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POPIS KRATICA

ACS — od engl. American Cancer Society, Americko drustvo za borbu protiv raka
AL — Akutne leukemije

ALCL - od engl. anaplastic large cell lymphoma, velikostani¢ni anaplasti¢ni limfom
ALL — Akutna limfoblasti¢na leukemija

AML — Akutna mijeloi¢na leukemija

anti-MPO — anti-mijeloperoksidaza

BL — Burkittov limfom

CAR-T — od engl. chimeric antigen receptor T-cell, T-stani¢na terapija kimernim antigen
receptorom

DLBL - od engl. diffuse large B cell lymphoma, difuzni B-velikostani¢ni limfom
FISH — Flourescentna in situ hibridizacija

HL — Hodgkinov limfom

HRS — Hodgking-Reed-Sternbergove stanice

HSCT — od engl. haematopoietic stem cell transplantation, transplantacija krvotvornih
mati¢nih stanica

HTLV — Humani T-limfotropni virus

IUGR - od engl. intrauterine growth restriction, intrauterini zastoj rasta
KHL — Klasi¢ni Hodgkinov limfom

KML — Kroni¢na mijeloi¢na leukemija

LBL — Limfoblasti¢ni limfom

LPB — Limfoproliferativna bolest

NHL — Non-Hodgkinov limfom

NLPHL — Nodularna limfocitna predominacija Hodgkinovog limfoma
RTG — rendgenogram

SZO — Svjetska Zdravstvena Organizacija

SZS — Sredi3nji zivéani sustav

TdT — Terminalna deoksinukleotidil transferazom

TKI — Tirozin kinazni inhibitor
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1. UvOD

1.1. Definicija

Limfoproliferativne bolesti (LPB) predstavljaju heterogenu skupinu novotvorina limfnog
sustava, karakterizirane nekontroliranom malignom alteracijom i akumulacijom patoloskih
stanica limfoidne loze u limfnim organima. Rizik za pojavnost ove skupine bolesti veci je u
imunokompromitirane djece, kod kojih je mehanizam kontrole proliferacije limfocita narusen.
Prema tipu raspodijele i akumulacije malignih stanica, u LPB ubrajaju se leukemije i limfomi.
Sukladno zadnjim podacima Americkog drustva za borbu protiv raka (ASC, prema engl.
American Cancer Society), incidencija leukemija i limfoma u zadnjih 5 godina iznosi 37,9 %
svih malignih bolesti u djece i adolescenata mladih od 20 godina (1). U Hrvatskoj, prema
zadnjim podacima Registra za rak 2020. godine, naj¢es¢e dijagnoze malignih bolesti u djece
do 19. godina su leukemije (25 %) i limfomi (16 %) (2). Leukemije ¢ine 25 — 30 % svih
malignih bolesti u dje¢joj dobi i samim time predstavljaju skupinu najzastupljenijih zlo¢udnih
bolesti u djece (1). Takoder, predstavljaju drugi po ucestalosti uzrok smrti od malignih
oboljenja u pedijatrijskoj populaciji, s incidencijom od 22,7 % (1). Limfomi, s druge strane, po
ucestalosti pojavnosti u pedijatrijskoj populaciji zauzimaju tre¢e mjesto (nakon leukemija i
karcinoma Ziv¢anog sustava) s prevalencijom od 6,8 % za non-Hodgkinov limfom (NHL) te
6,2 % za Hodgkinov limfom (HL) (1). S obzirom na pojavnost ostalih malignih bolesti u
pedijatrijskoj populaciji, leukemije su najzastupljenije kod djece u dobi od 1. do 4. godine, dok

su limfomi ucestaliji kod djece u dobi izmedu 15 i 19 godina (3).

1.2. Klasifikacija i patogeneza

Klasifikacija leukemija i limfoma, revidirana 2022. godine prema Svjetskoj Zdravstvenoj
Organizaciji (SZO), dijeli ih u dvije velike skupine: mijeloidne i limfoidne neoplazme. Podjela
se temelji na stupnju sazrijevanja, fenotipskim i klinickim karakteristikama, histomorfoloskim,
citogenetickim, molekularnim i imunofenotipskim obiljezjima malignih stanica, koje ujedno

predstavljaju i bitan prognosticki faktor za tijek i ishod bolesti te lijecenja (4, 5).

1.2.1. Leukemije

Prema stupnju sazrijevanja razlikuju se akutne (nezrele) i kroni¢ne (zrele) leukemije. Akutne
leukemije (AL) karakterizira klonalna ekspanzija prekursorskih stanica mijelocita ili limfocita,
takozvanih blasta, u koStanoj srzi, perifernoj krvi i drugim organima (6). AL ¢ine oko 97 %

svih leukemija dje¢je dobi. SZO-klasifikacija leukemije dijeli na mijeloidnu skupinu koju ¢ine
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akutna mijeloi¢na leukemija (AML) i akutna promijelocitna leukemija; na limfoidnu skupinu
koju ¢ini akutna T/B-limfoblasti¢na leukemija/limfom; te na akutne leukemije nejasnog

podrijetla (manje od 5 %).

Akutna limfoblasti¢na leukemija (ALL) najces¢i je tip leukemije u djece, koju u 80 % slucajeva
¢ini klonalna proliferacija prekursorskih B-limfocitnih stanica (7). 15 % ALL ¢ine T-
limfoblasti¢ne leukemije (T-ALL), s ve¢com pojavnoscu u djecaka te u starijoj dobi, usporedno
s pojavnos$cu B-limfoblasti¢ne leukemije (B-ALL) (8, 9). Bitnu ulogu u patogenezi ALL imaju
stani¢ni signali transdukcije 1 molekularne abnormalnosti, ukljuuju¢i genske mutacije,
klonalnu ekspanziju, diferencijaciju i proliferaciju, abnormalnu interakciju proteina, te
disregulaciju stani¢nog ciklusa uz povecanu autofagiju, koje u konac¢nici dovode do zamjene
normalnih stanica limfoidne loze malignim (7, 10). Velik broj molekularnih puteva i ekspresije
gena povezani su s procesom leukemogeneze ALL, od kojih su najzastupljeniji fuzijski geni
TEL-AML1 i BCR-ABL1, abnormalna ekspresija PAX5 i PI3K proteina, uz povecanu
ekspresiju c-MYC proteina i hematopoetskih stanica (7).

AML, s druge strane, predstavlja rjedi oblik akutnih leukemija djecje dobi s pojavnoséu od 15
do 20 % (11). Rije¢ je o nediferenciranim progenitornim stanicama mijeloidne loze koje
proliferiraju u kostanoj srzi te invadiraju krv i periferne organe. Klonalne, stecene i somatske
citogenetske abnormalnosti, potvrdene su u 75 — 80 % dje¢je AML (12). Za razliku od odrasle
populacije, u djece s AML u 95 % slucajeva radi se o de novo prezentaciji bolesti, dok se u
rijetkim slucajevima njena pojavnost veze uz geneticku predispoziciju. U djece, najéesce
citogenetske abnormalnosti AML predstavljaju balansirane kromosomske preraspodjele koje

dovode do stvaranja kimernih fuzijskih gena (11).

Nadalje, kroni¢ne leukemije karakterizirane nakupljanjem zrelih krvnih stanica, ¢ine rijetku
skupinu leukemija dje¢je dobi s pojavnosti od svega 3 %. Razlikuju se kroni¢na mijeloi¢na
leukemija (KML) s najve¢om pojavnoscu, te juvenilna mijelomonocitna leukemija. KML
karakterizira translokacija (9;22) koja rezultira stvaranjem BCR-ABL1 fuzijskog gena s
incidencijom 2 — 3 % u djece ispod 15 godina, te 9 % u adolescenata izmedu 15 i 19 godina
(13).

Klju¢ni mehanizmi leukemogeneze baziraju se na aktivaciji protoonkogena uz inaktivaciju
tumor supresorskih gena. Takvi procesi odvijaju se posljedi¢nom infekcijom, tockastom
mutacijom protoonkogena, amplifikacijom gena, delecijom te translokacijom kromosoma sto

uzrokuje povecanu ekspresiju normalnog gena (6).
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1.2.2. Limfomi

Limfomi se prema SZO-klasifikaciji ubrajaju u limfoidnu skupinu neoplazmi podijeljenu u
akutne i kroni¢ne oblike. Ugrubo se dijele na HL i NHL. HL je B-stani¢ni limfom koji pripada
skupini zrelih oblika limfoidnih neoplazmi, a patoloski se dijeli na klasi¢éni HL (KHL) i HL
nodularne limfocitne predominacije (NLPHL). NLPHL karakteriziraju limfocitne
dominirajuce stanice u pozadini nodularnog oblika rasta B-limfocita, dok KHL karakterizira
prisutnost mononuklearnih Hodgkinovih stanica i multinuklearnih Reed-Sternbergovih stanica
uz prisutnost upalnih stanica (14). HL se histoloski dijeli na nodularnu sklerozu i mijesanu
celularnost koji ujedno predstavljaju najces¢e oblike u djece, te na limfocitnu depleciju i
limfocitnu dominaciju (15). Najveca incidencija je u djece izmedu 10 i 19 godina, s najveé¢im
stupnjem malignosti kod onih u dobi od 15 do 19 godina (14). Patogeneza nastanka limfoma
nije u potpunosti jasna, no razna istrazivanja pokazuju utjecaj proteina LMP1 i ciklina A u
nastanku Hodgkin-Reed-Sternbergovih stanica (HRS) iz limfoidnih prekursorskih stanica (14,
15). Takoder, bitnu ulogu nastanka HRS stanica predstavlja mehanizam narusavanja integriteta
telomera, tj. epigenetski signal kojim se osigurava zaustavljanje rasta telomera u stabilnim

diploidnim stanicama faze G1 prije moguéeg nastanka nestabilnosti genoma (16, 17).

Nadalje, SZO-klasifikacija u skupinu limfoidnih neoplazmi zrelih stanica ubraja i heterogenu
grupu nastalu iz B/T/NK-stanica koje ¢ine NHL. Cesti oblici NHL u pedijatrijskoj populaciji
¢ine Burkittov limfom (BL) i difuzni B-velikostani¢ni limfom (DLBL, prema engl. Diffuse
large B-cell lymphoma), pretezito nastali iz B-stani¢nog podrijetla, te limfoblasti¢ni limfom
(LBL) i velikostani¢ni anaplasti¢ni limfom (ALCL, prema engl. Anaplastic large cell
lymphoma) podrijetlom iz B/T/NK stani¢nog imunofenotipa (4, 14). Incidencija NHL najveca
je udjece od 5 do 14 godina uz vecu pojavnost u djecaka (14). BL predstavlja najcesc¢i tip NHL
podjednako u svih dobnih skupina. Prema SZO Kklasifikaciji, LBL je svrstan zajedno s ALL pa
tako ¢ine jednu skupinu zbog ¢injenice da 90 % LBL c¢ine T-limfoblasti uz brzu progresiju
bolesti u kosStanu srz (14, 18). Nastanak NHL povezan je primarno s genetskom
predispozicijom, raznim imunosnim poremec¢ajima te viralnim onkogenim uzro¢nicima, poput
Epstein-Barr virusa (EBV). Oni predstavljaju okidace translokacija i mutacija, nastalih
greskama u dvjema DNA modifikacijama: somatskoj hiperstimulaciji i rekombinaciji gena.
Najbolji primjer su kromosomske translokacije MYC gena (kao S$to je translokacija
(8;14)(924;932) MYC/IgH) koje pronalazimo u 80 % svih slu¢ajeva BL (14).
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1.3. Epidemiologija

Od 2008. do 2023. godine, za koje su dostupni najnoviji podatci, incidencija leukemija je
stabilna. ALL ¢ini 75 % svih leukemija u djece do 15 godina Zivota s najve¢om incidencijom
od 7,8 na 100 000 djece u dobi 2 — 5 godina, dok je incidencija AML zastupljenija u dojenackoj
dobi i u djece izmedu 13 i 17 godina s veCom pojavnosti u dje¢aka (19). Usporedbom rasnih
grupa pokazano je da je incidencija ALL sa stopom od 4,3 na 100 000, najveéa u
Latinoamerikanaca, s time da je pojavnost T-ALL ceS¢a u Kineza i Indijaca (19, 20).
Geografski, Danska predstavlja drzavu s najvecom incidencijom bolesti u Europi (20). Prema
podacima ASC, stopa mortaliteta djece s ALL iznosi svega 10 %, dok je u djece s AML nesto

visa, a 1znosi 30 — 35 %.

