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1. Sazetak

Andreja Petrovi¢

Utjecaj proliferacijskog biljega Ki-67 na prognozu i odabir lije€enja u bolesnika s

limfomom mantl (plastene) zone

Limfom plastene zone je tumor limfnog tkiva koji nastaje zlocudnom pretvorbom B
limfocita, te pripada skupini non-Hodgkin limfoma. To je agresivan limfom s loSom
prognozom i medijanom prezivljenja izmedu 2-5 godina. Zbog njegove agresivnosti i
loSeg ishoda lijeCenja bolesnika, bitno je odrediti prognostiCke cimbenike koji nam mogu
pomocdi u boljem odabiru vrste lije€enja te samim tim pobolj$ati ishod lijeCenja. Cilj ovog
istazivanja je utvrditi povezanost proliferacijskog biljega Ki-67 s odabirom lije¢enja,
ishodom lije€enja i ishodom bolesti bolesnika s limfomom plaStene zone. Analizirani su
podaci 37 bolesnika dijagnosticiranih i lije€enih u Klinickom bolni¢kom centru Zagreb od
sije€nja 2011. do prosinca 2015. godine. Analizirani su klini¢ki ¢imbenici : dob, spol,
klini¢ki stadij, vrsta lije€enja, odgovor na lije€enje; laboratorijski: broj eritrocita, leukocita
i trombocita u perifernoj krvi u vrijeme dijagnoze i koncentracija laktat dehidrogenaze u
serumu. Iz patohistoloSkog nalaza izvaden je podatak o visini ekspresije proliferacijskog
biljega Ki-67 na tumorskim stanicama. Rezultati nisu dokazali povezanost ekspresije
proliferacijskog biljega Ki-67 s odabirom i ishodom lije€enja kao niti ishodom bolesti.
Potrebno je provesti daljna istazivanja koja bi pomogla u izdvajanju bolesnika koje je
potrebno lijeciti agresivnijom terapijom $to bi rezultiralo veéim brojem povoljnih ishoda

lijeCenja i boljom prognozom bolesti.

Klju€ne rijeci: limfom plastene zone, Ki-67, ishod lije€enja, prognosticki imbenici



2. Summary

Andreja Petrovi¢

The impact of the proliferation marker Ki-67 on the outcome and choice of therapy in

patients with mantle cell lymphoma

Mantle cell lymphoma is a lymphoid tissue neoplasm that arises from malignant
transformation of B lymphocytes. It is a type of non-Hodgkin's lymphoma. It is an
aggressive disease with the median survival being 2-5 years. Because of its high
percentage of unfavorable outcomes, determining early prognostic factors would lead to
a better choice of a therapy thus improving the outcome of the therapy. The aim of this
study is determining the relationship of the proliferation marker Ki-67 with the choice of
therapy, outcome of the therapy and outcome of the disease. We studied 37 patients
diagnosed and treated at the University Hospital Centre Zagreb from January 2011 to
December 2015. The analyzed factors included clinical data: age, sex, clinical stage,
type of treatment and response to treatment; laboratory data: peripheral blood count of
red blood cell, leukocyte and platelet as well as Lactate dehydrogenase and alkaline
phosphatase level in the serum at the time of diagnosis. The data of percentage of Ki-
67 positive tumor cells was found in the histopathology report. The study did not prove a
relationship between the proliferation marker Ki-67 and the type of treatment nor with
outcome of treatment nor outcome of the disease. Further studies are necessary for
identifying the patients that require more aggressive treatment that would lead to a
higher number of favorable outcomes and a better prognosis of the disease.

Keywords: mantle cell lymphoma, Ki-67, treatment outcome, prognostic factors



3. Uvod

3.1.Limfomi plastene zone
Limfom plastene zone je zlo¢udna novotovorina limfnog tkiva koja pripada skupini non-
Hodgkin limfoma i najceS¢e se pojavljuje u limfnom &voru (1,2). Nastaje zloCudnom
pretvorbom limfocita B koji se nalaze u plastenoj zoni limfnog folikula zbog ¢ega se jos
naziva i mantl limfom (1,2). Jedan je od najrjedih podtipova limfoma B limfocita, u
Europi &ini 6-9%, a u SAD-u 4-5% svih limfoma (3). Ce$ée se javlja u muskaraca nego
u Zzena, u omjeru 3:1 (3). U nastanku limfoma plastene zone ulogu imaju promjene na
genskoj razini od kojih je najées¢a translokacija t(11;14)(q13;932) koja dovodi do

prekomjerne ekspresije ciklina D1 (4).

3.2. Simptomi
Naj¢es¢i simptom je povecan i bezbolan limfni ¢vor (u 75% slucajeva) koji bolesnik sam

napipa, a moze se prezentirati i kao generalizirana limfadenopatija (1).

Simptomi su vezani uz lokalizaciju limfnih ¢vorova ili zahvacenog organa, npr. u sluc¢aju
zahvacenosti medijastinalnih limfnih &vorova, Sto nalazimo u 20% bolesnika, bolesnik
se zali na pritisak u prsima, nedostatak zraka ili oteZano disanje (5). Osim plu¢ne
simptomatologije, mogu se prezentirati i simptomima gastrointestinalnog sustava te
simptomima koji su posljedica zahvacéenosti jetre, slezene i koStane srzi (2). Uz
simptome vezane uz povecanje organa i tkiva koji su posljedica infiltracije limfomom, u

bolesnika s limfomima, pa tako i limfomima plastene zone, javljaju se i nespecifi¢ni



simptomi, takozvani ,,B simptomi“. B simptomi uklju€uju pojavu temperature vece od
38°C, noéno znojenje i neobjasnjivi gubitak viSe 0d10% tjelesne tezine u zadnjih 6
mjeseci. B simptomi u bolesnika s limfomom plastene zone javljaju se riede nego u
bolesnika s Hodgkinovim limfomom, pa tako manje od 50% bolesnika ima izrazene B

simptome (1).

