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Abstrakt

Vysledky vysokodavkované chemoterapie s podporou perifer-
nich kmenovych bunék u pacientli s mnoho¢ethnym myelomem
— zkuSenosti centra. Srovnani jednotlivych IéEebnych postup.

Jan Mecl
(Univerzita Karlova, 1.Lékarska fakulta, Zdravotnicka technika a informatika,
5.ro¢nik)
1.interni klinika 1.LF - UK a VFN

Pfi terapii MM se vyuziva separace kmenovych bunék nemocného, a jejich
nasledny pfevod po vysokodavkované chemoterapii, tzv. autotransplantace
(ASCT — Autologuous Stem Cell Transplantation). Ke zmnoZzeni perifernich kme-
novych bunék pred jejich separaci slouzi mobilizace resp. stimulace podanim
cytostatik, jako cyklofosfamid (CFA) nebo jejich kombinaci (napf. rezim IVE -
ifosfamid, vepesid, epirubicin) spolu s ristovym faktorem G — CSF (granulocyte —
colony - stimulating factor). ASCT muaze byt jednoducha nebo opakovana, podle
vysledného efektu, resp. standardnich protokoll pouzivanych v raznych cent-
rech.

Mym Okolem je porovnat ruzné typy separaci kmenovych bunék
z hlediska uspésnosti zmnozeni kmenovych bunék a z hlediska ¢asové naroc-
nosti separaci. Jinymi slovy porovnat reakce pacientd na mobilizaci a na na-
slednou autotransplantaci kmenovych bunék.

K separaci kmenovych bunék byl pouzit separator COBE Spectra
schopny separovat plnou krev na jeji jednotlivé komponenty.
K autotransplantaci byla pouzita standardni metoda. Pracovni skupinou bylo
167 nemocnych s mnohocetnym myelomem, u kterych jsem porovnaval jak typ
a délku jednotlivych separaci a vytézek CD 34+ bunék (jednoho z hlavnich typu



kmenovych bunék), tak vysledky terapie jednoduché autotransplantace 1ASCT
a opakované 2ASCT.

Prace prokazala, Ze mobilizace pomoci kombinace IVE se jevi jako vy-
hodnéjSi pro sbér CD34+ bunék nez samotny CFA. Vytézek CD34+ bunék u
IVE mobilizovanych pacientl je vy$Si nez u nemocnych mobilizovanych CFA.
Tito pacienti zaroven stravi separacni procedurou pfiblizné o dvé hodiny méné.
Dale prace prokazala, ze mezi jednoduchou a opakovanou transplantaci u pa-

cientl s mnoho¢etnym myelomem neni signifikantni rozdil



Abstract
The results of high dose therapy with periferal blood stemm
cells (PBSCs) support in patients with multiple myeloma — expe-
rience of the center — comparison of several therapeutical pro-

cedures.

The submitted thesis is based on comparison of therapeutical effectivity
of two different methods using in multiple myeloma patients for therapy. The
best therapy seems to be single or tandem autologous stem cell transplantation
ASCT with stimulation and separation of periferal blood stem cells (PBSCs).
The stimulation could be done by CFA (cyclofosfamid) or cytostatik combina-
tion, e.g. IVE (ifosfamide, vepeside, epirubicine) in combination with G — CSF
(granulocyte — colony - stimulating factor). The question which is not answered
is which one of those methods is more effective. And which one of single or
tandem ASCT is more profitable if any.

The goal of the study is to compare two different methods of stimulation
and separation of PBSCs (CFA and IVE). | compare the effectivity from a
viewpoint of breeding PBSCs and also time consuming of the separation me-
thods. Nobody has done this comparison before us. To separate PBSCs was
used COBE Spectra apheresis systém. Spectra is efficient to separate the
whole blood into its components.

The group for my study were 167 patients with Multiple Myeloma. Part
was stimulated with CFA the other part with IVE. In every one of those groups
we compare the number of PBSCs represent by CD34+ cells, type and period
of several separation methods and also differences between single and tandem
ASCT.



Our study demonstrate that mobilization with IVE seems to be more effe-
ctive for PBSCs breeding then CFA. The yield of CD34+ cells is higher and also
the time for IVE separation procedure is shorter. We also demonstrate that
there is no significant differencies between single and tandem transplantation.
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CiL PRACE

Hlavnim cilem mé prace je porovnat 2 rGizné typy separaci kmenovych
bunék z hlediska Uspésnosti zmnoZeni kmenovych bunék a z hlediska ¢asové
narocnosti separaci u pacientd s mnohocetnym myelomem. Pfed separacni
procedurou se pouziva k mobilizaci perifernich kmenovych bunék pacientu dva
typy cytostatik. Za prvé je to CFA (Cyklofosfamid) a za druhé kombinované IVE
(Ifosfamid, vepesid, iperubicin). Vysledek by mél ukazat na efektivnéjsi latku
ztéchto dvou. Dale mam kdispozici reakce pacientd na naslednou
jednoduchou nebo opakovanou transplantaci perifernich kmenovych bunék.
VedleS§im pfinosem bude porovnani reakce pacientd na naslednou

autotransplantaci kmenovych bunék.
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Vysledky vysokodavkované chemoterapie s podporou perifer-
nich kmenovych bunék u pacientd s mnohoé¢etnym myelomem —

zkusenosti centra. Srovnani jednotlivych Ié¢ebnych postupd.

1. UvOD

Predkladana diplomova prace je zaméfena na srovnani ucinnosti terapie
mnohocetného myelomu. Mnohocetny Myelom predstavuje stale nebezpecnou
a nevylécitelnou chorobu. Zatim nejucinnéjsi Iécbou se zda byt vysokodavkova
terapie s autologni transplantaci krvetvornych bunék (ASCT — autologous stem
cell transplantation). Té pfedchazi stimulace a nasledna separace perifernich
kmenovych bunék. Otazka ktera neni spolehlivé zodpovézena je, ktera latka je
vyhodnéjsi pro stimulaci PBSCs a zda opakovana transplantace je lepSi nez
transplantace jednoducha. Stejné tak nejsou utfidéné poznatky o separaci a
stimulaci kmenovych bunék nemocnych. Tyto a dalSi ddvody mé vedly
k vybéru tohoto tématu. Ve své praci se pokusim tyto aspekty vyhodnotit a na
zakladé vysledku predlozit efektivni zplasob I€éCby pro nemocné s mnohocetnym
myelomem.