S druge strane, iako je incidencija pedijatrijskih leukemija stabilna, godisnja incidencija HL se
povecava za 1 na milijun djece izmedu 1 — 4 godine, te 30,5 na milijun adolescenata (14).
Analizom rasne podloge, HL je 30 puta zastupljeniji u bijelaca. Tako nodularna skleroza HL
predstavlja najc¢esc¢i podtip KHL s pojavnoscéu od 50 % u djece mlade od 10 godina te 70 — 75
% u djece izmedu 10 1 19 godina. HL mijeSane celularnosti je vecinski povezan s infekcijom
EBYV te s niskom socioekonomskim statusom i ne-Europskim podrijetlom. Incidencija NHL je
takoder nesSto veca u bijelaca usporedno s drugim rasnim skupinama. Stope petogodiSnjeg
prezivljenja za NHL su tijekom zadnjih 25 — 30 godina porasle i trenutno iznose 80 — 90 %
(22).

U Republici Hrvatskoj se u 2022. godini lije¢ilo 34 djece oboljele od leukemije (22).

1.4. Etiologija

SpecifiCan uzrok nastanka leukemija 1 limfoma u djece nije u potpunosti poznat, medutim
mehanizmi nastanka malignih stanica su dobro istrazeni. Pretpostavlja se da glavnu ulogu
nastanka ovih bolesti imaju razni endogeni te okoliSni ¢imbenici. Endogene ¢imbenike ¢ini
nekoliko nasljednih i ste¢enih genetskih poremecaja, kromosomskih anomalija te primarno
nasljednih imunodeficijentnih sindroma za koje se smatra da su direktno povezani s nastankom
ALL i AML u 3 % oboljele djece, no isto tako i s limfomima. Identificirani geni, koji se mogu
naslijediti autosomno-dominantno i potencijalno uzrokovati leukemogenezu ukljucuju,
CEPBA, RUNX1 i GATA2 (23). U djece s AML pokazana je povezanost razvoja bolesti uz
prisutnost genetskih promjena kao $to su translokacija (8;21), inverzija kromosoma 16, ali i
mutacija proteina NPM1 i CEBPA koji reguliraju transkripcijske faktore i tumor supresorske
gene (24).
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U nasljedne i ste¢ene genetske sindrome i imunosne poremecaje koji se povezuju s nastankom
leukemija ubrajaju se: Downov sindrom, Li-Fraumenijev sindrom, neurofibromatoza,
Fanconijeva anemija i Bloomov sindrom; te nasljedne bolesti kostane srzi: sindrom Kostmann,
Diamond-Blackfanova anemija, kongenitalna diskeratoza te Schwachman-Diamondov
sindrom (19, 25). S druge strane, rizicni faktori za nastanak HL ukljucuju stanja
imunodeficijencije i imunosupresije, ali i genetsku predispoziciju, kojom je u monozigotnih
blizanaca potvrden povecan rizik za razvoj bolesti (14). S nastankom NHL povezani imunosni
poremecaji  su:  Wiskott-Aldrichov  sindrom, teleangiektaticna ataksija, X-vezani

limfoproliferativni sindrom te imunokompromitiranost povezana s transplantacijom (14).

Kako sindromi predstavljaju poveznicu u nastanku malignih bolesti, potvrdeno je ¢injenicom
da se u otprilike 2 % djece s Downovim sindromom razvija bilo koja vrsta leukemije do 5.
godine Zivota, s time da u prvih godinu dana postoji 56 puta veca vjerojatnost obolijevanja u
odnosu na drugu djecu, dok se nakon ¢etvrte godine zivota ovaj rizik smanjuje i vjerojatnost
oboljenja iznosi oko 10 puta (20). Utvrdena je i incidencija oboljenja od leukemija i HL u
viseplodnim trudno¢ama, kod kojih, u slu¢aju oboljenja jednog monozigotnog blizanca u prvih
7 godina zivota, postoji dvostruko veca Sansa oboljenja drugog blizanca u usporedbi s ostatkom

populacije te dobi (14, 20).

U etiologiji leukemija vaznu ulogu ima Greaves, koji je ustanovio kako 1 % novorodencadi pri
rodenju ima prisutan fuzijski gen TEL-AML1, vrlo ¢est u djece s ALL, medutim rijetko dolazi
do oboljenja. Stoga je zakljuceno kako je za razvoj leukemije uz genetsku predispoziciju nuzan
I egzogeni faktor (20, 26). Ta pretpostavka obrazlozena je ,,two-hit* teorijom u razvoju ALL
koja objasnjava da prisutnost kromosomskih translokacija in utero uz postnatalni faktor,

primjerice izlozenost infekcijama, dovodi do oboljenja.

Osim infekcija, primjerice EBV u HL ili humani T-limfotropni virus (HTLV) u leukemija, u
okoliSne ¢imbenike kao uzroCnike leukemija 1 limfoma ubrajaju se izlaganje ioniziraju¢em
zracenju, imunosupresivima i kemoterapeuticima s alkiliraju¢im spojevima te inhibitorima
topoizomeraze, ali i raznim kemijskim agensima (pesticidi, teSki metali). Transplantacija kao
uzrok jatrogene imunosupresije takoder predstavlja ¢imbenik rizika. Za sam razvoj bitna je
prethodna genetska ili epigenetsku mutacija (27 — 29). Nekoliko studija pokazalo je kako
okolisni ¢imbenici, kao $to su izlaganje benzenu u prometu i tvornicama, povecava rizik za

razvoj AML u djece (30).
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1.5. Klini¢ka obiljezja
Simptomi leukemije posljedica su infiltracije krvotvornih organa malignim stanicama uz
smanjenje proizvodnje hematopoetskih mati¢nih stanica, dok su ekstramedularni simptomi
zastupljeniji u limfoma. U ovih bolesti naj¢eSce se prvo javljaju nespecificni simptomi, poput
umora, gubitka apetita, no¢nog preznojavanja i febriliteta bez jasnog uzroka, prisutni u ¢ak 50
% djece (31). U leukemija, bljedoca, tahikardija i dispneja su takoder ¢esto prisutni inicijalni
simptomi, a uzrokovani su potiskivanjem eritropoeze. Prema Britanskoj meta-analizi,
pokazano je da su u oboljele djece inicijalni simptomi i znakovi pri dijagnosticiranju prema
ucCestalosti najzastupljeniji: hepatomegalija (64 %), splenomegalija (61 %), znakovi
hemoragijske dijateze (petehije i hematomi) uzrokovane trombocitopenijom (52 %), bol u

kostima kod uznapredovale bolesti koja dovode do posljedi¢no otezanog hoda u djece (26 %)

te gubitak na tezini (29 %) (32).

Sredisnji zivéani sustav (SZS) zahvaden je u manje od 5 % djece s ALL i LBL (33, 34). U tom
slucaju, prvi simptomi leukemije su jutarnje glavobolje, povrac¢anje te edem papile. Nadalje,
moguca je i pojava fokalnih neuroloskih znakova, hemipareze, konvulzija, ataka, hipotonije,

hiperfleksije te pleocitoze limfoblasta u likvoru.

KML u djece ocituje se agresivnijim klinickim 1 bioloSkim znaCajkama, primjerice
splenomegalija, febrilitet, infekcije, povecano krvarenje obiljezeno anemijom uz leukocitozu i

trombocitozu, te ostali nespecificni simptomi (35).

Limfomi i leukemije dijele iste simptome i znakove bolesti uz pokoja odstupanja, te se odredeni
podtipovi NHL i ALL smatraju istima. Stoga se u stupnjevanju NHL uzima u obzir prisutnost
blasta u kostanoj srzi, prema ¢emu se 1V. stadij NHL dogovorno oznac¢ava pri prisutnosti 5 —

25 % blasta, a leukemija ako je prisutno vise od 25 % blasta (31).

Razlika limfoma je u karakteristicnoj inicijalnoj prezentaciji perikardijalnog ili pleuralnog
izljeva zbog zahvacenosti medijastinuma. Ako se radi o velikom medijastinalnom tumoru
prisutni su znakovi opstrukcije diSnog puta kao $to su kasalj, dispneja, stridor te sindrom gornje
suplje vene. Cesta je pojava i bezbolne limfadenopatije perifernih limfnih &vorova, posebice
cervikalnih. U LBL, zbog rane diseminacije, karakteristicno je zahvacanje koStane srzi s

prate¢im znakovima pancitopenije (34).
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1.6. Dijagnoza

Zbog slicnosti u prezentaciji ovih bolesti, ali 1 adekvatnog planiranja terapije bitno je postaviti
to¢nu dijagnozu. Uz primarnu obradu koja ukljucuje anamnezu, fizikalni nalaz i krvnu sliku,
konacna dijagnoza temelji se na citomorfoloskim i citokemijskim analizama periferne krvi i
kostane srzi za leukemije, patohistoloSkom nalazu bioptata limfnog ¢vora za limfome, te na

osnovi imunofenotipske, citogeneticke i molekularne analize za ove bolesti (6, 18, 36).

Prilikom fizikalnog pregleda uocavaju se bljedilo kao rezultat anemije, krvarenja u sluznice i
kozu uz moguéu prisutnost petehijalnog krvarenja gingive (37), te palpatorna
hepatosplenomegalija i limfadenopatija. Hematoloski nalazi periferne krvi ukazuju na
normocitnu normokromnu anemiju uz snizenu razinu hemoglobina koja upucuje na dulje
trajanje leukemije. U 75 % djece prisutna je trombocitopenija, dok se broj leukocita razlikuje,
te se tako u polovice djece ne nalaze odstupanja od normalnog broja leukocita, u 20 % je broj
snizen, a u 30 % nalazi se hiperleukocitoza koja se povezuje uz T-ALL i AML (18, 31). Iz
biokemijskih nalaza krvi Cesto se uocavaju poviSene vrijednosti laktat dehidrogenaze,
sedimentacije eritrocita i feritina u leukemija, ali i serumskog bakara u limfoma. PoviSene
razine aminotransferaza uz hipoproteinemiju ukazuju na pros$irenost bolesti na jetru, dok je

nalaz hiperkalcemije pokazatelj leukemijske infiltracije kosti (18, 31).

Dijagnoza leukemija i limfoma potvrduje se analizom punktata koStane srzi i patohistoloskom
analizom bioptata limfnih ¢vorova. Morfoloska dijagnoza ALL postavlja se citoloskim i
citokemijskim nalazom blasta iz punktata kostane srzi u najmanjoj vrijednosti od 25 %, dok je
za AML potvrdni dijagnosticki nalaz vrijednost od najmanje 20 % blasta (18). Prisutnost blasta
u razmazu periferne krvi moze i ne mora biti prisutan. S druge strane, dijagnostika limfoma
temelji se na histoloskoj analizi bioptata limfnog ¢vora. Njime se nadopunjuje nalaz citoloske
punkcije limfnog ¢vora koji se rutinski provodi u svrhu probira prije biopsije (38). Tako se
histoloSkom analizom bioptata i punktata limfnog ¢vora utvrduje prisutnost HRS, limfocita,
histiocita uz razne inflamatorne stanice u slucaju HL (39), te limfocita, velikih blasta s malom,

nepostojecom, istaknutom jezgrom ili jezgrom oblika bubrega za odredenu podskupinu NHL
(40).

Citoloska 1 histoloska analiza nadopunjuje se imunofenotipizacijom koja predstavlja temeljni
dijagnosticko-prognosticki test podrijetla nezrelih stanica, te citogenetikom kojom se, osim
informacija o dijagnozi i prognozi, iskazuje kariotip bolesnika sa slikom ¢itavog genoma i

preuredenja malignog klona. Uz osnovnu dijagnostiku, preporuceno je napraviti rendgenogram
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(RTG) prsnog kosa, radi moguce prisutnosti prednje medijastinalne mase koja ¢esto ide u
prilog T-stani¢noj ALL i limfomima, ultrazvuk vrata i abdomena te RTG zapes$ca i lumbalne
kraljeznice. Izvode se 1 koagulacijski testovi zbog povecanog rizika za krvarenje ili tromboze
prilikom lijecenja, te mikrobioloske analize. Postavljanje kona¢ne dijagnoze klju¢no je radi

pracenja tijeka bolesti, prognoze i plana lijecenja (41).

