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1. SAZETAK

Limfomi su treca najée$¢a maligna bolest u djece. Standardno lijeCenje B-
stanicnog NHL u odraslih pacijenata je kemoterapija s monoklonskim
protutijelom rituksimabom (anti CD 20). Kada je rituksimab pridruzen CHOP
kemoterapijskom protokolu doslo je do povecanja stope preZivljenja u odraslih.
Zbog nedostatka vecih studija, lijeCenje B-stanichog NHL uz dodatak
monoklonalnih protutijela u djece joS nije nedvojbeno prihvaceno.

U ovom radu 36 djece s novo dijagnosticiranim B-NHL praceno je u razdoblju
od 1. sijeCnja 1998. do 31. prosinca 2012. LijeCeni su na Klinici za pedijatriju
KliniCkog bolniCkog centra Zagreb.

Ukljueno je 8 djevojcica i 28 djeCaka (u dobi 3-17 godina). Sveukupno
preZivljenje za cijelu skupinu pacijenata je 80,6 %. Prezivljenje temeljeno na
spolu prednost daje djevojéicama — 87,5 %, naspram 78,6 % u djeCaka.
Prema kliniCkom stadiju djeca su podijeljena u dvije skupine: A — stadij | i Il i
skupinu B: stadij Il i IV: Prezivljenje tih dviju skupina pokazuje statistiCki
znacajnu razliku. PreZivljenje skupine A bilo je 92,0 % prema 54,5 % za
skupinu B.

Djeca lijeCena standardnim protokolom NHL-BFM-95 u kombinaciji s
rituksimabom imaju bolje prezivljenje (85,7%) od onih koji nisu primili lijeCenje
rituksimabom uz kemoterapiju (73,3%). Navedeni rezultati nisu dosegli
statistiCku znacajnost. Kako bi donijeli konaCan zakljuCak o Kkorisnosti
monoklonalnih protutijela u lijeCenju B-NHL u djece potrebna nam je veca

skupina pacijenata.



2. SUMMARY

Lymphomas are the third most common malignant disease in childhood.
Standard treatment of B-cell NHL in adult patients is chemotherapy with
monoclonal antibody — rituximab (anti CD 20). Rituximab added to CHOP
chemotherapy protocol improved survival rates in adults. Treatment of B cell
NHL with monoclonal antibodies in children has not yet been determined.

In total 36 children with newly diagnosed B-NHL were followed from January
1, 1998 to December 31, 2012. They have been treated at the Department of
Paediatrics University Hospital Centre Zagreb.

There were 8 girls and 28 boys (3-17 yrs). Overall survival (OS) for the entire
group was 80.6%. Gender based survival is in favour of girls - 87,5% versus
boys 78,6%. According to clinical stage children were divided in two groups: A:
stage | and Il, and group B: stage Ill and IV. Survival time of those two groups
showed statistically significant difference. Survival rate of group A was 92,0 %
versus 54,5 % for group B.

Children treated with standard protocol NHL-BFM-95 combined with rituximab
have higher survival rate (85,7%) than those who did not receive rituximab
treatment together with chemotherapy (73,3%). But there were no statistical
significance.

To make definitive conclusion of usefulness of monoclonal antibodies in

treatment of paediatric B-NHL we need larger cohort of patients.
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3. UVOoD

3.1. NE HODGKINOV LIMFOM

3.1.1. Definicija

Limfome dijelimo na Hodgkinov (HL) i ne Hodgkinov limfom (NHL). Ne
Hodgkinov limfom je maligna proliferacija stanica limfocitnog reda. Premda su
limfomi uobiCajeno ograniCeni na limfno tkivo (limfne C&vorove, Peyerove
ploCice, slezenu, itd.) esto zahvacaju i ekstranodalna tkiva, kostanu srz i

sredisnji ziv€ani sustav (Lanzkowsky P., 2011).

3.1.2. Epidemiologija

Limfomi (NHL i HL) su tre¢a najCeS¢a maligna bolest djece nakon akutnih
leukemija (akutna limfoblastiCna leukemija i akutna mijeloicna leukemija) i
tumora mozga. NHL ¢ini 8-10% malignih bolesti u djece u dobi izmedu 5 i 19
godina. Incidencija bolesti je 9.1 na 1 000 000 djece (0-19 godina) godiSnje u
SAD-u, dok je u Japanu i UK 6.1 na 1 000 000 djece godi$nje (u dobi 0-15
godina) (Arceci JR i sur., 2006). Puno veca incidencija NHL je u podrucjima
subsaharske Afrike, primjerice ¢ak 90.1 na milijun djece u Ibandanu, Nigerija.
Pojava endemskog Burkittovog limfoma u tom podrucju javlja se zbog infekcije
EBV. Omijer ucestalosti po spolu je 2-2,5:1 u korist dje€aka, vrh incidencije po
dobi je izmedu 7 i 10 godina u UK. Ucestalost NHL u posljednjih 30 ak godina

je znac¢ajnom u porastu (Lanzkowsky P., 2011; Arceci JR i sur., 2006).



3.1.3. Etiologija

Prema epidemioloSkim podacima postoji razlika u ucestalost NHL u pojedinim
HLA tipovima pa €ak i u pojedinim krvnim grupama. Rizi¢ni faktori za pojavu
NHL-a su: genetski uvjetovani imunoloski poremecaji, posttransplantacijska
imunosupresija, lijekovi (difenilhidantoin, infliksimab i drugi imunosupresivi),
kemoterapija i zraCenje (npr kod HL) i virusi — EBV, HIV, HTLV (Vendrame E,
Martinez-Maza O., 2011). Takoder bitno je izdvojiti i geografsku lokaciju, npr
subsaharsku Afriku, kao jedan od vaznih ¢imbenika rizika. U tom slu€aju ulogu

u razvoju endemskog Burkitt limfoma imaju izlozenost EBV-u i malariji.

