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Souhrn: Cil: Srovnani kinetiky a bezpecnosti prihojeni a porovnani doby pieZiti bez relapsu/progrese nebo Umrti (EFS) a cel-
kového preZiti (OS) u nemocnych lé¢enych pro non-Hodgkinsky lymfom vysokodavkovanou chemoterapii a nasledné auto-
logné transplantovanych selektovanym versus neselektovanym Stépem. Soubor a metodika: Hodnoceno bylo celkem 35 paci-
entil, 12 nemocnych bylo transplantovano Stépem po CD 34+ selekci . kontrolni skupina 23 neselektovanych pacientu byla
vybrina ( v poméru 1:2) tak, aby stav onemocnéni v dobg transplantace odpovidal selektované skupin€. PFi statistickém zpra-
covani neparametrickych dat byl vyuzit pocitacovy program Epilnfo 6, analyza pteZiti byla zpracovina Kaplan-Meicrovou
metodou, pro statistickou vyznamnost rozdilu byl pouzit log-rank test. Vysledky: |. Median ptihojen; v trombocytech nad
20x 1091 byl ve skupiné neselcktovanych pacienta 11 dni, ve skuping selektovanych 14.5 dne (p<0.053) stejné tak byl signifi-
kantni rozdil v medianu pfihojeni v trombocytech nad 50x 10971 15 vs 22 (p<0.05) . Rovné? medidn prihojeni v granulocytech
nad 0,5 x10%/1 byl signifikantné nizsi ve prospéch neselektované skupiny ¢ 10 dnt proti 11). stejn¢ pak v leukocytech nad
LOX 1091 (10 dni proti 11) (p<0,05). Absolutni doba leukopenie, rozdélena do 3 stupntl podle zdvaZnosti ( pocet dnti s leuko-
eyty pod 1, 0,5 a 0,2 x10%1) byla ve viech 3 parametrech signifikatng deli ve skuping selektovanych pacientii. Median dna
febrilni neutropenie , 2.5 dne ve skupiné neselektovanych se statisticky vyznamné nelisil od selektované skupiny ¢ medidn 4.5
dne) . 2. Pravdépodobnost preZiti (OS) ve 3 letech pro cely soubor byla 63.5% . pii porovndvani obou skupin pak 75% pro
selektované a 57,3% pro neselektované nemocné. Pravdépodobnost pieziti bez amrti ¢ relapsu (EFS) byla ve 3 letech pro cely
soubor 35.9% resp. 33,3% pro selektovanou a 37.2% pro neselektovanou skupinu .Median sledovini byl 33.5 mésice ( 12-61)
pro skupinu selektovanych a 32 mésicti ( 7-73) pro neselektované nemocné. Median obdobi od transplantace do relapsu ¢i pro-
grese byl 21 mésict ( 4-25mésich) u selektovanych a 8 mésict ( 0,8-37mésict) u neselektovanych pacienti (rozdil byl statis-
ticky nevyznamny). Zdvéry: Nenalezlj jsme signifikantni rozdil v preZiti pacientdl . méfenym OS a EFS ve 3 letech . Rovnéz
mediédn obdobi od transplantace do relapsu se statisticky vyznamné nelisil. Pomalejsi kinetika prihojeni, kterou jsme POZOTO-
vali ve skuping selektovanych pacientl , byla pravdépodobné diisledkem nisiho poctu CD 34+ progenitorti u selektovanych
nemocnych v diisledku jejich ztrat pfi zpracovini a manipulaci. Vzhiedem k jejich dostate¢nému absolutnimu poctu se viak
neprojevila vétsim poctem komplikaci.

Kli¢ova slova: non-Hodgkinsky lymfom. autologni . transplantace. selckce. CD34+.

Summary: Purpose: The comparison of kinetics and safety of hematopoietic reconstitution and time to relaps/ progression
(EFS) and overall survival (OS) of patients with non-Hodgkin_s lymphoma undergoing ASCT, transplanted with selected or
non selected harvest. Patients and methods: On the whole 35 transplanted patients were evaluated, 12 with CD 34+ selected
harvest and as a control, group of 23 patients with non selected harvest transplanted . The control group was selected in ]:2 pro-
portion, according to the disease status at time of transplantation (equal for both groups). For statistical analysis of non-para-
metric values we used the software program Epilnfo6, survival times (EFS and OS) were calculated using the Kaplan-Meier
method. Comparisons of these times to event distributions were made using the log-rank test. Results: 1. Median of rombo.
cyte engraftment over 20x10%1 was 11 days for non-selected patients. resp. 14.5 days for selected group (p<0.05). also the
median of trombocyte engraftment over to 50x 101 was significantly lower for non-selected —15 vs 22 (p<0.05). As well the
median of granulocyte engraftment over 0.5 x10%/1 was significantly lower in favor of the non-selected group (10 vs 1 days).
equally for leucocyte engraftment up to 1,0x10%1 (10 vs 11 days) (p<0,05). Absolute period of Teucopenia, divided into 3 gra-
de (number of days with leucocytes under 1,0, 0.5. and 0.2 x 10%1) was for all 3 grades significantly longer in the selected aroup.
Median of days of febrile neutropenia (2,5 days for the non-selected group) was not significantly different in comparison Lo the
selected group (median 4,5 days). 2. The overall survival probability (OS) at 3 years for all patients was 63.5% represented by
75% and 57,3% for selected and non-selected group respectively. Event free survival probability (EFS) at 3 years was 35.9%
for all patients. resp. 33,3% for selected and 37.2% for non-selected patients. Median follow-up was 33.5 months ( 12-61) for
group of patients with selected harvest transplanted and 32 month (7-13} for non-selected group . Median time to relaps or/ pro-
gression measured from transplantation date was 21 months ( 4-25 months) for selected and 8 months ( 0.8-37 months) for non-
selected patients ( NS differ). Conclusions: We have not found the significant difference in survival between both groups ol
patients measured by OS and EFS at 3 years. Also the median time (o relaps was not different. The slower kinetics of hemato-
poietic reconstitution observed in group of selected patients was probably caused by lower CD 34+ progenitors number in selec-
ted harvests because of their lost during ex vivo manipulation. However, in consequence of their sufficient absolute numbers.
the complications rate was similar in both groups.
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Uvod

