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Souhrn

Je dokumentovan pripad uspésné mobilizace a odbéru perifernich krvetvornych bunék (PBSC) u 52leté pacientky
1é¢ené nejprve imatinibem a nasledné nilotinibem pro chronickou myeloidni leukemii diagnostikovanou v roce 2002
se stiednim prognostickym rizikem dle Sokala a Hasforda. Po selhani 1écby s interferonem alfa a imatinibem bylo
dosazZeno kompletni cytogenetické remise po Sesti mésicich a prvni kompletni molekularni remise po Sestnacti mési-
cich 1€cby s nilotinibem. Za vyuZiti stimulace filgrastimem v davce 10 pg/kg/den byla v den +4 provedena jedna leu-
kocytaferéza se ziskem produktu autologniho Stépu s obsahem 2,98 x 106/kg CD34+ bunék. Stép byl kryoprezervo-
van a vySetien: RT-PCR prokazala BCR-ABL pozitivitu (BCR-ABL/ABL pomér 0,0017 dle RQ-PCR), analyza FISH
byla negativni. Podle nasich védomosti je toto prvni pripad dokumentovaného odbéru PBSC u pacienta léceného ima-
tinibem a nasledné nilotinibem.
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Summary
Vokurka S., Lysak D. Karas M., Koza V., Dvorak P., Hrabétova M., Jindra P., Vozobulova V.: Uspésny odbér peri-
fernich krvetvornych bunék u pacientky s chronickou myeloidni leukemii lé¢enou nilotinibem. Kazuistika

Here we report a case of successful mobilization and harvest of peripheral hematopoietic stem cells in imatinib pre-
treated and nilotinib treated 52-years old woman, who was diagnosed with chronic myeloid leukemia, Sokal and Has-
ford intermediate risk group, in 2002. She failed interferon-alfa and imatinib treatment and achieved first complete
molecular remission after 16 months of nilotinib treatment. The patient was mobilized with filgrastim at the dose of
10 pg/kg/day. On the day +4, single leukapheresis was performed and autologous graft containing 2,9 x 106/kg CD34+
cell was harvested. The apheresis product was cryopreserved and analyzed: the RT-PCR analysis revealed BCR-ABL
positivity (BCR-ABL/ABL ratio 0,0017 in RQ-PCR), the FISH analysis was negative. To our knowledge, this is the
first report of successful PBSC harvest in a patient significantly pretreated with imatinib and nilotinib.
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Uvod

Vétsina pacientd v chronické fazi chronické myelo-
idni leukemie 1é¢ené imatinibem dosdhne dlouhodobé
1écebné odpovedi (Sest let celkové preziti 88 %) s dob-
rou kvalitou Zivota (1). Alogenni transplantace krve-
tvornych bunék jiZ neni povaZovéna za prvni linii 1é¢-
by a od roku 1999 lze pozorovat setrvaly a vyznamny
pokles poctu té€chto transplantaci registrovanych v rdm-
ci Evropské spolecnosti pro transplantace kostni dfené
(EBMT, Group for Blood and Marrow Transplantation)
(2). Autologni transplantace krvetvornych bunék mize
pomoci zbrzdit progresi nemoci, poskytnout prodlouZe-
ni preZziti u nékterych pacientli, miiZe pomoci navodit
opétovnou citlivost na 1é¢bu imatinibem (3) nebo md-
Ze nejspise prispét i k udrzeni dlouhodobé velké mole-
kularni remise po predchozi 1é¢bé dasatinibem (12). Ne-
jednd se vSak o standardn& doporucovany nebo obecné
zavedeny postup (3, 4). Pocet realizovanych autolog-
nich transplantaci je proto naprosto minimaln{ a pouze
Sest piipadl bylo reportovano do EBMT v roce 2007

(5). Soucasné vsak klinické studie a zkuSenosti proka-
zuji proveditelnost odbéri perifernich krvetvornych bu-
nék (PBSC) u pacientti s dosaZzenou kompletni cytoge-
netickou remisi (CCyR) pri 1é¢bé imatinibem (6, 7).
V piipadé pacientt 1éCenych nilotinibem vSak nejsou
poznatky o moznosti odbéru PBSC prakticky Zadné.

