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SAZETAK

Infuzije darivateljevih limfocita i njihov utjecaj na ishod lije¢enja transplantacijom
Ana-Marija Dakovi¢

UVOD: Infuzija darivateljevih limfocita (DLI od eng. donor lymphocyte infusion) primjenjuje se
u lijeCenju pacijenata kod kojih je doslo do relapsa hematoloSke bolesti nakon alogeni¢ne
transplantacije krvotvornih mati¢nih stanica. Takoder, primjenjuje se i u svrhu profilakse kod
pacijenata s visokorizicnom bolesti. Najznacajnija nuspojava takvog nacina lije€enja je razvoj
GVHD-a, koji se javlja u oko 70% sluCajeva. Prema dosadasnjim iskustvima DLI postize
najbolje rezultate u lije€enju kroni¢ne mijeloi¢ne leukemije (KML) dok su rezultati u lijecenju
drugih hematoloskih malignoma dosta ograniceni.

METODE: Retrospektivno su analizirani podaci 40 pacijenata koji su se u razdoblju od 2016.
do 2018. godine u Klinici za hematologiju KBC-a Zagreb lije€ili pripravcima darivateljevih
limfocita. Kao izvor podataka koridten je Bolni¢ki informacijski sustav (BIS) KBC-a Zagreb.
Prikupljeni su podaci o spolu i dobi pacijenata, osnovnoj dijagnozi, datumu i karakteristikama
alogeni¢ne transplantacije KMS-a, indikaciji za primjenu DLI-a, zna¢ajkama DLI-a (broj
tretmana, inicijalna doza, svjezZina transplantata), razlozima prestanka terapije, razvoju GVHD-
a te ishodu i preZivljenju pacijenata.

REZULTATI: Najveci broj pacijenata ukljuenih u istraZivanje bolovao je od ALL-a i AML-a.
Ukupno prezivljenje pacijenata u istraZivanju bilo je 52,5%. Medijan dobi preminulih iznosio je
48 godina, a medijan vremena proteklog od inicijalnog DLI-a do smrti bio je 497 dana. NajCeS¢i
uzroci smrti bili su neuspjeh terapije (36,8%), sepsa (31,6%) i relaps bolesti (15,8%).
Prezivljenje u skupini pacijenata lijeCenih DLI-om zbog relapsa bilo je 43,5%, u skupini lijeCenih
zbog nepotpunog kimerizma 61,5%, a u skupini u kojoj je DLI primijenjen profilakticki 75,0%.
Srednja vrijednost pocetne doze DLI-a iznosila je 0,51x10” CD3+ stanica. Kao najznacajnija
nuspojava, GVHD se razvilo kod 42,5% pacijenata, no nije bio uzrokom smrti niti jednog
pacijenta. Nije nadena statistiCki znacajna razlika u prezivljenju pacijenata s razvijenim GVHD-
om i onih kod kojih je GVHD izostao (p>0,05). Prezivljenje takoder nije znac¢ajno ovisilo o spolu
pacijenata, izvoru transplantata, niti o srodstvu darivatelja i primatelja transplantata (p>0,05).
ZAKLJUCAK: Posttransplantacijski primijenjen DLI uginkovito je orude u terapiji i profilaksi
relapsa hematoloSke bolesti. Postupak je praéen visokim rizikom od razvoja GVHD-a, no
smrtnost prouzroCena GVHD-om je rijetkost. Nesto bolji terapijski uspjeh postignut je u
skupinama pacijenata koji su DLI-om lijeCeni profilakti¢ki i zbog prisutnosti nepotpunog
kimerizma u odnosu na skupinu pacijenata kod kojih je indikacija za primjenu darivateljevih
limfocita bio relaps bolesti, no ta razlika nije se pokazala statisti¢ki znacajnom (p>0,05).

Kljuéne rijeci: DLI, GVHD, relaps, profilaksa, kimerizam



SUMMARY

Donor Lymphocyte Infusions and Their Effect on Transplant Treatment Outcome
Ana-Marija Dakovi¢

INTRODUCTION: Donor lymphocyte infusion is used in the treatment of patients with
haematological disease relapse after allogeneic hematopoietic stem cell transplants. It is also
used as a prophylaxis in patients with high-risk diseases. The most significant side effect of
such a treatment is the development of GVHD, which occurs in about 70% of the cases.
According to previous experience, DLI achieves the best results in the treatment of chronic
myeloid leukaemia (CML), while the results in the treatment of other haematological
malignancies are quite limited.

METHODS: Data of 40 patients treated during the period from 2016 to 2018 in the Clinic for
Hematology of the University Hospital Center Zagreb were analyzed retrospectively. The
Hospital Information System of the University Hospital Center Zagreb was used as the data
source. The collected data included the gender and age of patients, their diagnoses,
characteristics of allogeneic bone marrow transplants, indications for DLI use, DLI features
(number of doses, initial dose, the freshness of graft), reasons for discontinuation of therapy,
development of the GVHD, patient outcomes and survival.

RESULTS: The most common diagnoses among the patients in this study were AML and ALL.
Overall survival was 52.5%. The age median of the deceased was 48 years, and the median
time from initial DLI to death was 497 days. The most common causes of death were treatment
failure (36.8%), sepsis (31.6%) and disease relapse (15.8%). The survival rate of patients
treated for relapse was 43.5%, of those treated for incomplete chimerism 61.5%, and of
patients treated with prophylaxis 75.0%. The median initial dose of DLI was 0.51x10” CD3 +
cells. As the most significant side effect, GVHD developed in 42.5% of patients, but it was not
the cause of death for any of them. There was no statistically significant difference in the
survival of patients with developed GVHD and those in whom GVHD was absent (p> 0.05).
Also, survival did not depend on the gender of the patient, the source transplant or the
relationship between the donor and recipient transplants (p> 0.05).

CONCLUSION: Posttransplantation applied DLI is a useful tool in the therapy and prophylaxis
of relapse of haematological diseases. Even though the procedure has a high risk of
developing GVHD, mortality caused by this complication is relatively rare. The success of the
therapy was slightly better if DLI was applied prophylactically and due to incomplete chimerism,
compared to the application in the treatment of relapse. However, this difference in success
was not statistically significant (p> 0.05).

Key words: DLI, GVHD, relapse, prophylaxis, chimerism



1. UVOD

Infuzija darivateljevih limfocita (DLI) jedan je od u€inkovitih nacina lije€enja bolesnika kod kojih
je doslo do relapsa hematoloSke bolesti nakon alogenicne transplantacije krvotvornih maticnih
stanica (KMS). (1) lako je hematologija u zadnjih nekoliko desetaka godina iznimno
napredovala, a primjena alogeni¢ne transplantacije mati¢nih stanica postala rutinska, i dalje
relaps bolesti nakon transplantacije predstavlja izazov i glavni je krivac za neuspjeh alogeniéne
transplantacije u lije€enju hematoloskih bolesnika. Primjena DLI-a u navedenom slu€aju moze

rezultirati potpunom remisijom bolesti i izljeCenjem pacijenta. (2)

Kolb i suradnici su prvi puta uspje$no primijenili DLI 1988. godine u lije€enju triju pacijenata
kod kojih je doslo do hematolodkog relapsa bolesti nakon alogeni¢ne transplantacije KMS-a
provedene u sklopu lije€enja kroni¢ne mijeloi¢ne leukemije (KML). (3) Od tada pa do danas se
primjena, sigurnosti i u€inkovitost DLI-a konstantno istrazuju, a algoritmi i nacini primjene se

unaprjeduju.

1.1. Mehanizam djelovanja
Infuzije alogenic¢nih limfocita primjenjuju se s ciliem pojacanja ucinka transplantata protiv
leukemije (GVL od eng. graft versus leukaemia). (2) Darivateljevi imunokompetentni limfociti
sposobni su prepoznati strane antigene na povrSini stanica leukemije te se infuzijom tih
limfocita pokre¢e snazna imunoloSka reakcija u tijelu primatelja koja je usmjerena protiv
maligno promijenjenih stanica. Na taj nacin se stjeCe imunolo$ka kontrola nad malignom

boleSéu.

