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Uvodnik/Leading article

40 LET KLINICNE HEMATOLOGIJE V LJUBLJANI

Razvoj laboratorijskih preiskav in zahtevnejsi nacini zdravljenja
bolezni krvi in krvotvornih organov v svetu in pri nas so zahtevali
specializacijo tako delavecev v laboratoriju kot zdravnikov interni-
stov in tako omogocili nastanek klinicne hematologije.
Ustanovitev koagulacijskega laboratorija, uvedba citoloSkega pre-
gleda kostnega mozga in zacetek zdravljenja hemoblastoz s cito-
statiki so bili temelji za zacetek klini¢ne hematologije v Ljubljani
pred 40 leti.

Ustanovitev Hematoloske in transfuzioloske sekcije Slovenije leta
1964 je doprinesla k hitrejSemu razvoju in povezanosti klini¢ne
hematologije v Sloveniji.

Ustanovitev Hematoloske sluzbe na Interni kliniki leta 1966 je ob
vse bolj zapletenih nacinih ugotavljanja in zdravljenja malignih
hemoblastoz omogocila ustreznejo in ucinkovitejSo obravnavo
bolnikov.

Po preimenovanju HematoloSke sluzbe v Hematolo$ko kliniko
leta 1978 zasledimo usmeritve znotraj klinike, ki jo sestavljajo
enota za anemije, enota za hemoblastoze, enota za hemostazo,
hematoloska ordinacija ter asepti¢na ordinacija in specializirani
hematoloski laboratoriji. Slednji so imeli sprva laboratorij za he-
mostazo za osnovne in specialne preiskave s tega podrocja ter
citolodki laboratorij. Nekaj let kasneje je nastal imunologki labora-
torij, kjer izvajamo imunoloske preiskave za opredelitev levke-
micnih in limfomskih celic ter oceno imunskega odziva. Leta 1997
pa je nastal molekularno geneti¢ni laboratorij. V specializiranih
hematoloskih laboratorijih danes izvajamo preiskave za celoten
Klini¢ni center, nekatere pa za vso Slovenijo.

Za strokovni razvoj posamezne enote je zadolZen zdravnik, ki se
s tem podrocjem ukvarja ter specialist medicinske biokemije, ke-
mik oziroma biolog, ki zagotavljajo skupaj z laboratorijskimi teh-
niki uvajanje ter kvalitetno izvajanje preiskav, kar potrjujejo pri-
dobljeni atesti mednarodne kontrole kvalitete za laboratorije (IN-
STAND),

Ob koncu 60. let smo uvedli citokemi¢na barvanja predvsem za
opredelitev akutnih levkemij. V drugi polovici 70. let smo sledili
razvoju imunoloskih metod v svetu in uvedli sprva dolo¢anje
podvrst limfocitov, nato pa levkemicnih in limfomskih celic s
pomodjo membranskih oznacevalcev in preto¢nega citometra, ki
je postala ena od najpomembnejsih preiskav specializiranega
imunoloskega laboratorija. Ob koncu 70. let smo zaceli s kultivi-
ranjem mati¢nih celic v poltrdem agarju za ugotavljanje prizade-
tosti usmerjenih krvotvornih mati¢nih celic. Poleg tega smo
neprestano izpopoljnjevali in uvajali nove laboratorijske preiska-
ve s podrocja hemostaze za potrebe celotnega Klini¢nega centra,
ki jim Ze od zacetka 70. let dodamo strokovno mnenje hemato-
loga.

Letos smo uspeli uvesti molekularno geneti¢ne preiskave, ki jih
uporabljamo za ugotavljanje klona pri kroni¢ni mieloi¢ni levkemi-
ji in preostale levkemije po zdravljenju s citostatiki (minimal resi-
dual disease). Predvsem slednje nam omogodca natanéno oceniti
uspeh zdravljenja in izbrati za presaditev krvotvornih mati¢nih
celic tiste bolnike v klini¢ni remisiji levkemije, ki imajo v kostnem
mozgu Se levkemicni klon celic.

V asepti¢ni ordinaciji izvajamo posege, kot so punkcije in biopsije
organov, uvajanje osrednjih venskih katetrov ter redno nego in
nadzor bolnikov z osrednjimi venskimi katetri.

Vse intenzivnejse citostati¢no zdravljenje, ki Se poveca nevtrope-
nijo in pomanjkljivo imunsko odzivnost pri bolnikih z akutno
levkemi imi limfomi visoke stopnje malignosti, nas je
u 70. let k preureditvi nekaj navadnih bol-

niskih sob v «asepti¢ne«. Z osamitvijo bolnikov in posebnim nadi-
nom nege smo izboljsali uspehe zdravljenja.

Dolgoletne izku3nje pri zdravljenju bolnikov s hudo nevtropenijo
in pomanjkljivo imunsko odzivnostjo so nam leta 1989 v kratkem
¢asu omogodile alogeni¢no in avtologno presajanje krvotvornih
mati¢nih celic, ki je najzahtevnejsi nacin zdravljenja v klini¢ni
hematologiji.

Poleg presajanja krvotvornih mati¢nih celic pri otrocih in odraslih
bolnikih s krvnimi boleznimi, smo leta 1997 skupaj s kolegi iz
Onkoloskega instituta zaceli zdravljenje z zelo velikimi odmerki
citostatikov in avtologno presaditvijo perifernih krvotvornih ma-
ti¢nih celic pri bolnicah s karcinomom dojke.

Od leta 1991 smo ¢lani evropske skupine za presaditev kostnega
mozga (EBMT).

V zadnjih letih smo so¢asno, kot v razvitih drzavah zahoda uvedli
nekaj novih nac¢inov zdravljenja, ki so znatno spremenili napoved
poteka bolezni.

Po uvedbi interferona alfa za zdravljenje dlakastoceli¢ne levkemi-
je pred Stirinajstimi leti, ki je znatno izboljsal potek bolezni, smo to
zdravilo leta 1996 zaceli redno uporabljati za prvo zdravljenje
bolnikov s kroni¢nimi mieloproliferativnimi boleznimi. Pri kronic-
ni mieloi¢ni levkemiji je danes interferon alfa prvi nacin zdravlje-
nja, saj dosezemo najdalj$a preZzivetja bolnikov, ob tem pa je tudi
najbolj priporodjiv nacin zdravljenja pred presaditvijo kostnega
mozga.

Novo zdravilo kladribin, ki ga zadnje dve leti uporabljamo kot
prvo zdravilo za dlakasto celi¢no levkemijo, je Se izboljsalo napo-
ved poteka bolezni. Dolge remisije bolezni po zdravljenju napo-
vedujejo celo moZnost popolne ozdravitve.

Fludarabin je danes najucinkovitejSe zdravilo za zdravljenje na-
predovale kroni¢ne limfocitne levkemije, predvsem pa za prvo
intenzivno zdravljenje bolnikov, ki so kandidati za presaditev kr-
votvornih matiénih celic.

Vse pogosteje uporabljamo rekombinantna dejavnika za pospeSitev
delitve in dozorevanja usmerjenih mati¢nih celic granulocitne (G-
CSF) in monocitne-makrofagne (GM-CSF) vrste, ki skrajSata ob-
dobje hude nevtropenije po zdravljenju s citostatiki in po presadi-
tvi kostnega mozga. Njihovo vedjo rabo omejuje predvsem velika
cena zdravila.

Rekombinantni aktivirani faktor VII se je izkazal kot najbolj ucin-
kovit na¢in zdravljenja krvavitev pri bolnikih s hemofilijo in inhi-
bitorji za faktor VIII

Zaradi potrebe po redni timski obravnavi bolnika imamo Ze od
zacetka 80. let redne sestanke s specialisti-rentgenologi iz skelet-
ne in plju¢ne diagnostike. Po izpopolnitvi tehni¢ne opreme pa
imamo od leta 1991 redne tedenske citoloSko-histoloske seminar-
je. Redno sodelujemo s kliniénim mikrobiologom, od leta 1993 pa
z onkologom-radioterapevtom.

Pri vsakodnevni obravnavi bolnikov sodelujemo s specialisti Za-
voda za transfuzijo krvi, Centra za tipizacijo tkiv, OnkoloSkega
instituta, In3tituta za mikrobiologijo, Klini¢nega oddelka za inten-
zivno interno medicino, Centra za internisticno prvo pomo¢ Od-
delka za citogenetiko In3tituta za varovanje zdravija in In3tituta za
patologijo ter drugimi specialisti.

Prostorska stiska na bolniskem oddelku nas je leta 1990 spodbudi-
la, da smo uvedli dnevno bolnisnico.

Zahtevnejsa ambulantna obravnava bolnikov po presajanju krvo-
tvornih mati¢nih celic je po letu 1991 zahtevala zacetek dela
ambulante za te bolnike. Skupaj s Centrom za hemofilijo smo
uvedli dispanzerski nacin obravnave z ambulantnim zdravlje-
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njem bolnikov s hemofilijo ter jih naucili samostojnega zdravlje-
nja na domu.

Potreba po naro¢anju in spremljanju bolnikov v ordinaciji in bol-
niskem oddelku je leta 1990 spodbudila uvedbo Registra bolnikov
z boleznimi krvi in krvotvornih organov in spremljanje z racunal-
niSkim programom Hipokrat.

Kot vse specialisticne dejavnosti imamo Ze vrsto let organizirano
konziliarno dejavnost za potrebe Klini¢nega centra, v zadnjih letih
pa tudi konzultantsko dejavnost, ki je na voljo bolnikom z bole-
znijo krvi in krvotvornih organov in zdravnikom po Sloveniiji.
Vsa leta so specializirani laboratoriji HematoloSke klinike omogo-
Cali raziskovalno dejavnost, izvajanje magistrskih in doktorskih
del tako raziskovalcem Hematoloske klinike kot tudi drugim v
Klini¢nem centru, kar potrjujejo Stevilne publikacije v domaci in
tuji literaturi.

Dolgoletne klini¢ne in pedagoske izkusnje smo vgradili v u¢beni-
ke Klini¢na hematologija, hrvaski u¢benik klini¢ne hematologije,
u¢benik Hematologija za laboratorijske tehnike, skupaj z drugimi
avtorji v ucbenik Interna medicina ter nazadnje v Pravopis medi-
cinskih izrazov.

Izkusnje pri diagnostiki in zdravljenju smo izmenjevali na strokov-
nih sestankih v okviru Hematoloske sekcije, kongresih in simpo-
zijih ter tesno sodelovali z drugimi centri, ki zdravijo bolezni krvi
in krvotvornih organov, predvsem z Royal Free Hospital v Londo-
nu in Centrom za trasplantaciju koStane srzi v Zagrebu. Aktivno
smo sodelovali pri nastanku prvega skupnega Jugoslovanskega
protokola za zdravljenje akutnih levkemij.

Leta 1976 smo organizirali VI. Hematolodke dneve v PortoroZzu,
leta 1986 pa V. Kongres hematologov in transfuziologov Jugosla-
vije z mednarodno udelezbo v Mariboru.

Ne nazadnje Ze vsa leta predavamo interno medicino in hemato-
logijo na Medicinski fakulteti v Ljubljani, Visoki 50li za zdravstvo v

Ljubljani, na Fakulteti za farmacijo, Tav¢arjevih dnevih, podiplom-
skem izobraZevanju iz transfuziologije, hospitalne higiene in splosne
medicine ter izvajamo pedagosko delo pri medicinskih sestrah,
laboratorijskih tehnikih, Studentih stomatologije in medicine, spe-
cializantih interne medicine, stomatologije, medicinske biokemije
in drugih tako na oddelku, kot v laboratorijih Klinénega oddelka
za hematologijo.

Vecletne izkudnje iz zdravstvene nege bolnikov z boleznimi krvi
medicinske sestre izmenjujejo v Sekciji hematoloSkih medicinskih
sester in zdravstvenih tehnikov, ki deluje v okviru Zbornice zdrav-
stvene nege Slovenije od ustanovitve leta 1995.

Za izobrazevanje laboratorijskih tehnikov in inZenirjev smo letos
ustanovili Hematolodko sekcijo laboratorijskih tehnikov, ki deluje
v okviru Slovenskega zdruZenja za klini¢no kemijo.

Vzporedno z razvojem v Ljubljani se je klinicna hematologija raz-
vijala v vseh velikih slovenskih bolnisnicah, kjer so jo razvijali
specialisti internisti usmerjeni v hematologijo, ponekod pa speci-
alisti ransfuziologi.

40, jubilej bomo proslavili s strokovnim srecanjem, kjer bomo
obravnavali najzahtevnej$e nacine zdravljenja v hematologiji, kot
so presajanje krvotvornih matiénh celic in zdravljenje akutnih lev-
kemij. Na strokovno sreanje smo povabili pionirja in Nobelovega
nagrajenca s podrodja presajanja krvotvornih mati¢nih celic prof.dr.
E. Donnalla Thomasa iz Seattla in Ambasadorja znanosti Slovenije
prof.dr.Cirila Rozmana iz Barcelone, ki je uvedel presajanje krvo-
tvornih mati¢nih celic v épaniji. Dolgoletne izkusnje s presajanjem
krvotvornih mati¢nih celic bo predstavil prof.dr.Boris Labar iz
Zagreba, ki je ta nacin zdravljenja prvi uvedel v biv3i skupni
drzavi.

Prof. dr. Peter Cernel¢
predstojnik Klini¢nega oddelka za hematologijo
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THE EVOLUTION OF BONE MARROW
TRANSPLANTATION IN THE CURE OF HUMAN DISEASE

E. Donnall Thomas, M. D.

The modern era of marrow transplantation began about 1970 with
development of the knowledge of the human leukocyte antigen
(HLA) system for tissue typing and of supportive care technology
for immunosuppressed patients without marrow function. At pre-
sent more than 20.000 marrow transplant are being done each
year.

Initial studies involved high-dose chemo-irradiation therapy and
infusion of marrow from an HLA matched sibling for diseases such
as aplastic anemia and leukemia after failure of all other therapy.
Cure of a small number of these patients made it possible to do
grafting earlier in the course of the disease with improvement in
cure rate.

Increasing definition of the HLA system made it possible to iden-
tify unrelated donors compatible with the patient. More than 3
million volunteer donors are now listed in world-wide donor regi-
stries, The results of unrelated donor transplants approach the
success with sibling donors.

E. Donnall Thomas, M. D., zasluzni profesor interne medicine,
University of Washington School of Medicine, Nobelov nagraje-
nec za medicino leta 1990, se je rodil 15. marca 1920 v Texasu v
Zdruzenih drzavah Amerike. Leta 1943 se je vpisal na Harvard
School of Medicine in zakljucil Studij medicine leta 1946. Kot mlad

Major complications have been graft-versus host disease (GVHD)
and opportunistic infections. Better immunosuppressive regimens
after grafiing are helping to control GVHD. Better antibiotics for
control of bacterial infections and antivirals, especially acyclovir
and gancyclovir, have dramatically controlled infectious compli-
cations.

Long-term results of marrow transplantation will be presented
showing 70 to 90 per cent survival and care for good risk patients
(thalassemia, acute leukemia in remission or chronic myeloid le-
ukemia in chronic phase) and 20 to 60 per cent for more advanced
disease.

Topics of current research to be mentioned include the use of
peripheral blood cells or cord blood cells for hematopoietic cell
transplantation, new immunosuppressive agents for control of
GVHD, the potential of adoptive immunotherapy, cytogenetic and
polymerase chain reaction technology for selection of patients for
early treatment of relapse and the use of donor leukocyte infusi-
ons.

zdravnik je delal med drugimi tudi z dr. Josephom Murrayem, ki je
bil pionir zdravljenja s presaditvijo ledvic. Leta 1955 se je prikljucil
skupini dr. Ferrebeeja v Mary Imogene Basset Hospital v Cooper-
stownu, N. Y., kjer je pricel s presaditvami kostnega mozga pri
bolnikih z levkemijo. Leta 1963 se je preselil v Seattle in pricel
delati na Department of Medicine washingtonske univerze, kjer je
skupaj s sodelavci nadaljeval s svojim delom. Leta 1975 se je s
svojo skupino preselil v Fred Hutchinson Cancer Research Center
v istem mestu. Ustanova je pod vodstvom profesorja Thomasa
postala vodilni svetovni center na podrod¢ju eksperimentalnega in
klini¢nega presajanja krvotvornih mati¢nih cele. S svojimi sode-
lavci, kot Bob Epstein, Rainer Storb, Dean Buckner, Reg Clift, Paul
Neiman, Alex Fefer, Joel Meyers, Fred Appelbaum in John Han-
sen, je opravil v zadnjih dvajsetih letih ve¢ kot 4000 presaditev
krvotvornih mati¢nih celic in nadaljeval z intenzivnim klini¢nim in
laboratorijskim raziskovalnim delom na podrodju presajanja.

S svojim raziskovalnim, predvsem pa klinicnim delom, je omogo-
¢&il da je danes presaditev krvotvornih mati¢nih celic postala varen
in uspesen nacin zdravljenja cele vrste poprej neozdravljivih bole-
zni predvsem krvotvornih organov (levkemije, aplasticne anemi-
je), pa tudi nekaterih podedovanih bolezni in nekaterih rakavih
bolezni.

Za svoje pionirsko delo na podrodju presajanja krvotvornih matic-
nih celic je leta 1990, skupno s svojim prijateljem in sodelavcem
na zacetku strokovne poti dr. Josephom Murrayem, prejel najvisje
priznanje za svoje delo, Nobelovo nagrado za medicino.

JoZze Pretnar
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Research article/Raziskovalni prispevek

TREATMENT OF CHRONIC LYMPHOCYTIC LEUKAEMIA
AND LOW-GRADE NON HODGKIN’S LYMPHOMAS WITH
FLUDARABINE
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Abstract — Fludarabine belongs to the new generation of purine
analogues, used for the therapy of chronic lymphoproliferative di-
sorders.

In chronic lymphocytic leukaemia (CLL), fludarabine can bring
about a remission in more than 70% of previously untreated pati-
ents, with more than 25% achieving a complete remission. These
Sigures ave lower in relapsing or resistant CLL. Fludarabine is more
active than either chlorambucil or the combination of cyclopbosp-
hamide, doxorubicin and prednisone (CAP). It is still unclear whet-
ber this higher activity will be translated into longer survival. In
non-Hodgkin's lymphoma (NHL), fludarabine is active chiefly in
low-grade types, in which remission rates of about 60% have been
achieved in predominantly pretreated patients.

There is growing experience with the use of fludarabine as part of

combination therapy both in CLL and low-grade NHL. This drug
can be combined with adriamycin, mitoxantrone, cyclophosphe-
mide or glucocorticoids. Generally, higher response rates are achi-
eved with combination therapy than with fludarabine alone.

The most important side-effects are myelosuppression, immuno-
suppression characterized by a severe and long-lasting depletion
of CD4+ T lymphocytes, autoimmune baemolytic anaemia and
transfusion-associated graft-versus-host disease.

Fludarabine alone or in combination with otber agents should be
considered as first line therapy when the aim is to cure the under-
lying condition, e.g. in young patients with aggressive disease in
whom chemotherapy is followed by bone marrow transplantation.
In other situations, fludarabine is still an experimental drug, who-
se definitive place will be determined from ongoing randomized
trials.

Introduction

Among purine analogues, two generations can be distinguished.
The older generation includes well-known drugs such as mercap-
topurine, azathioprine, allopurinol, acyclovir and ganciclovir, which
are employed in different clinical situations such as immunosup-
pression and treatment of leukaemia, gout or viral infections.

The new generation of purine analogues comprises three cytoto-
xic agents, viz. pentostatin (2-deoxycoformycin), fludarabine (2-
fluoro-ara-AMP) and cladribine (2-chlorodeoxyadenosine), which

Kljuéne besede: purinski analogi; kronicne limfoproliferativne
bolezni; bolniki; prezivetje

Izvleéek — Fludarabin je novejse zdravilo iz skupine purinskih
analogov, ki ga uporabljamo za zdravljenje kronicnib limfoproli-

JSerativnib bolezni.

S fludarabinom dosezemo pri prej nezdravljenib bolnikib s kro-
nicno limfocitno levkemijo (KLL) ve¢ kot 70% remisij, od tega 25%
popolnih remisij bolezni. Odstotek remisij bolezni pa je zndaino
manjsi pri ponovnem poslabsanju bolezni in pri tistib, ki so bili
rezistentni na zdravljenje z drugimi citostatiki. Pri zdravljenju
KLL je fludarabin bolj ucinkovit kot klorambucil ali CAP (ciklofos-

Samid, doksorubicin in prednizon). Kljub veliki ucinkovitosti flu-

darabina pri zdravljenju KLL, pa z njim zaenkrat se niso uspeli
podaljSati prezivetja bolnikouv. S fludarabinom doseZemo okoli 60%
remisij bolezni pri poprej Ze zdravijenib boinikih z ne-Hodgkino-
vimi limfomi nizke stopnje malignosti (NHL).

Vse vec je izkusenj, ki potrjujejo da je fludarabin se ucinkovitejsi
pri zdravljenju bolnikov s KLL in NHL, ce ga uporabljamo v kombi-
naciji z adriamicinom, mitoksantronom, ciklofosfamidom ali glu-
kokortikoidi.

Med neZelenimi pojavi je najpomembnejse zaviralno delovanje
na kostni mozeg in imunski odziv, predvsem s budim in dolgotraj-
nim zmanjsanjem limfocitov T celic pomagalk. Poleg tega se labko
pojavi avtoimunska bemoliticna anemija, po transfuzifi krvi pa
recikcija presadka proti gostitelju.

Fludarabin sam ali v kombinaciji z drugimi zdravili se priporoca
kot prvo zdravijenje KLL pri mlajsib bolnikib z napredovalo bole-
znijo, pri katerth Zelimo zdravljenje nadaljevati s presaditvijo kost-
nega mozga. Pri drugib bolnikib s kronicnimi limfoproliferativni-
mi boleznimi je fludarabin Se vedno zdravilo, ki se preizkusa in
sele zakljucki raziskav bodo dolocili natancno mesto uporabe.

are chiefly used for the therapy of chronic lymphoproliferative
disorders. All three purine analogues of the new generation have
been designed to impair purine salvage pathways by the inhibiti-
on of adenosine deaminase (ADA) or resistance to its action. All
three agents are highly active suppressors of normal and mali-
gnant lymphoid cells, producing consequences similar to conge-
nital ADA deficiency, in which elevation of intracellular deoxy-
adenosine triphosphate (dATP) causes nicotinamide adenine
nucleotide (NAD) depletion, so that this factor is unavailable for
the dehydrogenases that generate ATP in lymphocytes; this
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results in apoptotic cell death even when the mitotic rate is low
(1,2).

Pentostatin directly inhibits ADA. In contrast, fludarabine and cla-
dribine, which are halogenated analogues, do not inhibit ADA,
but rather are resistant to the enzyme. Additionally, fludarabine
and cladribine are phosphorylated intracellularly by deoxycytidi-
ne kinase to their triphosphates, which act as chain terminators
when incorporated into DNA (3). This process also has important
consequences in potentiating the formation of ara-CTP after admi-
nistration of cytosine arabinoside, with implications for clinical
use of the drugs as part of combination therapy for acute myeloid
leukaemia (4). Finally, fludarabine also has demonstrable action
against a number of DNA repair enzymes, which predicts that it
may show useful clinical synergy with agents that induce DNA
strand breaks (5).

In the present article, the place of fludarabine in the treatment of
chronic lymphocytic leukaemia (CLL) and low-grade non-Hodg-
kin’s lymphomas (NHL) will be discussed. The article is divided
into the following sections: a) Use of fludarabine for the therapy of
CLL; b) Use of fludarabine for the therapy of low-grade NHL; ¢)
Fludarabine as part of combination therapy; d) Side-effects; e)
Place of fludarabine in the treatment of CLL and low-grade NHL.

Use of fludarabine for the therapy of CLL

Experience in this field is growing worldwide. For illustrating the
use of fludarabine for the therapy of CLL, we shall briefly analyze
the results of two retrospective and two prospective trials.

At the MD Anderson Cancer Center, Houston, Texas, a great deal of
research on CLL therapy with fludarabine has been performed
under the leadership of MJ Keating. Interesting results were obta-
ined by comparing different dosage schedules in previously tre-
ated CLL patients (6). A 3-day fludarabine regimen (30 mg/m? i.v.
over 15-30 min daily given every 28 days) was compared to weekly
fludarabine (the same dose given once a week), 5-day fludarabine
(standard schedule) and 5-day fludarabine plus prednisone (30
mg/m* p.o. daily given every 28 days). The overall response to 3-
day fludarabine (46%) was significantly higher than that obtained
with the weekly schedule (24%), and only slightly lower than that
to 5-day fludarabine (58%) or 5-day fludarabine plus prednisone
(52%). Conversely, the 3-day schedule was associated with a signi-
ficantly lower incidence of infection and fever (14%) when compa-
red to 5-day fludarabine (25%) or to 5-day fludarabine plus predni-
sone (29%). Importantly, different response rates were not transla-
ted into different survival rates, These depend on the disease phase
in which the therapy is started (7). Previously untreated patients
show more favourable survival than previously treated patients.
The worst survival is observed in patients refractory to other cyto-
toxic drugs. The response to fludarabine can be predicted from
several variables (8). A less favourable outcome is associated with
advanced clinical stage, prior therapy, older age and low albumin
levels. The bb -microglobulin level is also very useful in this con-
text (9). A response rate of 94% has been observed in patients with
normal bb, -microglobulin levels, whereas elevated levels are as-
sociated with progressively lower responses.

The Spanish Cooperative Group (10) obtained similar results in 68
patients with resistant or relapsing B-CLL. Complete remission
(CR) was achieved in 4% of patients, partial remission in 24% (PR),
a minor response in 37%, and the treatment failed in 35%. The
most important factor in predicting the response was the disease
phase. In relapsing CLL, there was a significantly higher rate of
complete and partial remissions (62%) than in the resistant phase
(21%) (p = 0.005). Remissions strongly influenced survival. Out of
19 patients achieving a remission, only 3 died, the median survival
not being reached, whereas the patients not achieving a remission
showed a median survival of only 11 months. y
These results are very similar to those of an international retro-
spective analysis conducted by the National Cancer Institute (11),

which included more than 700 CLL patients, mostly resistant to
other therapies. CR was recorded in 3% of patients and PR in 29%,
The median duration of remission was 13.1 months and the medi-
an survival only 12.6 months.

Two randomized trials have been reported. An American inter-
group trial, a joint effort of several cooperative groups, compared
fludarabine (25 mg/m? i.v. given daily for 5 days) and chlorambu-
cil (40 mg/m? p.o. on day 1 given weekly for up to 12 months) in
previously untreated CLL patients with active disease (12). Nonre-
sponders, or responders whose CLL progressed within 6 months
of treatment, were crossed over to the other arm. A significantly
higher overall response rate of 70% was obtained among 166
evaluable patients with fludarabine (CR 27% + PR 43%), compared
to 43% (CR 3% + PR 40%) among 173 patients on chlorambucil (p
= 0.001). Response duration following fludarabine was longer
than with chlorambucil (median 33 vs 17 months, p = 0.0002).
Similarly, the median progression-free survival was 27 months for
patients receiving fludarabine vs 17 months for patients on chlo-
rambucil (p < 0.0001). With a median follow-up of 30 months,
there was no difference in overall survival (p = 0.49), although this
comparison was complicated by the crossover design of the study.
In a European prospective randomized trial (13), fludarabine (23
mg/m*/day on days 1-5) was compared to a CAP combination
regimen (cyclophosphamide 750 mg/m?/day on day 1, doxorubicin
50 mg/m*day on day 1, and prednisone 40 mg/m?*/day on days 1-
5), both given for six months, in advanced-stage CLL patients. Of
196 evaluable patients, 100 were previously untreated whereas 96
patients had received prior therapy. Remission rates were signifi-
cantly higher after fludarabine than after CAP, with overall response
rates of 60% and 44%, respectively (p = 0.023). A higher response
rate to fludarabine was observed in both untreated (71% vs 60%, p
= 0.26) and pretreated (48% vs 27%, p = 0.036) cases, although the
difference was statistically significant only in pretreated cases. In
pretreated patients, the duration of remission and survival did not
differ between the treatment groups; the median duration of
remission was 324 days after fludarabine and 179 days after CAP
(p = 0.22), while the median survival times were 728 days and 731
days, respectively. In untreated cases, on the other hand, fludarabine
induced significantly longer remissions than CAP, with the median
after fludarabine not reached and a median of 208 days after CAP
(p < 0.001). This effect also translated into a tendency towards
longer overall survival after fludarabine (p = 0.087).