Vysokodavkovana chemoterapie s podporou autolognich kme-
novych bun&k (ASCT) je efektivni a Siroce uZivana metoda
1é¢by fady hematologickych malignit a nékterych solidnich
tumord (Horowitz ,1997) . Ve srovnani s allogenni transplan-
taci je vyhodou relativn€ nizka peritransplanta¢ni mortalita
(méné nez 5%) a odpadajici nutnost hledani vhodného darce.
Na druhé stran€ viak ziistdva hlavnim problémem relativné
vysokd mirarelapsu (signifikantné vy3§ineZ po allogenni trans-
plantaci u vétsiny malignit). Pfi¢inou terapeutické vyhody allo-
gennich kmenovych bun€k ve smyslu niz§tho poctu relapst
zékladniho onemocnéni spocivé nejspise v chybéni imunitné
podminéného tzv graft-versus leukemia (lymphoma) (GVL)
efektu u autolognich transplantaci (Champlin, 1999). Za zdroj
relapst jsou obecné povaZovany preZivajici nadorové buriky
v organismu nemocného, nedostate¢né eradikované terapii
a dale se uvaZzuje o mozném vlivu reinfuse nddorovych bunék
zpét pacientovi v kontaminovaném $tépu, eventualné o kom-
binaci obou faktorti. Jednou z moZnosti jak zabranit reinfusi
potencidlnich klonogennich bun&k zpé&t pacientovi jsou nariz-
ném principu zaloZené metody ex vivo isténi St€pu. Patii sem
jednak inkubace s cytostatiky (Hrubd, 1997) , inkubace se smé-
si monoklondlnich protilatek s ndslednou lyzou komplemen-
tem (Gribben , 1991) a v neposledni fad¢ selekce CD 34 posi-
tivnich (kmenovych) krvetrvornych buné€k event. spojend
s negativni selekci bun&k nesoucich ur€ity antigen a vyuZziva-
jici automatické systémy (Cell Pro, Isolex Baxter, CliniMacs
Miltenyi). Pres nékteré tidaje podporujici vyznam pfitomnos-
ti nddorovych bunék ve §tépu (Gribben 1991, Rill 1994, Pilar-
ski 2000), jednoznacné potvizeni vyznamu ¢isténi §t€pu pro
zlepSeni at jiZ EFS nebo OS nebylo dosud podéno. V nasi ana-
lyze jsme se zaméfili formou parované retrospektivni analyzy
na porovnani vysledkd u nemocnych transplantovanych pro
NHL pomoci CD34+ selektovaného $t€pu se skupinou kon-
trolni transplantovanou neselektovanym §tépem.

Soubor a pouzité metodiky

Vybér a charakteristika pacienti: V nasem souboru jsme
retrospektivné hodnotili celkem 35 pacienti [éCenych pro non-
Hodgkinsky lymfom vysokoddvkovanou chemoterapii
s naslednou autologni transplantaci krvetvornych bunék. 12
nemocnych bylo transplantovano selektovanym $tépem, kon-
trolni skupina 23 pacientdl, (pomér selektovanych k neselek-
tovanym 1:2 , navic pak 1 nemocny v kazdé skupiné trans-
plantovany tandemové&), ktefi byli transplantovani
neselektovanym $t€pem byla vybréna tak, aby jejich stav one-
mocnéni hodnoceny v dobé€ transplantace byl srovnatelny.
V dal3im hodnoceni jsme se pokusili srovnat nékteré faktory
vztahujici se k charakteristikim onemocnéni v dobé€ trans-
plantace, ke kinetice pfihojeni, peritransplantacni toxicité
a nasledné dal§imu osudu nemocnych po transplantaci v obou
skupindch.

Definice: Obdobi bez vyznamné udalosti (EFS) bylo defino-
véano jako doba od transplantace do relapsu/progrese ¢i imrti.
Zv14a3t¢ byl spocitan mediin obdobi od transplantace do pro-
grese/relapsu, méfeno v mésicich. PreZiti nemocnych (OS)
bylo definovano jako interval od transplantace do umrti. Medi-
an sledovani byl stanoven u Zijicich nemocnych.

Odpovéd na terapii: jako kompletni remise (KR) byl hodno-
cen stav bez klinickych i laboratornich zndmek choroby a apl-
na normalisace plivodniho patologického ndlezu. Jako parci-
alni remise (PR) byl hodnocen stav, kdy bylo lé¢bou dosaZeno
vice nez 50% redukce pivodniho patologického nélezu.