3.3. Dijagnosticka obrada
Veliku ulogu u dijagnostici imaju anamneza i kliniki pregled bolesnika. Gotovo se svi

bolesnici javljaju s bezbolno povecanim limfnim Evorom i/ili hepatosplenomegalijom (5).

Nakon postavljanja sumnje na postojanje limfoma, nuzna je detaljna obrada koja
zahtijeva suradnju viSe grana medicine (5). Za postavljanje definitivne dijagnoze
limfoma potrebno je napraviti biopsiju limfnog ¢vora ili organa (5). Uzorak se 3alje na
patohistoloSku analizu patologu koji na temelju rasta tumora, izgleda stanica i
jedinstvenog imunofenotipa stanica postavlja patohistolosku dijagnozu. Osim
patohistoloSke dijagnostike, potrebno je napraviti laboratorijsku i radioloSku obradu
bolesnika u svrhu procjene i odredivanja kliniCkog stadija $to nam omogucuje pravilan

pristup lijecenju bolesnika (5).

3.4.Klini¢ki stadij
KliniCki stadij oznaCava stupanj prosirenosti bolesti ovisno o zahvaéenosti limfnih

¢vorova, limfati¢nih i nelimfati¢nih organa te prisutnosti ili odsutnosti odredenih



simptoma (5). Za odredivanje klinickog stadija svih limfoma pa tako i limfoma plastene

zone koristimo Ann Arbor klasifikaciju koja dijeli bolest u Cetiri osnovna stadija (6).

U prvom stadiju (l) zahvacena je jedna regija limfnih ¢vorova ili jedan ekstralimfati¢ni
organ. Stadij Il oznacava zahvacenost dvije ili vise regija limfnih ¢vorova s iste strane
oSita, takoder ukljuc€uje lokalizirano zahvacéanje jednog ekstralimfaticnog organa. Stadij
Il oznaCava zahvacenost regija limfnih Evorova ili ekstralimfati¢nih organa s obje strane
oSita. Stadij IV oznacCava proSirenu bolest, sa zahvaé¢anjem jednog ili vise

ekstralimfatiCnih organa sa ili bez zahvacanja limfnih ¢vorova (6).

Ako je zahvacen ekstralimfati¢ni organ, onda se uz oznaku stadija stavlja slovo E. Ako

je zahvacéena slezena stavlja se slovo S.

Osim zahvacéenosti organa, Ann Arbor klasifikacija obuhvaca i prisutnost ili odsutnost B
simptoma. Uz oznaku stadija piSemo A ukoliko nema simptoma (A = asimptomatski) ili

B ukoliko su prisutni simptomi (6).

Osim toga, uz stadij i simptome, neki autori koriste oznaku X ovisno o veli€ini tumorske
mase. Oznaka X obuhvaca prosirenje medijastinuma vise od jedne trecine u razini T5-

T6 te nodalnu masu maksimalne dimenzije vece od 10 cm (1).

U vrijeme dijagnosticiranja limfoma plastene zone vecina bolesnika nalazi se u stadiju lll

ili 1V, €esto sa zahvacenim nelimfaticnim organima: jetrom, slezenom ili koStanom srZi

).



3.5. PatohistolosSka dijagnoza
Jedina pouzdana dijagnosti¢ka metoda za dokazivanje limfoma plastene zone je

patohistoloSka dijagnostika koja uklju€uje odredivanije fenotipa tumora (4).

Limfom plastene zone nastaje zlocudnom pretvorbom zrelih B limfocita. Tumorske
stanice su srednje velike s nepravilnom jezgrom, neprimjetnom jezgricom i oskudnom
citoplazmom (7). Osim ovog osnovnog tipa, postoje jos dva tipa: blasti¢ni tip, u kojem su
stanice izgledom nalik limfoblastima s rasprdenim kromatinom i istaknutom jezgricom
(7) i pleomorfni tip u kojem su tumorske stanice velike i pleomorfne stanice s istaknutom
jezgricom i obilnom, blijedom citoplazmom (4). Oba navedena podtipa imaju agresivniji

klinicki tijek i loSiju prognozu bolesti.

Slika 1. Stanice limfoma plastene zone su male s nepravilnim jezgrama. (bojanje

hemalaun eozinom, povecéanje 400x)

Stanice limfoma plastene zone na svojoj povrsini izrazavaju razliCite biljege. Neki od
biliega oznacavaju porijeklo ovih stanica iz B limfocita kao $to su CD19, CD20 te su

pozitivne i na drugim non-Hodgkinovim limfomima porijekla B limfocita, dok su drugi



biljezi kao na primjer CD5 i ciklin D1, odnosno njihova kombinacija, karakteristicni samo
za limfom plastene zone. Tumorske stanice ovog limfoma su negativhe na TdT, CD10,
BCL6 i CD23 (7). Cyclin D1 je regulator G1/S faze stani¢nog ciklusa, a njegova
prekomjerna ekspresija dovodi do nekontroliranog rasta tumorskih stanica (7). U
tumorskim stanicama limfoma plastene zone nalazi se i ekspresija SOX11 gena.
Protein SOX11 ima ulogu u diferencijaciji stanica djelujuci kao ko¢ni¢ar tumorskog rasta
(9). Sve ove biljege, od kojih se neki nalaze na membrani, a neki u jezgri tumorskih
stanica moguce je prikazati specijalnim bojanjem imunohistokemijskom metodom koja

se rutinski koristi u patohistoloskoj dijagnostici.

