Medunarodni prognosticki indeks (IPI)

Parametar
Dob > 60 godina 1 bod
Klini¢ki stadij I ili IV 1 bod
LDH >240 mmol/L 1 bod
PS (ECOQG) >1 1 bod
Broj zahvacenih >2 1 bod
ekstranodalnih mjesta




Tablica 3. Odredivanje rizika prema broju bodova

Broj bodova (IPI score)

0,1 2 3 4,5
Niski rizik Niski/srednji rizik Srednji/visoki Visoki rizik
rizik

Visoki IPI score povezan je s loSom prognozom. U periodu prije uvodenja rituximaba u
standardnu terapiju za bolesnike s DLBCL 5-godiSnje prezivljenje bolesnika s viskom /PI
score-om bilo je 22%, za razliku od bolesnika u kategoriji niskog rizika kod kojih je 5-
godi$nje prezivljenje bilo 73% (17). Moderni terapijski protokoli koji ukljucuju rituximab
znacajno su poboljsali prognozu svih bolesnika, iako znacajne razlike s obzirom na IPI i dalje
postoje (4-godi$nje prezivljenje bolesnika s visokim /PI score-om je 59%, a za bolesnike s

niskim rizikom 82%) (18).

1.2.2. Podjela na temelju razlika u ekspresiji gena

Razvojem tehnologije genskog Cipa (engl. gene microarray) omogucéena je analiza velikog
broja gena na tumorskim stanicama (engl. gene expression profiling, GEP). Ovom metodom
utvrdene su tri podgrupe unutar DLBCL: GCB (engl. germinal center B-cell like) podgrupa s
ekspresijom gena kao kod B-limfocita germinativnog centra, ABC (engl. activated B-cell like)
podgrupa s ekspresijom gena izrazenih kao kod aktiviranih B-limfocita i treca, heterogena
podgrupa u kojoj stanice pokazuju kombinaciju aktiviranih gena prethodno navedene dvije
grupe (19-21). Dokazano je da bolesnici u GCB skupini imaju znacajno bolju prognozu od
onth u ABC i u tre¢oj skupini (medu kojima nema znacajne razlike u prezivljenju).
Prognosticka vrijednost ovakve klasifikacije potvrdena je u studijama i nakon uvodenja
imunoterapije rituximabom u rutinski terapijski protokol (22-25, 63). Uslijedile su 1 studije
koje su otkrile 6 klju¢nih gena (LMO2, BCL6, FN1, CCND2, SCYA3, BCL?2) s prognostickim
znaCenjem kod bolesnika s DLBCL lije¢enih R-CHOP protokolom (26, 27). Osim toga
Lossos 1 sur. utvrdili su da je visoka razina ekspresije gena HGAL (izrazenom u limfocitima
podrijetlom iz germinativnog centra i tumorima koji nastaju iz tih limfocita) povoljan
prognosti¢ki pokazatelj za bolesnike s DLBCL, neovisan o IPI (28). U studiji Bea i sur.
komparativnom genomskom hibridizacijom je utvrdeno da umnozene kopije regije 3p11-p12
koreliraju s loSijom prognozom (29).

Navedenim, 1 brojnim drugim molekularnim studijama otkriveni su signalni putevi
karakteristi¢ni za ABC skupinu DLBCL, koji nisu aktivirani u GCB skupini (30-33). Krajnji
cilj suvremenih znanstvenih istraZivanja iz podrucja limfoma je identificirati gene i proteine
kljucne za navedene aktivacijske procese koji mogli bi biti potencijalne mete novih terapijskih
protokola.

1.2.3. Imunohistokemijski algoritmi
S obzirom na zahtjevnu tehnologiju i visoku cijenu, zbog kojih tehnika genskog Cipa

danas nije dostupna u rutinskoj klinickoj praksi, pojavile su se studije koje su pokusale



korelirati ekspresiju gena s ekspresijom proteina na i u tumorskim stanicama. U tu svrhu
razvijeni su imunohistokemijski algoritmi koji bi omogucili podjelu bolesnika s DLBCL na
prognosti¢ki povoljnu (GCB) i nepovoljnu grupu (non-GCB, ABC). Jedan od prvih
predlozenih algoritama objavili su Hans i suradnici (34), a temelji se na ekspresiji
diferencijacijskih biljega CD10 1 BCL6, kao biljega germinativnog centra, t¢ MUM 1, kao
biljega aktiviranih B-limfocita. Ovaj algoritam klasifikacije najzastupljeniji je u razliitim
studijama, od kojih su neke potvrdile navedene rezultate (35-39), dok brojna druga
istrazivanja nisu potvrdila povezanost ovako definiranih podskupina DLBCL i prognoze (40-
46). Uslijedili su novi prijedlozi imunohistokemijskih algoritama, od kojih se u nekima
predlaze Cak osam biljega za klasifikaciju, ali niti jedan nije potvrden na velikim
multicentricnim studijama 1 nije postao opée prihvacen (47-51). Zbog nedovoljne
reproducibilnosti imunohistokemijskih metoda i analize rezultata, SZO za sada ne priznaje
imunohistokemijske algoritme kao metodu subklasifikacije pacijenata koja bi utjecala na
rutinsku klinicku praksu (2).

2009. godine objavljeni su rezultati studije Choija i suradnika koji predlazu novi
imunohistokemijski algoritam, temeljen na biljezima FOXP1 i GCET1, uz do sada koriStene
CD10, BCL6 1 MUMI (52). Njihovo istrazivanje pokazalo je da ovaj algoritam znatno
preciznije stratificira bolesnike s DLBCL u prognosticki razli¢ite skupine i bolje korelira s
rezultatima analize metodom GEP (na razini podudarnosti 93% s rezultatima GEP, za razliku
od algoritma prema Hans i sur. gdje je razina podudarnosti bila oko 70-86%) (52, 53).
Rezultati su objasnjeni uvodenjem novih, specifi¢nijih biljega; GCET1 (poznat i kao centerin
ili serpin A9) je protein izrazen na tumorima cije stanice potjecu od B-limfocita
germinativnog centra (54, 55), a FOXP1 je protein izrazen u normalnim aktiviranim B-
limfocitima (56-58). Vise studija utvrdilo je da ekspresija FOXP1 u DLBCL korelira s
loSijom prognozom (59-61). Choijev algoritam takoder se razlikuje po grani¢noj vrijednosti
za biljeg MUMI; pozitivnim rezultatom smatran je nalaz ekspresije biljega u vise od 80%
tumorskih stanica, dok je u algoritmu prema Hans dovoljno bilo vise od 30% pozitivnih
tumorskih stanica. Uslijedila je studija koja je potvrdila da Choijev algoritam uspjesno
stratificira bolesnike s DLBCL na prognosticki povoljnu i nepovoljnu skupinu s obzirom na
korelaciju s GEP analizom 1 na prezivljenje (53), ali su objavljene i studije s razli¢itim
rezultatima (62,63).

Meyer i sur. su na 262 bolesnika s DLBCL lijecena R-CHOP protokolom utvrdili
znacajnu korelaciju oba algoritma s rezultatima GEP i utvrdili da podjela bolesnika pomocu
oba algoritma ima prognosticko znacenje na ukupno prezivljenje bolesnika, neovisno o IPI
(53). S obzirom da se interpretacija imunohistokemijskog bojenja protutijelom na BCL6
pokazala problemati¢nom (64) i pretpostavlja se da je jedan od uzroka kontradiktornih
rezultata implementacije algoritama u razli¢itim studijama, u svom istrazivanju autori su
konstruirali modifikacije algoritama prema Hans i Choiju, iz kojih je izbafena analiza biljega
BCL6. Modificirani algoritmi pokazali su podjednaku korelaciju s rezultatima GEP 1 zadrzali

prognostic¢ku vrijednost u odnosu na ukupno prezivljenje.



Medutim, Gutierrez-Garcia i sur. usporedili su nekoliko imunohistokemijskih algoritama,
ukljucuju¢i onaj prema Hans i Choiju, s rezultatima GEP 1 prezivljenjem (63). Njihovi
rezultati potvrdili su znacajnu korelaciju imunohistokemijskog algoritma prema Hans i sur. s
analizom GEP, ali ne i Choijevog algoritma. U ovoj studiji prema Choijevom algoritmu, ¢ak
60% bolesnika u GCB-skupini 1 16% bolesnika u ABC-skupini nije odgovaralo molekularno
definiranim skupinama GCB 1 ABC prema GEP. Osim toga, niti jedan od
imunohistokemijskih algoritama nije pokazao prognosticko znac¢enje u odnosu na prezivljenje
bez znakova progresije ili ukupno prezivljenje, za razliku od rezultata GEP.

Gu 1 sur. proveli su istrazivanje na skupini bolesnika s DLBCL lijecenih u prvoj liniji
CHOP ili R-CHOP protokolom, a nakon toga autolognom transplantacijom mati¢nih stanica
(62). Nakon podjele na GCB i ABC skupinu prema algoritmima Hans i Choija nije utvrdena

znacajna razlika s obzirom na prezivljenje.



1.2.4. Ekspresija proteina diferencijacijskih gena

DLBCL je tumor podrijetla B-limfocita i difuzna ekspresija biljega CD20 jedna je od
najkonstantnijih fenotipskih osobina ovoga limfoma. Postoje i brojni drugi proteini ¢ija je
ekspresija karakteristicna za vecinu, ili za odredene podtipove DLBCL, a za neke od njih
danas je potvrdeno i prognosticko znacenje.

CDI10 (poznat i kao CALLA, engl. common acute lymphoblastic leukaemia antigen) je
membranska metaloproteinaza koja se nalazi u razli¢itim vrstama stanica i tkiva. Ima vaznu
ulogu u sazrijevanju limfocita i nalazi se u pro- i pre-B limfocitima, nakon ¢ega njegova
ekspresija nestaje i postaje aktivan u zrelim B-limfocitima germinativnog centra (65).