Nilotinib (Tasigna® - Novartis) je predstavitelem
druhé fady inhibitort tyrosin-kindz s aktivitou proti
ABL, ARG, KIT a PDGFR (platelet-derived growth fac-
tor receptor). Je 10x az 50x ucinnéjsi nezZ imatinib ve
smyslu inhibice proliferace a autofosforylace BCR-
ABL bunécnych linif a vétSiny BCR-ABL mutacfi s vy-
jimkou T315I (8). Hlavni efekt nilotinibu je predev§im
antiproliferacni. U primitivnich CD34+ buné¢k CML
apoptézu nenavozuje, u vice zralej$ich forem vsak ano
(9). U pacientl v chronické fazi, ktefi jsou rezistentni
nebo netoleruji imatinib, dosahuje nilotinib 44 %
CCyR, které jsou dlouhodobé a s odhadovanym celko-
vym prezitim dvou let u 88 % pacientt (10).

Zde dokumentujeme piipad tspésné mobilizace a od-
béru PBSC u 52leté pacientky s CML aktudlné 1é¢enou
nilotinibem.
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Metodika

Popis individudlniho piipadu. Transkripty BCR-ABL
byly analyzovany ve vzorcich kostni dfené¢ metodikou
end-point nested real-time PCR (RT-PCR) s minimaln{
citlivosti 1 : 100 0000 podle standardizovaného postupu
podle Dongen et al. (11) a ddle metodikou real-time quan-
titative PCR (RQ-PCR) s minimadlni citlivosti 1 : 100 000
s vyuzitim FusionQuantR Kit (Ipsogen, France). Fluores-
cence in situ hybridization (FISH) analyza byla realizo-
vana s vyuzitim Vysis LSI BCR/ABL ES Dual Color
Translocation Probe Set (Abbott Molecular Inc., USA)
s citlivosti 1 : 200. Kompletni molekuldrni remise
(CMoR) byla definovana jako stav nedetekovatelnych
BCR-ABL transkriptt pomoci RT a RQ-PCR s vyse uve-
denymi citlivostmi. Velkd molekuldrni odpovéd byla de-
finovdna jako stav = 3 log redukce hladin BCR-ABL tran-
skriptu.

Popis pripadu

U 52leté pacientky byla v roce 2002 diagnostikovana
Philadelphia-chromosome pozitivni a BCR-ABL (b2a2)
fuzni gen pozitivni CML v chronické fazi se strednim pro-
gnostickym rizikem podle Sokala (index 1,13) i Hasfor-
da (index 881,7). Vstupni vySetfeni mutace BCR-ABL ne-
bylo provedeno. Pacientka neméla vhodného darce krve-
tvornych bunék v rodin€ a vyhledavani darce v registrech
nebylo realizovano pro odmitavy postoj z jeji strany. Z du-
vodu rezistence na ivodni 1é¢bu s interferonem-alfa by-
la u pacientky po ptl roce v 7/2002 zahdjena 1é¢ba ima-
tinibem 400 mg denné. Po dvaceti mésicich bylo dosa-
Zeno 1. CCyR, bez dosazen{ velké molekuldrni odpové-
di dle RT-PCR a RQ-PCR analyz. O dva roky pozdéji
v 3/2006 doslo k cytogenetickému relapsu a davka ima-
tinibu byla navysSena na 600 mg/den. VySetfeni na ptitom-
nost mutace BCR-ABL nebylo provedeno. Pro dalsi pro-
gresi nemoci s narstem 30 % BCR-ABL pozitivity pod-
le FISH analyzy bylo v 12/2006 zahéjeno podavani nilo-
tinibu 400 mg dvakrat denné v rdmci protokolu studie
ENACT (Novartis Pharmaceuticals). Za Sest mésict by-
la dosazena 2. CCyR a velkd molekuldrni odpovéd. Za
Sestndct mésict 1éCby v 4/2008 bylo dosazeno vibec prv-
ni kompletni molekuldrni remise (CMoR). V 3/2009 pri
naddle trvajici CMoR vyjadrila pacientka souhlas s na-
vrhem pokusu o odbér perifernich krvetvornych bunék.
Davodem pro pokus o odbér perifernich krvetvornych bu-
nék byla jednak snaha ovéfit mobilizovatelnost pii lécbé
s nilotinibem a jednak mit do budoucna mozZnost prove-
denf autologni transplantace jako zalohu v pripadé selha-
ni a vyCerpéni potencidlu inhibitort tyrozinkindz. Paci-
entka opét vyjadrila negativni postoj k alogenni transplan-
taci krvetvornych bunék a nebylo tedy ani iniciovdno vy-
hledavani potencidlniho darce v registrech.