1.6.1. Imunofenotipizacija

Imunotipizacijskom analizom s pomocu proto¢nog citometra, kojim se koriste monoklonska
protutijela za leukocitne diferencijacijske antigene na membrani ili u citoplazmi stanice,
odreduje se podrijetlo i stupanj diferencijacije klonalnih stanica (31, 42). Prvobitna uloga
imunofenotipizacije u djece s leukemijom je razlikovanje ALL od AML, nediferenciranih i
bifenotipskih leukemija, a zatim 1 odredivanje B/T-stani¢nog podrijetla (31). Takoder je bitna
za daljnju dijagnosti¢ku obradu i utvrdivanje povezanosti S citogenetskim i molekularnim
aberacijama (43). Prema ekspresiji antigena limfocita, B-ALL ocituje se ekspresijom
CD10/CD19/CD22/CD79, T-ALL CD7/citoplazmatski CD3/CD34/CD1, dok se mijeloidni tip
o¢ituje ekspresijom CD13/CD33/CD65/anti-mijeloperoksidazom (anti-MPO) (35).

B-ALL imunofenotipizacijski dijeli se u pro-B, pre-B i zreli B-ALL. Najées¢u skupinu, ujedno
s najboljom prognozom, ¢ini pre-B tzv. common imunofenotip s eksprimiranim CD10 biljegom
na membrani, dok se skupina zrele B-ALL pojavljuje u svega 1 % djece prac¢ena najlo$ijim
ishodom (6, 18). Imunofenotipski-genotipski prognosticki profil T-ALL nije u potpunosti
istrazen, a dijeli se u pro-T, pre-T, kortikalni i zreli (medularni) tip (44). Nadalje,
nediferencirane i bifenotpiske leukemije razlikuju se koekspresijom mijeloidnih CD13 i CD33

biljega, te su prisutne u tre¢ine bolesnika s ALL.

Imunofenotipizacija, uz prisutnost vise od 20 % blasta u koStanoj srzi te nadopunom
citogenetike i molekularne analize, predstavlja temeljni dijagnosticki postupak u otkrivanju
blasti¢ne faze KML limfoidnog ili mijeloidnog podrijetla (34). KML limfoidnog podrijetla u
vecoj mjeri eksprimira B-limfoblasti¢ne antigene medu kojima su najées¢i CD10/CD19/CD34,
no u manjem postotku moze eksprimirati T-limfoblasti¢ne antigene kao $to su CD3/CD7 (34).
S druge strane, KML mijeloidnog podrijetla eksprimira mijeloperoksidazu, te razne antigene

povezane s mijeloidnim, monocitnim ili megakariocitnim podrijetlom (34).

Nadalje, osim odredivanja B/T-stani¢nog podrijetla leukemija, imunofenotipizacija se
primjenjuje i u odredivanju stani¢nog podrijetla u limfoma. NajceS¢e eksprimirani antigeni na

HRS i limfohistiocitima su CD30 i CD15 za KHL, te CD20 za NLPHL (39).
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Podskupine NHL vezane su za B-stani¢no podrijetlo, te se tako ¢esto nalazi ekspresija CD20/
CD22/CD10 u DLBL (39), uz dodatnu ekspresiju BCL6/BCL2/CD3 i Ki-67 proliferacijskog
indeksa u BL (39, 40). T-LBL karakteriziran je ekspresijom CD3, terminalnom
deoksinukleotidil transferazom (TdT), CD10, CD99, CD3, CD1, te u nekim slucajevima, Ki-
67 (40), dok je B-LBL obiljeZzen ekspresijom CD20, CD45, CD79 i PAX5 (40). T-ALCL
eksprimira CD30, ALK, CD3 i CD5 (40).

1.6.2. Citogenetika

Citogenetska analiza predstavlja kljuénu stavku prilikom dijagnoze, prognoze te pracenja
lijecenja leukemija i limfoma, daju¢i informacije o prisutnosti kromosomskih aberacija u
malignom klonu (45). Analiza klonalnih preuredbi leukemijskih stanica provodi se
fluorescentnom in situ hibridizacijom (FISH). Nakon citogenetske obrade te potvrdenih tocaka
lomova kromosoma, radi pristupa ciljanoj terapiji, dodatno se provode i molekularne analize
kojima se precizno otkrivaju genski lokusi ukljuceni u malignu pretvorbu. Kromosomske
aberacije ¢ine numeriCke i strukturne promjene, no u odredenog broja pacijenata moguc je
nalaz kompleksnih aberacija koje uklju¢uju kombinacije istih. Aneuploidije tj. hiperploidija i
hipoploidija, predstavljaju numeri¢ke kromosomske aberacije. Strukturne aberacije najcesce
¢ine translokacije, koje primarno djeluju mehanizmom aktivacije onkogena i stvaranja
fuzijskih gena, delecije s glavnim mehanizmom u gubitku tumor supresorskih gena, te u

odredenom broju, inverzije (46).

Proucavajuéi citogenetski promjenjenije klonalne stanice B-ALL, podgrupe niskog rizika tj.
povoljnijeg prognostickog faktora predstavljaju: hiperploidija (> 50 kromosoma), TEL-AML1
(ETV6-RUNX1) fuzijski gen te preuredba DUX4 gena. Najées¢e podgrupe visokog rizika (lose
prognoze) B-ALL su: hipoploidija (< 40 kromosoma), BCR-ABL1 fuzijski gen, BCR-ABL1
fuzijski gen nalik Philadelphia kromosomu, te KMT2A klonalna preuredba (47, 48). Nadalje, u
B-ALL podgrupe intermedijarnog rizika ubrajaju se TCF3-PBX1 preuredba te
intrakromosomska amplifikacija 21. kromosoma (47). T-ALL podgrupe razlikuju se po
ekspresiji transkripcijskih faktora i onkogena, a ukljucuju gene: TAL1, TAL2, LYL1, LMO1,
LMO2. U 70 % slucajeva uocene su klonalne preuredbe CDKN2A/CDKN2B s mutacijama
NOTCHL1 signalnog puta, dok se u 25 % pacijenata pronalaze JAK-STAT mutacije s BCR-ABL
fuzijskim genom, a KMT2A preuredbe u 5 % slucajeva (47). Medutim, najée$¢e mutacije Cine
preuredbe TAL1 gena s LMO1 alteracijama (49). U T-ALL, hiperploidija je rijetka.
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Dominantne citogenetske abnormalnosti pedijatrijske AML uklju¢uju uravnoteZene
kromosomske reorganizacije kao Sto su translokacije i inverzije (11). Prema prognostickom
znacaju dijele se u niskorizi¢ne te visokorizi¢ne skupine. U niskorizi¢nu skupinu ubrajaju se
RUNX1-RUNX1T1 fuzijski gen nastao translokacijom (8;21)(922;922), te CBFB-MYH11
fuzijski gen nastao inverzijom kromosoma 16 (p13;q22), koje ujedno Cine najées¢u AML
podgrupu s 25 % pojavnosti (11). PML-RARA fuzijski gen, temelj je dijagnoze akutne
promijelocitne leukemije, nastao translokacijom (15;17)(q24;921) (11). S druge strane, u
visokorizi¢ne skupine ubrajaju se KMT2A klonalna reorganizacija koja se vrlo ¢esto pronalazi
u monocitnih AML, te NUP98 fuzijski gen, naj¢esc¢e povezan s translokacijama NSD1 i
KDM5A genima (11, 50). Medutim, iako vrlo rijetke u pedijatrijskoj populaciji, no povezane s
loSom prognozom, postoje nebalansirane kromosomske abnormalnosti kao §to su monosomija

kromosoma 5 i 7, uz deleciju 5q i 7q, te trisomija kromosoma 8 (11).

Leukemijski klon KML obiljeZen je posebnom citogenetskom abnormalno$¢u recipro€ne
kromosomske translokacije izmedu ABL gena kromosoma 9, g34.1 regije, i BCR gena
kromosoma 22, q11.2 regije, kojim se stvara fuzijski gen BCR-ABL1, poznat kao Philadelphia
kromosom (34). Ova citogenetska anomalija omoguéava dijagnosti¢ko razlikovanje KML od
drugih mijeloproliferativnih neoplazmi. Medutim, Philadelphia kromosom se moze pronaciiu
dje¢joj ALL (2 — 5 %), stoga ne predstavlja potvrdnu dijagnozu KML. Vecina slucajeva u
pedijatrijskoj KML povezana je s prisutno$§éu major-bcr fuzijskog gena, te manje cesto

prisutnim minor-bcr (34).

U slucaju citogenetske analize BL, dijagnostiku potvrduje prisutnost kromosomskih
translokacija c-MYC onkogena i regulatornog lokusa za imunoglobuline kao $to su t(8;14),
t(8;22) ili t(2;8) (39). Dok se kod DLBL pronalazi klonalna preuredba kratkih krakova
kromosoma 9 i 2, na kojima se nalaze regije za aktivaciju JAK2 puta (39). U ALCL pronalaze

se kromosomske alteracije ALK gena (39).

1.7. Terapijski protokoli

Primjena suvremene terapije postize se prepoznavanjem klinickih, molekularnih i
citogenetickih karakteristika te njihove prognosticke podudarnosti koja omogucava bolje
rezultate lijeCenja s manje nuspojava, a dokaz predstavlja smanjena stopa mortaliteta. Prije
pocetka lijecenja potvrduju se prognosticki faktori bolesti prema kojima se odreduje intenzitet
1 trajanje terapije. Prognosticki faktori dijele pacijente u skupine niskog rizika, intermedijarnog

te visokog rizika, a odreduju se analizom: dobi i spola djeteta, broja leukocita prilikom

10
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dijagnoze, zahvacenosti srediSnjeg Zziv€anog sustava, imunofenotipa, kromosomske

abnormalnosti, te odredivanjem minimalne ostatne bolesti tijekom faza lije¢enja (7, 51).

Prilikom lijeCenja primjenjuju se kemoterapija, radioterapija te transplantacija krvotvornih
mati¢nih stanica (HSCT) u visokoriziéne skupine pacijenata. Nakon klinicko-laboratorijske
procjene vrste i tezine bolesti, zapoCinje lijeCenje prema protokolu kojim je odredena vrsta
lijeka, doza i nain primjene Uz suportivnu terapiju u slucaju pojave nuspojava (6).
Najprimjenjeniji protokol za lijeCenje akutnih pedijatrijskih leukemija je njemacki protokol
ALL-IC-BFM 2009 (6). Navedeni protokol obuhvaca nekoliko faza: indukcija remisije,
profilaksa SZS, konsolidacija, kasna intenzifikacija i terapija odrzavanja (7, 31, 51). U prosjeku
lije¢enje traje 2 — 3 godine, medutim vecina djece, 95 % ALL te 80 — 85 % s AML, postigne
kompletnu remisiju pri kraju faze indukcije remisije (7, 51). Kompletna klini¢ka i molekularna
remisija proglasava se ako je koli¢ina blasta u kostanoj srzi <5 % bez prisutnosti simptoma i
znakova (36).

Faza indukcije remisije (Protokol | faza A) traje 3 — 4 tjedna, a cilj je posti¢i kompletnu klini¢ku
1 hematoloSku remisiju bolesti (51). U toj fazi temelj primjene predstavljaju kemoterapeutici:
glukokortikoidi (prednizon ili deksametazon) uz vinkristin, L-asparginazu ili kao dodatni lijek,
antraciklin (daunorubicin) (51). Tijekom ove faze, obicno se primjenjuje i terapija profilakse
SZS metotreksatom, koji se, prema novoj studiji St. Jude, primjenjuje intratekalno uz

kombinaciju sa sistemnom kemoterapijom (7).

