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Souhrn: Uvod: V letech 1997 a 1998 jsme pripravili ke klinickému pouziti protokol bunééné imunoterapie - aktivaci autologniho
transplantatu perifernich kmenovych bunék (PKB) interleukinem 2 (IL-2) vyuzivajici “ex vivo” nespecifickou stimulaci
imunokompetentnich bunek (NK a T bungk stépu). Interleukin 2 (IL-2) je jednim ze zakladnich imunomodulachich cytoking. I1L-2
stimuluje proliferaci T bunék a NK bunék (Natura Killer) invitroi in vivo. Jeho klinicky piinos u hematol ogickych malignit zatim
nebyl zcelaujasren. Proklinickou experimentlni praci jsmevybrali diagnbzu CML, ukteré |zelécebny ucinek velmi piesné monitorovat
fai munoterapie zde ma zasadni vyznam. Metody anemocni: Ke dni 31.5.1999 bylo 8 nemocnyms CML v chronické ¢i akcel erovgné

azi podan
IL-2 aktivovany autologni stép ve fazi I/I1 klinické studie. Sbér PKB byl proveden po podani mobilizaéniho chemoterapeutického
rezimumini |CE (idarubicin, cytosin-arabinosid, etoposid) s naslednoutransplantad s vyuzitim busulfanu 12-16 mg/n?, jako piipravné
vysokodavkované chemoterapie. Po podani IL-2 aktivovaného stépu nasledovala mesiéni imunoterapie (1L-2 0,5 x 108 1U/m?/den
aGM-CSF 75g/m?/den, vies.c.) angiméng 6-ti mésieni |é¢bainterferonem alfa. Z 8 zarazenych nemocnych podstoupilo 5 transpl antaci
a3 nemocnym byl podan aktivovany stép bez busulfanu, pro nemaznost ziskat stép perifernich kmenovych bunék. Vysedky: Casna
peritransplantaéni mortalitabyla 0 % (0/5), shér §tépu uspésny u 71% nemocnych (5/7), dobado sbéru §tépu smedianem 22,0 dne (19-
25), doba do prihojeni stépu s medianem 15 dni (11-18), ale u jednoho nemocného musel byt podan zalozni $tép (ptihojeni den +95).
Tolerancetransplantacni procedury i nasledné imunoterapie bylavelmi dobra. U 5z 8 nemocnych doslo ke zlepseni stavu onemocnéni.
U vsech nemocnych vefazi akceleracedaslok presunudo chronické faze. U dvou nemocnych byl o pozorované zlepseni cytogenetického
nalezu. Zaveér: Vybrany vysokodavkovany chemoterapeuticky rezim i nasledna imunoterapie byly dobie tolerovany. Prihojeni stépu
muze byt problematické u vyrazné predlécenych nemocnych. Zvoleny 1ééebny postup nevedl k navozeni kompletni cytogenetické
remise, a e unemocnych doslo ke zlepseni astabilizaci onemocnéni natrovni chronické faze nejméné po dobu 6 mésicti po provedeni
transplantace. Nelze rozhodnout, zda hlavnim piinosem bylo provedeni autologni transplantace, podani imunoterapie nebo jejich
kombinace.
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Abstract: Efficacyd a protocol of adoptive immunotherapy using IL-2 activated autologous graft followed with IL-2 and GM-CSF
immunotherapy was investigated. Interleukin 2 (IL-2) can generate non-specific cytotoxic effectors like Natural Killer (NK) cells.

Protocol was activated in patients with chronic myeloid leukemia, in which treatment response can be monitored on molecular level

and immunotherapy plays fundamenta role in the treatment. Methods and Patients: 8 patients (pts.) with late chronic phase (CP)

or accelerated phase (AP) of CML received IL-2 activated graft. Mini ICE (idarubicin, Ara-C, etoposid) was used before PBSC
collection, busulphan 12-16 mg/m2 was used as myeloablative regimen. One-month immunotherapy (IL-2 0,5 x 106

1U/m2/day/s.c/days 2-28; GM-CSF 75?2g/m2/day/s.c/days 7-28) wasfollowed 6-monthsinterferon alphatherapy (3x3MU/wk).3 pts.

received IL-2 activated back-up only due to insufficient PBSC collection. Results: Early transplant related mortality was 0 % (0/5),
collection of autologous graft was successful in 71 % pts., median of the time to graft collection was 22,0 days (19-25), neutrophil

engraftment occurred on day 15 (median) (range 11-18) in 4 pats. One pt. required back-up infusion with engraftment on day +95.
Toxicity of chemotherapy (mini-ICE, busul phan) was acceptable; toxicity of immunotherapy was minimal. 5 of 8 patients improved
their disease (from AP to CP), two cytogenetic responses (1/1; major/minor) were observed. Conclusion: Autologous transplantation
followed with low dose immunotherapy had acceptable toxicity and stabilized disease in chronic phase in patients with late chronic
phase or accelerated phase of CML. Engraftment and graft collection could be problems in these patients. Based on these results we
can not decide if moreimportant for improvement of patientsis responsible transplantation procedure or immunotherapy.
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Uvod pievod alogennich perifernich kmenovych bungk /PKB/ (1).
Jedingm|é¢ebnym postupem smoznosti kompletnihovyléceni  Priblizné v 75 % indikaci neni nalezen vhodny darce nebo je
nemocnych s chronickou myeloidni leukémii (CML) je aogenni transplantace kontraindikovana z jinych divoda.
v soucasnosti alogenni transplantacekostni diené (TKD) nebo  Vlastni provedeni alogenni transplantacejepomgrné rizikovou
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procedurou s vyssi mortalitou ve skupiné nepiibuzenskych
darci (2, 3). Zkousi sefadaexperimental nich | é¢ebnych postupt
s cilem nagjit 1é¢ebnou strategii s kurativnim potencialem
a pripadné nizsi toxicitou. Perspektivni se zdaji metody
modulujici reakci stépu proti hostitdli (graft versushost disease
- GVHD), protokoly vyuzivajici nemyeloablativni rezimy (4).
Lécebna u¢innost autologni TKD nebo autologniho prevodu
PKB jelimitovana kontaminaci stépu nadorovymi progenitory
apredevsim nepritomnosti reakcestépu proti nadoru. Vysledky
doposud publikovanych nerandomizovanych studii naznacuji,
zecasné zarazeni autologni TKD by mohlo byt pfinosem oproti
standardni |é¢bé (5). Bohuzel ma ae vétsina prezivajicich
nemocnych znamky relapsu onemocnéni (6). Prodlouzeni
zivota bude zptisobeno piedevsim snizenim nadorové masy
vysokodavkovanou lécbou a naslednym zpomalenim
prirozeného vyvoje onemocnéni. Ke kompletni eliminaci
nadorovych bungk, kterou je v nékterych piipadech vidét po
aogenni transplantaci, vsak nedochazi. Existuje fada praci
snazicich se 0 snizeni nebo odstranéni nadorovych progenitora
zestépu unemocnychs CML podstupujicich autologni TKD.
amobiliza¢ni chemoterapie) i manipul ace sestépem,,,ex vivo,
by mély vést k ziskani maximalné ¢istého stépu pii udrzeni
dostate¢né kvality stépu pro casné a kvalitni piihojeni
transplantatu. Smysluplnost takového 1sili neni jasna
a neexistuje zadna randomizovana studie prokazujici piinos
takového postupu pro zlepseni vysledki transplantacni |écby
(6,7, 8). Jetémet jisté, ze vysokodavkovana chemoterapieneni
schopna kompletné eradikovat nadorové hematopoetické
kmenové buiiky. Autologni TKD vsak muze vytvorit dobrou
startovaci pozici pro zesileni |é¢ebného efektu imunoterapie
tim, Ze uvadi chorobu do stavu minimalni zbytkové choroby.
Tato situace se dnes obecné povazuje zastav, pii kterém mize
mit nemocny podstupujici autologni transplantaci nejvétsi
uzitek z imunoterapie vzhledem k limitované schopnosti
imunitniho systému eradikovat nador. Neprimym dikazem je
pozorovani obnovy citlivosti CML na INF po provedeni
autologni TKD azpravidlapouziti nizsi davky INF po autol ogni
TKD, nez pti zahajeni |écby (6).