V kapitole metodika je prace zaméfena na vysvétleni a popis technickych
aspektu jak samotného pfistroje pro separaci kmenovych bunék periferni krve,
tak na zpusob separace a naslednou transplantaci téchto bunék.

Dulezitym zdrojem je pro mne moje bakalarska prace, kde jsem se zaby-
val metodami diagnostiky mnoho&etného myelomu. Porovnaval jsem standardni
imunochemické metody,. (ELFO a I-elfo) s novou metodou stanoveni volnych
lehkych fetézcl v séru.

V soucasné studii pozorujeme 175 nemocnych s mnohocetnym myelo-
mem z hlediska efektivnosti riznych druhd terapie. U kazdého nemocného
hodnotime délku a druh separace kmenovych bunék a pocet odebranych
CD34+ bunék. Dale pak efekt resp. odpovéd na jednoduchou nebo opakovanou

autologni transplantaci kmenovych bunék ASCT.
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1. 1. Co je mnohocetny myelom (MM)

Mnohocetny myelom (MM) je po nehodgkinskych lymfomech druhou nej-
Castéjsi, ve veétSiné pripadl stale nevylécitelnou hematologickou malignitou.
Pfedstavuje 1% nadorovych onemocnéni celkové a vede ke 20ti% umrti paci-
entd s hemato-onkologickymi chorobami. Toto onemocnéni je charakterizované
proliferaci klonalnich plazmatickych bunék (ij. nejzralejsi vyvojove faze B lymfo-
cytl produkujici imunoglobuliny) a jejich akumulaci v kostni dreni.’

Ziejmé prvnim popisem myelomu je pfipad Sarah Newburyové, u které
pitva v roce 1844 prokazala gelatinozni hmotu v kostech tvofenou ovalnymi
bufikami s jasnym centralné uloZzenym jadrem. Mnohem znaméjSi je v8ak
zprava o nemoci londynského obchodnika T.A. McBeana z roku 1945, u néhoz
William Macintyre a nasledné konzultovany patolog Henry Bence-Jones (viz.
obr.) nalezli v moci bilkovinu se specifickymi vlastnostmi. Termin mnohocetny
myelom pouzil v roce 1873 von Rustizky, ktery popsal i typicky vzhled myelo-
movych bunék.

! Petruzelka L., Konopasek B., Klinicka onkologie, Praha Karolinum 2003, s. 168 — 171.
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TFemi zakladnimi projevy mnohoéetného myelomu jsou:

e infiltrace kostni dfené nadorovou populaci.produkce monoklonalniho
imunoglobulinu (M- proteinu, paraproteinu) typu IgG, IgA, lehkych
imunoglobulinovych Fetézcl kappa a lambda, ojedinéle typu IgE, IgD a IgM.

e kostni postizeni a z toho vyplyvajici i nej¢astéjSi manifestace choroby — algicky
syndrom pfi osteolyze.

DalSimi projevy nemoci jsou imunodeficit, anémie, rendlni postizeni (sni-
Zeni renalni funkce nebo proteinurie), hyperkalcémie event. tvorba amyloidu.

Diagnosticky postup je zaloZzeny na prukazu vy$e uvedenych hlavnich
projevl nemoci. Zahrnuje histologické vySetfeni kostni dfené a biochemickeé la-
boratorni testy. Soucasti prikazu monoklonalniho proteinu musi byt i vySetfeni
moci. PFi tvorbé paraproteinu (pp) z lehkych fetézcd muize byt hladina v séru
niz8i nez je citlivost bézné pouzivanych metod. Prikaz paraproteinurie také
ukazuje na moznost souCasné nebo hrozici Bence — Jonesovy neuropatie.
Z dal$ich vysetteni je to RTG, CT a NMR kosti. 2

V diferencialni diagnostice je nutno vyloucit nékteré dalSi choroby prova-
zené tvorbou paraproteinu. OdliSeni inicialni faze MM proti MGUS (,monoclonal
gammopathy of undetermined significance®, monoklonalni gamapatie nejas-
ného vyznamu) resp. SMM (,smoldering myeloma“, ,doutnajici myelom*) je né-
kdy i pfes relativné pfesné stanovena kritéria obtizné a k zavéru vede az opa-
kované posouzeni laboratornich parametrd v ¢asovém odstupu. Dosud také
neni k dispozici zadna metoda, ktera by v pfipadé MGUS (SMM) jednoznaéné
predpovédéla progresi v maligni (resp. generalizované) onemocnéni, a proto i
zde je rozhoduijici klinické a laboratorni sledovani.

Mnohoc&etny myelom ma pres dobrou terapeutickou odpovéd v Uvodnich
fazich vétSinou progresivni pribéh, dosud udavany median preziti je asi 3 roky.
Zhruba 25 % pacientt leé€enych tzv. konvenéni terapii pfeziva 5 let, méné nez 5
% pak 10 let ®

? Spicka I, Klener P., Mnoho&etny myelom — klinické projevy , diagnostika, prognéza, 1é¢ba, 1. Interni klinika
LF UK a VFN, Praha, s. 1.
? Spicka L., Klener P., Mnoho&etny myelom — klinické projevy , diagnostika, prognéza, 1é¢ba, 1. Interni klinika
LF UK a VEN, Praha, s.2.
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V soucasnosti je nejrozsifenéjSim prognostickym kritériem klinické sta-

dium choroby podle Durie Salomona, ktera fadi mnohocetny myelom do tfech

stadii podle hladin paraproteinu (pp), lehkych fetézct (LC) v mo¢i, hladiny vap-

niku (Ca 2+) a hemoglobinu (Hb) v krvi (viz. tab. €. 1).