Faza konsolidacije (Protokol | faza B) zapocinje nakon postignute klinicke remisije, a temelji
se na kombinaciji intenzivne sistemske i SZS terapije. Ukljucuje primjenu ciklofosfamida,
citarabina i merkaptopurina (51). Cilj je prevencija ponovnog rasta malignih stanica, redukcija

ostatnog tumora te sprjeCavanje pojave rezistentnih leukemijskih stanica (7).

Kasna intenzifikacija (Protokol II) kriti¢an je korak lijeCenja u nisko i visoko rizi¢nih pacijenata
zbog utjecaja na smanjenje incidencije relapsa u tih pacijenata (51, 52). U ovoj fazi koriste se

citostatici koji su indicirani u fazama protokola I.

Terapija odrzavanja bolesti zapocinje nakon kasne intenzifikacije, a traje sljedece 2 — 3 godine.
Uklju€uje oralnu primjenu 6-merkaptopurina, metotreksata uz povremeno lijecenje
vinkristinom, kortikosteroidima i intratekalnom terapijom (7, 51). Ako dode do klini¢kog i
molekularnog relapsa bolesti, za lijeCenje se primjenjuju protokoli posebno namijenjeni za

relaps uz HSCT kao temelj lijeCenja.

11
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U slucaju lijecenja limfoma, Hrvatski centri koriste EuroNet-PHL protokol namijenjen za
pedijatrijske limfome. Protokol se provodi u djece ranog, uznapredovalog i kasnog stadija
bolesti, a temelji se na kombinaciji dvije do Cetiri intenzivne faze indukcije remisije, ovisno o
stadiju bolesti, uz dodatan ciklus radioterapije u svih bolesnika (53). Faze indukcije ukljucuju
primjenu kemoterapeutika kao $to su: vinkristin, etopozid, prednizon i doksorubicin kod djece
ranog stadija limfoma, te ciklofosfamid, vinkristin, prednizon i doksorubicin u djece
poodmaklih stadija (53, 54).

lako se pravovremenom primjenom protokola, te napretkom citogenetike i molekularne
analize, stopa prezivljenja pedijatrijskih leukemija i limfoma znatno povecala, rezultat jos
uvijek nije zadovoljavajuci, uz popratne nuspojave, komorbiditete te povecani rizik za
sekundarni razvoj tumora izazvanim terapijskim zracenjem (53, 54). Problem predstavlja i
lijeCenje djece s relapsom i refraktornom boles¢u. Time se pojavila potreba za razvojem drugih
oblika terapije u ovih bolesti. U posljednjem desetljecu, doslo je do unaprjedenja terapijskih
mogucnosti primjenom imunoterapije i molekularno ciljane terapije u visokorizi¢nih te u
slucaju relapsa ili refraktorne bolesti (31, 51, 55). Njihova primjena je sve atraktivnija radi
ciljanog djelovanja i potencijalne zamjene kemoterapije, ¢ijom se primjenom razvija Sirok
spektar nuspojava. Kardiotoksi¢nost, neurotoksi¢nost, mijelosupresija, infekcije, frakture,
tromboze te alergijske reakcije predstavljaju najée$ée nuspojave kemoterapeutika. Prilikom
lijecenja relapsa bolesti, uz kemoterapiju, kombinira se molekularno ciljana terapija (tirozin
kinazni inhibitori i proteosomni inhibitori) ili imunoterapija (bispecificna monoklonska
antitijela, T-stani¢na terapija kimernim antigen receptorom (CAR-T), konjugati antitijela i
lijeka) (47, 51).

Studije su pokazale kako u lijeCenju relapsa i refraktorne B-ALL, bolje rezultate pokazuje
primjena monoklonskih CD19 i CD22 protutijela (blinatumomab i inotuzumab ozogamicin),
te CAR-T, dok za AML i T-ALL antitijela usmjerena prema CD23 i CD38 (51, 55).
Zadovoljavaju¢ terapijski odgovor u lijeCenju relapsa ALCL, pokazan je primjenom
vinblastina, brentuksimab vedotinoma i inhibitora anaplasti¢ne limfomne kinaze (54). CAR-T
terapija moze se primjenjivati u djece s izoliranim relapsom koStane srzi, ali 1 izoliranim ili

kombiniranim ekstramedularnim relapsom (51).

U slucaju KML, lijeCenje se bazira na primjeni tirozin kinaznih inhibitora (TKI) prilikom
kroni¢ne faze, Sto zamjenjuje primjenu HSCT u ove djece. HSCT se primjenjuje samo u slucaju

rezistencije ili tolerancije na TKI ili kod djece u blasti¢noj krizi.
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2. CILJEVI
Glavni cilj ovog istrazivanja je utvrditi etiologiju 1 klinicka obiljezja djece S
novodijagnosticiranim limfoproliferativnim bolestima lije¢enih na Klinici za pedijatriju u

Klini¢ckom bolnickom centru Osijek.
Specificni ciljevi istrazivanja su:

1. Ispitati ucestalost limfoproliferativnih bolesti te ishod u lijecenju istth u Zavodu za
hematologiju i onkologiju, Klinike za pedijatriju KBC-a Osijek u razdoblju od 1. sije¢nja 2017.
do 31. prosinca 2023.

2. Ispitati postojanje razlike u pojavnosti limfoproliferativnih bolesti u odnosu na dob, spol,
postojece komorbiditete, perinatalne ¢imbenike rizika i obiteljsku anamnezu (hematoloske i

onkoloske bolesti).

3. Ispitati ulestalost 1 vrste kromosomskih abnormalnosti citogenetskim i
imunofenotipizacijskim metodama u ispitanika s novodijagnosticiranim limfoproliferativnim

bolestima.

4. Prikazati povezanost kromosomskih abnormalnosti s klinickim i bioloskim karakteristikama

te ishodima lijecenja limfoproliferativnih bolesti u djece.
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3. ISPITANICI | METODE

3.1. Ustroj studije

Istrazivanje je provedeno na Klinici za pedijatriju Klinickog bolnickog centra Osijek kao

presjecno istrazivanje s povijesnim podacima.

3.2. Ispitanici

Istrazivanje je provedeno na Klinici za pedijatriju Klinickog bolni¢kog centra Osijek, te
obuhvaca sve ispitanike s novodijagnosticiranim limfoproliferativnim bolestima u razdoblju
od 1. sije¢nja 2017. do 31. prosinca 2023. godine. U istrazivanje je ukljucena pedijatrijska
populacija pacijenata do 18 godina koji zadovoljavaju sljedece kriterije: potvrdenu
limfoproliferativnu bolest citogenetskim 1 molekularnim dijagnostickim metodama. Veli¢ina

uzorka je 30 pacijenata. Nema isklju¢nih faktora.

3.3. Metode

Istrazivanje je odobreno od strane Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta Osijek,

Sveucilista J. J. Strossmayera u Osijeku.

Podatci su se prikupili pregledom medicinske dokumentacije iz bolnickog informatickog
sustava (BIS) za svakog pojedinog ispitanika. Prikupljeni podatci su sljedec¢i: demografski,
klinicki, biokemijski, hematoloski i geneticki podaci svih ispitanika s dijagnosticiranom
leukemijom i limfomom. Za svakog ispitanika prikupljeni su podatci o spolu, dobi, visini i
tezini, iz kojih su izraCunate centile. Takoder, zabiljezili su se podatci o dobi prilikom
postavljanja dijagnoze, prileze¢im komorbiditetima (autoimune bolesti, onkoloske,
hematoloske bolesti i genetski sindromi) i obiteljskoj anamnezi koja ukljucuje genetsku
predispoziciju limfoproliferativnim bolestima ¢lanova obitelji do trec¢eg koljena (hematoloske
i onkoloske bolesti). U obzir su se uzimali i perinatalni ¢imbenici (komplikacije tijekom
trudnoce i poroda). Klinic¢ka obiljezja limfoproliferativnih bolesti kao $to su febrilitet, bljedoca,
umor, neproduktivan kasSalj, promjene na koZi bolesnika u vidu petehija, modrica te pruritusa,
limfadenopatija, hepatosplenomegalija, te bol u kostima, takoder su ulazile u studiju.
Prikupljeni su i laboratorijski nalazi periferne krvi (hematoloski i biokemijski parametri).
Nadalje, promatrani su podatci o citoloskim i citokemijskim analizama punktata koStane srzi i
bioptata limfnih ¢vorova, imunofenotipizaciji na protoénom citometru te citogenetskim
analizama uzoraka kostane srzi i limfnih ¢vorova, radi utvrdivanja pojedinacnog tipa leukemije

i limfoma. Osim toga, prikupili su se i podatci o terapijskim protokolima, komplikacijama
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lije¢enja te primjeni potporne terapije. Pratio se i ishod lijecenja u djece s limfoproliferativnim

bolestima.

3.4. Statisticke metode

Kategori¢ki podaci su predstavljeni apsolutnim i relativnim frekvencijama. Razlike u
kategorickim varijablama testirane su Fisherovim egzaktnim testom. Normalnost raspodjele
numerickih varijabli testirana je Shapiro-Wilkovim testom, a zbog razdiobe koja ne slijedi
normalnu, podaci su opisani medijanom i granicama interkvartilnog raspona. Razlike u
kontinuiranim varijablama u odnosu na dvije nezavisne skupine testirane su Mann
Whitneyevim U testom. Sve P vrijednosti su dvostrane. Razina znacajnosti je postavljena na
alpha = 0,05. Za analizu podataka koriSten je statisticki program MedCalc® Statistical
Software version 22.018 (MedCalc Software Ltd, Ostend, Belgium; https://www.medcalc.org;
2024).
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4. REZULTATI

REZULTATI

Istrazivanje je provedeno na 30 ispitanika od kojih je 19 (63 %) muskog, a 11 (37 %) zenskog

spola. Medijan dobi pri postavljanju dijagnoze je 12 godina, u rasponu od najmanje mjesec

dana do najvise 16,5 godina. Medijan tjelesne mase je 75. centila, a tjelesne visine 50. centila.

Svi ispitanici Zive u gradu, a najvise ih je iz Osjecko-baranjske zupanije, 20 (67 %). Pozitivna

obiteljska anamneza biljezi se kod 5 (17 %) ispitanika, a kod svih je to tre¢i stupanj srodnosti.

(Tablica 1.).

Tablica 1. Op¢a obiljezja ispitanika (1/2)

Broj (%) ispitanika

Spol
Musko 19 (63)
Zensko 11 (37)
Dob [Medijan (interkvartilni raspon)] 12 (4-14)
Centile [Medijan (interkvartilni raspon)]
Tjelesna masa 75 (50 — 90)
Tjelesna visina 50 (20 —90)
Mjesto stanovanja
Grad 30 (100)
Selo 0
Raspodjela po zupanijama
Osjecko-baranjska zupanija 20 (67)
Vukovarsko-srijemska zupanija 9 (30)
Brodsko-posavska zupanija 1(3)
Obiteljska anamneza za leukemije/limfome
Pozitivha Prvi stupanj srodnosti 0
Drugi stupanj srodnosti 0
Treéi stupanj srodnosti 5(17)

U obiteljskoj anamnezi biljezi se najvisSe malignih bolesti, kod 16 (53 %) ispitanika.
Komorbiditeti su prisutni kod 14 (47 %) ispitanika (Tablica 2.).
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Tablica 2. Opca obiljezja ispitanika (2/2)

Broj (%) ispitanika

Ostala obiteljska anamneza

Maligne bolesti 16 (53)
Autoimune bolesti 9 (30)
Kroni¢ne nezarazne bolesti 8 (27)
Neuroloske bolesti 7(23)
Hematologke bolesti 1(3)
Komorbiditeti 14 (47)
Hematoloske bolesti 4 (13)
Autoimune bolesti 6 (20)
Down sindrom 5(17)

Od ukupnog broja ispitanika, 19 (63 %) ih je s leukemijom a 11 (37 %) s limfomom. Od 11
(37 %) ispitanika s limfomom 4/11 je s Non-Hodgkinov, a 7/11 s Hodgkinovim limfomom.

Medijan pojavnosti limfoproliferativnih bolesti je 5 ispitanika godisnje (Tablica 3).