Use of fludarabine for the therapy of low-
grade NHL

Less research has been done in this field. It is clear that the efficacy
of fludarabine is higher in low-grade NHL when compared to
intermediate and high-grade disease. Hochster and co-workers
(14) showed a remission rate of 52% (CR + PR) in low-grade NHL,
as opposed to only 14% (p < 0.01) in intermediate- grade disease.
Similar results have been achieved by other authors (15-19). In
predominantly pretreated patients, a remission rate of nearly 60%
was observed (Tab. 1). Definitive conclusions on the value of
fludarabine in these disorders will be obtained from ongoing
randomized trials (20).

Fludarabine as part of combination therapy

Experience in this field is growing (20-25). Mostly, patients resistant
to other drugs have been treated with such schemes. In general,
the response rates have been higher than with fludarabine alone.
In our institution (25), we are investigating the efficacy of fludarabine
combined with mitoxantrone and cyclophosphamide. In relapsing
or resistant chronic lymphoproliferative disorders, we have observ-
ed a response rate of 70%. Most importantly, 66% of patients have
experienced CR and 35% have shown molecular remissions. In
low-grade NHL, it is very important to achieve CR since it is
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Tab. 1. Activity of fludarabine in low-grade NHL.

N Previously CR PR CR + PR

: treatecd (%) (%) (%)
Whelan (1991 1'% 34 34 18 21 39
Hochster (1991) ' 25 25 20 32 52
Redman (1992) '™ 40 40 13 45 38
Zinzani (1993) " 21 13 14 5 66
Solal-C. (1996) '™ 49 0 37 28 65
Rieux (1996) ' 08 65 28 335 63
All 277 63.9% 217 355 57.2

CR — complete remission; PR — partial remission.

Tab. 2. Fludarabine combined with other cytotoxic agents in chro-
nic lymphoproliferative disorders.

All

Author Combi Previously Condition N CR PR

nation  treated (%) %) (%)
Hohster (1994) " FC No NHL 27 #9 11 100
Robertson (1993) FA Yes CLL 30 20 35 55
Zinzani (1995) ' FMP Yes NHL 18 22 S0 72
McLaughlin (1996) " FMD Yes NHL 51 47 47 94
Barcelona (1997) FMC Yes Both 35 66 12 78

F — fludarabine; A — adriamycin; M — mitoxantrone; C - cyclophosphamide; P —
prednisone; D - dexamethasone.

Tab. 3. Side-effects of fludarabine.

Myelosuppression

Immunosuppression

Infections

Autoimmune haemolytic anaemia

Transfusion-associated graft-vs-host disease

Other: CNS demyelination, interstitial pneumonitis, tumor lysis syndrome, etc.

translated into longer survival (26). Probably, it is important also
to achieve a molecular remission since it is associated with longer
failure-free survival (27).

Side-effects

These are classified in Table 3. The three most important side-
effects are myelosuppression, immunosuppression and infections.
Myelosuppresion is the major dose-limiting adverse effect reported
with fludarabine. More than 50% of patients develop a severe
neutropenia (<0.5x10%/L), a decrease of Hb concentration by 20 g/
L from baseline and thrombocytopenia (<75x10%/L) (28, 29). Seve-
re immunosuppression is highly characteristic of all three purine-
analogues of the new generation. There is an about 10-fold reduc-
tion in the number of peripheral blood CD4 + T lymphocytes (5, 8,
30) and, what is more important, the median time for normalizati-
on is about 40 months. In addition, there is a reduction of CD8 + T
lymphocytes, B lymphocytes, monocytes and NK cells. Myelosup-
pression and immunosuppression are responsible for increased
incidence of infections. These can be classified into several catego-
ries (6): severe (chiefly pneumonias and septicaemias), less seve-
re, fever of unknown origin and opportunistic infections. The
incidence of infections is higher when fludarabine is combined
with prednisone. Most authors consider that prednisone should be
avoided when administering fludarabine. Byrd and co-workers
(31) analyzed 7547 cycles of fludarabine in 2269 patients. They
found a 3.2% rate of opportunistic infections. Ninety-seven percent
of cases were detected in patients previously treated with predni-
sone or alkylating agents. The most frequent causative agents were
Pneumocystis carinii, Candida and atypical mycobacteria. Some
authors advise preventive therapy against Preumocystis carinii
infections. Increased rates of listeriosis have also been observed in
patients treated with fludarabine (32, 33).

An important side-effect is autoimmune haemolytic anaemia
(ATHA). ATHA or a positive direct antiglobulin test (Coombs test or

DAT) can be observed during the clinical course in about 10-25%
of CLL patients (34). From older literature, it is well known that
such a side- effect can be associated with several cytotoxic drugs,
which probably act as a trigger-mechanisme, by increasing the
already existing immune imbalance. There is no agreement on the
incidence of «de novos ATHA or DAT in fludarabine treated pati-
ents. In three retrospective analyses, this was 4.5% (35), 7.5% (10)
and 15.4% (36). An important question is whether the incidence is
higher with fludarabine than with other cytotoxic agents. This can
be answered only with the use of prospective protocols. In the
European prospective trial (13), the incidence of ATHA was very
low. It appeared in only two out of 100 patients treated with
fludarabine and in none of 96 patients who received the CAP
combination therapy, the difference being insignificant. When all
autoimmune phenomena were considered together, there were
five cases in the fludarabine group and none in the CAP group (p
= 0.03).

In an American prospective trial, this issue was not analyzed in
detail, but apparently, the incidence of AIHA was higher in pati-
ents treated with fludarabine than in the chlorambucil group (37).
It is noteworthy that fludarabine-associated AIHA is observed on-
ly in CLL and not in other diseases. The onset of AIHA can be
extremely severe and often fatal, above all when the patient is
being re-treated with fludarabine. Probably, fludarabine should
best be avoided when there is a positive DAT or a previous episo-
de of ATHA.

Another severe side-effect observed with fludarabine therapy is
transfusion-associated graft-versus-host-disease (GVHD). The ge-
neral incidence of transfusion-related GVDH is about one in a
millon transfusions (38). The exact incidence in fludarabine-tre-
ated patients is not known, but the published cases (39-41) sug-
gest that it is much higher. The contributing factor is the severe
immunosuppression caused by fludarabine. Since GVHD can be
associated with a high mortality, it is advisable to irradiate the
transfusion components, although this practice has been questi-
oned (42).

Other side-effects have been observed less freqeuntly. A severe,
progressive syndrome of CNS demyelination has been reported in
patients receiving high-dose fludarabine (>90 mg/m?/day for 5
days) (28, 43), but only exceptionally with the currently employed
dosage (28). Toxic interstitial pneumonitis has been observed by
some authors, including ourselves (44). A few cases of fludarabi-
ne-induced tumor lysis syndrome have been reported in CLL and
NHL (45). Alopecia appears in less than 2% of patients (28).

Place of fludarabine in the treatment of CLL
and low-grade NHL

Before answering this question, it is important to define the aim of
therapy in these diseases. This may be to cure the patient, to
achieve a remission, to prolong the survival, to improve the quality
of life or even to improve the cost/benefit ratio. All these objectives
are important, but probably the most important ones are to cure
the patient and, if this is not possible, to prolong the survival. When
the aim of therapy is to cure the disease, fludarabine appears to be
more active than the remaining drugs, since it causes a higher rate
of CR and molecular remissions. Thus, in younger patients with
aggressive disease, fludarabine, possibly combined with other
drugs and followed by bone marrow transplantation, should be
considered as first line therapy. In all other circumstances, fludara-
bine should be reserved as an experimental drug for prospective
clinical trials, from which the definitive answers about its place in
the treatment of CLL and low-grade NHL will be obtained.
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Abstract—Background. Autologous haematopoietic stem cell trans-

plantation (ASCT) is increasingly performed for the treatment of

acute lewkaemias. In the period between 1988 and 1998, 57 ASCT
in patients with acute myeloblastic levkaemia (AML) and 45 ASCT
in patients with acute lymphoblastic leukaemia (ALL) have been
performed. In 99 procedures the source of stem cells was bone
marrow and in 3 procedures peripheral stem cells. Patients were
prepared for transplantation with cyclopbosphamide and total bo-
dy irradiation or cyclophosphamide with bigh dose busulfan. Re-
lapse rate in patients with AML in first remission was 39% and 72%
in patients treated in advanced disease. Relapse rate in patients
with ALL in first remission was 45% and 65% in patients treated in
advanced disease. Estimated leukaemia free long term survival is
56% for AML patients in first remission and 23% for patients with
advanced disease. Estimated leukaemia free long term survival is
54% for ALL patients in first remission and 29% for patients with
advanced disease.

Conclusions. Autologous stem cell transplantation is effective and
relative safe method of therapy for AML and ALL in first remission
and results are approaching allografis. Relapse is still the major
problem of autografting. Autologous stem cell transplantation is
considered as routine treatment approach for adult patients with
acute leukaemias in first vemission and without matched family
donor.

Introduction

Autologous stem cell transplantation (ASCT) has been increasin-
gly performed for the treatment of acute leukaemias (1, 2). Most
patients with acute leukaemia enter complete remission after in-
duction chemotherapy (3, 4). The majority, however, relapses
during the first year of remission despite various types of intensive
consolidation and maintenance chemotherapy (5, 6). Therefore in
the recent years, in adult patients especially patients younger then
60 years of age a postremission therapy has been intensified by
performing allogeneic or autologous stem cell transplantation
7, 8).

Kljuéne besede: akutna mieloblastna levkemija; akutna limfo-
blastna levkemija; aviologna presaditev; krvotvorne maticne ce-
lice

Izvledek — Izhodisca. Avtologna presaditer krvotvornib maticnib
celic se uporablja vse pogosteje pri zdravljenju bolnikov z akutni-
mi levkemijami. Avtorji so v obdobju od leta 1988 do 1998 opravili
57 avtolognih presacditev pri bolnikibh z akutno mieloblastno levke-
mijo (AML) in 45 presaditev pri bolnikib z akutno limfoblastno
levkemijo (ALL). Bolnike so pripravili na presaditev s ciklofosfami-
dom in obsevanjem celega telesa ali pa s ciklofosfamidom in veliki-
mi odmerki busulfana. Pri 99 presaditvab je bil vir krvotvornib
maticnib celic kostni mozeg, pri 3 presaditvab pa maticne celice
zbrane iz periferne kivi. Delez relapsov po presaditvi pri bolnikib z
AML v prvi vemisiji je bil 39%, pri tistib v napredovalem obdobju
bolezni pa 72%. Delez relapsov po presaditvi pri bolnikib z ALL v
prui vemisiji je bil 45%, pri tistib v napredovalem obdobju bolezni
pa 65%. Ocenjeno preZivetje brez ponovitve levkemije bolnikov z
AML v prvi remisifi je 56%, v napredovalem obdobju bolezni pa
23%. Ocenjeno preZivetje brez ponovitve levkemije bolnikov z ALL
v proi remisiji je 54%, v napredovalem obdobju bolezni pa 29%.

Zakljucki. Awvtologna presaditev kostnega mozga je ucinkouvit in
varen nacin zdravljenja bolnikiv =z AML in ALL v prvi remisifi bole-
zni. Uspehi se pribliZujejo rezullatom zdravljenja z alogenicno
presaditvijo. Relaps bolezni je se vedno najpomemnejsi vzrok ne-
uspeha avtologne presaditve. Avtorji menijo, da je avtologna pre-
saditev krvotvornih maticnib celic ustaljen nacin zdravljenja odra-
slih bolnikov z akutno levkemijo, ki nimajo skladnega sorodnega
darovalca.

In this study a preliminary report of the treatment results with
ASCT for acute leukaemia is presented.

Patients and Methods

Patients: Between March 1988 and March 1998, patients with
acute leukaemia (57 patients with acute myeloblastic leukaemia /
AML/ and 45 with acute lymphoblastic leukaemia /ALL/ were
autografted at the Division of Haematology, Department of Medi-
cine, University Hospital Centre, Zagreb, Croatia. Table 1 indica-
tes patients’ characteristics.
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Fig. 1. The probability of leukaemia free survival (LFS) in patients
with AML.

Tab. 1. Patients’ characteristics.

AML ALL
No of patients 57 45
Age median 30 22
(range) 2-54 4-50
Sex M/F 30/27 26/19
Stage at ASCT 1" CR/=1" CR 42/15 29/16
Source of stem cell BM/PBSC 55/2 44/1

AML — acute myeloblastic leukaemia; ALL - acute lymphoblastic leukaemia; BM -
bone marrow; PBSC — peripheral blood stem cell; CR — complete remission

Stem cell: The source of stem cell was bone marrow in 99 patients
and peripheral blood in 3. patients.

Conditioning: The conditioning regimen for ALL patients and
proportion of AML consisted of cyclophosphamide and total body
irradiation (9). Most of AML patients received busulfan and cy-
clophosphamide (10).

Methods of cryopreservation of stem cells, cell assessment and
supportive care measures are described in details elsewhere (11).

Results

The probability of long term leukaemia free survival (LFS) of
patients with AML in 1" complete remission (CR) is 56%. For pati-
ents with advanced disease the probability of LFS is 23% (Fig. 1).
The relapse rate for patients autografted in 1% CR is 39% at 4 years,
and for patients treated in advanced disease is 72% at 4 years.
The probability of LFS for patients with ALL in 1% CR is 54% at 5
years and for patients in 2™ or 3" remission 29% at 3 years. All six
patients with ALL autografted in relapse died in the 1% posttrans-
plant year (Fig. 2).

The probability of relapse for ALL patients autografted in 1% CR or
advanced disease is 45% and 65% respectively.

The relapse is the major problem of autografting. For both AML
and ALL patients relapse is the main cause of death in more than
80% of patients.

Discussion

Autologous stem cell transplantation is effective and relatively
safe method for therapy of acute leukaemia in remission. The LFS
of about 55% for both AML and ALL patients autografted in 1% CR
is very encouraging although the number of patients is relatively

Months

Fig. 2. The probability of leukaemia free survival (LFS) in patients
with ALL.

small. The LFS of autografted patients approaches our results of
allografting (12). These results are superior to chemotherapy. For
patients receiving intensive consolidation chemotherapy long term
LFS for both AML and ALL patients in 1* CR is between 25 — 30%
(13).

Relapse rate is still a major problem of autografting, and 40-45% of
patients relapsed at 4 year period. Treatment related mortality of
less than 10% is also reported by others (14). The mortality cause
by the treatment procedure is not significantly different from those
reported for the intensive consolidation chemotherapy (15).

In conclusion, autologous stem cell transplantation is routine tre-
atment approach for adult patients with acute leukaemia in 1%
complete remission.
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Izvlecek — Izhodis¢a. Alogenicna presaditev krvotvornib matic-
nib celic je uc¢inkovit nacin zdravljenja bolnikov z akutno in kro-
nicno mieloicno levkemijo. Avtorji so v obdobju od leta 1989 do
1997 opravili 36 takib posegov pri bolnikib z razlicnimi vrstami
levkemij. Pri 14 bolnikib s kronicno mieloicno levkemijo je bilo
uspesnib 80% presaditev, pri 22 bolnikib z akutno levkemijo pa
50%. Najpogostejsi vzrok smrti pri bolnikib s kroni¢no mieloicno
levkemijo je bila intersticijska pliucnica s citomegalovirusom, pri
akutni limfoblastwni levkemiji relaps bolezni, pri akutni mieloblast-
ni levkemiji pa poleg relapsa Se neZeleni ucinki zdravljenja (reak-
cija presadka proti gostitelju, veno-okluzivna bolezen jeter, trom-
boticna trombocitopenicna purpura). Aviorji v razpravi primerja-
Jo svoje rezultate s podatki iz literature.

Zakljucki. Uspesnost zdravijenja akutnib levkemij in kronicne mi-
eloicne levkemije z alogenicno presaditvijo krvotvornib maticnib
celic v ljubljanskem Klinicnem centru je primerljiva s podatki, ki
Jib najdemo v literaturi drugib evropskib in ameriskib centrov.

Uvod

Prve presaditve krvotvornih mati¢nih celic (PKMC) so v Sloveniji
priceli izvajati hitro za prvimi poizkusi takega zdravljenja po sve-
tu. Tako je Cernelé opravil prvo PKMC pri bolniku z akutno levke-
mijo Ze leta 1960 v Mariboru (1). V naslednjih letih so opravljali
PKMC pri agranulocitozah in drugih okvarah kostnega mozga tudi
v drugih slovenskih bolnidnicah (2, 3). Zaradi Stevilnih zapletov in
slabih uspehov zdravljenja so v naslednjih letih PKMC opustili. To
zdravljenje se je ponovno uveljavilo 3ele v sedemdesetih letih po
odkritju sistema tkivnih antigenov. V Sloveniji smo priceli s so-
dobnim nacinom PKMC leta 1989. O podrobnostih zdravljenja s
PKMC in o nadih izkudnjah smo Ze porocali tudi v Zdravniskem
vestniku (4, 5).

Key words: acute leukaemias; chronic granulocytic leukaemia;
haematopoietic stem cells; allogeneic transplantation

Abstract—Background. Allogeneic haematopoietic stem cell trans-
plantation is promising treatment for acute leukaemias and chro-
nic granulocytic leukaemia. In the period from 1989 till 1997 aul-
hors performed 36 related allogeneic transplants for various types
of lewkaemia. The procedure was succesful in 80% of patients with
chronic granulocytic lewkaemia and in 50% of patients with acute
leukaemias. The most frequent cause of the death in patients with
chronic granulocytic levkaemia was cytomegaloviral interstitional
preumonia and relapse in patients with acute lymphoblastic le-
ukemia. In patients with acute myeloblastic leukaemia authors,
beside relapse observed also three causes of death related to the
transplantation procedure (acute graft versus host disease, liver
veno-occlusive disease and thrombotic-thrombocytopenic purnpui-
ra). Authors discuss and compare their results with the published
studies.

Conclusions. Allogeneic haematopoietic stem cell transplantation
programme in University Medical Centre Ljubljana is running siuc-
cesfully and the results are comparable to the data published in the
literature.

Bolniki in metode dela

Pregledali smo dokumentacijo bolnikov z akutno mieloblastno
levkemijo (AML), akutno limfoblastno levkemijo (ALL) in kronic-
no mieloi¢no levkemijo (KML), ki smo jih zdravili z alogeni¢no
PKMC na Klini¢nem oddelku za hematologijo in na Pediatri¢ni
kliniki od zacetka leta 1989 do konca leta 1997. Vse bolnike smo
pripravili na presaditev s kombinacijo velikih odmerkov ciklofos-
famida in frakcioniranim obsevanjem celega telesa ali pa s kombi-
nacijo velikih odmerkov ciklofosfamida in busulfana, ne glede na
vrsto levkemije. Za prepreCevanje akutne reakcije presadka proti
gostitelju (aGVHD) smo uporabljali kombinacijo ciklosporina in
metotreksata . Bolnike smo pred PKMC in po njej osamili v enopo-
stelinih sobah s sistemom obratne osamitve. OkuZbe v obdobju
hude nevtropenije smo preprecevali s kombinacijo kinolonov (naj-
pogosteje ciprofloksacin) in protiglivnih zdravil (flukonazol). Leta
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1991 smo priceli bolnike po PKMC zdraviti z dejavniki, ki spodbu-
jajo nastanek kolonij granulocitov ter granulocitov in makrofagov
(G-CSF in GM-CSF). Znacilnosti bolnikov, uspeh zdravljenja in
vzrok smrti so prikazani na tabelah 1 in 2.

Tab. 1. Znacilnosti bolnikov z ALL in AML, ki smo jim opravili

PKMC.

Tab. 1. Characteristics of the patients transplanted for ALL and
AML.

Bolnik i;;ﬁs{ Diagnoza 1]33}::;21 L[i)s;uo?;ka Vzrok smirti

Patient iﬁ:m Diagnosis 2;1 'tl?x 2;1 :fem Cause of death

HM* 38 AML -8 01. 06.1989 21. 01. 1997 REL

KJ 18 AML - 2R 09. 09. 1989 28. 11. 1989 HEPATITIS

D 25 ALL - 1R 21. 11, 1991 / /

VM 23 ALL - 1R 05. 03. 1992 / ¥

1S 35 AML - 1R 21.05.1992 / /

PE 35 AML - 1R 01. 10. 1992 / /

LA 32 AML - 1R 18. 04. 1993 / !

DI 3 AML - 1R 26.05.1993  / #

PA 41 ALL - 1R 19. 08. 1993 06. 04, 1994 REL

DM 37 AML - 2R 07. 10. 1993 12. 04. 1994 REL

PM* 24 ALL - 1R 20, 01. 1994 27. 02. 1995 REL

GV 37 AML - 1R 31.03. 1994  / /

PR 38 AML -5 07.10. 1994  / /

HA 36 AML - 2R 08. 12, 1994 31. 12, 1994 VoD

PD 32 ALL - 1R 08. 06. 1995  / /

T™* 27 AM - 1R 18. 01, 1996 05. 09. 1996 REL

CI 47 AML - 1R 19.09. 1996 30. 12. 1996 TTP

KT 5 ALL - 2R 19. 11. 1996 27. 01, 1997 REL

D 23 ALL - 1R 05. 12, 1996 ! /

KM 18 ALL - 1R 27.02.1997  / /

EF 37 AML - § 19. 03. 1997 07. 11, 1997 REL

KK 45 AML 1R 04. 07. 1997 27. 08. 1997 aGVHD

Bolniki oznaceni s * so imeli e drugo PKMC. Patients with * had second HSCT.

Legenda: AML — akutna mieloblastna levkemija (acute myeloblastic leukaemia); ALL
— akutna limfoblastna levkemija (acute lymphoblastic leukaemia); § — sekundarna
levkemija (secondary leukaemia); 1R — 1. remisija (first remission); 2R — 2. remisija
ali napredovala bolezen (second remission or advanced disease); REL — relaps
(relapse); VOD — venookluzivna bolezen jeter (veno-occlusive liver disease); TTP —
trombotifna trombocitopeni¢na purpura (thrombotic-thrombocytopenic purpura);
aGVHD - akutna reakcija presadka proti gostitelju (acute graft versus host disease).

Tab. 2. Znacilnosti bolnikov s KML, ki smo jim opravili PKMC.
Tab. 2. Characteristics of the patients transplanted for CGL.

Bolnik  Starost/Age  Datum PKMC Datum dogodka Vzrok smirti
Patient Leta/Years  Date of Tx Date of event Cause of death
NS 29 21. 04. 1989 / s

JA 26 30. 10. 1989 27.12. 198 CMV-IP
OM 37 20. 09. 1990 ! !

ZA 41 11. 04. 1991 / /

LI 48 03. 12. 1992 / /

PF 26 27. 01. 1993 /

HC 33 18. 11. 1993 4 /

MM 48 26. 05. 1994 . 14. 07. 1994 CMV-IP

GS 40 26. 01. 1995 /

MM 46 13, 04. 1995 i

PF o] 26. 10. 1995 7 /

GM 53 25. 04. 1996 Y

VA 41 24, 10. 1996 12. 09. 1997

KO 30 23, 01. 1997 it /

Legenda: CMV-IP - citomegalovirusna intersticijska pljucnica (cytomegaloviral
interstitional pneumonia; CZS — prizadetost osrednjega Ziviéevia (central nervous
system involvement).

Rezultati

V devetletnem obdobju smo v Enoti za PKMC na Klini¢nem oddel-
ku za hematologijo in na Hematoloskem oddelku Pediatri¢ne kli-
nike opravili skupno 60 PKMC. Od tega smo opravili 36 alogenic-
nih PKMC pri bolnikih z levkemijami, in sicer 14 pri bolnikih s
KML ter 22 pri bolnikih z akutnimi levkemijami. Od tega 14 PKMC
pri bolnikih z AML in 8 PKMC pri bolnikih z ALL. Pri dveh bolnikih

z AML in enem bolniku z ALL smo zaradi relapsa bolezni opravili
Se drugo PKMC. Pri teh treh smo presadili krvotvorne mati¢ne
celice, ki smo jih po stimulaciji z rastnim dejavnikom granulocitne
vrste (G-CSF) zbrali iz periferne krvi. Starost bolnikov s KML je bila
od 26 do 53 let, mediana 38,5 let. Starost bolnikov z ALL in AML je
bila od 3 do 47 let, mediana 33,5 let. Pri vseh bolnikih je prislo do
delovanja presadka.

Od 14 bolnikov s KML so umirli trije (21%). Dva bolnika sta umrla
drugi mesec po PKMC zaradi plju¢nice, ki jo je povzrodil citome-
galovirus, ena bolnica pa je umrla 11 mesecev po presaditvi zaradi
nepojasnjene prizadetosti osrednjega ZivCevja, najverjetneje va-
skulitisa zaradi kroni¢ne reakcije presadka proti gostitelju (GVHD).
Vsi drugi bolniki so Zivi, brez klini¢nih in laboratorijskih znakov
ponovitve levkemije.

Od 22 bolnikov z ALL in AML je umrlo 11 bolnikov (50%), in sicer
trije z ALL (37%) in osem z AML (57%). Pri vseh treh bolnikih z ALL
je bil vzrok smrti ponovitev bolezni po PKMC. Od osmih bolnikov
z AML so 3tirje umrli zaradi ponovitve bolezni, drugi pa zaradi
razli¢nih zapletov, vezanih na presaditev (jetrna odpoved zaradi
reaktivacije hepatitisa B, venookluzivna bolezen jeter, tromboti¢-
na trombocitopeni¢na purpura, septi¢na okuzba ob hudi akutni
reakciji GVHD). Vsi trije bolniki, ki smo jim zaradi ponovitve
levkemije opravili drugo PKMC, so umrli v kratkem ¢asu po presa-
ditvi zaradi razli¢nih zapletov, povezanih s posegom.

Razpravljanje

KML je s konvencionalnim zdravljenjem Se vedno praviloma neoz-
dravljiva bolezen. Alogeni¢na PKMC, tako sorodna kot nesorodna,
je znatno izboljSala napoved poteka te bolezni. Tako lahko s pre-
saditvijo ozdravimo do 80% bolnikov (6, 7). Uspednost presaditev,
ki smo jih opravili v Ljubljani, se priblizuje tem odstotkom. S kon-
vencionalnim zdravljenjem ALL in AML s kemoterapijo je mozno
trajno ozdraviti le majhno Stevilo teh bolnikov. DeleZ ozdravljenih
bolnikov je okoli 10 do 40 odstotkov, odvisno od vrste levkemije
(8, 9). Z alogeniéno PKMC ta odstotek povecamo na 40 do 70%.
Uspednost presaditve je odvisna od vrste prognosti¢nih dejavni-
kov, kot so starost bolnika, vrsta levkemije, citogeneti¢ne anoma-
lije, stadij bolezni — prva remisija ali napredovala bolezen itd. (10—
15). Odstotek uspesnih PKMC pri nasih bolnikih z ALL je tak kot
drugod. Nekoliko slabsi pa so na&i uspehi pri zdravljenju bolnikov
z AML, saj je bilo zdravljenje neuspedno v ved kot 50%. Taki rezul-
tati so lahko le naklju¢ni, zaradi majhnega 3tevila opravljenih pre-
saditev, bolj verjetno pa so posledica deleza bolnikov z AML s
slabimi kazalniki napovedi poteka (sekundarne AML, AML v na-
predovalem obdobju bolezni). Takih bolnikov je bilo v nasi skupi-
ni 6 od 14 (42%). Ce upostevamo samo bolnike s primarnimi AML
v prvi remisiji bolezni, naraste uspednost presaditev na 62 odstot-
kov, kar je primerljivo z uspehi drugih centrov. V nasi drzavi opra-
vimo vecino alogeni¢nih PKMC pri bolnikih z levkemijami. V zad-
njih letih smo opravili od 4 do 7 takih posegov, kar predstavlja
priblizno 2 do 4 alogeni¢ne PKMC na leto na en milijon prebival-
cev. S tem smo se priblizali Stevilu alogeni¢nih PKMC na milijon
prebivalcev v razvitih drzavah srednje Evrope (MadZarska, Ceska,
Slovaska, Hrvaska). Se vedno pa znatno zaostajamo za skandinav-
skimi drzavami, nekaterimi drzavami zahodne Evrope in Izraelom,
kjer opravijo od 10 do vec kot 20 sorodnih alogeni¢nih PKMC na en
milijon prebivalcev (16). Menimo, da alogeni¢na PKMC tudi v
okviru nasih moZnostih tako glede opremljenosti enote za PKMC
kot tevila osebja, bistveno izboljsa prognozo in moZnosti popolne
ozdravitve pri bolnikih z akutnimi levkemijami in KML.