Tab.é.1*

klinické stadium

hladina pp (M IgG <50 g/l 50 —70 g/l >70 g/l
komponenty)
dle ELFO IgA <309/l 30 — 509/l >509/I
lehkeé Fetézce v moc€i| <4g/24h 4 —129/24h >129/24h
hladina Ca 2+ <3mmol/l <3mmol/l >3mmol/|
hemoglobin (Hb) >10g/I 8,5 —10g/l <8.5¢/|

K témto stadiim patfi subklasifikace ,A“ nebo ,B“, kterou uruje hladina

kreatininu. Hladina vy$Si nez 177 mmol/l (v originalni analyze 2 mg/l) ukazuje

Vv s

Tab. €. 2
subklasifikace A B
Kreatinin (mik-
<177 >177

romol/l)

* Durie B.G.M., Salmon S.E.: A clinical staging system for multiple> myeloma. Cancer, 36, 1975, s. 842-854.
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U pacientt s MGUS a SMM terapii nezahajujeme. Indikaci k I1éCbé je
vzestup pp, rozvoj komplikaci (osteolyza, rendlni insuficience z davodu Bence —
Jonesovy neuropatie, anémie, extramedularni tumor) a zfejmé pfitomnost né-
kterych negativnich prognostickych faktord.®

Ve vétsiné pfipadd dochazi k relapsu choroby s postupnou necitlivosti na
terapii, nejCastéjsi pfi€¢inou smrti je progrese onemocnéni, infekéni a krvacivé
stavy. Pfi rozvoji fady komplikaci v po¢atku, prabéhu i koneénych fazich nemoci
hraje ustfedni Ulohu paraprotein.

1.2. Lécba MM
Zakladem protinadorové lé¢by u mnohocetného myelomu je kombinace
cytostatik a kortikosteroidu, roste Uloha imunoterapie, uplatriuje se i radioterapie
a chirurgicka 1é¢ba. U pacientl v pocateénim stadiu mnohocetného myelomu
onemocnéni nejevi tendenci k progresi, v téchto pfipadech a u starSich paci-
entll se podani chemoterapie nedoporuéuje.®

Indikaci k 1é¢bé je vzestup hladiny Mlg, rozvoj komplikaci, osteolyza, re-
nalni insuficience, anémie a pfitomnost negativnich prognostickych faktoru.
Mezi dfive uvadéné patfi hodnoty Hb < 120, hladina monoklonélniho proteinu
lgG > 30g/l, IgA > 25 g/l a pocet plazmatickych bunék v kostni dfeni > 25 %
.Pokud je indikovano zahajeni chemoterapie, jeji povaha v sou¢asnosti zavisi
na véku, resp. celkovém stavu nemocného.’

PF monitorovani aktivity choroby a hodnoceni terapeutické odpoveédi
vychazime z parametru, které odrazeji hlavni projevy myelomu. Nejjednodussi
a relativné presné je vétSinou stanoveni hladiny M proteinu pomoci elektrofo-
rézy. Provadime je ( spolu se zakladnim biochemickym vySetfenim ) v zavislosti

na stavu pacienta, fazi choroby a délce trvani remise po jednom pozdéji po

5 Spiéka I. ,Klener P., c. d. s.3
6 Spi¢ka I, Mnohocetny myelom a dal$i monoklondlni gamapatie, Praha Galén 2005, 5.74 — 76
7 Spi¢ka I, Mnoho&etny myelom a daldi monoklonalni gamapatie, Praha Galén, .73
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dvou mésicich. RTG vySetfeni skeletu provadime pfi diagnéze, po ukonceni
l6by a dale jedenkrat roéné.®

V soucasné dobé se pouziva nékolik typt hodnoceni 1é¢ebné odpovédi.
V pfipadé konvenéni terapie jsou nej¢astéji pouzivana kritéria navrzena skupi-
nou CLMTF (Chronic Leukemia and Myeloma Task Force) v roce 1968 a 1973,
ve které se hodnoti odpovéd na léCbu podle kolisani hladin monoklonalniho
proteinu v séru 0 50% (vzestup ¢&i pokles).

V naSem hodnoceni vysledk(l vysokodavkované terapie pouzivame jed-
notna kritéria stanovena v roce 1998, vypracovana zastupci hlavnich trans-
plantaénich skupin ( EBMT, IBMTR, ABMTR ) a odbornikd zabyvajicich se
mnohocetnym myelomem. ( viz tabulka str 72). Podle charakteru a zavaznosti
onemocnéni indikujeme v podstaté dva typy |é&by popsané nize.®

Konvencni |é¢ba je indikovdna pouze u pacientl, u nichZz nelze (
z ddvodu véku ¢i sou€asnych zdvaznych onemocnéni ) pouzit transplantacni
metody. Zakladem je kombinace alkylaénich latek a kortikosteroidd,
v laboratornich podminkach byl prokazan jejich antiproliferativni efekt na myeli-
nové buriky.'’Podrobnou farmakoterapii zde nebudu popisovat, je popsana
v knize Mnohogetny Myelom od autora I. Spi¢ky a kol.

FACON, T., MENARD, JF., MICHAUX, JL., et al. Prognostics factors tumour mass asymptomatic myeloma.
Am J Hematol, 1995, 48, p. 71 - 75.

? Blade J., et al. Kriteria for evaluating disease response and progression in patients with multiple myeloma
treated by high dosetherapy and haemopoietic stem cell transplantation. Br J Haematol, 1998, 102, s.1115 —

19 S¢udla, V. Pokroky v 16¢b& mnoho&etného myelomu. Vnitt. Lék, 1997, 8, s. 529 — 536
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1.3. Vysokodavkova terapie s autologni transplantaci kmenovych bu-
nék ASCT ( Autologous Stem Cell Transplantation )

Vysokodavkovana terapie s autologni transplantaci krvetvornych bunék
je povazovana v souc€asnosti za standardni lé¢bu nemocnych s mnoho¢etnym
myelomem do 65 let véku, které maji klinické stadium Il nebo Ill. Vyuziva se
necisténych perifernich progenitorovych bunék PBPC, které se sbiraji po pred-
chozi mobilizaci chemoterapii. Jako mobilizaéni rezim se nejCastéji pouziva
kombinace chemoterapie CFA (cyklofosfamid) event kombinovana chemotera-
pie IVE (Ifosfamid Vepesid epirubicin) a podavani G — CSF (Granulocyte Co-
lony-Stimulating Factor). Porovnani vlivu téchto dvou mobiliza&nich rezimd CFA
a IVE na pocet perifernich kmenovych bunék je jednim z Ukolu na8i prace. Zda
se, Zze opakovana transplantace ma lepsi vysledky nez jednoducha, podle sou-
¢asnych nazorl vSak jen v nékterych skupinach pacientd. Pfes zlepSeni vy-
sledku celkového preziti, obzvliasté ve skupiné nemocnych bez rizikovych fak-
tord nelze povazovat transplantaci za kurativni vykon a ukazuje se nutna kom-
binace zejména s imunoterapii (pfedstavovanou autologni transplantaci a

adoptivni imunoterapii ) nebo s novou generaci protinadorovych lékg. "
1.4. Separace perifernich kmenovych bunék