Pro hodnoceni odpovédi na terapii v obdobi transplantace jsme
nemocné rozdélili do dalSich skupin: na nemocné transplan-
tované v rdmci indukéni terapie z divodi rizikovych faktori
pfi diagndze (skupina 1) — nemocni doséhli KR, (skupina 2) -
nemocni byli v PR, na nemocné transplantované po dosazeni
2. nebo dal3i KR po zachranné terapii pro relaps (skupina 3),
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nemocné transplantované v 2. nebo dali PR po zdchranné tera-
pii pro relaps (skupina 4) a na nemocné, ktefi byli transplan-
tovéni v 1.PR z divodu nemoZnosti dosahnout induk¢ni tera-
pii kompletni remise (skupina 5).

Metodiky

1. Stanoveni a hodnoceni rozsahu onemocnéni

Hodnoceni rozsahu onemocnéni bylo provadéno standardni-
mi zobrazovacimi metodami:

Obligatné: rentgenovd, ultrasonografickd vySetieni . pocita-
¢ova tomografie (CT).

V individuélnich pfipadech: nuklearni magneticka resonance
(MRI), galiova scintigrafie, eventuelné pozitronovi emisni
tomografie (PET).

Hodnoceni postiZeni kostni dfené: histologie ,pritokova cyto-
metrie, v individudlnich ptipadech molekuldrni biologic (PCR)

A. Priatokova cytometrie

Pomoci pratokové cytometrie byl zjistovan imunofenotyp lym-
focytarnich populaci ve vzorcich krve, kostni dfené, tkiné
uzlin, dle nutnosti i v mozkomi¥nim moku a v rliznych punk-
tatech. Pfitomnost CD znaku byla prokazovdna jednostupiio-
vym znacenim (tzv.pfimd imunofluorescence) monoklonalni-
mi protilaitkami s navdzanym fluorochromem FITC
(Fluorecein isothiocyanate) nebo PE (R- Phycoerythrin).Sou-
Casné jsme vySetfovali dva znaky , kde jednim byl tzv. .line-
age marker” (tj. znak specificky pro urc¢itou buné¢nou linii
,napf. CD 19 pro B lymfocyty) , druhym byl znak, jehoz expre-
se nds u dané bunécné linie zajimala. PouZivali jsme
protilaitky (Immunotech) proti ndsledujicim znakam:
CD3(UCHL1),CD4 (13B8.2),CD5 (BLla). CD8 (B9.11).
CDI0 (ALB2), CDllc (BUILS), CDI4RMOS52).
CD19(J4.119), CD20 (HRC20), CD38 (T16).CD45 (J.33).
FMC7,HLA DR (B8.122),lehké fetézce KAPPA(J4.119).1ch-
ké fetézce LAMBDA (J4.119), 1gD ,IgM. isotypov¢ kontroly
(IgG1/1gG1).

Ptipravené vzorky byly méfeny na pritokovém cytometru
FACSCallibur (Becton Dickinson). Udavana citlivost pFistroje
je 1x1073 —1x10*bungk

B. Ostatni vysoce sensitivni metody - molekulirné biologic-
ké- vyuzivajici rizné modifikace PCR, klonogenni pokusy (in
vitro kultivace naddorovych linii) byly v naSem souboru pou-
Zity pouze u nékterych nemocnych a proto nejsou dale rozvé-
dény

2. Selekce

Principem CD34+ selekce je vychytdvani kmenovych bunck
nesoucich CD 34 antigen.

Positivni selekce vede kromé isolace cilovych CD34+bunék
k nepfimému odstranéni neZiddoucich bunék vcetné nidoro-
vych u riznych typl malignich onemocnéni (Mapara. 1997.
Civin, 1996). Dal3i potencidlni vyhodou je zmenSeni objemu
bunééné suspenze a tim i snadnéjsi skladovani a pfi trans-
plantaci men3i zatiZeni organismu pfevadénym dimetylsulfo-
xidem a objemem tekutin.

V souboru naSich pacient byly jako metodiky pro seleket pou-
Zity systemy CellPro a Isolex

Cell-Pro

Positivni selekce pomoci pfistroje CellPro (Bothell. WA USA)
umoZiuje vychytani kmenovych bunék nesoucich CD34 anti-
gen jak z kostni dené, tak z PBPC. Cely proces selekce je fizen
pocitacem, do priabéhu jednotlivych krokt Ize manudiné zasa-
hovat. PouZzivané protilatky jsou mysi anti CD34 monoklo-
nalni protilatky s navdzanym biotinem. Silnd afinita mezt avi-
dinem a biotinem zptisobuje, Ze CD34+ buriky s navazanymi
protildtkami s biotinem se navdzi na kulicky potazené avidi-
nem v koloné pfistroje a jsou zde vychytany. zatimco neozna

¢ené buiiky projdou a jsou zachyceny jako negativni frak



ce.Vychytané kmenové butiky se uvolni mechanicky mirnou
rotaci, pii které dochazi k pferusent vazby mezi kmenovou
buiikou a protildtkou, a jsou sebrany jako positivni frakce.