Existuje dostatesné mnozstvi védeckych podkladi pro tvrzeni,
7€ CML jenadorovym onemocnénim, kdema reakcestépu proti
leukémii (graft versus leukemia effect - GVL) kli¢ovou roli
v [é€b& onemocnéni (9) a kde ma reakce GVL na léc¢ebné
odpoveédi vétsi podil nez vysokodavkovana chemoterapie,
podana v ramci transplantac¢niho rezimu. Stimulace autol ogni
GVHD, respektive autologniho GVL efektu, je dnes ovérenou
skute¢nosti na zvirecich modelech i v Klinickych studiich
u raznych experimentalnich nadora, véetné leukémie.
Autologni efekt GVHD Ize vyvolat cyklosporinem (10), I1L-2
(11), aktivaci LAK (lymfokiny aktivovani zabijeci) bun¢k
pomoci IL-2 (12), prevodem autol ogniho $tépu kultivovaného
s cytokiny (13). Klinické studie probihgji. Pfinos takového
postupu neni zatim v klinické praxi jasné prokazany. Je
prokazana cytotoxicka aktivitaaktivovanych NK bunék uCML
(14). O specifickych T lymfocytech, schopnych cileng nigit
buiky CM L mechanismem omezenym naHLA komplex, jsou
rozporuplné informace (15). Bylaprokazana specificka aktivita
T lymfocytt proti proteinu p210. Vyuziti aktivovanych
autolognich T lymfocyti proto mize mit své opodstatréni (16).
Je ovéiené, Ze peptidy piipravené z povrchu leukemickych
bunék mohou slouzit jako specifické antigeny pro stimulaci
specifické protinadorové T-bunéené |é¢ebné odpovedi (17).
V této dobe bézi klinické studie sINF nebo sINF alL-2 jako
udrzovaci 1é¢bou u CML po provedeni autologni TKD, studie
zkousejici vyvolat autologni reakci $tépu proti leukémii pomoci
aktivovanych LAK aNK bunék ziskanych z periferni krve (8,
18). Interleukin 2 je zkousen v 1é¢bé fady hematologickych
malignit av probéhlych klinickych studiich nebyl prokazanjeho
zasadni 1é¢ebny efekt (19, 20).

V této praci popisujemenasevysledky fazel/Il klinické studie,
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ve které jsme u nemocnych s CML vyuzili kombinace
autologni transplantace IL-2 aktivovanym s$tépem PKB
s okamzitou kratkodobou jednomési¢ni imunoterapii pomaoci
GM-CSF a IL-2 a naslednou udrzovaci lécbou INF.
Onemocnéni CML bylo vybrano zamérné jako vhodny model
pro sledovani u¢innosti experimentalni [é¢by zetii divodu: (1)
imunitni mechanismy u této choroby hraji vyznamnouroli, jak
Ize pozorovat z |é¢ebného uginku alogenni reakce stépu proti
leukémii po prevodu darcovskych T bunék; (2) CML je
onemocnénim smoznosti velmi presného hodnoceni ucinnosti
lécby a dynamiky onemocnéni. Diky charakteristické
chromosomalni transokaci t (9;22), vedouci ke tvorbé
chimerického genu ber-abl, je CML idealnim modelovym
nadorovym onemocnénim pro testovani experimentalni [écby
S moznosti monitorovani zbytkového nadorového onemocrgni
(22); (3) autologni TK D jednesintenzivné zkousenou metodou
i utéto diagnozy ajeji kombinaces imunoterapii by mohlabyt
dalsim ptinosem pro |é¢bu nemocnych s CML, kteti nemaji
vhodného darce.

METODY A NEMOCNIi

Vybér nemocnych: Z |I0nemocnychs CML v chronické fazi
nebo ve fazi akcelerace byli vyiazeni dva nemocni pro rozvoj
blastického zvratu. Z nasledujicich 8 nemocnych proslo celym
protokolem 5 nemocnych. Tfem nemocnym byl podan zal ozni
aktivovany stép kostni diené bez myel oabl ativni chemoterapie
z davodu nemoznosti shéru dostatecného stépu PKB. Zakladni

Tabulka 1: Charakteristika nemocnych ve studii a pribéhu
stimulaéniho rezimu

Doba do Piedesla Stadium Dnydo Dny Lécebna Ph (%)
Nemocny  mobilizace lé¢ha (CHFIAF) zahdjeni sbéru odpovéd’ vestépu
M) shéru
1 24 HU,INF,ARA-C  AF 23 3 AF  406%
2 30 HU AF 19 2 CHF 100%
3 66 HU, INF AF * *  CHF  100%
4 57  Busulfan, HU,INF  CHF 22 5 CHF 6420%
5 39  HU,INF ARA-C, CHF 21 2 AF  47,60%
Mitoxantron,
Daunorubicin
6 40 HU, INF CHF 25 6 PHR
7 66  INF,ARA-C,IDA, AF * * AF
Mitoxantron
8 41 HU, INF CHF * *  CHF +