Krvetvorné buriky nejsou pfitomné pouze ve dfeni, ale také v perifernim
krevnim obéhu. Tyto periferni kmenové buriky ( PBSCs — Periferal Blood Stem
Cells ) mohou byt separovany z periferni krve pomoci aferézniho systému
Spektra. Za normalnich okolnosti je pocet cirkulujicich PBSCs v periferni krvi
velmi maly, mnohem mensi nez v kostni dfeni. PFi potlaeni funkce kostni dfené
chorobou samotnou nebo chemoterapii a imunosupresi pocet PBSC vzrusta, je
mozno je separovat, zmrazit a pouzit pro naslednou autologni transplantaci

kmenovych bunék ASCT (Autologous Stem Cell Transplantation.)'?

' Spicka I, Mnoho&etny myelom a dal$i monoklondlni gamapatie, Praha Galén, s.78-79
' Petengel R., Morgenstern G., Wolp J., Periferal Blood progenitor cell transplantation in lymphoma and
leukaemia using a single apheresis, Blood, Volume 82 s.3770 - 3777
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Pro jesté vétsi narust hladiny PBSCs v obéhu se zacal pouzivat rustovy
faktor G — CSF ( Granulocyte Colony-Stimulating Faktor ). Je to v podstaté sti-
mulant nebo mobilizér, ktery pasobi efektivné na zmnozeni progenitorovych bu-
nék kostni dfené a jejich vyplaveni do periferni krve. Vysledky studiich zabyva-
jicich se G — CSF ukazuji na procentudlni narust CD 34 + bunék z 0,05 % pred
lé€bou na 1,5% po péti dnech mobilizace. Z jedné separace (aferézni proce-
dury) tak Ize ziskat 4,5 x 10° CD 34+ buné&k. B&Zna davka CD34+ bunék
vhodna pro transplantaci je cca 2-3x10° pro 70 kg osobu, coZ je néco kolem 2,5
— 5x10° /kg. Tudiz vyt&Zek jiz z jedné mobilizace a nasledné separace miize byt
vhodny pro autologni transplantaci kmenovych bunék.'

13 Stroncek D.E, Clay M.E., Smith J., Composition of periferal blood progenitor cell components collected from
healthy donors, Transfusion 1997, Volume 82 s.3770-3777
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2. SOUBOR PACIENTU A METODY

2.1. Soubor pacientu

Ve své studii jsem pozoroval hodnoty u 175 pacientll s mnohocetnym
myelomem ve v&ku 34 — 75 let. Udaje o nemocnych jsem ziskal z informagni
databdze myelomové skupiny . interni kliniky VFN (klinickad data jsou uvedena
v pfiloze.) V souboru nemocnych jsou 95 muzi a 80 Zeny. Zhlediska
pokrocilosti choroby bylo 118 nemocnych v klinickém stadiu lll, 50 ve stadiu Il a
7 v pocatec¢nim stadiu I. Dle subklasifikace, ktera pfi hladiné kreatininu nad 177
z celé skupiny 34 nemocnych v tomto stadiu, ve stadiu A potom 142.
Pro zpfehlednéni jsem nemocné podle stadia nemoci rozdélil do tabulky €. 3

Tab. ¢.3
Mnohocetny myelom (MM)
klinické stadium podle Durie Salmona subklasifikace
I Il M A B
7 51 118 142 34

Dale jsem nemocné rozdeélil podle typu Mlg ( monoklonalniho imunoglobu-
linu ) . NejpocCetné&jsi zastoupeni ma IgG kappa 76 nemocnych, nasleduje IgG
lambda 43, IgA kappa 22, IgA lambda 15, LC lambda 10 a LC kappa 8 nemoc-
nych. Viz .tab. ¢.4

Tab.¢. 4
Typ paraproteinu — M komponenta
lgG-L |IgG-K IgA — L IgA — K LC-L LC-K
43 76 15 22 10 8
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Dalsi kritérium stadia nemoci je hodnota ISS (,international staging sys-
tem®, mezinarodni stdZovaci systém). Vyhledavali jsme proto z biochemickych
vySetifeni hodnoty Alb (albuminu) a B2M (beta2mikroglobulinu) v séru. Vztah
hodnot k ISS je popsan v tabulce (tab. 5). Ve stadiu ISS | je 106 nemocnych
ISS 2 ma 39 a ISS 3 — 30 pacientu.

Tab.¢.5
Stadia MM definovana podle ISS
Hodnoty Albuminu v séru
Hodnoty B2M
) >3,5¢/dL <3,5¢g/dL
séru

<3,5 mg/L Stadium 1 Stadium 2

3,5mg/L - _ .
Stadium 2 Stadium 2

5,5mg/L

>5,5mg/L Stadium 3 Stadium 3

2.2. Metody

K separaci kmenovych bunék byl pouzit separator Spectra Apheresis
System COBE( aferézni systém COBE Spektra .) Tento pfistroj si bere plnou
krev od pacienta resp. darce, po pfidani antikoagulancia pumpuje krev skrze set
do centrifugy a separuje krev na jeji jednotlivé komponenty ( manual COBE ).

Krevni slozky ziskané od darcul jsou ur€eny pro transflze pacientim
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2.3. Vyvoj a zakladni principy aferézniho systému

Aferézni systém COBE Spekira (COBE spekira apheresis systém) je ur-
¢en k separaci a odbéru krevnich slozek jak od darct tak od pacientl. Sbér
PBSC se pouziva s pouzitim 2 jehel ( 1 jehla pro odbér 1 jehla pro navrat ) nebo
jednou jehlou pro odbér i navrat.