Analiza nacina rasta tumora, izgleda stanica i specificnog imunofenotipa nam
omogucuje razlikovanje limfoma plastene zone od drugih non Hodgkin limfoma B

fenotipa (2,7).

U dijagnostici nerijetko koristimo i molekularne metode, npr. fluorescentna in situ
hibridizacija ili klasi¢na citogenetika kojima je moguc¢e dokazati prisutnost
karakteristi¢ne translokacije t(11;14)(q13;932), koja je odgovorna za prekomjernu

ekspresiju ciklina D1 (7).

Osim biljega koje koristimo kako bismo postavili patohistoloSku dijagnozu,
imunohistokemijskom metodom mozemo utvrditi i neke od prognostickih cimbenika. Kod

limfoma plastene zone to je proliferacijski biljeg Ki-67.

Osim biopsije limfnog &vora ili zahvaéenog tkiva zbog postavljanja dijagnoze, potrebno

je napraviti i biopsiju kosti zbog procjene proSirenosti bolesti.
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Slika 2. Smeda obojanost jezgre tumorskih stanica imunohistokemijskim bojanjem na

Ki-67 biljeg. (povecanje 400x)

Biopsija poveéanog limfnog ¢vora, sumnjive promjene u organima i tkivima te biopsija

kosStane srzi takoder se rade kod sumnje na povrat bolesti.

3.6. Laboratorijska obrada
Od laboratorijskih pretraga moraju se napraviti: kompletna krvna slika (KKS), testovi

jetrene funkcije, biokemijske pretrage, kalcij te mokraéna kiselina (5).

Promjene u kompletnoj krvnoj slici mogu biti posljedica zahvaéenosti koStane srzi, a
ukljuCuju anemiju, leukopeniju i trombocitopeniju, dok je u dijela bolesnika, njih 20-40%,

prisutna limfocitoza vige od 4x10°%/L (10).

Od biokemijskih pretraga najvaznija je laktat-dehidrogenaza (LDH) ¢ija je vrijednost u
tijelu povecana zbog raspada stanica pa korelira s proSirenoScu bolesti (10). Veliku

vaznost novija istrazivanja pridaju beta2-mikroglobulinu €ije poviSene vrijednosti u krvi



ukazuju na losiju prognozu bolesti (10). Abnormalni jetreni testovi posljedica su
infiltracije jetre tumorom (10). PoviSeni kalcij u serumu te povecana vrijednost mokracne

kiseline u krvi ukazuje na infiltraciju kosti, odnosno, sindrom lize tumora.

3.7.RadiolosSka obrada
RadioloSke metode koriste se u svrhu procjene prosSirenosti bolesti, odnosno,
odredivanja klinickog stadija. Naj¢eSc¢e se koriste rentgenske snimke (RTG) i

kompjutorizirana tomografija (CT).

RTG prsnog kosa koristimo u procjeni zahvacenosti medijastinalnih limfnih ¢vorova,
infiltracije plu¢nog parenhima ili postojanja nekih komplikacija bolesti kao $to je pleuralni
izljev. Osim toga, koristan je i RTG gastrointestinalnog trakta u slu€aju sumnje na

njegovo zahvacanje.

ViSe informacija o zahvacéenosti organa nam daje uporaba CT-a. Najc¢eSce se koristi CT
vrata, prsnog kosa i CT trbuha i zdjelice kojim se analiziraju palpaciji nedostupni limfni
¢vorovi kao $to su retroperitonealni i mezenterijalni limfni Evorovi da bi se procijenilo
jesu li povecani te jetra i slezena za otkrivanje zarisnih ili difuznih promjena u

parenhimu.

Ako postoji indikacija, u pojedinim slu€ajevima, moZze se koristiti magnetna rezonancija

(MR), ultrazvuk (UZV) i limfangiografija koje se inacCe koriste vrlo rijetko (5).



3.8.LijeCenje
Metode koje su pokazale najviSe ucinkovitosti u lijeCenju limfoma plastene zone su

kemoterapija i radioterapija.

U lije€enju stadija | i Il najviSe se koristi kemoterapija nakon Cega slijedi primjena
radioterapije dozom od 30 Gy, posebno ako je tumor manje veli€ine i dobro lokaliziran.
Ako je tumor vedi te slabo lokaliziran, najCesc¢i pristup je kao za stadije Il i IV. Za stadije
[I1'i IV, osim veli€ine tumora, za procjenu lije€enja zraCenjem vazno je i opcCe stanje

bolesnika, postojanje simptoma te dob bolesnika (3).

Prva linija lije€enja u bolesnika mladih od 65 godina, je kombinacija imunoterapije i
kemoterapije. NajceSce koriStena terapija je alterniraju¢i R-CHOP/R-DHAP (rituksimab
+ ciklofosfamid, doksorubicin, vinkristin i prednizon; rituksimab + deksometazon,
citarabin i cisplatina) protokol u 6 ciklusa. Alternativha kemoterapija je R-hiper-CVAD
(rituksimab + ciklofosfamid, vinkristin, doksorubicin i deksametazon), terapija je
podijeljena u manje doze koje se ¢eSce primjenjuju kako bi se sprijecile nuspojave

kemoterapije.