Zakljucek

Alogeni¢na PKMC predstavlja ucinkovit nacin zdravljenja bolni-
kov z akutno levkemijo in kroni¢no mieloi¢no levkemijo, ki ga tudi
v nasi drzavi izvajamo Ze devet let. Uspednost zdravljenja ALL, AML
in KML v nai enoti lahko primerjamo s podatki, ki jih najdemo v
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literaturi. Tudi 3tevilo alogeniénih PKMC na en milijon prebivalcev
se v Sloveniji postopno pribliZuje stevilu presaditev na en milijon
prebivalcev v drzavah srednje Evrope in nekaterih drzavah biviega
vzhodnega bloka, medtem ko je celotno Stevilo alogeni¢nih presa-
ditev $e vedno majhno tako zaradi samega Stevila prebivalcev Slo-
venije kakor tudi majhnega Stevila primernih sorodnih darovalcev.
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Klju¢ne besede: otrok; rak; visoko odmerjena kemoterapija; kost-
ni mozeg

Izvlecek — Izhodisc¢a. Uspesnost zdravljenja otrok s solidnimi tu-
morji in zasevki oz. ponovitvijo bolezni je slaba. Zato intenzivno
preucujejo nacine zdravijenja s poveCanimi odmerki kemoterapi-
Jje s presaditvijo krvotvornih maticnih celic. Predstavijamo ta na-
¢in zdravijenja pri pogostejsib solidnib tumorjib otvok in pri stirib
lastnih bolnikib.

Zakljucki. Ceprav je minilo Ze skoraj 20 let od prvibh poizkusov, pa
do danes se ni uspelo dokazati odlocilnega pomena tega zdrauvije-
nja pri solidnib tumorjib otrok, razen pri nevroblastomu z zasev-
ki

Uvod

Letno zboli za rakom 11/100000 otrok do 15 leta starosti, kar
pomeni v Sloveniji priblizno 50 otrok. V Sloveniji, tako kot tudi v
- razvitih drzavah, zdravimo mladostnike do dopolnjenega 18 leta
praviloma v otroZki ustanovi, kjer imajo zagotovljeno nadaljeva-
nje 3olanja in moZnosti za druge dejavnosti, ki jih potrebujejo za
¢im manj moten razvoj. Tako obravnamo vsako leto priblizno 60
otrok, ki na novo zbolijo za rakom.
Najpogostejsa maligna bolezen pri otrocih je levkemija (30%),
sledijo tumoriji osrednjega Zivénega sistema (20%), limfomi (13%),
nevroblastom (6,8%), skupina tumorjev mehkih tkiv (6,2), kjer je
najpogostejdi rabdomiosarkom, Wilmsov tumor (5,7%), kostni tu-
morji (4,7%), ofesni tumorji (2,5), germinalni tumorji (2,4), tumorji
jeter (1,3%) in razli¢ni drugi zelo redki tumoriji (7,4%). Danes je
dolgotrajno preZivetje otrok z vsemi oblikami raka priblizno 60-
odstotno.

Presaditev krvotvornih mati¢nih celic pri
otrocih s solidnimi tumorji

Uspesnost zdravljenja otrok s solidnimi tumoriji z zasevki oz. po-
novitvijo bolezni je slaba. Zato intenzivno preudujejo zdravljenje z
zelo visokimi odmerki citostatikov z obsevanjem celega telesa ali
brez t.i. mieloablativno zdravljenje (MAZ), ki povzrodi trajno po-
polno odpoved kostnega mozga, ¢e zdravljenju ne priklju¢imo Se

Key words: child; cancer; high-dose chemotherapy; bone mer-
row

Abstract — Background. Efficiency of treatment for children with
solid tumors with metastases at presentation or with recurrent di-
sease is rather bad with conventional treatment. More intensive
treatment modalities with autologous stem cell rescue is in spo-
tlight of current research. We report our experiences in autologous
bone marrow transplantation in treatment of solid malignancies
in four patients.

Conclusions. Although almost 20 years dfter first attempts, except
in treatment of metastatic neuroblastoma, superiority of this treat-
ment in children with solid malignancies with bad prognostic fe-
atures is still not convincingly proved.

presaditve krvotvornih mati¢nih celic (KMC). Ker je dokazano, da
MAZ s presaditvijo KMC lahko pozdravi bolnike z malignimi krv-
nimi boleznimi, ki se niso odzvale na obi¢ajno zdravljenje, so v
poznih 70. letih priceli s takim zdravljenjem Se pri solidnih tumor-
jih s slabo napovedjo poteka. Izbrali so najprej citostatike, ki imajo
dokazano povecan ucinek na tumor ob povecanem odmerku. Ti
citostatiki morajo biti toksi¢ni za kostni mozeg, a povzrocati ¢im
manj okvar drugih organov in ¢im manj poznih posledic. Te za-
hteve izpolnjuje alkilirajoci citostatik melfalan, ki je predvsem
toksicen le za kostni mozeg in sicer premosorazmerno odmerku.
Ima kratko razpolovno dobo, kar omogo¢a uporabo kostnega
mozga, ki ni zmrznjen in je dokazano uéinkovit v visokih odmer-
kih pri otroskih solidnih tumorjih, ki so neob¢utljivi na obic¢ajno
zdravljenje ali se po obicajnem zdravljenju ponovijo. Poleg melfa-
lana, ki je najpomembeijii, pa nekatere sheme vkljucujejo tudi
visoke odmerke etopozida, thiotepe, ciklofosfamida, busulfana,
karboplatina in doksorubicina, vendar e ni dokazano, da je
kakrinakoli kombinacija bolj§a od samega melfalana (1).

Danes celo pri majhnih otrocih s telesno tezo 8 do 10 kg vedno
ve¢ uporabljamo avtologno presaditev perifernih krvotvornih ma-
ti¢nih celic (PKMC). Dokazali so, da Stevilo nevtrofilcev in trom-
bocitov pri tem nacinu dosti hitreje poraste kot po avtologni oz.
alogeni¢ni presaditvi kostnega mozga z uporabo rastnih dejavni-
kov hematopoeze ali brez. Uspe$nost PKMC je odvisna od Stevila
mati¢nih celic (CD 34%), ki jih zberemo v periferni krvi (prag za
hitro obnovitev hematopoeze je 2-krat 10° CD 34" celic/ kg TT)
(1). Zapleti niso pogostejsi, pa tudi obdobja brez ponovitve bole-
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zni se ne spremenijo. Celoten postopek je cenejsi za 17% pri
odraslih in celo za 29% pri otrocih. Klini¢ni in ekonomski razlogi
torej govorijo v prid avtologni presaditvi PKMC pri solidnih tumor-
jih (2).

Zaradi nevarnosti, da presadimo tudi tumorske celice, moramo
kakovost presadka PKMC tako kot avtologni presadek kostnega
mozga, preveriti z ustreznimi laboratorijskimi tehnikami, ki so
odvisne tudi od vrste tumorja. V uporabi je metoda polimerazne
verizne reakcije (PCR) in dokazovanje tumorskih celic s specific-
nimi monoklonskimi protitelesi. V preteklosti so uporabljali za
otis¢enje kostnega mozga mafosfamid ali imunomagnetno tehni-
ko, kar pa je podaljfalo obdobje aplazije za en teden. Glavno
tezavo predstavlja zbiranje kostnega mozga oz. PKMC ¢im bolj
zgodaj v procesu zdravljenja, ko mati¢ne celice %e niso osiro-
masdene ali poSkodovane in je zato njihov izkoristek vedji, ob tem
pa naj ne bi bilo tumorskih celic (1).

Vendar je uspesnost zbiranja mati¢nih celic pri solidnih tumorjih
Se vpradljiva, ker je za zdaj Se vedno teZko povsem odstraniti
tumorske celice. Z danaSnjimi tehnikami lahko zmanjSamo deleZ
tumorskih celic najve¢ za 1—4 logaritme, pri tem pa izgubimo do
50% CD 34" celic. Alogeni¢na presaditev KMC zaenkrat ni dala
boljsih uspehov zdravljenja (1).

Postopki presajanja KMC so zviali preZivetje pri bolnikih z nevro-
blastomom in Ewingovim sarkomom z metastazami za 30% (1).
Kljub temu pa, razen pri nevroblastomu, pomen tega nacina zdrav-
lienja pri solidnih tumorjih e ni dokazan, ker so vsi podatki e
vedno le rezultat posameznih Studij.

Nevroblastom

Nevroblastom, ki je najbolj pogost solidni tumor pri otroku zunaj
centralnega Zivénega sistema, je sicer redek tumor. Pojavlja se pri
0,7 do 1 otroku / 100000 otrok letno do 15 leta, vedinoma e do 5
leta starosti. 70% bolnikov uvrstimo glede na starost (ve¢ kot eno
leto), stadij (4 po mednarodni klasifikaciji stadijev nevroblastoma)
in/ali neugodno histologijo in biologijo (pomnoZitev kopij onko-
gena N-myc) v skupino z visokim tveganjem. Pri priblizno 85% teh
bolnikov je odgovor na kemoterapijo, ki vkljucuje tudi cisplatin,
dober, vendar se pri vecini bolnikov bolezen kasneje ponovi (3).
Ko so uvedli e MAZ s presaditvijo kostnega mozga, so ugotovili,
da ni izrazito bolj§ih rezultatov, le bolezen se je ponovila kasneje
(4). Vloga obsevanja celega telesa Se ni povsem razjasnjena. Ce-
prav je nevroblastom radiosenzitiven tumor, pa je odmerek pri
obsevanju celega telesa le 12 GY, kar je manj, kot je dokazani
ucinkoviti odmerek pri nevroblastomu (od 20-35 GY), ki pa po-
vzroca pomembne pozne posledice. Dokazali so enako ucinkovi-
tost le z visoko odmerjeno kemoterapijo s thiotepo in ciklofosfa-
midom brez obsevanja celega telesa (3). Pri nekaterih bolnikih so
namesto obsevanja uporabili zdravljenje z 131-J-metajodbenzil-
gvanidinom (MJBG) v odmerku od 100 do 300 mCi, ki ga kopicijo
tkiva in tumorji nevralnega grebena (5,6). Poleg tega, da lahko
uni¢i tumor, je toksicen le za kostni mozeg, vendar v glavnem le,
¢e je infiltriran z malignimi celicami. Uspe&nost tega nacina je bila
57%, vendar brez dolgotrajnih remisij. Da bi povecali u¢inkovitost
tega nacina obsevanja, so uvedli Se hiperbari¢no komoro za po-
vecanje oksigenacije tumorja (7). Poizkugali so tudi z novimi naci-
ni zdravljenja, n.pr. z retinoi¢no kislino, da bi sproZili diferenciaci-
jo nevroblastomskih celic v benigne ganglionevromske (4).
Vseeno pa MAZ in avtologna presaditev KMC ocis¢enih tumorskih
celic, v prvi popolni ali zelo dobri remisiji omogoca, da preZivi 5
let 35-50% bolnikov (8). To pa je v primerjavi z le 5-18% pri
konvencionalni kemoterapiji bistven napredek (9). Ni pa e po-
vsem jasno, ali z intenzivno kemoterapijo, operacijo in lokalnim
obsevanjem doseZzemo bistveno slabse rezultate (8).

Dober odziv na kemoterapijo je pomemben za napoved poteka
uspesnosti presaditve KMC,

Avtologna presaditev KMC po MAZ lahko izbolja prognozo nev-
roblastoma z visokim tveganjem, vendar je uspe$nost tega nacina
odvisna od prisotnosti tumorskih celic. Nedavno so odkrili, da so

preostale nevroblastomske celice zelo klonogene in povzrocajo
ali pripomorejo k ponovitvi bolezni. Zato skuSajo tumorske celice
odstraniti iz presadka z razli¢nimi laboratorijskimi tehnikami — z
imunoadsorpcijo ali imunomagnetno pozitivno selekcijo osamijo
le CD34" mati¢ne celice (10). Anti-GD2 protitelo pa ima neposre-
den citotoksicen ucinek na nevroblastomske celice. Ko bo to pro-
titelo na voljo komercialno, bo lahko uéinkovito odstranilo oz.
zmanjSalo nevroblastomske celice in vitro (1). Najpogostejsi vzrok
neuspedne presaditve mati¢nih celic je prisotnost tumorskih celic
v telesu ali v avtolognem presadku KMC (10). Kajti nevroblastom-
ske celice v krvnem obtoku so zelo klonogene in tvorijo tumor.
Metode ¢is¢enja pa so omejene, v najboljem primeru zmanjsajo
deleZ tumorskih celic za 2—4 logaritme. Nevroblastomske celice so
oznacdili z genom, ki je rezistenten na neomicin. Nato so pri bolni-
kih s presaditvijo neodis¢enega kostnega mozga te celice dokazali
na mestu ponovitve bolezni. Vse to dokazuje, da vrnjene nevro-
blastomske celice odlocilno prispevajo k ponovitvi bolezni (3).

Rabdomiosarkom

Bolniki z mehkotkivnimi sarkomi z zasevki ob odkritju bolezni,
rabdomiosarkom je med njimi najpogostejsi, imajo zelo slabo na-
poved poteka. Tisti, ki imajo zasevke v pljucih, imajo le 10-20%
moZnosti preZivetja, z zasevki v kosteh ali kostnem mozgu pa
manj kot 10%. Pomembno je odmerjanje in sestava kemoterapije.
KaZe, da je intenzivna kemoterapija z odmerki obsevanja, ki so
dokazano u¢inkoviti za to vrsto bolezni, odlocilnejse za izboljsanje
zdravljenja kot pa presaditev kostnega mozga ali PKMC.,

Ewingov sarkom

Ewingov sarkom je maligni nediferencirani tumor, ki izhaja vedi-
noma iz kosti in redkeje iz mehkih tkiv. Danes so dokazali klini¢-
no in v poizkusih, da izhaja iz primitivnega nevralnega tkiva (11).
S povecanjem odmerkov ifosfamida, vinkristina, doksorubicina z
ali brez etopozida, se je povecal deleZ bolnikov brez ponovitve
bolezni po treh letih od odkritja na priblizno 70%. Kljub intenziv-
nejSemu prvemu zdravljenju pa Se vedno najdemo podskupine
bolnikov n.pr. z zasevki ob odkritju bolezni, predvsem v kostnem
mozgu in kosteh, z obseznim primarnim tumorjem (pogosto aksi-
alnega izvora kot je medenica). Pri teh bolnikih je dolgotrajno
preZivetje le 20-30%, tako kot pri bolnikih s ponovitvijo bolezni
(1, 11, 12). Studija kaZe, da obsevanje celega telesa, melfalan in
etopozid v visokih odmerkih s karboplatinom ali brez ter presadi-
tev KMC v obdobju, ko ni ve¢ mogoce dokazati bolezni, lahko
podaljsa preZivetje teh bolnikov na 45 +/- 12% v 6 letih od zacetka
zdravljenja. Druga Studija pa govori, da je busulfan v zelo visokih
odmerkih in melfalan brez obsevanja vsega telesa uspeien v 52%
po 3 letih od diagnoze (1). V raziskavi, v katero je bilo vklju€enih
17 bolnikov s slabo napovedijo, pa se je pokazalo, da v vseh 4
primerih z alogeni¢no presaditvijo kostnega mozga ni prislo do
ponovitve bolezni, v ostalih 13 primerih z avtologno presaditvijo,
pa kar v osmih. Zato so v novem poizkusu s 13 bolniki, petim
dodali poleg avtologne presaditve kostnega mozga Se interlevkin-
2, da bi sproZil antitumorske mediatorje (ena ponovitev bolezni),
8 pa ne (5 ponovitev bolezni). Sklepali so, da bi morda 3e boljse
rezultate lahko dosegli z imunoloskimi antitumorskimi mehani-
zimi, ne pa z dodatnim povecevanjem odmerkov kemoterapije in
obsevanjem (11).

MoZganski tumorji

Tumorji osrednjega Zivénega sistema so najbolj pogost soliden
tumor v otroski dobi.

Visoko maligni glialni tumorji so z obicajnim zdravljenjem pravilo-
ma smrtni. Manj kot 10% otrok z nepopolno kirursko odstranje-
nim gliomom 4. stopnje malignosti Zivi 1 leto; nobeden pa ne vec
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po 3 letih. Dodatno obsevanje podaljsa preZivetie po 3 letih na
manj kot 10%. Ceprav so ti tumorji nedvomno ob¢utljivi na kemo-
terapijo, je malo dokazov, da bi dodatna kemoterapija po opera-
ciji in obsevanju razen pri dolo¢enih skupinah meduloblastoma
povecala preZivetie. Kemoterapija je pri teh bolnikih slabo ucin-
kovita morda zato, ker v standardnih odmerkih zaradi pregrade
ne doseZe osrednjega Zivénega sistema.

Poizkusili so s kombinacijo zelo visokih odmerkov thiotepe in
ciklofosfamida ter hiperfrakcioniranim obsevanjem (lahko zmanjsa
kasne posledice obsevanja na normalnem moZganskem tkivu)
primarnega tumorja in avtologno presaditvijo kostnega mozga pri
bolnikih z difuznim, infiltrativno rasto¢im gliomom moZganskega
debla in astrocitomom 3. ali 4. stopnje. Skupina je imela le 9
bolnikov. Pri dveh je bil dokazan delni odgovor na kemoterapijo.
Po dodatnem obsevanju sta bila dva otroka (eden z majhnim in
eden z delnim odgovorom na kemoterapijo) v popolni remisiji, ki
je trajala ve¢ kot 22 mesecev. Mogoce bodo dodatne Studije odkri-
le bolnike, ki bodo najverjetneje odgovorili na kombinacijo obse-
vanja in visoko odmerjeno kemoterapijo (13).

KaZe, da zdravljenje ponovitve meduloblastoma z MAZ in presa-
ditvijo KMC obeta ve¢. Ker povzroc¢a obsevanje kraniospinalne osi
otrok pred 3. letom starosti teZke pozne posledice, zdaj v mnogih
centrih zdravijo meduloblastom po operaciji z obi¢ajno kemotera-
pijo, da lahko obsevanje odloZijo na kasneje ali pa sploh ne obse-
vajo. Ce se je bolezen ponovila, so jih po operaciji zdravili z
busulfanom in thiotepo v visokih odmerkih ter presaditvijo kost-
nega mozga, kasneje pa so Se lokalno obsevali tumor. Pri polovici
od 20 bolnikov, so dosegli priblizno 31 meseéno obdobje brez
bolezni. MAZ naj bi torej bilo u¢inkovito pri ponovitvi medulobla-
stoma (1),

Wilmsov tumor (nefroblastom)

Vecino otrok z Wilmsovim tumorjem lahko pozdravimo s kemote-
rapijo in operacijo. Nekateri potrebujejo Se obsevanje. Pri okoli
20% vseh se bolezen ponovi in polovica teh jih umre (14). Pri
neugodnem rabdoidnem histoloskem podtipu z nelokalizirano
boleznijo, kjer je ozdravljenje Se vedno manjSe kot 30%, in neka-
terih prognosti¢no slabih oblikah ponovitve lahko z MAZ in KMC
doseZemo ozdravljenje. Pred presaditvijo so uporabljali visoke
odmerke melfalana in vinkristina pa tudi etopozida ter karbopla-
tina. Vse kaze, da je tak nacin zdravljenja pri rezistentnem ali
tumorju s slabo napovedjo poteka upravicen. Teoreticno lahko
Wilmsov tumor, ki je zelo obcutljiv na kemoterapijo, tako kot B
celi¢ni ne-Hodgkinov limfom ozdravimo pri ponovitvi z zviSanimi
odmerki enakih citostatikov, kot jih je bolnik dobil prvi¢ (1).

Retinoblastom

Zdravljenje retinoblastoma je uspeéno v vec kot 90%. Zlasti hema-
togeno razdirjen retinoblastom zunaj ofesa ima 3e vedno slabo
napoved poteka. Ker pa je retinoblastom ob¢utljiv na kemoterapi-
jo, je zdravljenje s kemoterapijo in obsevanjem pri razsirjeni bole-
zni zunaj ofesa uspesno v ve¢ kot 50%. Opisan je bolnik s pono-
vitvijo bolezni z odaljenimi zasevki, ki je bil 3¢ 17 mesecev po
presaditvi kostnega mozga brez znakov bolezni. Remisijo bolezni
so dosegli z obi¢ajno intravensko in intratekalno kemoterapijo,
nato pa so mu po cisplatinu, etopozidu, melfalanu v visokih od-
merkih obsevali celo telo (12 GY) in opravili avtologno presaditev
kostnega mozga. Z monoklonskimi protitelesi so ob odvzemu
kostnega mozga dokazali, da ni bilo ve¢ malignih celic (15).

Nase izkusnje
Na hemotoonkoloikem oddelku Pediatricne klinike v Ljubljani
smo v obdobju od zacetka leta 1991 do konca leta 1996 presadili

avtologni kostni mozeg pri 4 otrocih s solidnim tumorjem z zasev-
ki. Dva otroka sta imela nevroblastom, dva pa rabdomiosarkom.

Predstavitev bolnikov z nevroblastomom
Bolnik 1

Pri decku, starem 13 mesecev, smo maja 1991 dokazali nevroblastom v levi
nadledvi¢ni Zlezi, v stadiju II. Zdravljen je bil le z operacijo. Julija 1992 smo
ponovno odkrili nevroblastom, tokrat z zasevki v kostnem mozgu in ko-
steh. Pred aviologno presaditvijo kostnega mozga je prejel intravensko en
krog kemoterapije (ciklofosfamid, cisplatin, tenipozid), dvakrat MJBG v
odmerku 150 in 100 mCi. Ko ni bilo ve¢ znakov aktivne bolezni smo
odvzeli kostni mozeg (brez ¢is¢enja). Zatem je prejel Se dva kroga kemo-
terapije (vinkristin, DTIC, ifosfamid, adriamicin oz. vindezin, cisplatin,
etopozid). Aprila 1993 je bila po visokih odmerkih karboplatina in melfa-
lana opravljena avtologna presaditev kostnega mozga, kljub znakom za-
Cetnega napredovanja bolezni. 17. dan po avtologni presaditvi kostnega
mozga je umrl zaradi sepse. Pri obdukciji so ugotovili zasevke tumorja v
lobaniji in spodnjem delu desne stegnenice.

Bolnik 2

Deklica, stara 7 let in pol je bila sprejeta na kliniko zaradi nevroblastoma z
zasevki v kostnem mozgu (stadij IV) avgusta 1992. Po enem krogu ciklo-
fosfamida, cisplatina, tenipozida je prejela MJBG 100 in 142 mCi i.v. ter Se
dva kroga kemoterapije (vinkristin, DTIC, ifosfamid, adriamicin oz. vinde-
zin, cisplatin, etopozid). Po tem zdravljenju pri citoloskem pregledu nismo
ve¢ nasli malignih celic v kostnem mozgu in deklici je kirurg odstranil
ostanek %e delno vitalnega tumorja leve nadledvicne zleze. Nato je prejela
e dva kroga enake kemoterapije. Ob tem ji je bil dvakrat odvzet kostni
mozeg (brez ¢iscenja). Junija 1993 je bila po visokih odmerkih karboplati-
na in melfalana opravljena aviologna presaditev kostnega mozga. Junija
1995 je bila dokazana ponovitev nevroblastoma v trebuhu ob aorti levo, v
mediastinumu in v kosteh, Po 6-mesecnem poizkusu zdravljenja z MJBG
200 in 100 mCi v kombinaciji z hiperbari¢no komoro ter enem ciklusu
kemoterapije (karboplatin, etopozid) je deklica umrla zaradi intrakranial-
ne krvavitve v ¢asu delne remisije bolezni.

Predstavitev bolnikov
z rabdomiosarkomom

Bolnik 1

Devet let star decek je bil zaradi rabdomiosarkoma mehkih tkiv leve dlani
s Stevilnimi kostnimi zasevki sprejet oktobra 1995. leta. Prejel je 8 krogov
izmenjajode se intenzivne kemoterapije (epirubicin, karboplatin, vinkri-
stin; aktinomycin D, ifosfamid, vinkristin oz. etopozid, ifosfamid, vinkri-
stin) po shemi SIOP-a za mehkotkivne tumorje z zasevki. Po 6 krogih, ko
je bil brez klini¢nih znakov bolezni, smo mu odvzeli kostni mozeg. Med
nadaljevanjem kemoterapije je bil 3¢ obsevan na vseh znanih mestih -
morja z 47 do 50 GY. Junija 1996 je sledila zelo visoko odmerjena kemote-
rapija z melfalanom in avtologna presaditev kostnega mozga. Posledice
zdravljenja so alopecija v podrocju obsevanja glave, tezave pri odvajanju
vode ter pareza spodnjih okonéin. Marca 1998 se je bolezen ponovila v
trebuhu ob hrbtenici, deloma Se v podrodju, kjer je bil obsevan.

Bolnik 2

Deklica, stara 10 let, je bila sprejeta junija 1996 zaradi rabdomiosarkoma
desne goleni v stadiju IV (zasevki v oddaljenih bezgavkah in hilusu pljuc).
Po 8 krogih izmenjajoce se intenzivne kemoterapije po shemi SIOP-a za
mehkotkivne tumorje z zasevki smo ji, ko je bila bolezen v delni dobri
remisiji, odvzeli kostni mozeg. Obsevanje primarnega mesta tumorja je
prejela pri 7. in 8. ciklu kemoterapije v odmerku 41 GY, v podrodju
zasevkov v bezgavkah pa od 16 do 36 GY. Pred presaditvijo kostnega
mozga aprila 1997 je prejela Se en ciklus enake kemoterapije in zelo visoko
odmerjeni melfalan. Pet mesecev kasneje smo dokazali ponovitev bolezni
v desnih dimeljskih bezgavkah, ki so bile obsevane z 36 GY. Bolezni je bilo
najved v bezgavkah ob aorti, kjer je prej ni bilo. Aktivna bolezen pa je bila
dokazana tudi v bezgavki desno nad kljuénico. Decembra 1997 je umrla.

Sklep

Pri solidnih tumorijih otrok s slabo napovedjo poteka intenzivno
preucujejo nacine zdravljenja s povecanimi odmerki s presaditvijo
krvotvornih mati¢nih celic ali brez. Mogoce bo boljse razumeva-
nje in izraba uc¢inka medsebojnega delovanja zdravil in farmako-
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kinetike premagalo mehanizme celicne rezistence. Ceprav je mi-
nilo ze skoraj 20 let od prvih poizkusov pa do danes 3e ni uspelo
dokazati odlog¢ilnega pomena tega zdravljenja pri solidnih tumor-
jih otrok, razen pri nevroblastomu z zasevki. Potrebno je pocakati
na rezultate mednarodnih randomiziranih Studij, ¢e bodo dokaza-
le u¢inkovitost tega zelo toksicnega in dragega nacina zdravljenja
(1.