Cely systém tvofi soupravy prstence a hadic na jedno pouziti, které jsou
predem propojené ( set ) a samotny pfistroj pro aferézu. Spektra je automatizo-
vany separator krevnich bunék na bazi odstfedivky, ktery zabezpecuje funkce
nutné pro kontrolu a monitorovani extrakorporalnino obéhu béhem separacnich
procedur. Set je v podstaté souprava hadic se separacnim prstencem, ktery se
otaci v odstfedivce pristroje aby se krev rozdélila na jednotlivé slozky, dale ob-
sahuje hadice, jimiz protéka krev a nahradni roztoky." Ke zdokonalenf centrifu-
gacniho pfistroje do dnedni podoby vedla cesta od poloviny 20 stoleti, tento vy-
voj struéné popisi v nasledujicim odstavci.

Ve Ctyficatych letech minulého stoleti se srozvojem haemoterapie a

chirurgie zacala rozsahle pouzivat transflze plazmy a krevnich komponent.
S vyvojem frakcionizace plazmy a krevnich elementu bylo nutné pfijit na zplsob
nepretrzitého promyvani krve uvnitf bakteriologicky nepropustné uzaviené cent-
rifugy, bez omezeni pro objem zpracovavané krve.
Princip prvnich transfuzi byl prosty. Pacientovy byl odebran urcity objem krve,
separovaly se pozadované krevni elementy, zbytek krve mu byl vracen. Tento
postup se opakoval az do nasbirani potfebného mnozstvi krevnich komponent.
Tato metoda byla ¢asové narocna, téZkopadna a draha.

Prvni specialni intermitentni centrifugacni systém pro separaci vyvinul
Edwin Cohn ( profesor biochemie na harvardu ). Artur D. Little Corporation (
ADL ) v Cele s inZzenyrem Alanem Lathamem a hematologem Jamesem Tuli-
sem pozdéji pracovali na modifikaci tohoto separatoru puvodné uréeného pro
cisténi a deglycerinizaci zmrzlych Cervanych krvinek. Brzy podle téchto pand
vySel z firmy Abbott Laboratories Model 10, pfistroj s centrifugou pro separaci

' COBE Spektra Apheresis Systém Essentials Guide.
'> McCullough J., Introduction to apheresis donations including history and general principles. In: McLeod B,
Price T, Weinstein R, eds. Apheresis: Principles and practice, 2nd edn. Bethesda, MD: AABB Press 2003 29-48
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krve. Procedura provadéna timto pfistrojem byla nesikovna, centrifuga byla vy-
robena z nerez ocele a obsahovala mnoho €asti z nichz kazd4a z nich musela
byt sterilizovana mezi jednotlivymi pouzitimi. Pfistroj nebyl prakticky pro rutinni
praci a Sirokou miru pouziti. Firma Haemonetics brzy pfisla na trh s vice sofisti-
kovanym instrumentem, Model 30. Centrifuga¢ni systém byl vyroben z Lucitu a
pfizpusoben samotné centrifuze.

V Sedesatych letech se badatelé National Cancer Institute ( NCI ) spojili
s korporaci IBM aby vyvinuli zafizeni, které by separovalo krevni komponenty
krve za neprerusovaného toku in vivo a vracela plazmu a ¢ervené krvinky darci,
takzvana continuous — flow centrifugation. Ve spolupraci byl osobné zaintereso-
van IBM inzenyr, jehoz dité bylo 1é¢eno na NCI leukodepleci misto chemotera-
pie. Spole¢nym usilim vyvinuli zafizeni pro vykonnéjsi sbér leukocytd. Tak byl
vytvoFen prvni kontinudlni separéator krevnich bunék.'® Toto zafizeni poloZilo z&-
klady k pozdéjSimu dokonalejS§imu pfistroji COBE Spektra, ktery jsme pouZili
ke sbéru perifernich kmenovych bunék v nasi studii. Dale popiSi podrobnéiji

tento instrument.

16 McCullough J., Transfusion Medicine, Elzevir inc. Pensylvania, 2005 s.131 — 155
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2.4. Aferézni systém COBE Spektra

Jak je zminéno vySe, systém Spekira je uren k separaci a odbéru krev-

nich slozek. Sklada se ze tfi slozek: pfedniho panelu, kontrolniho panelu a

centrifugacni komory ( viz obr. 1).

Obr. ¢. 1
Retum Flow IV pole
Controller
(optional) )
Anticoagulant § fodtog Control panel
g~ |1 sz |
etector 00 o
‘ Control panel
Front panel f’ T — am
[ o @
L
& 5 /
oo U B
© %® o
T Centrifuge
cover
Centrifuge door
{access fo
B — centnfuge
_ chamber)
HHERH‘ |
—ﬁ‘_"‘—‘-\—\.

Pfedni panel umistény nad centrifugacni komorou obsahuje pumpy, z&-

klopky a sensory. ( obr. 2), které podrobnéji popisi nize
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Obr. ¢. 2

Front Panel

Anticoagulant (AC)
level detector Plasma/RBC  Collect’replace
valve

Return pressure
/ Sensor valve
Cartridge

clamp 1
|
Plasma/RBC Collect/replace

pump pump

Cartridge
clamp

Anticoagulant
AC) pump

Inlet pump

Waste divert
valve

Centrifuge
pressure
sensor

AGCESS

RBC/plasma

. - — line valve and
Inket air Retum air < | RBC detector
- |

detector detector

Collect
Retum line Packaging concentration
valve - e hook moenitor (CCM)

1t panel

Pumpy: Pristroj ma celkem 4 peristaltické pumpy s odnimatelnymi rotory

pro snadné Cisténi.

= Antikoagulagni pumpa si bere antikoagulant a pfivadi ho do vstupniho ve-
deni

»Vstupni pumpa pumpuje plnou krev obohacenou antikoagulanciem do
centrifugy.

= Plazma/RBC pumpa si bere plazmu z centrifugy do sbérného vaku nebo
k rekombinaci s krevnimi komponenty pro navrat pacientovy, podle druhu pro-
cedury.
Sbérna pumpa si nasava bunky z centrifugy do sbérného vaku.