Kod bolesnika starijih od 65 godina se koristi protokol R-CHOP u 8 ciklusa, a umjesto
njega moze se koristiti R-EPOCH (rituksimab + etopozid, vinkristin, doksorubicin,

ciklofosfamid i deksametazon) (11).

Kod prosirene bolesti, u mladih bolesnika koji nisu bili lijeCeni visokim dozama
citarabina, moze se primijeniti protokol DHAP (deksometazon, citarabin i cisplatina) ili
hiper-CVAD (ciklofosfamid, vinkristin, doksorubicin i deksametazon). U starijih se moze

primijeniti protokol HAD (visoke doze citarabina i deksametazona).



Takoder, korisna je autotransplantacija ili alotransplantacija mati¢nih stanica (11).

Medijan prezivljenja je izmedu 2-5 godina, a samo 10-15% bolesnika prezivi 10 godina.
Vecina limfoma plastene zone ima loSu prognozu, ne samo zbog svoje agresivnosti
nego i zbog agresivnog lije¢enja zbog €ega se stalno istrazuju i predlazu novi lijekovi i
nove kombinacije lijekova. U novije vrijeme u lije¢enje limfoma plastene zone uvodi se
bortezomib, a u fazi istrazivanja je primjena inhibitora BCL-2 te inhibitora Brutonove

tirozin kinaze (10).

3.8.1. Procjena odgovora na lijeCenje
Procjena odgovora na lijeCenje sastoji se od: anamneze uz pomoc koje otkrivamo
postoje li odredeni simptomi ili ne (B simptomi), klinickog pregleda kojim utvrdujemo
postoje li povecéani palpabilni limfni Evorovi i jesu li jetra i slezena povecane,
laboratorijskih pretraga te radioloskih i nuklearnih pretraga kao $to su CT i pozitronska
emisijska tomografija s kompjutoriziranom tomografijom (PET-CT) kojima dobivamo
informacije o stanju limfnih ¢vorova i organa koje ne moZemo analizirati palpacijom ili

nekom drugom metodom (3).

Kod bolesnika mladih od 65 godina, prvu procjenu odgovora na lije€enje treba provesti
nakon trec¢eg, a drugu nakon Sestog ciklusa. Kod starijinh od 65 godina, prva procjena

radi se nakon treceg ili Cetvrtog ciklusa, a druga nakon zavrSetka terapije (11).

3.8.1.1. Kompletna remisija (KR)

Kompletna remisija je nestanak klinickih znakova i simptoma bolesti.

Limfni €vorovi koji su prije bili uvecani, nakon lije€¢enja, moraju biti palpatorno maniji od

1cm ili manji od 1.5cm na CT-u. Jetra i slezena ne smiju biti povecane ili imati fokalne



promjene vidljive CT-om. Biopsija kosti ne smije pokazivati infiltraciju koStane srZi
tumorskim stanicama. Ako je prije lijeCenja PET-CT pokazao patolosko nakupljanje,

nakon lije¢enja PET-CT ne smije pokazivati to nakupljanje (11).

3.8.1.2. Parcijalna remisija (PR)
Kako bi dokazali PR moramo dokazati smanjenje zahvaéenih limfnih vorova za >50%,
smanjenje fokalnih promjena u jetri i slezeni za >50% i dokazati nepostojanje kriterija za

KR (11).

3.8.1.3. Stabilna bolest (SB)

Stabilna bolest vrijedi za bolesnike koji ne ispunjavaju kriteriji za KR, PR ni PB (11).

3.8.1.4. Progresivna bolest (PB)
Progresivna bolest oznaava pojavu novog sijela ili povecanje bilo kojeg limfnog ¢vora
za >50% ili povecanje fokalnih lezija na jetri i slezeni za >50%. PET-CT mora pokazivati

patolosko nakupljanje (11).

Promjenom protokola lije¢enja, u bolesnika koji su postigli PR, mogucée je posti¢i KR.

SB i PB znaci da bolesnik ne odgovara na terapiju i treba razmotriti drugi pristup

liie€enju (3).

3.8.2. Komplikacije lije€enja
Komplikacije lije¢enja nastaju djelovanjem kemoterapije na cjelokupni sustav. Vaznije
komplikacije koje se najranije mogu opaziti i zbog kojih se predlaze praenje krvne slike
svakih 10-14 dana nakon primjene kemoterapije, jesu anemija zbog ostecenja eritrocita,

neutropenija koja dovodi do teZih infekcija te trombocitopenija koja mozZe dovesti do
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krvarenja, odnosno, iskrvarenja. Mu¢nina, povracanje i proljev mogu dovesti do teze
dehidracije i poremecaja elektrolita, te je zbog toga potrebno simptomatsko lijeCenje

nuspojava kemoterapije. Osim navedenih, zabiljeZzena je i pojava neuropatije (10).

3.9. Prognosticki Cimbenici
Klasic¢ni tip limfoma plastene zone je jako agresivan zlo¢udni tumor s loSim ishodom
lije€enja kod kojeg se medijan prezivljenja bolesnika kre¢e od 18 mjeseci do 50 mjeseci,
dok samo 5-10% bolesnika prezivi 10 godina (12). Osim klasi¢nog tipa postoji indolentni
tip limfoma plastene zone cija je prognoza bolja i tijek manje agresivan, te zbog slabo
izraZenih simptoma u vrijeme dijagnosticiranja, nije odmah potrebno lijecenje nego se
kao i kod drugih limfoma indolentnog tijeka bolesti preporu€uje pracenje bolesnika.