BCL6 je normalno izrazen u B-limfocitima i dijelu CD4+ T-limfocita germinativnog
centra i neophodan je za formiranje germinativnog centra (66, 67). BCL6 je gotovo uvijek
izrazen kod folikularnih limfoma, a nalazi se i u velikom postotku DLBCL (izmedu 70-90%).
Neke studije pokazale su povezanost translokacije i mutacija gena BCL6 s ekstranodalnim
DLBCL i s prognozom. (68, 69)

MUMI1 pripada skupini interferonskih regulatora transkripcije. Ima vaznu ulogu u
proliferaciji i diferencijaciji B-limfocita i plazma stanica, te u regulaciji genske ekspresije
povezane s djelovanjem signalnih molekula kao §to su interferoni ili drugi citokini (70, 71).
Osim toga nalazi se i u aktiviranim T-limfocitima u kojima poti¢e lucenje citokina (70). S
obzirom da IgM+/IgD+ stanice zone plasta ne pokazuju ekspresiju MUMI1 (72), te na
rezultate GEP analize koji grupiraju tumore s mRNA MUMI1 ekspresijom u ABC skupinu
(18), danas se smatra da gen MUM 1 ima vaznu ulogu u terminalnim fazama diferencijacije B-
limfocita. Zbog toga se ekspresija biljega MUMI1 povezuje s B-limfocitima porijekla post-
germinativnog centra.

CD138 je nespecifican biljeg koji se osim na plazma stanicama i B-limfocitima koji su
prosli germinativni centar, nalazi 1 na epitelnim stanicama. Poznata je njegova uloga u
migraciji stanica preko adhezije na stromalne stanice (73, 74). Smatra se karakteristi¢nim
biljegom za novotvorine plazma stanica, ali moze biti izrazen i u nekim podvrstama DLBCL,

osobito u imunoblasti¢noj varijanti DLBCL i u plazmablasti¢cnom limfomu.



1.2.5. CD43

Imunohistokemijski biljeg ¢ija je prognosticka vrijednost do sada ispitana samo u jednoj
objavljenoj studiji o DLBCL je CD43 (75). Autori su u svom istrazivanju utvrdili da je
ekspresija CD43 na tumorskim stanicama neovisan nepovoljni prognosticki parametar za
bolesnike s DLBCL. CD43 (poznat i kao leukosijalin) je transmembranski glikoprotein
izrazen na vecini hematopoetskih stanica, ali ne nalazi se na zrelim B-limfocitima zdravih
osoba u perifernoj krvi (77). CD43 djeluje na migraciju leukocita, monocita i T-limfocita tako
da omogucava kotrljanje uz stijenku zile, prianjanje uz endotelne stanice, izlazak iz krvne Zzile
1 kretanje prema kemoatraktantu. Ova molekula takoder sudjeluje u sazrijevanju T-limfocita u
kojima regulira apoptozu (78). Uloga CD43 u limfocitima B imunofenotipa do danas nije
razjasnjena. Nalazi se na ranim prekursorima B-limfocita (pre-pro-B-limfociti i pro-B-
limfociti), inaktiviran je u zrelim limfocitima i ponovno se pojavljuje tek na plazma
stanicama. Aberantna ekspresija ovog proteina nalazi se u brojnim zrelim i nezrelim NHL B
imunofenotipa (kao Sto su limfom/leukemija malih limfocita, limfom plaStene zone, Burkittov
limfom, limfoblasti¢ni limfom/leukemija), a prema dostupnim podacima iz literature, nalazi
se 1 u 16-28% DLBCL (25,26). Dosadasnje studije upucuju na to da se CD43 na tumorskim
stanicama pojavljuje rano u procesu tumorigeneze s obzirom da je ekspresija CD43 dokazana
1 u dobro¢udnim tumorima kao $to su adenom debelog crijeva ili cistadenom jajnika (79).
Uloga CD43 u tumorigenezi objasnjava se uglavnom kocenjem apoptoze. U studiji Misawe i
sur. (80) na kulturi mi§jih stanica otkriveno je da ekspresija CD43 smanjuje osjetljivost B-
limfocita u non Hodgkinovim limfomima B-imunofenotipa na zastoj u G1 fazi stani¢nog
ciklusa, ¢ime se produzava prezivljenje tumorske stanice.

O prognostickoj vrijednosti CD43 objavljena je, osim spomenute studije o DLBCL, samo
jos jedna studija koja je pokazala da je CD43 nepovoljni prognosticki parametar na maloj

seriji bolesnika s orbitalnim limfomom marginalne zone (76).



1.2.6. CD5

CDS5 je membranski glikoprotein izrazen na T-limfocitima i na podgrupi normalnih,
naivnih B-limfocita. Glavna uloga CD5+ B-limfocita je stvaranje polireaktivnih protutijela s
niskim afinitetom i niskom specificnos¢u (57). U fizioloSkom procesu aktivacije B-limfocita,
prilikom ulaska u germinativni centar CD5+ B-limfociti iz zone plasta gube CDS5 1 izrazavaju
biljeg CD10 (27). Aberantna ekspresija CDS5 karakteristicna je za neke limfome B-
imunofenotipa poput limfoma/leukemije malih limfocita i limfoma plastene zone. Smatra se
da CD5 produzava vijek B-limfocita stimulacijom autokrine produkcije interleukina 10 (57A-
58). Medutim proliferacija ne-tumorskih CD5+ B-limfocita dokazana je 1 kod bolesnika s
autoimunim bolestima (58). Malobrojne studije na velikom broju bolesnika s DLBCL utvrdile
su da je biljeg CD5 izraZen na povrSini tumorskih stanica u otprilike 10% bolesnika (77,79), a
druga istrazivanja pokazala su da je CD5+ DLBCL heterogena podvrsta limfoma koja se
genetski razlikuje od transformiranih limfoma/leukemija malih limfocita 1 agresivnih varijanti
limfoma plastene zone (76,80). Rijetke studije proucavale su prognosticku vrijednost ovog
biljega u bolesnika s DLBCL i utvrdile da je CD5 nepovoljni prognosticki parametar (76,77).
Ennishi D. i suradnici u svom su istrazivanju po prvi puta pokusali odrediti distribuciju
ekspresije CD5 s obzirom na imunohistokemijsku klasifikaciju DLBCL prema algoritmu
Hans i sur. (82). Za razliku od sli¢nih studija koje su molekularnim metodama utvrdile da se
CD5+ DLBCL uglavnom nalaze u prognosti¢ki nepovoljnoj skupini (ABC) (83,84), rezultati
Ennishija i sur. nisu potvrdili povezanost ekspresije CD5 i GCB ili ABC skupine.

1.2.7. Citogenetske aberacije
1.2.7.1. Translokacija C-MYC
c-MYC gen (engl. myelocytomatosis viral oncogene homolog) nalazi se na kromosomu 8,
regiji q24. Translokacija t(8;14)(q24;q32) je prva karakteristicna kromosomska aberacija
otkrivena u limfoproliferativnim bolestima (36), a rezultat je prekomjerna ekspresija proteina
c-Myec, vaznog transkripcijskog faktora koji potice stanic¢ni ciklus i proliferaciju tumorskih
stanica. Osim toga, ima vaznu ulogu u metabolizmu stanica, sintezi proteina, regulaciji
mRNA te induciranju apoptoze povecavajuci ekspresiju p53 ili pojacavanjem proapoptoti¢nih
signalnih puteva (85-87). Ova translokacija naj¢esc¢a je i karakteristicna za Burkittov limfom,
medutim translokacija c-MYC moze se dokazati u otprilike 5-10% DLBCL (88), kao i u
neklasificiranom B-limfomu s osobinama izmedu Burkittovog limfoma 1 DLBCL,
plazmablastiécnom limfomu te limfoblastiénom limfomu/akutnoj limfoblasti¢noj leukemiji (2).
U navedenoj translokaciji partner genu c-MYC je gen za imunoglobulin teSkog lanca,

medutim katkada u translokaciji sudjeluju neki drugi geni, primjerice gen za imunoglobulin



kappa lakog lanca (2p12/IGK) kao t(2;8)(p12;q24) ili gen za imunoglobulin lambda lakog
lanca (22q11/IGL) kao t(8;22)(q24;q11) (2). Kao partnerski geni u translokaciji opisani su i
ne-imunoglobulinski geni kao BCL6, BCLIIA, PAX5 i IKAROS49 (69). Tumori s
morfologijom karakteristicnom za DLBCL i translokacijom c-MYC prema klasifikaciji SZO
(2008) svrstavaju se u heterogenu skupinu DLBCL-NOS (2). Ve¢ina studija koje su
istrazivale prognosticku vrijednost c-MYC translokacije utvrdile su da ovi pacijenti imaju
znatno agresivniju bolest, losiji odgovor na terapiju i krace prezivljenje (88-91). Niitsu i sur.
analizirali su translokaciju ¢-MYC u 252 DLBCL s genetskim anomalijama dokazanim
aberantnim kariotipom (92). Savage i sur. ispitivali su translokaciju ¢c-MYC na 135 uzoraka
DLBCL na TMA rezovima metodom FISH (93). Barrans i sur. istrazivanje su radili na 245
uzoraka DLBCL metodom FISH na otiscima tumora i rezovima tkiva uklopljenog u
parafinske kocke (94). Znacajne razlike u metodologiji vjerojatno su dio objasnjenja za
nepodudarnosti dobivenih rezultata, stoga biologija i patogeneza de novo DLBCL s
translokacijom ¢-MYC danas nisu potpuno razjaSnjene. Medutim u studiji Kramera 1 sur.
utvrdeno je da se c-MYC translokacija najcesc¢e nalazi kod bolesnika s ekstranodalnim
DLBCL, osobito primarnim limfomima gastrointestinalnog sustava i da ovi bolesnici imaju
bolju prognozu (95). Sli¢ne rezultate objavili su i Gualco 1 sur. koji su na pacijentima s
DLBCL djecje dobi (10 do 18 godina) potvrdili korelaciju c-MYC translokacije s povoljnijom
prognozom (98). Za razliku od njih, Tibiletti i sur. utvrdili su da translokacija c-MYC nema
prognosti¢ko znacenje kod bolesnika s DLBCL, ali ta studija obuhvaéa mali broj analiziranih

uzoraka (99).