Smatra se da najznacajniju ulogu u GVL ucinku igraju T-limfociti, ukljuujuci oba podtipa T-
stanica, ubilatke CD8+ limfocite i pomagacke CD4+ limfocite. (2) Naime, na znacaj T-limfocita
u GVL reakciji ukazala je studija Horowitz i suradnika €iji su rezultati pokazali da je rizik od
relapsa bolesti zna€ajno visi u skupini onih bolesnika, lije€enih zbog KML-a, kojima je izvrSena
transplantacija kostane srzi s prethodno ucinjenom deplecijom T-limfocita u odnosu na
bolesnike koji su primili transplantat koji je sadrzavao T-stanice darivatelja. (4) Smatra se da
kod transplantacije od HLA-nepodudaranih i haploidenticnih darivatelja GVL u€inku, osim

navedenih T-limfocita, posreduju i NK stanice. (5)

Potencijalne mete djelovanja darivateljevih limfocita mogu biti antigeni Cija ekspresija nije
vezana iskljucivo uz malignu preobrazbu stanica te se nalaze i na stanicama normalnih tkiva
hematopoetskog i drugih organskih sustava. Primjer su antigeni HA-1 i HA-2 iz sustava slabih

antigena tkivne snosljivosti (MHA od eng. minor histocompatibility antigen) koji su eksprimirani
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isklju€ivo na stanicama hematopoetskog sustava te su se u istrazivanjima pokazali kao ciljna
mjesta djelovanja darivateljevih citotoksi¢nih T-limfocita. (6) S druge strane, mete djelovanja
darivateljevih limfocita mogu biti i antigeni koji su izrazeni iskljuivo u maligno promijenjenim
stanicamaili je u malignim stanicama njihova ekspresija izmijenjena u odnosu na zdravo tkivo.
Neki od tih pretjerano eksprimiranih antigena na malignim stanicama koji su se takoder
pokazali kao potencijalne mete djelovanja darivateljevih limfocita su WT-1 antigen, proteinaza
3, survivin i CYPBL1. (7)

Poznato je da tijekom kroni¢nih infekcija i malignoma moze doéi do ,iscrpljenosti T-stanica“.
(8) Taj izraz podrazumijeva disfunkciju T-stanica koja nastaje kao odgovor na dugotrajnu
antigensku izloZenost, a o€ituje se poremecajem efektorske funkcije i regulacije T-limfocita, a
time i loSom imunoloSskom kontrolom nad infekcijom, odnosno tumorom. (9) Otkriveno je da
DLI moze preokrenuti opisani proces kod bolesnika s malignim hematoloskim bolestima i na

taj nacin potencirati imunoloSku reakciju usmjerenu protiv malignih stanica. (10)

1.2. Primjena
DLI se primjenjuje nakon alogeniéne transplantacije mati¢nih stanica profilakticki i terapijski.
Profilakti¢ki se primjenjuje kod pacijenata s visokim rizikom za relaps bolesti, kod prisutnosti
minimalne rezidualne bolesti nakon transplantacije i u sluaju nepotpunog darivateljevog
kimerizma. (2) Kod pacijenata kod kojih je doSlo do posttransplantacijskog relapsa maligne
bolesti DLI se primjenjuje terapijski. (2) Rezultati multicentricne studije Wanga i suradnika
pokazali su da pacijenti kod kojih je posttransplantacijski primijenjen DLI imaju znacajno nizi
rizik od relapsa (46%) i vecCe trogodiSnje preZivljenje u odnosu na one kod kojih je primjena
DLI-a izostavljena (66%). (11) Studija Rujkijyanonta i suradnika govori o uspjesnosti primjene
darivateljevih limfocita u tretmanu nepotpunog kimerizma prisutnog nakon transplantacije
KMS-a u pedijatrijskoj populaciji. (12) U navedenoj studiji veliki broj pacijenata, njih 86,8%,
odgovorio je na primjenu DLI-a, dok je kod 79,8% pacijenata koji su odgovorili na terapiju
uspostavljen stopostotni darivateljev kimerizam. (12) Prezivljenje pacijenata u opisanoj studiji
je bilo znacajno bolje u skupini onih kod kojih je uspostavljen stopostotni darivateljev kimerizam
u odnosu na skupinu u kojoj taj u€inak primjenom DLI-a nije postignut. (12) Dosadas$nja klini¢ka
iskustva i istrazivanja sugeriraju da je uspjeSnost primjene DLI-a, u vidu ukupnog
petogodiSnjeg prezivljenja, veca kod profilaktiCke primjene u odnosu na terapijsku te da
profilaktiCki DLI moze znacCajno doprinijeti postizanju dugotrajne remisije nakon alogenicne

transplantacije mati¢nih stanica. (13,14)

Uspjeh terapije darivateljevim limfocitima znacajno ovisi o vrsti hematoloske bolesti od koje

pacijent boluje. Dosadasnja klini¢ka iskustva s primjenom darivateljevih limfocita pokazala su
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da takav terapijski protokol postize najbolje rezultate u lijeCenju pacijenata oboljelih od KML-
a, kod kojih se primjenom DLI-a uspostava kompletne hematoloSke i citogeneticke remisije
postize u oko 70-80% sluCajeva. (15) Prema jednom sistematskom pregledu, koji je obuhvatio
ukupno 39 Kklini¢kih studija, uspjeSnost DLI-a u postizanju kompletne remisije u lijecenju ALL-
a bila je 27%, MM-a 26%, NHL-a 52% i HL-a 37% te KML-a 55%. (16) Smatra se da je jedan
od faktora koji su zasluzni za slabiji odgovor pacijenata s akutnim leukemijama, u pravilu, brza
progresija bolesti s velikim brojem malignih stanica, buduéi da GVL efektu trebaju tjedni da
uspostavi kontrolu nad bolesti. (17) Osim toga, u malignim stanicama leukemije zabiljezene su
promjene u ekspresiji povrSinskih antigena koje im omogucuju da se zamaskiraju i izbjegnu
imunoloski odgovor. (18) Postoje i brojni drugi mehanizmi, koji mogu dovesti do neuspjeha DLI
terapije i nemogucnosti uspostave imunoloske kontrole nad bole$¢u. Neki od tih mehanizama
su invazija leukemijskih stanica u imunoloski privilegirana podruéja (CNS, testisi), produkcija
inhibitornih citokina (IL-10, TGFB), abnormalna ekspresija FAS i FAS-L na stanicama

leukemije, poremecena sekrecija i rezistencija na proupalne citokine. (19)

DLI je nasao primjenu i izvan okvira hematologije te se ispituje njegova uspjesnost u terapiji
tumora solidnih organa. Za sada lije€nici imaju najviSe iskustva s primjenom DLI-a kod
pacijenata s metastatskim karcinomom bubreznih stanica (RCC prema eng. renal cell
carcinoma) i dojke. (20) Jedna od prvih studija koja je ukazala na potencijal reakcije
transplantata protiv tumora (GVT prema eng. graft versus tumor) u terapiji malignoma solidnih
organa je ona Childsa i suradnika iz 2000. godine. (21) Navedena studija obuhvatila je 19
pacijenata s refraktornim RCC-om, kojima je nakon nemijeloablativne kemoterapije i
alogenicne transplantacije KMS-a dana infuzija darivateljevih limfocita. Kod 10 pacijenata
(53%) te studije doslo je do regresije metastatske bolesti, od kojih je 3 imalo potpuni, a 7
pacijenata djelomi¢ni odgovor na terapiju. (21) lako su se dosada$nja iskustva s
transplantacijom mati¢nih stanica i GVT efektom u bolesnika sa solidnim tumorima pokazala
obecavajuéima, potrebna su dodatna istrazivanja kako bi se ustanovile mogucénosti i

ogranienja takvog modaliteta lije¢enja. (22)

1.3. Nuspojave DLI terapije
Naj¢eS¢a nuspojava, koja ujedno kod velikog broja pacijenata ograni€ava daljnji nastavak
ljeCenja DLI-om, je nastanak bolesti transplantata protiv primatelja (GVHD prema engl. graft
versus host disease). (23) Multicentricna studija Scarisbricka i suradnika provedena u
Ujedinjenom Kraljevstvu pokazala je da je nakon terapije darivateljevim limfocitima vecina
pacijenata, njih 71%, razvila GVHD, od kojih je 32% razvilo akutni GVHD, a 44% kronic¢ni