Medijan prezivljenja takvih bolesnika se kre¢e izmedu 7 i 10 godina (9).

Najvazniji je MIPI indeks (Internacionalni prognosticki indeks limfoma plastene zone)

koji ukljuCuje nekoliko klinickih ¢imbenika:
a) Dob bolesnika: <50 godina, 50-59 godina, 60-69 godina, >69 godina
b) Opce stanje bolesnika: 0-1, 2-4
c) LDH (GGN): <0.67, 0.67-0.99, 1.0-1.49, >1.5
d) Broj leukocita (10%L): <6.70, 6.70-9.99, 10.00-14.99, >15.00

Svaki od prognostickih ¢imbenika nosi odreden broj, te na osnovu skupljenih bodova,

bolesnici su podijeljeni u tri glavne skupine. Nizak rizik: svi bolesnici koji imaju 0-3 boda,
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srednji rizik: bolesnici koji imaju 4-5 bodova i visok rizik: bolesnici izmedu 6-11 bodova

(13).

Od 2009. godine uveden je patohistoloski Cimbenik €ija vaznost je zna€ajna u procjeni
prezivljenja, proliferacijski biljeg Ki-67 (15). Ako je postotak ekspresije proliferacijskog
biljega Ki-67 <10% ishod bolesti je bolji u odnosu na bolesnike kod kojih je postotak
ekspresije proliferacijskog biljega Ki-67 izmedu 10-40%. NajloSiji ishod se zapaZza u

bolesnika kod kojih je postotak ekspresije proliferacijskog biljega Ki-67 >40% (12).

Osim navedenih prognostickih ¢imbenika, u obzir dolaze tip tumora i mitotski indeks.
Blasti¢ni i pleomorfni tip imaju losiji ishod u odnosu na bolesnike s klasi¢nim limfomom
plastene zone. Mitotski indeks dijeli se u tri skupine po broju mitoza u mm?: <25, 25-49,
>50. Povecanjem mitotskog indeksa veca je agresivnost tumora i loSija je prognoza

bolesti (12, 14).
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4. Hipoteza
Bolesnici koji boluju od limfoma plastene zone Cije stanice imaju viSi postotak ekspresije

proliferacijskog biljega Ki-67 primaju agresivnije lijecenje.

Bolesnici koji boluju od limfoma plastene zone Cije stanice imaju visi postotak ekspresije

proliferacijskog biljega Ki-67 imaju loSiji ishod lije€enja.

Bolesnici koji boluju od limfoma plastene zone Cije stanice imaju visi postotak ekspresije

proliferacijskog biljega Ki-67 imaju loSiju prognozu bolesti.

5. Ciljevi istrazivanja

5.1. Opéi cilj
Opéi cilj ovog istrazivanja je potvrditi utjecaj nepovoljnih prognosti¢kih ¢imbenika na
izbor lijeenja, ishod lije€enja i prognozu bolesti u bolesnika koji boluju od limfoma

plastene zone.

5.2. Specifi€ni ciljevi
Utvrditi povezanost povecane ekspresije proliferacijskog biljega Ki-67 na tumorskim

stanicama s odabirom lije€enja bolesnika koji boluju od limfoma plastene zone.

Utvrditi povezanost povecane ekspresije proliferacijskog biljega Ki-67 na tumorskim

stanicama s nepovoljnim ishodom lijeCenja.

Utvrditi povezanost povecane ekspresije proliferacijskog biljega Ki-67 na tumorskim

stanicama s nepovoljnom prognozom bolesti.
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6. Materijali i metode

6.1. Ispitanici

U ovo retrospektivno istrazivanje ukljueni su bolesnici kojima je postavljena dijagnoza
limfoma plastene zone u Klini€kom zavodu za patologiju i citologiju Klinickog bolni¢kog
centra (KBC) Zagreb i koji su lije€eni u Zavodu za hematologiju KBC Zagreb od sije¢nja
2011. do prosinca 2015. Uvidom u informati¢ku arhivu Klini¢kog zavoda za patologiju i
citologiju nadena su 52 bolesnika s dijagnozom limfoma plastene zone. Od ukupnog
broja bolesnika, njih 49 je lije€eno u Zavodu za hematologiju KBC Zagreb, no samo 37
je imalo potpune KliniCke i laboratorijske podatke stoga su ukljueni u ovo istraZzivanje.
Dvanaest bolesnika od njih 49, iako lije€eni u Zavodu za hematologiju KBC Zagreb, nije
imalo inicijalnu biopsiju limfnog ¢vora ili potpune kliniCke i laboratorijske podatke te je
isklju€eno iz studije. Tri bolesnika su lije€ena u drugoj ustanovi zbog ¢ega su iskljuCeni

iz ovog istrazivanja.

6.2. Metode
Prikupljeni su klinicki i laboratorijski podaci bolesnika iz e-kartona KBC Zagreb te
patohistoloski podaci iz patohistoloSkog nalaza bolesnika iz arhive Klini¢kog zavoda za

patologiju i citologiju KBC Zagreb.