3.1.4. Klasifikacija

NHL u djece i adolescenata klasificira se temeljem klinickog odgovora na

lijeCenje u tri terapijski relevantne kategorije:

1. zreli B-stani¢ni NHL - Burkittov limfom (BL), Burkitt-like limfom i difuzni B
velikostanic¢ni limfom (DLCL)

2. limfoblasti¢ni limfom - prekursor T stani¢nih limfoma

3. anaplasti¢ni velikostani¢ni limfom (ALCL) — T/nul-stani¢ni limfomi

Podjela NHL-a prema SZO temelji se na histoloSkim (morfoloSkim) obiljezjima
tumora u kombinaciji s imunofenotipskim i genetskim obiljezjima, te ukljuCuje
klinicku prezentaciju, tijek bolesti i prognozu. Revidirana REAL klasifikacija
(prikazana u Tablici 1) i klasifikacija SZO su danas najceSce koristene

klasifikacije za razvrstavanje NHL-a



(http://www.cancer.gov/cancertopics/pdqg/treatment/child-non-

hodgkins/HealthProfessional/page2#Section 195).

Tablica 1. REAL Kklasifikacijska shema ne Hodgkinovih limfoma u djece

(preuzeto iz Harris NL i sur., 2000)

Tip NHL Relativna incidencija (%)

Burkittov limfom 42

Burkitt like limfom 4

Prekursorski B-limfoblasti¢ni limfom 5

Prekursorski T-limfoblasti¢ni limfom 20

Difuzni B velikostani¢ni limfom 3

(primarna medijastinalna skleroza ) (0.4)

Periferni T stanicni nespecificni 1

Anaplasti¢ni T velikostanicni ili nul tip 15

3.1.5. Klinicka slika

Klinicka slika NHL u djece primarno ovisi o strukturama koje su zahvacene
malignim procesom i o podtipu NHL-a. Brzorastu¢i procesi mogu uzrokovati
simptome zbog pritiska limfoma na okolne strukture. Nazalost, ¢ak 70 % djece
prezentira se tek u viSim stadijima bolesti sa zahvaceno$¢u ekstranodalnih
struktura, probavnog sustava, kostane srzi i sredisSnjeg Ziv€anog sustava.

Djeca oboljela od B velikostani¢nog limfoma i Burkittovog limfoma Cesto se

javljaju s primarnom lokalizacijom limfoma u abdomenu. Kilini¢ki se takvi



pacijenti mogu prezentirati bolovima i distenzijom abdomena, palpabilnom
masom u abdomenu, mucninom i povracanjem, intususcepcijom, promjenama
u crijevima, opstruktivnom zuticom, hepatosplenomegalijom, ascitesom ili
peritonitisom. Razlikujemo difuznu abdominalnu masu koja zahva¢a omentum
i mezenterij i Cesto infiltrira bubreg, jetru i slezenu, dok se lokalizirani tip nalazi
najcesce u stijenci crijeva terminalnog ileuma i mozZe dovesti do intususcepcije
i krvarenja s ili bez perforacije crijeva. Prezentacija limfoma kao difuzne
brzorastu¢e mase puno je ¢eSc¢a od lokaliziranog tipa.

U 25 - 30 % ne Hodgkinovih limfoma zahvacen je medijastinum s ili bez
pleuralnog izljeva. Klini¢ka slika medijastinalnih limfoma moze se o itovati kao
sindromom gornje Suplje vene - distendiranim vratnim venama, edemom vrata
i lica, dispnejom, ortopnejom, vrtoglavicom, glavoboljom, disfagijom,
epistaksom te poremecajima u stanju svijesti i mentalnom statusu. Uzrok
sindromu gornje Suplje vene je prisutnost medijastinalne mase koja opstruira
protok Kkrvi i moze biti zivotno-ugrozavajuca u djece. NHL je naj¢eS¢i uzrok tog

sindroma u djece (http://www.cancer.gov/cancertopics/pdqg/ supportivecare/

cardiopulmonary/Patient/page6#Keypoint22). U krajnjem slu€aju  zbog

perikardijalnog izlieva moguéa je i tamponada srca. Limfoblasti¢ni limfom
Cesto se prezentira medijastinalnim tumorom sa zahvacanjem mozdanih
ovojnica, gonada i koStane srZi.

Strukture glave i vrata lokalizacija su limfoma u 10 — 20 % slu€ajeva. Ocituju
se povecanjem limfnih ¢vorova glave i vrata, parotide, oteklinom celjusti i
jednostranom hipertrofijom tonzila. Moguc¢i simptomi limfoma na vratu su i

rinoreja, opstrukcija nosa, poteskoc¢e sa sluhom i ispadi kranijalnih Zivaca.



Endemski tip Burkittovog limfoma vrlo &esto, u ¢ak 50 — 60 %, zahvaca
strukture glave i vrata.

Primarni limfomi SZS su rijetki, ali Gesta je pojava sekundarnih limfoma mozga
kod limfoblastiénog limfoma i Burkittovog limfoma. Zahvaéanje SZS-a
limfomom ocituje se glavoboljom, povra¢anjem, edemom papile vidnog Zivca,
poremecajima kranijalnih Zivaca. Infiltracija SZS-a obiéno znaéi lo$iju
prognozu i viSi stadij bolesti te zahtijeva radikalniju terapiju.

Kao i kod zahvaéanja SZS-a, limfoblasti¢ni i Burkittov limfom &e$ée od ostalih
zahvacaju koStanu srz. U viSe od Cetvrtine pacijenata javlja se i slika akutne
leukemije. Zanimljivo je istaknuti da je u slu€aju Burkittovog limfoma prodiranje
u kostanu srz povezano sa znacajno loSijom prognozom.