Imunomagnetick4 selekce na pristroji Isolex 300; (softwa-
re verze 1,12 a 2,5)

Systém Isolex 300j (sw 2,5) je pIné automaticky a umozfu-
Je vybér positivni nebo Jjednokrokové positivni/negativni
selekce. Zakladni kroky jsou shodné v obou procesech , kom-
binovany proces viak vykazuje vyssi depleci nezadoucich
bunék ve srovnani se samotnou positivni selekci. Tvorba
rozet CD34+bunék s imunomagnetickymi kuli¢kami probi-
hd pfed negativni selekei. Béhem tvorby rozet je bunéén4 sus-
pense, pfedem sensibilizovana anti-CD34+ protilatkou . smi-
sena s imunomagnetickymi kulickami v separacni komofre.,
Po vytvoieni rozet jsou tyto zadrZeny magnetickym polem
Vv separacni komofte a necilové buiiky jsou pfevedeny do vaku
Pro negativni frakci. Systém opakuje tento proces tikrat pro
dokonalé pfevedeni necilovych bunék do negativni frakce.
Bezprostredné pfed tfetim promytim jsou pfidany protildtky
proti cilovym buitkam a suspenze je 15min inkubovana . Po
senzibilizaci cilovych buné&k Jje dokonteno treti promyti
a buiiky jsou resuspendovany v separacni komofe a pfipra-
veny k uvoliovacimu kroku, Uvolnéni CD34+bunék probi-
hd soucasné s tvorbou rozet cilovych bungk pro depleci.
V separacni komoie jsou magnetickym polem zachyceny
rozety depletovanych bunék a volné imunomagnetické kuli¢-
ky. CD34+ buiiky jsou po zakoncentrovini pfevedeny do
findlniho vaku.

Kombinace positivni 4 negativni selekce vede k optimalni dep-
leci nadorovych bungk ze St€pu odstrandnim kontaminujicich
nadorovych bungk a tim redukci minimalni residualn choroby.

4. Statistika

Pi zpracoviani neparametrickych dat jsme pouZili softwarovy
program Epilnfo6 s vyuZitim neparametrickych test Mann
Whitneyova a Wilcoxonova. Analyza preziti byla zpracovana
Kaplan-Meierovou metodou, statistick4 vyznamnost rozdili
mezi skupinami byla stanovena pomoci log-rank testu. Testo-
vani bylo providéno na hlading vyznamnosti (),05.

Vysledky

1. Srovnani obou skupin nemocnych v zikladnich charak-
teristikdch v dobé od diagnosy do transplantace:

Vcelém souboru jsme retrospektivng hodnotili celkem 35 paci-
entlh. 12 pacienti bylo transplantovino pomoci selektované-
ho §tépu, z toho u § byla selekce provadeéna pomoci pfistroje
CellPro au4 pomoci pristroje Isolex 300i. U 23 pacient( selek-
¢¢ providéna nebyla. Kontrolnf skupina 22 pacienti byla
vybrdna tak, aby se v zakladnich parametrech stavy onemoc-
néni v dobég pred transplantaci shodovala se skupinou selekro-
vanych nemocnych (v poméru [:2). | neselektovany pacient
navic byl vybran jako kontrolni k I nemocnému v selektova-
né skuping, oba byli transplantovéni tandemové. V oboy sku-
pindch byla obée pohlavi zastoupena stejnomeérné, rovnés veko-
vy mediin (53 let u selektovan ychad9letu neselektovanych)
se vyznamné nelisil. V celém souboru bylo Zastoupeno celkem
6 pacientt s lymfomem z plastovych bunék / MCL/ (4 ve sku-
pin¢ selektovanych, 2 v neselektovanych), 21 s folikuldrnim
lymfomem / FCL /(7/14), 6 difusnich velkobunécnych lymfo-
mit/ DLCL/ (1/5)au 2 nemocnych ve skupiné neselektova-
nych se jednalo o B lymfomy blize nezatazeng. Rovnéz roz-
loZeni jednotlivych histologickych typl lymfoma se v obou
skupinach statisticky vyznamné neligilo.

Pokrocilost arozsah onemocnéni jsme hodnotil pomoci mezi-
narodniho prognostického indexu (IPD) (Shipp , 1993) | kli-
nického stadia (Ann Arbor staging systém pro lymfomy)
apostiZeni kostni dieng. VySetieni a hodnoceni postiZeni kost-
ni diené bylo provideno mikroskopicky a pomoci pritokové
Cytometrie. Vysoce sensitivni metody (molekuldrni biologie)

byly pouZity jen u nékolika pacientu, proto dale nebyly do ana-
lyzy zahrnuty.

Tyto parametry Jsme hodnotili jak pfidiagnose , tak pfed mobi-
lisaci a ndslednou transplantaci. Inicialn{ [P] 4 klinické stadi-
umbyly v obou skupinach srovnatelné, rozdil v postizeni kosi-
ni dfené byl na hranici statistické vyznamnosti (p=0.069), 10
ze 12 selektovanych mélo inicidlni postiZeni kostni dfené opro-
tillz23ve skuping neselektovanych. V dobe pred trans-
plantaci byly op&t oba soubory srovnatelné 7 hlediska IPI. sta-
tisticky vyznamné se viak liSily v postizeni kostni diene pred
sbérem krvetvornych bungk, kdy ve skuping selektovanych
pacientti mélo infiltraci kostni dfené celkem 9 (75%) nemoc-
nych, zatimco ve skuping neselektovanych byl infiltrace 7Jis-
téna pouze u 2 (8.6%). V diisledku vyse uvedeného rozdilu
v postizeni kostni dreng, bylotéz Zdstoupeni nemocnym s vys.-
Sim klinickym stadiem v dobs pred transplantaci vetsi ve sky-
piné selektovanych. (Tabulka ¢