Zaklopky ( chlopné ) a sensory : Pristroj ma celkem 5 chlopni. VSech
pét chlopni je v oteviené &i zaviené pozici aby umoznili zaloZzeni nebo naopak
vyndani jednorazového setu.

Dale obsahuje spektra systém ftfi tlakové sensory. Vstupni tlakovy sensor,

ktery monitoruje negativni tlak ( podtlak ) od pacientovy vstupni strany. Tento
sensor registruje nizky vstupni tlak.
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Centrifugacni tlakovy sensor, jenz méfi tlak za vstupni pumpou. Tento
sensor registruje vysoky tlak v centrifuze zplsobeny vzduchovou bublinou nebo
skFipnutim hadice.

Sensor tlaku navratu potom monitoruje positivni pretlak nad navratovou
vzduchovou komurkou. Je to hlida¢ vysokého tlaku v cesté navratu krve paci-
entovy.

Dale ma COBE Spekira systém dva optické detektory, jeden hlida hustotu
krevnich elementd ve sbérné hadici a druhy rozpoznava pfitomnost ¢ervenych
krvinek v setu a nasledné otevira chloperi pro navrat

Dale ma ultrazvukové detektory vzduchu, vstupni, navratovy a registrujici
vzduch v antikoagulancia.

Kontrolni panel s klavesnici a funkci ovladacich prvkd indikatory ani

alarmy zde nebudu popisovat, jsou k nahlédnuti v uzivatelském manualu.

Za zminku jesté urcité stoji, ze aferézni systém spektra je schopen prova-
dét celkem 14 procedur, podle nastaveni pfistroje do pozadovaného programu.
Muze to byt napf. vyména krevni plazmy, sbér Eervenych krvinek jejich vy-
ména, vychytani krevnich destiCek a dalSi procedury véetné sbéru perifernich
kmenovych bunék které byly sbirany a transplantovany pacientim z nasi studie.

Pfi rdznych druzich procedur hraje klicovou Glohu centrifugaéni komora
(viz obr. €. 3') se svymi Ctyfmi odliSnymi druhy pini¢u (fillers, z anglického fill —
plnit, (viz obr. €. 4).
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Obr. €. 3

; Centrifuge Upper collar
Uppﬁ;ll?ji?nng cover holder

Fluid leak
detector

Filler
Centrifuge arm
Fluid leak Fluid leak
detector detector
Lower bearing
holder (not shown} Gear shroud

el 4

Centrifiige door Centrifuge Strobe
loading port

Systém vykonava kazdou aferézni proceduru s pouzitim specifického
plnice, ktery je vyménny a instaluje se do centrifugaéni komory podle druhu

programu.
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3. VYSLEDKY

3.1.Vysledky separace PBSCs

Celkem méame k dispozici udaje o separaci u 159 nemocnych. U kaz-
dého z nich jsem hodnotil po€et dni separaci, druh mobilizace CFA nebo IVE a
jeji vliv na vytézek CD34+ bunék. Vysledky jsem zpracovaval statistickou meto-
dou pomoci Wilcoxonova testu.

Z celkového poctu bylo 118 nemocnych mobilizovanych &astéji pouziva-
nym cyklofosfamidem CFA a 41 nemocnych s kombinaci IVE jak je zndzornéno
v tabulce €. 6

Tab. €. 6
Case Processing Summary
Cases
Valid Missing Total
stimul. N Percent N Percent N Percent
CD34 CFA 118 100,0% 0],0% 118 100,0%
IVE 41 100,0% 0[,0% 41 100,0%

71 pacientll se separovalo pouze 1 den, 50 nemocnych 2 dny, 19 paci-
entd 3 dny, 13 nemocnych 4 dny a 6 potfebovalo 5 dni separace.

U celé skupiny bylo po stimulaci nasbirano celkem 2880,01 x 10° CD34+
bunék. To jest v priméru 17,67 x 10° bunék.

U 118 pacientl stimulovanych CFA bylo separovano v priméru 13,09
x10° CD34+ bunék. Median podtu perifernich kmenovych bunék byl 11,60. Ma-
ximum vytézku bylo 68,20 x 10° a minimum ¢&inilo 2,20 CD34+ bunék Pacienti
mobilizovani pomoci CFA byli separovani celkové 219 dni, coz je v praméru
1,86 dni na osobu.

U 41 nemocnych mobilizovanych IVE bylo separovano v praméru 27,62
x 10° CD34+ bunék. Median podtu perifernich bunék u této skupiny byl potom
26,26. Maximalni vytézek CD34+ bunék byl 93,00 x 10°, minimum bylo 5,40 x
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10°. Déale jsem po spoéitani dosel k vysledku, ze u IVE mobilizovannych paci-
entd se periferni kmenové buriky separovali celkem 67 dni, coz &ini v prdméru
1,63 dni na jednoho pacienta. Tyto a dal§i hodnoty hovofici o signifikantnich
rozdilech mezi témito dvéma metodami jsou zaznamenany ve vysledcich Wil-

coxonova testu, v tabulkach €. 7, av grafu €. 1, 2
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Tab. ¢. 7

Descriptives®

stimul. Statistic Std. Error

CD34 CFA Mean 14,266|,9091
95% Confidence Interval for ~ Lower Bound 12,466
Mean Upper Bound 16,067
5% Trimmed Mean 13,092
Median 11,600
Variance 97,514
Std. Deviation 9,8749
Minimum 2,2
Maximum 68,2
Range 66,0
Interquartile Range 8,9
Skewness 2,476(,223
Kurtosis 8,894(,442

IVE Mean 29,185 2,9703

95% Confidence Interval for Lower Bound 23,182
Mean Upper Bound 35,188
5% Trimmed Mean 27,623
Median 26,260
Variance 361,718
Std. Deviation 19,0189
Minimum 5,4
Maximum 93,0
Range 87,7
Interquartile Range 243
Skewness 1,319],369
Kurtosis 2,077|,724
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Graf ¢. 2
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Jak je feCeno vySe porovnaval jsem tyto dvé skupiny nemocnych proti
sobé& pomoci Welcoxnova testu. Ten prokazal statisticky vyznamny rozdil ve
vytéznosti perifernich kmenovych bunék mezi skupinou nemocnych stimulova-
nych CFA a druhou skupinou stimulovanych pomoci IVE. Statisticky se jevi IVE
jako vyhodnéjSi chemoterapeutikum pro zmnozeni CD34+ bunék nez CFA.
Vytézek CD34+ bunék u IVE mobilizovanych pacientl je v priméru o 14,53 x
10E6 CD34+ bunék vyssi nez u nemocnych mobilizovanych CFA. Tito pacienti
zaroven stravi separacni procedurou v prdméru o 0,23 dne méné. Jinymi slovy
¢ast nemocnych stravi na separatoru méné dni. Délka separace ma vliv na za-

tizeni pacienta a také je finanéné naro¢na.
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3.2. Vysledky transplantace celkem

Sledovali jsme odpovédi nemocnych po jednoduché a opakované trans-
plantaci kmenovych bunék ASCT.