Druge lokalizacije limfoma mogu biti koza i potkozno tkivo, orbita, Stitnjaca,
kosti, bubrezi, epiduralni prostor, dojke i gonade. Kod limfoma bubrega valja
biti oprezan kako se ne bi zamijenio za Wilmsov tumor. Periferni limfni ¢vorovi
zahvaceni su u 14 % sluc€ajeva (Lanzkowsky P., 2011; Arceci JR i sur., 2006;

MardesSi¢ D i sur., 2003).

3.1.6. Dijagnostika i stupnjevanje

Nakon uzimanja anamnestickih podataka i klinickog pregleda bolesnika bitno
je precizno i brzo dokazati ili iskljuCiti moguéu prisutnost limfoma kako bi
adekvatno lijeCenje zapocelo Sto ranije. Kako bi se hitno iskljucila
medijastinalna masa i eventualni perikardijalni ili pleuralni izljevi preporucuje
se uciniti RTG srca i plu¢a. Od laboratorijskih pretraga svakako bi trebalo

primarno uciniti KKS, serumske elektrolite, pretrage za procjenu jetrene i



bubrezne funkcije, koncentraciju LDH u serumu, te pretrage za utvrdivanje
kontakta s virusima — HIV, hepatitis A, B i C, CMV, VZV, HSV.

Limfni &vor koji budi sumnju na limfom zahtijeva citoloSku punkciju, ali je
nedovoljan za dijagnozu, pa je za tocno postavljanje dijagnoze potreban
histoloski pregled bioptata limfnog ¢vora.

Za utvrdivanje proSirenosti bolesti radi se punkcija koStane srzi, lumbalna
punkcija, MR i PET snimanije.

KliniCki stadij NHL u djece razvrstava se naj¢eSce u 4 stupnja prema tzv.
Murphyjevom stupnjevanju odnosno stupnjevanju prema preporuci St. Jude
Children's Research Hospital. Vidi Tablicu 2 (Arceci JR i sur., 2006;

http://www.cancer.gov/cancertopics/pda/treatment/child-non-

hodgkins/HealthProfessional/page3)

Tablica 2. Klasifikacija NHL u djece prema preporukama bolnice St. Jude

Children's Research Hospital

Stupanj Opis struktura zahvacenih bolesti

| Izolirana zahvacenost jedne ekstranodalne strukture ili jednog limfnog ¢vora
pri ¢emu iskljuéujemo zahvacenost abdomena ili medijastinuma

ZahvacCena jedna ekstranodalna struktura sa zahvacenoS$¢u pripadajuéih
regionalnih limfnih &vorova, primarni gastrointestinalni tumor s ili bez
Il zahvacanja pripadajuc¢ih samo mezenterijalnih limfnih ¢vorova, s iste strane
oSita zahvacene dvije ili viSe skupine limfnih ¢vorova ili dvije ekstranodalne

strukture sa ili bez zahvacanja regionalnih limfnih &vorova

S obje strane oSita zahvaéene dvije ekstranodalne strukture ili dvije ili viSe
skupine limfnih ¢vorova. Ovdje takoder ubrajamo primarne intratorakalne
1l tumore (medijastinum, pleura, timus), sve pro8irene intraabdominalne
bolesti, sve primarne paraspinalne ili epiduralne tumore bez obzira na druga

mjesta

v Limfomom je zahvaéena kos$tana srz i/ili SZS




3.1.7. Lije€enje

U lijeCenju NHL u djece najCeS¢e se primjenjuje kombinirana cikliCka
kemoterapija kao glavna terapijska metoda. Limfomi su kemosenzitivni tumor
koji dobro reagiraju na primjenu niza citostatika i njihovih kombinacija.
NajCes¢e upotrebljavani kemoterapijski protokoli u lije€enju NHL-a u djece su
NHL-BFM protokoli (NHL-BFM 90, NHL-BFM 95), ALL BFM IC 2009 HR i
EURO-LB 02

Izbor kemoterapijskog protokola ovisi o klinicCkom stadiju bolesti kao i o
histoloSkom tipu limfoma. Intenzivnije lije€enje kombinacijom brojnih razli€itih
citostatika koristi se kod uznapredovalih stadija limfoma. U lokaliziranih B-
NHL-a stadija | i Il kod mladih odraslih osoba koriste se COMP i CHOP
protokoli, a lije€enje traje oko 6 mjeseci. (Woessmann W i sur., 2005).

Uloga kirurSkog lijeCenja u lijeCenju NHL-a u djece se ne preporuca kao
inicijalni oblik lijeCenja, ve¢ samo u svrhu biopsije tumora, odstranjenja
rezidualnog tumora i lijeCenja komplikacija konzervativhog lijeCenja (npr
perforacije crijeva) (Arceci JR i sur., 2006).

Radioterapija se koristi u lije€enju NHL-a u djece jer su limfomi radiosenzitivni
tumori. Medutim ima ogranicenu indikaciju. Te indikacije su akutne Zivotno-
ugrozavajuce komplikacije koje ne reagiraju na pocetnu kemoterapiju (kao npr.
sindrom gornje Suplie vene), zahvaéenost SZS u limfoblasti¢nih limfoma i
razvoj akutne paraplegije (Lanzkowsky P., 2011).

Novi oblik lije€enja B-NHL-a u djece s CD 20 pozitivnim limfocitima je primjena
kimericnog monoklonskog protutijela usmjerenog protiv CD 20 antigena —

rituksimab.