Tabulka ¢. 1. Porovndng obou skupin v zikladnich charakteristikach
v dobé diagnosy:
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Za jeden 7 nejvyznamnéjsich faktorq. urCujicich dalsi osug
nemocnych je povazovan stav onemocnéni v dohé transplan-
tace. jehoz méfitkem byl v nasem soubory mezinarodni pro-
gnosticky index (1P, Odpovéd na terapii jsme hodnotili pomo-
i 7 stupn: | kompletni remise, 2 planovana prvni parciilni
remise. 3 druhd a dalgi kompletni remise. 4 druhd a dalsi par-
cidlni remise, 5 prvni parcidlni remise —nedostatecny etek
vodni Iécby, 6 primarne resistentni onemocnéni. 7 resistent-
nirelaps onemocnéni. vV nasem souboru byly zastoupeny pou-
ze odpovedi 1-5. Rovnés v takto hodnocené odpovédi na tera-
pii pfed transplantaci se oba soubory statisticky vvznamne
nelisily. Celkem bylo pred transplantaci dosazeno 2 remisi
(2KRa 10 PR).1j."100% odpoveédi ve skupiné sclektovanych
a23remisi (10KR a 13 PR). tjrovnéz 100% odpovédive sku

piné neselektovanych. Zadny ze sledovanych nemocnyeh
nebyl transplantovan ve fi/i resistentn{ choroby:,

Miru pfedléceni v obou sledovanych skupinach Jsme hodno-
tili poctem cykl chemoterapie, podanych pied transplantaci.
JjejichZ median bylsrovnatelny 9.5 (4-23)u selektovanych q 9.0
{3-18) ve skuping neselektovanych. Mediin doby od diagno

sy dotransplantace byl v obou skupinach srovnateiny-13 mési-
¢l ve skuping selektovanych resp. || mésica ve skupiné nesc -
lektovanych. (Tabulka ¢.2)
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Tabulka &2. Porovnani obou skupin podle stupné predléceni a pokroci-
losti choroby v dobé pfed transplantaci:

Doba od dg do transplantace
medisn-mésice

M = median

H = high (vysoké)

L =low (nizké)

Skupina 1: transplantace jako planovand soudast indukZni lécby —nemoc-
ny jiz byl v KR

Skupina 2: transplantnace jako planovand soucdst indukcni 1écby —
nemocny byl jesté v PR

Skupina 3: transplantace po dosazeni 2. nebo nasledné KR po zdchranné
16¢bé pro relaps

Skupina 4: transplantace po dosazeni 2. nebo nasledné KR po zichranné
1é¢bé pro relaps

Skupina 5: transplantace v 1. PRz ditvodu nemoznosti dosahnoutindukc-
ni terapif i terapii 2. linic KR

2. PouZzité transplanta¢ni reZimy a parametry prevedenych
progenitori

Jako pfipravné rezimy (vysokoddvkovand chemoterapie) byly
pouzity: BEAM 400 (8x) (Trnény, 1998) . BEAM 200 (22x),
TBI-CFA (3x) a 2 pacienti (v kazdé z obou skupin | nemoc-
ny) byli léCeni tandemovou transplantaci (1. faze Melfalan +
Mitoxantron, 2. faze BEAM 200). Vsechny uvedené rezimy
jsou soucasti standardnich protokolt pro ASCT nanaSem pra-
covidti. Zastoupeni jednotlivych rezimti se v obou skupinach
statisticky vyznamng nelidilo. Celkem 34 nemocnych (12
selcktovanych a 22 neselektovanych) bylo transplantovino
mobilisovanymi perifernimi kmenovymi bufikami, pouze
u jedné nemocné byla jako zdroj krvetvornych bunck pouZita
kostni dieft. Kvalitu §téptl v obou sledovanych sku inach jsme
hodnotili absolutnim poétem CD 34+ bunék (x 10 /kg) a abso-
lutnimi hodnotami CFU-GM (x10%kg). Zde se oba soubory
statisticky vyznamné lisily v po¢tu CD 34+bunék. jejichZ me-
dian byl ve skupin& selektovanych 3.19x10%kg oproti
6,4x108/kg ve skupiné neselektovanych (p<0.05) . Rozdil
v medidnu poétu CFU-GM byl v obou skupinach statisticky
nevyznamny. (Tabulka ¢.3)

3. Srovnani parametri kinetiky piihojeni a peritrans-
plantaéni toxicity

P¥i srovndvani standardnich parametrit kinetiky pfihojeni jsme
v nasem souboru nalezli statisticky vyznamny rozdil v medid-
nu piihojeni ve prospéch skupiny pacient( transplantovanych
neselektovanym §tépem. Medidn piihojeni v trombocytech nad
20x 10971 byl ve skupiné neselektovanych pacientdt 11 dni
(6-16), ve skupiné selektovanych 14.5 dne (9-32).stejné tak byl
signifikantni rozdil v medidnu piihojeni v trombocytech nad
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Tabulka & 3. PouZité transplantalni reZimy a parametry piev edenych pro-

genitorQ
selektovani 12 neselektovani 23 rj)ﬂﬁ‘
i ! ’ B TTIRS

B \
|

piipravny reZim :