NaSe izkusnje s prvimi avtolognimi presaditvami kostnega mozga
pri solidnih tumorjih dokazujejo, da je taksno zdravljenje tudi pri
nas izvedljivo. Zaenkrat v Sloveniji zaradi pomanjkanja ustreznih
naprav $e ni mozno ¢is¢enje kostnega mozga oz. selekcija krvo-
tvornih mati¢nih celic. Siritev indikacij bomo sprejeli, ko bodo
znani rezultati ustreznih vedjih Studij in ko bodo sprejeta ustrezna
priporodila SIOP-a.
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Klju¢ne besede: zdravljenje s citostatiki; maligne bolezni; matic-
ne celice

Izvlecek — [zhodisca. Zdravijenje s citostatiki je poleg kirurske
odstranitve tumaorja in obsevanja z ionizirajocimi Zarki pomem-
ben nacin zdravijenja pri bolnikib s solidnimi tumorji (karcino-
mi, germinalni tumonji, savkomi, melanom). Z obicajnimi odmer-
ki citostatikov se uspeh zdravijenja pri vecini razsejanibh solidnih
tumorjev (razen germinalnib) v zadnjib letib ni izboljSal. Za vrsto
citostatikor so dokazali, da je ucinek na tumor sorazmeren z od-
merkom zdravila. Vecanje odmerkov nekaterib citostatikov je omo-
gocila uporaba citokinov, predvsem pa avtologna presaditev krvo-
twornib maticnib celic, ki znatno skrajsajo obnovitev kostnega mo-
zga po zdravijenju. Z velikimi odmerki citostatikov in avtologno
presaditvifo krvotvornib maticnib celic zdravimo nekatere bolnice
§ karcinomom dojke in bolnike z germinalnimi tumonji, v manjsi
meri pa bolnice s karcinomom jajénikov, mikrocelularnim karci-
nomom pljuc, gliomom in Ewingovim sarkomom. Pri drugib soli-
dnih tumorjib ta nacin zdravijenja zaenkrat ni uspesen.

Zakljucki. Koncno oceno tega nacina zdravljenja pricakujemo
kemalu po letu 2000, ko bo zakljucenih veliko prospektivnib rando-
miziranih raziskav.

Uvod

Zdravljenje s citostatiki je poleg kirurSke odstranitve tumorja in
obsevanja z ionizirajo¢imi zarki pomemben nacin zdravljenja pri
bolnikih s solidnimi tumorji, kot so karcinomi, germinalni tumoriji,
sarkomi in melanom. Te neoplazme zavzemajo okrog 95% vseh
malignih bolezni (1). Z uvajanjem novih nac¢inov zdravljenja, pred-
vsem novih citostatikov in hormonske terapije, se je preZivetje teh
bolnikov pomembno podaljsalo (2). Najpomembnejdi napovedni
dejavnik prezivetja je stadij bolezni. Uspeh kombiniranega zdrav-
lienja je tem boljsi, ¢im bolj zgodaj bolezen odkrijemo. Pri razseja-
nih solidnih tumorjih, razen pri germinalnih, dosezemo z zdravlje-
njem s citostatiki velikokrat le kratkotrajno izbolj$anje bolezni.

Za vrsto citostatikov so dokazali, da je u¢inek na tumor sorazme-
ren z odmerkom zdravila (3, 4) kar predstavlja teoreti¢no osnovo
za zdravljenje z zelo velikimi odmerki. Vecanje odmerka omejuje

Key words: high dose chemotherapy; solid tumours

Abstract — Background. Chemotherapy is besides surgery and ra-
diotherapy an important mode of treatment in patients with solid
tumours (carcinoma, germinal tumours, sarcoma, melanomd).
There has been little improvement in the effectiveness of conventi-
onal dose chemotherapy in most common solid tumors in recent
years. It has been demonstrated that the dose response curve is very
steep for most cytostatic agents, and therefore it seemed rationel
that with bigher doses of these drugs a higher cure rate could be
achieved. Very high doses of some cytostatic drugs could be applied
with many new approaches of supportive care, mainly autologous
peripheral stem cells that substantially shorten the period of aplea-
sia. Such treatment is currently used in many prospective clinical
trials in breast cancer, germinal tumours, ovarian cancer, micro-
cellilar lung cancer, gliomas and Fwing sarcoma. In other solid
tumours it seems that bigh dose chemotherapy as it is used today is
not dappropricte.

Conclusions. The place of high dose chemotherapy as standard
treatment in solid tumours bas still to be defined. We expect that
this will be known soon after year 2000 when most of prospective
randomised clinical trials that are ongoing will reach a conclusi-
an.,

toksi¢nost zdravila, ki je pri razli¢nih citostatikih razli¢na (hemato-
toksi¢nost, kardiotoksi¢nost, nefrotoksicnost, hepatotoksi¢nost, ...).
Pri citostatikih, ki se najve¢ uporabljajo v zelo velikih odmerkih je
zaviralno delovanje na kostni mozeg tisto, ki omejuje nadaljnje
vecanje odmerka. Temu so se v preteklosti izognili na ta nacin, da
so bolniku pred zdravljenjem s citostatiki odvzeli zadostno kolici-
no kostnega mozga in ga nato neposredno po zdravljenju vrnili. S
takim naéinom so lahko zvecali odmerke nekaterih citostatikov
pet do desetkrat. Ta nacin zdravljenja je bil drag in zamuden, saj je
bil potreben poseg v splodni anesteziji, izvajanje take terapije
veckrat zapored pa je bilo zelo zahtevno. Z napredkom zbiranja
krvotvornih mati¢nih celic v periferni krvi, ki poteka ambulantno,
pa je postalo tako zdravljenje dostopno. Obicajno zdravljenje z
zelo visokimi odmerki citostatikov (ZVOC) poteka tako, da bolni-
ku najprej z levkoferezo odvzamemo iz venske krvi krvotvorne
maticne celice (KMC). Izplavljanje KMC iz kostnega mozga obicaj-
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no povecamo s citokini ali s kombinacijo citostatikov in citokinov.
Temu sledi ZVOC in nato transfuzija KMC. S tem skrajSamo ob-
dobje aplazije na 7 do10 dni.

Zdravljenje z ZVOC in KMC trenutno v svetu, predvsem pa v Evro-
pi e ni povsod obicajen nadin zdravljenja pri bolnikih s solidnimi
tumorjih (5). Leta 1996 so v Evropi zdravili z ZVOC 2382 bolnikov
s solidnimi tumorji. Od tega 1347 bolnic z rakom dojke, 283 bolni-
kov z germinalni tumorji, 196 z neuroblastom, 117 z Ewingov sar-
komom, 85 s sarkomi mehkih tkiv, 55 z gliomi, in 299 drugih. Le pri
zdravljenju 3% bolnikov so uporabili krvotvorne matic¢ne celice iz
kostnega mozga, pri zdravljenju 3% bolnikov krvotvorne mati¢ne
celice periferne krvi in kostnega mozga pri vseh drugih pa krvo-
tvorne mati¢ne celice periferne krvi (6). Trenutno poteka v svetu
veé prospektivnih klini¢nih raziskav na tem podrodju z namenom,
da se ugotovi prava vrednost takega zdravljenja. Namen tega pri-
spevka je kratek pregled teh raziskav pri posameznih boleznih in
porocilo o takem zdravljenju pri nasih bolnikih.

Epitelijske neoplazme

Epitelijske neoplazme (karcinomi) predstavljajo vecino neopla-
zem tako v svetu kot pri nas. Leta 1995 je v Sloveniji zbolelo za
rakom 6508 bolnikov pri katerih je bila diagnoza potrjena s histo-
losko ali citolosko preiskavo, od tega 5584 zaradi karcinomov (1).
ZVOC se uporablja najve¢ pri zdravljenju karcinoma dojke, redke-
je pri zdravljenju karcinoma jaj¢nikov in mikrocelularnga karcino-
ma plju¢ (5), v Se manjSem obsegu pa pri zdravljenju drugih
epitelijskih neoplazem.

Karcinom dojke

V Sloveniji zboli letno okrog 700 bolnic zaradi karcinoma dojke.
Pri priblizno 45% teh bolnic je bolezen omejena na dojko, pri
priblizno 45% je razSirjena v pazdudne bezgavke, v 10% pa je
bolezen razsejana (1).

Obicajno zdravljenje s citostatiki je pri razsejani bolezni ucinkovi-
to v 40-75% (navadno gre za delno remisijo bolezni). Cas do
ponovitve bolezni pa je kratek (9-18 mesecev). Mediana preZivet-
ja teh bolnic je priblizno 2 leti.

Prognoza bolnic z vnetnim rakom dojk in bolnic z rakom dojk z 10
ali ve& pozitivnimi pazdusnimi bezgavkami je slaba ¢eprav nimajo
ugotovljenih zasevkov v druge organe. Kljub zdravljenju s citosta-
tiki pride pri 55-87% teh bolnic v 5 letih do ponovitve bolezni in
kar pri 70-90% bolnic v 10 letih po zaklju¢enem prvem zdravljenju
7, 8.

Rezultati zdravljenja bolnic z razsejanim rakom dojk z ZVOC in
KMC v nekaterih randomiziranih klini¢nih raziskavah, ki pa vklju-
Cujejo le manjSe Stevilo bolnic so enaki ali boljsi kot pri obicajnem
nacinu zdravljenja. Priblizno Cetrtina teh bolnic prezivi vec kot 3
leta po ZVOC brez znakov bolezni (9, 10). Indikacije za zdravlje-
nje teh bolnic izven klini¢nih raziskav niso povsem enotne. Bolni-
ce, ki so primerne za vkljucitev v take raziskave so tiste pri katerih
z obicajnim zdravljenjem s citostatiki doseZemo popolno remisijo
bolezni.

Peters s sodelavci ugotavlja, da je pri bolnicah z nerazsejano bole-
znijo, vendar z 2 10 pozitivnimi pazdu3nimi bezgavkami, zdravlje-
nih z ZVOC 5 letno preZivetje brez znakov bolezni 71% (11). Tudi
v drugih klini¢nih raziskavah (faza I) nekateri opisujejo pri bolni-
cah z 210 pozitivnimi bezgavkami, ki so jih zdravili z ZVOC, 5
letno prezivetje brez znakov bolezni v 56% (12) in drugi 4 letno
preZivetje brez znakov bolezni v 70% (13).

Po mnenju nekaterih raziskovalcev je za uspeino zdravljenje po-
trebnih ve¢ zaporednih krogov ZVOC, le to pa omejuje velika
toksi¢nost zdravljenja. Z novimi kombinacijami citostatikov in pri-
lagoditvami Ze obstojecih nacinov so uspeli toksi¢nost toliko
zmanj3ati,da je mogoce varno dajanje tudi treh zaporednih krogov
ZVOC (14, 15). Prvi izsledki vedjih randomiziranih klini¢nih raz-
iskav, ki trenutno potekajo so obetajo¢i, kon¢na ocena zdravljenja
pa bo na voljo po letu 2000.

Karcinom jajénikov

Letno zboli za rakom jajénikov v Sloveniji priblizno 160 Zensk. Pri
priblizno 60% bolnic je bolezen ob odkritju Ze napredovala do
stadija TIT ali TV (1).

Z obic¢ajnim zdravljenjem s citostatiki bolnic v stadiju III in IV po
operaciji dosezemo popolno remisijo bolezni v 60-80%, toda 5
letno preZivetje teh bolnic je le 10-20% (16).

V razli¢nih klini¢nih raziskavah (faza I in II) so ugotovili, da z
zdravljenjem teh bolnic z ZVOC in KMC sicer doseZejo popolno
remisijo bolezni v 70-90%, vendar se bolezen hitro ponovi, prezi-
vetje pa je enako kot pri obi¢ajnem nacinu zdravljenja (17). Neka-
teri raziskovalci opisujejo 20-50% 5 letno preZivetje, ¢e so bolnice
zdravili z ZVOC neposredno po zakljuéenem obi¢ajnem nacinu
zdravljenja (18). Izsledki raziskav, ki vkljucujejo v ZVOC tudi cito-
statik paclitaxel, obetajo izboljSanje prognoze bolnic z rakom jajc-
nikov. (19)

Mikrocelularni karcinom pljué

Vsako leto v Sloveniji zboli zaradi karcinoma plju¢ okoli 1000
novih bolnikov. Od tega priblizno 20% zaradi mikrocelularnega
raka pljuc¢ (1). Le okrog 5% bolnikov, ki so zboleli za rakom na
pliu¢ih v Sloveniji v obdobju 1988-1990 je preZzivelo 5 let od
ugotovitve bolezni (2). Zaradi hitre rasti tumorja in zelo dobrega
odziva na obicajno zdravljenje s citostatiki je izgledalo, da je mi-
krocelularni rak plju¢ najprimernejia bolezen za zdravljenje z ZVOC,
Raziskave niso pokazale pomembnega podaljsanja preZzivetja, saj
se je bolezen zelo hitro ponovila (20). Tako kot obi¢ajno zdravlje-
nje tudi ZVOC pri mikrocelularnemu raku plju¢ ni na mestu. Pre-
skusajo zelo intenzivno zdravljenje z vec zaporednimi krogi ZVOC
(21, 22).

Germinalni tumorji

Rak na modih je najpogostejsi tumor pri moskih v starosti 15 do 35
let. Leta 1995 je v Sloveniji zbolelo 56 bolnikov (1). Delez ozdravi-
tev je pri bolnikih z rakom na modih velik tudi pri napredovali
bolezni. Uspehi zdravljenja so se zlasti izbolj3ali po vkljucitvi cis-
platina v zdravljenje (23, 24). Uspeh ozdravitve je pri bolnikih z
nizkim stadijem bolezni 95-100%, pri bolnikih z raz3irjeno bole-
znijo pa na uspeh zdravljenja vplivajo stadij bolezni, tumorska
masa in izsledki tumorskih markerjev.

Obic¢ajno razsejano bolezen zdravimo s citostatiki in operativno
odstranitvijo ostanka tumorja. Ozdravitev doseZemo pri 65-95%
bolnikov, pri priblizno 15% bolnikov zdravljenje ni u¢inkovito. Pri
priblizno 10% bolnikov se bolezen ponovi po doseZeni popolni
remisiji. Pri ponovitvi bolezni doseZemo z zdravljenjem s citosta-
tiki ponovno popolno remisijo pri priblizno 60% bolnikov. Pri
polovici od njih pride do ponovne ponovitve bolezni (25).
Namen uporabe vedno bolj intenzivnih nacinov zdravljenja kot so
ZVOC in presaditev KMC kostnega mozga oziroma presaditev
KMC periferne krvi je doseci vedji odstotek popolnih remisij, ka-
snejSo ponovitev bolezni, dalje preZivetje bolnikov pri ponovitvi
bolezni kakor tudi pri tistih z neugodnimi prognosti¢nimi dejavni-
ki ob ugotovitvi bolezni (26-30).

Po podatkih v literaturi je priblizno 22% bolnikov, ki so jih zdravili
z ZVOC in podporo KMC periferne krvi in/ali KMC kostnega
mozga brez znakov bolezni ve¢ kot leto dni po zakljucenem zdrav-
lienju (31).

Avtorji so poskusali oceniti napovedne dejavnike, ki vplivajo na
uspeh zdravljenja z ZVOC. Z multivariatno analizo so ugotovili, da
SO statistiéno najpomembnejsi naslednji prognosti¢ni dejavniki:
obseg bolezni pred zdravljenjem z ZVOC, primarno mesto tumor-
ja in koncentracija tumorskega markerja v krvi (horionski gonado-
tropin) pred ZVOC. Ugotovili so, da imajo bolniki s primarnim
tumorjem na modih, pri katerih je bilo zdravljenje s cisplatinom
ucinkovito in so imeli pred zdravljenjem z ZVOC nizke vrednosti
tumorskega markerja, ve¢ kot 50% verjetnosti, da bodo preZivel




ZAKOTNIK B, PAJK B, PRETNAR J. ZDRAVLJEN]JE SOLIDNIH TUMORJEV ODRASLIH Z ZELO VELIKIMI ODMERKI CITOSTATIKOV

I-21

dve leti ali ved. Pri bolnikih z drugimi manj ugodnimi prognosti¢-
nimi dejavniki je verjetnost ozdravitve le 10% do 30%. Med razlic-
nimi nacini ZVOC niso ugotovili pomembnih razlik pri preZivetju
bolnikov (32).

Klini¢ne raziskave 3e niso potrdile pravega pomena ZVOC kot
konsolidacijskega nacina zdravljenja po zdravljenju s citostatiki
pri ponovitvi bolezni (31).

Iz rezultatov razli¢nih klini¢nih raziskav lahko povzamemo, da
ZVOC niso primerni kot zdravljenje za bolnike neodzivne na zdrav-
lienje s cisplatinom (31, 33).

Po mnenju nekaterih raziskovalcev je zdravljenje z ZVOC in KMC
obetajoce kot prvo zdravljenje za bolnike z neugodnimi progno-
sticnimi dejavniki (31, 32). V literaturi e ni dovolj podatkov o
morebitno vedjem uspehu zdravljenja z ve¢ kot enim krogom
ZVOC (33).

Drugi solidni tumorji
Potekajo tudi klini¢ne raziskave (faza I in ID pri bolnikih z Ewin-

govim sarkomom in gliomi (34). O vedjih uspehih ne porocajo, saj
se bolezen hitro ponovi.

Izsledki zdravljenja solidnih tumorjev

z zelo visokimi odmerki citostatikov

pri nasih bolnikih

Zdravljenje solidnih tumorjev z ZVOC in KMC periferne krvi smo
priceli leta 1997 in sicer kot dopolnilno zdravljenje pri bolnicah s
karcinomom dojke z ve¢ kot 10 prizadetih pazdusnih bezgavk.
Ker tak nacin zdravljenja 8e ni priznan kot obi¢ajen, nameravamo
vkljucevati te bolnice v mednarodni protokol za zadravljenje raka
dojke (IBCSG - International Breast Cancer Study Group) v kate-
rem na OnkoloSkem indtitutu sodelujemo Ze vrsto let.

V sodelovanju s Klini¢nim oddelkom za hematologijo smo do
sedaj zdravili na ta nacin dve bolnici, obe mlaj§i od 40 let z
velikim Stevilom prizadetih pazdusnih bezgavk. Bolnici sta prejeli
tri kroge ZVOC (epidoksorubicin, ciklofosfamid) v razmaku treh
tednov in ob vsakem krogu zdravljenja sta prejeli transfuzijo
KMC. Te smo pred zafetkom zdravljenja zbrali iz venske krvi z
levkoferezami na Zavodu RS za transfuzijo krvi v Ljubljani . Za
povecanje Stevila KMC v krvi smo uporabili rastni dejavnik G-CSF
(Neupogen).

Med akutnimi neZelenimi pojavi smo ugotavljali navzeo, bruhanje
in zaviralno delovanje na kostni mozeg. Obdobje pancitopenije je
bilo le 7 do10 dni, pri nobeni od bolnic ni prislo do okuzbe.V tem
¢asu sta prejemali profilakti¢no ciprofloksacin, flukonazol in acy-
clovir.

Bolnici nista potrebovali transfuzije koncentriranih trombocitov,
prejeli sta le enkrat transfuzijo koncentriranih filtriranih in obseva-
nih eritrocitov. Tudi v obdobju po presaditvi bolnici nista imeli
okuzbe. Redno ju kontroliramo vsake tri mesece, Do sedaj nismo
ugotovili kasnih neZelenih sopojavov niti ponovitve bolezni.

Zakljuéek

Zdravljenje z ZVOC in KMC pri solidnih tumorjih $e ni obicajen
nacin zdravljenja in tudi v svetu trenutno poteka v glavnem kot
klini¢ne raziskave, vsekakor pa je eden izmed obetajocih nacinov
zdravljenja pri nekaterih solidnih tumorjih. Pravo vrednost tega
zdravljenja pa bomo lahko ocenili po zaklju¢ku randomiziranih
klini¢nih raziskav v zacetku prihodnjega tisocletja.
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ZDRAVLJENJE NAPREDOVALE KRONICNE LIMFOCITNE
LEVKEMIJE S FLUDARABINOM

TREATMENT OF ADVANCED-STAGE CHRONIC LYMPHOCYTIC LEUKAEMIA WITH
FLUDARABINE
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Klju¢ne besede: predhodno zdravljeni bolniki; fludarabin; tra-
Jjanje ucinka zdravljenja

Izvledek —[zhodisca. Fludarabin pomeni novo moznost zdrauvlje-
nja za bolnike z napredovalo kronicno limfocitno levkemijo (KLL),
ko zdravijenje s klorambucilom ni ve¢ ucinkovito.

Bolniki in zdravljenje. S fludarabinom smo zdravili 15 bolnikov z
napredovalo B-KLL, pri kateri drugi nacini zdravijenja niso bili
ved ucinkoviti. Starost stivib bolnic in enajstib bolnikov je bila od
40 do 73 let (mediana 59 let). Fludarabin smo dajali 25 mg/m-2
telesne povrsine/dan 5 dni. Zdravljenje smo ponavijali na 28 dni.

Rezultati. Po zdravijenju s fludarabinom smo dosegli popolno re-
misijo bolezni pri dveh od petnayjstib bolnikov (13%), delno remisi-
Jo pri petib bolnikib (33%), medtem ko je bilo pri osmib bolnikib
(54%) zdravljenje neuspesno. Bolniki, pri katerib je bilo zdravlje-
nje uspesno, so prejeli povprecno 4 kroge zdravljenja. Cas od za-
kljucka zdravijenja s fludarabinom do poslabsanja bolezni je bil
pri tistih, kjer smo dosegli popolno remisijo bolezni, povpreéno 22
mesecev, pri bolnikib z delno remisijo povprecno 13 mesecev, skti-
prno pa povprecno 16 mesecer.

Zakljucki. Zdravijenje s fludarabinom je bilo uspesno, s tem pa
tudi boljsa kakovost Zivljenja pri skoraj polovici prej zdrvavljenilb
bolnikov z napredovalo KLL. Ucinek zdravijenja je bil daljsi pri
tistih bolnikib, kjer smo dosegli popolno remisijo bolezni.

Uvod

Kroni¢na limfocitna levkemija (KLL) je najpogostejsa oblika lev-
kemije v zahodnih drZavah, saj doseZe po 60. letu starosti pogost-
nost ve¢ kot 20 novih primerov bolezni na leto na 100.000 prebi-
valcev (1). Moski zbolevajo enkrat pogosteje kot Zenske.

Za bolezen je znadilna klonska proliferacija in kopi¢enje neopla-
sti¢nih limfocitov B. Kadar bolezen slu¢ajno ugotovimo pri pre-
gledu krvi (limfocitoza ved kot 5,0x10-9/L) in je omejena na kost-
ni mozeg (infiltracija z ve¢ kot 30% limfocitov), govorimo o klinic-
no razvojni stopnji A. Pri razdelitvi KLL po razvojnih stopnjah
lo¢imo pet enakovrednih podrocij povecanih bezgavk in orga-
nov: povecane bezgavke v vratu, pazduhah in dimljah ter poveca-
na vranica in jetra. Pri klini¢no razvojni stopnji A so lahko poveca-
ne bezgavke in/ali organi v manj kot treh obmodjih, pri stopnji B
pa v treh ali ve¢ podrodjih. Pri stopnji C imajo bolniki anemijo
(koncentracija hemoglobina manj kot 100 g/L) in/ali rombocito-

Key words: previously treated patients; fludarabine; duration of
response

Abstract — Background. Fludarabine is a new option in the treat-
ment of patients with advanced-stage chronic lymphocytic leuka-
emia (CLL) failing on therapy with chlorambucil.

Patients and treatment. Fludarabine was given to 15 patients with
advanced B-CLL who no longer to other treatment modalities. The-
re were 4 women and 11 men, aged 40 to 73 years (median 59
wrs). The patients received fludarabine 25 mg/m2 per day over 5
consecutive daxs. The regimen was repeated every 28 days.

Results. Two of the 15 patients (13%) showed a complete remission
and 5 (33%) a partial remission. Eight patients (54%) showed no
therapeutic response. Fludarabine proved effective in patients who
completed an average of 4 treatment cycles. The average progressi-
on-free interval after fludarabine was 22 months in patients with
a complete remission and 13 months in patients with a partial
remission, the average overall interval being 16 montbs.

Conclusions. Fludarabine bas provided an effective therapy and
has improved the quality of life in nearly one balf of the pretreated
patients with advanced B-LLC. The benficial effect of therapy la-
sted longer in patients showing a higher therapeutic response.

penijo (Stevilo trombocitov manj kot 100x10-9/L) (2). Pri okoli
60% bolnikov s KLL (stopnja A) poteka bolezen pocasi in ne
potrebujejo zdravljenja, medtem ko pri 40% bolnikov s povedani-
mi bezgavkami, jetri, vranico in znaki odpovedi kostnega mozga,
poteka bolezen hitreje. Povpre¢no prezivetje je pri slednjih le
nekaj let.

Za oceno napovedi poteka KLL je najpomembnejsa razsirjenost
bolezni ob ugotovitvi, poleg tega pa Se ¢as podvojitve Stevila
limfocitov v krvi, nac¢in limfocitne infiltracije kostnega mozga in
citogeneti¢ne nepravilnosti (2—4).

Klorambucil je alkilirajoéi citostatik, s katerim obic¢ajno za¢nemo
zdravljenje KLL. Pri bolnikih s klini¢no razvojno stopnjo C kloram-
bucilu dodamo glukokortikoide. Izboljsanje bolezni dosezemo
pri 40-77% bolnikov, ki pred tem 3e niso bili zdravljeni (5, 6).
Ceprav so s kombinacijo ciklofosfamida. doksorubicina, vinkristi-
na in prednisona (CHOP) dosegli izboljanje napredovale bolezni
v vedjem odstotku, pa se preZivetje bolnikov ni podaljsalo (7-9).
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Tab. 1. Odzivnost na zdravijenje s fludarabinom.
Tab. 1. Response to treatment with fludarabine.
PR DR PR+DR NZ
phop o 21503%)  5/15(3%)  7/15 46%)  8/15 (54%)
patients
Raziirjenost bolezni
Clinical stage
B 2 2 4 5
G 1 2 3 3

Obdobje do poslabsanja
bolezni (meseci)
Progression-free
intervals (months)

20 13 16

PR — popolna remisija / complete remission
DR - delna remisija / partial remission
NZ - neuspedno zdravljenje / unsuccesfull treatment

Uporaba purinskih analogov, kot sta fludarabin in kladribin, je v
drugi polovici osemdesetih let pomenila novo moZnost zdravlje-
nja za bolnike z napredovalo KLL, ko drugi nacini zdravljenja niso
bili ve¢ uc¢inkoviti (10, 11). Fludarabin (9-beta-D-arabinofurano-
zil-2-fluoro-adenin monofosfat) je fluorirani analog ara-adenina,
ki je relativno odporen proti delovanju encima adenozin deami-
naze (12). Pri bolnikih s KLL in ne-Hodgkinovimi limfomi so v
klini¢nih raziskavah I. in II. Grever in sod. (13) ter Leiby in sod.
(14) ugotovili, da fludarabin povzroca levkopenijo. Odzivnost na
zdravljenje s fludarabinom je bila pri poprej zdravljenih bolnikih s
KLL 45%, od tega so dosegli popolno remisijo bolezni pri 13%
bolnikov, delno izboljanje pa pri 32% bolnikov. Pri 55% bolnikov
s KLL je bilo zdravljenje neu¢inkovito (15, 16).

Ceprav smo fludarabin registrirali v Sloveniji ob koncu leta 1997,
v vecini evropskih drzav pa leto prej, smo ga zaceli uporabljati pri
nas Ze decembra leta 1993. Kljub temu, da je fludarabin u¢inkovi-
tejsi od klorambucila pri prvem zdravljenju KLL in se nakazuje
moznost daljSega prezivetja bolnikov po zdravljenju z njim, pa ga
zaradi velike cene zdravljenja uporabijo v vecini drzav Sele takrat,
ko zdravljenje s klorambucilom ni ve¢ ucinkovito (17).

Namen naSega dela je prikazati izsledke zdravljenja s fludarabi-
nom pri bolnikih z napredovalo KLL in jih primerjati z izsledki v
literaturi.

Bolniki in zdravljenje

Od decembra 1993 do decembra 1997 smo na Klini¢nem oddelku
za hematologijo v Ljubljani zdravili s fludarabinom 15 bolnikov z
napredovalo B-KLL. KLL smo opredelili na osnovi kliniénega pre-
gleda, celotne krvne slike, citoloske ocene kostnega mozga in
potrditve celicnih oznacevalcev B na limfocitih. Starost Stirih bol-
nic in enajstih bolnikov je bila od 40 do 73 let (mediana 59 let).
Devet bolnikov je imelo pred zacetkom zdravljenja s fludarabi-
nom klini¢no razvojno stopnjo B, est bolnikov pa klini¢no raz-
vojno stopnjo C. Cas od ugotovitve KLL pa do zacetka zdravljenja
s fludarabinom je bil od 6 do 44 mesecev (mediana 31 mesecev).
Pred zacetkom zdravljenja s fludarabinom so se trije bolniki zdra-
vili s klorambucilom, devet bolnikov s klorambucilom in metil-
prednizolonom, dva s kombinacijo citostatikov CHOP (ciklofosfa-
mid, doksorubicin, vinkristin, prednizon) in COP (ciklofosfamid,
doksorubicin, prednizon), dvema pa smo obsevali vranico z ioni-
zirajocimi Zarki.