GVHD. Usprkos velikom broju pacijenata koji su u toj studiji razvili GVHD, mortalitet kao



posljedica GVHD-a bio je nizak (6%). (24) Rezultati studije Horowitz i suradnika pokazali su
da je rizik od relapsa bolesti nizi kod pacijenata koji su razvili GVHD nakon primjene DLI-a u
odnosu na pacijente koji nisu razvili GVHD te da navedeni ucinak korelira s tezinom razvijenog
GVHD-a. (4) Kod pacijenata koji su razvili tezi oblik GVHD-a zabiljezen je maniji broj relapsa

u odnosu na pacijente s blazim oblikom navedene nuspojave. (4)

Studija u kojoj je istrazivana povezanost izmedu razvoja posttransplantacijskog GVHD-a i
tijeka bolesti, pokazala je da je razvitak kronichog GVHD-a nakon alogeniéne transplantacije
KMS-a povezan s manjim rizikom od relapsa i progresije bolesti. (25) Akutni GVHD u tom
istraZivanju nije imao znac¢ajnu korelaciju s rizikom za relaps i progresiju bolesti, nego je

StoviSe, povezan s veéim mortalitetom. (25)

Akutni GVHD moze se javiti 1 do 4 mjeseca nakon pocetnog DLI-a te su reakcijom najéeSce
zahvaceni koza, jetra i probavni trakt. (24) Kroni¢ni GVHD se obi¢no razvija oko 6. mjeseca
nakon pocetne doze DLI-a, a najceSée zahvaceni organi su usna Supljina, jetra, oko i crijeva.
(24) 1 kod akutnog i kod kroniénog oblika bolesti prva linija terapije i dalje je primjena topickih i

sistemnih kortikosteroida. (26)

lako je kod vecine pacijenata razvoj GVL u€inka prac¢en razvojem GVHD-a, postoje pojedinci
kod kojih primjenom DLI-a uspostavi remisija bolesti, a da pri tome ne dode do razvoja GVHD-
a. (24) To zapazanije je dalo nadu da bi se ta dva u€inka DLI-a potencijalno mogla medusobno
odvoijiti. Kako bi se potencirao uc€inak GVL-a, a smanijila toksi¢nost GVHD-a, razvili su se novi
nacini primjene DLI-a. (23) Jedna od razvijenih metoda je primjena rastucih doza darivateljevih
limfocita. U studiji Dazzi i suradnika u kojoj je sudjelovalo 48 pacijenata s relapsom KML-a
pokazano je da se u skupni bolesnika koji su primili bolusne doze DLI-a GVHD razvio u 40 %
pacijenata, dok se u skupini pacijenata koji su primali rastu¢e doze DLI-a kroz viSe mjeseci
GVHD razvio u samo 10% pacijenata, s tim da su vjerojatnost postizanja citogeneti¢ke remisije
unutar 2 godine te ukupna doza transfundiranih limfocita bili jednaki u obje grupe ispitanika.
(27) | druga istrazivanja poduprla su teoriju da se rizik od razvoja GVHD-a moze smanijiti
primjenom pocetne doze nize od 0,2x108 CD3+ stanica te postupnim povec¢anjem doze u
narednim tretmanima, a bez opasnosti da takav pristup ima negativan utjecaj na uspjesnost

terapije. (28)

Znacajno rjeda nuspojava DLl-a, koja se javlja u oko 20% tretiranih pacijenata, je
pancitopenija. (27) Obi¢no se javlja 1 do 5 mjeseci nakon pocetne infuzije limfocita. (29) Jedna
od teorija koja objasnjava pancitopeniju je nesposobnost darivateljevih mati¢nih stanica da
uspostave normalnu hematopoezu u trenutku kada darivateljevi limfociti uniSte preostale

stanice hematoloSkog sustava domacina. (27)



1.4. Novi pristupi u DLI terapiji
Osim prethodno navedene primjene manijih inicijalnin doza CD3+ stanica i nakon toga
postepenog povecavanja doze, razvile su se i druge modifikacije primjene DLI terapije, a sve
s ciliem poveéanja ucinkovitosti tretmana i smanjenjem rizika od razvoja nezeljenih nuspojava,
posebice GVHD-a.

1.4.1. Deplecija CD8+ limfocita
S obzirom na prethodna istrazivanja Ciji rezultati sugeriraju centralnu ulogu CD8+ limfocita u
izazivanju GVHD-a, istrazuje se ucinkovitost i sigurnost DLI transfuzija u kojima je prethodno
provedena deplecija CD8+ limfocita. Dosadasnja primjena navedene terapije pokazala je

zadovoljavajucée rezultate uz prihvatljiv rizik od razvoja GVHD-a. (30,31)

1.4.2. Ex vivo aktivacija

Kako bi se potencirao ucinak GVL reakcije pokuSava se s ex vivo aktivacijom pripravka
darivateljevih limfocita. Aktivacija T-limfocita postize se kostimulacijom u kulturama s anti-CD3
i anti-CD28 protutijelima. Istrazivanja primjene tako aktiviranih pripravaka DLI-a kod pacijenata
sa relapsom bolesti ili kod pacijenata sa visokim rizikom od relapsa pokazala su da takav nagin
primjene darivateljevih limfocita ne povecava rizik od razvoja teskih oblika GVHD-a te da moze
doprinijeti lije€enju bolesnika kod kojih konvencionalni DLI ne pokaze zadovoljavajuce
rezultate. (32,33)

1.4.3. Kombinacija DLI-a s ciljanom terapijom
Trodnevna primjena 5-azacitidina, sintetickog nukleozidnog analoga, koja prethodi infuziji
darivateljevih limfocita pokazala se obecavajuéom u tretmanu AML-a, MDS-a i KML-a.
Rezultati jedne od studija u kojoj su analizirani rezultati opisanog terapijskog pristupa pokazali
su da je 66% pacijenata navedene studije postiglo odgovor na takvu terapiju, s tim da je 16%
pacijenata, koji prethodno nisu reagirali na standardnu DLI terapiju, postiglo kompletnu

remisiju bolesti. (34)

1.4.4. Kombinacija DLI-a i IL-2
IL-2 je citokin koji poti€e aktivaciju i proliferaciju T-limfocita i NK stanica te na taj na¢in moze
potencirati GVL ucinak posredovan tim stanicama. (35) Primjenom rekombinantnog IL-2, kod
pacijenata koji nisu imali dobar odgovor na prethodnu standardnu DLI terapiju, postiglo se

bolje ukupno preZivljenje, a bez povecanja rizika od toksi¢nosti. (35)

1.4.5. DLI s Treg deplecijom
Regulatorni T-limfociti (Treg) imaju centralnu ulogu u regulaciji imunoloSkog odgovora na
aloantigene. Dokazano je da svojim modulatornim utjecajem na aloreaktivnost mogu

suprimirati intenzitet GVL i GVH reakcija. (36) Na temelju tih spoznaja se razvio modificirani



DLI tretman u kojem je pretransplantacijski provedena deplecija regulatornih T-limfocita.
Terapija darivateljevim limfocitima u kojima je provedeno osiroma$enje Treg limfocita pokazala
se efikasnim i sigurnim pristupom kod pacijenata koji nisu pokazali zadovoljavajuci odgovor na
standardnu terapiju. (37) Kod pacijenata s bolesSc¢u koja je rezistentna na ovakav modalitet
liieCenja moze se pokusati s deplecijom Treg stanica samog primatelja pomocéu kemoterapije

te nakon toga primjenom DLI-a s takoder provedenom Treg deplecijom. (37)

1.5. Zakljuéak
Iz svega dosad navedenog moze se izvesti zaklju€ak da su DLI i njegove maodifikacije, usprkos
riziku od toksi¢nosti i razvoja teskih oblika GVHD-a, i danas jedan od osnovnih oblika adoptivne
imunoterapije u lijec¢enju hematolo$kih malignoma nakon alogeni¢ne transplantacije KMS-a.
Nazalost, do danas nije pronadeno rjeSenje koje bi dovelo do znacajnijeg poboljSanja
ucinkovitosti DLI terapije u lije€enju akutnih leukemija te je DLI u tom podrucju i dalje vrlo
ograni¢enih moguénosti. Ali buduci da su istrazivanja u podrucju hematologije i molekularne
biologije intenzivna te da se svakodnevno otkrivaju novi mehanizmi koji stoje u podlozi razvoja
karcinoma i hematoloskih malignoma, za oCekivati je da ¢e se u doglednoj buduc¢nosti razviti
novi terapijski protokoli i pametni lijekovi, koji ¢e omoguciti ve¢u ucinkovitost i bolje rezultate u

borbi protiv malignih bolesti.