Jak jiz bylo fe€eno v roce 1998 byla stanovena jednotna kritéria vypraco-
vana zastupci hlavnich transplantaénich skupin (EBMT, IBMTR, ABMTR) a od-
bornik( zabyvajicich se mnohocetnym myelomem. Téchto kritérii se drzime pfi
nasledujicim hodnoceni transplantaci, vysledky predkladame v podobé odpo-
védi na jednoduchou &i opakovanou transplantaci. Jednoduchou transplantaci
podstoupilo 167 pacientl s mnoho¢etnym myelomem. U 40ti z nich doslo ke
kompletni remisi (KR), 22 nemocnych dosahlo velmi dobré parcialni remise
(VGPR, ,very good partial remission), 96 z nich dosahlo parcialni remise (PR),
8 se dostalo do progrese (PG). U 7 pacientl doslo k nepfihojeni $tépu a na-
sledné smrti a u 6 zGstalo onemocnéni ve fazi tzv. stabilni nemoci (SD). Tyto
dvé posledni skupiny nemocnych s nepfihojenym Stépem a ve stabilni nemoci

jsem do statistiky srovnani jednotlivych typu autotransplantace nezapoditaval.
3.3. Vysledky jednoduché transplantace
Pro srovnani celkového preziti pacientl s mnoho&etnym myelomem jsme
pouzili Kaplan — Meierovu metodu. Nejdfive jsme hodnotili z nékolika hledisek

vetsi skupinu nemocnych po jednoduché transplantaci. Prvni tabulka nam roz-
délila nemocné do ¢tyfech skupin podle odpovédi na 1é¢bu. Viz tab €. 8
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Tab ¢. 8

Case Processing Summary

Censored
odp. Total N N of Events N Percent
KR 40 19 21 52,5%
PG 8 8 0{,0%
PR 96 43 53 55,2%
VGPR 23 8 15 65,2%
Overall 167 78 89 53,3%

Pro jednoduchost necham tabulky v puvodni podobé& a popiSi nazvy

sloupcl v textu. Total N je pocet osob ve skupiné. N of Events znamena pocet

udalosti, napf smrti. Censored je po€et nemocnych kolik jich bylo bez udalosti.

Z dal8i tabulky Ize vycist estimate, tedy pramérnou dobu resp. median do

udalosti v této skupiné s jednoduchou ASCT. Std. Error je stfedni chyba odhadu

priméru. Dale zde popisuje skupinu Konfidence interval, to je interval v kterém

s 95% pravdépodobnosti je odhadovany pramér. Viz tab. ¢.9

Tab.¢.9
Means and Medians for Survival Time
Mean? Median
95% Confidence Interval 95% Confidence Interval
Std. Lower Upper
odp. Estimate | Error Bound Upper Bound Estimate Std. Error Lower Bound Bound
KR 7,788 1,141 5,552 10,024 6,146/,463 5,239 7,054
PG 4,508] 1,730 1,118 7,898 2,062 1,708/,000 5,408
PR 5,661(,337 5,001 6,321 4,923],792 3,370 6,475
VGPR 7,161],976 5,247 9,074 6,768(,876 5,051 8,485
Overalll 7,177],568 6,064 8,291 5,634(,647 4,367 6,902
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Hledisko celkového preziti skupiny nemocnych po jednoduché transplantaci je

zfejmé z grafu €. 3.
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Dale mame skupinu transplantovanych zhodnocenou z hlediska PFS (
progression free survival ), coz je interval od zacatku |éCby do progrese nebo

amrti. Viz graf €. 4
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3.3. Opakovana transplantace
DalSi skupinou, kterou jsme hodnotili podle Kaplan meierova testu nam
byli nemocni s opakovano transplantaci perifernich kmenovych bunék.
Vysledky hodnocené stejnou metodou jako u pfedchozi skupiny vySli ve stejné
formé. Predkladam zde tedy vysledky v podobé tabulek a grafl ze kterych je

zfejmé hodnoceni odpovédi viz tab. €. 10,11.
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Tab. €. 10

Case Processing Summary

Censored

odpoved Total N N of Events N Percent

KR 27 12 15 55,6%

PG 2 1 1 50,0%

PR 40 23 17 42,5%

VGPR 8 5 3 37,5%

Overall 77 41 36 46,8%

Tab. €. 11
Means and Medians for Survival Time
Mean?® Median
95% Confidence Inter-
95% Confidence Interval val
Upper Lower Upper
Odpoved Estimate | Std. Error | | gwer Bound | Bound Estimate Std. Error Bound Bound
KR 7,532],730 6,100 8,963 6,615(,633 5,375 7,855
PG 3,502(,000 3,502 3,502 3,502
PR 5,641(,535 4,593 6,689 4,7041,445 3,831 5,576
VGPR 5,983/,903 4,214 7,752 6,768 1,290 4,240 9,296
Overall 6,347|,426 5,513 7,181 5,971|,797 4,409 7,533
Opakovanou transplantaci podstoupilo 77 pacientd s mnohocetnym
myelomem. U 27 pacientd doSlo ke kompletni remisi, 40 z nich doséhlo

parcialni remise, 8 velmi dobré parcialni odpovédi, 2 se dostali do progrese.

Vysledky transplantovanych z hlediska celkového preziti jsou Citelné z grafu ¢.