Fludarabin (Fludara, Schering AG) smo dajali 25 mg/m-2 telesne
povrSine/dan, 5 dni v 30 minutni venski infuziji (17). Zdravljenje
smo ponavljali na 28 dni, dokler so se kazalniki bolezni izboljsevali.
Uspesnost zdravljenja smo ocenjevali pred naslednjim krogom
zdravljenja.

Popolno remisijo bolezni smo ocenili: 1. ¢e po zdravljenju nismo
vec¢ ugotovili povecanih bezgavk ali organov, 2. e je bilo v krvni
sliki vec kot 1,5x10-9/L nevtrofilcev, manj kot 4x10-9/L limfoci-
tov, ved kot 100x10-9/L trombocitov, koncentracija hemoglobina

pa vedja od 110 g/L, 3. e je bilo v kostnem mozgu manj kot 30%
limfocitov.

Za delno remisijo smo ocenili, ¢e so se povecane bezgavke ali
organi zmanj3ali za 50% in izboljSale zgoraj nastete vrednosti krv-
ne slike za ve¢ kot 50%. V primerih, ko nismo dosegli opisnega
izbolj8anja bolezni, smo ocenili zdravljenje kot neuspedno (18).
Zdravljenje smo zakljudili, ¢e smo dosegli popolno remisijo bole-
zni ali &e se znaki bolezni niso ve¢ zmanjSevali oziroma Ce je bilo
zdravljenje neuspesno.

Rezultati

V skupini 15 bolnikov z napredovalo KLL smo po zdravljenju s
fludarabinom dosegli popolno remisijo pri dveh bolnikih (13%),
delno remisijo pa pri petih (33%). Pri osmih bolnikih (54%) je bilo
zdravljenje neuspesno. '
V skupini sedmih bolnikov (46%), pri katerih je bilo zdravljenje s
fludarabinom uspesno, so bili &tirje bolniki klini¢no razvojne stop-
nje B, trije pa C. V skupini osmih bolnikov (54%), pri katerih
zdravljenje ni bilo uspesno, je bilo pet bolnikov klini¢no razvojne
stopnje B, trije pa C. Bolniki, pri katerih je bilo zdravljenje uspesno,
so prejeli povprecno 4 kroge zdravljenja. Pri enem smo dosegli
popolno remisijo Ze po prvem krogu zdravljenja, pri drugem pa
Sele po sedmih krogih.

Cas od zakljucka zdravljenja s fludarabinom pa do poslab3anja
bolezni je bil pri bolnikih 16 mesecev (mediana). Pri tistih, kjer
smo dosegli popolno remisijo bolezni, je bil 22 mesecev (medi-
ana), pri bolnikih z delno remisijo bolezni pa 13 mesecev (medi-
ana).

Pri enem bolniku se je med zdravljenjem s fludarabinom preho-
dno zmanjsalo Stevilo nevtrofilcev v krvi pod 1x10-9/L, pri dveh
pa Stevilo trombocitov pod 100x10-9/L. Pri enem bolniku se je po
zaklju¢enem zdravljenju s fludarabinom pojavila avtoimunska he-
moliticna anemija.

Razpravljanje

Udinkovitost fludarabina pri prej zdravljenih in nezdravljenih bol-
nikih s KLL so potrdile Ze prve klini¢ne raziskave ob koncu 80 let
(13, 15, 16).

Na3i izsledki zdravljenja s fludarabinom so primerljivi z izsledki v
literaturi. Medtem ko so Grever in sod. (15) ugotovili, da je bilo
zdravljenje s fludarabinom uspesno pri 35% bolnikov, so Keating
in sod. (16) to ugotovili pri 51% bolnikov s KLL, ki so jih pred tem
ze zdravili na druge nacine. V obeh raziskavah je bil deleZ popol-
nih remisij 13%. Catovsky in Murphy (19) sta po zdravljenju s
fludarabinom 34 prej Ze zdravljenih bolnikov s KLL ugotovila 18%
popolnih in 41% delnih remisij. Nasa skupina bolnikov je glede
napredovanja bolezni in nadinov poprejinjega zdravljenja KLL
primerljiva s tistimi v literaturi (15, 16). Vecina naSih bolnikov 12/
15 (80%) je bila pred zdravljenjem s fludarabinom rezistentna le na
eno vrsto zdravljenja KLL. Poleg tega je pomemben tudi delez
bolnikov z najbolj napredovalo boleznijo (stopnja C), saj je pri
njih odzivnost na zdravljenje manjsa (16) kot pri manj napredovali
bolezni (stopnja B). V nadi skupini bolnikov je bilo sest bolnikov
(40%) klini¢no razvojne stopnje C in devet bolnikov (60%) klini¢-
no razvojne stopnje B.

Po zdravljenju s fludarabinom prej zdravljenih bolnikov s KLL niso
ugotovili (15, 16) pomembno podalj$anega prezivetja bolnikov,
temve¢ le kasnejso ponovitev bolezni, kot ¢e so se zdravili (17) s
kombinacijo CAP (ciklofosfamid, doksorubicin, prednizon).

Cas od zaklju¢ka zdravljenja s fludarabinom pa do poslab3anja
bolezni je bil pri nasih bolnikih v povpredju 16 mesecev, kar je
manj, kot so ugotovili (27 mesecev) Johnson in sod. (17) vendar se
znatno ved, kot so ugotovili po zdravljenju s CAP (9 mesecev).
HitrejSa ponovitev KLL je lahko pri nasih bolnikih posledica tega,
ker so prejeli v povpredju en krog zdravljenja s fludarabinom manj
kot skupina bolnikov Johnsona in sod. (17).
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Zaviralno delovanje fludarabina na kostni mozeg se pojavi pri
19% bolnikov kot nevtropenija in pri 14% bolnikov kot tromboci-
topenija (17), medtem ko se anemija pojavi le pri 7% bolnikov.
Tudi pri nadih bolnikih se je pri enem pojavila prehodna nevtro-
penija, pri dveh trombocitopenija, pri enem pa po zakljucenem
zdravljenju avtoimunska hemoliti¢na anemija, kar je nekoliko manj
kot v literaturi (17). Okuzb in drugih zapletov s prebavili in osred-
njim Zivéeviem pri nasih bolnikih nismo zasledili. Medtem ko so
nekateri ugotovili, da so avtoimunski zapleti z anemijo in trombo-
citopenijo pogostejsi med zdravljenjem s fludarabinom (20, 21),
pa so drugi opisali izboljSanje avtoimunske hemoliti¢ne anemije
(22).

Zakljucki

Zdravljenje s fludarabinom je bilo uspe$no, s tem pa tudi boljsa
kakovost Zivljenja pri skoraj polovici prej zdravljenih bolnikov z
napredovalo KLL. Trajanje ucinka zdravljenja je bilo daljSe pri
tistih bolnikih, kjer smo dosegli popolno remisijo bolezni. Pri
petini bolnikov smo zasledili zaviralno delovanje fludarabina na
mielopoezo.
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ZDRAVLJENJE BOLNIKOV Z DLAKASTO CELICNO
LEVKEMIJO S KLADRIBINOM

TREATMENT OF HAIRY CELL LEUKEMIA WITH CLADRIBINE
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Kljuéne besede: dlakasto celicna levkemija; 2-klorodeoksiade-
nozin; zdravljenje

Izvledek —1zhodisca. Z uporabo interferona alfa in novefsib ana-
logov purina (pentostatin, kladribin) za zdravljenje dlakasto ce-
licne levkemije se je prognoza bolezni znatno izboljSala. Kladribin
se je najbolj uveljavil zaradi majhne loksicnosti, kratkotrajnega
zdravljenja in visokega deleza dolgotrajnib remisij.

Metode in rezultati. Petnajst bolnikov z dlakasto celicno levkemijo
smo zdravili s kladribinom (0,1 mg/ke/dan sedem dni). Zdravije-
nje je trajalo sedem dni. Sedem bolnikov smo poprej zdravili z
interferonom alfa. Popolno remisijo bolezni smo dosegli pri 915
(60%) bolnikov in delni odgovor pri 6/15 (40%). Bolnike smo po
zdravijenju spremljali 6 do 31 mesecev. En bolnik je umrl sest
mesecev po zdravljenju zaradi karcinoma pljuc. Remisija bolezni
pridrugih bolnikib Se vedno traja. Hujsib neZelenih ucinkov zdrav-
lienja nismo opazili. Osem bolnikov je zbolelo med zdravljenjem
ali kmalu po njem z zvecano telesno temperaturo. Pri vseb, razen
prienem, je zvecana telesna temperatura nastopila v obdobju nev-
tropenije. En bolnik je zaradi poslabsanja anemije potreboval trans-
Suzijo eritrocitov kmalu po zakljucku zdravljenja.

Zakljucki. Zdravljenje dlakastocelicne levkemije s kladribinom je
zelo ucinkovito. Hujsi neZeleni ucinki zdravljenja so redki. Pri
bolnikib s povecanim tveganjem za resno okuzbo labko zmanjsamo
to tvegarnje s spremembo nacina zdravijenja.

Uvod

Dlakasto celi¢na levkemija (DCL) je redka kroni¢na limfoprolife-
rativna bolezen, pri kateri so se nadini zdravljenja v zadnjih 14
letih znatno izboljsali. Pred odkritiem ucinkovitega sistemskega
zdravljenja je bila mediana prezivetja bolnikov le 53 mesecev (1).
Z uvedbo interferona alfa (IFN) leta 1984 in kasneje novih analo-
gov purina, kot sta pentostatin in kladribin, je postalo zdravljenje
DCL uspesno. Vsi trije nacini zdravljenja podaljSajo preZivetje za
vec kot 10 let. Razlike so le glede trajanja indukcijskega zdravlje-
nja, deleza doseZenih popolnih remisij in trajanja remisije. Glede
teh lastnosti se je zdravljenje s kladribinom izkazalo za najprimer-
nejse.

Kladribin (2-klorodeoksiadenozin, 2-CdA) je analog deoksiade-
nozina, na katerega encim adenozin deaminaza ne u¢inkuje. Zdra-
vilo deluje predvsem na limfocite in monocite. Deluje na celice v
obdobju delitve, kot tudi na mirujoce celice s tem, da sproZi apop-
tozo. Selektivnost je posledica velike aktivnosti encima deoksiciti-
din kinaze v celicah limfocitne vrste. To omogoca kopicenije fos-

Key words: hairy cell leukemia; cladribine; treatment

Abstract — Background. Since the introduction of interferon and
newer purine analogues (pentostatin and cladribine) in the treat-
ment of bairy cell lewkaemia outcome of disease changed drama-
tically. Cladribine is emerging as the treatment of choice because
of its favourable toxicity profile, brief duration of treatment and
high percentage of long-lasting complete remissions.

Methods and results. Fifteen patienis with bairy cell leukaemia
were treated with cladribine (0.1 mg/kg/day) for seven days. Seven
patients bad received prior interferon therapy. Complete haemaio-
logical remission was achieved in nine (60%) patients and partial
remission in six (40%). The follow up period varied between 6 and
31 months. One patient died six months after cladribine treatment
because of pulmonary carcinoma. Other fourteen patienis are still
in remission. There were no serious side effects of treatment. Eight
patients had short fever during or shortly after the treatment. Seven
of these bad fever in the setting of neutropenia. One patient requ-
ired blood product support after treatment.

Conclusions. Treatment of hairy cell leikaemia with cladribine is
highly effective with minor side effects. The selected group of pati-
ents with bigher risk of serious infection or myelosupression may
benefit of a different schedule of treatment.

foriliranega 2-CdA v toksi¢nih koncentracijah. Prvo porocilo o
ucinkovitem zdravljenju DCL s kladribinom so objavili Piro in
sodelavei leta 1987 (2). Pri dveh bolnikih so s sedemdnevnim
zdravljenjem v obliki neprekinjene infuzije kladribina (0,1mg/kg)
7 dni dosegli popolno dolgotrajno remisijo. Kasneje so Stevilne
klini¢ne raziskave potrdile u¢inkovitost takSnega zdravljenja. Za-
radi prednosti, kot sta kratko zdravljenje in velik delez dolgotraj-
nih popolnih remisij, se kladribin bolj priporo¢a za zdravljenje
DCL kot IFN ali pentostatin.

Namen prispevka je opisati nade izkudnje pri zdravljenju DCL z
kladribinom.

Bolniki in nacini zdravljenja

Od julija 1995 do julija 1997 smo na Klini¢nem oddelku za hema-
tologijo v Ljubljani zdravili s kladribinom 15 bolnikov z DCL. Pri
vseh bolnikih so izsledki klini¢nega pregleda in laboratorijskih
preiskav ustrezali DCL. Za zdravljenje smo se odlocili v primeru
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znakov aktivne bolezni: hemoglobin (Hb) < 110 g/L, Stevilo
nevtrofilcev (Ng) <1x10/L, Stevilo trombocitov (Tr) <100x10%/L,
ponavljajoce se okuZbe in prisotnost splodnih simptomov bolezni.
Podatke o bolnikih pred zacetkom zdravljenja s kladibinom smo
prikazalivtabeli 1. Le pri bolnikoma BA in RD smo navedli izsledeke
biopsije kostnega mozga izpred dveh let. Sedem bolnikov smo
poprej zdravili z IFN. Pri petih bolnikih, ki so zaklju¢ili indukcijsko
zdravljenje z IFN, smo ugotovili relaps bolezni leto dni (mediana
16 mesecev) po zakljucku zadnjega zdravljenja. Pri bolniku LA
smo ugotovili relaps med vzdrzevalnim zdravljenjem z IFN. Vzdr-
Zevalno zdravljenje je trajalo Sest let. Pri bolniku SF smo indukcijsko
zdravljenje z IFN po dveh mesecih prekinili zaradi neZelenih
ucinkov. Drugi bolniki se poprej niso zdravili zaradi DCL.

Tab. 1. Znacilnosti bolnikov pred zacetkom zdravijenja s CdA.
Tab. 1. Characteristics of patients before therapy with CdA.

Bolnik Spol Starost (leta) Predhodno zdravljenje z IFN
Patient Sex Age (years) Previous treatment wtih IFN
BA m 59

CR m 49 1Z (4x)*

HZ m 57

M m 40

KD m 73 1Z

KJ m 67 1Z (2x)

15 m 63

LA m 69 1Z + V2

PG m 51,

RD FA ()] 47 1Z (2x)

SD FA ()] 63

SI m 55

SL z(H 74

SF m 63 17

SLF m 46 17

IFN - interferon; IZ - indukcijsko zdravljenje; * Stevilo 1Z, VZ - vzdrzevalno
zdravljenje.
1Z - induction treatment; * number of inductions; VZ — maintenance treatment.

Bolnike smo zdravili s kladribinom (Leustatin, Ortho Biotech) v
odmerku 0,1 mg/kg/dan sedem dni zapored. Zdravilo so bolniki
prejeli v neprekinjeni infuziji (dva bolnika) ali kot podkoZne
injekcije (13 bolnikov). Zdravljenje smo izvajali v bolniSnici in
ambulantno. Pred zacetkom zdravljenja smo bolnikom napravili
celotno krvno sliko in citologki ter histoloki pregled kostnega
mozga. Pri histoloSkem pregledu kostnega mozga je patolog ocenil
delez infiltracije z dlakastimi celicami (DC). Uspeh zdravljenja
smo ocenili tri do Sest mesecev po zacetku zdravljenja. Za oceno
uspesnosti zdravljenja smo uporabili priporodila »2™ International
Workshop on Hairy Cell Leukemia- (3):

— Popolna remisija bolezni je zmanj$anje povecanih organov (jetra,
vranica bezgavke) na normalno velikost, Hb > 120 g/L, Tr > 100x10°/
L, Ng > 1,5x10°%L in odsotnost DC v krvi in kostnem mozgu.

— Delna remisija bolezni je zmanjSanje povecanih organov in Ste-
vila DC v kostnem mozgu za najmanj 50% ter manj kot 5% DC v
diferencialni beli krvni sliki.

Rezultati

Izsledke zdravljenja petnajstih bolnikih smo prikazali v tabeli 2.
Popolno remisijo smo ugotovili pri devetih bolnikih (60%), delno
remisijo pa pri petih bolnikih (40%). NeuspeSnega zdravljenja ni
bilo. Bolnika JM smo zdravili dvakrat. Po prvem zdravljenju smo
dosegli delno remisijo z 20% preostalih DC v kostnem mozgu.
Sedem mesecev po prvem zdravljenju smo bolnika ponovno zdravili
na enak nacin kot prvi¢. Po drugem zdravljenju v kostnem mozgu
ni bilo ve¢ DC, vendar smo zaradi zmanjSanega Stevila tromboci-
tov v krvi uspeh zdravljenja ocenili le kot delno remisijo.

Pri Stirinajstih bolnikih zaenkrat nismo zasledili poslabsanja bole-
zni. Cas opazovanja je 8-31 mesecev. Le bolnik PG, pri katerem
smo dosegli popolno remisij bolezni, je Sest mesecev po zakljué-
ku zdravljenja s kladribinom umrl zaradi adenokarcinoma pljuc.

Tab. 2. Hematoloski izsledki pred in 3 do 6 mesecev po zdravljenju
z kladribinom (2-CdA).

Tab. 2. Haematologic values before and after 3 to 6 months of
treatment with cladribine (2-CdA).

Pred 2-CdA 36 mes. po 2-CdA
Before 2-Cda 36 mo. after 2-CdA

| janje
Bolk Hb Tr Ng DC KM Hb Tr Ng DC KM Upeh Trajanje

zdravlj. remisije

Respon-
Patient (g/L) 10°L 10°L % % (g/L) 10°%L 10%L % %  seto Remission

treatment duration
BA 106 22 07 4 >30 164 105 42 0 0 R 22 m*
CR 139 212 08 11 90 159 285 59 0 <30 DR 17m*
HZ 102 137 22 7 90 150 176 2 0 25 DR 27 m*
™M 81 45 07 8 90 151 79 36 0 20 DR
iy 151 79 36 0 20 142 78 3 0 0 DR  13m*
KD 123 53 14 16 80 146 130 27 0 0 R 11m*
K] 113 54 1,1 23 80 158 112 4 0 0 R 11m*
LS 79 143 08 0 =90 144 176 3 ] 5 DR 14m*
LA 95 89 08 0 =90 107 137 23 0 30 DR 9m*
PG 99 139 1,3 3 70 123 286 46 O 0 R 6m
RD 114 85 1 1 >90 134 164 25 0 <5 DR 14m*
sD 55 9 01 49 >90 135 111 16 0 0 R 8m*
SI 128 104 03 0 60 150 166 39 0 0 R 18m*
SL 95 41 06 67 90 136 157 47 0 0 R 13m*
SF 82 37 02 0 =90 158 206 5 0 0 R 31m*
SLF 105 38 08 45 80 140 152 55 0 0 R 11m*

Hb — hemoglobin; Tr — trombociti; Ng — nevtrofilci; DC — dlakaste celice v krvi; KM
- dlakaste celice v kostnem mozgu; R — popolna remisja; DR - delna remisija; m -
mesec; * remisija 3e traja; * drugo zdravljenje.

Hb - haemoglobin; Tr - platelets; Ng - neutrophils; DC - blood hairy cells; KM~ bone
marrow hairy cells; R — complete remission; DR — partial remission; m — month; *
remission permanent; * second treatment,

Pri petih bolnikih med zdravljenjem in po njem ni bilo zapletov.
Osem bolnikov je imelo po zdravljenju kraj$e obdobje zvecane
telesne temperature. Pri sedmih se je vroéina pojavila v obdobju
poslabsanja nevtropenije. Bolnik CR je po zdravljenju s kladribi-
nom zbolel za akutnim bronhitisom. Bolnik RD pa je zaradi pre-
hodnega poslab3anja anemije potreboval transfuzijo eritrocitov.

Razpravljanje

Ce ocenjujemo uspesnost zdravljenja DCL s preZivetjem bolnikov,
ni bistvenih razlik med zdravljenjem z IFN, pentastatinom ali kla-
dribinom. Razlike so pri trajanju indukcijskega zdravljenja, delezu
popolnih remisij in trajanju remisij. Indukcijsko zdravljenje z IFN
traja eno leto, popolno in delno remisijo doseZzemo v 10% oziroma
55%, bolezen se ponovi v povpredju po 1-2 letih po zdravljenju
(4, 5). Glede deleZa popolnih remisij in njihovega trajanja je zdrav-
lienje s pentostatinom in kladribinom uspesnejSe. Popolno remisi-
jo bolezni so dosegli v 60-80%, pri ostalih bolnikih pa delno
remisijo. NeuspeSno zdravljenje je bilo redko (4). Trajanje remisij
je bilo dolgo. Stiri leta po zdravljenju je bilo 72% bolnikov e
vedno v remisiji (6). Glavna prednost kladribina pred pentostati-
nom je krajsi ¢as zdravljenja (7 dni nasproti 3-6 mesecem) in
uspesno zdravljenje ponovitve bolezni po zdravljenju z IFN ali
pentostatinom (7). Zdravljenje s kladribinom v obliki podkoZnih
injekcij je enako uspesno kot intravenska infuzija (8). Zdravljenje
se zato lahko izvaja tudi ambulantno. Nasi izsledki glede zdravlje-
nja s kladribinom so podobni tistim v literaturi (9). Manj uspesen
je kladribin pri zdravljenju bolnikov z razli¢ico DCL s CD25 nega-
tivnim imunoloskim fenotipom (10). Pri teh sta tudi IFN in pento-
statin neuspedna. Tri mesece po koncu zdravljenja so Wheaton in
sod. pri bolnikih s popolno remisijo ocenjevali biopti¢ne priprav-
ke kostnega mozga z natan¢nejSimi imunokemi¢nimi nacini. Pri
13% bolnikov so e ugotovili manjSe Stevilo DC v kostnem mozgu
(minimalno rezidualno levkemijo) (11). Menijo, da je to edini
kazalnik, ki napoveduje kasnejo ponovitev bolezni. Glede na
dolgo remisijo bolezni Se ni znano, ali je kateri od bolnikov v
popolni remisiji dejansko ozdravel. Prav tako se ne ve, ali je pri
bolnikih z delno remisijo bolezni koristno poskusiti doseci popol-
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no remisijo s ponovitvijo zdravljenja. Pri naSem bolniku smo po
drugem zdravljenju s kladribinom sicer dosegli remisijo bolezni v
kostnem mozgu, Stevilo trombocitov v krvi pa je ostalo zniZano.
Pri ponovitvi DCL po zdravljenju s kladribinom lahko ponovno
zdravimo na enak nacin. Vendar so sledede remisije praviloma
krajSe (10). Poro¢ajo, da je pri teh bolnikih uspe3no tudi zdravlje-
nje z IFN (12).

Bolniki obi¢ajno nimajo vedjih teZav pri zdravljenju z kladribi-
nom. Pogosti neZeleni u¢inek zdravljenja je zvecana telesna tem-
peratura ob nevtropeniji, ki se pojavi pri 1/3-1/2 bolnikov. Nava-
dno se pojavi med zdravljenjem ali kmalu po njem in je kratkotraj-
na. Iz hemokultur obi¢ajno ne uspejo osamiti povzrocitelja. Le pri
manjiem 5tevilu bolnikov so okuZbe hude in se v 3% koncajo s
smrtjo. Vedja verjetnost okuzb ali potreb po transfuzijah je pri
bolnikih z vedjo tumorsko maso in hujSo prizadetostjo kostnega
mozga. Pomembnejsa kazalnika nevarnosti okuZbe po zdravlje-
nju s kladribinom sta koncentracija hemoglobina in holesterola
pred pric¢etkom zdravljenja. Tveganje je veéje pri manjsih koncen-
tracijah (13). Da bi zmanj3ali nevarnost okuZb pri bolnikih s pove-
¢anim tveganjem, predlagajo:

1. poprejsnje zdravljenje z IFN (9),

2. spremembo nacina zdravljenja s kladribinom (1-krat tedensko
G-krat zapored) (14) in

3. uporabo filgrastima (G-CSF) (4).

Ceprav po zdravljenju s kladribinom nastopi dolgotrajno zmanjganje
stevila limfocitov CD4, novejSe raziskave ne opisujejo poznih za-
pletov z oportunisti¢nimi okuZbami ali pojavom sekundarnih no-
votvorb (6, 10). Zato menimo, da je ugotovitev karcinoma plju¢
pri enem od nasih bolnikov le slu¢ajen pojav dveh bolezni.

Zakljucki

Na osnovi na8ih ugotovitev in izsledkov iz literature menimo, da je
zdravljenje DCL s kladribinom zelo uspe$no. Resni zapleti zdrav-
lienja so redki. Nenazadnje je to zdravljenje za bolnika sprejemlji-
- vejse, pa tudi cena zdravljenja je v primerjavi z enoletnim zdravlje-
njem z IFN manja.
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Izvlecek — Izhodisca. Anemija je pri diseminiranem plazmocito-
mu pogosta. Vzrokov za njen nastanek je vec. Med njimi je po-
membno predvsem neustrezno izlocanje eritropoetina. V raziska-
vi smo proucevali pomangkange eritropoetina pri bolnikibh z ane-
mijo in diseminiranim plazmocitomom.

Metode. Pri 80 bolnikibh z diseminiranim plazmocitomom smo
izmerili koncentracijo eritropoetina v serumu (Epo) pred zacei-
kom zdravijenja. Za oceno ustreznosti nivoja Epo glede na stopijo
anemije smo za vsako vrednost izracunali kolicnik med logarit-
moma opazovane in pricakovane koncentracije Epo (O/P Epo).
Pricakovano vrednost smo izracunali iz regresijske enacbe, ki pri-
kazuje odnos med koncentracijo Epo in bemoglobina (Hb) pri
referencni skupini oseb z anemijo.

Rezultati. Pomanjkanje Epo (O/P <0,8) smo ugotovili pri 83% pri
bolnikov z ledvicno odpovedjo in pri 39% bolnikov brez ledvicne
odpovedi. Pri bolnikib brez ledvicne odpovedi smo ugotovili tudi
negativno korelacijo med koncentracijo Hb in log Epo (r, =-0,68
p < 0,001). Pri bolnikib z ledvicno odpovedjo ni bilo tovrstne
povezave. S pomocjo kolicnika O/P Epo labko ocenimo tudi pro-
gnozo diseminiranega plazmocitoma. Tega nismo ugotovili za
serumsko koncentracijo Epo.

Zakljucki. Koncentracija Epo je glede na stopnjo anemije neustrezna
ne le pri bolnikib z ledvicno odpovedijo, temvec tudi pri stevilnib
bolnikih brez ledvicne odpovedi. Kolicnik O/P Epo je koristen za
patofiziolosko oceno anemije. Ta kolicnik ima tudi prognosticni
pomen.

Uvod

Patogeneza anemije pri diseminiranem plazmocitomu (DP) je
kompleksna. Odlocilno viogo pri njenem nastanku ima zmanjanje
eritropoeze. Eritropoetin (Epo) je hormon, ki deluje predvsem na
v rde¢o vrsto usmerjene mati¢ne celice in jih spodbuja k deljenju
in dozorevanju v proeritroblaste. Na ta nadin poveca proizvodnjo
eritrocitov (eritropoezo). Epo je glikoprotein z molekulsko maso
34 KDa. Proizvajajo ga predvsem peritubularne intersticijske celice
v ledvicah kot odgovor na ledvi¢no hipoksijo. Zato je bistven ¢len
regulacijske zanke, ki uravnava proizvodnjo eritrocitov in s tem
koncentracijo hemoglobina (Hb) v krvi (1, 2). Glede na nastanek

Key words: multiple myeloma, erythropoietin; anaemid,; prognosis

Abstract — Background. Anaemia is a common complication of
multiple myeloma. Several causes have been implicated but in-
appropriate ervihropoietin ( Epo) secretion appears to be importani.
We evaluated the erythropoietin deficiency in anaemic patients
with muldtiple myeloma and prognostic value of this parameler.

Methods. Pre-treatment serum levels were measured in 8O patients
with mudtiple myeloma. To define Epo levels as appropriate or
inappropriate for a given degree of anaemia the observedspredicted
log (Epo) ratio (O/P Epo) was derived foreach sample. The predicted
values were calculated by use of regression formula of serum Epo
versus haemoglobin (Hb) determined in reference subjects.