2. HIPOTEZA

Infuzija darivateljevih limfocita u€inkovit je i siguran terapijski pristup koji se primjenjuje nakon
alogeni¢ne transplantacije krvotvornih mati¢nih stanica profilakti¢ki, s ciljem postizanja
kompletne remisije i smanjenja rizika od relapsa kod visokoriziénih oblika bolesti, ali i terapijski

za lije€enje relapsa bolesti ukoliko do njega dode.



3. CILJ ISTRAZIVANJA

Primarni cilj ovog istraZivanja bio je analizirati ishode posttransplantacijskog lije¢enja infuzijom
darivateljevih limfocita u pacijenata lije€enih u Zavodu za hematologiju pri Klinici za internu

medicinu KBC-a Zagreb u tri susljedne godine, od 2016. do 2018. godine.



4. ISPITANICI | METODE

4.1. Ispitanici
U ovom istrazivanju retrospektivno su analizirani podaci o pacijentima koji su lijeceni u Klinici
za hematologiju KBC-a Zagreb, te su u razdoblju od 1.1.2016. do 31.12.2018. primili jednu ili
viSe doza darivateljevih limfocita. U tom razdoblju je ukupno 40 pacijenta lije¢eno infuzijama
darivateljevih limfocita i svi su pacijenti uklju€eni u istrazivanje. U ispitivanju su sudjelovala 22
muskaraca i 18 zena, dobnog raspona izmedu 5 i 65 godina. Od toga je bilo 5 djece, odnosno
ispitanika mladih od 18 godina. NajviSe ispitanika imalo je postavljene dijagnoze akutne
mijeloi€ne leukemije, njih 18 (45,0%), i akutne limfoblasti¢ne leukemije, njih 9 (22,5%). Od
Hodgkinove bolesti bolovala su ukupno 4 pacijenta (10,0%), od osteomijelofibroze 3 pacijenta
(7,5%), kroni¢ne mijeloi¢ne leukemije 2 pacijenta (5,0%) te od aplasti¢ne anemije, kroniéne
limfocitne leukemije, mijelodisplastichog sindroma i blastiéne plazmocitoidne neoplazme
dendritickih stanica po 1 osoba (2,5%). Demografske i klinicke podatke o ispitanicima te

podatke o karakteristikama primjene DLI-a pokazuje Tablica 1.



Tablica 1. Demografska i kliniCka obiljeZja ispitanika te razlozi i znac¢ajke primjene DLI-a kod

pacijenata u ovom istraZivanju

Ispitanici n %
Medijan dobi, godine (raspon) 47 (5-65)

Muskarci 22 55,0
Zene 18 45,0
Dijagnoze

AA 2,5
ALL 9 22,5
AML 18 45,0
BPDCN 1 2,5
KLL 1 2,5
KML 2 50
MbH 4 10,0
MDS 1 2,5
OMF 3 7,5
Razlog primjene DLI-a

Nepotpuni kimerizam/gubitak

kimerizma 1 32
Protokol 4 10,0
Relaps 23 57,5
Darivatelj

Srodni 17 425
Nesrodni 18 45,0
Haploidenti¢ni 5 12,5
Izvor transplantata

BM 11 27,5
PBSC 29 72,5
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4.2. Metode

U istrazivanju su koristeni podaci koji su dobiveni iz medicinske dokumentacije pohranjene u
Bolni¢kom informacijskom sustavu (BIS-u). Na taj nacin prikupljeni su podaci o dobi, spolu,
dijagnozi, datumu transplantacije krvotvornih mati¢nih stanica, izvoru transplantata, srodnosti
darivatelja i primatelja transplantata, razlogu, datumu i dozi prvog DLI-a, ukupnom broju doza
DLI-a, o tome jesu li infuzije limfocita bile svjeze ili krioprezervirane, razlogu prestanka
primjene DLI-a, uspjehu terapije, pojavi GVHD-a, prezivljenju i uzroku smrti ako je do smrti
dosSlo. Navedeni podaci retrospektivno su analizirani metodama deskriptivne statistike.
Programi koriSteni za obradu podataka bili su Microsoft Office Excel 2019 i IBM SPSS

Statistics. Rezultati su prikazani broj¢ano, tabli¢no i graficki.
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5. REZULTATI ISTRAZIVANJA

5.1. Srodstvo darivatelja i primatelja te izvor transplantata

U promatranom razdoblju na Klinici za hematologiju KBC-a Zagreb infuzijom darivateljevih
limfocita lije€eno je ukupno 40 osoba. Kod svih ispitanika je prethodno, u sklopu lijecenja
hematoloSke bolesti, u€injena alogeni¢na transplantacija krvotvornih mati¢nih stanica.
Transplantacija od srodnog HLA podudaranog darivatelja primijenjena je kod 17 (42,5%)
pacijenata, transplantacija od nesrodnog HLA podudaranog darivatelja kod 18 (45,0%)
pacijenata, a transplantacija od HLA nepodudaranog, odnosno haploidenti¢nog darivatelja kod
5 (12,5%) pacijenata. Kod 29 (72,5%) pacijenata izvor transplantata bile su mati¢ne stanice iz

periferne krvi (PBSC), dok je kod 11 (27,5%) pacijenata izvor bila koStana srz (BM) darivatelja.

50.0%
45.0%
40.0%
35.0%
30.0%
25.0%
20.0%
15.0%
10.0%

5.0%

0.0%
Nesrodni HLA podudarani  Srodni HLA podudarani Haploidenti¢ni

Slika 1. Graficki prikaz srodstva izmedu darivatelja i primatelja transplantata KMS-a

5.2. Indikacije za primjenu DLI-a
Infuzije darivateljevih limfocita primijenjene su kod vecine pacijenata, njih 23 (57,5%), zbog
relapsa maligne hematoloske bolesti nakon transplantacije KMS-a. Kod 13 (32,5%) pacijenata
razlog primjene DLI-a bila je prisutnost nepotpunog darivateljevog kimerizma, odnosno gubitak
stopostotnog darivateljevog kimerizma, a kod 4 (10,0%) pacijenata DLI je primijenjen

profilaktiCki po protokolu zbog visokorizi¢ne bolesti.
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= nepotpun
kimerizam/gubitak
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m protokol

Slika 2. Grafi¢ki prikaz indikacija za primjenu DLI-a

5.3. Karakteristike DLI-a
Ukupno je u promatranom razdoblju u Klinici za hematologiju primijenjeno 114 pojedinacnih
doza darivateljevih limfocita. Od ukupnog broja apliciranih doza, 53 (46,5%) doze bile su svjeZi
pripravci darivateljevih limfocita, a ostatak, odnosno 61 (53,5%) aplicirana doza bila je

prethodno krioprezervirana.

Pedeset i jedna (44,7%) doza DLI-a aplicirana je pacijentima transplantiranima od srodnog
HLA podudaranog darivatelja. Jednak broj doza, 51 (44,7%), primijenjen je nakon alogeni¢ne
transplantacije od nesrodnog HLA podudaranog darivatelja. Dvanaest (10,6%) doza DLI-a

aplicirano je pacijentima transplantiranima od haploidenti¢nog darivatelja.

Osam (20,0%) pacijenata primilo je po 1 dozu darivateljevih limfocita, 11 (27,5%) pacijenata
primilo je po 2 doze, 10 (20,0%) pacijenata po 3 doze, 4 (10,0%) pacijenta po 4 doze, 5 (12,5%)
pacijenata po 5 doza, 1 (2,5%) pacijent 6 doza te 1 (2,5%) pacijent 7 doza darivateljevih
limfocita. Medijan ukupnog broja primljenih doza DLI-a nakon srodne i nesrodne HLA
podudarane transplantacije KMS-a u ovom istrazivanju bio 3 doze po pacijentu. Medijan
ukupnog broja doza nakon haploidenti¢ne transplantacije KMS-a iznosio je 2 doze po

pacijentu.