5. PFS tedy interval od zacatku Ié¢by do progrese nebo umrti je znazornén na

grafu ¢. 6
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3.3. Vysledky ASCT Overall Survival OS, korelace jednoducha kontra opa-
kovana ASCT.

Obé dvé skupiny nemocnych, hlavné jejich odpovédi na jednoduchou a
opakovanou autologni transplantaci kostni dfené jsme hodnotili proti sobé tak-
téz statistickou metodou podle kaplan Meierova odhadu. Kaplan Meieruv odhad
neprokazal vyznamny rozdil mezi jednoduchou ¢i opakovanou ASCT z hlediska
celkového preziti. Jen u pacientd po jednoduché transplantaci je statisticka ten-
dence k vyznamné rizné doby celkového preZiti mezi pacienty v kompletni re-

misi a v progresi (p =0,7)
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4. DISKUZE

Vysokodavkovana terapie s autologni transplantaci krvetvornych bunék je
povazovana v soucasnosti za standardni Ié¢bu nemocnych s mnohocetnym
myelomem do 65 let véku. S rozvojem autolognich transplantaci krvetvornych
bunék v osmdesatych a zejména v devadesatych letech dvacatého stoleti se
indikace mnohocetného myelomu stala druhou nej¢asté;jsi.

Aby se mohli transplantovat kmenové bunky periferni krve je pfirozené
dulezity jejich sbér tzv. separace téchto bunék z periferni krve. Za normalnich
okolnosti je pocet cirkulujicich PBSCs v periferni krvi velmi maly, mnohem
mensi nez v kostni dfeni. Pfi potlaeni funkce kostni dfené chorobou samotnou
nebo chemoterapii a imunosupresi poc¢et PBSC vzrista, je mozno je separovat,
zmrazit a pouzit pro naslednou autologni transplantaci kmenovych bunék
ASCT.

V nasi studii jsme sledovali 159 nemocnych u nichZ se separovali periferni
kmenové bunky stimulované dvéma rliznymi metodami. U jedné skupiny se pro
stimulaci PBSC pouzil G — CSF ( stimulujici rdstovy faktor ) v kombinaci
s cyklofosfamidem , u druhé skupiny byl pouzit G — CSF v kombinaci s IVE (
ifosfamid, vepesid, epirubicin )

Pilifem mé prace bylo porovnat tyto dvé metody stimulace z hlediska vlivu
na vzrast poc¢tu kmenovych bunék reprezentovanych poctem CD34+ bunék a
také Casové narocnosti separacni procedury. Porovnani probéhlo na pacien-
tech se stejnou diagnézou mnohoc¢etného myelomu. VedlejSim vysledkem bylo
vedle separaci srovnani nasledné jednoduché nebo opakované transplantace
téchto vytézenych bunék. Porovnani téchto dvou metod jesté nebylo nikym pu-
blikovano a to byl ¢aste¢né duvod pro€ jsem si toto téma vybral.

Dosli jsme k zajimavym vysledkdm. Statisticky se totiz jevi IVE jako vy-
hodnéjSi chemoterapeutikum pro zmnozeni CD34+ bunék nez CFA. Vytézek
CD34+ bunék u IVE mobilizovanych pacientll je vpriméru o 14,53 x 10°
CD34+ bunék vyssi nez u nemocnych mobilizovanych CFA. Tito pacienti zaro-
ven stravi separacni procedurou méné ¢asu, konkrétné v praméru o 1,84 ho-

diny méné, Cili u nékterych o den &i vice kratSi dobu separace. Coz, jak je po-
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psano vyse, znamena mensi zatéz pro pacienta a mensi financni zatizeni pro
zdravotnictvi.

Tyto vS8echny zavéry at uz statistické nebo jiné mé vedou k moznému
doporuceni upfednostnéni pouzivani IVE jako stimulacni latky pfed CFA. Ve
dvou dulezitych kritériich vysla IVE jako rezim, ktery namnoZi vétSi pocet peri-
fernich kmenovych bunék nez CFA a dokaze to za kratsi dobu nez CFA. Nevy-
hodou je vSak o den delSi doba hospitalizace k podani této terapie, o néco vyssi
cena a mozna i zatéz nemocnych. Na podrobnou analyzu ekonomické naroc-
nosti obou postupu ma prace zamérena nebyla.

V dalsi ¢asti jsme porovnali efekt jednoduché a opakované ASCT. Ve
shodé s vysledky dalSich autort nebyl v rdmci celé skupiny zaznamenan vy-
znamny rozdil. Ten se zfejmé prokazuje jen pro ty pacienty, ktefi nevykazuji po
jednoduché transplantaci dostatecny efekt. Také dalSi sub-analyza vysledk
nebyla zadanim mé prace a bude provedena nasledné.
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5. ZAVER

Ve své praci jsem sledoval vysledky raznych hodnot u 159 pacientu
s mnohocetnym myelomem. Podstatnou ¢ast prace mé zabralo vyhledavani vy-
sledkl u téchto pacientd. U kazdého nemocného jsem musel vyhledat témér
dvacet udaji jako jsou datum diagndzy, odpovédi na lIéCbu nebo biochemické
hodnoty v séru. Hodnoceni vysledkl uz nebylo tak pracné, avSak ukazalo se, Ze
v pfipadé naseho hlavniho cile, srovnani CFA a IVE bylo dosti pfinosné.

Prace prokazala, ze mobilizace pomoci IVE se jevi jako vyhodnéjSi postup
pro zmnozeni CD34+ bunék nez CFA. VytéZek CD34+ bunék u IVE mobilizova-
nych pacientl je vy$8i nez u nemocnych mobilizovanych CFA. Tito pacienti zaro-
ven stravi separacéni procedurou signifikantné méné ¢asu. Dale prace prokazala,
Ze mezi jednoduchou a opakovanou transplantaci u pacientll s mnohocetnym

myelomem neni signifikantni rozdil.
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PRILOHA

klinicka data. Vyhledani téchto dat bylo pro mne polozeni zakladniho kamene pro moji
diplomovou préci. Pro pfedstavu jsem zdrojovy soubor téchto dat z kterych jsem
vychazel zadlenil do pfilohy (viz pfiloha). Kvuli citlivosti idaju jsem vymazal pfijmeni.
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