BEAM 400

TBI-CFA

—t
o ]

Tandem

€D 34+ v PBPC 6.4 (1.15-24,16) p<0.05

CFU-GM v PBPC (x10.4/kg) M | 2565 (1,1-163.9) {‘50.7(1.23-17417‘ NS
ANC v BM (x10.8/kg) ) 7‘ 0

CFU-GM v BM

(x10.6/kg) M i3,19 (1,67- 12.98)

(x10.4/kg)

. N
Transplantace PBPC | 2 j 22 ' ‘
- BM ) 0 B \ ) T '7T'ﬁ 7]

M = medidn

50x109/1 —15 vs 22. Rovnéz medidn prihojeni v granulocytech
nad 0,5 x109/1 byl signifikantn& nizsi ve prospéch neselekto-
vané skupiny (10 dni proti 11), stejn¢ pak v leukocytech nad
1.0x 10971 (10dni proti 11). V korelaci s protrahovangjsim pfi-
hojenim byl té7 signifikantn¢ vétsi pocet podanych erymas
a trombokoncentrdtii ve skuping selektovanych nemocnych.
Absolutni dobaleukopenie, rozdélend do 3 stupi podle zivaz-
nosti (pocet dni s leukocyty pod 1. 0.5 a 0.2 x10%7D) byla ve
viech 3 parametrech signifikatné delsi ve skupiné selektova-
nych pacientit. Tato skuteCnost se viak neodrazila v kompli-
kacich periody leukopenic, méfené poctem febrilnich dna
v tomto obdobi. jejichz medidn 2,5 dne ve skupiné neselekto-
vanych se statisticky vyznamné nelisil od selektované skupiny
(mediin 4.5 dne) . Rovnéz peritransplantacni mortalita (2 amr-
tf ve skuping selektovanycha I ve skuping neselektovanych do
100 dnt po transplantaci) se vyznamné nelisila. (Tabulka &.4)

Tabulka & 4. Srovnani parametrii pfihojeni a peritransplantacni toxicity

ﬁ selektovani | nesclekto- p 1
12 vani 23 |

piihojeni v trombo nad 20 M 4.5(9-32) p<0.05
(x10.9/bh D
prihojeni v trombo nad 50 M 22 (11-53) 15 (9-40) p<.05
(x10.9/Hh D
ANC nad 0.5 (x10.9/HD M | HL(10-13) 10 (8-13) p<0.05
WBC nad 1,0 (x10.9/hD M 11 (10-13) 10 (8-13) p<0.05
pocet dnd s leuko pod 0.2 M 5(2-10) 300-9) p=0.05
pocet dna s leuko pod 0.5 M B(6-12) 61 p<0.05
pocet dnu s leuko pod 1.0 M 9(7-14) 8513 ‘w%a.(i)iij
pocet trombokoncentriati M 6(2-10) 3¢1-Th 1)<();()5
pocet erymas M 6 (2-14) 20-10) p<()'0f_i
pocet febrilnich dnu M 4.5(0-17 2.5(0-9) i
pocet amrti do 100 dni 2 1 | i
po ASCT i

M = medidn

4. Dosazena odpovéd a sledovani po ASCT
Hodnotitelnych bylo ve skupiné sclektovanych | I pacientu .
7 nich7 u viech 11 bylo dosazeno léCebné odpovédi (100% ).
7 toho 7 (64%) kompletnich a 4 (36%) parcidlni remise. ]
nemocnd ve skupiné selektovanych zemfiela 26. den po trans-
plantaci na sepsi, odpoved na lécbu nebyla hodnotitelnd. 1 paci-
ent zemiel 37. den na infekéni komplikaci v kompletni remi-
si). U neselektovanych pacientit bylo lé¢ebné odpovedi
dosazeno u viech 23 (100%). 2 toho 16 (70% ykompletnich a7
(309 ) parcidlnich remisi. | pacient semiel 30. den nasepst .
v kompletni remisi.



Tabulka ¢. 5. Odpovéd na 1é¢bu a sledovini:

Graf ¢. 1. Celkové preiiti (OS) ve 3 letech:

L selektovani 12 neselektovani 23 | p
Nejlepsi vysledek po ASCT: KR 7 16 NS
PR 4 7
casné umrti 2 1 NS
J Progrese / relaps 5 14 NS |
Gmrti 3 10 NS
Remise celkem : KR+PR 6 10 NS
KR 5 9
o PR 0 1 ]
»Medizin sledovini od BMT- mésice | 33,5 (1261) 32(7-73) NS
Mediin od BMT do relapsu- 21,2 (4,4-25.0) 8.1(0.8-37.1) NS
meésice
Tabulka &. 6. Vysledky preZiti:
celkem % | selektovani % | neselektovani % ) T
(C195%) (CI195%) (CI195%) !
63,5% 75% 57.3%
05 ve 3 letech (45681.4) | (50,5-99.5) (33.8-80.8) NS
35,9% 33.3% | 37.2%
UFS veSletech | ol svsy | (35630 ’ asesss) | NS