Medijan vremena koje je proteklo od srodne HLA podudarane transplantacije KMS-a do
pocCetne infuzije darivateljevih limfocita iznosio je 177 dana, od nesrodne HLA podudarane
transplantacije do prvog DLI-a iznosio je 194 dana, a medijan vremena izmedu haploidentiéne

transplantacije i po¢etnog DLI-a bio je 370 dana.
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Najmanja primijenjena pocetna doza darivateljevih limfocita iznosila je 0,001x107 CD3+

stanica, dok je najve¢a pocetna doza bila 3x10” CD3+ stanica. Srednja vrijednost pocéetne

doze DLI-a bhila je 0,51x107 CD3+ stanica. Znacajke primijenjenih pripravaka donorskih

limfocita i razlike izmedu primijenjenog DLI-a nakon transplantacija KMS-a od srodnih,

nesrodnih HLA podudaranih te haploidenti¢nih darivatelja pokazuje Tablica 2.

Tablica 2. Karakteristike primijenjenih infuzija darivateljevih limfocita i razlike s obzirom na

vrstu alogenic¢ne transplantacije KMS-a

Srodna HLA
podudarana

Nesrodna HLA
podudarana

Haploidenti¢na

Ukupno

Ukupan broj
primjenjenih doza
DLl-a

Medijan ukupnog
broja primljenih
doza po pacijentu

Srednja vrijednost
doze prvog DLI
(x10%)

Broj primjenjenih
doza svjezih
transplantata

Broj primjenjenih

doza
krioprezerviranih
transplantata

Broj pacijenata s

razvijenim GVHD-

om

51

0,61

25

26

51

0,50

26

25

12

0,47

10

114

0,51

53

61

17
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5.4. Razlozi prestanka DLI terapije
Razlog obustave daljnje primjene DLI-a bio je kod vecine ispitanika, njih 16 (40,0%), neuspjeh
takvog modaliteta lijec¢enja. Kod 12 (30,0%) ispitanika terapija DLI-om prekinuta je zbog pojave
toksi¢nosti, odnosno razvoja GVHD-a. Postizanje terapijskog uspjeha bio je razlog prestanka
daljnje primjene DLI-a kod 7 (17,5%) ispitanika. U 2 (5,0%) slu€aja darivatelj nije bio sklon
daljnjem darivanju limfocita, a kod preostala 3 ispitanika razlozi prekida terapije bili su: u
jednom slu€aju razvoj febriliteta netom prije planirane infuzije, u drugom razvoj infekcije koja
je dovela do smrtnog ishoda ispitanika, a u trecem progresija bolesti koja je rezultirala smrtnim

ishodom prije sljedecéeg planiranog DLI tretmana.

Neuspjeh
GVHD

m Uspjeh

m Darivatelj nije bio sklon
daljnem darivanju limfocita

m Ostalo

Slika 3. Graficki prikaz razloga prekida daljnje primjene DLI-a

5.5. Razvoj GVHD-a
Bolest transplantata protiv primatelja, koja je ujedno i najéeSCa nuspojava terapije
darivateljevim limfocitima, pojavila se kod znacajnog broja ispitanika ukljuenih u ovo
istrazivanje. Ukupno je 17 (42,5%) ispitanika razvilo GVHD, a od toga je bilo 8 (47,1%)
ispitanika Zenskog spola i 9 (52,9%) ispitanika muSkog spola. Kod 12 ispitanika nastavak
terapije darivateljevim limfocitima bio je kontraindiciran zbog razvoja navedene komplikacije.
Od 17 pacijenata transplantiranih od srodnog HLA podudaranog darivatelja ukupno je 8
(47,0%) pacijenata razvilo GVHD. U skupini od 18 pacijenata transplantiranih od nesrodnog
HLA podudaranog darivatelja njih 8 (44,4%) je razvilo GVHD. Od 4 pacijenta koji su primili
transplantat od haploidenti¢cnog darivatelja samo 1 (25,0%) pacijent je razvio navedenu

komplikaciju.
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Kod pacijenata kod kojih se razvio GVHD raspon vrijednosti poCetnih doza DLI-a kretao se
izmedu 0,005x107 CD3+ stanica i 3x10’ CD3+ stanica, a srednja vrijednosti pocetne doze

iznosila je 0,5x10” CD3+ stanica.

Kod 3 (17,6%) ispitanika GVHD se razvio nakon 1 infundirane doze. Ostali ispitanici kod kojih
se navedena reakcija razvila primili su viSe doza DLI-a i to: 4 (23,5%) ispitanika su primila po
2 doze DLI-a, 5 (29,4%) ispitanika je primilo po 3 doze, 3 (17,6%) ispitanika su primila po 4
doze, 1 (5,8%) ispitanik je primio 5 doza i 1 (5,8%) ispitanik je primio ukupno 7 doza DLI-a.

5.6. Ishodi lije€enja primjenom DLI-a
Ishodi lijeCenja DLI-om u ovom istrazivanju prikazani su kao uspjeh, postizanje stopostotnog
kimerizma i bez ucinka. Uspjeh DLI-a odnosi se na ispitanike kod kojih je postignuta kompletna
remisija bolesti. Postizanje stopostotnog darivateljevog kimerizma odnosi se na pojedince kod
kojih je uspostavljen stopostotni darivateljev kimerizam, a kod kojih je DLI primijenjen zbog
ustanovljenog nepotpunog kimerizma ili gubitka prethodno uspostavljenog stopostotnog
kimerizma. Ispitanici kod koji se DLI pokazao kao terapija bez u€inka su oni kod kojih nije

postignuta kompletna remisija bolesti, niti stopostotni kimerizam.

Nazalost, kod najveéeg broja ispitanika u ovom istraZivanju, njih 25 (62,5%), primjenom DLI-a
nije postignut Zeljeni odgovor na terapiju. Kod 9 (22,5%) ispitanika primjenom darivateljevih
limfocita postignut je uspjeh u uspostavi kompletne remisije. Stopostotni darivateljev

kimerizam postignut je kod ukupno 6 (15,0%) ispitanika u ovom istrazivanju.

Bez ucinka
B Uspjeh

B Postizanje 100%
kimerizma

Slika 4. Grafi¢ki prikaz ishoda lije¢enja DLI-om

U skupini 13 pacijenata koji su primili DLI zbog nepotpunog kimerizma ili gubitka stopostotnog

kimerizma, kod 6 (46,2%) pacijenata postignut je terapijski odgovor, odnosno uspostava
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stopostotnog darivateljevog kimerizma, dok je kod 7 (53,8%) pacijenata odgovor bolesti na DLI
izostao. U skupini 4 ispitanika kod kojih je DLI primijenjen profilakti¢ki po protokolu, terapijski
uspjeh u vidu uspostave trajne kompletne remisije postignut je kod 2 (50,0%) pacijenta, a kod
preostala 2 (50,0%) pacijenta nije doSlo do remisije bolesti. Od 23 pacijenta kod kojih je DLI
primijenjen zbog relapsa bolesti, terapijski uspjeh postignut je kod njih 7 (30,4%), dok kod

preostalih 16 (69,6%) pacijenata nije postignut Zeljeni odgovor na terapiju.

80.0%
70.0%
60.0%
50.0%
40.0% H Uspjeh
30.0% Postizanje 100% kimerizma
20.0% M Bez ucinka
10.0%
0.0%
Nepotpuni Protokol Relaps
kimerizam/gubitak
kimerizma

Slika 5. Grafi¢ki prikaz ishoda kod pacijenata s razli¢itim indikacijama za primjenu DLI-a

U skupini pacijenata s evidentiranim GVHD-om primjena DLI-a je bila uspjeSna kod 23,5%
(4/17) pacijenata, stopostotni kimerizam postignut je kod 23,5% (4/17) pacijenata, a u€inak
terapije je izostao kod 53,0% (9/17) pacijenata iz te skupine. Nasuprot tome, kod pacijenata
kod kojih je razvoj GVHD-a izostao, primjenom DLI-a terapijski uspjeh postignut je kod 21,8%
(5/23) pacijenata. Stopostotni kimerizam uspostavljen je kod 8,7% (2/23) pacijenata u ovoj

skupni, dok je kod 70,0% (16/23) pacijenata primijenjena terapija bila bez ucinka.