1.2.7.2.  Translokacija BCL2

BCL2 gen (engl. B-cell CLL/lymphoma 2) smjeSten je na kromosomu 18, regiji q21.
Njegova je funkcija kodiranje proteina smjeStenog na unutrasnjoj mitohondrijskoj membrani,
koji ima vaznu antiapoptotsku ulogu (101-104). Postoje dvije izoforme proteina BCL2, za
koje se zbog specificnih interakcija s proteinima Bad i1 Bak smatra da imaju ulogu u najmanje
dva razlicita antiapoptotska mehanizma (105). Ova translokacija nadena je u DLBCL, aliiu
drugim limfomima B-imunofenotipa poput folikularnog limfoma, primarnog koznog limfoma
marginalne zone, kroni¢noj limfocitnoj leukemiji/limfomu malih limfocita, spleni¢nom
limfomu marginalne zone, monoklonalnoj limfocitozi B-stanica te histiocitnom sarkomu koji
nastaje transformacijom folikularnog limfoma. U svim navedenim tumorima translokacija
IGH/BCL2 rezultira konstitutivnom ekspresijom proteina BCL2 (106-111).

Osim vazne uloge u limfomagenezi, translokacija BCL2 dokazana je i kod zdravih ljudi.
Perzistentni klon normalnih, zrelih B-limfocita s ovom translokacijom ceS¢e se javlja u
starijoj populaciji (112). Prisutnost translokacije kod zdravih ljudi, kao i njezina relativno rana
pojava tijekom sazrijevanja B-limfocita (tijjekom V(D)J rekombinacije), upucuje na vaznu
ulogu translokacije BCL2 u limfomagenezi, kao i na zakljuak da sam nastanak translokacije
nije dovoljan za razvoj zlo¢udne limfoproliferativne bolesti (113). U klasifikaciji SZO takoder

se istice vaznost utvrdivanja translokacije BCL2 prilikom postavljanja dijagnoze agresivnih



limfoma s dvostrukim translokacijama (engl. double hit lymphoma) koje je potrebno

razlikovati od DLBCL-NOS (2).

1.2.7.3. Translokacija BCL6

BCL6 gen (engl. B-cell CLL/lymphoma 6) smjesten je na kromosomu 3, regiji q27 i kodira
transkripcijski faktor koji pomocu interakcije s razliitim proteinima ima vaznu ulogu u
represiji transkripcije (114-117). Ekspresija BCL6 osobito je vazna za formiranje i normalnu
funkciju germinativnih centara. BCL6 ima ulogu u zaustavljanju apoptoze inducirane
prekidima dvostruke uzvojnice DNA u B-limfocitima (prekidi su potrebni za somatsku
hipermutaciju i rekombinaciju imunoglobulinskih lanaca) (118, 119). BCL6 takoder sudjeluje
u regulaciji stani¢nog ciklusa, u razli¢itim mehanizmima popravka DNA, apoptozi, stani¢noj
proliferaciji i diferencijaciji (120). Osim toga ima direktan utjecaj na kontrolu brojnih gena,
kao §to su BCL2 1p53 (119, 121). Genetske aberacije BCL6 u obliku translokacija ili toCkastih
mutacija najceS¢e se nalaze kod DLBCL 1 kod folikularnog limfoma (2, 122). Translokacija
BCL6 s nekim od brojnih moguéih partnerskih gena smatra se obiljezjem podskupine tzv,

»double-hit* limfoma (2, 123).



2. HIPOTEZA I CILJEVI ISTRAZIVANJA

Hipoteza ovog istrazivanja je da se u prognosticki nepovoljnoj skupini DLBCL
(ABC/non-GCB skupini) nalazi znacajno veci broj tumora s ekspresijom biljega CD5 i CD43,

te veci broj tumora s translokacijom gena c-MYC.

Na temelju postavljene hipoteze ciljevi istrazivanja su:
e Usporediti imunohistokemijske algoritme subklasifikacije DLBCL prema Hans i
sur. i prema Choiju 1 sur. na skupini bolesnika iz nase dvije ustanove i utvrditi
postoje li znacajne razlike u prezivljenju bolesnika nakon podjele limfoma u GCB

1 non-GCB (ABC) podskupinu.

e Utvrditi postoji li korelacija izmedu ekspresije biljega CDS5 i CD43 i prezivljenja
bolesnika s DLBCL te korelacija translokacije gena c-MYC s prezivljenjem.

e Utvrditi postoji li znaCajna korelacija podjele na GCB i1 non-GCB (ABC)
podskupinu bolesnika prema algoritmima Hans i sur. i Choija i sur. s nekim od

klini¢kih parametara i/ili do sada poznatim prognosti¢kim biljezima.



3. BOLESNICII METODE

3.1. BOLESNICI

U istraZivanje su ukljueni bolesnici s novodijagnosticiranim, histoloski potvrdenim,
nodalnim ili ekstranodalnim DLBCL-NOS kod kojih je dijagnoza postavljena u KBC Zagreb
ili KB Merkur u razdoblju od 2002. do 2008. godine. Bolesnici su lijeceni uglavnom
terapijskim prokolima koji ukljuc¢uju CHOP i slicne antraciklinske protokole s rituksimabom
(71 bolesnik) ili bez rituximaba (27 bolesnika), te 9 bolesnika lijeCenih drugim
kemoterapijskim protokolima (R-CVP, R-CVP, COP). Svrha je bila ispitati ucinkovitost
dvaju imunohistokemijskih algoritama za razlikovanje prognosticki povoljne i nepovoljne
skupine bolesnika, bez obzira na vrstu terapije. Studija je obuhvatila bolesnike za koje je
postojalo dovoljno materijala u arhiviranim parafinskim kockama, koji nisu primili nikakvu
terapiju prije dijagnosticke biopsije, te kod kojih su iz povijesti bolesti bili dostupni klinicki
podaci. Isklju¢eni su bolesnici sa sekundarnim DLBCL-om i HIV pozitivni bolesnici. Tako je
nakon revizije histoloskih preparata i klinickih podataka kod 110 bolesnika postavljena
dijagnoza primarnog DLBCL-NOS.

Na tumorima u kojima je metodom FISH dokazana translokacija c-MYC analiza je
prosirena na ispitivanje translokacija BCL2 i BCL6. Tri bolesnika s DLBCL u kojima je
dokazana dvostruka translokacija (c-MYC 1 BCL2 ili BCL6) takoder su iskljuCena iz
istrazivanja.

1z povijesti bolesti sa Zavoda za hematologiju KBC Zagreb i KB Merkur prikupljeni
su slijede¢i klini¢ki podaci: spol, dob pri dijagnozi, razina serumske LDH, klinicki stadij
bolesti, medunarodni prognosticki indeks (IPI), Karnofsky indeks, vrsta terapije, odgovor na
terapiju, datum posljednjeg kontrolnog pregleda ili smrti.

U konacnici je u studiju uklju¢eno 107 bolesnika. U tablici 4 prikazane su klinicke

znacajke bolesnika, vrsta terapije i odgovor na terapiju.



Tablica 4. Znacajke bolesnika

ZNACAJKE N %
Dob (medijan, raspon u godinama) 61(18-87)
Starost > 60 godina 54 50
Muski spol 54 50
Klini¢ki stadij 111 IV 41 38
>1 zahvadena ekstranodalna lokalizacija | 8 8
Primarni ekstranodalni limfom 28 26
PoviSen LDH 44 41
IP1

0-2 79 73

3-5 28 26
Terapija

R-CHOP 71 67

CHOP 27 25

drugo 9 8
Odgovor na terapiju

Kompletna remisija 77 73

Parcijalna remisija 19 18

Bez odgovora na terapiju 10 9
Relaps bolesti (nakon kompletne remisije) | 41 38
Ishod

Zivi 70 65

Umrli 37 35

3.2. MATERIJALI Il METODE

3.2.1. HistoloSka analiza

Revizija svih dijagnoza DLBCL-NOS napravljena je na histoloSkim preparatima obojenim
hemalaun-eozinom (H&E). Patohistoloska dijagnoza je postavljena na temelju histoloskih 1

imunofenotipskih karakteristika tumorskog tkiva prema kriterijima klasifikacije SZO (2008)

2).



Slika 1. Morfologija DLBCL, bojenje H&E, povecanje 400x

Iz parafinskih kocaka s dovoljnom koli¢inom tumorskog tkiva napravljen je tkivni
microarray (engl. tissue microarray, TMA). 1z reprezentativne regije tumora obiljeZenih na
histoloskim H&E preparatima uzeta su dva cilindra tkiva biopti¢kom iglom 7issue microarray
sistema (8010 Sakura Finetek). Svaki cilindar postavljen je na odredeno obiljezeno mjesto u
novom parafinskom bloku i uklopljen u teku¢i parafin. Pojedini TMA ukupno sadrzi do 16
tkivnih cilindara promjera 5 mm. Iz parafinskih kocaka s TMA napravljeni su serijski rezovi
debljine 2 pm i obojeni standardnom metodom H&E kako bi se provjerila kvaliteta dobivenih
cilindara. Rezovi svih ispitivanih uzoraka jednako su obradeni imunohistokemijskom

metodom i fluorescentnom in situ hibridizacijom.