Results. The Epo deficiency (O/P ratio <0,8) was present in 83% of
patients with renal failure and in 39% without renal failure.
Significant inverse relationship between serum Epo level and Hb
concentration was shown for the patients without renal failure (r,
=—0,68p < 0,001). This correlation was absent in group of patients
with renal failure. Pre-treatment O/P Epo ratio was prognostic

Sactor while serum Epo level bad no prognostic significance.

Conclusions. Serum Epo levels are inadequate not only for patients
with renal failure but also in a number of patients without renal

Sfailure. The O/P Epo ratio is useful in evaluation of pathophysiology

of anaemia. The ratio has prognostic significance too.

lahko pri DP razlikujemo tri glavne vrste anemije: 1. anemijo, ki je
posledica infiltracije kostnega mozga s plazmocitomskimi celicami
(3); 2. anemijo, ki jo sre¢amo pri kroni¢nih vnetjih (4); 3. anemijo,
ki je posledica kroni¢ne ledvicne odpovedi (5). V zadnjih dveh
primerih je pri nastanku anemije soudeleZeno relativno ali absolutno
pomanjkanje eritropoetina.

Anemija je pri DP pogosta. Ze zgodaj so ugotovili, da je prezivetje
bolnikov z DP tem krajSe, ¢im hujSa je anemija. Zaradi velike
prognosti¢ne vrednosti je stopnja anemije (koncentracija Hb) vklju-
Gena v mnoge prognosti¢ne razvrstitve DP (6). Z naSo raziskavo
smo Zeleli ugotoviti, kak3na je prognoza bolnikov, pri katerih
izlotanje Epo ne ustreza stopnji anemije. Zanimala nas je tudi
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Sl. 1. Odnos med koncentracijo eritropoetina in bemoglobina pri
bolnikib z DP. Podrocje med vrisanima krivuljama ustreza obmocju
pricakovanih vrednosti.

Fig. 1. Relationship between erythropoietin and haemoglobin levels
in patients with multiple myeloma. The area between two lines
represents predicted range of epo values for any given haemoglobin.

vloga neustreznega izlocanja Epo pri nastanku anemije zaradi
diseminiranega plazmocitoma.

Material in metode

V raziskavi smo obravnavali 80 bolnikov z diseminiranim plazmo-
citomom, ki so se zdravili na Klini¢nem oddeleku za hematologijo
v Ljubljani. Bolniki so izpolnjevali diagnosti¢ne kriterije za pla-
zmocitom, kot jih priporo¢a Durie, in pred tem niso bili zdravljeni
(7). Bolnikov z benigno monoklonsko imunoglobulinemijo in pla-
zmaceli¢no levkemijo nismo obravnavali (8). Vse laboratorijske in
klini¢ne kazalnike smo ocenili pred pricetkom zdravljenja na dan
vkljucitve v raziskavo. Poleg preiskav, potrebnih za opredelitev
diagnoze in razvojne stopnje DP (9, 7), smo bolnikom dolodili
tudi koncentracijo Epo v serumu. Kri za laboratorijske preiskave
smo odvzeli dopoldne (7.30-12.00). S tem smo se izognili fizi-
oloskim spremembam koncentracije Epo med dnevom (cirkadi-
ani ritem) (10). Bolnike smo kasneje zdravili z melfalanom in
prednisonom (11).

Koncentracijo Epo v serumu (E/L) smo izmerili z radioimunskim
testom (EPO-Trac 1251 RIA kit, Incstar, USA). Koncentracijo he-
moglobina (Hb) (g/L), Stevilo levkocitov, nevtrofilcev ter trombo-
citov (10°/L) v krvi smo dolo¢ili s pomocjo elektronskega stevca
Coulter STKS. Koncentracijo se¢nine (urea) (mmol/L), kreatinina
(pmol/L) in celotnega kalcija v serumu smo izmerili na Sestnajst
kanalnem analizatorju SMAC.

S pomodijo koli¢nika med logaritmoma opazovane in pri¢akovane
koncentracije Epo (O/P Epo) lahko ocenimo, ali je izlocanje Epo
ustrezno stopnji anemije. S pri¢akovano koncentracijo razumemo
koncentracijo Epo, ki bi jo ugotovili pri kontrolnih osebah z isto
stopnjo anemije. Pri slednjih je anemija take vrste, da ni prizadeto
izlo¢anje Epo, kot npr. anemija zaradi pomanjkanja Zeleza ali
hemoliti¢na anemija. Pri¢akovano koncentracijo smo izracunali iz
regresijske enacbe, ki jo navaja Beguin s sod. in velja za vrednosti
hematokrita pod 0,38 oziroma Hb pod 130 g/L (12). Prvotno enac-
bo smo priredili tako, da smo lahko namesto hematokrita za oce-
no stopnje anemije uporabili koncentracijo Hb.

log Epo = 4,746 — (0,0273xHb)

Podatke smo vrednotili s statistinim programskim paketom BMDP
(13). Medsebojno povezanost spremenljivk smo ugotavljali s te-
stom hi*in Spearmanovim koeficientom korelacije (r). Statisti¢no
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Sl. 2. Odnos med koli¢nikom O/P Epo in koncentracijo kreatinina
vserumu pri bolnikib z DP. Navpicna in vodoravna crta sta vrisani
privrednosti O/P Epo 0,8 in koncentraciji kreatinina 177 yumol/L.

Fig. 2. Relationship between O/P Epo ratio and creatinine level.
Vertical and borizontal lines are at O/P Epo 0,8 and creatinine
177 pmol/L.

znadilnost testov smo ocenjevali pri p <0,05. Odnos med koncen-
tracijo Epo in preZivetjiem smo ocenili s primerjavo krivulj preZivetja
(14) s pomodjo logrank testa (15).

Rezultati

Pri obravnavanih bolnikih je bila mediana koncentracije Epo v
serumu 32,6 E/L, koncentracije Hb 96 g/L in koncentracije kreatinina
117 pmol/L. Med koncentracijo Hb in kreatinina smo ugotovili
negativno korelacijo (r, = -0,37). Opazovano koncentracijo Epo v
serumu smo primerjali s pricakovano koncentracijo na grafi¢ni
nacin (sl. 1) in s pomodjo koli¢nika O/P Epo.

Pri zmanjSanem izlocanju eritropoetina je O/P Epo <08 (12).
Zmanj$ano izlo¢anje Epo smo ugotovili pri 83% bolnikov z ledvi¢no
odpovedijo (kreatinin >177 mmmol/L), pri bolnikih brez odpovedi
ledvic pa v 39% (sl. 2).

V tabeli 1 prikazujemo koncentracije Hb, kreatinina in Epo pri
bolnikih z normalnim in zmanjSanim O/P Epo. Koncentraciji Hb
in eritropoetina sta manjsi, koncentracija kreatinina pa je vedja pri
bolnikih z neustreznim izlo¢anjem eritropoetina. Opisane razlike
50 statisticno pomembne (Mann-Whitney-ev test, p < 0,01).

Tab. 1. Mediana koncentracij Hb, eritropoetina in kreatinina v
serumu pri bolnikih z anemijo (Hb<130 g/L) glede na ustreznost
izlocanja eritropoetina (O/P Epo).

Tab. 1. The mediane of serum haemoglobin, erythropoietin and
creatinine in anaemic patients (Hb<130 g/L) with inappropriate
(O/P Epo £0.8) and appropriate erythropoietin secretion.

O/P Epo  5t. bolnikov Hemoglobin Eritropoetin Kreatinin
No. patients Haemoglobin Erythropoietin Creatinine

<0,8 41 92 g/L 26 E/L 164 pmol/L

>0,8 39 105 g/L 73 E/L 94 pmol/L

Analizirali smo tudi koncentracijo Hb in Epo glede na stopnjo
raz8irjenosti DP. Pri bolnikih v III. stopnji DP je bila koncentracija
Hb manja in koncentracija Epo vedja kot pri bolnikih z II. stopnjo.
Izlo¢anje eritropoetina pri III. stopnji je bilo kljub vedji koncentraciji
manj ustrezno (mediana O/P Epo = 0,74) kot v IL stopnji (mediana
O/P Epo = 0,81).

Korelacijo med Hb in Epo smo ocenili lo¢eno v skupini bolnikov
brez ledvi¢ne odpovedi in skupini bolnikov z njo. Pri bolnikih




MLAKAR U. KONCENTRACIJA ERITROPOETINA V SERUMU PRI BOLNIKIH Z DISEMINIRANIM PLAZMOCITOMOM PRED ZACETKOM ZDRAVLJENJA

1-33

1
L T O/P Epo=<0,65

—— QP Epo = 0,65
1
J54 '
o
.50 4 ok
e - 1
1
1
25 .
0 ;
T T T T T T
o] 1 2 3 4 5

Leta / Years

S1. 3. Krivulji preZivetja bolnikov z diseminiranim plazmocilomom.
Vpliv izsledka O/P Epo na preZivetje.

Fig. 3. Life-table analysis of myeloma patients grouped according
to O/P Epo results.

brez ledvi¢ne odpovedi (kreatinin < 110 pmol/L) smo ugotovili
negativno korelacijo med Hb in log Epo (r, = -0,68 p < 0,001). Pri
bolnikih z ledvi¢no odpovedjo ni bilo tovrstne povezave.
Povezave med koncentracijo eritropoetina v serumu in prezivetiem
nismo ugotovili. Ko smo primerjali vpliv koli¢nika O/P Epo na
prezivetje, smo ugotovili, da so bolniki s koli¢nikom O/P Epo
manjdim od 0,65, Ziveli krajse (sl. 3).

Razpravljanje

Ceprav neposredne povezave med koncentracijo eritropoetina v
serumu in preZivetiem bolnikov ni bilo, smo ugotovili krajse
prezivetje pri bolnikih z neustreznim izlo¢anjem eritropoetina (O/
P Epo < 0,65). Menimo, da je kraj$e preZivetje posledica vecjega
deleZa bolnikov z ledvi¢no odpovedjo (86%) v tej skupini, v
primerjavi s skupino bolnikov (34%), kjer je bil koli¢nik O/P Epo
vedji od 0,65. Ledvi¢na odpoved je namre¢ neodvisni prognosti¢ni
dejavnik in je znanilec krajSega prezivetja bolnikov z DP.

Za oceno anemije koncentracija eritropoetina v serumu nima
vedjega pomena, {e je ne ocenjujemo v povezavi s stopnjo anemije.
Pri opredelitvi anemije lahko ocenjujemo ustreznost izlo¢anja
eritropoetina grafi¢no (sl. 1) ali s pomoc¢jo koli¢nika med opazo-
vanim in pri¢akovanim logaritmom koncentracije Epo (O/P Epo).
Pri nastanku anemije zaradi kroni¢ne ledvi¢ne odpovedi ima
osrednjo vlogo neustrezno izlo¢anje eritropoetina (2). S tem tudi
pojasnjujemo anemijo pri vedini naih bolnikov z ledvi¢no odpo-
vedjo in tudi negativho povezavo med koncentracijo Hb ter
koncentracijo kreatinina.

Mnenja 0 pomenu neustreznega izlotanja Epo za nastanek anemije
pri bolnikih z DP brez ledvi¢ne odpovedi so deljena. Nekateri
navajajo, da je pri tovrstnih bolnikih izlo¢anje eritropoetina ustrezno
stopniji anemije (16-18). V nasi raziskavi smo podobno kot Beguin
s sod. ugotovili znaten dele? bolnikov brez ledvi¢ne odpovedi z
neustreznim izlocanjem eritropoetina (12). Pri teh gre verjetno za
vrsto anemije, ki jo ugotovimo pri bolnikih z rakom in pri nekaterih
kroni¢nih vnetjih (5, 19). Neustrezno izlo¢anje eritropoetina je tu
verjetno posledica zaviralnega ucinka nekaterih citokinov na
izlo¢anje eritropoetina (5).

Pri bolnikih brez ledvi¢ne odpovedi smo podobno kot drugi avtorji
ugotovili korelacijo med logaritmom koncentracije Epo in koncen-
tracijo Hb (12, 16). Te povezave pri bolnikih z ledvi¢no odpovedjo
ni bilo, kar si razlagamo s prizadetostjo peritubolarnih celic pri
odpovedi ledvic. Na osnovi nasih opazovanj in podatkov iz literature
lahko zaklju¢imo, da je pri bolnikih z DP glavni vzrok za nastanek

anemije zmanj3anje eritropoeze (12). Ta je lahko posledica infiltra-
cije kostnega mozga z plazmocitomskimi celicami ali neustreznega
izloCanja eritropoetina. Eritropoeza je pri infiltraciji kostnega mozga
z plazmocitomskimi celicami verjetno okrnjena zaradi zmanj$anja
stevila krvotvornih celic in njene zavore s celicami NK (naravne
ubijalke) ter nekaterimi citokini, npr. interferonom gama (20, 21).
Neustrezno izlo¢anje eritropoetina pa je lahko posledica ledvi¢ne
odpovedi in zavore izlofanja eritropoetina na nacin, znacilen za
anemijo pri kroni¢nem vnetju. Zdravljenje anemije z rekombi-
nantnim eritropoetinom je pri vecini bolnikov z DP uspesno (21,
22). Ugotovili so, da s pomocjo O/P Epo lahko napovemo, ali bo
zdravljenje z rekombinantnim Epo uspesno (23). Pri vrednosti O/
P Epo <0,6 je verjetnost uspednega zdravljenja 89%. Pri bolnikih z
O/P Epo >1,2 pa bo zdravljenje z Epo v 80% neuspesno (23).

Zakljueki

Na osnovi nasih izsledkov ocenjujemo: 1. Koncentracija Epo je
neustrezna glede na stopnjo anemije ne le pri bolnikih z ledvi¢no
odpovedjo, temvec tudi pri Stevilnih bolnikih brez ledvi¢ne odpo-
vedi. 2. Koli¢nik O/P Epo je koristen za patofiziolosko oceno
anemije. 3. Koli¢nik O/P Epo ima tudi prognosticni pomen.
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Klju¢ne besede: akutna nelimfoblastna levkemija; zdravljenje

Izvledek —Izhodisca. Za uspesno zdravljenje akutne nelimfoblastne
levkemije (ANLL) pri odraslib je potrebna intenzivna kombinacija
vec citostatikov. Z njimi dosezemo danes popolno remisijo bolezni
v 80% bolnikov mlajsib od 50 let in 3 do 5 letno preZivetje v 20 do
50%. Hoteli smo oceniti zdravljenje ANLL pri odraslib po AML 10
protokolu, ki ga od leta 1994 uporabljamo na Klinicnem oddelku
za hematologijo v Ljubljani.

Material in metode. Od januarja 1994 do junija 1996 smo zdrauvi-
li 20 odraslib bolnikov z ANLL po protokolu AML 10, povprecna
starost bolnikov je bila 45 let, razpon 27-55 let. Za indukcijo remi-
sije smo uporabili citostatike citozin arabinozid, daunorubicin in
tioguanin, za konsolidacijo remisije pa amsakrin, etopozid, mito-
ksantron in citozin arabinozid. Pri 20 bolnikib smo blastnim celi-
cam v kostnem mozgu dolocali celicna imunoloska znamenja. Pri
18 bolnikib smo dolocili kariogram iz kostnega mozga.

Rezultati in zakljucki. Pri 13 bolnikib (65%) smo dosegli remisijo
bolezni, ki je v povpreciju trajala 11 mesecev (razpon 2 do 28 me-
secer)). Prieni bolnici smo naredili alogenicno presaditev kostnega
mozga 7 mesecev od diagnoze bolezni v prvi vemisiji. Stirje bolniki
(20%) so umrli v prvib 6 tednib od zacetka citostatskega zdravlje-
nja. Najpogostejsi vzroki smiti so bile okuzbe in krvavitve Protokol
AML 10 zajema 4 intenzivne cikluse citostatikouv, pri katerib vedno
dosezemo aplazijo kostnega mozga. Vendar se zaradi intenzivne-
ga konsolidacijskega zdravljenja izognemo dolgotrajnemu vzdr-
Zevalnemu citostatskemu zdravljenju. Menim, da se s tem kvalite-
ta Zivljenja bolnikov izboljsa, ne glede na to, da bolniki prve mese-
ce preZivijo daljcasa v bolnisnici.

Uvod

Akutna levkemija je neoplazma krvotvornega sistema, ko se pric-
no razrascati levkemicne celice v kostnem mozgu, od koder pre-
hajajo v periferno kri, vranico, bezgavke in tudi v druga tkiva
(koza, dlesni, centralno Zivéevije, prebavila, testise). Levkemicne
celice se kopicijo v kostnem mozgu in izpodrivajo druge normal-
ne krvotvorne celice. Posledica tega so anemija, trombocitopenija
in nevtropenija. Glede na morfoloske znacilnosti poznamo akut-
no nelimfoblastno levkemijo (ANLL) in akutno limfoblastno lev-
kemijo (ALL) (1). Bolezni se razlikujeta glede na prognozo in

Key words: acute myeloid leukemia; treatment

Abstract—Background. Succesful treatment of acute myeloblastic
leukemia (AML) in adults requires intensive combination chemot-
herapy for induction of complete remission. The results of several
collaborative trials for the treatment of AML indicate that complete
remission can now be achived in over 80% of patients under the
age of 50. 20-50% of patients were still alive at 3-5 years. The AML
10 regiment was studied in our institute between 1994 and 1996.

Methods. Between january 1994 and June 1996 20 adult patients
with newly diagnosed acute myeloid leukemia were eligible for
induction chemotherapy (AML 10 regiment). Mean age was 45
year, range 27-55 years. Induction chemotherapy uniformly con-
sisted of citosin arabinoside, daunorubicin and thioguanin. Re-
mission consolidation therapy consisted of amsacrine, etoposide,
mitozantrone, cytosin arabinoside. The expression of myeloid sur-
face markers at first diagnosis were studied. Cytogenetics investi-
gation were performed on bone marrow in 18 of patients.

Results and conclusion. 65% (13) of patients achived complete
remission. The remission duration was 11 montbs (range 2-28).
One patient underwent allogenic bone marrow transplantation
(BMT). BMT was performed at a median of 7 montbs from diagno-
sis in first remission. 4 patients (20%) died within 6 weeks after
start of chemotherapy. Predominantly couses of mortality proved
to be infection and baemorbage. Studies of the value of remission
maintance chemotherapy in prolonging survival bave given con-
[flicting results with some studies showing benefit and others sho-
wing no benefit. The qualiti of life for patients receiving no further
chemotherapy may be superior.

nacin zdravljenja. Za opredelitev tipa ANLL so potrebne dolocene
morfologke, imunoloske in citokemi¢ne znacilnosti (2), prav tako
pa tudi prisotnost specifi¢nih genetskih translokacij.

Skupina francoskih, ameriskih in britanskih hematologov (3) je
razdelila ANLL glede na morfoloske znadilnosti celic v 8 podtipov,
Mo-M7. Razlikujejo se tudi po klini¢nih slikah. Akutna promielo-
citna levkemija (M3) je pogosto povezana z motnjami v hemosta-
zi, diseminirano intravensko koagulacijo, kot posledica sprosca-
nja tkivnega tromboplastina iz levkeminénih celic. Pri akutni mi-
elomonocitni levkemiji (M4) in akutni monoblastni levkemiji (M5)
dobimo ekstramedularno infiltracijo z levkemi¢nimi celicami (ko-
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Tab. 1. Protokol AML 10 za odrasle: Indukcija remisije.
Tab. 1. AML 10 protocol for adults: remission induction therapy.

Tab. 2. Protokol AML 10 za odrasle: konsolidacija remisije.
Tab.2. AML 10 protocol for adults: remission consolidation therapy.

Ciklus 1
Course 1

DAT 3+10 PROTOKOL

DAT 3+10 REGIMENT

Daunorubicin 50 mg/m® i. v. 1., 3. in 5. dan (day)

Daunorubicin

Citozinarabinozid 100mg/m?/12 ur (hours)i.v. 1. do 10. dan (day)
Cytarabine

Tioguanin 100 mg/m*/12 ur (hours) per os 1. do 10, dan (day)
Thioguanine

DAT 3+8 PROTOKOL

DAT 3+8 REGIMENT

Daunorubicin 50 mg/m? iv. 1., 3. in 5. dan (day)

Daunorubicin

Citozinarabinozid 100mg/m?'12 ur (hours) i.v. 1. do 8. dan (day)
Cytarabine

Tioguanin 100 mg/m?/12 ur (hours) per os 1. do 8. dan (day)
Thioguanine

Ciklus 2
Course 2

7a, gingive, centralno Zivéevje). Nekateri bolniki imajo bifenotip-
sko levkemijo, pri kateri ima levkemicna celica istocasno mieloic-
ne in limfoidne markerje (4).

Od prognosti¢nih faktorjev za izid bolezni je eden najpomemb-
nejsih starost (5). Starej§i od 60 let imajo slabso prognozo (6). Pri
njih ne doseZzemo tako pogoste remisije, bolniki teZje prenasajo
hudo aplazijo kostnega mozga in tudi komplikacije v tem obdobju
s0 pogostejSe. Kromosomske anomalije ob ugotovitvi so drugi
pomembni neodvisni prognosti¢ni faktor. Bolniki, pri katerih naj-
demo t (8;21), 1(15;17) in inv (16) imajo bolj$o prognozo od bolni-
kov s 1(9;22). Translokacijo t(4;21) najdemo pri bifenotipski levke-
miji § splenomegalijo in slabo prognozo. Translokacija 1(8;21) je
pri mlajsih bolnikih z akutno mieloblastno levkemijo z dozoreva-
njem (M2), splenomegalijo in kloromom (6). Pri M4 z eozinofilijo
najdemo inv(16) in pogosto prizadetost centralnega Zivéevia, med-
tem ko pri obi¢ajni M4 dobimo translokacijo t(9;11). Morfoloski
tip bolezni po FAB Kklasifikaciji prav tako vpliva na prognozo
bolezni. Bolniki z M3, pri katerih doseZejo remisijo, imajo vedje
moZnosti za dolgoletno prezivetje kot drugi. Slab%o prognozo
imajo bolniki z eritrolevkemijo (M6) in M4 od bolnikov z M1 (5).
Prognostic¢ni kazalci so tudi trajanje znakov bolezni pred ugotovi-
tvijo, Stevilo levkocitov in odstotek blastnih celic v periferni krvi
ob ugotovitvi bolezni.

Zdravljenje ANLL razdelimo v dve obdobiji: indukcija remisije in
konsolidacija remisije. O remisiji govorimo takrat, ko je manj kot
5% blastnih celic v kostnem mozgu, odsotnost blastnih celic v
periferni krvi z normalno krvno sliko in odsotnost klini¢énih zna-
kov bolezni. Remisijo bolezni doseZzemo samo prek hude aplazije
kostnega mozga. Bolniki, pri katerih smo dosegli remisijo, imajo
Se vedno rezidualne levkemicne celice, zato je potrebno zdravlje-
nje nadaljevati. Za uspeino zdravljenje ANLL pri odraslih je po-
trebna intenzivna kombinacija ve¢ citostatikov, Z njimi doseZzemo
danes popolno remisijo bolezni pri 80% bolnikov, mlaj§ih od 50
let (7). Odstotek popolnih remisij pri bolnikih, starejsih od 55 let,
se hitro zmanjSuje. V skupini bolnikov s povprecno starostjo 82 let
so dosegli remisijo le v 31%, povprecno preZivetje je bilo 3 do 4
tedne (8). Zato pri bolnikih, starejih od 80 let, odsvetujejo inten-
zivno citostatsko zdravljenje.

Ze pred ve¢ kot 20 leti so za indukcijo remisije ANLL priceli
uporabljati kombinacijo citostatikov citozinarabinozida in antraci-
klinskih antibiotikov, kar se je ohranilo 3e danes. Nastale so majh-
ne modifikacije v shemah z zamenjavo doksorubicina z daunoru-
bicinom in idarubicinom. Dodajanje tioguanina oziroma etopozi-
da ni bistveno vplivalo na odstotek remisij, prav tako tudi ¢as, kdaj
se odlofamo za dajanje antraciklinskega citostatika v shemi (9).
Mediano trajanje remisije je pri vecini bolnikov od 9 mesecev do 2
leti (6).

Presaditev kostnega mozga HLA identi¢nega dajalca ali identi¢ne-
ga dvojcka je u¢inkovito zdravljenje akutne levkemije. Za presadi-
tev se odlocimo, ko z intenzivnim citostati¢nim zdravljenjem do-
sezemo remisijo krvne bolezni. Vedina centrov za presaditev kost-

Ciklus 3
Course 3

MACE

Amsakrin 100 mg/m? i.v. 1 do 5 dan (day)

Amsacrine

Citozinarabinozid 200 mg/m? v kontinuirani infuziji 1. do 5. dan (day)
Cytarabine

Etopozid 100 mg/m? i.v. 1. do 5. dan (day)

Etoposide

MidAc

Mitoksantron 10 mg/m? i.v. 1. do 5. dan (day)

Mitoxantrone

Citozinarabinozid 1,0g/m*/12 ur v 2-urni infuziji 1. do 3. dan (day)
Cytarabine

Ciklus 4
Course 4

nega mozga je povecala starostno mejo bolnikov do 55 let. Pri
starejsih bolnikih se pogosteje pojavljajo komplikacije kot so okuzbe
in reakcija presadka proti gostitelju (GVHD). GVHD je komplika-
cija alogeni¢ne presaditve kostnega mozga. Pri mladih bolnikih z
ANLL je alogeni¢na presaditev kostnega mozga zdravljenje izbora
Ze v prvi remisiji bolezni. 3 do 5 letno preZivetje doseZemo pri teh
bolnikih v 30 do 70%, medtem ko z intenzivnim citostatskim zdrav-
lienjem samo v 20 do 50% (6). Ena najvecjih omejitev za alogenic-
no presaditev kostnega mozga je, da ima samo 1/3 bolnikov ustre-
znega dajalca. V podtev pride tudi avtologna presaditev kostnega
mozga, v vedjih centrih pa se odlocajo za presaditev kostnega
mozga nesorodnega dajalca.

Bolniki in zdravljenje

Od januarja 1994 do junija 1996 smo na Klini¢nem oddelku za
hematologijo v Ljubljani zdravili 20 bolnikov z novo odkrito ANLL
po protokolu AML 10 za bolnike mlajse od 55 let. V skupini je bilo
5 7ensk in 15 mo3kih. Povprecna starost bolnikov je bila 45 let,
razpon starosti od 27 do 55 let.

Diagnozo ANLL smo opredelili na osnovi pregleda krvnega raz-
maza in punktata kostnega mozga, barvanega po metodi May-
Grunwald-Giemsa. Upostevali smo tudi izsledke citokemi¢nih re-
akcij s PAS (Periodic Acid Shiff) in peroksidazo ter alfa naftil
butirat esterazo. Po priporocilu skupine francoskih, ameriskih in
britanskih hematologov (FAB) smo razlikovali naslednje podvrste
ANLL: 4 bolniki so imeli AML-M1, 7 bolnikov AML-M2, 7 bolnikov
AML-M4, 1 bolnik AL bifenotipsko, 1 bolnik AL nediferencirano.
Pri 20 bolnikih smo blastnim celicam v kostnem mozgu dolo¢ili
celi¢na imunoloska znamenja: CD 13, CD 14, CD 15, CD 33, CD
34. Pri 18 bolnikih smo dolo¢ili kariogram kostnega mozga v
citogenetskem laboratoriju InStituta za varovanje zdravia.

Pri zdravljenju po shemi AML 10 (7, 10) smo za indukcijo remisije
uporabili daunorubicin v dozi 50 mg/m?i.v. 1., 3. in 5. dan, citozi-
narabinozid 100 mg/m*/12 uri.v. 1. do 10. dan, tioguanin 100 mg/
m?/12 ur per os 1. do 10. dan, shema DAT 3 + 10 (tab. 1). Nadalje-
vali smo zdravljenje po shemi DAT 3 + 8. Sledilo je obdobje
konsolidacije remisije, v katerem so bolniki prejeli 2 kroga citosta-
tikov (tab. 2): 1. MACE (amsakrin 100 mg/m? v 2-urni infuziji 1. do
5. dan, citozinarabinozid 200 mg/m* dnevno kontinuirana infuzija
1. do 5. dan, Etopozid 100 mg/m? v 2-urni infuziji 1. do 5. dan); 2.
MidAc (mitoksantron 10 mg/m? 1. do 5. dan i.v., citozinarabinozid
1,0 g/m?/12 ur v 2-urni infuziji 1. do 3. dan).