* shér stépu nezahajen, + nehodnoceno
AF =faze akcelerace, CHF = faze chronicka, PHR = parcialni
hematol ogicka remise, HU = hydroxyurea, INF = interferon

dataotéchto nemocnych véetné reakce nastimulasni lécbujsou
uvedenav tabulce 1. K mobilizaci byl pouzit rezim mini ICE
(idarubicin 8mg/m? den 1-3; cytosin-arabinosid 800mg/n? den
1-3; etoposid 150mg/m? den 1-3) aG-CSF. U 5 nemocnych s
dostatecnym $tépem PKB a s vyuzitim pripravného rezimu
busulfanem 12 mg/m?2 pro nemocné v AF a busulfanem 16
mg/m2 ve fazi chronické byla provedena autologni
transplantace. U jednoho nemocného byla vzhledem k
preexistujicimu poskozeni jater pouzita davka 8mg/m?
busulfanu. U vsech 8 nemocnych byl podan IL-2 aktivovany
§tép snaslednou mesi¢ni imunoterapii IL-20,5x 108 1U/mZ/den
odedne+1dodne+28. Standardni davkaGM-CSF bylalamp.
4 400 pg/den ode dne +7, do prihojeni stépu a nasledné GM-
CSF 75ug/m2/den do dne+28. Pred podanim | L -2 aktivovaného
stépu byla vedle standardniho postupu pii  podavani
transplantatu pouzita profylaxe paracetamolem (paralen),
antihistaminikem (dithiaden) a dolsinem. V pribehu
imunoterapie 1L-2 byl podavan paralen. Po mési¢ni
imunoterapii IL-2 + GM-CSF nasledovala 6 mési¢ni
imunoterapie interferonem afa 5 x 3 MU tydné podkozng,
umoznil-li tokrevni obraz. Poté byli nemocni prevedeni nalécbu
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podavanou pred vstupem do studieasrovnavali jsmedavkovani
hydroxyurey (litalir) spavodni davkou dostadujici ke stabilizaci
onemocnéni.

Kultivace autologniho $tépu s IL-2: Veskeré manipulace
(mimo rozmrazovani, prepousténi acentrifugace) sestandardng
provadgji za aseptickych podminek v laminarnim boxu (Flow
box CLEAR AIR Il B). Zamrazovaci vak (dale jen ZV) s
koncentratem kostni direné (K D) nebo PK B, kryoprezervovany
v roztoku obsahujicim 10% DM SO, je rozmrazen ve vodni
lazni 040°C. Obsah ZV jepromichan s promyvacim roztokem
(50 ml 20 % lidského albuminu, 250 ml Hanksova roztoku,
DNAsev koncentraci 1000 |U/ml a3 ml heparinu) po dobu 3-
5min. Centrifugace (JOUAN GR4 22) prokiha pri teploté 4°C,
530g, 15 min. Vak je po centrifugaci umistén do
plazmaextraktoru aje odtazeno maximum plazmy. Postup se
opakuje podruhé s pouzitim promyvaciho roztoku stejného
slozeni, ale jiz pri vyssi teploté (centrifugace: 20 °C, 530g,
15 min.). Vzdy byly zméfeny ztraty bunék v odtazeném
supernatantu. Postup kratkodobé kultivace bunék s IL-2 je
modifikaci publikované metodiky (22). Sediment bun¢k je
smichan se 100 ml kultivaéniho media (X-VIVO™ 10, Bio
Whittaker, Maryland, USA) abunééna suspenzejerovnomgrng
rozdélena do piipravenych kultiva¢nich vaka (LIFECELL,
Tissue Culture Flask BAXTER) v koncentraci 2,5 x x 106
leukocyta/ml média pro $tép kostni diené nebo 10 x 10°
leukocytd/ ml média pro §tép perifernich kmenovych bunek.
Kultivagni vaky obsahuji X-VIVO 10 médium a nasledné
reagence: L-glutamin v koncentraci 4,4 mmol/100 ml (L-
glutamin 200 mmol/l) (SIGMA CHEMICAL Co), heparin
v koncentraci 50 Ul/ml (HEPARIN 10 ml, 5000 Ul/ml,
LECIVA) a DNAse v koncentraci 1000 IU/ml §tépu (pro
preklinické u¢ely DNAsel, Boehringer Mannheim; proklinické
pouziti rekombinantni DNAse PULMOZYME 2,5 mg;
Hoffmann - LaRoche LTD). Interleukin 2 (PROLEUKINR 18
x1081UrhIL 2/1,2ml, CHIRON B.V.) jepridan v koncentraci
6000 1U/ ml roztoku. V aky jsou diikladné promichané aulozené
na 24 hodin do inkubatoru s teplotou 37°C a 5% CO,, (CO
inkubator CELLSTAR model QWJ 700 SVBA; QUEUE
Systems Inc. USA). Za 24 hodin jsou odebrané piedepsané
bezpecnostni kontrolni odbéry. Obsah kultivaénich vaki je
piepustén do 600 ml transfer vaki (maximalng 500 ml najeden
transfer vak) s naslednou centrifugaci (20°C, 530g, 15min.).
Postupné je ze vsech zcentrifugovanych transfer vaka
v plazmaextraktoru odtazen supernatant. Sediment ze vsech
transfer vaki je resuspendovan ve 150 ml Hanksova roztoku
a suspenze bunék je po zhodnoceni bezpe¢nostnich odbéra
neprodlené podana. Zevsech kultivatnich vaki jsou provedeny
v den -1 (pred pridanim IL-2) aza 24 hodin tyto odbéry: krevni
obraz véetné automati ckého dif erencialnino rozpoétu leukocyta
(Analyzator ABBOT CELL-DYN 3500 systém, ABBOTT
DIAGNOSTICS), koncentrace CFU — GM kultivacng, odbér
na flowcytometrické vysetieni, mikrobiologické vysetreni
(hemokultura OXOID), vysetieni vitality a cytogenetické
vysetieni. Zevsechkultivacnich vaki je pied zkoncentrovanim
bunék provedeno mikrobiologické mikroskopické vysetieni
(barveni dle Gramma). Po zkoncentrovani je ovétrena ztrata
bunék v supernatantu.