3.2.2. Imunohistokemijske metode

Standardnom imunohistokemijskom metodom na tkivhom microarray-u u svim uzorcima
odredena je ekspresija biljega CD20, CD3, CD10, BCL6, MUMI1, FOXP1, GCET1, CDS5 i
CD43. Koristena su protutijela: CD20 (klon L.26, razrjedenje 1:200, Dako, Glostrup, Danska),
CD3 (poliklonalno, razrjedenje 1:400, Dako), CD10 (klon 56C6, RTU, Dako), BCL6 (klon
PG-Bé6p, RTU, Dako), MUMI1 (klon MUMI1p, RTU, Dako), FOXP1 (klon JC12, razrjedenje
1:100, eBioscience, San Diego, CA, USA), GCET1 (klon RAM341, razrjedenje 1:100,
Abcam, Cambridge, MA, USA), CD5 (klon 4C7, RTU, Dako), CD43 (klon DF-T1, RTU,
Dako).



Na svim tumorima s pozitivnom imunohistokemijskom reakcijom na anti-CDS5 odredena
je ekspresija biljega ciklin D1 (klon SP4, razrjedenje 1:25, Neomarkers, Freemont, CA, USA)
kako bi se iskljucila dijagnoza pleomorfnog limfoma plaStene zone.

Postupci  deparafiniranja i demaskiranja proteina odvijao se u aparatu PT-link
(DakoCytomation, Danska), na +97°C/20 minuta (pH 9.0). Za vizualizaciju ekspresije biljega
koristena je indirektna metoda bazirana na polimeru komercijalnim kitom Dako, EnVision™

FLEX Hhgh pH uz kromogen 3,3'-diaminobenzidin (DAB) u automatiziranom sustavu Dako
Autostainer (Dako).



3.2.3. Podjela prema imunohistokemijskim algoritmima

Na temelju imunofenotipskog profila, uzorci su podijeljeni u prognosticki povoljnu (GCB)
skupinu 1 prognostic¢ki nepovoljnu (non-GCB ili ABC) skupinu prema oba algoritma.
Prema algoritmu Hans i sur. (slika 2) kriteriji podjele bili su:

A) GCB skupina: tumori s fenotipom CD10+BCL6+ ili CD10-BCL6+MUMI1-.

B) Non-GCB skupina: tumori s fenotipom CD10-BCL6-MUMI1-, CD10-BCL6-MUM1+ i
CD10-BCL6+MUMI1+.

Slika 2. Algoritam prema Hans i sur.

Prema algoritmu Choija i sur. (slika 3) uzorci su klasificirani u skupine GCB 1 ABC:
A) GCB skupina: tumori s fenotipom GCET1+MUMI1-, GCET1-CD10+ 1 GCET1-
CD10-BCL6+FOXP1-.
B) ABC skupina: tumori s fenotipom GCET1+MUMI+, GCET1-CDI10-
BCL6+FOXP1+ 1 GCET1-CD10-BCL6-.

AB
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GCET1
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Slika 3. Algoritam prema Choiju 1 sur.

U modifikaciji algoritma Hans i sur. prema studiji Meyera i sur. (53) (slika 4) izbacen je
biljeg BCL6, a tumori su podijeljeni u dvije skupine prema kriterijima:
A) GCB skupina: tumori s fenotipom CD10+ ili CD10-MUMI1-.
B) Non-GCB skupina: tumori s fenotipom CD10-MUM1+



P Non-GCB

Slika 4. Modificirani algoritam prema Hans i sur.

Modifikacija algoritma Choija i sur. prema Meyeru i sur. (slika 5) donosi promjenu

redosljeda interpretacije biljega, uz izbacivanje biljega BCL6. Za razliku od izvornog

algoritma, pozitivnim rezultatom smatrala se pozitivna ekspresija u 30% ili vise tumorskih

stanica za sve biljege. Kriteriji podjele su:

A) GCB skupina: tumori s fenotipom FOXPI+GCETI1+, FOXPI-CD10+ i

FOXP1-CD10-MUM1-.

B) ABC skupina: tumori s fenotipom FOXP1+GCET1- 1 FOXP1-CD10-MUM1+.

GCB
7
- o ¥

™~ CD10 > e +
g MUMA1 el
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Slika 5: Modificirani algoritam prema Choiju i sur.

Rezultati podjele DLBCL u dvije skupine prema razli¢itim imunohistokemijskim algoritmima

usporedeni su s klinickim parametrima bolesnika, odgovorom na terapiju, pojavom recidiva

bolesti, prisutnoscu biljega CD43 1 CDS5 i prezivljenjem.

U citavoj skupini od 107 uzoraka odredena je 1 ekspresija CD43 i CDS5, a rezultati su

usporedeni s klinickim znacajkama promatranih bolesnika, distribucijom u GCB 1 ABC

skupinama bolesnika prema oba algoritma, odgovorom na terapiju, pojavom recidiva i

prezivljenjem.



3.2.4. Fluorescentna in situ hibridizacija (FISH)

Analiza translokacije gena c-MYC metodom FISH provedena je na svih 110 uzoraka. U
tumorima s potvrdenom translokacijom c-MYC provjereno je da li je translokacijski partner
lokus IGH te postoje li i translokacije BCL2 1 BCL6 .

Analiza je radena na rezovima tkivnih microarraya debljine 2 pm, fiksiranim na
adhezivna PLUS ULTRA Vitrognost predmetna stakla (Biognost, Hrvatska). Rezovi su
tretirani otopinom Borg Decloaker, RTU (Biocare Medical, LLC, USA) u loncu pod
pritiskom Pascal (DakoCytomation) na +125°C/ 2 minute, pri ¢emu se odvija postupak
deparafinizacije, rehidracije 1 kuhanja. Slijedi tretiranje pepsinom 0.1 g/mL (Sigma,
Njemacka) na +37°C/ 20 minuta, kako bi se uklonili proteini te dehidracija i susenje na zraku
prije stavljanja probe. Direktno obiljeZene probe pripremljene su prema uputama proizvodaca.
Pripremljeni rezovi s probama stavljeni su u aparat za hibridizaciju Hybridizer
(DakoCytomation), gdje su uzorci i1 proba denaturirani na +82°C, 5 minuta, nakon ¢ega je
slijedila hibridizacija preko no¢i na temperaturi +45°C. Nakon hibridizacije rezovi se ispiru tri
puta slijedom pufera: 0.0003% Tween/0.4xSSC, 0.0001% Tween/2xSSC, 2xSSC. Za
kontrastiranje DNA koriSteno je 10uL otopine Vectashield (Vector Laboratories Inc.,
Burlingame, CA, USA) koja sadrzi 10 g/L fluorescentne boje 4',6-diamidino-2-fenil-indol
(DAPI). (ref -Ventura et al 2006)

Translokacija gena ¢c-MYC analizirana je probom LSI MYC Dual Color Break-apart
Rearrangement Probe (Vysis Inc, Abbott Molecular, USA). Za dokazivanje translokacije
IGH/MYC koristena je proba LSI IGH/MYC/CEP-8 Dual Fusion Probe (Vysis Inc, Abbott
Molecular, USA). Translokacija gena BCL2 analizirana je probom LSI BCL2 FISH DNA
probe, Split Signal (Dako, Denmark), a translokacija gena BCL6 probom LSI BCL6 Dual
Color Break-apart Rearrangement Probe (Vysis Inc, Abbott Molecular, USA).

Za analizu preparata koriSten je fluorescentni mikroskop Olympus BXS51. U svakom
uzorku analizirano je 200 morfoloSki oCuvanih tumorskih stanica. Pozitivnim rezultatom

smatrane su karakteristi€éne promjene signala u vise od 7% tumorskih stanica.



3.3. STATISTICKA ANALIZA

Kvalitativni podaci opisani su i analizirani tablicama kontingencija (5 test i po potrebi
Fisherov egzaktni test).
Kaplan-Meierovom analizom procijenjeno je prezivljenje bolesnika. Promatrani su odgovor
na terapiju, prezivljenje bez dogadaja (engl. event free survival, EFS) 1 ukupno prezivljenje
(engl. overall survival, OS ). EFS se racuna kao period od postavljanja dijagnoze do dogadaja
— neuspjeha lijeCenja (progresija bolesti, zapoc¢injanje nekog drugog, neplaniranog anti-
limfomskog lijeCenja, relaps bolesti ili smrt od bilo kojeg uzroka) ili do zadnje kontrole.
Ukupno prezivljenje (OS) se racuna od postavljanja dijagnoze do smrti ili do zadnje kontrole.
Bolesnici koji su bili zivi 1 bez znakova relapsa u vrijeme zadnje kontrole ukljuceni su kao
cenzurirano praceni. Usporedba prezivljenja izmedu usporedivanih skupina analizirana je
Log-rank testom. Od opisnih varijabli koristeni su medijan i 95% intervali pouzdanosti (engl.
confidence interval, CI). Rezultati su interpretirani na 5%-tnoj razini znacajnosti. Za
statisticku analizu podataka koristen je informati¢ki program STATISTICA® (verzija 8.0,
StatSoft, Inc., Tulsa, USA)



4. REZULTATI

4.1. Rezultati histoloSke analize

Nakon revizije uzoraka svih novodijagnosticiranih bolesnika s primarnim DLBCL iz KBC
Zagreb 1 KB Merkur u razdoblju od 2002-2008. godine, iz studije su iskljuceni bolesnici s
primarnim medijastinalnim DLBCL, s DLBCL bogatim T-limfocitima i histiocitima te
bolesnici s CD20 negativnim tumorima. Neki bolesnici iskljuCeni su jer u parafinskim
kockama nije bilo dovoljno tumorskog tkiva za imunohistokemijsku analizu i FISH, zbog

nedostataka vaznih klini¢kih podataka ili podataka o pracenju.