Celotno zdravljenje ANLL po protokolu AML 10 traja pribliZzno 6
mesecev z obdobji aplazije kostnega mozga, ki jih opazamo po
vseh §tirih krogih citostatikov. Zdravljenje je z manj§imi presledki
bolni$ni¢no. V tem obdobju so bolniki prejemali transfuzije kon-
centriranih eritrocitov in trombocitov. OkuZbe smo zdravili z anti-
biotiki in antimikotiki. Za preprecevanje gljivicnih okuzb smo
uporabljali ketokonazol ali flukonazol peroralno, za selektivno
dekontaminacijo ¢revesja pa ciprofloksacin peroralno.

Popolno remisijo smo opredelili kot odsotnost klini¢nih znakov
bolezni pri normalni krvni sliki in normocelularni kostni mozeg z
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Tab. 3. Vzroki smrti v prvib Sestib tednib od pricetka kemoterapije.
Tab. 3. Deaths within G weeks after start of chemotherapy.

Tab. 5. Celi¢ni imunoloski oznacevalci ob ugotovitvi bolezni.

Tab. 5. Expression of myeloid surface markers at diagnosis.

Bolnik Starost FAB Dan smrti po za-  Vzrok smirti

(leta) cetku zdravljenja
Patient Age FAB Time of death Reason of death
(years)
LM 50 M4 smrt 3. dan Akutna respiratorna odpoved
dead by day 3 Acute respiratory failure
Sepsa
Sepsis
GM 35 M2 smrt 25. dan Akutna respiratorna odpoved
dead by day 25  Acute respiratory failure
Pljuénica z neznanim povzrogiteljem
Pneumonia with unknown pathogen
Diseminirana intravask. koagulacija
Disseminated intravascular coagulation
KI 55 M4 smrt 9. dan Akutna respiratorna odpoved
dead by day 9 Acute respiratory failure
Akutna ledvi¢éna odpoved
Acute renal failure
Mozganska krvavitev
Intracranial haemorrhage
Sepsa
Sepsis
SI 51 M1 smrt 35. dan Akutna respiratorna adpoved

dead by day 35 Acute respiratory failure

Pliu¢nica z neznanim povzroditeljem
Pneumonia with unknown pathogen
Sepsa

Sepsis

Tab. 4. Vzroki smrti v proi remisiji.

Tab. 4. Deatbs in first complete remission.

Bolnik Starost  FAB Trajanje remisije  Vzroki smrti

(leta) (meseci)
Patient  Age FAB Duration of re-  Reason of death
(years) mission (months)
BI 44 M1 3,5 Pljuénica z neznanim povzrociteljem
Pneumonia with unknown pathogen
Bs 28 AL -ne- 45 Akutna respiratorna odpoved
diferenc. Acute respiratory failure
AL — undiff. Diseminirana intravask. koagulacija
Disseminated intravascular coagulation
Sepsa
Sepsis

manj kot 5% blastnih celic. O delni ali nepopolni remisiji pa govo-
rimo, ¢e je 5 do 15% blastnih celic v kostnem mozgu.

Rezultati

Remisijo ANLL smo dosegli pri 13 bolnikih (65%). Povprecno
trajanje remisije je trajalo 11 mesecev (razpon od 2 do 28 mese-
cev). Dva bolnika smo kasneje morali izkljuditi iz protokola. Ene-
ga zaradi popuscanja srca z znaki oslabelosti sréne miSice na
ehokardiogramu, drugega pa zaradi tumorja v pljucih.

Do relapsa bolezni (ve¢ kot 5% blastnih celic v kostnem mozgu) je
prislo v prvi remisiji pri 4 bolnikih (20%). Pri eni bolnici z bifeno-
tipsko AL je prislo do relapsa po 7 mesecih od ugotovitve remisije,
pri enem bolniku z AML-M2 po 6 mesecih od ugotovitve remisije,
pri drugem bolniku z AML-M2 po 1 mesecu in pol od ugotovitve
remisije, pri bolnici z AML-M4 po 7 mesecih od ugotovitve remisi-
je.

Trije bolniki (15%) so bili rezistentni na citostatsko zdravljenje
(nismo dosegli remisije po dveh indukcijskih krogih citostatikov).
V prvih Sestih tednih citostatskega zdravljenja so umrli tirje bolni-
ki (20%). Vzroki njihove smrti so navedeni v tabeli 3. Nato sta v
obdobju prve remisije umrla e dva bolnika (10%). Vzroki njiho-
vih smrti so navedeni v tabeli 4.

Oznadevalec 5t primerov Odstotek pozitivnih celic Razpon (%)
Marker No. of cases Mean of percentage of Range (%)
leukaemic cells stained
CcD 13 19 40 20-76
CD 14 18 28 21-37
CD 15 15 49 19-78
CD 33 16 61 22-99
CD 34 18 56 19-78

Tab. 6. Kariogrami kostnega mozga pri bolnikih z ANLL.
Tab. 6. Cytogenetics characteristics of patients with ANLL.

St. Bolnik FAB Kariogrami kostnega mozga

No.  Patient FAB Cytogenetics
1 RS AML-M2 46, XY
2 BJ AML-M1 ni mitoz
no mitosis
3 SA AML-M4 40, XY
4 OL AML-M2 ni mitoz
ne mitosis
5 K] AML-M2 45, X, -Y, t(8:21) (q 22: q 22)
6  IM AML-M1 46, XY
7 K] AML-M4 ni mitoz
no mitosis
8§ A8 AML-M4 48, XX, t(21) 1(22)
9 SH AML-M2 46, XX, del (3) (q 13 —q ter) t(5: 19) (g 14: p 13)
10 BS AL-undiff. ni mitoz
no mitosis
11 LM AML-M4 46, XY
12 -PS Al-bifenotipska 46, XX
13 GM AML-M2 ni mitoz
no mitosis
14 KI AML-M4 46, XY, del (7) (q 21-q ter)
15 SI AML-M1 ni Motoz
no mitosis
16 DD AML-M4 47, XY, +22
17 AML-M2 46, XY, 1(8:21) (q 22:q22)
18 ™ AML-M1 ni mitoz
no mitosis

Opredelili smo tudi mieloi¢ne imunolodke oznacevalce na blast-
nih celicah kostnega mozga (CD13, CD14, CD15, CD33, CD34).
Izsledki so navedeni v tabeli 5.

Pri 18 bolnikih smo odvzeli kostni mozeg za dolocitev kariogra-
ma. Preiskava je bila uspesna pri 11 bolnikih (61%), pri 7 bolnikih
(39%) kariograma nismo mogli narediti, ker je bilo premalo mitoz.
Pri 5 bolnikih (45%) je bil kariogram normalen, pri 6 bolnikih smo
ugotovili kromosomske anomalije (55%). Izsledki so navedeni v
tabeli 6.

Pri eni bolnici stari 27 let z AML-M1 smo naredili alogeni¢no
presaditev kostnega mozga 7 mesecev po ugotovitvi prve remisije
bolezni. 7 mesecev po presaditvi kostnega mozga je prislo do
relapsa bolezni.

Razpravljanje

Pred ved kot 20 leti so ugotovili, da pri zdravljenju s citozinarabi-
nozidom in antraciklinskimi antibiotiki dosezemo remisijo ANLL
v 50 do 60% odraslih bolnikov z novo odkrito boleznijo (11). Z
izbolj§anjem pogojev zdravljenja v obdobju aplazije kostnega
mozga (transfuzije trombocitne plazme, Sirokospektralni bakte-
ricidni antibiotiki, amfotericin) se je danes odstotek doseZenih
remisij z istimi citostatiki povecal na 75 do 80%, nekateri centri
navajajo pri bolnikih, mlaj§ih od 55 let, 84% oziroma pri mlajsih
od 40 let 90% (1) remisij. V nadi raziskavi smo dosegli remisijo
ANLL pri 65% bolnikov, mlajsih od 55 let. Ugotovili pa smo veciji
odstotek smrtnosti (20%) v prvih 6 tednih zdravljenja, kot ga
navajajo v literaturi, 10% (12). Vzrok so verjetno slabsi pogoji
zdravljenja, saj ne moremo zdraviti vseh bolnikov v enopostelj-




1-38

ZDRAV VESTN 1998; 67: SUPPL I

nih sobah in je zato vedja moZnost prenosa okuzbe iz bolnika na
bolnika. Da se temu ¢im bolj izognemo delamo sedaj vsem bol-
nikom pred pri¢etkom zdravljenja in v obdobju aplazije kostne-
ga mozga enkrat tedensko nadzorne kuZnine: bris koze, nosu,
Zrela, crevesa, koprokultura. S tem dobimo pregled vsaj nad
bolniki, ki so nosilci nevarnih virulentnih patogenih klic, prev-
sem na meticilin rezistentnega stafilokoka. Povecana pogostnost
gram pozitivne septikemije je verjetno posledica uporabe cen-
tralnih venskih katetrov.

Pomemben prognosti¢ni pomen imajo pri bolnikih z ANLL kari-
ogrami kostnega mozga. V preiskovani skupini bolnikov smo
dobili kromosomske anomalije v 55% uspeino opravljenih kari-
ogramov. Pri 39% bolnikov zaradi premajhnega Stevila mitoz
kariograma nismo mogli narediti. Kromosomske anomalije, ki
smo jih dobili pri razli¢nih tipih ANLL se skladajo s tistimi, ki jih
navajajo v literaturi. Pomen mieloi¢nih celi¢nih imunolodkih zna-
menj na prognozo bolnikov z ANLL danes ni velik. Pomagajo
nam pa pri laZjemu razlikovanju mieloblastov od monoblastov
skupaj z morfologijo celic in citokemi¢nimi reakcijami.
Protokol AML 10 zajema 4 intenzivne cikluse citostatikov, pri
katerih vedno dosezemo aplazijo kostnega mozga. Vendar se
zaradi intenzivnega konsolidacijskega zdravljenja izognemo dol-
gotrajnemu vzdrzevalnemu citostatskemu zdravljenju. Menimo,
da se s tem kakovost Zivljenja bolnikov izboljsa, ne glede na to,
da bolniki prve mesece preZivijo dalj¢asa v bolniSnici. Zaradi
majhnega Stevila bolnikov sedaj nismo naredili vedjih statisticnih
analiz. Z dalj$im opazovanjem in zbiranjem bolnikov pa bomo
laZje ocenili uspesnost zdravljenja po protokolu AML 10,
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refsi bolniki, zapleti

Izvleéek—Izhodiica. Nukleozidni analog kladribin je novejse zdra-
vilo za zdravljenje akutnib levkemij. Po navadi se uporablja v
kombinaciji s citozin-arabinozidom pri zdravljenju starejsibh bol-
nikov. Prikazujemo retrogradni pregled zdravljenja starejsib bol-
nikov z akutno mieloblastno levkemijo (AML), ki smo jih zdravili z
kladribinom in nizkimi odmerki citozin-arabinozida na Klinic-
nem oddelku za hematologijo od 1. 1. 1996 do 1. 3. 1998.

Metode. Z kladribinom in nizkimi odmerki citozin-arabinozida
smo zdravili 14 bolnikov, 9 moskib in 5 Zensk. Bolniki so prejemali
kladribin v odmerku 0,1 mg/kg/telesne tezZe sedem dni in citozin-
arabinozid 13 mg/m2/telesne povisine stirinajst dni zapored. Me-
diana starost bolnikouv je bila 72 let. Deset od stirinajstib bolnikov
(71%) poprej ni bilo zdravijenib s citostatiki, stirje od stirinajstib
bolnikov (29%) pa so bili poprej Ze zdravljeni. Med zdravijenjem
smo belezili stevilo nevtrofilnib granulocitov, blastnib celic v peri-
Sferni krvi, Stevilo doseZenib remisij bolezni in zaplete zdravljenja
z kladribinom.

Rezultati. Pri stirib od stivinajst bolnikov (29%) smo dosegli popol-
no remistjo bolezni, pri enem bolniku (7%) pa delno remisijo AML.
Skupmo je bilo zdravljenje uspesno pri petib od stirinajstib bolni-
kov (36%). Remisijo AML smo dosegli le pri poprej nezdravljenib
bolnikib. Najmanjse stevilo nevtrofilnib granulocitov smo v po-
vprecju zasledili dvanajsti dan zdravljenja. Prve znake regenera-
cije kostnega mozga v krvni sliki smo v povprecju belezili 14 dan po
koncani kemoterapifi. Trife od stirinajstib bolnikov (21%) so med
zdravljenjem umrli. Resnefsib zapletov in trajnib neZelenib ucin-
kov zdravljenja z kladribinom in citozin-arabinozidom nismo opa-
zovali.

Zakljucki. Kladribin je v kombinaciji z nizkimi odmerki citozin-
arabinozida dobro in uspesno zdravilo za zdravljenje AML pri
starejsih bolnikib, ki poprej se niso bili zdravijeni s citostatiki. Ne-
uspesen pa je pri bolnikib z relapsom ali rezistentno obliko AML.

Uvod

Kladribin (2- kloro-2-deoksiadenozin) je novejse zdravilo v hema-
tologiji. Prva porodila v literaturi o zdravljenju s kladribinom sega-
jo v zaCetek osemdesetih let (1). Sodi med novej$a kemoterapevt-

Key words: cladribine; acute myeloid leukemia; elderly patients;
complications

Abstract—Background. Nucleosid analogue cladribine is a newer
drug for treatment of acute leukemias. Usually is used in combina-
tion with cytosine-arabinoside in elderly patients. We present re-
trograde overview of elderly patients with acute myeloid leukemia
(AML), who were treated with cladribine and low doses cytosine
arabinoside in Ljubljana haematologic department between 1. 1.
1996 and 1. 3. 1998.

Methods. During mentioned period we bave treated 14 patients
with cladribine and low doses cytosine-arabinoside, with median
age of 72 years. 9 patients were males and 5 females. Patients
recieved cladribine in dosage 0,1 mg/kg/body weight seven days
and cytosine arabinoside 13 mg/m2/body surface area for fourte-
en days. 10/14 patients ( 71%) did not recive chemotherapy before
treatment and 4/14 patients (29%) recieved at least one cycle of
chemotherapy. During the treatment we documented neutrophyl
granulocyte cell count, disapperance of blast cells from peripheral
blood, number of achieved remissions of AML and complications
considering chemotherapy with cladribine.

Results. 4/14 patients (29%) achieved complete remission and 1/
14 (7%) patients achieved partial remission of AML. Only patients
who did not recieved chemotherapy before cladribine achieved
remission of AML. On average the lowest neutrophyl granulocyte
cell count was on day 12 after beginning of chemotherapy and the
first signs of bone marrow regeneration were noticed on day 14
after completion of chemotherapy. 3/14 patients (21%) died du-
ring the treatment. We did not documented serious and long la-
sting side effects of cladribine and low doses cytosine-arabinoside
treatment.

Conclusions. Cladribine is in combination with cytosine-arabino-
side good and sucessfull drug for treatment of AML in elderly pati-
ents, who were not recieve chemotherapy before. But it has no effect
in patients with relapsed or refractory AML.

ska zdravila iz vrst nukleozidnih analogov kot naprimer tudi flu-
darabin in deoksikoformicin. Kladribin je citotoksi¢ni purinski
analog, ki je odporen proti razgradnji z encimom adenozin deami-
naza. V celice vstopi s pasivnim transportom. Po znotrajcelicnem
privzemu encim deoksicitidin kinaza fosforilira kladribin v kladri-
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bin trifosfat. Slednji je aktivna oblika zdravila, ki ga adenozin
deaminaza ne more razgraditi, zato se kopidi v celicah do toksic-
nih koncentracij. Citotoksi¢nost se izraza na dveh ravneh. Inhibira
sintezo DNK v celicah, ki so v obdobju delitve tako, da zavira
delovanje encima ribonukleotidna reduktaza, ki reducira ribonu-
kleotide v deoksiribonukleotide (2). V limfoblastih se med deoksi-
ribonukleotidi najbolj zmanjSa koncentracija deoksicitozin-trifos-
fata (dCTP), v mieloblastih pa raven deoksiadenozin-trifosfata
(dATP) (2). Tudi vkljuditev trifosfatne oblike kladribina v podvaja-
jo¢o DNK pomeni prekinitev podvajanja DNK med celi¢no deli-
tvijo. Na celice v obdobju delitve delujejo tudi antraciklinski cito-
statiki in citozin-arabinozid (Ara-C). Bolj zanimivo in za zdravlje-
nje pomembnejse pa je delovanje kladribina na celice, ki niso v
obdobju delitve in na katere antraciklini in Ara-C ne ucinkujejo
(3).Velik deleZ relapsov potrjuje, da je velik del levkemi¢nih celic
izven obdobja delitve (izven S obdobja mitoze) in zato odporen
proti indukcijskim in konsolidacijskim protokolom kemoterapije,
ki vkljucujejo antracikline in Ara-C. Kladribin deluje na celice, ki
so izven obdobja delitve tako, da se vgradi v poskodovane dele
DNK in onemogodi popravo spremenjene DNK z popravljalnimi
encimi, kot sta na primer polimeraza alfa in beta (4). Nepopravlje-
na DNK sproZi zaetek apoptoze v levkemicni celici.

Sprva so kladribin uporabljali kot protilimfocitno zdravilo. Njego-
va udinkovitost je dobro znana pri bolnikih z dlakasto celi¢no
levkemijo, kroni¢no limfati¢no levkemijo, Waldenstroemovo ma-
kroglobulinemijo (5, 0). Limfati¢ne celice vsebujejo vedje koncen-
tracije encima deoksicitidin kinaza kot neutrofilni granulociti, zato
je raven citotoksi¢ne oblike fosforiliranega kladribina v limfocitih
vedja (7). Nepric¢akovano pa so in vitro raziskave z kladribinom
potrdile, da se kladribin hitro fosforilira tudi v blastnih celicah
mieloi¢ne vrste (8). Zato so kmalu sledile prve klini¢ne raziskave
z kladribinom pri bolnikih z AML (8, 9). Santana in sod. so pri
otrocih z prvim oziroma kasnejsim relapsom AML, ki so bili zdrav-
lieni samo s kladribinom, ugotavljali popolno remisijo pri 59%
bolnikov (9). Pri odraslih bolnikih z AML, predvsem pri tistih z
relapsom bolezni in za zdravljenje odporno obliko AML, pa kla-
dribin do sedaj ni bil tako u¢inkovit kot pri otrocih (10, 11).

Leta 1996 smo zaceli zdraviti z kladribinom starejSe bolnike s
primarno oz. sekundarno AML ali mielodisplasti¢nim sindromom
(MDS) tudi na Klini¢nem oddelku za hematologijo (KOH) Klinic-
nega centra v Ljubljani. Protokol zdravljenja je poleg kladribina
vkljuceval tudi nizke odmerke Ara-C. Predstavljamo pregled zdrav-
lienja starejsih bolnikov z AML v obdobju od 1. 1. 1996 do 1.3.
1998.

Bolniki in nacini zdravljenja

V obdobju od 1. 1. 1996 do 1. 3. 1998 smo s kladribinom in nizkimi
odmerki Ara-C zdravili 14 bolnikov z AML in MDS (tab. 1). Devet
bolnikov je bilo moskih in pet Zensk. Mediana starost bolnikov je
bila 73 let, v razponu od 61 do 83 let. Mediana starost bolnikov
moskega spola 67 let je bila niZja kot srednja starost bolnic 74 let.
Sedem od Stirinajstih bolnikov (50%) je imelo sekundarno AML.
Ta se je v §tirih primerih razvila iz MDS tip 5 po FAB (francosko-
amerisko-angleska razvrstitev akutnih levkemij in mielodisplastic-
nih sindromov), pri dveh iz MDS tip 3, enega bolnika pa smo Stiri
leta pred nastankom sekundarne AML zdravili zaradi nizkomali-
gnega ne-Hodgkinovega limfoma (tab. 1). 6/14 bolnikov je imelo
primarno AML, eden od §tirinajstih bolnikov pa je imel primarni
MDS tip 3 po FAB. Pri zdravljenju bolnikov z AML in MDS je vazen
tudi podatek, o poprejsnjem zdravljenju s citostatiki. Kladribin in
nizki odmerki Ara-C so predstavljali indukcijsko zdravljenje s ke-
moterapijo pri desetih od &tirinajstih bolnikov (71,4%), tirje od
Stirinajstih bolnikov (28,6%) pa so poprej ze prejeli vsaj en krog
zdravljenja s citostatiki. Pri slednjih je $lo za enega bolnika iz
skupine s sekundarno AML, ter za tri bolnike iz skupine s primar-
no AML. Nih¢e med Stirinajstimi bolniki ni bil ob zacetku zdravlje-
nja s kladribinom v remisiji bolezni.

Tab. 1. Bolniki, ki smo jib zdravili z kladribinom in nizkimi od-
merki Ara-C na KOH v obdobju od 1. 1. 1996 do 1. 3. 1998.

Tab. 1. Patients treated with cladribine and low doses Ara-C at
haematologic department between 1. 1. 1996 and 1. 3. 1995.

Bolniki, starost, spol Diagnoza Poprejinja Remisija bolezni
kemotherapija  in trajanje
Patients, age, sex Diagnose Previous Remission of the
chemotherapy  disease and duration
1.LPM 6llet M AML 1.relaps da/yes ne/no
22K8 T7let M 5 AML (NHL) ne/no ne/no
3. A 76 let M s AML (MDS 3) ne/no umrl/died
4. TA T4let F MDS 3 ne/no PR 3m+/CR 3m+
5. RV 68let M 5 AML (MDS 35) ne/no PR 7 m/CR 7m
6. GL 8llet M AML ne/no umrl/died
7. FI 67 let M s AML (MDS 3) da/yes ne/no
8. K 65let M AML 1 relaps da/yes umrl/died
9. MHO 61 let M s AML (MDS 5) ne/no ne/no
10. OA  Gdlet M AML ne/no DR 1m/PR 1m
11. PP Bilet F h AL 2 relaps da/yes ne/no
122 ML 75let F s AML (MDS 1) ne/no ne/no
13, KZ 78let F 5 AML (MDS 3) ne/no PR 17m+/CR 17m+
14. SN 73let F AML ne/no PR 5m+/CR 17m+

AML - akutna mieloi¢na levkemija; s AML — sekundarna akutna mieloi¢na levkemija;
NHL - nehodgkinov limfom; MDS — mielodisplasti¢nin sindrom; h AL - hibridna
akutna levkemija; PR - popolna remisija bolezni; DR; delna remisija bolezni; m —
mesec dni; m+ — dlje kot mesec dni ; M — moéki; F — #enska.

AML - acute myeloid leukemia; s AML - secondary AML; NHL - nonhadgkin
lymphoma; MDS - mielodysplastic syndrom; h AL — hybrid acute leukemia; CR ~
complete remission; PR — partial remission; m — month; m+ - longer than month ; M
— male; F — female

Bolniki so prejemali kladribin v odmerku 0,1 mg/kg telesne teZze/
dan v podkoZje ali kot 24-urno neprekinjeno infuzijo v 500 ml
fizioloske raztopine 1., 3., 5., 7., 9., 11. in 13. dan od zacetka
zdravljenja in Ara-C v odmerku 13 mg/m? tel. povriine/12 ur v
podkoZje 1.~14. dan od zacetka zdravljenja. V obdobju aplazije
kostnega mozga so vsi prejemali peroralno protibakterijsko in
protiglivicno profilakso s ciprofloksacinom in ketokonazolom ali
flukonazolom. OkuZbe in sepse smo glede na povzroditelje zdra-
vili s cefalosporini tretje generacije, vankomicinom in amfoterici-
nom ob sumu na glivi¢no sepso.

Za najmanjSe Stevilo nevtrofilnih granulocitov (NG) smo ocenje-
vali dan po zacetku zdravljenja s kladribinom, ko je bilo Stevilo
NG v diferencialni beli krvni sliki najmanjse, ali pa prvi dan, ko so
NG izginili iz periferne krvi. Za prvi znak regeneracije kostnega
mozga po aplaziji smo ocenili prvi dan po koncani kemoterapiji,
ko so se NG ponovno pojavili v diferencialni beli krvni sliki,
oziroma dan, ko je najniZje zabeleZzena vrednost NG v periferni
krvi pri¢ela nara3cati. Pred zdravljenjem so imeli vsi bolniki razli-
¢en odstotek levkemi¢nih blastnih celic v periferni krvi. Zato smo
bili pri bolnikih pozorni tudi na izginotje blastnih celic iz periferne
krvi med zdravljenjem z kladribinom.

V obdobju regeneracije kostnega mozga smo za oceno uspesnosti
zdravljenja s kladribinom opravili tudi punkcijo kostnega mozga.
Popolno remisijo bolezni (PR) smo dosegli, ¢e je bilo v kostnem
mozgu manj kot 5% blastnih celic, hkrati pa v diferencialni beli
krvni sliki ve¢ kot 1,5%10/9 NG in bolnik ni potreboval transfuzij
trombocitne plazme. Ce je bilo v kostnem mozgu 5-25% blastnih
celic z vsaj 15% celic rdece vrste in 25% normalnih celic bele vrste,
smo zdravljenje ocenili kot delno remisijo bolezni (DR). Ve¢ kot
25% blastnih celic v kostnem mozgu smo Steli za obliko bolezni,
odporno za zdravljenje s kladribinom (12, 13). Ce so se v obdobju
regeneracije kostnega mozga v diferencialni krvni sliki pojavile
blastne celice v vedjem odstotku (na primer ve¢ kot 10%) ali ¢e je
njihov odstotek naracal, punkcije kostnega mozga nismo naredi-
li. Taksne bolnike smo uvrstili v skupino, ki je odporna proti
zdravljenju s kladribinom.

Rezultati

Pri §tirih od 3tirinajstih bolnikov (29%6) smo dosegli popolno remi-
sijo bolezni, pri enem bolniku (7%) pa delno remisijo bolezni.
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Slednji je imel v obdobju regeneracije kostnega mozga po obdob-
ju aplazije v kostnem mozgu 11% blastnih celic. Skupno smo bili
uspesni pri petih od Stirinajstih bolnikov (36%). $ kladribinom in
nizkimi odmerki Ara-C pa nismo uspeli dosec remisije pri devetih
od &tirinajstih bolnikov (64%). Vsi bolniki, ki so dosegli popolno
remisijo bolezni, pred tem niso bili zdravljeni s citostatiki. Zdrav-
lienje s kladribinom je bilo prvo indukcijsko zdravljenje njihove
bolezni. Tudi bolnik, pri katerem smo dosegli delno remisijo bo-
lezni, pred kladribinom ni prejel citostatikov. Tako smo v skupini
bolnikov, ki so prejeli kladribin kot indukcijsko zdravljenje, kar
pri §tirih od desetih (40%) dosegli popolno remisijo bolezni, pri
enem od desetih (10%) pa delno remisijo. Skupno, je bil kladribin
uspesen pri petih od desetih bolnikov (50%). Zdravljenje z kladri-
binom pa ni bilo uspesno pri nobenem od tirih bolnikov (0%), ki
so pred kladribinom prejeli vsaj en krog zdravljenja s citostatiki.
Najmanjse vrednosti NG smo beleZili v povpredju dvanajsti dan po
zacetku zdravljenja s kladribinom. Pred zacetkom zdravljenja so
imeli le trije bolniki normalno vrednost NG v krvi. Pri kar desetih
od Stirinajstih bolnikov je bila zacetna vrednost NG pod 1,010 9/
L, med temi pri petih celo pod 0,5%10 9/L. V obdobju aplazije so
pri trinajstih bolnikih (92,9%) levkemi¢ne blastne celice izginile iz
periferne krvi. Prve znake regeneracije kostnega mozga po aplazi-
ji smo belezili v povpredju 14 dan (6 do 25 dni) po kon¢anem
zdravljenju s citostatiki. Le trije bolniki so v obdobju aplazije pre-
jemali rastni faktor za granulocitno celi¢no vrsto (G-CSF). Pri teh
so se znaki regeneracije kostnega mozga pojavili 11, 12 in 22 dan
po koncanem zdravljenju s citostatiki. Bolniki, ki niso prejemali
G-CSF, so regenerirali v povprecju 13 dni po koncanem zdravlje-
nju s citostatiki.