Flowcytometrické vysetieni §tépu pr o zjisténi kontaminace
buiikami CML: K analyze kmenovych bunék u CML jsme
pouzili kombinaci znatenych monoklonalnich protilatek anti-
CD34 PE (Becton-Dickinson, U.S.A.) aanti-HLA-DR FITC
(Caltag, U.S.A.). Stanovujeme subpopulace CD34"HLA-DR*
a CD34*HLA-DR'. V subpopulaci CD34*HLA-DR* dle
literatury prevladaji Ph pozitivni buiky (23).
Flowcytometrické vysetieni aktivovaného §tépu: Postup
zpracovani vzorka je totozny s vyse uvedenou metodikou.
Pouzili jsme protilatky anti-CD3 FITC, CD25 PE, CD38 PE,
CD69PEaHLA-DR PE (Caltag, U.S.A.). Stanovujemeexpresi
znakt aktivace na CD3* na lymfocytech v kombinacich:
CD3*25*, CD3*38*, CD3'69*, CD3*HLA-DR".

Flowcytometricka analyza typt imunokompetentnich
bunék ve §tépu: Postup pfi zpracovani vzorka je identicky
s postupem uvedenym v Gvodni metodice. Pouzili jsme
monoklonalni protilatky anti-CD3 FITC, CD4 PE, CD8FITC,
CD56 PE (Catag, U.S.A.). Hodnatili jsme nadedujici
subpopulace : T lymfocyty CD3*, T pomocné CD3*4*,
T cytotoxické CD3*8*, NK butiky CD3CD56" (24).
Flowcytometricka analyzaprogenitor ovych bunék vestépu:
Metodikazpracovani vzorku jeshodna. Keznaceni jsmepouzili
monoklonalni protilatku anti-CD34 PE (Becton-Dickinson,
U.S.A.) ahodnoceni jsme provadéli dle Milanského protokolu
(25).

Cytogenetickeé vysetieni avysetireni metodou fluor escenéni
in situ hybridizace (FISH): Material pro cytogenetické
vysetieni nemocnych s CML byl ziskan standardni aspiraci
kostni diené avzorek autologniho stépu byl odebran ze stépu
pred kultivaci s IL-2. Buiiky jsou kultivované v médiu RPMI
1640 (Sigma) s30 % fetalnihoteleciho sérapti teploté 37° Cpo
dobu 24 hodin. Na podedni hodinu kultivace je pfidan
kolcemid. Fixace mitotickych preparati je provedena
standardnim zpiisobem: suspenzebungk jevystavenahypotonii
0,075 M KCI po dobu 15 minut s naslednou fixaci smési
metanol-ledova kyselina octova. Fixace se opakuje 3x.
Technika FISH byla provadéna pomoci dvoubarevnych LSI
ber/abl DNA sond firmy VY SIS znag¢enych fluorochromy
SpectrumGreen/SpectrumOrange dle firemniho protokolu.
Hybridizagni signaly byly hodnoceny u200interfaznich bungk
aanalyzovany pomodi fluorescencniho mikroskopu Olympus
BX60, doplnéného C/B integrujici CCD kamerou (COHU
9410). Fluorescenéni obrazy byly snimany a zpracovany
pomoci software LUCIA-FISH-4.21 (Laboratory Imaging,
s.r.0. Praha).

Metoda polymer azové Fetézové reakce (PCR) k detekci
CML bunék: Sekvenci bcr/abl genu lze vyuzit jako
leukemického markeru k odliseni malignich CML bunék od
zdravé populace leukocytt naurovni DNA. Ze vzorki 2x106
bunék stépu aktivovaného IL-2 nebo vzorku kontrolniho (bez
aktivace IL-2) byla nejprve izolovana celkova RNA pomoci
afinitniho systému QiaGen (QiaGen,U.S.A.) a po extrakci
transkribovanareverzni transkriptizou MuLV (Perkin-Elmer).
Pro sledovani kvantitativnich zmén v expresi fuzniho genu
ber/abl po inkubaci s IL-2 byla pouzita modifikovana
semikvantitativni metoda PCR (sQ-RT-PCR), ktera vychazi z
metody komparativni PCR, kdejesoucasné s translokovanym
usekem sledovaného genu ber/abl, amplifikovan i endogenni
interni standard, kterym je ¢ast exonu 2 sekvence abl genu
lokalizovana mimo zlomové misto. Znamert to, ze jsme jako
cilovou sekvenci pro PCR pouzili rozdilnou sekvenci stejného
genu abl sestejnym vazebnym mistem pro jeden primer zedvou
pouzitych para primerd as rozdilnou délkou amplifikovaného
useku. Amplifikace s Tag-DNA polymerazou probihalav 30
cyklech v cykleru Perkin-Elmer 9600 a produkty byly
hodnoceny elektroforeticky v8 % polyakrylamidovém gelu po
obarveni ethidium bromidem. Kvantifikace byla provadéna
denzitometricky pomoci dokumenta¢niho a analyza¢niho
systému KS- 4000 (Ultra-Lum, Inc., U.SA.).

Kultivace CFU-GM (colony-forming unit- granulocyte,
macrophage) bylaprovadénanaoddél eni klinické hematologie
na imobilizaénim médiu 0,33 % agaru (Gibco). Kompletni
médiumtvori | scovamodifikace Dulbeccovamédia(SIGMA),
20 % fetalni teleci sérum , 2 % penicilin, streptomycin ajako
zdrqj rastovych faktora slouzi 5% kondiciované médium 5637.
Nasadili jsme 2x10° leukocyti na misku (Falcon 35 mm) az
jednoho vzorku jsou kultivovany 3 misky. CFU-GM jsme
hodnotili po 14-denni inkubaci v fizené atmosféte (5 % CO,,
37C, inkubator JUAN |G 150) pomoci inverzniho mikroskopu
(Olympus CK 2). Klony obsahujici vice jak 40 bunék jsme
pocitali jako kolonie.