4.2, Rezultati imunohistokemijske analize

U svim analiziranim uzorcima u tumorskim stanicama dokazana je difuzna ekspresija
biljega CD20, te negativna reakcija imunohistokemijskim bojenjem na anti-CD3. U tablici 5
prikazana je raspodjela prisutnosti ekspresije ostalih analiziranih biljega.

Tablica 5: Prisutnost ekspresije biljega na 107 DLBCL.

Biljeg CD10 BCL6 MUM1 FOXP1 | GCET1 | CD43 CD5S
N (%)

+ 24(22) | 74(69) |64(60) |77(72) |42(39) |26(24) |8(7)

R 83(78) |33(31) |43(40) |30(28) |65(61) |81(76) |99 (93)

Za biljege CD10, BCL6, MUMI pozitivnim rezultatom smatrana je specifi¢na ekspresija

u vise od 30% tumorskih stanica za algoritam prema Hans i sur. (34)




Slika 7. Prisutnost biljega BCL6 vidi se kao smede obojenje u jezgrama tumorskih stanica,

povecanje 200x.



Slika 8. Prisutnost biljega MUMI vidi se kao smede obojenje u jezgrama tumorskih stanica,

povecanje 400x.

Prema izvornom radu, za algoritam prema Choiju 1 sur. pozitivnim rezultatom smatrana je
ekspresija CD10 i BCL6 u vise od 30% tumorskih stanica i ekspresija MUMI1, FOXPI,
GCET1 u vise od 80% tumorskih stanica (52).
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Slika 9. Nuklearni pozitivitet u tumorskim stanicama imunohistokemijskim bojenjem na

FOXPI, povecanje 400x.



Slika  10. Tumorske stanice pokazuju membranski pozitivhu reakciju
imunohistokemijskim
bojenjem na GCET1, povecanje 400x.

Za CDA43, CD5 i ciklin D1 pozitivnim nalazom smatrala se ekspresija u vise od 30%

tumorskih stanica, povecanje 400x.
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Slika 11. Prisutnost biljega CD43 vidi se kao smede membransko obojenje tumorskih stanica,

povecanje 400x.



Slika 12. Tumorske stanice pokazuju difuzno pozitivnu membransku reakciju na CDS,

povecanje 400x.

Imunohistokemijskim bojenjem dokazano je da u uzorcima tumora s dokazanom
ekspresijom biljega CD5 ne postoji koekspresija biljega ciklin D1, ¢ime je iskljucena

dijagnoza limfoma plastene zone.

4.3. Rezultati podjele prema imunohistokemijskim algoritmima

Nakon imunohistokemijskog bojenja bolesnici su podijeljeni u GCB i non-GCB (ABC)
skupinu prema originalnim algoritmima Hans i sur. (34), Choija i sur. (52), te Meyerovim
modifikacijama ova dva algoritma (53). Prema algoritmu Hans 1 sur. 35% bolesnika svrstano
je u GCB skupinu, a 65% bolesnika u GCB-skupinu. Prema Meyerovoj modifikaciji algoritma
Hans i sur. u GCB skupini bilo je 47%, a u non-GCB skupini 53% bolesnika. Prema
algoritumu Choija i sur. 32% bolesnika svrstano je u GCB skupinu, a 68% u ABC skupinu.
Prema Meyerovoj modifikaciji algoritma Choija 1 sur. 50% bolesnika bilo je u GCB skupini, a

50% u ABC skupini. Raspodjela prema podrijetlu DLBCL prikazana je u tablici 6.

Tablica 6. Podjela DLBCL na GCB i non-GCB (ABC) skupine prema Cetiri algoritma.
Algoritam GCB non-GCB (ABC)

N (%) N (%)

Hans 37 (35) 70 (65)




Choi 34 (32) 73(68)
Hans* 50 (47) 57 (53)
Choi* 53 (50) 54 (50)

*modifikacije izvornih algoritama prema Meyeru i sur. (53)

4.4. Rezultati analize fluorescentnom in situ hibridizacijom (FISH)

Na svih 110 uzoraka DLBCL-NOS metodom FISH analizirano je postojanje translokacije
c-MYC. Translokacija je dokazana na ukupno 5 uzoraka (4.5%). Od 5 uzoraka s potvrdenom
translokacijom c¢-MYC samo u jednom DLBCL kao translokacijski partner dokazan je lokus
IGH. Osim toga, u 2 uzorka uz translokaciju c-MYC nadena je translokacija BCL2, a u jednom
uzorku translokacija BCL6. Niti u jednom od navedena tri uzorka s dvostrukim
translokacijama partnerski lokus nije bio /GH. Bolesnici s DLBCL u kojima su potvrdene
dvostruke translokacije iskljuceni su iz studije. Tako je konacnici u studiju ukljuc¢eno 107

bolesnika od kojih je samo kod 2 potvrdena translokacija c-MYC.

‘
'

Slika 13: A) Translokacija gena c-MYC — spojeni signal predstavlja normalni alel, a

razdvojeni signali (crveni i zeleni) predstavljaju translokacije; B) IGH/c-MYC —
fuzijski (zuti) signali predstavljaju translokaciju, a crveni 1 zeleni signal normalne
alele /IGH i c-MYC; C) Translokacija gena BCL2— spojeni signal predstavlja normalni
alel, a razdvojeni signali (crveni i zeleni) predstavljaju translokacije, D) Translokacija
gena BCL6- spojeni signal predstavlja normalni alel, a razdvojeni signali (crveni i

zeleni) predstavljaju translokacije.



4.5 Rezultati statistiCke analize
Statisticka analiza obuhvatila je ukupno 107 bolesnika koji su praceni u rasponu od 1-112
mjeseci, s medijanom EFS 36 mjeseci i OS 43 mjeseca. Dvogodis$nje ukupno prezivljenje bilo

ie 72.9%.

4.5.1. CD5
Imunohistokemijsko bojenje anti-CD5 protutijelom ucinjeno je na uzorcima 107
bolesnika. Bilo je 8 pozitivnih uzoraka (7,5 %). Nije nadena statisticki znacajna povezanost
ekspresije biljega CD5 s EFS (p=0.712) niti s OS (p=0.461). CD5-pozitivni tumori ¢esce su
svrstani u non-GCB (ABC) skupinu prema algoritmu Hans i Choijevom algoritmu (6 od 8

uzoraka, 75%), iako razlika nije bila statisticki znacajna.

4.5.2. CD43

Od 107 analiziranih uzoraka DLBCL dokazana je ekspresija biljega CD43 u 26 uzoraka
(24%). Nije nadena statisticki znacajna korelacija izmedu ekspresije ostalih
imunohistokemijski analiziranih biljega i CD43. Medutim, uoc¢ena je grani¢no znacajna veca
ucestalost ekspresije CD43 u BCL6-negativnim tumorima (2= 3.776, df=1, p=0.052) i u
GCET1-negativnim uzorcima (2= 3.769, df=1, p=0.052).

Nakon podjele bolesnika u GCB i non-GCB (ABC) skupine prema algoritmu Hans i sur. i
Choijevom algoritumu, nije nadena statisticki znacajna razlika u distribuciji tumora s
ekspresijom CD43 izmedu dvije skupine. Medutim, prema oba algoritma, veci broj uzoraka s
dokazanom ekspresijom CD43 nalazio se u non-GC (ABC) skupini (73% prema algoritmu

Hans i1 81% prema Choijevom algoritmu).

U usporedbi s klinickim pokazateljima, utvrdena je znacajno veca ucestalost ekspresije
CD43 u muskaraca (y2= 4.837, df=1, p=0.028), te povezanost ekspresije CD43 s normalnim
serumskim vrijednostima LDH (2= 4.619, df=1, p=0.032). Na promatranih 107 bolesnika
nije dokazana znacajna povezanost ekspresije CD43 s EFS (p=0.273) niti s OS (p=0.478).
Nije nadena povezanost s klinickim stadijem, ekstranodalnom lokalizacijom, dobi, niti opéim
stanjem bolesnika (ECOGQG), kao niti s odgovorom na terapiju, pojavom relapsa bolesti ili

1shodom.
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Slika 14. A) EFS (p=0.273) 1 B) OS (p=0.478) s obzirom na ekspresiju CD43.

4.5.3. Translokacija c-MYC
S obzirom da su nakon isklju¢ivanja uzoraka tumora s dvostrukim translokacijama u
studiju ukljucena samo 2 bolesnika s translokacijom c-MYC, statisticka analiza nije bila

moguca.



4.5.4. Imunohistokemijski algoritmi

Analizirana je raspodjela 107 bolesnika na GCB 1 non-GCB (ABC) skupine prema cetiri
opisana algoritma. Samo je podjelom prema algoritmu Hans i sur. utvrdena statistiCki
znacajna razlika u prezivljenju bez dogadaja (EFS) (p=0.038), te grani¢no znacajna razlika u
ukupnom prezivljenju (p=0.053) nakon podjele na GCB i non-GCB skupinu. U tablici 7
prikazani su rezultati podjele prema sva Cetiri algoritma u odnosu na EFS 1 OS.
Tablica 7. EFS i OS prema algoritmima prema Hans, Choiju i modifikacijama algoritama

(log-rank test).