V parametrech dosaZeni odpovédi se tedy oba soubory vyraz-
ngji nelisily. V dalsim sledovini doslo k progresi/relapsu one-
mocnéni u 5 pacientti (42%) ve skupiné selektovanych au 14
pacientit (40%) ve skuping neselektovanych. Rozdil byl opét
nesignifikantni. Medidn obdobi od transplantace do relapsu
¢i progrese byl 21 mésict (4-25mésict) u selektovanych a 8
mésici (0,8-37mésict) u neselektovanych pacienti. Rozdil
byl statisticky nevyznamny (p=0,458). Zemieli celkem 3 paci-
enti (25%) v souboru selektovanych (z toho 2 ¢asni amrti na
infek¢ni komplikace , 26., resp. 37. den po transplantaci) a [0
pacientl (43%) v souboru neselektovanych nemocnych. (1
Casné Gmrti na sepsi 30. den po transplantaci) (p=0.46).
V medidnu sledovani (u nemocnych Zijicich v dob& hodno-
ceni) , ktery byl 33,5mésica (12-61) u selektovanych a 32
mésica (7-73) u neselektovanych, bylo v remisi 6 (50%) paci-
entll ve skupiné selektovanych (v§ichni v kompletni remisi).
ve skuping neselektovanych bylo v remisi celkem 10 (43%).
z toho 9 (39%) v kompletni a |1 (4%) v parcidlni remisi.
(p=0,60). (Tabulka ¢. 5)

Pravdépodobnost pieZiti (OS) ve 3 letech pro cely soubor byla
63,5% (CI195%:; 45,6- 81.4), pFi porovnavani obou skupin pak
75% (C195%;50,5-99,5%,) pro selektované a 57.3% (C195%:
33,8-80.8%) pro neselektované nemocné. (Graf &. 1) Pravde-
podobnost preZiti bez tmrti ¢i relapsu (EFS) byla ve 3 letech
pro cely soubor 35,9% (CI 95%; 18,3-53.5.%). resp. 33,3%
(C195% 3.5-63,1%) pro selektovanou a 37.2% (CI195%:15.6-
58.8%) pro neselektovanou skupinu. (Graf ¢.2) Rozdil mezi
obéma skupinami byl v obou parametrech (OS i EFS) nesig-
nifikantni. (Tabulka ¢ .6)

Celkové se tedy oba soubory v #adném z parametr{ . (j dosa-
Zené odpovédi , poctu i dobé do relapsii a dmrti a pravdépo-
dobnosti pieziti statisticky vyznamng neliSily.

Diskuse

V avodu jsme se zminili o tom, Ze za jednu z moznych pfic¢in
relapsi po autolognich transplantacich je povazovana pfitom-
nost residudlnich klonogennich bunék v pievadéném Stépu.
(Pilarski . 2000)

Studie zabyvajici se vyznamem ¢isténi §tépu viak dosud nevy-
znivaji jednozna¢ng&. Rada klinickych studii prokdzala, ze
nadorovd kontaminace autolognich produkta je spojena s krat-
§im DFS a naopak asp&iny ex vivo purging je spojen s lepsi-

SELEICE
3
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2 +
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I
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Graf €. 2. Obhdobi bez zndmek relapsu & dmrti (EFS) ve 3 letech:

B

SELEKCE |

Cum Survival

mi klinickymi vysledky.(Fields. 1996. Sharp. 1996. Gerts.
1997). Napfiklad Gribben, 1991 a Freedman, 1996 referuji
0 zlepSeni pfeziti (RFS) u nemocnych s folikuldrnim lymfo-
mem po tspéiném ¢isténi PBPC produkti monoklondlnimi
protilatkami. obdobné& pak Corradini. 1997 i pro Ilvmfomy
z plagtovych bunék. Tyto studie vedly ¢asto k interpretaci. 7¢
niadorové buitky obsazené ve Stépu jsou zjevnou pricinou relap-
su po transplantaci a tudiZ pro zlepSeni vysledka l[échy je
nezbyné Cisténi téchto produktii. Naproti tomu retrospektiy-
ni EBMT data (Wiliams. 1996) nepotvrdily rozdily v DFS
upacientti s lymfomy transplantovanych Cisténym nebo nedis-
Enym S€pem. Pritomnost nadorovych bunck ve Stépu neho
nedostateny purging maze byt spiSe v korelaci s rozsahem
systemove residudlni choroby a/nebo s chemoresistenci tumeo-
rua tudiz reinfuse nadorovych bunék jako piicina relapsu nent
zdaleka evidentni. Zv1asini skupinu mohou tvofit nemocni
s vysoce chemosensitivnim onemocnénim. nedetekovatelnou
systemovou residudlni chorobou a naslednou vysokodavko-
vanou chemoterapii, u kterych pak mize byt relativni pocet
niddorovych bunék obsazenych v autolognim Stépu determ
nujicim faktorem.

Na druhou stranu existuji prace ukazujici bud neefektivn ¢is
téni (Andersen, 1997) nebo na stejny osud nemocnych at jiz
byli transplantovani ¢igeénym & neci§tenym St¢pem (Cooper
1998, Gupta, 1999, Lemoli. 2000. Patriarca. 2000),

V nékterych recentngjsich pracich se viak Opetobjevuyi /pra
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vy o prodlouZenf preZiti u pacientil, u kterych bylo do VySO-
kodavkované chemoterapie s naslednou ASCT zarazeno ¢i§-
téni autolognich produktt provazené kontinudlni PCR negati-
vitou vzorkd kostni dieng. (Freedman. 1999).