Od Klini¢kih podataka sabrali smo podatke o dobi, spolu, klinickom stadiju, vrsti
lije€enja, odgovoru na lijeCenje, duzini pracena bolesnika, vremenu do pojave recidiva ili
smrti. Od laboratorijskih podataka izvadili smo podatke o broju eritrocita (10%L), broju
leukocita (10%L), broju trombocita (10%/L), koncentraciji LDH u serumu (U/L),

koncentraciji alkalne-fosfataze (AP) u serumu (U/L) iz periferne krvi bolesnika.
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Anemijom smo smatrali broj eritrocita manji od 4,34 x10%/L te vrijednost hemoglobina
manjom od 138 g/L. Leukopenijom smo smatrali broj leukocita manji od 3,4 x 10°/L.

Trombocitopenijom smo smatrali broj trombocita manji od 158 x10°/L.
Povecanom smo smatrali vrijednost LDH iznad 240 U/L te vrijednost AP iznad 142 U/L.

|z patohistoloSkog nalaza prve (inicijalne) biopsije limfnog &vora ili ekstranodalnog tkiva
na kojem je postavljena dijagnoza limfoma plastene zone izvadili smo podatak o
proliferacijskoj aktivnosti tumorskih stanica. Proliferacijska aktivnost prikazana je
imunohistokemijskim bojanjem na Ki-67 biljeg koristeci rutinski postupak
imunohistokemijskog bojanja (klon MIB-1, Dako, Glostrup, Denmark) te je rezultat
procijenjen brojanjem na 200 tumorskih stanica i izrazen u postotku. Prema visini
proliferacijskog biljega Ki-67 na tumorskim stanicama bolesnike smo podijelili u tri
skupine (12). Niskom vrijednoS¢u Ki-67 smatrali smo vrijednost ispod i jednake 10% dok
smo srednjom vrijednoS$¢u smatrali vrijednost Ki-67 viSe od 10%, a manje od 40%, a

visokom smo vrijedno$¢éu smatrali vrijednosti iznad 40%.

S obzirom na vrstu lije€enja bolesnici su podijeljeni u tri skupine. Prvu skupinu €inili su
bolesnici koji su primili standardni kemoterapijski protokol koji uklju€uje R-CHOP ili
kombinaciju R-CHOP/R-DHAP protokola. Drugu skupinu €inili su bolesnici koji su
lije€eni nekim drugim protokolom ili su zapoceli lije€enje standardnim protokolom no
nisu na reevaluaciji lije€enja imali dobar odgovor na lijeCenje te je primijenjen neki drugi
kemoterapijski protokol. Tre¢u skupinu €inili su bolesnici koji su uz kemoterapiju imali

napravljenu i transplantaciju maticnih stanica.
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Povoljnim ishodom lije€enja smatrali smo odgovor na lije€enje ako je nakon provedenog
lije€enja postignuta kompletna ili parcijalna remisija, dok smo nepovoljnim ishodom
smatrali progresivnu ili refraktornu bolest, odnosno ako je bolesnik umro tijekom

terapije.

Nepovoljnim ishodom bolesti smatrali smo smrt bolesnika koja je uslijedila zbog

osnovne bolesti.

6.3. StatistiCka analiza
Za usporedbu klini¢kih, laboratorijskih, patohistoloSkih podataka s podacima o lijeCenju i
ishodu lije€enja izmedu skupina koristili smo Hi kvadrat test. Znacajnost razlika u
rezultatima medu skupinama testirali smo t-testom. P-vrijednost manja od 0,05

smatrana je statistiCki znaCajnom.

7. Rezultati

7.1.Klini¢ki podaci bolesnika
U studiju je ukupno uklju€¢eno 37 bolesnika. Od ukupnog broja bolesnika vecina (26/37,
70%) su bili muSkog spola dok je 11 (30%) bolesnika bilo Zenskog spola. Raspon dobi
bolesnika bio je od 37 do 81 godine s medijanom 67 godina. Prema dobi bolesnici su
podijeljeni u dvije skupine: skupinu starijih od 60 godina u kojoj je bilo 29 bolesnika

(78%) i skupinu mladih od 60 godina u kojoj je bilo 8 bolesnika (22%) (Tablica 1).

Od Klini¢kih stadija bolesti, najveci broj bolesnika bio je u vrijeme postavljanja dijagnoze

u kliniCkom stadiju IV (70%), dok je najmanje bolesnika bilo u klinickom stadiju Il (6%).
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Tablica 1. Klini¢ki podaci bolesnika s limfomom plastene zone.

Ukupan broj

%

Bolesnici 37 100
Dob
Raspon (medijan) 37-81 (67)
<60 godina 8 22
>60 godina 29 78
Spol
Zene 11 30
Muskarci 26 70
Klini¢ki stadij bolesti
I 3 8
Il 2 6
1 6 16
v 26 70
Simptomi
B simptomi 8 22
Bez simptoma 29 78
Vrsta lije€enje
Standardni protokol 21 56
Drugi protokol 8 22
Transplantacija mati¢nih stanica 8 22
Ishod lije€enja
Povoljan ishod 26 70
Nepovoljan ishod 11 30
Ishod bolesti
Zivi 27 73
Umrli 10 27
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Tri bolesnika (8%) bila su u klinicCkom stadiju |, a 6 bolesnika (16%) bilo je u klinickom
stadiju lll. Vecina bolesnika (78%) nije imala simptome bolesti, a 8 bolesnika (22%) u

trenutku postavljanja dijagnoze imalo je jedan ili viSe B simptoma.

Bolesnika lijeCenih standardnom terapijom bio je 21 bolesnik (56%). U skupini bolesnika
lije€enih drugacijim protokolom bilo je 8 bolesnika (22%). Od ukupnog broja bolesnika

kod njih 8 (22%) je napravljena transplantacija koStane srZi.