Algoritam EFS OS
Hans p=0.038 p=0.053
Choi p=0.264 p=0.450

Hans* p=0.296 p=0.152
Choi* p=0.558 p=0.606

*modifikacije izvornih algoritama prema Meyeru i sur. (53)
Na slikama 15. 1 16. prikazane su krivulje EFS 1 OS nakon podjele na GCB i non-GCB (ABC)

skupine prema sva 4 algoritma.
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Slika 15. EFS prema algoritmima: A) Hans, B) Choi, C) Hans s modifikacijom, D) Choi s

modifikacijom.
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Slika 16. OS prema prema algoritmima: A) Hans, B) Choi, C) Hans s modifikacijom, D) Choi
s modifikacijom.

Analizom prezivljenja na skupini bolesnika lije¢enih po protokolu R-CHOP (ili sli¢nom
protokolu baziranom na antraciklinima) nije utvrdena znacajna razlika u EFS i OS nakon
podjele na GCB i non-GCB (ABC) skupinu niti prema jednom algoritmu. Takoder, razlika
nije dokazana niti u skupini bolesnika koji su lijeCeni CHOP ili slicnim antraciklinskim
protokolom bez rituksimaba.

Prema modificiranom algoritmu Hans i sur. nadena je statisti¢ki znacajna povezanost s
odgovorom na terapiju: kod bolesnika u non-GCB skupini ¢esce nije bilo odgovora na terapiju
ili je nastupila progresija bolesti (y2= 6.568, df=2, p=0.037). Nakon podjele prema ostalim
algoritmima nije nadena povezanost s odgovorom na terapiju.

Nakon podjele prema Hans i sur. nadena je znacajno veca ucestalost relapsa u
prognosti¢ki nepovoljnoj (non-GCB) skupini (2= 6.973, df=1, p=0.008), dok u drugim

algoritmima nije bilo znacajne razlike.



Takoder je utvrdena povezanost sa smrtnim ishodom kod bolesnika u non-GCB skupini
prema algoritmu Hans i sur. (y2=4.198, df=1, p=0.040), Sto nije nadeno nakon podjele prema

ostalim algoritmima.

4.5.5. Ostali prognostic¢ki parametri

Na promatranoj skupini bolesnika utvrdena je povezanost prezivljenja s dobi bolesnika; 54
bolesnika dijagnosticirana u dobi > 60 godina imali su znacajno krace prezivljenje EFS
(p=0.047) 1 OS (p=0.006). Kao losi prognosticki parametri u odnosu na EFS i OS potvrdeni su
1 losije opce stanje bolesnika (ECOG > 1) (EFS p=0.000 1 OS p=0.000), stadij bolesti IIT i IV
(EFS p=0.000, OS p=0.004), IPI score 3 1 vise (EFS p=0.000, OS p=0.000), poviSena
serumska razina LDH (EFS p=0.017, OS p=0.009) te pojava relapsa bolesti (EFS p=0.000,
OS p=0.000).

Takoder je utvrdena povezanost zahvacenosti 2 1ili viSe ekstranodalne lokalizacije
osnovnom boles¢u s losijom prognozom; EFS (¥2=9.263, df=2, p=0.009) 1 OS (¥2=7.047,
df=2, p=0.029).

Nije bilo znacajne razlike u EFS i OS izmedu bolesnika s primarnim nodalnim i
ekstranodalnim DLBCL.

U odnosu na primljenu terapiju, najkrace prezivljenje imala je skupina od 9 bolesnika s
DLBCL lijecenih terapijom koja nije ukljuc¢ivala R-CHOP , CHOP ili slicne protokole
bazirane na antraciklinima (kao $to su CVP, COP ili R-CVP). Kod njih je nadena znacajna
razlika u odnosu na ostale dvije skupine bolesnika lijecene R-CHOP ili CHOP protokolima;

EFS (52=9.820, df=2, p=0.007) i OS (x2=7.482, df=2, p=0.023).



5. RASPRAVA

Ovom studijom dobiveni su neo¢ekivani rezultati usporedbe ucinkovitosti dva predlozena
imunohistokemijska algoritma s obzirom na prognozu bolesnika s DLBCL. Na promatranoj
skupini bolesnika algoritam prema Hans i sur. pokazao je veéu prognosticku vrijednost u
podjeli na GCB i non-GCB podskupinu nego algoritam prema Choiju i sur. koji ukljucuje dva
nova, specificna biljega stanica porijekla aktiviranih limfocita, odnosno germinativnog centra.
Retrospektivna studija je u pocetku obuhvatila 110 bolesnika s dijagnozom DLBCL-NOS, od
kojih su nakon dodatne analize izbacena 3 bolesnika kod kojih su utvrdene dvostruke
kromosomske translokacije ¢ime su svrstani u zasebnu jo§ uvijek nejasnu kategoriju
agresivnih limfoma. ZavrSno je stoga u istrazivanje uklju¢eno 107 bolesnika. Znacajna
povezanost prezivljenja bolesnika s do sada priznatim prognosti¢kim parametrima kao $to su
nepovoljni IPI, dob > 60 godina, 2 ili viSe ekstranodalnih lokalizacija, stadij bolesti III 1 IV
upucivala je na reprezentativnost promatrane skupine bolesnika.

U analiziranoj skupini bolesnika s DLBCL nije dokazana povezanost biljega CD5 i CD43
niti translokacije ¢-MYC s prognosticki nepovoljnom podskupinom non-GCB (ABC) nakon
podjele prema imunohistokemijskim algoritmima Hans i1 sur. i Choija i sur. Razlog je
vjerojatno mali uzorak bolesnika i niska ucestalost biljega CDS5 i translokacije ¢c-MYC u ovim
tumorima.

Od ukupno 110 bolesnika s DLBCL-NOS ¢-MYC translokacija potvrdena je kod njih 5
(4.5%), Sto je neznatno manje nego u vecini objavljenih studija - postoci variraju od 4% u
studiji Obermann i sur (100) do 14% u studiji Barrans i sur (94). Od 5 uzoraka s potvrdenom
translokacijom ¢-MYC samo u jednom DLBCL kao translokacijski partner dokazan je lokus
IGH. Postotak detektiranih translokacija mozda bi bio i veé¢i da su u istrazivanju koriStene
probe za FISH specifi¢no dizajnirane za razliCite translokacijske partnere. Komercijalno se
dostupnim probama, naime, mogu dokazati najcesce tocke loma, ali one ne pokrivaju razliite
neuobicajene tocke loma koje su osobito Ceste kada su translokacijski partneri ostali geni,
poput /GK ili IGL. Osim toga, dio bolesnika s potvrdenom translokacijom c-MYC naknadno
je iskljucen je iz istrazivanja zbog dodatnih translokacija BCL2 1 BCL6. Limfomi s navedenim
dvostrukim ili trostrukim translokacijama danas se smatraju heterogenom skupinom tumora
koji se prema klasifikaciji SZO provizorno svrstavaju dijelom u kategoriju DLBCL, a dijelom
u intermedijarnu kategoriju neklasificiranih B-limfoma s osobinama izmedu Burkittovog
limfoma 1 DLBCL (2). Poznato je da ovi bolesnici, osobito podskupina s translokacijama c-
MYC 1 BCL2, imaju izrazito nepovoljnu prognozu s vrlo losSim odgovorom na danas dostupne
terapijske protokole (107, 108). Ova skupina limfoma razlikuje se po patogenezi i
citogenetskim osobinama od klasiénih DLBCL, ¢ak i u slucajevima kada se od njih
morfoloski ne razlikuju (96, 107), zbog Cega se u budu¢im klasifikacijama moze ocekivati da
budu izdvojeni u posebnu skupinu agresivnih B-limfoma. U ovom istrazivanju oba bolesnika
s dokazanim translokacijama c-MYC 1 BCL2 imala su lo§ odgovor na terapiju (u oba slucaja

R-CHOP protokol) i kratko prezivljenje (11 1 22 mjeseca) sa smrtnim ishodom. Ti rezultati u



skladu su s podacima ostalih objavljenih istrazivanja (97,98,108). Bolesnici s dvostrukim
translokacijama (dijagnozom ,,double hit* limfoma) iskljuceni su iz ove studije s ciljem da u
konacnu analizu budu ukljuceni bolesnici s bioloski precizno definiranom dijagnozom
DLBCL-NOS. Zavrsno, kod skupine od 107 bolesnika s jasnom dijagnozom DLBCL-NOS
samo je u dva slucaja utvrdena translokacija c-MYC §to je bilo nedovoljno za daljnju
statisticku obradu. Prema oba algoritma, jedan od bolesnika s c-MYC translokacijom bio je u
non-GCB (ABC) skupini, a jedan u GCB skupini.

Medutim, ¢ak i kada je statistickom analizom obradena ¢itava skupina od 110 bolesnika s
DLBCL koja ukljucuje i tumore s dvostrukim translokacijama (uklju¢ena su bila 3 bolesnika
izdvojene kategorije agresivnog limfoma), nisu nadene znacajne razlike u rezultatima s
obzirom na analizirane ishode (odgovor na terapiju, EFS, OS, ishod).

U slucaju CD5 i CD43 nije dokazana statisticki znaCajna povezanost s razli¢itim
prognostickim skupinama, medutim uocen je trend grupiranja biljega CD5 i CD43 u non-
GCB (ABC) skupini prema oba algoritma. Rezultati upucuju na mogucéu povezanost ovih
biljega s prognosti¢ki nepovoljnim skupinama navedenim imunohistokemijskim algoritmima,
za $to je potrebno izraditi studije na veéem uzorku bolesnika. Osim toga, rezultati granicno
znacajne ceS¢e ucestalosti ekspresije CD43 u BCL6-negativnim tumorima (p=0.052) i u
GCETl1-negativnim uzorcima (p=0.052) takoder govore u prilog povezanosti ekspresije
biljega CD43 s non-GC imunohistokemijskim fenotipom DLBCL.