80.0%
70.0%
60.0%
50.0%

W Uspjeh

40.0% N S
Postizanje 100% kimerizma

30.0%

20.0%
10.0%
0.0%

Razvijen GVHD Odsustvo GVHD-a

M Bez ucinka

Slika 6. Graficki prikaz ishoda lije¢enja kod pacijenata s evidentiranim GVHD-om i pacijenata
bez GVHD-a
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Kod pacijenata s postavljenom dijagnozom AML-a Zeljeni terapijski odgovor postignut je u
50,0% (9/18) slu€ajeva, kod onih s dijjagnozom ALL-a u 11,1% (1/9) slu€ajeva, a kod pacijenata
s dijagnozom MbH-a u 25,0% (1/4) slu€ajeva. Kod ostalih pacijenata postignuti su sljedeci
odgovori na terapiju darivateljevim limfocitima: 100% (1/1, 1/1) pacijenata s dijagnozama MDS-
a i NBPDC-a, 50,0% (1/2) pacijenata s dijagnozom KML-a, 33,3% (1/3) pacijenata s
dijagnozom OMF-a te 0% (0/1, 0/1) pacijenata s dijagnozama AA i KLL-a postiglo je zeljeni
terapijski uspjeh.

5.7. Prezivljenje
Od 40 pacijenata koju su u promatranom razdoblju lije€eni infuzijama darivateljevih limfocita
preminulo je ukupno 19 (47,5%) pacijenata, a prezivio je 21 (52,5%) pacijent. U ukupnom broju
preminulih bilo je 9 (47,3%) osoba Zenskog spola te 10 (52,7%) osoba muskog spola. Medijan
dobi preminulih iznosio je 48 godina. Kod 16 (84,2%) preminulih izvor KMS-a za alogeni¢nu
transplantaciju je bio PBSC, dok je kod ostalih izvor transplantata bio BM. U skupini preminulih
10 (52,6%) pacijenata bilo je transplantirano od nesrodnog HLA podudaranog darivatelja, 6
(31,6%) pacijenata od srodnog HLA podudaranog darivatelja te 3 (15,6%) pacijenta od

haploidenticnog darivatelja.

Zivi

H preminuli

Slika 7. Grafi¢ki prikaz preZivijenja pacijenata lijecenih DLI-om

Medijan vremena proteklog od prve infuzije darivateljevih limfocita do smrtiiznosio je 497 dana.
NajCesci uzrok, koji je doveo do smrtnog ishoda kod 7 (36,8%) ispitanika, bio je neuspjeh
terapije. Drugi po ucestalosti uzrok smrti bila je sepsa, koja je dovela do smrtnog ishoda kod 6
(31,6%) ispitanika. Ostali uzroci smrti bili su relaps bolesti kod 3 (15,8%) ispitanika, plu¢na

embolija kod 1 (5,3%) ispitanika, nekrotizirajuci fasciitis kod 1 (5,3%) ispitanika te sr€ani zastoj
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kod 1 (5,3%) ispitanika. Najveci broj preminulih imao je postavljenu dijagnozu AML-a, ukupno
7 (36,8%) ispitanika. Sest (31,6%) preminulih osoba bolovalo je od ALL-a, 2 (10,5%) preminula
od MbH-a, 2 (10,5%) preminula od OMF-a te 1 (5,3%) preminuli od KLL-a.

U skupini preZivjelih ispitanika bilo je 9 (42,9%) ispitanika Zenskog spola te 12 (57,1%)
ispitanika muskog spola. Medijan praéenja prezZivjelih ispitanika bio je 665 dana od
transplantacije KMS-a, odnosno 471 dan od prve infuzije darivateljevih limfocita. U skupini
prezivjelih kod njih 13 (61,9%) izvor transplantata bio je PBSC, a kod 8 (38,1%) pacijenata
izvor je bio BM. Najveci broj prezivjelih transplantiran je od srodnog HLA podudaranog
darivatelja, njih 11 (52,4%), 8 (38,1%) prezivjelih transplantirano je od nesrodnog HLA
podudaranog darivatelja te 2 (9,5%) od haploidenticnog darivatelja. Statisticka analiza
pokazala je da preZivljenje nije znacajno ovisilo o spolu pacijenata, izvoru transplantata, niti o

srodstvu darivatelja i primatelja transplantata (p>0,05).

Kod pacijenata lijeCenih DLI-om zbog relapsa prezivljenje je iznosilo 43,5% (10/23), u onih
liie€enih zbog nepotpunog kimerizma i gubitka kimerizma 61,5% (8/12), a kod pacijenata kod
kojih je DLI primijenjen profilakticki po protokolu prezivljenje je bilo 75,0% (3/4). No, ta se

razlika u prezivljenju nije pokazala statisticki znac¢ajnom (Log Rank: x?=3,755, p=0,153).
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Slika 8. Kaplan-Meierova krivulja preZivljenja pacijenata s razli¢itim indikacijama za primjenu

DLI-a u prva 24 mjeseca nakon prve primijenjene doze darivateljevih limfocita
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Skupina pacijenata kod kojih je terapija darivateljevim limfocitima bila pracena razvojem
GVHD-a imala je ukupno prezivljenje od 64,7% (11/17), a u skupini pacijenata kod kojih je
razvoj GVHD-a izostao ukupno je prezivljenje iznosilo 43,5% (10/23). Navedena razlika u
ukupnom prezivljenju izmedu pacijenata kod kojih se GVHD razvio i onih kod kojih je razvoj

GVHD-a izostao takoder se nije pokazala statisti¢ki znacajnom (Log Rank: x?=0,542, p=0,462).
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Slika 9. Kaplan-Meierova krivulja preZivljenja pacijenata sa razvijenim GVHD-om i pacijenata

bez navedene nuspojave u prva 24 mjeseca nakon prve doze darivateljevih limfocita
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6. RASPRAVA

Alogeni¢na transplantacija krvotvornih mati¢nih stanica u zadnjih nekoliko desetlje¢a pokazala
se najdjelotvornijim terapijskim pristupom u lije€enju pacijenata s refraktornim malignim
hematoloSkim oboljenjima, koja je, usprkos potencijalnoj opasnosti od razvoja GVHD-a,
omogucila brojim pacijentima dulje prezivljenje pa ¢ak i potpuno izlje€enje. Relaps bolesti
nakon alogeni¢ne transplantacije KMS-a i dalje ostaje glavni krivac za neuspjeh lijeCenja
hematoloskih pacijenata. Od prve uspjesne primjene darivateljevih limfocita u terapiji relapsa
KML-a do danas prosla su viSe od tri desetlie¢a. (3) lako su se terapijski protokoli u
hematologiji unaprjedivali i mijenjali tijekom godina, DLI se zadrzao i razvijao kao jedna od

najznacajnijih metoda adoptivne imunoterapije nakon alogeni¢ne transplantacije KMS-a.

U Klinici za hematologiju KBC-a Zagreb u razdoblju od 2016. do 2018. godine terapijom
darivateljevih limfocita lije¢eno je ukupno 40 pacijenata. Udio mladih od 18 godina medu
pacijentima bio je 12,5%. Najvise pacijenata lijeCenih navedenim postupkom imalo je
postavljene dijagnoze AML-a (45,0%) i ALL-a (22,5%). Ujedno su AML i ALL, prema analizi
EBMA za 2018. godinu, bile 2 najzastupljenije dijagnoze kod pacijenata lijecenih alogeni¢nom
transplantacijom KMS-a u Europi, s udjelima 38% i 16% u ukupnom broju provedenih
alogenicnih transplantacija. (38) Najveci udio pacijenata lijeCenih darivateljevim limfocitima u
KBC-u Zagreb bio je transplantiran od nesrodnog HLA podudaranog darivatelja (45,0%), a
neznatno manji broj od srodnog HLA darivatelja (42,5%). NajCeS¢i izvor KMS-a za
transplantaciju u naSem istrazivanju bile su mati¢ne stanice iz periferne krvi (72,5%), to je u

skladu s trenutnim europskim trendovima u transplantaciji KMS-a. (38)

U ovom istrazivanju indikacija za primjenu DLI-a kod 57,5% pacijenata bio je relaps osnovne
bolesti, dok je prisutnost nepotpunog kimerizma bila indikacija za lije€enje u 32,5% slucajeva.
U najmanjem postotku sluajeva DLI je primijenjen profilakticki (10,0%). Sli¢an je udio
pojedinih indikacija za DLI bio i u drugim europskim hematolodkim centrima u 2018. godini.
(38)

Vecina (53,5%) doza darivateljevih limfocita koje su aplicirane analiziranim pacijentima bile su
prethodno krioprezervirane. Studija grupe znanstvenika iz Philadelphije pokazala je da nema
razlike u ishodima lije€enja pacijenata koji su primili transfuzije prethodno krioprezerviranih
pripravaka darivateljevih limfocita u odnosu na pacijente kojima su transfundirani svjezi
pripravci darivateljevih limfocita. (39) Sukladno navedenoj studiji, analizom pacijenata lijecenih
u KBC-u Zagreb nije nadena statistiCki znaCajna razlika u prezivljenju izmedu skupine
pacijenata koja je primila krioprezervirane limfocite i skupine koja je primila svjeze limfocite
(Log Rank: x?=0,498, p=0,480).