Dosud v8ak neexistuji randomizované studie, které by proka-
zaly zlepSeni pieziti (DFS) pomoci &isténi. Proto i skute¢ny
vliv naderovych bunék obsaZenych v autolognim Stépu na
ndsledny relaps onemocnéni ziistavd kontroverzni.

V nasem souboru bylo analysovano celkem 35 pacientti s dia-
gnosou non-Hodgkinského lymfomu riiznych histologickych
typl a pokrodilosti choroby, ktefi byli 1é¢eni vysokodavkova-
nou chemoterapii s naslednou autologni transplantaci krve-
tvornych bunék. U [2 nemocnych byla provedena selekce CD
34+ bungk , kontrolni skupinu tvofilo 23 pacientii u kterych
selekce provadéna nebyla. Obé skupiny byly srovnatelné z hie-
diska pokrocilosti a rozsahu onemocnéni (hodnoceno pomoci
IPI) v dobé diagnosy i v dobé pred mobilisaci a naslednou
ASCT. PfestoZe jsou nase vysledky jisté ovlivnény malym
poctem pacientl ve viech srovnavanych parametrech, nase sle-
dovini spie potvrzuje vyznam kvality odpovédi na 1ébu
a dosaZeni maximilni eradikace residudlni choroby . ne7 roli
nadorové ,dekontaminace* pouZitim selekce jako ex vivo pur-
gingu pfevadénych krvetvornych bungk. Z hlediska srovnani
miry residudln{ choroby pfed transplantaci, literdrné povazo-
vané za jeden z nejvyznamnéjSich prognostickych faktort
(Haas 1996, Mills, 1995) byly oba soubory porovnatelné z hle-
diska mezinarodniho prognostického indexu (1PI), signifikat-
né se viak lisily v poctu nemocnych s prokazanou infiltraci
kostni dfené (a z toho vyplyvajicim i vétsim zastoupenim vys-
Sich klinickych stadii) , kterd byla Castéji postizena ve skupi-
né selektovanych nemocnych. Tento fakt by teoreticky mohl
zvyhodiiovat neselektovanou skupinu 7 hlediska mensi kon-
taminace $t€pu malignimi buitkami. Na druhé strang je v3ak
nutno vzit v ivahu, Ze stéZejnim hodnocenim postizeni kost-
nidien¢ ve v€tsiné pfipadii nemocnych bylo histologické vyset-
feni , jehoZ hladina detekce residualni nadorové populace je
nizka (5x108 bungk). Pro relevantngjsi zavéry budou jisté nut-
né Sirsi prospektivni studie . vyuZivajici vysoce sensitivni tech-
niky genového znaceni, které umozni podrobnéjii srovnani
zdroje relapsu u ¢isténych a necisténych autolognich Stépti.

Prace . zabyvajici se bezpecnosti a kinetikou prihojeni ve vt
hu k selekci, véSinou referuji o srovnatelnych charakteristi-
kéch proti neselektované skupiné (Vescio, 1999, Dreger., 1999,
Lemoli, 2000) .

Pfi hodnoceni parametrii ptihojeni jsme nalezli signifikantni
rozdily, kdyZ ptihojeni bylo statisticky vyznamné rychlejsive
skupiné neselektovanych pacientd a to jak v trombocytech .
tak v leukocytech. Tato skutecnost viak jednoznacné korelo-
vala se signifikantné vy3§im absolutnim poctem CD 34+ bunck
ve Stépéch neselektovanych pacienti. Hodnoty CFU-GM byly
v obou skupindch srovnatelné. Hlavnim divodem pomalejsi-
ho pfihojeni selektovanych nemocnych zde tedy byly pravdeé-
podobné vy3si ztrity CD 34+ progenitori pii ex vivo mani-
pulaci. Pro celkové bezpecny absolutni potet CD 34+ bunck
(medidn 3.19x 10kg) viak lze i pro selektovanou skupinu
pacientd priabéh hemopoetické restituce hodnotit Jjako rychly
abezpecny. V ndmi sledovaném souboru (omu odpovidalo zjis-
téni srovnatelné kritkého trvani obdobi febriln neutropenic.
RovnéZ peritransplanta¢ni mortalita byla srovantelna pro ob¢
skupiny.

Zavéry

I. Pfi srovndni pacienta transplantovanych selektovanym
a neselektovanym $tépem jsme nenalezli signifikantni rozdil
v dosazené odpovédi . dobé& do relapsu ani v parametrech pic-
Zit{ ve prospéch selektované skupiny.

Vysledky naSeho pozorovani, které je nutné brit diky malému
poctu pacienth pouze juko predbézné, tedy vyznam reinfuse
nadorovych bunék jako pFicinu relapsti a s tim souy iscjici nut-
nost ¢isténi autolognich $t&pa zpochybiiuji. Pro jednoznacnéisi
zodpovézeni 1éto otdzky by byly nutné $irsi randomizovand
studie.

2. Pomalejsi kinetika ptihojent, kterou jsme pozorovali ve sku-
piné selektovanych pacienti . byla pravdépodobné disledken
niz3tho poctu CD 34 + prekursort u selektovanych nemocnych
v dasledku jejich ztrat p¥i zpracovini a manipulaci. Vzhledem
K jejich dostatecnému absolutnimu podtu se viak neprojevila
vEtSim poctem komplikaci.
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