Ekspresija biljega CD43 nije povezana s lo$ijim prezivljenjem, odgovorom na terapiju niti
s ishodom bolesnika s DLBCL u ovoj studiji. Dokazana je u 24% DLBCL, §to odgovara
ucestalosti ekspresije u ostalim objavljenim studijama (u rasponu od 16-28%) (39, 43). Iako je
u jednoj studiji nadena povezanost ekspresije CD43 s prezivljenjem (75), ovo istrazivanje
razlikovalo se od navedenog po upotrebi TMA u analizi tumorskog tkiva te po preciznije
definiranim kriterijima dijagnoze DLBCL-NOS, §to je moglo utjecati na razlike u dobivenim
rezultatima.

U analiziranoj skupini bolesnika nadena je znacajno ucestalija ekspresija biljega CD43
kod muskih bolesnika s DLBCL. U studiji Medine i sur. dokazano je da estrogen utjece na
smanjenu ekspresiju CD43 kod miSeva i da u koStanoj srzi misa postoje hormonski ovisni
mehanizmi koji sudjeluju u regulaciji normalne B-limfopoeze (109, 133). lako ovi rezultati
nisu potvrdeni na ljudima, mogli bi dijelom objasniti zasto je u promatranoj skupini znacajno
manji postotak Zena s CD43-pozitivnim limfomima.

Zanimljiv je 1 rezultat o povezanosti ekspresije CD43 s normalnim vrijednostima LDH u
krvi. U danas dostupnoj literaturi ne postoje podaci koji bi objasnili povezanost ekspresije
CD43 na tumorskim stanicama s normalnim vrijednostima LDH, medutim moglo bi se
pretpostaviti da posrednim mehanizmima CD43 preko kontrole aktivacije ekspresije drugih
receptora utjece na koncentraciju LDH.

U ovom istrazivanju ekspresija CDS dokazana je u 7,5% DLBCL. Sli¢ni rezultati nadeni
su u drugim istrazivanjima provedenim na bolesnicima iz zapadnih zemalja (od 5,5% u studiji
Ott i sur (46), do samo 2% u studiji Coloma 1 sur (36), dok je nesto veca ucestalost dokazana

u studijama na azijskoj populaciji (10% u studiji Yamaguchi 1 sur. (84) i 12% u studiji Hyo 1



sur. (85)). Prema nekim istraZzivanjima ekspresija CD5 u DLBCL povezana je s
uznapredovalim stadijem bolesti, ucestalijim zahva¢anjem CNS-a i loSijim preZivljenjem, a
znacajno prognosticko znacenje zadrzala je i u eri imunokemoterapije (28,44,45). U ovoj
studiji nije nadena znacajna povezanost CD5 s prezivljenjem, niti s ostalim promatranim
parametrima, §to je u skladu s dijelom objavljenih istrazivanja (36, 55). Medutim, na rezultat
je mogao utjecati i relativno mali ukupan broj bolesnika s ekspresijom CDS5.

Postoci ekspresije biljega CD10 (22%), BCL6 (69%) i MUMI1 (60%) u skladu su s
o¢ekivanim postocima prema vecini objavljenih studija. Medutim velike razlike u ekspresiji
svih navedenih biljega medu razli¢itim studijama (20-60% za CD10, 60-90% za BCL6 1 35-
65% za MUMI1) (52,64,69,110) upucuju na problem uporabe razli¢itih protutijela,
reproducibilnosti imunohistokemijskih bojenja i njihove interpretacije. Studija Lunenburskog
Limfomskog Biomarkerskog Konzorcija potvrdila je velike razlike u osjetljivosti i
reproducibilnosti imunohistokemijske analize razli¢itih biljega kod DLBCL, medu kojima se
izrazito nepouzdanim pokazao biljeg BCL6 (64).

Rezultati imunohistokemijske analize ekspresije biljega koristenih u oba algoritma (CD10,
BCL6, MUMI1, FOXP1 i GCET1) nisu pokazali povezanost niti jednog pojedinacnog biljega
s prezivljenjem ili ishodom bolesti. lako postoje studije u kojima je dokazana povezanost
ekspresije FOXP1 s nepovoljnom prognozom kod DLBCL (63, 98), ti rezultati nisu potvrdeni
na ispitivanoj skupini bolesnika.

Prema algoritmu Hans i sur. 35% bolesnika u ovoj studiji imalo je GCB fenotip, a 65%
non-GCB fenotip, dok je prema Choijevom algoritmu bio je neSto manji postotak bolesnika u
GCB skupini (32%). S obzirom na razliku u redoslijedu analiziranja biljega, biljeg BCL6 u
Choijevom algoritmu postao je manje znacajan za konacnu podjelu, Sto je nadomjesteno
uvodenjem novih protutijela GCET1 i FOXP1. U izvornoj studiji ovakva podjela bolje je
korelirala s rezultatima analize genske ekspresije. Medutim, oba protutijela pokazala su se
zahtjevnima za dobivanje adekvatne imunohistokemijske reakcije u tkivu kao i1 za
interpretaciju rezultata. U ovoj studiji koristen je isti klon kao u izvornoj Choijevoj studiji, a
ekspresija FOXP1 nadena je u ¢ak 72% uzoraka (to¢an postotak ekspresije nije naveden u
izvornoj studiji). Visoki postotak u ovoj skupini bolesnika upucuje na moguci problem s
nedovoljnom specificnoscu protutijela.

U vrijeme kad je objavljena Choijeva studija, protutijelo za GCET1 nije bilo komercijalno
dostupno i autori su koristili eksperimentalno protutijelo proizvedeno u laboratoriju Dr. M.
Pirisa (Spanjolska). Isti klon koristen je u kasnije objavljene dvije studije od kojih je jedna
potvrdila prognosti¢ku znacajnost Choijevog algoritma (53), a druga nije dobila povezanost s
prognozom (63). U ovom radu koriSteno je komercijalno protutijelo za GCET1 (klon
RAM341, Abcam, Cambridge, MA, USA). Ekspresija biljega GCET1 nadena je u 39%
bolesnika. U dvije dosadasnje studije iste skupine autora u kojima je primijenjen Choijev
algoritam nadena je znacajna povezanost imunohistokemijski definirane ABC-podskupine s
nepovoljnom prognozom (52,53), dok ovdje prikazani rezultati ne potvrduju tu povezanost.
Razlike se mogu objasniti nedovoljnom osjetljivoséu koriStenog protutijela za GCET1 i

1zrazito problemati¢nom interpretacijom imunohistokemijske reakcije na rezovima iz



parafinskih kocaka. S obzirom da je ekspresija biljega GCET1 u ovom algoritmu jedan od
najvaznijih parametara za podjelu na GCB 1 ABC podskupinu, opisani problemi mogu
znacajno utjecati na reproducibilnost rezultata.

U multicentriénoj studiji Britanske i Svicarske grupe autora ispitivana je varijabilnost u
imunohistokemijskim reakcijama i interpretacijama rezultata imunohistokemije na primjeru
DLBCL (106). Utvrdena je niska razina reproducibilnosti rezultata za biljege GCET1, FOXP1
1 BCL6, $to je u skladu s iskustvima laboratorija u kojemu je ovaj rad izraden.

S obzirom da su protutijela za FOXP1 i GCET]1 relativno nova i ne koriste se rutinski u
vecCini  laboratorija, u buduc¢nosti bi se standardizacijom interpretacije ovih
imunohistokemijskih bojenja (prema uzoru na preporuke LundenburSkog Limfomskog
Biomarkerskog Konzorcija za ostale biljege) te poboljSavanjem senzitivnosti i specifi¢nosti
klonova mogla znacajno poboljsati reproducibilnost postojecih ili novih imunohistokemijskih
algoritama. Nedavno je objavljena studija Gualco i sur. koji su analizirali algoritme prema
Hans i1 Choiju na skupini od 424 DLBCL uz uvodenje novog protutijela HGAL/GCET?2.
(135). Prema njihovim rezultatima HGAL/GCET2 je pouzdan i specifican biljeg stanica
germinativnog centra s ve¢om osjetljivoséu od do sada koriStenih biljega. Uklju¢ivanjam
ovoga biljega postojeci algoritmi mogli bi u€inkovitije stratificirati bolesnike u prognosticki
razliCite skupine, iako bi za potvrdu takvih zakljucaka bila potrebna korelacija s analizom
GEP.

Primjenom algoritma prema Hans i sur. utvrdena je statisticki znaajna razlika u
prezivljenju bez dogadaja (EFS) (p=0.038), te grani¢no znaCajna razlika u ukupnom
prezivljenju (p=0.053) nakon podjele na GCB i non-GCB skupinu. Nadena je i znacajno veca
ucestalost relapsa u prognosticki nepovoljnoj (non-GCB) skupini (p=0.008) te povezanost sa
smrtnim ishodom kod bolesnika u non-GCB skupini (p=0.040). Takvi rezultati nisu dobiveni
nakon podjele bolesnika prema ostalim opisanim algoritmima. Ovi rezultati u skladu su s
dijelom objavljenih studija (45, 47, 48), iako su brojna istrazivanja pokazala da je algoritam
Hans 1 sur. izgubio prognosticku vrijednost u eri imunokemoterapije koja ukljucuje
rituksimab (50-55).

Za razliku od studije Meyera i sur (53), modifikacijama izvornih algoritama prema Hans i
Choiju u naSoj skupini bolesnika nije postignuta ucinkovitija stratifikacija na prognosticki
povoljnu i nepovoljnu skupinu. Jedino je prema modificiranom algoritmu Hans i sur. nadena
znacajna povezanost s odgovorom na terapiju.