Tablica 3. Pojavnost limfoproliferativnih bolesti u KBC-u Osijek.

Broj (%) ispitanika

Godisnja pojavnost limfoproliferativnih bolesti [Medijan (interkvartilni raspon)] 5(1-6)
Leukemija 19 (63)
Akutna limfoblasti¢na leukemija 15 (79)
Akutna mijeloblasti¢na leukemija 4(21)
Limfom 11 (37)
Non-Hodgkinov (n" = 4) B-limfoblasti¢ni limfom 2/4
Burkittov limfom 1/4
DLBL' 1/4
Hodgkinov (n*=7) Nodularna skleroza 4/7
Mijesana celularnost 217
NLPHL? 1/7

“n — broj; $DLBL — difuzni B-velikostani¢ni limfom; $NLPHL — nodularna limfocitna predominacija Hodgkinov
limfom
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Znacajno je starija dob kod dijagnosticiranja u sluc¢aju limfoma u odnosu na leukemiju (Mann
Whitney U test, P = 0,03), dok u ostalim podjelama nema znacajnih razlika u odnosu na dob
(Tablica 4).

Tablica 4. Limfoproliferativne bolesti u odnosu na dob ispitanika.

Medijan (interkvartilni raspon)

P*
Dobi (godine)
Limfoproliferativne bolesti
Leukemija 5(3-14)
0,03
Limfom 13 (12 -15)
Leukemija
Akutna limfoblasti¢na 11 (3-14)
0,42
Akutna mijeloi¢na 3(0-13)
Limfom
Non-Hodgkinov 13 (7 - 16)
0,70
Hodgkinov 13 (12 - 14)

*Mann Whitney U test

Najucestaliji perinatalni ¢cimbenik je kod 7 (23 %) ispitanika komplikacija tijekom trudnoce/

poroda, dok je preeklampsiju imala samo jedna majka (Tablica 5).

Tablica 5. Raspodjela ispitanika u odnosu na perinatalne ¢imbenike.

Broj (%) ispitanika

Blizanacka trudnoca 2(7)
Komplikacije tijekom trudnoce/poroda 7(23)
Preeklampsija 1(14)
IUGR” 2(29)
Infekcije 4 (57)

“IUGR - Intrauterini zastoj rasta (prema engl. Intrauterine growth restriction)
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Prilikom postavljanja dijagnoze, najucestalije klini¢ko obiljezje kod 19 (63 %) ispitanika je
supraklavikularna i cervikalna limfadenopatija, bljedo¢a kod 16 (53 %) ispitanika, a poviSena
tjelesna temperatura kod njih 17 (57 %) (Tablica 6).

Tablica 6. Klini¢ka obiljezja limfoproliferativnih bolesti pri postavljanju dijagnoze.

Broj (%) ispitanika

Nespecifi¢ni simptomi

Umor 10 (33)

Povisena tjelesna temperatura 17 (57)
Bljedoca 16 (53)
B-simptomi 2(7)
Hemoragijska dijateza 9 (30)
Ulceracije usne sluznice 2(7)

Limfadenopatija

Supraklavikularna i cervikalna 19 (63)

Ingvinalna 11 (37)
Hepatomegalija 6 (20)
Splenomegalija 11 (37)
Bol u kostima 4(13)
Kronic¢ni kasalj 20N
Gubitak na tezini 7 (23)

Ostali simptomi

Kozni 4 (13)
Neuroloski — sinkopa i glavobolje 6 (20)
Gastrointestinalni — povracanje i proljev 4 (13)
Muskuloskeletni — frakture i hipotonija 5(17)

U biokemijskim pokazateljima, 9 (30 %) ispitanika je poviSenih vrijednosti aspartat-
aminotransferaze, 4 (13 %) s povisenim vrijednostima alanin-aminotransferaze, 6 (20 %)
ispitanika je s poviSenom gama-glutamiltransferazom, a poviSene laktate ima 19 (63 %)

ispitanika. PoviSeni urati biljeZze se kod 16 (53 %) ispitanika, Zeljezo niZze od referentne
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vrijednosti imaju 2 (7 %) ispitanika, a povisen feritin njih 9 (30 %). Vise vrijednosti C-

reaktivnog proteina biljeze se kod 20 (67 %) ispitanika (Tablica 7).

Tablica 7. Prikaz biokemijskih nalaza u ispitanika.

Broj (%) ispitanika

Aspartat-aminotransferaza Uredna 20 (67)
PoviSena 9 (30)
Alanin-aminotransferaza Uredna 24 (80)
PoviSena 4 (13)
Alkalna fosfataza Uredna 18 (60)
SniZena 8 (27)
Gama-glutamiltransferaza Uredna 23 (77)
PoviSena 6 (20)
Laktat dehidrogenaza Uredna 10 (33)
PoviSena 19 (63)
Ukupni proteini Uredni 22 (73)
SniZeni 3(10)
Albumini Uredni 16 (53)
Snizeni 7(23)
Urati Uredni 5(17)
Poviseni 16 (53)
Zeljezo Uredno 15 (50)
SniZeno 2(7)
Poviseno 4 (13)
UIBC Uredan 17 (57)
SniZzen 3(10)
PoviSen 1(3)
TIBC Uredan 14 (47)
Snizen 5(17)
Povisen 1(3)
Feritin Uredan 12 (40)
Snizen 1(3)
PovisSen 9 (30)
C — reaktivni protein Uredan 8 (27)
Povisen 20 (67)
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U sluc¢aju hematoloskih nalaza, veina ispitanika ima sniZzen hemoglobin, hematokrit, 1
trombocite. PoviSena sedimentacija se biljezi kod 10 (33 %) ispitanika, a fibrinogen kod 13

(43 %) ispitanika (Tablica 8).

Tablica 8. Prikaz hematoloskih nalaza u ispitanika.

Broj (%) ispitanika

Leukociti Uredni 14 (47)
SniZeni 5(17)
PoviSeni 7 (23)
Hiperleukocitoza 4 (13)
Eritrociti Uredni 16 (53)
SniZeni 14 (47)
Hemoglobin Uredan 12 (40)
SniZen 18 (60)
Hematokrit Uredan 15 (50)
SniZen 15 (50)
Trombociti Uredni 10 (33)
SniZeni 17 (57)
Poviseni 3(10)
Sedimentacija eritrocita Uredno 7(23)
Poviseno 10 (33)
PV Uredan 22 (73)
Snizen 5(17)
Fibrinogen Uredan 14 (47)
Povisen 13 (43)

Kod diferencijalne krvne slike, poviseni limfociti zabiljezeni su u 7 (26 %) ispitanika, dok su

neutrofili snizeni u 9 (56 %) ispitanika (Tablica 9).
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Tablica 9. Prikaz nalaza diferencijalne krvne slike u ispitanika.

REZULTATI

Broj (%) ispitanika

Limfociti (n* = 27) Uredni 17 (63)
Snizeni 3(11)
Poviseni 7 (26)

Neutrofili (n* = 16) Uredni 6 (38)
Snizeni 9 (56)
Poviseni 1(6)

*n — broj ispitanika

U razmazu periferne krvi veéina ispitanika ima uredne nesegmentirane granulocite, monocite

i limfocite. SniZene segmentirane granulocite ima 18 (67 %) ispitanika, a poviSene mijelocite i

metamijelocite 11 (37 %) ispitanika. Vise od 20 % blasta ima 10 (50 %) ispitanika (Tablica

10).

Tablica 10. Laboratorijski nalazi razmaza periferne krvi.

Broj (%) ispitanika

Nesegmentirani granulociti (n* = 24) Uredni 14 (58)
Snizeni 2(8)
Poviseni 8 (34)
Segmentirani granulociti (n” = 27) Uredni 9 (33)
Snizeni 18 (67)
Monociti (n* = 25) Uredni 18 (72)
Snizeni 5 (20)
Poviseni 2(8)
Limfociti (n" = 27) Uredni 13 (48)
Snizeni 6 (22)
Poviseni 8 (30)
Mijelociti i metamijelociti Poviseni 11 (37)
Blasti (n" = 20) <5% 4 (20)
5-20% 6 (30)
> 20 % 10 (50)

“n — broj ispitanika
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U uzorku periferne krvi blasti limfoidne loze biljeze se kod 15 (88 %) ispitanika, a limfoidne
loze u uzorku kostane srzi kod 18 (86 %) ispitanika. U uzorcima limfnog ¢vora, po 4 (36 %)
ispitanika imaju biljege specific¢ne za nodularnu sklerozu ili za Non-Hodgkinov limfom (Tablica
11).

Tablica 11. Nalaz imunofenotipizacije iz uzoraka periferne krvi, kostane srzi i limfnog ¢vora u

ispitanika s limfoproliferativnim bolestima.

Broj (%) ispitanika

Uzorak periferne krvi
Blasti limfoidne loze 15 (88)
Blasti mijeloidne loze 2(12)

Uzorak koS$tane srzi

Blasti limfoidne loze 18 (86)
B — imunofenotip (,,common* imunofenotip) 15 (83)
T — imunofenotip 3(17)

Blasti mijeloidne loze 3(14)

Uzorak limfnog ¢vora

CD 30, CD15, BCL6, MUM1, PAX5 — HL" nodularna skleroza 4 (36)
CD20, CD3, CD5, ciklin D1, EMA — NLPHL 1(9)
CD20, PAX5, CD30, MUM1, BCL6 — HL" mijesana celularnost 2 (18)
CD20, PAX5, BCL6, CD10, Ki-67, c-myc — NHL? 4 (36)

*HL — Hodgkinov limfom; TNLPHL —nodularna limfocitna predominacija Hodgkinov limfom; *NHL —

Non-Hodgkinov limfom

U ukupno 18 (60 %) nalaze se kromosomske aberacije. Od strukturnih klonalnih preuredbi 9
(30 %) ispitanika je s delecijom 9p21, a hiperploidija, kao numeri¢ka klonalna preuredba,
nalazi se kod 12 (40 %) ispitanika. Preuredba gena T-stani¢nog receptora nalazi se kod 6 (20 %)

ispitanika, a kod 13 (43 %) preuredba gena imunoglobulinskog teskog lanca (Tablica 12).
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Tablica 12. Prikaz rezultata citogenetike i polimerazne lancane

kostane srzi u pacijenata s limfoproliferativnim bolestima.

REZULTATI

reakcije (PCR) iz uzorka

Broj (%) ispitanika

Kromosomske aberacije 18 (60)
Strukturne kromosomske aberacije 13 (43)
Delecija 9p21 9 (30)
Inverzija kromosoma 16 — CBF-MYH11 2(7)
Translokacija (12;21) — ETV-RUNX1 2(7)
Intrakromosomska amplifikacija 21. kromosoma 1(3)
Izokromosom 3(10)
Ostale strukturne promjene (BCR-ABL1 i JAK1/JAK2) 1(3)
Numericke kromosomske aberacije 14 (47)
Trisomija 21. kromosoma 3(10)
Hiperploidija 12 (40)
Klonalna preuredba TCR" gena 6 (20)
Klonalna preuredba IgH" gena 13 (43)

“TCR — T-stani¢ni receptor (prema engl. T-cell receptor); TIgH — imunoglobulinski teski lanac

Rezultati bioptata limfnog ¢vora i punktata koStane srzi prikazanu su u Tablici 13.

Tablica 13. Prikaz histoloskih nalaza citoloske punkcije limfnih ¢vorova i kostane srzi u

ispitanika s limfomom i leukemijom.

Broj (%) ispitanika

Bioptat limfnog ¢vora

Hodgkinove stanice

6 (60)

Reed-Sternbergove stanice 6 (60)

Histiocitarne stanice 8 (80)
Limfoblasti i mali limfociti 10 (100)

Punktat kosStane srzi

Blasti <5% 5(25)

5-20% 5(25)

> 20% 10 (50)
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Kod 17 (57 %) ispitanika primijenjen je terapijski protokol ALL-IC-BFM 2009, a BFM-NHL

samo kod jednog ispitanika. Remisija je postignuta kod svih pacijenata (Tablica 14).

Tablica 14. Primijenjeni terapijski protokoli.