Postoje tri stanja u NHL u djece koja zahtijevaju hitnu terapiju. To su sindrom
gornje Suplje vene, sindrom lize tumorskih stanica i kompresija diSnih putova.
Sindrom lize tumorskih stanica javlja se uslijed raspada velikog broja
tumorskih stanica nakon pocCetka kemoterapijskog lijeCenja te se ocituje
znaCajnim  metabolickim disbalansom (hiperfosfatemija, hipokalcemija,
hiperuricemija i azotemija).

Kako bi se ublazila ili sprije€ila pojava sindroma lize tumorskih stanica
obavezna je primjena velike koliCine tekucine intravenski, oralno alopurinola te
supstitucija drugih elektrolita uz forsiranu diurezu bolesnika koji prima
kemoterapiju, ponekad je potrebno primijeniti i lijek razburikaza (Lanzkowsky

P., 2011).

3.1.8. Prognoza

Petogodisnje prezivljenje u djece mlade od 15 godina oboljele od NHL-a se
dramati¢no poboljSalo pa je tako poraslo s 45% u 1975-1978 na 88 % u 1999-
2000. godini. Medutim, petogodisSnje prezivljenje adolescenata u dobi izmedu
15 i 19 godina poraslo je, ali na niZzu vrijednost nego u mladih, i to na 77%.
Razlog tome je veéi udio DLBCL u toj populaciji. Uvodenje visokih doza
metotreksata u terapijske protokole B-stanicnog NHL znacajno je utjecalo na
prezivijenje.

Sveukupno prezivljenje za T - NHL je 70-75%, 80-85% za B-NHL (u rasponu
od 100% za stadij bolesti | i Il do 60-70% za stadij IV sa zahvaéeno$éu SZS) i

60% za ALCL. (Smith MA i sur. 2010, Arceci JR i sur., 2006)



3.2. NOVI LIJEKOVI U LIJECENJU NHL — MONOKLONSKA PROTUTIJELA

3.2.1 Rituksimab

3.2.1.1. Definicija

Rituksimab je IgG1 kapa monoklonsko protutijelo usmjereno protiv CD20
antigena, molekule koja se nalazi isklju¢ivo na povrSini B-limfocita. Na
europskom trzistu i u Hrvatskoj pod tvorni¢kim imenom Mabthera®, Hoffmann-

La Roche AG (FrancetiP¢ | i sur. 2010.).

Rituximab

Murine
_—" variable

oCGD20

Human /

K constant

TT— Human

lgG1Fc

Slika 1. Shema grade rituksimaba

(preuzeto s http://www.nature.com/onc/journal/v22/n47/images/1206939f1.jpQ)

Graden je od ljudske konstantne regije (Fc) i mi$je varijabilne regije (Fv) Sto
mu daje optimalna farmakokinetska svojstva (Cvetkovic RS, Perry CM, 2006),

vidi Sliku 1. Znajuc¢i da CD20 normalno ne cirkulira slobodno u plazmi, ne



odbacuje se niti internalizira, predstavlja odlicnu metu za ciljanu terapiju. Nije
izrazen na matiénim stanicama, ranim limfoblastima i zrelim plazma
stanicama. FizioloSka uloga CD20 molekule jo$ uvijek nije sasvim poznata, ali
se smatra da je vazna za razvoj i diferencijaciju B-limfocita. Vidi Sliku 2.
Njegova primjena se iz godine u godinu povecava Sirom svijeta, a spektar
klinickih indikacija proSiren je i na druge tipove B-stani¢nog limfoma.
Rituksimab uniStava CD20 pozitivne stanice slijede¢éim mehanizmima:
citotoksi€nos¢éu  ovisnom o  protutijelima (ADCC), citotoksi¢noS¢u
posredovanom komplementom (CDC), indukcijom apoptoze, a pojacava i
citotoksi¢nu aktivnost nekih lijekova (povecanje kemosenzitivnosti) i
radioterapije. Novija istrazivanja upucuju na to da rituksimab ima ulogu i u

pasivnoj imunizaciji posredovanoj protutijelom (Lim SH et al, 2010).

g = Immunogliobulin receptor
heavy chain

Stem  Pro- Pre- Immature Mature Activated Blast Plasma
cell Beell Bcel B cell = B call B cell ceall

©-0-0 @
cD34) > 1o

lgM

cD19 l
CD20 '

Antigen-independent Antigen-dependent
maturation maturation

Slika 2. CD20 je izrazen samo na zrelim i prekursorskim B-stanicama

Preuzeto s http://www.mabthera.com/fmfiles/re7304001/20121003 Fig 1.png
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3.2.1.2. Mehanizam djelovanja

Monoklonsko, kimeriéno anti — CD20 protutijelo iskazuje Sirok spektar
mehanizama djelovanja prikazan na Slici 3.

CITOTOKSICNOST OVISNA O KOMPLEMENTU (CDC)

Rituksimab aktivira kaskadu komplementa, vezuci C1q (Reff ME i sur., 1994).
Klju¢na uloga komplementa u eliminaciji tumorskih stanica pokazana je ,in
vitro® te ,in vivo" na miSevima kojima je onemogucena aktivacija komplementa.
(Golay J i sur., 2006). Liza svjeze izoliranih tumorskih stanica posredovana
komplementom, za razliku od unistavanja tumorskih stanica rituksimabom
putem ADCC-a i apoptoze, ponajprije ovisi o tipu limfoma. Najjaca je kod
folikularnog limfoma, umjerena kod DLBCL-a i limfoma plastenih stanica, a
najslabija kod KLL, Sto korelira s razli€itom stopom odgovora na monoterapiju
rituksimabom kod navedenih tipova limfoma (Manches O i sur., 2003).
Navedeni utjecaj CDC-a ponajprije ovisi o stupnju ekspresije CD20 na
razliitim tipovima NHL-a. (van Meerten T i sur., 2006).