Gutierrez-Garcia 1 sur (63) usporedili su 5 razlicitih imunohistokemijskih algoritama,
medu kojima su 1 algoritmi prema Hans 1 Choiju, na 157 bolesnika s DLBCL s obzirom na
povezanost s prezivljenjem i korelaciju s rezultatima GEP analize. Niti jedan od algoritama
nije pokazao prognosticku vrijednost s obzirom na prezivljenje. Nadena je statisticki znac¢ajna
korelacija izmedu rezultata GEP analize i podskupina odredenim prema algoritmu Hans i sur,
za razliku od algoritma prema Choiju. Ovi rezultati u suprotnosti su sa studijom Meyera 1 sur.
koji su osim prognosticke vrijednosti oba algoritma potvrdili 1 visoku podudarnost s
rezultatima GEP. Obje skupine autora promatrale su homogene populacije bolesnika s

DLBCL lijeCene imunokemoterapijom. Rezultati ovih studija 1 prikazane studije hrvatske



populacije bolesnika upucuju na utjecaj razlika u tehnickim moguénostima laboratorija 1
manjak standardizacije u interpretaciji imunohistokemijskih bojenja.

Jedan od najvaznijih ciljeva danasnjih znanstvenih istrazivanja u hematopatologiji ostaje
unaprijediti standardne prognosticke pokazatelje za bolesnike s DLBCL kao §to je IPI, koje se
temelje na klinickim parametrima, ne uzimajuc¢i u obzir vazne bioloske razlike i porijeklo
tumorskih stanica ove heterogene skupine tumora. Analizom GEP konzistentno je definirana
podskupina bolesnika s losijim odgovorom na terapiju i nepovoljnim ishodom, koja bi
znacajno profitirala primjenom specifi¢nijih terapijskih protokola. Danas dostupna protutijela
1 imunohistokemijski algoritmi nemaju osjetljivost i reproducibilnost da pouzdano, u
razli¢itim ustanovama, stratificiraju bolesnike u razli¢ite prognosticke skupine koje bi
reflektirale kompleksne profile genske ekspresije GCB i ABC podskupine DLBCL. Sve dok
tehnologija genskog ¢ipa ne postane Siroko dostupna i rutinski primjenjiva metoda na temelju
koje ¢e se modificirati lijeCenje, postojat ¢e potreba za usavrSavanjem imunohistokemijskih
algoritama.

U analiziranoj skupini bolesnika iz dvije velike institucije imunohistokemijski algoritam
prema Hans i sur. ima vecu vrijednost u subklasifikaciji bolesnika s DLBCL na prognosticki
povoljnu 1 nepovoljnu skupinu. Iako imunohistokemijski algoritmi s danas dostupnim
protutijelima ne mogu pouzdano nadomjestiti molekularnu analizu ekspresije gena, primjena
algoritma prema Hans i sur. pruza vrijednu informaciju na temelju koje se moZze pretpostaviti

nepovoljnija prognoza kod bolesnika u non-GCB podskupini.



6. ZAKLJUCCI

e Biljezi CD5 i CD43 nisu povezani s prognosticki nepovoljnom podskupinom non-
GCB (ABC) odredenoj prema imunohistokemijskim algoritmima Hans i sur. i Choi i
sur., ali uo€en je trend grupiranja biljega CD5 i CD43 u non-GCB (ABC) skupini

prema oba algoritma

e Translokacija gena c-MYC potvrdena je kod manjeg broja bolesnika nego $to je
ocekivano, zbog c¢ega nije bilo moguce analizirati eventualnu povezanost s
imunohistokemijski definiranim GCB 1 non-GCB/ABC podskupinama niti
prognosticko znacCenje. Ucestalost translokacije gena c-MYC kod ove je populacije

bolesnika u skladu s najnizim ucestalostima u do sada objavljenim studijama.

e Imunohistokemijski algoritam prema Hans i sur. ima veéu vrijednost u subklasifikaciji
bolesnika s DLBCL na prognosti¢ki povoljnu i nepovoljnu skupinu nego algoritam

prema Choiju i sur.

e Ekspresije biljega CD43 i CDS5 nisu povezane s losijim prezivljenjem, odgovorom na

terapiju niti s ishodom bolesnika s DLBCL.

Navedeni rezultati upucuju na vaznost isprobavanja razliCitth imunohistokemijskih
algoritama u pojedinacnim ustanovama prije implementacije bilo kojega algoritma u
svakodnevnoj rutinskoj praksi. S obzirom na razli¢ite rezultate u studijama provedenim u
velikim istrazivackim centrima, konacna vrijednost algoritama velikim dijelom ovisi o
tehnickim specificnostima svakoga laboratorija i vrstama protutijela. S obzirom na danasSnji
standardni terapijski protokol koji ukljucuje imunokemoterapiju, imunohistokemijska
subklasifikacija bolesnika na prognosti¢ki povoljnu i nepovoljnu skupinu nije adekvatna
zamjena genskoj analizi tumorskog tkiva i ima ograni¢enu vrijednost u pruzanju prognosticke

informacije kod bolesnika s DLBCL.



7. SAZETAK

Difuzni B-velikostani¢ni limfom, bez osobitosti (DLBCL-NOS) je heterogena skupina
agresivnih non-Hodgkinovih limfoma kod kojih postoji potreba za novim prognosti¢kim
parametrima temeljenim na molekularnim osobinama 1 ekspresiji biljega koji se mogu
analizirati imunohistokemijskim metodama. Studija je obuhvatila 107 bolesnika s DLBCL-
NOS koji su podijeljeni u GCB i non-GCB/ABC podskupinu prema imunohistokemijskim
algoritmima Hans i sur. i Choija i sur. kako bi se ispitala njihova prognosticka vrijednost i
eventualna povezanost s ostalim prognostickim parametrima. U podskupini bolesnika s non-
GCB imunofenotipom prema algoritmu Hans i sur. nadena je znacajna povezanost s losijim
prezivljenjem, pojavom relapsa i nepovoljnim ishodom bolesti. Nakon podjele prema
Choijevom algoritmu nije utvrdena povezanost GCB i ABC podskupina s prezivljenjem,
pojavom relapsa niti ishodom. Rezultati pokazuju da u promatranoj skupini bolesnika
primjena algoritma prema Hans i1 sur. pruza Kkorisniju prognosticku informaciju nego
algoritam prema Choiju i sur.

Analizirano je i prognosticko znacenje biljega CD5 i CD43 te translokacije ¢-MYC kod
bolesnika s DLBCL, te njihova korelacija s podjelom na GCB i non-GCB/ABC podskupine
prema oba algoritma. Nije utvrdena znacajna povezanost s prezivljenjem, odgovorom na
terapiju ili ishodom bolesti za biljege CD5 1 CD43, a analiza prognostickog znacenja
translokacije c-MYC nije bila moguéa zbog malog broja uzoraka s dokazanom translokacijom.
Povezanost ekspresije CD5 i CD43 s non-GCB/ABC podskupinom prema oba algoritma nije
bila statisticki znacajna, iako je uoCeno da se oba biljega ¢eS¢e pojavljuju u toj podskupini
(75% tumora s dokazanom ekspresijom CDS5 bilo je u non-GCB/ABC skupini prema oba
algoritma, a 73% i 81% uzoraka s ekspresijom CD43 svrstano je u non-GCB/ABC skupinu
prema algoritmu Hans i sur. odnosno Choija i sur.). Aberantna ekspresija ovih biljega u
tumorskim stanicama, te ¢eS¢a ekspresija CD43 u BCL6-negativnim 1 GCET1-negativnim
slucajevima DLBCL govori u prilog povezanosti ekspresije CD5 i CD43 s prognosticki
nepovoljnom skupinom DLBCL i sugerira ulogu ovih proteina u putovima onkogeneze
odgovornim za nastanak agresivnijeg oblika bolesti. Ovo istrazivanje daje uvid u patogenezu

DLBCL-a te dokazuje probleme u primjeni imunohistokemijskih algoritama.



8. SUMMARY

Immunohistochemical algorithms for diffuse large B cell lymphoma subclassification

Snjezana Dotli¢, 2012.

Diffuse large B cell lymphoma, not otherwise specified (DLBCL-NOS) is a heterogenous
group of aggressive non-Hodgkin lymphomas for which new molecular and
immunohistochemical prognostic parameters are needed. This study included 107 patients
with DLBCL-NOS stratified into GCB and non-GCB/ABC subgroup according to the
immunohistochemical algorithms proposed by Hans et al. and Choi et al. with a purpose to
analyse their prognostic value and correlation to other prognostic parameters. Patients in the
non-GCB group according to the Hans' algorithm had significantly shorter event free survival,
higher frequency of relapse and unfavorable outcome. No prognostic significance was
observed after subclassification according to the Choi's algorithm. These results imply that in
the observed patient group immunohistochemical subclassification according to the Hans'
algorithm offers better prognostic information than Choi's algorithm.

This study was also undertaken to test the prognostic significance of CD5 and CD43
markers, as well as c-MYC translocation in DLBCL. Also, the distribution of CD5 and CD43
expression in the GCB and non-GCB/ABC groups was analyzed according to both
algorithms. There was no significant correlation between CD5 and CD43 expression and
survival, response to therapy or outcome. Prognostic significance of c-MYC translocation
could not be analyzed because the incidence of ¢c-MYC translocation in this group of patients
was lower than expected.

Although the correlation between CDS5S and CD43 expression and non-GCB/ABC
subgroup did not reach statistical significance, both markers were more frequently distributed
in the non-GCB/ABC subgroup. Abberant expression of these markers in tumor cells, as well
as correlation between CD43 expression and lack of BCL6 and GCETI1 in tumor cells
implicates a role these proteins might have in the oncogenesis of the more aggressive form of
disease. The study gives a new insight into DLBCL pathogenesis and demonstrates the
practical problems in the application of immunohistochemical algorithms in the routine

clinical practice.
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