Bioptické vysetfeni kiize bylo provadéno pro piipad
subklinickych GVHD zménv den +14.
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Klinické monitor ovani a hodnoceni

Uspésné gpfi hojeni $tépu bylo definovano jako dosazeni Gran >
0,5 x 109L a trombocytt > 50 x 109L. Dostatetna kvalita
autologniho stépu byla definovana nasledujicimi kritérii: stép
bez makroskopickych srazenin nebo lze mikrosrazeninu
odfiltrovat; negativni mikrobiologicka kultivace v den -1
aktivace; negativni vysledek barveni dle Grammav den O ;
ztraty bunéénosti po koncentraci stépu mensi nez 2 %; vitalita
bungk pied koncentraci st&pu vétsi nez 85 %; hodnota CD34*
bungk v den 0 z vaku > 2,0x10f/kg; hodnota CFU-GM pied
zamrazenimje> 5,0x10%kg ahodnotaCFU-GM po rozmrazeni
>1,0x10%kg. V pripads, ze nedoslok prihojeni §tépu do dne
+21's parametry prihojeni Leu> 1,0x 1091 atrombocyty > 20
x 10%1 bez nutnosti substituce, byl podin zalozni §t&p.
Hodnocené parametry studie byly: piihojeni stépu, toxicita
transplantacni [é¢by dlekritérii SWOG, imunogenni potencial
aktivovaného stépu hodnoceny (1) klinicky vyvojem manifestni
autologni GVHD, (2) laboratorné pak dle flowcytometrickych
znamek aktivace S§tépu a aktivace imunokompe-
tentnich bunék organismu a(3) u vybranych nemocnych byly
odebrané a zamrazené vzorky pro cytotoxické testy s
radioaktivnim chromem 51Cr . Pro pripad subklinické
manifestace GVHD byla v den +14 nemocnym provedena
biopsiekuze. Vysledné hodnoceni bylo zaméreno nadosazenou
Ié¢ebnou ucinnost hodnocenou srovranim stavu onemocnéni
pied vstupem do studie, provedenim mobilizace, transplantace
av pravidelnych intervalech po ukonéeni imunoterapie. Byla
porovnana téz intenzita potiebné cytoredukeni [écby pied
vstupem do studie apo 6 mési¢ni 1é¢be interferonem, po které
byli nemocni uzivajici pred vstupem do studie hydroxyureu
(6x) prevedeni zpét natento lék.

Kritéria pro stanoveni lééebné odpovédi byla:

Pro definici fazi onemocnéni byla uzita obecné platna kriteria
—chronicka faze(26, 27), akcelerovani faze (28, 29) ablasticky
zvrat (30). Lécebna odpovéd pak byla definovana jako
kompletni hematologicka remise (CHR) v pripadé, ze
leukocyty byly pod 10 x 10%/1, trombocyty v rozmezi 150 az
450x 107/, v diferencialnim krevnim obraze nebyly pritomny
zadné granulocytarni prekurzory, buné¢nost kostni diené byla
redukovana a vsechny Kklinické symptomy véetng
splenomegalie regredovaly. Pro oznaceni 1é¢ebné odpovédi
jako parcialni hematologické remise (PHR) bylo nutno, aby
pocet leukocyti nepiesahl 20 x 1091, &i aby jejich poset klesl
pod 50% vychozi hodnoty, aby doslok redukci trombocytozy
asplenomegalieo50%av pripadé perzistujici splenomegalie
byl krevni obraz ve fyziologickém rozmezi. V piipadé
nesplnéni kriterii kompletni ¢i parcialni hematologické remise
nebylo dosazeno zadné | é¢ebné odpovedi (31). Jako kompl etni
cytogeneticka remisebyl hodnocen stav, kdy daslo keztraté Ph
pozitivnich metafazi, jako velka cytogeneticka remisestav, kdy
zustalo 1-34 % Ph pozitivnich metafazi, v piipadé malé
cytogenetické remise 35-65 % Ph pozitivnich metafazi, v
pripadé minimalni cytogenetické remise 66-95% Ph pozitivnich
metafazi ajako zadna cytogeneticka odpovéd’ bylahodnocena
piitomnost 96-100 % Ph pozitivnich metafazi (32).

Statisticka analyza dat

K celkové prezentaci vysledka byly pouzity bézné sumarni
statistiky vyjadiujici tvar rozlozeni hodnocenych parametri
(aritmeticky pramér, median, rozptyl). Prezentované statistické
udgje byly ziskany souhrnem dat ze vsech kultivovanych stépt
u 8 nemocnych s CML. Analyza dat zahrnuje zakladni popisné
zpracovani flow-cytometrickych dat. Kromé parametrii ziskanych
v periferni krvi jsou analyzovana data ze sternalni punkce.
Hodnoty v grafu 1. predstavuji primérné odhady doplnéné
smérodatnymi odchylkami ziskané po zpétné transformaci z
pavodné transformovany ch procentickych hodnot (transformace
funkci arcsin). | pres znacnou variabilitu odhadti, zpisobenou
predevsim malou velikosti vzorku, je zietelna tendence vétsiny
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Cdmarkerak narastuhodnotv riznychfazichmonitorovaného
¢asového vyvoje. Statisticka vyznamnost pozorovanych zmen je
vyjadrena oznatenim pismenem — varianty oznatené anebo b se
od sebe statisticky vyznamng lisi (ANOVA test s nadedujicim
testovanim kontrast).

Vysedky

Kedni 31. 9. 1999 bylo vyhodnoceno 8 nemocrych, z nichz 5
nemocnych podstoupilokompletnilécbudieprotokolu studiea3
nemocnym (s nemoznosti ziskat kvalitni stép) byl podan IL-2
aktivovany $tép po neaspésné mobilizaci (2 nemocni), respektive
po podani ne-mobiliza¢niho rezimu mini | CE (I nemocny).
Ziskani autologniho $tépu PKB, toxicita a uéinnost
stimulaéniho rezimu: Zakladni data o vytéznosti stépu jsou
uvedenav tabulce2. Dobaod stanoveni diagndzy do provedeni
mobilizace byla u vsech nemocnych delsi nez 2 roky (median
40,5 meésice; rozptyl 24-66 més.), ¢emuz odpovidala

Tabulka 2: Parametry §tépu pied zamrazenim

prameér rozptyl
CD34* x 108/kg 14,6 3,05-49,45
CFU-GM x 10%kg 54 12,46-117,03
Pozitivita Ph (%) 63 41-100

Uspé&snost shéru 71% (5/7)

Tabulka 3: Toxicita stimulaéniho rezimu (SWOG kritéria)
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i predliécenost nemocnych. Presto byla uspésnost shéru 71%
(5/7). Casovy interval do zahajeni shéru stépu byl 22,0 dne
(median; rozptyl 19-25 dna) s délkou sbéru stépu od 2 do 6
dnii. Tato ¢ast protokolubylaz hlediskaorganizatnihoi zatéze
pro nemocného nejobtiznéjsi. Presto u 2 nemocnych (¢. 2, 6)
probéhlo toto obdobi bez komplikaci. Piehled pozorovanych
nezadoucichucinka hodnocenych podlekritérii SWOG (South
West Oncolgy Group) nepiesahl stupen Ill (tabulka 3).
Kontaminace$tépu bylai pies pouziti rezimu mini |CE znatna
(pramer 63 %; rozptyl 41-100 %). U tiech nemocnych dosloke
Zlepseni stavu onemocnéni po chemoterapii mini-1CE (zAPdo
chronickeé faze), ujednoho nemocného bylo dosazeno parcialni
hematologické remise.