APOPTOZA

Na razli¢itim stani¢nim linijjama pokazano je da rituksimab vezanjem za CD20
receptor moze izravno uzrokovati apoptozu, neovisno o komplementu i ADCC-
u. Medutim, izravni apoptotski ucinak rituksimaba je skroman i vrlo varijabilan,
ovisno o vrsti staniCne linile na koju se primjenjuje. VecCina studija koja je
ispitivala rituksimabom uzrokovanu apoptozu sugerira mitohondrijski put
apoptoze (Shan D i sur., 2000). Medutim, unutarstani¢ni putovi kojima
rituksimab dovodi do apoptoze vrlo su heterogeni, medusobno isprepleteni i

jo§ uvijek nepotpuno definirani. Eksperimentalno je pokazano da rituksimab i
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neka druga anti-CD20 protutijela uzrokuju apoptozu i mehanizmima neovisnim
o mitohondrijima i kaspazama (Stanglmaier M i sur., 2004).

POVECANJE KEMOSENZITIVNOSTI

Citostatici uzrokuju apoptozu aktivirajuéi unutarnji i vanjski put apoptoze
aktivacijom p53 gena. U ,in vitro® studijama pokazano je da rituksimab moze
pojacati citotoksicno djelovanje nekih kemoterapeutika Cesto koriStenih u
terapiji limfoma kao $to su doksorubicin, fludarabin i cisplatin (Glennie MJ i
sur., 2007.).

VAKCINACIJSKI UCINAK

Postoje novi podaci koji ukazuju na moguénost da CD20-protutijela induciraju
protutumorski imuni odgovor, odnosno imaju ucinak slican cijepljenju. U prilog
tome idu duge remisije kod nekih pacijenata nakon lije€enja ovim protutijelom
(Hilchey SP i sur., 2009). Dokazano je da stanice limfomske stani¢ne linije
prekrivene rituksimabom omogucuju ,cross-priming“ tumorskih antigena putem
humanih dendritickih stanica i izazivaju odgovor CD8 T-limfocita in vitro
(Selenko N i sur., 2001). Abés i suradnici pokaza

li su kako anti-CD20 protutijelo u modelu misjeg limfoma s ekspresijom CD20
u imunokompetetnih miSeva, inducira zastitu putem imunoloSkog odgovora

posredovanog T-limfocitima (Abés R i sur., 2010).
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Slika 3. Mehanizmi djelovanja rituksimaba

3.2.1.3. Rituksimab i lije¢enje NHL u djece

U odraslih rituksimab se uspjesno primjenjuje u lije€enju svih B-stani¢nih
limfoma (Coiffier i sur., 2002). Randomizirana, kontrolirana klinicka ispitivanja
o primjeni rituksimaba uz standardne kemoterapijske protokole nisu
objavljena. U literaturi postoje prikazi sluc¢aja i prikazi serija. Bili¢ E. i sur 2010.
objavili su seriju od 7 pacijenata kojima je po prvi puta uz modificirani protokol
NHL-BFM 95 pridruzZen rituksimab.

Malo je objavljenih radova o tezim nuspojavama u djece na terapiju
rituksimabom. MozZemo reéi da se joS uvijek procjenjuje uloga rituksimaba u

lijeCenju B-NHL u djece.
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3.2.2. Ostala monoklonska protutijela u lije€enju NHL

Od svih monoklonskih protutijela u lije¢enju NHL-a najvise klini¢kih podataka
postoji za rituksimab (anti CD20). Medutim u tijeku je razvoj novih
monoklonskih protutijela u bioloSkoj terapiji limfoma. Koncepti koji najviSe
obecavaju u buducoj bioloSkoj terapiji limfoma su koncept pojacane
citotoksi€nosti tumor — specificnih protutijela, ciljno djelovanje na
imunomodulatorne molekule i kombinacije antitijela. (Beck A i sur., 2010).

Na viSe nacCina moze se pojacati citototksiCnost antitijela. Jedno od njih je
stvaranje bisfericnih antitijela. Ta antitijela su usmjerena protiv dva ciljna
antigena i to tumorski antigen (kao $to je CD 19) i molekula izrazena na
citotoksi¢nim stanicama kao $to je CD3. CD19/CD3 bisferi¢na antitijela dolaze
u bliski kontakt s citotoksi€nim T stanicama i tako povecavaju ubijanje
limfomskih stanica.

Blinatumomab, bisferi€no antitijelo ciljaju¢i CD3 i CD19 induciralo je regresiju
tumora u odraslih bolesnika s B-NHL-om (Bargou i sur., 2008). Bisferi¢na
antitijela mogu biti usmjerena na dva antigena limfomskih stanica. Takav
primjer su antigeni na CD 20 i CD 74 koji su uspjesno izazvali smrt tumorske
limfomske stanice. Preuredba antitijela je druga vazna tehnika poboljSavanja
citotoksi¢nosti protutijela poboljSavajuéi vezanje Fc receptora. Ona povecava
antitijelima posredovanu citotoksi¢nost i Fc receptorom posredovanu
fagocitozu i prezentaciju antigena.

Drugi oblik je povezivanje radionuklida, imunotoksina s antitijelom kako bi se

povecala klinicka uCinkovitost. Primjer toga je brentuksimab vendotin
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Nedavno objavljeni rezultati o protutijelima koja ciljaju imunoregulacijske
molekule kao npr anti-CTLA-4 (Ipilimumab) pokazali su se klini¢ki uspjeSnima.
Slijedeca mogucénost je slozeno lijeCenje antitijelima prema dva ili vise
antigena limfoma ili prema antigenu limfoma i imunomodulatornim
molekulama, koja moZze dovesti do terapijskog poboljSanja. Terapijska

protutijela se obi¢no daju u kombinaciji s kemoterapijom.
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4. CILJEVI RADA

Cilj rada je utvrditi ukupno prezivljenje djece oboljele od B stanicnog ne
Hodgkinovog limfoma lije€enih u Zavodu za hematologiju i onkologiju Klinike
za pedijatriju KBC-a Zagreb u razdoblju od 1998. do 2012. godine.