21



Medijan vremena proteklog izmedu transplantacije KMS-a i inicijalnog tretmana darivateljevim
limfocitima iznosio je 211,5 dana (raspon 0-2275 dana). Usprkos velikom broju provedenih
istrazivanja, za sada nije poznato koliki je vremenski interval izmedu transplantacije KMS-a i
pocetnog DLI-a optimalan za postizanje najboljih rezultata u lijeCenju hematoloskih bolesnika.
(16)

Srednja vrijednost po€etnih doza darivateljevih limfocita, koje su aplicirane pacijentima u ovom
istrazivanju, iznosila je 0,51x107 CD3+ stanica, a raspon primijenjenih pocetnih doza bio je
izmedu 0,001x107 i 3x10” CD3+ stanica. Jo$ uvijek nije postignuto suglasje u tome koja bi
poetna doza CD3+ stanica bila optimalna. (16) Ipak, jedno od istraZivanja u kojem je
analiziran ucinak doze darivateljevih limfocita na uspjeh terapije DLI-om pokazalo je da je kod
ispitanika lijec¢enih DLI-om zbog relapsa maligne bolesti ukupno preZivljenje loSije ukoliko je
inicijalna doza apliciranih darivateljevih limfocita ve¢a od 10x107 CD3+ stanica. (40) Sto se ti¢e
korelacije izmedu iznosa doze DLI-a i razvoja GVHD-a, Warlick i suradnici u svom su radu
opisali viSu incidenciju razvoja GVHD-a gradusa ll-IV u skupini onih pacijenata koju su primili
viSe doze DLI-a (1x108 CD3+/kg) u odnosu na skupinu koja je primila reduciranu dozu (0,5x108
CD3+/kg). (41) U skladu s navedenim opazanjima da visoke doze CD3+ stanica koreliraju sa
slabijim prezivljenjem i veéim rizikom od ekstenzivhog GVHD-a, niti jedan pacijent lijeCen
darivateljevim limfocitima u KBC-u Zagreb nije primio poc¢etnu dozu jednaku ili visu od 10x10’

CD3+ stanica.

Raspon ukupnog broja doza DLI-a koje su bile aplicirane pacijentima promatranima u ovom
istrazivanju kretao se od samo 1 doze pa do 7 doza po pacijentu. Medijan broja primijenjenih
doza po pacijentu bio je 3 doze. Terapijski neuspjeh i razvoj GVHD-a bili su glavni ¢imbenici
koji su, kod pacijenata u naSem istrazivanju, ogranicili nastavak primjene darivateljevih
limfocita. Sistematski pregled El-Jurdija i suradnika iz 2011. godine u kojem je provedena
analiza 39 studija o primjeni DLI-a, pokazao je da su se pacijenti uklju€eni u analizirane studije
znacajno razlikovali po broju doza DLI-a koje su primili, tako da su u nekim studijama pacijenti
dobili samo po 1 dozu darivateljevih limfocita, dok je u drugim studijama broj primijenjenih
tretmana DLI-a po osobi dosezao 7. (16) Navedenim sistematskim pregledom nije se doslo do
konacnog zaklju¢ka koliki bi ukupni broj tretmana darivateljevim limfocitima bio najprimjereniji

za postizanje optimalnih rezultata. (16)

LijeCenje darivateljevim limfocitima popraéeno je visokim rizikom od razvoja GVHD-a.
Dosada$nja istrazivanja pokazala su kako se akutni GVHD javlja kod 43-60% ispitanika
tretiranih darivateljevim limfocitima, a kroni¢ni oblik bolesti kod 46-60% ispitanika. (42,43) Kod
pacijenata analiziranih u ovim istrazivanju DLI je bio popracen razvojem GVHD-a kod 42,5%

pacijenata, $to je u skladu sa navedenim podacima iz literature. U naSem istrazivanju GVHD
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nije bio uzrokom smrti niti jednog lije€enog pacijenta, sto je u skladu sa dosadasnjim studijama
koje su pokazale kako je unato¢ visokoj incidenciji GVHD-a koji nastaje kao posljedica terapije
darivateljevim limfocitima, mortalitet od samog GVHD-a kod tih pacijenata nizak. (23) Rezultati
studije van Rheea i suradnika sugeriraju da pacijenti transplantirani od nesrodnog HLA
podudaranog darivatelja nemaju znacajno vedi rizik za razvoj ekstenzivnog kroni¢nog GVHD-
a u odnosu na pacijente koji su primili transplantat od srodnog HLA podudaranog darivatelja.
(44) Sukladno tome, niti kod pacijenata u naSem istrazivanju nije nadena statistic¢ki zna¢ajna
razlika u pojavnhosti GVHD-a kod pacijenata transplantiranin od srodnih i pacijenata
transplantiranin od nesrodnih HLA podudaranih darivatelja (x?=1,208, p=0,547). lako je u
dosadasnjim radovima razvoj kronicnog GVHD-a bio povezan sa boljim ishodom i
prezivljenjem (4,38), kod pacijenata lije€enih u KBC-u Zagreb nije postojala statisti¢ki zna¢ajna
razlika u prezivljenju izmedu pacijenata kod kojih se GVHD razvio i onih kod kojih je razvoj
GVHD-a izostao (Log Rank: x?=0,542, p=0,462).

Ukupno je 37,5% pacijenata lije€enih u KBC-u Zagreb postiglo odgovor na terapiju
darivateljevim limfocitima. Kod pacijenta kod kojih je DLI primijenjen zbog relapsa bolesti
terapijski uspjeh postignut je kod 30,4% pacijenata, dok je u skupini onih koji su lijeceni DLI-
om zbog nepotpunog kimerizma ili gubitka stopostotnog kimerizma zeljeni terapijski odgovor
postignut u 46,2% slu€ajeva. U skupini pacijenata kod kojih je indikacija za primjenu DLI-a bila
profilaksa terapijski uspjeh postignut je kod 50,0% pacijenata. Dosada$nja istraZivanja
sugeriraju da je terapijski odgovor na primijenjeni DLI bolji ukoliko se takav pristup primjenjuje
profilakti¢ki, u odnosu na terapijsku primjenu kod pacijenata s evidentnim relapsom bolesti.
(13) Statistickom analizom podataka u naSem istrazivanju, razliCita uspjeSnost u postizanju
terapijskog odgovora u skupinama pacijenata s razli¢itim indikacijama za primjenu DLI-a nije

se pokazala statisti¢ki znac¢ajnom (x?=1,172, p=0,557).

Dosadasnja klini¢ka primjena pokazala je da rezultati lijeCenja primjenom DLI-a znaajno ovise
i 0 hematoloSkoj dijagnozi lijecenih pacijenata. Dok se u lije€enju KML-a primjena darivateljevih
limfocita pokazala iznimno uspjeSnom metodom s postizanjem kompletne remisije kod oko
70% pacijenata, u lijec¢enju drugih hematoloskih bolesti u€inak DLI-a jo$ uvijek je dosta
ograniCen. (45) Pacijenti s bolestima mijeloidne loze uglavnom postizu bolji odgovor na takav
oblik terapije od pacijenata oboljelih od bolesti limfoidne loze. (19) U naSem istrazivanju
terapijski uspjeh primjenom DLI-a kod pacijenata s dijagnozom AML-a, koji su ujedno Cinili i
najveci broj pacijenata tretiranih darivateljevim limfocitima, postignut je kod 50,0% oboljelih od
AML-a, a prezivljenje tih pacijenata bilo je 61,1%. Medijan pra¢enja pacijenata s dijjagnozom
AML-a iznosio je 484 dana od pocetnog DLI-a. U istrazivanju Schmida i suradnika iz 2007.
godine, ukupno dvogodisnje prezivljenje pacijenata lijeCenih DLI-om zbog AML-a bilo je 21%.