Ex vivo manipulace se §tépem: Flowcytometricka analyza
$téph pred i po manipulaci byla podobna jako u stépi KD
vysetiovanych v pripravné preklinické fazi protokolu (8). V
tabulce 4 jsou srovnani vybranych parametra stépu ze dne—1
adne 0 (24 hodin po zahajeni kultivace) s navratnosti CD34*
bungk v 82,5 % aCFU-GM v 51 %.

Priabéh a u¢innost transplantaéni lééby s vyuzitim IL-2
aktivovanéhostépus naslednym blokemimunoterapielL-
2+GM-CSF: V prabéhuklinické studiezadny z nemocnych
nezemiel. V tabulce 5 jsou zakladni udaje o pribehu
transplantace a Ié¢ebné ucinnosti hodnocené 1 mésic po
provedeni transplantace. Dobado piihojeni stépu bylal15,0dne
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Tabulka4: Parametry §tépu pied a po kultivaci sIL-2

Median Ly+Mokg CD34*/kg CFU-GM/kg Vitalita
(n=5) (x 109) (x 100) (x 10% bunék

Den-1 157 3,12 83%

(rozptyl) (0,18-042) (0,66-8,91) (0,37-54,27) (80-95)
Den 0 0.24 1.29 1,60 96 %P

(rozptyl) (010-027) (0,23-244) (0,15-12,37) (95-98)
Navratnost 103,9 % 82,5% 51,3% -

p=p<0, 05, Ly = lymfocyty, Mo = monocyty

Tabulka5: Hodnoceni pribéhu transplantace aimunoter apie
(IL-2+ GM-CSF)

Dobado Potet dnit Horetky Lé¢ebna  Spotieba

Nemocny  pihojeni v leuko- Komplikace nad 38°C  odpovéd krevnich
§tépu  penii<1.0 (dnir) derivati
(dnu) ERY/TR
1 95 53 mukositidal, 14 CHF 25/7
febrilni neutropenie
2 18 8 febrilni neutropenie 2 CHF 2/3
3 * * bez komplikaci 0 CHF 0/0
4 11 0 febrilni neutropenie 4 CHF 0/2
5 14 6 kozni reakce 7 CHF 5/1
po s.c. podani IL2,
febrilni neutropenie
6 16 5 mukositidalV, 2 CHF 6/8
kanylova sepse
7 * * febrilni neutropenie 2 AF 22
8 * * febrilni neutropenie, 4 CHF 0/4
zanétlivé morfy
nakazi

* §tép podan bez Busulfanu
AF =faze akcelerace, CHF=chronicka faze

Tabulka6: Toxicita Busulfanu (SWOG kritéria)
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(median; rozptyl 11-18 dni). Data nemocného ¢. 1 nebyla do
hodnoceni zahrnuta vzhledem k malému poctu transplantaci
adobe do prihojeni 95 dni, s nutnosti podani zalozniho $tépu
kostni drené. Tolerance transplantacni procedury byla velmi
dobré. Jen udvou nemocnych seobjevilamukositidal V. stupre
dle SWOG kritérii. Cetnost vsech monitorovanych toxicit je
obsahem tabulky ¢. 6. Reakce na lé&bu byla hodnocena po
ukonéeni mési¢niho blokuimunoterapie(IL-2+GM-CSF), ktera
kromé ojedinélychteplot do 38 st.C(2/8) alokalni kozni reakce
s bolestivosti (1/8) pri aplikaci IL-2, bylanemocnymi snasena
zcelabez potizi.

Vyhodnoceni parametri aktivace: Veshodé snami diivejiz
provedenymi srovnavacimi mérenimi aktivace stépu na
podkladé flowcytometrické analyzy, jsme nezjigtili
signifikantni zmeény pii aktivaci §tépu pomoci IL-2 (datanejsou

ukazana). Vliv na tyto vydedky muaze mit kratkodobost
kultivace. V grafu 1 je analyzovan vyvoj vybranych
flowcytometrickych parametri v potransplantacnim pribéhu
(den +14 az 6 mésicii). Hodnoceni markerii aktivace (CD25,
CD69, HLA-DR) monitorovanych na CD3* buiikach bylo
problematické. Jen pro hodnoty CD25* a CD3*CD25* byly
nalezeny vyznamné zmény s vrcholem v den +28, tj. v dob¢
ukonceni mesi¢ni potransplantatni imunoterapie. Dynamika
vzestupu podtyptt T lymfocyti méla casovou zavisost
s maximem vzestupu pomocnych (CD4*) T lymfocytt v den
+14 a +28 a maximem vzestupu cytotoxickych (CD8*)
T lymfocytt v den +60 a +90. Dynamika NK bunék (CD3"
CD56"%) mela charakteristicky vyvoj pii pouziti 1L-2
sdosazenim maximalniho zvyseni postu NK bungk v 3. mgsici
od provedeni transplantace (den +90). Hodnoty CD34"HLA-
DR bunek mély klesajici tendenci, ktera nebyla vzhledem
k velkym rozptylim statisticky vyznamna. Opacny trend mély
hodnoty CD34 bunek. Testy cytotoxicity nebyly hodnoceny,
respektive pro tento test nebylo mozno ziskat pii pouziti
zamrazenych vzorkt reprodukovatel né vysledky.