Takoder cilj nam je utvrditi razliku u prezivljenju pacijenata sa stadijima bolesti
l'i Il uusporedbi s onima stadija lll i IV.

U literaturi nema mnogo podataka o lijeCenju djece oboljele od B — NHL
monoklonskim protutijelom — rituksimabom pridruzenom standardnim
kemoterapijskim protokolima, te utjecaj rituksimaba na prezivljenje. Stoga je
jedan od glavnih ciljeva ovog rada takoder bilo odrediti utjecaj pridruzivanja
rituksimaba standardnim kemoterapijskim protokolima na prezivljenje oboljele
djece, te je li razlika u prezZivljenju u onih kojima je protokolu pridruzen
rituksimab statistiCki znaCajna u usporedbi s djecom lijeCenom samo

uobicajenim kemoterapijskim protokolima.
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5. ISPITANICI | METODE

U istrazivanje je ukljuCeno 36 djece, u dobi od 3 do 17 godina, oboljelih od B
staniénog ne Hodgkinovog limfoma u razdoblju od 1998. do 2012. godine. Sva
navedena djeca lijeCena su, pracena i vodena od strane lijeCnika u Zavodu za
hematologiju i onkologiju Klinike za pedijatriju Klinickog bolniCkog centra
Zagreb.

Podaci o pacijentima prikuplijeni su iz arhive Zavoda. |z medicinske
dokumentacije prikupljeni su opc¢i podaci o pacijentima — dob, spol; podaci o
bolesti — datum dijagnoze, to€an podtip B NHL-a, klinicki stadij, primarno
sijelo, eventualna prisutnost blasta u kostanoj srzi; podaci o lijeCenju —
protokol kojim su lije€eni, eventualno koristenje rituksimaba u terapiji te ishod
lije€enja.

Od ukupnog broja djece 8 je bilo djevojCica, a 28 djeCaka. U skupini iznad 10
godina bilo je 17 djece, a u onoj do 10 godina (uklju€ujuci i 10 godina) ih je bilo
19. Vidi Tablicu 3.

Tablica 3. Podjela pacijenata po dobi i spolu

Ukupno po
dobi
<10 5 14 19
> 10 3 14 17

Ukupno po 8 28

spolu
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Sva djeca lije€ena su nekim od uobi€ajenih protokola, a to su NHL-BFM 90,
NHL-BFM 95, ALL BFM IC 2009 HR i EURO-LB 02

(http://www.cancer.gov/clinicaltrials/search/view?version=healthprofessional&c

drid=77645#0utline CDR0000077645).

Prezivljenje bolesnika prikazano je Kaplan-Meierovom metodom (Kaplan E,
Meier P, 1958). Za usporedbu prezivljenja izmedu pojedinih skupina i
podskupina, upotrebljavao se log-rank test. StatistiCka analiza je ucCinjena
pomocu licenciranog statistickog programa Statistical Package for the Social

Sciences (SPSS).
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6. REZULTATI

Od ukupno 36 djece oboljele od B-NHL, a pracene u ovom radu, prezivjelo je 29

djece Sto znaci da je ukupno prezivljenje 80,6 %, Sto je prikazano na Slici 4.

Survival Function

—1Survival Function
—+=0

08— e — -+ -~ e —_—
|
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0,2

00— T 717 T T T T T T T T T T T T T 1
0 12 24 36 48 60 72 84 95 103 120 132 144 158 168 180 192

Survival

Slika 4. Graficki prikaz ukupnog prezivljenja djece oboljele od B-NHL

Usporedbom prezivljenja djece oboljele od B-NHL prema spolovima utvrdena je
prednost Zenskog spola - 87,5% naspram muskog - 78,6%, ali ta razlika nije dostigla

statistiCku znacajnost. Raspodjela prezivljenja po spolovima prikazana je na Slikama

5i6.
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Slika 5. Grafi¢ki prikaz prezivljenja po spolu djece oboljele od B-.NHL-a
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Slika 6. Kaplan Meier krivulja prezivljenja po spolu djece oboljele od B-NHL-a
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PreZivljenje djece po dobi u korist je starijih od 10 godina s prezivljenjem od 88,2 %

prema 73,7 % u dobi od 10 godina i manje. To je prikazano na Slici 7.

Survival Functions
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Slika 7. Graficki prikaz prezivljenja djece pojedinih dobnih skupina gdje je s brojem 1

oznacCena dobna skupina starih 10 godina i manje, a brojem 2 ona u kojoj su djeca

starija od 10 godina

Rezultati prezivljenja sukladno klinickom stadiju pokazuju da je u skupini oboljele
djece stadija | najbolje prezivljenje, a u skupini pacijenata stadija Il najloSije. U
usporedbi prezivljenje stadija Il i Il postignuta je statistiCki znacajna razlika u
prezivljenju u korist djece oboljele od B-NHL stadija Il naspram onih oboljelih od
stadija Il (p = 0,001).