Broj (%) ispitanika

ALL-IC-BFM 2009 17 (57)
AML-BFM-2019 2 (7)
EuroNet PHL C1 7 (23)
BFM-NHL 1(3)

Nema znacajne razlike u vremenu do remisije s obzirom na skupine (Tablica 15).

Tablica 15. Medijan vremena do postignute remisije u mjesecima.

Medijan (interkvartilni raspon)

P*
vremena do remisije (mjeseci)
Limfoproliferativne bolesti
Leukemija (n =9) 6 (5-16)
0,38
Limfom (n =8) 5(2-12)
Leukemija
ALL (n=7) 7(6-24)
0,14
AML (n=2) 5(4-5)
Limfom
Non-Hodgkinov (n = 3) 12 (2-12)
0,52
Hodgkinov (n = 5) 2(2-13)

*Mann Whitney U test
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Tijekom lijecenja, kod 28 (93 %) ispitanika koristeni su antibiotici, a kod 19 (63 %) ispitanika
krvni derivati kao potporna terapija (Tablica 16).

Tablica 16. Vrste potporne terapije koriStene tijekom lijecenja.

Broj (%) ispitanika

Antibiotici 28 (93)
Antimikotici 17 (57)
Krvni derivati 19 (63)
Potpora gastrointestinalnog sustava 10 (33)
Intravenski imunoglobulin 7(23)
Ostala potporna terapija 6 (20)

Tijekom lijecenja, kod 14 (47 %) ispitanika kao komplikacija biljezi se pancitopenija, kod 13
(43 %) ostale komplikacije. Febrilnu neutropeniju ima 7 (23 %) ispitanika a po 5 (17 %)

ispitanika alergijsku reakciju na citostatike ili gastrointestinalne komplikacije (Tablica 17).

Tablica 17. Komplikacije zabiljezene tijekom lijecenja.

Broj (%) ispitanika

Respiratorne bolesti 8 (27)
Pancitopenija 14 (47)
Febrilna neutropenija 7(23)
Alergijska reakcija na citostatike 5(17)
Hipogamaglobulinemija 3(10)
Osteoporoza i frakture 1(3)

Gastrointestinalne komplikacije 5(17)
Ostale komplikacije 13 (43)
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Nema znacajnih razlika u raspodjeli ispitanika prema spolu, pozitivnoj obiteljskoj anamnezi i

komorbiditetima u odnosu na to radi li se o limfomu ili leukemiji (Tablica 18).

Tablica 18. Raspodjela ispitanika prema op¢im obiljezjima i vrsti limfoproliferativne bolesti.

Broj (%) prema bolesti

Leukemija Limfom Ukupno ~

Spol

Musko 10 (53) 9(82) 19 (63)

Zensko 9 (47) 2 (18) 11 (37) o1
Pozitivna obiteljska anamneza
(leukemija/limfom) 317) 2(18) > {7) > 099
Komorbiditeti 10 (53) 4 (36) 14 (47) 0,47
Hematoloske bolesti 4 (21) 0 4 (13) 0,27
Autoimune bolesti 4 (21) 2 (18) 6 (20) > 0,99
Down sindrom 5 (26) 0 5(17) 0,13

*Fisherov egzaktni test

Nema znacajnih razlika u raspodjeli ispitanika prema perinatalnim ¢imbenicima u odnosu na

vrstu bolesti (Tablica 19).

Tablica 19. Raspodjela ispitanika prema perinatalnim ¢imbenicima u odnosu na

limfoproliferativne bolesti.

Broj (%) prema bolesti

P*
Leukemija  Limfom Ukupno
Blizanacka trudnoca 0 2 (18) 2(7) 0,14
Preeklampsija, IUGRY, infekcije 4 (22) 3(27) 7(24) > 0,99

*Fisherov egzaktni test; 'TUGR — Intrauterini zastoj rasta (prema engl. Intrauterine growth restriction)
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Povisenu tjelesnu temperaturu (Fisherov egzaktni test, P = 0,002), bljedo¢u (Fisherov egzaktni
test, P =0,007) i hemoragijsku dijatezu (Fisherov egzaktni test, P = 0,01) imaju znacajnije vise

ispitanici s leukemijom u odnosu na one s limfomom.

Supraklavikularnu i cervikalnu limfadenopatiju imaju znacajnije vise ispitanici s limfomom u

odnosu na one s leukemijom (Fisherov egzaktni test, P = 0,02) (Tablica 20).

Tablica 20. Raspodjela ispitanika prema pojavnosti limfoproliferativnih bolesti u odnosu na

klini¢ka obiljezja.
Broj (%) prema bolesti .
Leukemija Limfom Ukupno "

Nespecifi¢ni simptomi

Umor 9 (47) 1(9) 10 (33) 0,49

PovisSena tjelesna temperatura 15 (79) 2 (18) 17 (57) 0,002
Bljedoca 14 (74) 2 (18) 16 (53) 0,007
Hemoragijska dijateza 9 (47) 0 9 (30) 0,01
Ulceracije usne sluznice 2(11) 0 2(7) 0,52
Limfadenopatija

Supraklavikularna i cervikalna 9 (47) 10 (90) 19 (63) 0,02

Ingvinalna 7(37) 4 (36) 11 (37) >0,99
Hepatomegalija 6 (32) 0 6 (20) 0,06
Splenomegalija 8 (42) 3(27) 11 (37) 0,47
Skeletna bol 3(16) 1(9) 4 (13) > 0,99
Kronié¢ni kasalj 1(5) 1(9) 2(7) > 0,99
Gubitak na tezini 5 (26) 2 (18) 7(23) > 0,99
Ostali simptomi

Kozni 1(5) 3(27) 4 (13) 0,13

Neurolozki 5 (26) 1(9) 6 (20) 0,37

Gastrointestinalni 3(16) 1(9) 4 (13) > 0,99

Muskuloskeletni 4 (21) 1(9) 5(17) 0,63

*Fisherov egzaktni test
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Nema znacajnih razlika u raspodjeli ispitanika prema nalazu imunofenotipizacije iz uzoraka

periferne krvi i kostane srzi kod limfoproliferativnh bolesti (Tablica 21).

Tablica 21. Usporedba nalaza imunofenotipizacije iz uzoraka periferne krvi i koStane srzi

prema limfoproliferativnim bolestima.

Broj (%) prema bolesti

Leukemija Limfom Ukupno ~

Periferna krv

Blasti limfoidne loze 9(82) 6 (100) 15 (88)

Blasti mijeloidne loze 2 (18) 0 2 (12) ooz
KosStana srz
Limfoidna loza

B-imunofenotip 11 (100) 4 (57) 15 (83)

T-imunofenotip 0 3(42) 3(17) o
Mijeloidna loza 2(15) 1(12) 3(14) >0,99

*Fisherov egzaktni test
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Klonalna preuredba gena za teski lanca imunoglobulina, nalazi se znac¢ajnije kod ispitanika s
leukemijom u odnosu na one s limfomom (Fisherov egzaktni test, P = 0,01), dok u ostalim
strukturnim i numeri¢kim klonalnim preuredbama nema znac¢ajne razlike u odnosu na vrstu

bolesti (Tablica 22).

Tablica 22. Usporedba klonalnih preuredbi u ispitanika prema limfoproliferativnim bolestima.

Broj (%) prema bolesti

Leukemija Limfom Ukupno ~
Strukturne kromosomske
aberacije
Delecija 9p21 8 (47) 1(20) 9 (41) 0,36
Inverzija kromosoma 16 2(12) 0 2(9) >0,99
Translokacija 12;21 2(12) 0 2(9) > 0,99
Intrakromosomska amplifikacija
21. kromosoma 16©) 0 16) > 099
Izokromosom 3(18) 0 3(14) > 0,99
Ostale klonalne preuredbe 1(6) 0 1(3) > 0,99
Numericke kromosomske
aberacije
Trisomija 21. kromosoma 3(18) 0 3(14) >0,99
Hiperploidija 10 (59) 2 (40) 12 (55) 0,62
Klonalna preuredba TCR' gena 4 (33) 2 (50) 6 (40) 0,60
Klonalna preuredba IgH* gena 12 (100) 1(25) 13 (81) 0,01

*Fisherov egzaktni test; "TTCR — T-stani¢ni receptor (prema engl. T-cell receptor); fIgH —

imunoglobulinski teski lanac

Rezultati povezanosti kromosomskih abnormalnosti s klinickim i bioloskim karakteristikama
ispitanika s limfoproliferativnim bolestima nisu prikazani zbog nedovoljno velikog uzorka
ispitanika i njihovih nalaza. Povezanost kromosomskih abnormalnosti s ishodima nije

prikazana jer su svi ispitanici postigli remisiju.
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5. RASPRAVA

Provedeno je istrazivanje u obliku presjene studije s povijesnim podatcima na Klinici za
pedijatriju Klinickog bolnickog centra u Osijeku. Istrazivanje je ukljucivalo 30 ispitanika s
limfoproliferativnim bolestima ¢ija je dijagnoza postavljena u sedmogodisnjem razdoblju, od
1. sije¢nja 2017. do 31. prosinca 2023. godine. Budu¢i da je u pitanju mali uzorak ispitanika
ovog istrazivanja, tesko je donositi konkretne zakljucke koji vrijede za opéu populaciju, no
rezultati ovog istrazivanja pridonose pravovremenom prepoznavanju klinic¢kih obiljezja u djece
s limfoproliferativnim bolestima, te njihovim citogenetskim karakteristikama prema kojima se

potom odreduje adekvatan terapijski protokol te procjenjuje prognosticki znacaj.

Od ukupnog broja ispitanika s dijagnozom limfoproliferativnih bolesti u sedmogodiSnjem
razdoblju, njih 19 (63 %) je imalo leukemiju, a 11 (37 %) limfom, $to je u skladu s dosadasnjom
literaturom koja navodi kako je incidencija leukemija u djece do 20 godina Zivota ¢eS¢a u
usporedbi s incidencijom limfoma, kako na globalnoj razini tako i u Republici Hrvatskoj (1,
2). Medijan pojavnosti novodijagnosticiranih limfoproliferativnih bolesti na Klinici za
pedijatriju Klinickog bolnickog centra u Osijeku prema rezultatima iznosi pet slucajeva
godisnje, dok u promatranom sedmogodi$njem periodu nije uoceno povecanje incidencije.
Analizirana je pojavnost podtipova leukemija i limfoma u ispitanika. Rezultati istraZivanja
pokazali su prevagu u pojavnosti ALL (79 %), dok je AML zastupljena u 21 % ispitanika, te
je time potvrdena ¢injenica kako je ALL najcesc¢i podtip leukemije u pedijatrijskoj populaciji,
s incidencijom od 75 % u djece do 15 godina (1, 19, 56). Nijedan ispitanik nije imao kroni¢an
oblik leukemije. S druge strane, HL koji je potvrden u 7 (74 %) ispitanika, ¢esce je pojavnosti
u odnosu na NHL s ukupno 4 (36 %) ispitanika, §to se razlikuje s obzirom na najnovije
dostupnu literaturu koja navodi kako je incidencija NHL nesto visa od incidencije HL (1).
Prema histoloskoj podjeli, najzastupljeniji je klasi¢ni HL, ¢iji se podtip nodularne skleroze
pojavio kod 4 od ukupno 7 ispitanika, dok se podtip mijesane celularnosti pojavio u dva slucaja.
Oni ¢ine najceS¢e podtipove HL prema pojavnosti, $to je u skladu s istrazenom literaturom
(18). Takoder, utvrdena je i pojavnost podtipova NHL, kod kojeg je od ukupno 4 ispitanika, u
polovice utvrden B-LBL, te BL i DLBL u po jednog. Pregledom literature, najcesce se
pojavljuje BL, zatim LBL i DLBL, no nepodudarnost literature s rezultatima istrazivanja je

ocekivana radi malog uzorka (57).