Pribéh, u€innost a tolerance 1é¢by interferonem alfa:
Zahajeni 6-ti mési¢ni imunoterapie interferonem bylo mazné
zahdjit do 1 mésice po ukonceni bloku IL-2/GM-CSFu4z 8
nemocnych. Davku 3x3 MU IFN tydn¢ tolerovalo 6
nemocnych, u dvou nemocnych bylo mozné zvysit davku na
5x3MU tydné au 1 nemocného byladavkaredukovanana2x 3
MU tydné pro trombocytopenii. V pribéhu studie jeden
nemocny navlastni zadost prerusil na 2 mesice lécbu. U dvou
nemocnych nebylo az do 4. mésice mozné zahajit 1é¢bu IFN
pro pietrvavajici trombocytopenii, respektive leukopenii.
Celkové hodnoceni u¢innosti 1é¢by je shrnuto v tabulce 7.
Pozorovali jsmesnizeni Phpozitivity v praméru 95 % (rozpty!
85 % - 100 %) pied zahajenim studie na 65 % (rozptyl 0 % -
94 %) pii hodnoceni ve 3. mésici po podani aktivovaného stépu.
Dynamiku vyvoje Ph pozitivity u jednotlivych nemocnych je
znazornénav grafu 2. U 5 z 8 nemocnych doslo ke zlepseni
stavu onemocnéni a vzdy se jednalo o konverzi AF do faze
chronické. U jednoho nemocného doslo k dosazeni malé

Tabulka 7: Celkovy piehled lééebné odpovédi

Cislo PredS PredT 1MpoT 3MpoT 6MpoT
pacienta  (vstup) (poS)

1 AF AF CHF CHF CHF
2 AF CHF CHF CHF CHF
3 AF CHF CHF CHF CHF
4 CHF CHF CHF CHF CHF
5 AF AF CH MCR CHF
6 CHF PHR CR CR X

7 AF AF AF CHF X

8 HF CHF CHF X PHR

S=stimulace, T = transplantace, M = mgsic, X = nehodnoceno, AF = faze
akcelerace, CHF =faze chronicka, PHR = parcial ni hematol ogicka remise,
(M)CR = (mal4) kompletni cytogeneticka remise

Graf 2: Vyvoj pozitivity PH chromozomu v pribéhu léeéby
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cytogenetické remise a u jednoho nemocného ke kompletni
cytogenetické remisi. Nemocni sevstupni CHF zastali v této
fazi nadale. Zesrovnani davky hydroxyurey potiebné k udrzeni
srovnatelného poctu leukocytt u zatim 3 zhodnocenych
nemocnych vyplyva, ze doslo ke snizeni potrebné davky
hydroxyurey (z 1500 g na 500 mg; 1300 mg na 600 mg; 500
mg na0; pocitany pramérné davky nadenv prabéhu 3 mesici),
cozjev souladu sezklidnénimonemocnéni podlelaboratornich
ukazatel .

Diskuse
Interleukin 2 patii mezi standardni imunomodulacni latky
aaktivace LAK burgk je klinicky testovana po dvé desetileti.
Zatimco v in vitro experimentu nebo na zvitecim modelu, byl
efekt IL-2 nebo LAK bunék pozorovan, klinicky efekt
u hematologickych malignit nebyl doposud jednozna¢né
prokazan a IL-2 nasel své indika¢ni misto v sou¢asnosti jen
v 1é¢bé maligniho melanomu a renalniho karcinomu (33).
Aktivace stépu s1L-2 je zkousenaod zagatku 90-tych let ajeji
ptinos neni piesné stanoven (20). Klinické studie probihaji.
Cilem této klinické studie bylo vyuziti vhodného klinického
modelu, ktery umoziiujezmeieni i minimalni lécebné odpovedi
na urovni zbytkového nadorového onemocnéni pomoci
cytogenetického vysetieni, piipadné PCR vysetieni.

S ohledemk  limitacim gtatistickych zavéra, z divodumalych
¢isel, nedokazeme u nemocnych s CML jasné definovat
parametry bezpe¢ného stépu. Z klinického hlediska
povazujeme za rizikovou skupinu pro nedostatené piihojeni
§tépu skupinu nemocnych s CML, s delsi dobu trvajici
akceleraci choroby, nebot’ marker CD34" miize byt pritomen
i napopulaci nadorovych bunék (23) apodobné tomu mize byt
i pri hodnoceni CFU-GM (34). U dlouhodobé Iéc¢enych
nemocnych s CML bude s postupem ¢asu nedostatecné
mnozstvi progenitorovych bunek astandardni parametry kvality
$tépu PKB (CD34* a CFU-GM) mohou selhat prave proto, ze
fadaleukemickych bunék bude zahrnuta do vypoctu celkového
mnozstvi. Proto byl u kazdého nemocného vyzadovan shér
zalozniho $tépu. Optimalni je odbér $tépu casné po stanoveni
diagnézy. Tam, kde byl $tép odebran ¢asné po diagnoze
a u nemocnych dobte reagujicich na lécbu, 1ze odekavat
i bezproblémové pouziti aktivovaného stépu, tiebaze pri
nasledné manipulaci sestépem dochazi k redukci CD34* bungk
i CFU-GM. O vyse uvedeném nas piesvédcilo i pozorovani
u druhého nemocného s klinickym pouzitim stépu, jehoz
hodnoty CD34* bun¢k po aktivaci (0,3x108/kg), byly hluboko
pod hranici nasich bezpecnostnich pravidel (pocet CD34*
bungk > 2,0 x 10%/kg; CFU-GM > 5 x 10%kg nemocného),
a presto doslo k rychlému a nekomplikovanému prihojeni
§tépu. V priabehu kultivace muze zménit povrchovy
membranovy CD34* protein svou expresi, aniz by se jednalo
0 poskozeni a zmenseni poétu progenitorovych bungk. Nase
vysledky tykajici se kvality kultivovaného stépu povazujeme
za srovnatelné s jinymi pracovisti (35- 38) a umoznily nam
zahajit klinickou ¢ast programu.

Trebaze vlastni aktivace pomoci IL-2 kvalitu stépu zasadné
neovliviuje, viadé novéjsich protokoli je okamzité podani IL -
2 po podani stépu odkladano az nadobu, kdy je stép prihojen,
ato predevsimz bezpetnostnich diivodi. Kumulacevlastnich
nezadoucich u¢inki IL-2 aobecnych komplikaci souvisgjicich
s provedenim transplantace, mize byt pro nemocného velmi
nebezpetna (22). V nasem klinickém protokolu bylo pouwzito
nizké imunomodula¢ni davky IL-2 v kombinaci s nizkou
davkou GM-CSF (L eucomax, Schering-Plough) . GM-CSF je
dnes povazovan za velmi perspektivni imunomodulasni latku
zvysujici expresi antigenu na povrchu nadorovych bunék
a usnadiujici zpracovani antigenu imunokompetentnimi
bunkami (39, 40). Az naojedinglé subfebrilieamirnou lokalni
bolestivost po aplikaci IL-2 podkoznég, byla tato kombinace
tolerovanabez jinych vedlejsich ucinki, tiebaze aplikace IL-2
byla zahajena jiz druhy den po podani aktivovaného

164 KLINICKA ONKOLOGIE 13 5/2000

autologniho stépu.