Raspodielu prezivljenja prema stadijima pokazuje Slika 8.
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Slika 8. Prezivljenje djece s B-NHL prema klinickom stadiju bolesti (KS = klinicki

stadij)

Pregledniji rezultati dobiveni su razvrstavanjem djece stadija | i Il u grupu 1, te stadija
1P IV u grupu 2. Pri tome je razlika u prezivljenju oCekivano znatno bolja u nizim
stadijima bolesti — ¢ak 92,0 % (Slika 9), dok je u onih stadija Ill i [V samo 54,5 %

(Slika 10). Dobiveni rezultati pokazuju statistiCku znacajnost (p = 0,006) i prikazani su

na Slici 11.
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Slika 9. Prezivljenje djece s B-NHL za klini¢ke stadije |i Il
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Slika 10. Prezivljenje djece s B-NHL za klini¢ke stadije Il i IV
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Slika 11. Prezivljenje djece s B-NHL razvrstanih prema kliniCkom stadiju u grupe 1 —

stadij 1 i I, u grupu 2 — stadiji Il i IV

Prikaz prezivljenja djece oboljele od B-NHL dobne skupine 1 (< 10) sukladno
grupama klini¢kog stadija (grupa 1 - stadij | i ll, grupa 2 - stadij lll i IV) nalazi se na
slici 12. Ona djeca razvrstana u skupinu 1 prema klinickom stadiju imala su bolje
prezivijenje (84,6 %) naspram onih u grupi 2 (50,0 %), ali ono nije statistiCki

znacajno.
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Slika 12. Prezivljenje djece s B-NHL dobne skupine 1 (< 10) razvrstanih prema

klinickom stadiju u grupe 1 — stadij l'i Il i grupu 2 — stadiji lll i IV

Djece oboljele od B-NHL dobne skupine 2 (> 10) takoder su podijeljena sukladno
grupama klinickog stadija (grupa 1 - stadij I i Il, grupa 2 - stadij Il i IV) — Slika 13.
Ona djeca razvrstana u skupinu 1 prema klinickom stadiju imala su takoder bolje
prezivljenje (100,0 %) naspram onih u grupi 2 (60,0 %), ali ni ono nije statisticki

znacajno.
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Slika 13. Prezivljenje djece s B-NHL dobne skupine 2 (> 10) razvrstanih prema

klinickom stadiju u grupe 1 — stadij l'i Il i grupu 2 — stadiji lll i IV

Rezultati su pokazali da djeca koja su uz standardne kemoterapijske protokole
uzimala rituksimab imaju bolje prezZivljenje od onih koja nisu i to 85,7 % naspram

73,3 %. To je prikazano Slikom 14.
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Slika 14. Prezivljenje djece s B-NHL razvrstanih prema tome jesu li uz standardne
kemoterapijske protokole uzimala rituksimab ili ne (O — nisu uzimali rituksimab, 1 —

uzimali su rituksimab)

U Tablicama 4 i 5 prikazano je preZivljenje djece, koja jesu odnosno nisu uzimala
rituksimab uz standardne kemoterapijske protokole, prema dobnim skupinama
odnosno skupinama klini¢kog stadija. Prema tome u Tablici 4 vidimo da najbolje
prezivljenje imaju djeca koja su uzimala rituksimab, a starija su od 10 godina (90 %),
dok je najslabije prezivljenje u onih koja nisu uzimala rituksimab, a stara su 10

godina i manje (62,5 %). U Tablici 5 jasno vidimo da djeca koja nisu uzimala
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rituksimab, a klini€kog su stadija Ill ili IV imaju slabo preZivljenje (40 %), dok je

najbolje u onih klinickog stadija | i Il koja su uzimala rituksimab (93,3 %).

Tablica 4. Tablica pokazuje razliku u prezivljenju djece koja se uzimala rituksimab

(1) naspram onih koji nisu (0) prema dobnim skupinama (1= < 10, 2 = >10)

Rituximab [Dobna skupina Djeca (n) |Broj prezivjele djece|PreZivljenje (%)
0 1 8 5 62,5
2 7 6 85,7
Ukupno 15 11 73,3
1 1 11 9 81,8
10 9 90
Ukupno 21 18 85,7

Tablica 5. Tablica pokazuje razliku u prezivljenju djece koja se uzimala rituksimab

(1) naspram onih koji nisu (0) prema skupinama klini¢kog stadija (1 —1ill, 2 =1l i1V)
Rituximab |Skupina klinickog stadija [Djeca (n) |Broj preZivjele djecelPrezivljenje (%)
0 1 10 9 90
2 5 2 40
Ukupno 15 11 73,3
1 1 15 14 93,3
2 6 4 66,7
Ukupno 21 18 85,7

Usporedujuéi prezivljenje pacijenata prema podtipu B-NHL limfoma iskljucili smo one
koji su oboljeli od folikularnog i limfoblasti€énog limfoma zbog malog broja bolesnika,
tako da su usporedivani samo Burkitt i Burkitt like limfomi naspram onih difuznog B
velikostaninog. Rezultati govore u prilog Cinjenice da je prezivljenje difuznih B
velikostani¢nih naizgled bolje, ali medijan pracenja nije dosegnut niti za jednu

skupinu. To je prikazano na slici 15.

28



FPodtip

1.0 log-rank p=0531 N=30 Limfoma
=1
0.5= n=12 b f-:mm:ﬂ
t— 2-censored
0,8
n=18

0.6

0.5

047

Kumulativno predivijenje

0,34

0.2

0.1

iy com e T I (R R N . SO FRURE OV R L L P .
0 12 24 36 4B 60 T2 B4 S5 108 120 132 144 156 163 180 1592 204

Vrijeme (mjeseci)

Slika 15. Prezivljenje pacijenata prema podtipu B-NHL limfoma. Brojem 1 oznaceni

su Burkitt i Burkitt like limfomi, a brojem 2 difuzni B velikostanicni limfomi.



7. RASPRAVA

ser v

B — stani¢nog porijekla. Medu B-NHL naj¢es¢i su podtipovi limfoma Burkittov
limfom, pa Burkitt like i DLBCL.