Mobilizace krvetvornych bunék byla zajisténa aplika-
cf filgrastimu (G-CSF, Neupogen®,Amgen) v jedné den-
ni davce 10 pg/kg/den podkozné po dobu Ctyf dni. Hod-
noty leukocytli, hemoglobinu a trombocytt vstupné

a v dobé aferézy byly: 7,0 a 44,3 x 1091, 140 a 134 g/1,
296 a 320 x 10%1. Hodnoty poctu CD34+ bunék v peri-
ferni krvi po ¢tyfech dnech podavani filgrastimu a v den
vlastniho odbéru byly 62,0 bunék/ul (Coulter XL prito-
kovy cytometr). Leukocytaferéza byla realizovana jedno-
razové Ctvrty dne mobilizace na bunééném separatoru
COBE Spectra (Caridian BCT, USA) cestou dialyzacni
kanyly zavedené do femordln{ Zily. V prab&hu mobiliza-
ce a v den odbéru nebyla lécba s nilotinibem pferusena.
Ziskany autologni $tép krvetvornych bunék obsahoval
2,98 x 106/kg CD34+ bunék a byl standardné kryoprezer-
vovan. Vysetfeni RT-PCR prokazalo BCR-ABL pozitivi-
tu S$tépu (pomér BCR-ABL/ABL 0,001 dle RQ-PCR).
Analyza FISH metodikou byla negativni. Mobilizace
a odbér doprovazely jen mirné komplikace: zvySena té-
lesné teplota do 37,5 °C, mirné muskuloskeletdlni boles-
ti, bolest hlavy a lehka citrdtova toxicita s paresteziemi.
V 12/2009 zistava pacientka ddle na 1é¢bé nilotinibem
(37 mésict), v pivodni CMoR a s dobrou kvalitou Zivo-
ta témér 8 let od stanoveni diagndzy.

Diskuse

Podle ndm dostupnych informaci je toto prvni sdéleni
v Ceské republice a nejspise té celosvétové, které pojed-
nava o uspésném odbéru PBSC u pacienta predléceného
imatinibem a aktudlné 1é¢eného nilotinibem. Samotny od-
bér je proveditelny s mirnymi a ocekdvanymi obtiZemi na
strané pacienta. S ohledem na zpGsob G¢inku nilotinibu,
ktery byl popsany vyse, a zvySenou koncentraci CD34+ bu-
nék v autolognim $té€pu, neni pritomnost BCR-ABL pozi-
tivnich bunék neocekavanym prekvapenim ani v piipadé
pacientdl v kompletni molekuldrni remisi nemoci. Ve sku-
piné pacientil 1é¢enych imatinibem zastihl Bhatia et al. (7)
pouze 8 % PCR negativnich §tépti ze 134 vySetienych.

Délku trvani 1é¢ebné odpovédi nelze u nasi pacientky
do budoucna presnéji odhadnout a pfipadnd 1é¢ebnd stra-
tegie se bude odvijet od aktudlnich okolnosti - pozvolna
ztrdta odpovédi versus rychlé progrese s transformaci do
blastické faze - kdy jisté bude nutné doplnit vysetfeni mu-
tace BCR-ABL, zvaZovat dalsi 1é¢ebny postup vcetné vy-
uziti dasatinibu, realizace autologni transplantace krve-
tvornych bunék a opakovaného pouceni pacientky o vy-
znamu transplantace alogenni.

Domnivdme se, Ze s ohledem na proveditelnost odbé-
rG PBSC u pacientt Ié¢enych inhibitory tyrozinkindz a pro
mozny prinos autologni transplantace krvetvornych bu-
nék v 1é¢bé CML (popisovany v dvodu priace) by mély
byt odbéry PBSC individudlné zvaZovéany u pacientd, kte-
i by v pripadé selhani a vycerpani moznosti lécby s in-
hibitory tyrozinkindz méli indikaci k provedeni alogenni
transplantace krvetvornych bunék, kteii ale takovy postup
z osobnich diivodli odmitaji nebo nemaji z hlediska HLA
problematiky redlnou Sanci na nalezeni vhodného dérce.

Podékovani: Prdce byla cdstecné podpoiena v rdmci
grantu Ministerstva zdravotnictvi CR (IGA NR/ 9268-3).
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