Nadalje, pokazano je da je od ukupno 30 ispitanika 63 % bilo muskog spola, a 37 % Zenskog

spola. Prema istrazivanju E. Lupatsch i suradnika provedenog u Svicarskoj 2021. godine,
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utvrdena je ¢e$ca incidencija leukemija u djecaka (58), $to vrijedi i za incidenciju limfoma
prema spolu (59), medutim zbog malog uzorka ispitanika u ovom istrazivanju, nije se pokazala
statistiCki znacajna razlika u pojavnosti leukemija i limfoma prema spolu. Medijan dobi pri
postavljanju dijagnoze limfoproliferativnih bolesti iznosio je 12 godina, pri ¢emu su rezultati
pokazali statisticki znacajno stariju dob pri dijagnosticiranju limfoma (13 godina) u odnosu na
leukemiju (5 godina), $to podupire ostale navode u literaturi, prema kojima je incidencija
limfoma najcesc¢a u dobi izmedu 15 i 19 godina (14, 60), dok je u leukemija izmedu 1 i 4 godine
(11, 60).

Prema demografskim obiljezjima istice se kako je najveci broj ispitanika s limfoproliferativnim
bolestima iz OsjeCko-baranjske zupanije, ¢ak njih 67 %, dok je ostatak ispitanika iz
Vukovarsko-srijemske te Brodsko-posavske zupanije. Svi ispitanici poti¢u iz urbanih dijelova.
Studija Malagoli C. i suradnika provedena od 1998. do 2011. pokazala je kako djeca u urbanim
sredinama imaju ve¢i rizik za razvoj leukemije od djece u ruralnim podrucjima, §to je u skladu

s rezultatima ovog istrazivanja (61).

Mehanizam nastanka leukemija i limfoma izrazito je kompleksan, a uklju¢uje medudjelovanje
endogenih i egzogenih ¢imbenika poput imunodeficijentnih sindroma te nasljednih i ste¢enih
genetskih i kromosomskih poremecaja, kojima je potreban okolisni faktor kako bi bolest
zapocela (14, 19, 20, 25, 26). Stoga se posebna pozornost obratila obiteljskoj anamnezi i
ostalim prisutnim komorbiditetima. Pozitivnu obiteljsku anamnezu na limfoproliferativne
bolesti, posebice leukemije, imalo je 17 % ispitanika, kod kojih se radilo o treCem stupnju
srodnosti. Od ostale obiteljske anamneze isticala se prisutnost malignih bolesti u 53 %
ispitanika, te autoimunih bolesti u 30 %, dok je samo u jednog ispitanika (3 %) uocena
hematoloska bolest. Usporedbom pozitivne obiteljske anamneze i prisutnosti ostalih bolesti u

obitelji, nije dokazana statisticka znacajna razlika s obzirom na leukemiju ili limfom.

Osobna anamneza u 47 % ispitanika ukazivala je na prilezece komorbiditete, dok se od
dodatnih komorbiditeta isti¢u autoimune bolesti kao Sto su hipotireoza, urtikarija te celijakija,
u 20 % i hematoloske bolesti u 13 %. U literaturi se ne navodi povecani rizik za nastanak
limfoproliferativnih bolesti u slu¢aju pridruzenih hematoloskih i autoimunih bolesti, no navodi
se poveznica za nastanak leukemije u djece s trisomijom 21. kromosoma te u blizanackih
trudnoca uz djelovanje perinatalnih ¢imbenika kao Sto su infekcije (14, 20). Stoga, iz
istrazivanja izdvajamo kako je u 5 ispitanika utvrden Downov sindrom, dok je blizanacka

trudnoca zastupljena u 2 ispitanika, $to nije pokazalo statisticku znacajnost s obzirom na vrstu
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limfoproliferativne bolesti. S obzirom na promatrane perinatalne ¢imbenike, ustanovljeno je
kako je u 23 % ispitanika bila prisutna komplikacija tijekom trudnoce ili poroda od kojih se u
polovice radilo o prisutnoj infekciji u navedenom razdoblju, $to podupire literaturne navode
kako je za razvoj limfoproliferativnih bolesti uz genetsku predispoziciju, prisutne somatske
fuzijske gene ili epigenetske promjene nuzan i egzogeni okida¢, od kojih je infekcija najvise
istrazena u oboljele djece (20, 26, 62). Medutim, rezultatima nije pokazana statisticki znacajna
razlika u pojavnosti limfoproliferativnih bolesti u usporedbi s perinatalnim ¢imbenicima i

prisutnim komorbiditetima.

S obzirom na klinicka obiljezja prilikom postavljanja dijagnoze, u ispitanika s
limfoproliferativnim bolestima najucestalije prijavljivani simptomi su supraklavikularna i
cervikalna limfadenopatija (63 %), zatim bljedoca (53 %) te povisena tjelesna temperatura (57
%). Nadalje, rezultati istrazivanja pokazali su kako od ukupno 19 ispitanika s dijagnozom
leukemije, njih 15 je imalo poviSenu tjelesnu temperaturu pri hospitalizaciji, a ¢ak njih 14
prijavljuje bljedo¢u, dok su u polovice ispitanika primije¢eni znakovi hemoragijske dijateze.
Time je pokazana statisticki znacajnija pojavnost navedenih klinickih obiljezja u ispitanika s
leukemijom. Navedeni rezultati djelomi¢no se podudaraju s metaanalizom provedenom od
strane Clarke T. i suradnika, prema kojoj su najucestaliji klinicki znakovi leukemije bili
hepatomegalija i splenomegalija, koji su u ovom istrazivanju bili prisutni u tre¢ine ispitanika
(32). Nadalje, bljedoc¢a, povisena tjelesna temperatura te znakovi hemoragijske dijateze
prisutni su u polovice ispitanika uklju¢enih u metaanalizu (32). S druge strane, kod ispitanika
s limfomom najucestalije prijavljeni simptom bila je supraklavikularna i cervikalna
limfadenopatija (90 %), sto se u potpunosti podudara s ostalim literaturnim podatcima prema
kojima su najces¢i simptomi limfadenopatija, povisena tjelesna temperatura te B-simptomi
(63). Prema literaturi, uz navedene simptome u limfoma iznimno je Cesta prisutnost

nadrazajnog kaslja i dispneje, koje u ovom istrazivanju nije znacajno zabiljeZeno.

Pretrazivanjem literature pokazano je da na limfoproliferativne bolesti ukazuju abnormalni
hematoloski parametri, zbog ¢ega smo posebnu pozornost obratili na laboratorijske nalaze u
ispitanika. Prema podatcima iz dostupnih istrazivanja, navedeno je kako se u perifernoj krvnoj
slici u djece s leukemijom pronalaze parametri koji ukazuju na prisutnu anemiju,
trombocitopeniju i granulocitopeniju, dok su razine leukocita varijabilne (18, 31, 64). Taj
literaturni podatak sukladan je s rezultatima ovog istrazivanja u kojemu su u polovice ispitanika
bile prisutne snizene vrijednosti hemoglobina, hematokrita i eritrocita, ukazujuci na prisutnost

anemije. Takoder isticemo kako su rezultati pokazivali prisutnost trombocitopenije i
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neutropenije u 57 % ispitanika, dok su vrijednosti leukocita varirale, pa je tako u 17 %
ispitanika prisutan nalaz leukopenije, u 23 % leukocitoze, dok su u najveceg broja (47 %)
vrijednosti leukocita bile uredne. Ipak, kod malog broja ispitanika (13 %) zabiljeZena je
hiperleukocitoza, koja se prema studiji Kittivisit S. i suradnika, provedenoj 2023. godine, nalazi
u 19,2 % djece s ALL i u 21,7 % djece s AML, te Cini lo$ prognosticki faktor radi moguceg
razvoja napadaja, intrakranijalnog krvarenja, respiratornih poteskoca, koagulopatije, te raznih
drugih metabolic¢kih stanja (65). U ovom istrazivanju zbog malog uzorka ispitanika nije se

analiziralo nalaz hiperleukocitoze prema ishodima bolesti.

Osim hematoloskih nalaza, analizirali smo i biokemijske parametre iz kojih su zabiljezeni
poviseni upalni parametri u ispitanika s limfoproliferativnim bolestima, pa je tako C-reaktivni
protein poviSen u 67 % ispitanika dok je sedimentacija eritrocita poviSena u trecine, §to je
oc¢ekivani rezultat S obzirom na dosadasnju literaturu (18). Od ostalih biokemijskih parametara,
rezultati ukazuju da su u oko tre¢ine ispitanika s limfoproliferativnim bolestima potvrdene
povisene vrijednosti jetrenih enzima $to upucuje na prosirenost malignih stanica na organe
gastrointestinalnog sustava (18, 31). Nadalje, pokazane su i poviSene vrijednosti laktat
dehidrogenaze, sto je prema studiji Zahra SSA. i suradnika oc¢ekivan rezultat, s obzirom na to
da su vrijednosti laktat dehidrogenaze povisene u malignih oboljenja (66). Osim navedenih
biokemijskih parametara, vazno je izdvojiti kako su vrijednosti urata i feritina takoder

povisene.

Analizirali smo i1 uzorke razmaza periferne krvi u ispitanika, koji su pokazali snizene
vrijednosti segmentiranih granulocita u 67 % ispitanika. Od 20 ispitanika, kojima je
uzorkovana periferna krv za razmaz, u njih 4, razina blasta bila je manja od 5 %, dok je u njih
10 razina iznosila preko 20 %, $to je uz dodatne citoloske i citokemijske pretrage kostane srzi,
te imunofenotipizaciju i citogenetiku, pripomoglo u razlucivanja pri postavljanju dijagnoze
leukemije i limfoma. Prema literaturnim navodima kojima su se istrazivale vrijednosti blasta u
perifernoj krvi i kostanoj srzi, limfom obi¢no karakterizira prisutnost istih u rasponu od 5 do

20 %, dok su vrijednosti vece od 20 % vezane uz leukemiju (31).

Imunofenotipizacijska analiza omogucava razlikovanje stani¢nog podrijetla 1 stadija
sazrijevanja malignih stanica prema njihovim povrSinskim i citoplazmatskim antigenima, te ih
razlikuje od zdravih stanica (67). Pretragom literaturnih podataka i drugih studija baziranih na
proucavanju imunofenotipa u leukemija i limfoma, navedeni su specificni markeri za

prepoznavanje blasta limfoidne loze (CD10 i TdT) od blasta mijeloidne loze (anti-MPO, CD13,
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CD14, CD33, CD64, CD117, CD41, CD61). Ujedno se razlikuju markeri kojima se moze
diferencirati B-limfoidna loza (CD19, CD20, citoplazmatski CD22) od T-limfoidne loze (CD2,
CD3, citoplazmatski CD3, CD4, CD5, CD8, CD7) u slucaju leukemija (68). Rezultati nalaza
imunofenotipizacije iz uzoraka periferne krvi i koStane srzi, pokazali su kako je vise od 85 %
ispitanika imalo prisutne blaste limfoidne loze, dok su u manjine ispitanika bili prisutni blasti
mijeloidne loze. Takoder smo dodatno iz uzorka koStane srzi analizirali u€estalost B 1 T-
stani¢nog podrijetla, no zbog nedostataka informacija nismo mogli prouciti stupanj zrelosti
leukemijskih stanica. Od 18 analiziranih uzoraka, u 15 ispitanika dokazan je B-imunofenotip,
a kod svih se radilo o common B-ALL, dok je u ostalih ispitanika pokazano kako se radi o T-
ALL imunofenotipu. Dakle, prema rezultatima zakljucujemo kako je incidencija B-ALL ¢e$¢a
naspram T-ALL kao i sama pojavnost akutne leukemije limfoidne loze naspram akutne
leukemije mijeloidne loze (1, 56, 62). Nadalje, imunofenotipski smo obradili i uzorke limfnih
¢vorova u ukupno 11 ispitanika s limfomom, ¢ijim je rezultatima pokazana prisutnost markera
specificnih za NHL (CD20, CD10, PAX5, BCL6, Ki-67, c-myc) i za nodularnu sklerozu HL
(CD30, CD15, BCL6, MUMI, PAXS5) u po cetvero ispitanika, dok je u dvoje ispitanika
pokazana prisutnost biljega karakteristicnih za HL mijeSane celularnosti (CD20, CD30, PAXS,
BCL6, MUML1), a u jednog su pokazani biljezi za HL nodularne limfocitne predominacije
(CD20, CD3, CD5, EMA, ciklin D1), $to je prema proucenim podatcima literature, u skladu s
rezultatima istrazivanja (39). Kona¢na dijagnoza podtipa limfoma postavlja se morfoloskom
analizom patohistoloS§kog nalaza iz uzorka bioptata limfnog ¢vora, no radi nedostatnog broja
nalaza nismo proucavali navedeni parametar. Navodimo kako se nije pokazala statistiCka

znacajnost u nalazima imunofenotipizacije usporedbom leukemija i limfoma.