Projevy aktivaceimunitniho systému byly diskrétni. Vyjimkou
je vzestup hodnot pro receptor IL-2 (CD25%) ajeho exprese na
CD3* bunikach, jehoz dynamikadasove souvis spodavanim I L-
2. Podobné doslo k statisticky vyznamnému narastu NK bunek
s ¢asovym opozdénim pii podavané imunoterapii a maximem
v obdobi druhého atietiho mésice po transplantaci, tak jak bylo
pozorovano v jinych pracech (18). Pozorovanou rozdilnou
dynamiku pomocnych (CD4*) a cytotoxickych (CD8Y)
lymfocyti v potransplantatnim obdobi a pfi podavani
imunoterapienemiizemesrovnat spodobnou dynamikou T bungk
u kontrolniho souboru bez imunoterapie, coz je ngvétsi limitaci
pozorovanychnalezi, respektivejakychkoliv obecnéjsich zaveéru.
Je pravdépodobné, ze i v tomto piipadé méla podavana
imunoterapie vliv navzestup CD8" subpopulace T lymfocyta
smaximem v obdobi mezi 2. a3. mésicem po transplantaci.

U vyrazné predlécenychnemocnychv tétostudii |zepovazovat
snahu o ziskani “¢istého $tépu” po mobilizatnim rezimu mini
ICE za nemoznou, tfebaze je tento povazovan za jeden
Z nejlepsich rezimi ke snizeni kontaminace. Kontaminace
$tépuleukemickymi progenitory s medianem 71 %, bez ziskani
Cistéhostépu, jev souladu's jinymi sdélenimi a piedlécenosti
nemocnych delsi nez 3 roky (41). | kdyz ptinos nadorovych
bunék ve stépu pro relaps onemocneéni byl v malém procentu
jiz prokazan (42), povazujemetento problém zaokragjovy, nebot’
pro relaps onemocnéni je rozhodujici zbytkové nadorové
onemocnéni v organismu, jak |ze odvodit od ¢etnych relapsi
i po aogennich transplantacich.

Statisticka analyza dat byla provedena pro 8 autolognich stépa
(5x PKB, 3xKD). Klinické studii predchazel o srovnani kvality
kontrolnich a aktivovanych §tépa, které potvrdilo publikované
udajeotom, zeIL-2 nema vliv nakvalitustépu pii  kratkodobé
kultivaci (8, 43, 44). Zhodnoceni redukce poétu jednotlivych
typt bungk, CD34* markeruaCFU-GM pii kratkodobé kultivaci
nam umoznilo nastavit orientatni cilové vstupni hodnoty pro
shér stépu. Vzhledemk malému poctu méieni nemaji vysledky
prediktivni silu anejsme nazakladé vstupnich parametri stépu
schopni potvrdit bezpeinost stépu pro prihojeni.

Neékolik studii jiz prokazal orozdilnost v expresi antigenu HLA-
DR, coz muaze prispét k rozliseni zdravych primitivnich
kmenovych bungk (CD34" HLA-DR") a ber/abl pozitivnich
primitivnich  kmenovych bunék (CD34* HLA-DRY)
unemocnychsCML (23). V grafu 1 jevidét dynamikaCD34*
bunek adleliteratury pravdépodobnych zdravych primitivnich
kmenovych bungk (CD34* HLA-DR") ve vzorcich z kostni
diené. V korelatni analyze jsme nepotvrdili negativni korelaci
CD34* HLA-DR' bungk aPh pozitivnich bungk hodnocenych
metodou FISH.

Vlastni vysledky tykajici se toxicity rezima povazujeme za
uspokojivé. Tolerance imunoterapie po transplantaci byla
vyborna. Nasledné nasazeni interferonu bylo tolerovano hate.

Davku 5 x 3 MU IFN tydné bylo mozno podat jen ve 2
piipadech, ato jen kratkodobe s naslednou redukci na davku
3x3 MU IFN tydné. Jeden z nemocnych [é¢bu pro nizsi pocet
trombocytd prerusil . Zlepseni klinického stavu onemocreéni, ve
srovnani se stavem onemocnéni pied zahajenim |é¢by, bylo
prokazatel né dosazeno u vsech nemocnych audrzovaci davku
hydroxyurey bylo mozno snizit u vsech ze 3 predbézné
hodnocenych nemocnych. To podporuje tvrzeni, ze pouziti
vysokodavkované chemoterapies podporou autologniho stépu
nema kurativni potencial, ale muze stabilizovat onemocnéni v
chronické fazi, vratit tudiz onemocnéni o krok zpét azpomalit
jeho prirozeny vyvoj do blastické krize (45).

Ptinos IL-2 a kombinované imunoterapie (IL-2 + GM-CSF)
zistava problematicky. Je pravdépodobné, ze za pozorované
projevy kozniho GVHD pii podobnych studiich u jinych
onkol ogicky nemocnych, mize spisevyssi davkapouzitého 1L -
2, nez obecna aktivace imunokompetentnich bunék s projevy
GVHD. To podporuje i nase pozorovani u jiné diagnozy
(mnohocetny myelom), kde jsme rovnéz nepozorovali zadné
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projevy GVHD. |z tohoto diivodujsmeod rutinniho provadéni
kozni biopsie upustili. Zda je vétsim piinosem pouziti
imunoterapienebo chemoterapie, jsmev této studii nedokazali
zodpovédét z divoda kratkého casového intervalu mezi
podanim myeloablativni |é¢by aimunoterapie.

Zavér

V prabéhu let 1998 - 1999 jsme klinicky testovali jeden z
protokol i adoptivni bunééné terapie - aktivaci autologniho
$tépu hematopoetickych bunék pomoci IL-2. Po zvladnuti
preklinické metodiky aovéreni bezpednosti stépu, jsme presli
ke Klinickému zkouseni. Vybrany vysokodavkovany
chemoterapeuticky rezim i nasledna imunoterapie byly dobre
tolerovany. Podani stépu bylo u vsech nemocnych, kromé
jednoho, bezpeiné, s dlouhodobym piihojenim stépu. Prihojeni
$tépu muaze byt problematické u vyrazné piedlécenych
nemocnych. Pfesto se zda byt u nemocnych vefazi akcelerace
provedeni autologni TKD s naslednou imunoterapii piinosné.
Chronickou myeloidni leukémii je mozno vylégit dle
soucasnych poznatki jen alogenni transplantaci. Autologni
TKD se zda moznou alternativou |é¢by pro nemocné, ktefi
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