(43) Od 40 pacijenata lijeCenih pripravcima DLI-a u KBC-u Zagreb samo su 2 pacijenta imala
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postavljene dijagnoze KML-a. Terapijski uspjeh postignut je kod jednog od njih, dok kod drugog
pacijenta nije bilo odgovora na primijenjeni DLI.

Ukupno prezivljenje analiziranih pacijenata KBC-a Zagreb bilo je 52,5%. Medijan pracenja
prezivjelih pacijenata iznosio je 471 dan od inicijalne doze DLI-a. Medu preminulima bilo je
nedto vide osoba muskog spola (52,7%), a medijan dobi preminulih iznosio je 48 godina.
Najveci broj preminulih, 52,6%, bio je transplantiran od nesrodnog HLA podudaranog
darivatelja, a izvor transplantata u 84,2% preminulih bio je PBSC. Za razliku od toga, najveci
udio pacijenata u skupini prezivjelih bio je transplantiran od srodnog HLA podudaranog
darivatelja (52,4%). Sliéno kao i kod preminulih, u skupini prezivjelih pacijenata izvor
transplantata KMS-a dominantno je bio PBSC (61,9%). Prezivljenje pacijenata nije zna¢ajno
ovisilo o spolu pacijenata, izvoru transplantata, niti o srodstvu darivatelja i primatelja
transplantata (p>0,05). Dosada$nja iskustva s primjenom DLI-a takoder sugeriraju da srodstvo
izmedu darivatelja i primatelja transplantata nije Cimbenik koji znacajnije utjeCe na prezivljenje
i uspjeh lije€enja darivateljevim limfocitima. (44,46) Medu preminulima u naSem istrazivanju
prevladavali su pacijenti s postavljenim dijagnozama AML-a (36,8%) i ALL-a (31,6%). Medijan
vremena koje je proteklo od po&etnog DLI-a i smrti iznosio je 497 dana. Uzroci smrti su u

najve¢em broju slu¢ajeva bili neuspjeh terapije (36,8%) i sepsa (31,6%).

U studiji Krishnamurthyja objavljenoj 2013. godine analizirano je ukupno petogodisnje
preZivljenje pacijenata oboljelih od AML-a i MDS-a te lijeCenih pripravcima darivateljevih
limfocita nakon alogeni¢ne transplantacije KMS-a. (13) Skupina pacijenata kod koje je DLI
primijenjen profilaktiCki s ciliem smanjenja rizika od relapsa bolesti i postizanja stopostotnog
darivateljevog kimerizma imala je procijenjeno ukupno petogodidnje prezivljenje 80%. (13) Za
razliku od toga, u skupini koja je DLI primila nakon relapsa bolesti procijenjeno ukupno
petogodiSnje prezZivljenje iznosilo je 40%. (13) Kod pacijenata s relapsom, uspjeh lije€enja DLI-
om bio je zna&ajno vedi, a prezivljenje bolje, ukoliko se relaps dogodio nakon viSe od 6 mjeseci
od alogeni¢ne transplantacije KMS-a. (13) Kada su usporedena prezivljenja pacijenata
ljeCenih u KBC-u Zagreb s obzirom na to koja je indikacija bila za primjenu DLI-a, najveci
postotak prezivljenja bio je u skupini pacijenata kod kojih je DLI primijenjen profilakticki
(75,0%), zatim u skupini kod kojih je indikacija bila prisutnost nepotpunog kimerizma (61,5%),
a najmanji postotak preZivljenja bio je u skupini bolesnika s relapsom bolesti (43,5%). No ta
razlika u preZivljenju pacijenata ipak se nije pokazala statistiCki zna¢ajnhom (Log Rank:
x?=3,755, p=0,153).
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7. ZAKLJUCAK

U istrazivanju provedenom na Klinici za hematologiju KBC-a Zagreb analizirani su ishodi
hematoloSkih pacijenata posttransplantacijski lijeCenih primjenom darivateljevih limfocita.
Dijagnoze pacijenata koji su se lijeCili opisanim tretmanom dominantno su bile akutne
leukemije, AML i ALL. lako je u literaturi opisana najuspjesnija primjena DLI-a u lijeCenju KML-
a, zanemarivo je mali broj pacijenata s tom dijagnozom bio uklju¢en u ovo istrazivanje.
Rezultati istraZivanja pokazali su da se terapija darivateljevim limfocitima, koja se provodi na
Klinici za hematologiju KBC-a Zagreb, ne razlikuje znacajno od terapije DLI-om u drugim
hematoloskim centrima u Europi i svijetu, kako po svojim karakteristikama tako i po postignutim
rezultatima. Karakteristike hematolosSkih bolesti, karakteristike provedenih alogenicnih
transplantacija KMS-a kao i udio indikacija za primjenu DLI-a podudaraju se s podacima iz
europske statistike. Tehnic¢ke karakteristike terapijske primjene darivateljevih limfocita u KBC-
u Zagreb, koje obuhvaéaju iznos pocetne doze CD3+ stanica i broj provedenih DLI tretmana
po osobi, u skladu su s podacima iz literature. Razvoj GVHD-a kao nuspojave lijec¢enja DLI-
om bio je evidentiran kod 42,5% pacijenata Sto je, ako se ti podaci usporede s dosada
objavljenim studijama i izvjeStajima, relativno nizak postotak pogodenih pacijenata. lako se ta
razlika statistic(kom obradom nije pokazala statistiCki zna¢ajnom, odgovor pacijenata na
terapiju u ovom istraZivanju pokazivao je tendenciju boljeg terapijskog odgovora pacijenata
lije€enih profilakticki i zbog prisutnosti nepotpunog kimerizma, u odnosu na one lijecene zbog
relapsa bolesti, koji su u manjem broju slu€ajeva postigli zadovoljavajuc¢i odgovor na terapiju.
lako su u dosad objavljenoj literaturi rezultati primjene DLI-a u lije€enju AML-a, u usporedbi s
uspjesima u lije¢enju KML-a, porazni, u ovom istraZivanju odgovor na terapiju, pacijenata s
postavljenom dijagnozom AML-a, bio je relativno visok (50,0%). Ukupno prezZivljenje
pacijenata lije€enih primjenom DLI-a u KBC-u Zagreb bilo je 52,5%. PreZivljenje pacijenata
nije znacajno ovisilo o spolu pacijenata, niti o izvoru transplantata. Takoder, niti srodstvo
darivatelja i primatelja transplantata nije bio ¢imbenik koji je znacajnije utjecao na ishod
lijeCenja DLI-om i prezivljenje, Sto je u skladu sa rezultatima dosadasnjih istraZivanjima u ovom
podrucju. lako su dosadasnje studije pokazale da je uspjeh lijeCenja DLI povezan sa vecom
uCestaloS¢u razvoja GVHD-a, u ovom istrazivanju nije postojala zna¢ajna korelacija izmedu
GVHD-a i uspjeha terapije i prezivljenja. Zaklju¢no, rezultati ovog istrazivanja jo$ jednom su
pokazali da je primjena darivateljevih limfocita ucinkovit terapijski protokol Ccijom se
profilaktiCkom primjenom nakon alogeni¢ne transplantacije KMS-a poboljSava prezivljenje
pacijenata sa visokorizicnim oblicima hematoloskih malignoma i smanjuje rizik od relapsa. Isto
tako, terapijska primjena DLI-a kod pacijenata s potvrdenim posttransplantacijskim relapsom

bolesti pruza zna¢ajnom broju, donedavno neizljecivih pacijenata, $ansu za postizanje kontrole
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nad boleS¢u, duze prezZivljenje i u konacnici, kod odredenog broja pacijenata, i izljeCenje.
Potrebna su dodatna istrazivanja kako bi se otkrili, te detaljnije opisali, ¢imbenici koji utjeCu na
uspjeh terapije pomoc¢u kojih bi se mogli procijeniti rizici i predvidjeti terapijski odgovori
pojedinih pacijenata, kao i nacini za smanjivanje opasnosti od GVHD-a, €iji razvoj kod velikog
broja pacijenata ograni€ava daljnju primjenu DLI-a. Takoder, potrebno je uloziti dodatne
napore u standardizaciju postupka, odnosno odrediti optimalan rezim doziranja i frekvenciju
primjene darivateljevih stanica, kako bi se §to viSe potencirao terapijski u€inak i postigli bolji

rezultati u prezivljenju i kvaliteti Zivota, a izbjegle neZeljene nuspojave ovakvog oblika lijecenja.
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