Povoljan ishod lije€enja postignut je u veéine bolesnika (70%) dok je nepovoljan ishod
lije€enja zabiljezen u 30% bolesnika. Deset (27%) bolesnika imalo je povrat bolesti. Dva

(6%) bolesnika su preminula tijekom terapije te nije zabiljezen ishod lijeenja.

7.2. Laboratorijski podaci
Bolesnici su naj¢es¢e imali anemiju koju je imalo 20 (54%) bolesnika, dok je
trombocitopeniju imalo 18 (49%) bolesnika. Poremecaj u broju leukocita zabiljeZen je u
13 (36%) bolesnika od kojih je 5 (14%) imalo leukopeniju, dok je 8 (22%) imalo

leukocitozu.

Normalna vrijednost LDH u serumu bolesnika zabiljezena je u 23 (62%) bolesnika dok
je poviSena vrijednost zabiljezena u 13 (35%) bolesnika, a jedan bolesnik (3%) nema

podataka o vrijednosti LDH u serumu. U vecine bolesnika (86%) je snizena vrijednost

alkalne fosfataze, dok 6% ima poviSene vrijednosti, a 8% njih nema podataka o

vrijednosti alkalne fosfataze (Tablica 2).
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Tablica 2. Laboratorijski podaci bolesnika s limfomom plastene zone.

Ukupan broj %
Bolesnici 37 100
Eritrociti (x10*?/L)
>3,4 17 46
<3,4 20 54
Leukociti (x10%/L)
<3,4 5 14
>0,7 8 22
Trombociti (x10%/L)
158-424 19 51
<158 18 49
LDH (U/L)
<240 23 62
>240 13 35
Nije radena 1 3
Alkalna fosfataza (U/L)
<142 32 86
>142 2 6
Nije radena 3 8
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7.3. Patohistoloski podaci
Raspon ekspresije biljega Ki-67 u tumorskim stanicama bio je izmedu 1% i 90% s
medijanom 40%. PodijelivSi bolesnike prema postotku ekspresije proliferacijskog biljega
Ki-67 na tumorskim stanicama najviSe bolesnika (57%) pripada skupini u kojoj je
postotak ekspresije proliferacijskog biljega Ki-67 izmedu 10 i 40% dok najmanje
bolesnika (8%) pripada skupini u kojoj je postotak ekspresije proliferacijskog biljega Ki-

67 ispod 10% (Tablica 3.).

Tablica 3. Ekspresija Ki-67 u tumorskim stanicama bolesnika s limfomom plastene zone

Raspon 1-90%

Medijan 40%
<10% 3 (8%)

10-40% 21 (57%)
>40% 13 (35%)

7.4.Usporedba Ki-67 s drugim podacima
Rezultate dobivene o postotku ekspresije proliferacijskog biljega Ki-67 usporedili smo s
rezultatima dobivenim o klini€kom stadiju, odabiru lije€enja bolesnika, ishodu lije¢enja

bolesnika i ishodom bolesti bolesnika s limfomom plastene zone.

Usporedbom postotka ekspresije proliferacijskog biljega Ki-67 i klinickog stadija bolesti
dobili smo rezultate koji pokazuju da najvise bolesnika (42%) pripada skupini u kojoj je
postotak ekspresije proliferacijskog biljega Ki-67 izmedu 10% i 40% s klini¢kim stadijem

IV, takoder veliki dio bolesnika (24%) pripada skupini u kojoj je postotak ekspresije
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proliferacijskog biljega Ki-67 iznad 40% s kliniCkim stadijem IV (Tablica 4.). Medutim

statistickom usporedbom Hi kvadrat testom nismo dobili statistiCki zna€ajnu razliku u

rezultatima (p=0.616).

Tablica 4. Usporedba postotka ekspresije proliferacijskog biljega Ki-67 i klinickog stadija

bolesti.
Postotak ekspresije proliferacijskog biljega Ki-67
Klini¢ki stadij <10% 10-40% >40%
bolesti N (%) N (%) N (%)
I 1(3) 1(3) 1(3)
Il 0 (0) 1(3) 1(3)
I 1(3) 3(8) 2 (5)
\Y 1(3) 16 (42) 9 (24)

Usporedbom postotka ekspresije proliferacijskog biljega Ki-67 i odabira lijeCenja
bolesnika s limfomom plastene zone dobili smo rezultate koji pokazuju da su bolesnici

kod kojih je postotak ekspresije proliferacijskog biljega Ki-67 na tumorskim stanicama

iznad 40% najCeSc¢e primili drugi kemoterapijski protokol (16%). Isto tako bolesnici s Ki-

67 viSe od 40% CeSce su imali transplantaciju mati¢nih stanica (10%). Standardni
kemoterapijski protokol naj¢esce su primili bolesnici kod kojih je postotak ekspresije
proliferacijskog biljega Ki-67 na tumorskim stanicama izmedu 10 i 40% (43%) te
bolesnici kod kojih je postotak ekspresije proliferacijskog biljega Ki-67 na tumorskim
stanicama ispod 10% (6%) (Tablica 5.). Usporedbom podataka pomocu Hi kvadrat

statistiCkog testa navedena razlika nije statisticki znacajna (p=0.307).
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Tablica 5. Usporedba postotka ekspresije proliferacijskog biljega Ki-67 i vrste lijeCenja.