Osim imunofenotipa u ispitanika s leukemijom i limfomom, analizirali smo i uzorke
prikupljene za citogenetiku i molekularnu analizu, koji pruzaju uvid o prisutnosti klonalnih
preuredbi i imaju dijagnosticko-prognosti¢ki znacaj (45). Citogenetska analiza FISH metodom
proucavana je u ispitanika s leukemijom. Rezultati istrazivanja pokazali su kako su stecene
kromosomske aberacije prisutne u 60 % ispitanika. Nadalje, promatrala se prisutnosti
strukturnih 1 numerickih kromosomskih aberacija, kojima je dokazano kako se u najveceg
udjela ispitanika (30 %) pojavila delecija 9p21, dok su inverzija kromosoma 16 (CBF-MYH11
fuzijski gen) i translokacija 12;21 (ETV-RUNX1 fuzijski gen) podjednako zastupljene (7 %).
Intrakromosomska amplifikacija 21. kromosoma i BCR-ABLL1 fuzijski gen pojavili su se u po
jednog ispitanika. Prema studiji provedenoj od strane Hyun-Jong C. i suradnika, kojima se

istrazivala pojavnost kromosomskih aberacija u ¢etverogodisSnjem periodu, pokazano je kako

35



RASPRAVA

je fuzijski gen ETV-RUNX1 (TEL-AML1), nastao translokacijom 12;21, najc¢es¢a kromosomska
abnormalnost prisutna u 15 % djece s leukemijom, $to nije u skladu s rezultatima ovog
istrazivanja (69). Hiperploidija se pokazala najprisutnijom strukturnom klonalnom preuredbom
s pojavom u ukupno 40 % ispitanika, dok se hipoploidija nije nasla ni u jednog ispitanika. Osim
citogenetskog nalaza iz uzorka koStane srzi, analiziran je i nalaz polimerazne lanc¢ane reakcije
(PCR) u ispitanika s leukemijom i limfomom, kojim je dokazana prisutnost preuredbe gena za
imunoglobulinski teski lanac u 43 % ispitanika. Pokazana je statistiCka zna¢ajnost rezultata
molekularne analize prema tipu limfoproliferativne bolesti, iz koje zaklju¢ujemo kako se
klonalna preuredba gena za imunoglobulinski teski lanac vise pojavljuje u ispitanika s

leukemijom.

Kako je provedena detaljna dijagnosti¢ka obrada imunofenotipa i kromosomskih aberacija
klonalnih stanica, te time postavljena to¢na dijagnoza leukemije i limfoma, dalje se pristupalo
lijeCenju. Od ukupno 19 ispitanika s leukemijom, 17 ispitanika podvrgnuto je protokolu za
lijeCenje akutne limfoblasti¢ne leukemije, ALL-1C-BFM 2009, dok je dvoje ispitanika lijeceno
protokolom za akutne mijeloi¢ne leukemije, AML-BFM 2019. Nadalje, podatci o zapocetom
lijeenju limfoma prisutni su za ukupno 8 ispitanika, od kojih je 7 podvrgnuto EuroNet PHL
C1 protokolu za lije€enje limfoma, a jedan ispitanik se lije¢io po BFM-NHL protokolu. Unato¢
prognostickim faktorima odredenim kromosomskih aberacijama klonalnih stanica, svi lijeeni
pacijenti postigli su remisiju bez podataka o relapsu bolesti. Medutim, rezultati istrazivanja ne
podudaraju se s istrazenom literaturom, koja ukazuje na visoki rizik za relaps bolesti kod
ispitanika s loSim prognostickim faktorima, kao §to su BCR-ABL1 fuzijski gen te
intrakromosomska amplifikacija 21. kromosoma (47, 11), no ovu nepodudarnost prepisujemo
malom uzorku ispitanika. U istrazivanju, medijan postignute remisije u pacijenata s
leukemijom iznosi 6 mjeseci, dok u pacijenata s limfomom iznosi 5 mjeseci, pri ¢emu

statistiCka znacajnost prema tipu limfoproliferativne bolesti nije pokazana.

Usporedbu steCenih kromosomskih aberacija s klinickim obiljezjima 1 bioloSkim
karakteristikama u limfoproliferativnih bolesti, nismo analizirali zbog pocetnog nedostatnog
uzorka pacijenata i njihovih nalaza citogenetike. Povezanost ste¢enih kromosomskih aberacija

s ishodom bolesti takoder nije analizirana zbog Cinjenice da su svi ispitanici postigli remisiju.

S obzirom na to da navedeni terapijski protokoli, primjenjivani kod ispitanika s leukemijom i
limfomom imaju agresivan pristup s kombinacijom citostatika i kortikosteroida tijekom vise

ciklusa, u odredenog broja ispitanika razvile su se razne komplikacije tijekom lijeenja te je
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radi istih uvedena i potporna terapija. Radi pancitopenije, najée$¢e komplikacije dokazane
ovim istraZzivanjem, koja se pojavila u 47 % ispitanika, te febrilne neutropenije u 23 %,
zahtijevala se primjena antibiotika u 93 % ispitanika uz antimikotike u 57 % radi lijecenja i
suzbijanja nastalih infekcija. Istrazivanjem provedenom od strane Inaba H. i suradnika, koje je
proucavalo najcesce komplikacije infektivnog podrijetla, pokazano je da je febrilna
neutropenija prednjacila s obzirom na rezultate, dok je najces¢i zahvaceni organski sustav bio
respiratorni (70). S druge strane, infekcije respiratornog sustava u ovom istrazivanju, bile su
zastupljene u 27 % ispitanika. Osim primjene antibiotika i antimikotika, u 63 % ispitanika
primjenjivani su krvni derivati kao $to su koncentrati trombocita i eritrocita. Alergijska reakcija

na citostatike je prijavljena u 17 % pacijenata.
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6. ZAKLJUCCI

Na temelju provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata mogu se izvesti sljede¢i zakljucci:

1.

Medijan pojavnosti limfoproliferativnih bolesti je do pet novootkrivenih bolesnika
godisnje, najcesce ALL.

Limfoproliferativne bolesti nesto se ¢esce javljaju kod djecaka, leukemija kod djece mlade
predskolske dobi, a limfomi cesce kod adolescenata.

Obiteljska anamneza, perinatalni ¢imbenici kao ni komorbiditeti nisu pokazali znac¢ajan
utjecaj na pojavnost limfoproliferativnih bolesti.

Vodece klinicko obiljezje kod djece s leukemijom bilo je povisSena tjelesna temperatura i
bljedilo koze prisutno kod vise od polovine djece, te hemoragijska dijateza kod 1/3
ispitanika, dok je vise od 60 % djece imalo supraklavikularnu i cervikalnu limfadenopatiju
kao vodec¢i klinicki znak kod limfoma.

Imunofenotipizacijom iz uzorka koStane srzi, blasti limfoidne loze prisutni su kod 86 %
ispitanika, a u 83 % radi se 0 B-imunofenotipu. SteCene kromosomske aberacije prisutne
su u 60 % ispitanika, dok je delecija 9p21 najcesca strukturna, a hiperploidija numericka
aberacija.

Svi oboljeli postigli su remisiju unutar 5 — 6 mjeseci lijeCenja, a u promatranom razdoblju

nisu zabiljezeni smrtni ishodi.
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SAZETAK

7. SAZETAK

CILJEVI ISTRAZIVANIJA: Ispitati klini¢ka obiljezja, udestalost i ishod limfoproliferativnih
bolesti te njihovu razliku u odnosu na dob, spol, komorbiditete, perinatalne ¢imbenike rizika i

obiteljsku anamnezu; utvrditi vrste kromosomskih abnormalnosti i imunofenotipa.
NACRT STUDIJE: Presjecno istrazivanje s povijesnim podacima.

ISPITANICI | METODE: Istrazivanje je provedeno na Klinici za pedijatriju Klini¢kog
bolnickog centra Osijek u razdoblju od 2017. do 2023. godine. Pregledom medicinske
dokumentacije i bolni¢kog informatickog sustava prikupljeni su: demografski, klinicki,
biokemijski, hematoloski i geneticki podaci u 30 ispitanika s novodijagnosticiranom

leukemijom i limfomom.

REZULTATI: U promatranom razdoblju dijagnosticirano je 30 djece s limfoproliferativnim
bolestima (LPB) pri cemu medijan pojavnosti iznosi 5 sluc¢ajeva godis$nje s veCom pojavnos$éu
leukemija (63 %) naspram limfoma (37 %). Medijan dobi pri dijagnozi leukemija iznosi 5
godina, a 13 godina u limfoma. S obzirom na spol, pojavnost LPB veca je u djecaka (63 %).
Razlika u pojavnosti LPB s obzirom na pozitivnu obiteljsku anamnezu, komorbiditete i
perinatalne ¢imbenike, ne postoji. Supraklavikularna i cervikalna limfadenopatija (63 %),
febrilitet (57 %) i bljedoca (53 %), najces¢a su klinicka obiljezja u djece s LPB.
Imunofenotipizacijom pronalaze se blasti limfoidne loze u 86 % ispitanika, dok se
citogenetikom potvrduje prisutnost strukturnih i numerickih kromosomskih aberacija u 60 %.
Nakon postavljanja dijagnoze citogenetikom i imunofenotipizacijom, pristupa se lije¢enju

prema protokolima kojima sva djeca postizu kompletnu remisiju.

ZAKLJUCAK: Ne postoji razlika u pojavnost LPB u odnosu na spol, komorbiditete,
perinatalne ¢imbenike rizika 1 obiteljsku anamnezu, ali postoji u odnosu na dob. Utvrdivanjem

kromosomskih aberacija pristupa se adekvatnom lije¢enju uz povoljan ishod u bolesnika.

KLJUCNE RIJECI: citogenetika, imunofenotipizacija, limfoproliferativne bolesti
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8. SUMMARY

TITLE: Clinical and cytogenetic features of leukemias in children treated in the Pediatric
Department of KBC Osijek

OBJECTIVES: The aim of this study is to examine the clinical characteristics, frequency and
outcome of lymphoproliferative diseases and their difference in relation to age, sex,
comorbidities, perinatal risk factors and family history; determine the types of chromosomal

abnormalities and immunophenotype.
STUDY DESIGN: A cross-sectional study with historical data.

PARTICIPANTS AND METHODS: The research was conducted at the Pediatric Clinic of
Clinical Hospital Center Osijek in the period from 2017 to 2023. By reviewing the medical
documentation, demographic, clinical, biochemical, hematological, and genetic data were

collected in 30 subjects with diagnosed leukemia and lymphoma.

RESULTS: In the observed period, 30 children with lymphoproliferative diseases (LPD) were
diagnosed, with an incidence of 5 children per year, and a higher incidence of leukemia (63 %)
versus lymphoma (37 %). The median age at diagnosis of leukemia is 5 years, and 13 years for
lymphoma. The occurrence of LPD is higher in male pediatric population (63 %). There are no
differences in the occurrence of LPD considering a positive family history, comorbidities, and
perinatal factors. Supraclavicular and cervical lymphadenopathy (63 %), fever (57 %) and
pallor (53 %) are the most common clinical features in children with LPD.
Immunophenotyping revealed blasts of the lymphoid lineage in 86 % of subjects, while
cytogenetics confirmed the presence of structural and numerical chromosomal aberrations in
60 %. After establishing the diagnosis by cytogenetics and immunophenotyping, treatment is

started according to the protocols by which all children achieved complete remission.

CONCLUSION: There is no difference in the occurrence of LPD in relation to gender,
comorbidities, perinatal risk factors and family history, but the difference exist in relation to
age. Determining the presence of chromosomal aberrations leads to adequate treatment with a

favorable outcome among patients.

KEY WORDS: cytogenetics, immunophenotyping, lymphoproliferative diseases
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