Ovo istrazivanje ucinjeno je na uzorku od 36 djece, s rasponom dobi od 3 do
17 godina, s dijagnozom B stani¢nog ne Hodgkinovog limfoma u razdoblju od
1998 do 2012 godine u Zavodu za hematologiju i onkologiju Klinike za
pedijatriju Klinickog bolni¢kog centra Zagreb.

U na8oj seriji bolesnika sveukupno prezivljenje oboljelih od B-NHL je 80,6 %.
Sa sadasnjim kemoterapijskim protokolima prema literaturnim podacima
sveukupno preZivljenje djece s limfomima je izmedu 80 i 90 % u Sto se
uklapaju i rezultati dobiveni u nasem istrazivanju (Reiter A i sur. 2007; Meyer-
Wentrup F i sur. 2013).

Incidencija bolesti prema spolovima iznosi u literaturi 2-2,5:1 (Lanzkowsky P.
2011; Arceci RJ i sur. 2006), a i u nasoj seriji bolesnika prevladavaju oboljeli
djeCaci. Prezivljenje prema spolu u nasem istrazivanju pokazuje bolju
prognozu u djevojcica, no ne nalazimo statistiCki znacajnu razliku. Razlog za
to moze biti mali broj bolesnika u ispitivanju.

Rezultati nase serije bolesnika pokazali su da djeca u dobi 10 godina i mlada
imaju loSiju prognozu od starije, no u literaturnim podacima pronadeni su i
oprecni podaci s boljom prognozom mladoj dobi bolesnika (Smith MA i sur.
2010).

Kod prikaza preZivljenja sukladno kliniCkom stadiju dobiveni su uglavhom
oCekivani rezultati. Pri tome je najbolje prezivljenje u skupini bolesnika stadija
|, a najslabije preZivljenje imaju djeca stadija Ill. Cinjenicu da najslabije
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prezivljenje nije u djece stadija IV, ve¢ u onih stadija Ill objaSnjavamo malim
brojem djece uklju€ene u istrazivanje. Usporedivsi prezivljenje stadija Il i Ill
postignuta je statistiCki znaCajna razlika u prezivljenju u korist djece oboljele
od B-NHL stadija Il naspram onih stadija Ill (p = 0,001). StatistiCki znac¢ajna
razlika u preZivljenju dobivena je i usporedbom preZivljenja skupina 1 i 2
klinickih stadija pri Cemu skupina 1 odgovara klinickim stadijima | i Il, a skupina
2 stadijima bolesti Il i IV (p = 0,006). Klini¢ki stadij bolesti bitan je prognosticki
Cimbenik i koristan je u predvidanju tijeka bolesti i prezivljenju bolesnika.
Podjelom djece na podtip limfoma utvrdili smo da je bolje prezivljenje za
DLBCL nego za Burkitt i Burkitt like limfome. Za folikularne i limfoblasi¢ne
limfome ne mozemo donositi zaklju€ke jer su sva djeca tih podtipova prezivjela
i nedostatan ih je broj u ispitivanju.

Glavni cilj ovog rada bio je utvrditi postoji li razlika u prezivljenju djece oboljele
od B-NHL lijeCene s ili bez rituksimaba uz standardne kemoterapijske
protokole. Istrazivanjem smo doSli do podataka da je preZivljenje bolje ako je
rituksimab dio terapijskog protokola. Tada prezivljenje iznosi ¢ak 85,7 %, za
razliku od 73,3 % kod one djece koja nisu primala rituksimab. Ti podaci su
sukladni s podacima iz literature (Bili¢ i sur. 2010).

Procjenom prezivlienja u djece koja su, odnosno nisu, primala rituksimab
prema dobnim skupinama nalazimo najbolju prognozu u onih koji su primali
rituksimab, a starija su od 10 godina (90 %). Najslabije preZivljenje opazili smo
u djece koja nisu dobivala rituksimab, a dobne su skupine 10 godina i manje

(62,5 %).

31



Prezivljenje pacijenata ovisno o primjeni rituksimaba u terapiji u korelaciji sa
skupinom Kklini¢kih stadija pokazuje da je za slabo prezZivljenje (40 %)
karakteristicno ne primjena rituksimaba i visi kliniCki stadij bolesti.

lako temeljem naSeg istrazivanja nismo dobili statisticki zna€ajnu razliku u
prezivljenju bolesnika ovisno o rituksimabu u terapiji, postoji jasan trend boljeg
ishoda u onih koji su primali rituksimab. Stoga smatramo da je opravdano
primijeniti rituksimab, ali su potrebna kliniCka ispitivanja na velikom broju

ispitanika.
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8. ZAKLJUCAK

e Sveukupno prezivlienje djece oboljele od B-NHL u ispitivanoj seriji

bolesnika je 80,6 %.

e Utvrdena je razlika u prezivljenju djece oboljele od B-NHL izmedu
spolova koja iskazuje prednost Zenskom spolu, ali ta razlika nije

statistiCki znaCajna.

e Pracenjem preZivljenja djece po dobi bolje preZivljenje imala su djeca

starija od 10 godina.

e Podjelom pacijenata prema kliniCkom stadiju bolesti u skupinu 1 (stadij |
i II) i u skupinu 2 (stadij Il i IV) dobiveni su oCekivani rezultati prema
kojima je bolje prezivljenje u djece nizih kliniCkih stadija. Ta razlika je

statistiCki znacCajna.

e Dijeca lijeCena standardnim kemoterapijskim protokolom kojemu je
pridruZzen rituksimab imaju bolje preZivljenje (85,7 %), nego ona koja
nisu dobivala rituksimab (73,3 %), ali nije postignuta statistiCka

znacajnost.

e Temeljem rezultata zakljuCujemo da je opravdano uvesti rituksimab kao

standardnu komponentu kemoterapijskih protokola.
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