Postotak ekspresije proliferacijskog biljega Ki-67

Vrsta liegenia <10% 10-40% >40%

jecen N (%) N (%) N (%)

Standardni

kemoterapijski 2 (6) 16 (43) 3 (8)

protokol
Drugi

kemoterapijski 0 (0) 2 (6) 6 (16)

protokol
Transplantacija
maticnih stanica 1(3) 3(8) 4 (10)

Usporedujuci podatke ekspresije proliferacijskog biljega Ki-67 s ishodom bolesti nasli

smo da je povoljan ishod imalo 2 bolesnika iz skupine | (Ki-67<10%), 12 bolesnika iz

skupine 1l (Ki-67 10-40%) i 5 bolesnika iz skupine 1l (Ki-67>40%). Nepovoljan ishod

bolesti bio je najces¢i u skupini lll bolesnika (Ki-67>40%), a samo kod jednog bolesnika

iz skupine | (Ki-67<10%). Razlike u ishodu medu bolesnicima s razli€itim nivoom

ekspresije Ki-67 biljega nisu statistiCki znacajne (p=0.109).

Tablica 6. Usporedba postotka ekspresije proliferacijskog biljega Ki-67 i ishoda lijeCenja

bolesti.
Postotak ekspresije proliferacijskog biljega Ki-67
Ishod lijecenja <10% 10-40% >40%
N (%) N (%) N (%)
Povoljan ishod 2 (6) 12 (34) 5 (14)
Nepovoljan ishod 1(3) 8 (23) 7 (20)
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8. Rasprava

Podaci o glavnim podjelama, epidemioloSkim obiljezjima i op¢im karakteristikama

limfoma nadeni u ovom istrazivanju ve¢inom odgovaraju podacima svjetske literature.

Medu ispitanicima 78% bolesnika su stariji od 60 godina, a 70% bolesnika su muskog
spola $to odgovara literaturi koja navodi da se limfom plastene zone CeSce javlja u
muskaraca starijih od 60 godina (4,7). NaSe istrazivanje takoder je potvrdilo veci broj
oboljelih muSkaraca u odnosu na zene. Medutim, taj omjer u nasem istrazivanju je
nesto maniji i iznosi 2.36:1, a u pisanoj literaturi omjer iznosi 3:1 (3). U vrijeme
dijagnosticiranja bolesti 70% bolesnika su bili u klinickom stadiju IV Sto takoder
odgovara podacima iz drugih studija kao i nasi rezultati koji pokazuju da je 22%
bolesnika imalo B simptome u odnosu na podatak iz literature da B simptome ima

manje od 50% bolesnika (16).

Sukladno podacima iz literature u kojoj se navodi da 20-40% bolesnika ima povecéan
broj leukocita (10) mi smo u nasem istrazivanju zabiljezili poveéan broj leukocita u 22%

bolesnika.

Proliferacijski biljeg Ki-67 jedan je od najvaznijih prognostickih ¢imbenika za limfome
plastene zone, a osim toga smatra se da ima i znac¢ajnu ulogu u ishodu lije€enja bolesti
(15). Studije su dokazale da postoji statisticki znaCajna povezanost izmedu veéeg
postotka ekspresije proliferacijskog biljega Ki-67 na tumorskim stanicama i loSeg ishoda
lije€enja, te da postoji povezanost izmedu postotka ekspresije proliferacijskog biljega Ki-

67 na tumorskim stanicama i odabira lije€enja bolesnika (15, 16). Rezultati u naSem

23



istraZivanju nisu u potpunosti potvrdili rezultate navedenih studija te pokazuju da 58%
bolesnika kod kojih je postotak ekspresije proliferacijskog biljega Ki-67 na tumorskim
stanicama iznad 40% su imali nepovoljan ishod lijeCenja, a ¢ak 67% bolesnika kod kojih
je postotak ekspresije proliferacijskog biljega ispod 10% su imali povoljan ishod

lije€enja, no rezultati nisu dosegli statistiCcku znac¢ajnost.

Rezultati u naSem istazivanju potvrduju rezultate studija te pokazuju da se 77%
bolesnika kod kojih je postotak ekspresije proliferacijskog biljega Ki-67 iznad 40%
lije€ilo agresivnije, dok se 67% bolesnika kod kojih je postotak ekspresije
proliferacijskog biljega Ki-67 ispod 10% lije€ilo standarnim kemoterapijskim protokolom:
R-CHORP ili kombinacijom protokola R-CHOP/R-DHAP, no razlike u navedenim

skupinama nisu statisticki znacajne.

9. Zakljucak

Limfom plastene zone pripada skupini agresivnih limfoma s ¢estim nepovoljnim
ishodom lije€enja standardnim kemoterapijskih protokolom §to ukljuCuje refraktornu ili
progresivnu bolest, te upravo zbog toga bitno je odrediti prognosti¢ke ¢imbenike koji
nam mogu pomoci u odabiru bolje te mozda agresivnije terapije kako bismo time
poboljdali ishod lije€enja. lako u ovom istrazivanju nismo dobili statistiCki znacajne
rezultate koji potvrduju vezu ekspresije proliferacijskog biljega Ki-67 s ishodom lije¢enja
ili odabirom lije€enja, na$ uzorak je bio malen te smatramo da potrebno je provesti
daljna istaZivanja koja bi pomogla u izdvajanju bolesnika koje je potrebno lijeciti
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drugacijom terapijom $to bi u konacnici pridonijelo ve¢em broju povoljnih ishoda

lije€enja , a time i boljoj prognozi bolesti.
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