Med stranskimi u¢inki zdravljenja smo pri vseh bolnikih, 14/14
(100%), opazovali zaviralno delovanje kladribina na kostni mo-
zeg. Vsi bolniki so v obdobju aplazije kostnega mozga vsaj dva-
krat prejeli transfuzijo koncentriranih trombocitov. Le dva od §tiri-
najstih bolnikov (14%) sta bila ves ¢as zdravljenja s kladribinom
brez poviSane telesne temperature. Pri drugih smo ugotovili vsaj
enkraten porast telesne temperature. Iz kuZznin (bris koZe, nosne
in zrelne sluznice, hemokultur...) smo izolirali po Grammu nega-
tivne bakterije, vec sevov proti meticilinu odpornega stafilokoka
in vec sevov gliv iz rodu kandida. Pri 8tirih od Stirinajstih bolnikov
(29%) smo opazovali porast vrednosti kreatinina v serumu do 303
umol/L. Dva bolnika (14%) sta imela diarejo in mo¢no bruhanje.
Nevrotoksi¢nih stranskih ué¢inkov zdravljenja, ki bi jih lahko pripi-
sali kladribinu, nismo ugotovili.

Trije bolniki (21%) so v ¢asu zdravljenja s kladribinom umrli. Dva
sta umrla v obdobju aplazije, eden pa v obdobju regeneracije
kostnega mozga. Vzroki smrti so bili obojestranska plju¢nica, kr-
vavitev v osrednje Ziv¢evje ob hkratni glivi¢ni sepsi in sepsi z
meticilin odpornim Staphylococcus aureusom. Pri avtopsiji sta
imela dva bolnika v kostnem mozgu rezidualne levkemicne blast-
ne celice, pri enem pa je bil kostni mozeg aplasti¢en, brez rezidu-
alnih levkemic¢nih blastov. Vendar so pri slednjem bolniku pri
avtopsiji nasli nodularno razrast levkemic¢nih blastnih celic v vra-
nict.

Razpravljanje

Vec¢ kot polovica vseh bolnikov z AML je starejsih od 60 let,
pribliZzno tretjina pa celo starej§a od 70 let (14). Glede na dejstvo,
da se Zzivljenjska doba ljudi dalj8a, lahko v prihodnje pri¢akujemo
Se vedji delez AML med starejsimi bolniki. Povprecno preZivetje
zdravljenih in nezdravljenih starejSih bolnikov z AML je priblizno
20 tednov po postavitvi diagnoze (14). Pogosto gre za sekundarno
AML, ki se razvije iz MDS, ali pa je posledica obsevanja in zdrav-
lienja s citostatiki poprejénje rakave bolezni. Zdravljenje sekun-
darnih oblik AML je manj uspesno kot zdravljenje primarnih oblik
bolezni. Ker zdravljenje starej$ih bolnikov spremljajo pogostejsi
zapleti in ker Stevilni med njimi niso sposobni za intenzivno zdrav-
lienje s citostatiki, je iskanje uspeSnega in primernega zdravila
eden pomembnejsih ciljev v hematologiji. Predvsem zaradi delo-

vanja na levkemicne blastne celice, ki niso v obdobju delitve, je
kladribin morda eno taksnih zdravil.

Indukcijski protokoli zdravljenja AML, ki vkljucujejo Ara-C v
kombinaciji z antraciklinom ali epipodofilotoksinom, so, ne-
upostevajo¢ starost, ucinkoviti pri 70-75% bolnikov s primarno
AML in pri 30-50% bolnikov z relapsom ali resistentno obliko
AML (10, 14). Podatki v literaturi o uc¢inkovitosti kladribina pri
zdravljanju AML so razli¢ni. Kladribin kot monoterapija je bil pri
bolnikih z relapsom oz. na zdravljenje odporno obliko AML v
dveh raziskavah uéinkovit pri 8,3% oz. 0% bolnikov (10, 11). Ce
so kladribinu dodali e Ara-C v odmerku 1 g/m? so bili uspesni
pri 17,6% bolnikov. Giralt in sod. (12) so pri zdravljenju z
kladribinom ugotavljali pri 5/7 bolnikov (71,4%), starih 55-70 let
remisijo AML. V skupini so bili bolniki z relapsom ali proti
zdravljenju odporno obliko bolezni. Kladribin so dobivali v
odmerku 12mg/m?/dan, skupaj z Ara-C 1g/m*/dan, oboje pet dni
zapored. V literaturi nismo nasli ¢lankov o uporabi kladribina in
Ara-C samo pri starejih bolnikih.

Pri nas smo bili pri zdravljenju s kladribinom in nizkimi odmerki
Ara-C uspesni pri petih od Stirinajstih bolnikov (36%). Pri Stirih
bolnikih smo dosegli PR bolezni (29%), pri enem pa DR bolezni
(7%). Dva bolnika sta imela primarno AML, eden primarni MDS 3,
dva po sekundarno AML, ki se je razvila iz MDS (tab. 1). Pri enem
bolniku je remisija trajala 7 mesecev, ostali trije pa so Se vedno v
remisiji bolezni, ki traja 5, 7 in 17 mesecev. Bolnica, pri kateri
remisija AML traja 17 mesecev je deset mesecev prejemala vzdrze-
valno zdravljenje z nizkimi odmerki Ara-C. Bolnik z DR je po
mesecu dni dobil polno razvit relaps AML in kmalu zatem umrl.
Nih¢e izmed peterice bolnikov, pri katerih je bilo zdravljenje
uspesno, poprej ni prejemal citostatikov. Tako smo v skupini
bolnikov, kjer je bil kladribin prvo indukcijsko zdravljenje, dosegli
remisijo bolezni pri petih od desetih bolnikov (50%), med njimi
pri tirih (40%) PR bolezni. Tudi v literaturi so pri starejSih, poprej
nezdravljenih bolnikih z AML z intenzivno kemoterapijo, podob-
no ali celo slabse uspedni. Remisijo AML navajajo pri 30-35%
bolnikov (14). Zato smo mnenja, da je kladribin v kombinaciji z
nizkimi odmerki Ara-C lahko primerno in ucinkovito indukcijsko
zdravljenje za starejSe, poprej nezdravljene bolnike z AML. Nas-
protno pa ni bil kladribin neuspe&en pri nobenem od tirih, poprej
7e zdravljenih bolnikih z AML (100%), kar je skladno s podatki v
literaturi (10, 11).

Bolniki so sedem dni prejemali klabribin v odmerku 0,1mg/kg tel
teze/dan. Ker je znano, da je razpolovna doba zdravila 70-150
minut, so bolniki prejemali zdravilo v neprekinjeni 24-urni infuziji
ali pa kot enakovreden enkraten dnevni podkozni odmerek (9).
Vahdat in sod. (11) so uporabljali znatno vedje odmerke kladribi-
na, od 5-21 mg/m? telesne povrsine/dan (priblizno 0,1-0,4 mg/kg
telesne teze) pet dni zapored. Zaradi hude nevrotoksi¢nosti, ki so
jo opazovali kot neZelen stranski ucinek zdravljenja, priporocajo
najvidjii dovoljen odmerek 17 mg/m? telesne povriine/dan (pri-
blizno 0,3 mg/kg tel. teze/dan) pet dni zapored. Pri najvedjih
odmerkih so opazovali tudi zelo dolge aplazije kostnega mozga in
ved okuzb.

Vec raziskav je dokazalo, da nukleozidni analog fludarabin pove-
¢a koncentracijo aktivne oblike Ara-C, to je arabinozid-citozin-tri-
fosfata (Ara-CTP) v levkemic¢nih blastnih celicah (15). To je posle-
dica zavore encima ribonukleotidna reduktaza in posledi¢nega
znizanja koncentracije deoksiribonukleotidov v celicah. Ker pa je
kladribin mocnejsi inhibitor ribonukleotidne reduktaze kot fluda-
rabin, je tudi mo¢nejsi modulator metabolizma Ara-C. Z raziskava-
mi in vitro so dokazali 65% povecanje koncentracije Ara-CTP po
inkubaciji blastnih celic z kladribinom (10). Podobno so tudi s
Studijami ex vivo pokazali 1,2-1,4-kratni porast Ara-CTP po do-
datku kladribina (10). Klini¢ne in farmakoloske raziskave z Ara-C
so pokazale, da je pri odmerku zdravila 1g/m’ tel. povriine/dan
danega v dveurni infuziji doseZena najvisja koncentracija Ara-CTP
v blastnih celicah. Pri tem odmerku je dosezen najvedji privzem
zdravila v celice, zato vedji odmerki Ara-C nimajo pravega ucinka
(16). Ker so nasi bolniki prejemali znatno manj$e odmerke zdravi-
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la, bi lahko z vedjim odmerkom Ara-C morebiti lahko dosegli
boljse rezultate zdravljenja, seveda z ve¢ neZelenimi uéinki.

Po kladribinu in nizkih odmerkih Ara-C je pri vseh bolnikih prislo
do aplazije kostnega mozga. Pri trinajstih bolnikih (93%) so blast-
ne celice izginile iz periferne krvi. Slednje potrjuje dobro protilev-
kemi¢no delovanje zdravila. Po kon¢ani kemoterapiji smo prve
znake regeneracije kostnega mozga opazali v povpredju po 14
dneh. To je pribliZno enako dolgo, kot tudi pri drugih starejsih
bolnikih z AML, ki prejmejo druga, podobno intenzivna zdravlje-
nja s citostatiki. Trije bolniki so prejemali G-CSF po tem, ko smo
vec dni po koncani kemoterapiji preverili kostni mozeg in v njem
ni bilo blastnih celic. Dva bolnika sta dosegla PR, eden pa DR
bolezni. Menimo, da je G-CSF varno zdravilo, ¢e se zanj odlo¢imo
v obdobju aplazije po tem, ko izklju¢imo prisotnost levkemi¢nih
celic v kostnem mozgu.

Med nezelenimi stranskimi uéinki zdravljenja je prevladovalo za-
viralno delovanje kladribina na kostni mozeg. V tem obdobju so
prejemali transfuzije koncentriranih eritrocitov in trombocitov. Med
nehematoloskimi stranskimi ucinki zdravljenja smo pri §tirih od
stirinajstih bolnikov (29%) ugotovili zmeren, povraten porast vre-
dnosti kreatinina v serumu, pri dveh pa diarejo in bruhanje. Porast
serumskega kreatinina tezko pripisemo izklju¢no kladribinu. Bol-
niki so hkrati bili tudi septi¢ni in prejemali antibiotike s Skodljivim
delovanjem na ledvice. Tudi v literaturi ni opisanih pogostih in
resnih nehematoloskih stranskih uéinkov zdravljenja z kladridi-
nom pri niZjih in srednje visokih odmerkih. Navajajo blag porast
aktivnosti jetrnih transaminaz, zmeren povratni porast kreatinina
v serumu, simptome s strani prebavil, redko sindrom tumorske
lize (11). Skodljiv u¢inek kladribina na ledvice postane bolj izrazit
pri kumulativnem odmerku 91mg/m2 tel povriine. Vahdat in sod.
(11) so raziskovali nevrotoksi¢ne stranske ucinke zdravila. Kladri-
bin namre¢ prehaja membrano med krvjo in osrednjim Zivcevjem.
Njegova koncentracija v likvorju se giblje med 12,4-38,0% serum-
ske koncentracije dosezene v ravnoteznostnem stanju (13). Pri
odmerkih kladribina 19-21mg/m2 tel. povriine/dan (priblizno 4mg/
kg tel. teze/dan) pet dni zapored je pri Sestih od devetih bolnikov
(66%) prislo do razvoja hude senzori-motorne nevropatije, ki se je
le delno popravila. Patomorfolosko je Slo za aksonsko degenera-
cijo in sekundarno demielinizacijo. Zato je, kot ze omenjeno,
najvisji dovoljeni odmerek kladribina 17mg/m? tel. povriine/dan
(priblizno 3mg/kg tel. teze/dan) pet dni zapored. Sicer so pri
visokih odmerkih kladribina beleZili le blage akutne stranske ucinke
zdravljenja, najpogosteje s strani prebavil. Zato pa so kasneje
bolniki razvili dolge aplazije kostnega mozga, ki so trajale 40 do
60 dni.

Trije od &tirinajstih bolnikov (21,3%) so med zdravljenjem s kladri-
binom in nizkimi odmerki Ara-C umrli (tab. 1). Zanimiv je primer
bolnika, ki je umrl deseti dan po konc¢ani kemoterapiji zaradi
stafilokokne sepse. Pri avtopsiji je bil kostni mozeg aplasticen,
brez blastnih celic. Hkrati pa so nasli nodularno razrast levkemic-
nih blastnih celic v vranici. To je nazoren primer, kako prihaja do
relapsov AML kljub zadetnemu uspesnemu zdravljenju s kemote-
rapijo.

ZaKljucki
Nukleozidni analog kladribin je novejse zdravilo pri zdravljenju

AML. Je prvo zdravilo za zdravljenje akutnih levkemij, ki deluje na
celice v obdobju delitve (v S obdobju mitoze) in tudi na celice, ki

se ne delijo. Glede na nase dosedaj zbrane in predstavljene iz-
kudnje pri zdravljenju bolnikov z AML in MDS, starejSih od 65 let,
smo mnenja, da je kladribin primerno zdravilo za bolnike, ki
poprej niso bili zdravljeni s citostatiki. Spodbudno je, da smo
remisijo dosegli tudi pri bolnikih s sekundarno AML. Ker smo
bolnike zdravili z niZjim odmerkom Ara-C, kot je priporoc¢eno v
literaturi, bi mogoce lahko z visjim odmerkom zdravila v priho-
dnosti dosegali Se boljSe rezultate zdravljenja. Skladno s podatki iz
literature pa s kladribinom nismo dosegli remisije AML pri bolni-
kih, ki so bili poprej Ze zdravljeni s citostatiki (10). Gre za bolnike
z relapsom bolezni ali proti zdravljenju primarno odporno obliko
bolezni, pri katerih nikoli nismo dosegli remisije. Ta skupina bol-
nikov ima najslabSo napoved poteka bolezni in zanjo 3e naprej ne
poznamo ucinkovitega zdravljenja. Mogoce bo pri teh bolnikih
udinkovito sinergisticno delovanje kladribina in interferona alfa
na levkemi¢ne blastne celice, ki pa je zaenkrat Se v laboratorij-
skem obdobju preiskovanja (17).
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MIELODISPLASTICNI SINDROM S PRIDOBLJENO
KORPUSKULARNO HEMOLITICNO ANEMIJO IN
S KASNEJSIM PREHODOM V AML — PRIKAZ PRIMERA

MYELODYSPLASTIC SYNDROME WITH ACQUIRED CORPUSCULAR HAEMOLYTIC ANAEMIA
AND LATER TRANSITION IN AML — CASE REPORT
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Kljuéne besede: bemoliticna anemija; mielodisplasticni sindrom;
akutna mieloblastna levkemija

Izvlec¢ek —Izhodisca. Pridobljena korpuskularna bemoliticna ane-
mija_je pri mielodisplastiénem sindromu neobicajen pojav. Vzrok
za bemolizo je labko pridobljeno pomanjkanje encima piruvat
kinaze ali pridobljena bolezen hemoglobina H. Porocila, ki opisu-
Jejo korpuskularno bemoliticno anemijo kot predbodnico akutne
mieloblastne levkemije, so zelo redka.

Prikaz bolnika. Pri 59-letnem bolniku so odkrili bemoliticno ane-
mijo. Pred tem je bil bolnik ves cas zdrav. § kasnejsimi preiskavami
smo ugotovili, da gre socasno za pridobljeno korpuskularno be-
moliticno anemijo in mielodisplasticni sindrom. Pri iskanju vzro-
ka za bemolizo smo izkljucili vecino mozZnib vzrokov, razen po-
manjkanja piruvat kinaze. Deset mesecev kasneje se je v krvi poja-
vilo 1-2% blastov. Njihovo Stevilo je postopoma naraséalo. S pre-
iskavo kostnega mozga smo ugotovili akutno mieloblastno levke-
mijo vrste AML-M2 po FAB razvrstitvi. Kljub intenzivnemu zdrav-
lienju s citostatiki remisije nismo dosegli in bolnik je 6 mesecev po
zacetku zdravijenja wmrl.

Zakljucki. Avtor razpravlja o moznih vzrokib za hemoliticno ane-
mijo pri mielodisplasticnem sindromu. Pri pregledu literature je
nasel le nekaj porocil s podobno bhematolosko sliko. Hemoliticnha
anemija je v poteku mielodisplasticnega sindroma zelo redek za-
plet.

Uvod

Ce se akutna mieloblastna levkemija (AML) razvije iz mielodispla-
sticnega sindroma ali kot posledica obsevanja ali zdravljenja s
citostatiki, govorimo o sekundarni AML. Mielodisplasti¢ni sindro-
mi (MDS) so bolezni, pri katerih so v ospredju znaki odpovedi
kostnega mozga. Na osnovi razvrstitve, ki jo je predlagala skupina
francoskih ameriZkih in britanskih hematologov (FAB klasifikaci-
ja), razlikujemo pet vrst MDS (1). Pogosti prehodi v AML so pred-
vsem pri vrsti III, IV in V. Bolniki z MDS, kjer so v ospredju znaki
hemoliticne anemije, so zelo redki. Opisujemo bolnika s pridob-
lieno korpuskularno hemolitiéno anemijo in znaki MDS, pri kate-
rem se je leto kasneje razvila AML. Zdravljenje s citostatiki ni bilo
ucinkovito.

Key words: haemolytic anaemia; myelodysplastic syndrome; acute
myeloblastic leukaemia

Abstract — Background. Acquired corpuscular baemolytic ana-
emia may appear as an unusual manifestation of myelodysplastic
syndrome. The underlying cause for red cell destruction are acqu-
ired severe pyruvate kinase deficiency or acquired haemoglobin H
disease. Only very few papers describe acquired corpuscular ba-
emolytic anaemia as an early symptom of acute leucoblastic le-
wkaemia.

Methods, results. A 59-year-old previously bealthy man was found
to have baemolytic anaemia. Further studies revealed a myelodys-
plastic syndrome and acquired corpuscular baemolytic anaemia.
The underlying cause for the red cell destruction was not found,
but pyruvate kinase was not evaluated. Ten montbs later 1-2% of
blast cells in the peripheral blood were noted which increased pro-
gressively. Subsequently a diagnosis of acute myeloblastic leuka-
emia M2 was made according to the FAB co-operative group crite-
ria. Although intensive chemotherapy was performed, the patient
did not achieve remission and died 6 montbs later.

Conclusions. The author discusses possible causes for underlying
red cell defect. A review of literature reveals very few previous re-
ports with this baematological picture. Haemolytic anaemia is an
unusual manifestation of myelodysplastic syndrome.

Prikaz bolnika

59-letni bolnik je decembra 1994 poiskal pomo¢ pri sploSnem zdravniku,
ker je postal rumen. Do tedaj je bil ves ¢as zdrav. V sorodstvu ni bilo oseb,
ki bi se zdravile zaradi krvne bolezni. Bolniku so ugotovili makrocitno
anemijo in zvecano koncentracijo bilirubina v serumu ter se odlocili za
zdravljenje z vitaminom B .

Maja 1995 so bolnika sprejeli v podro¢no bolnidnico zaradi poslabsanja
anemije. Imel je splosne simptome in znake anemije. Barva koze je bila
bledo rumena. Nad srcem so sliali sistoli¢ni Sum. Ugotovili so makrocitno
anemijo z retikulocitozo (hemoglobin (Hb) 60 g/L, povpreéni volumen
eritrocitov (PVE) 118 fL, Stevilo retikulocitov (Rt) 438x10%/L). Posamezni
eritrociti so bili bazofilno punktirani. V serumu so bili prisotni kazalci
povedane razgradnje eritrocitov: zvecana koncentracija nekonjugiranega
bilirubina (celokupni bilirubin 125 umol/L, direktni 10 umol/L) in laktat
dehidrogenaze (LDH 6,9 ukat/L) ter zniZana koncentracija haptoglobina
(<0,1 g/L). Reakcija na hemosiderin v urinskem sedimentu je bila pozitivna.
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V kostnem mozgu so ugotovili razrast celic rdece vrste. Coombsov test je
bil negativen, hladnih aglutininov pa ni bilo. Koncentracija Zeleza v serumu
je bila zvecana (Fe 54 umol/L, TIBC 67 umol/L). Koncentraciji folatov in
vitamina B, v serumu sta bili normalni. Na osnovi zgornjih izsledkov so
zakljudili, da ima bolnik Coombs negativno hemoliticno anemijo. Zaceli so
zdravljenje z glukokortikoidi (metilprednizolon 64 mg/dan). Bolnik je
prejemal tudi folno kislino. Ker zdravljenje ni bilo uspe3no, so bolnika
zaradi nadaljnih preiskav premestili na Klini¢ni oddelek za hematologijo v
Ljubljani.

Klini¢ni izsledki so bili v ¢asu premestitve enaki kot v podrocni bolnisnici.
Prav tako ni bilo bistvenih sprememb v rdeci krvni sliki (FHb 57 g/L, PVE
120 fL, Rt 474x10%L, bazofilno punktirani eritrociti 1%). V krvni sliki je bila
prisotna Se trombocitopenija ter nevtrofilija z blagim pomikom v levo
(trombociti (Tr) 78x10%/L, levkociti (L) 23x10°%L, diferencialna krvna slika
(DKS): metamielociti 3%, palicasti nevtrofilci 8%, segmentirani nevtrofilci
5004, eozinofilci 1%, bazofilci 5%, limfociti 21%, monociti 11%, normaoblasti
1%). S citolosko preiskavo kostnega mozga smo ugotovili razrast celic
rdece vrste z znaki diseritropoeze. Koli¢nik med celicami granulocitne
vrste in eritroblasti (G/E) je bil 1/1. Stevilo megakariocitov ni bilo povecano.
Delez blastov je bil ocenjen na 14% ne-eritroidnih celic (vse jedrne celice
brez eritroblastov). Z reakcijo na Zelezo smo ugotovili 8% prstanastih
sideroblastov in siderocite. Koli¢ina Zeleza je bila v makrofagih nekoliko
povecana. Zivljenjska doba bolnikovih eritrocitov, ki so jih oznadili z Cr*,
je bila skrajSana (1, 14 dni, normalno 24-32 dni). Tako oznadeni eritrociti
s0 se v vedji meri kopidili v vranici. Kasneje smo dolodcili 3e Zivljenjsko
dobo svezih heterolognih eritrocitov. Razpolovna doba teh je bila normalna,
brez znakov povecane razgradnje v vranici. Vrednosti kazalcev pospesene
razgradnje eritrocitov ter izsledki Coombsovega testa in dolo¢itve hemo-
siderina v urinskem sedimentu so bili podobni tistim iz podro¢ne bolnisnice.
Aktivnost glukoza-6-fosfat dehidrogenaze (2,99 ukat/10" eritrocitov) in
delez Hb F (8,4%) v eritrocitih sta bila povecana. Elektroforeza Hb in delez
Hb A, sta bila normalna. Normalni so bili tudi izsledki testa ozmotske
rezistence pred 24-urno inkubacijo in po njej, testa hemolize v izotonicni
raztopini glukoze in Hamovega testa ter testov za dokaz nestabilnih Hb
(test provokacije Heinzovih telesc, propranololski test in test s segrevanjem).
Proti-trombocitnih protiteles ni bilo. Ocenili smo, da gre pri bolniku za
korpuskularno hemoliti¢no anemijo s so¢asnimi spremembami v kostnem
mozgu (povecan delez blastov, diseritropoeza), ki so znacilne za mielo-
displasti¢ni sindrom vrste 111 po FAB klasifikaciji (1). Bolnika smo zdravili
s transfuzijami eritrocitov. Stevilo levkocitov se je po opustitvi zdravljenja
z glukokortikoidi normaliziralo.

Po odpustitvi iz bolnisnice je bolnik ob¢asno prejemal transfuzije eritrocitov.
Naslednjih deset mesecev v krvni sliki nismo opazili novih sprememb.
Poleg anemije z retikulocitozo je bila ves ¢as prisotna blaga trombocitopenija.
DKS je ostala nespremenjena. Od aprila 1996 dalje se je postopoma zacelo
zmanijSevati Stevilo trombocitov. Hkrati so se v DKS pojavili tudi levkemicni
blasti (1-2%). Julija 1996 smo bolezen ocenili ponovno. Krvna slika je bila
naslednja: Hb 86 g/L, PVE 104 fL, Rt 995x10%/L, Tr 46x10°/L, L 6x10°%/L,
blasti 2%, mielociti 1%, palicasti nevtrofilci 9%, segmentirani nevtrofilci
499, limfociti 30%, monociti 3%, eritroblasti 5%. Izsledek citoloske preiskave
kostnega mozga je ustrezal akutni mieloblastni levkemiji — AML-M, po
FAB. V osprediju je bila razrast rdece vrste (G/E 1/16) in kopicenije blastnih
celic (48% ne-eritroidnih celic). S citogeneti¢no preiskavo kostnega mozga
smo ugotovili normalni kariotip brez vidnih kromosomskih sprememb.
Ker bolnik ni imel vedjih teZav, se za zdravljenje s citostatiki ni odlodil.
Naslednjih enajst mesecev smo nadaljevali zdravljenje s transfuzijami
eritrocitov. V krvi je postopoma nara3cal delez blastov. Hkrati z zmanjse-
vanjem ucinkovite eritropoeza (padec Stevila retikulocitov) so znaki
hemolize postajali manj izraziti, Povecevala se je trombocitopenija.
Zaradi zacetka zdravljenja s citostatiki smo bolnika junija 1997 sprejeli v
bolninico. V krvni sliki je bila anemija brez retikulocitoze, trombocitopenija
in kopicenje blastov (Hb 86 g/L, Rt 77%10%L, Tr 10x10%/L, L 52x10°/L, blasti
54%). V kostnem mozgu so prevladovali blasti (80% vseh jedrnih celic).
Glede na morfoloske in imunoloske znacilnosti smo blaste opredelili za
mieloblaste. Imunolo3ki fenotip blastov je bil CD33", ¢CD13", mielo-
peroksidaza', HLA DR, CD14", glikoforin A~. Tudi tokrat s citogeneti¢no
preiskavo kostnega mozga nismo ugotovili kromosomskih sprememb.
Zgornji izsledki so bili skladni s polno razvito AML-M, po FAB. Odlo¢ili
smo se za indukcijsko zdravljenje po shemi, ki jo priporocajo za starejse
bolnike, tj. idarubicin 8 mg/m? iv 3 dni, etopozid 60 mg/m?* iv 5 dni in ARA-
€200 mg/m? iv 7 dni (2). Zdravljenje ni bilo uspedno. Tri tedne po zakjucku
kemoterapije je bilo v kostnem mozgu %e vedno 80% blastov.

Zaradi napredovanja bolezni smo oktobra 1997 poskusili se zdravljenje z
velikimi odmerki citotostatikov (ARA-C 3 g/m?/12" iv 1—4 dan in mitoksantron
12 mg/m* 3-5 dan). Po obdobju aplazije smo tudi tokrat ugotovili kopicenje
blastov v kostnem mozgu. Ocenili smo, da je levkemija odporna proti
zdravljenju s citostatiki in da prihaja v postev le simptomati¢no zdravljenje.

Teden dni po odpustu smo bolnika ponovno sprejeli v bolnidnico zaradi
septicnega stanja. Zdravljenje z antibiotiki ni bilo uspesno in bolnik je
teden dni po sprejemu umrl.

Razpravljanje

Pri MDS so praviloma v ospredju znaki odpovedi kostnega mozga
(anemija, trombocitopenija, nevtropenija). Ce so prisotni znaki
hemolize, je treba upostevati moZnost sovpadanja dveh bolezni.
Soc¢asnost podedovane hemoliticne anemije z MDS pri naSem
bolniku ni verjetna, saj se je hemoliti¢na anemija pri bolniku poja-
vila Sele v 59. letu starosti, hkrati pa tovrstne anemije pri njegovih
sorodnikih ni bilo. Tudi z laboratorijskimi preiskavami smo pogo-
stejse podedovane hemoliticne anemije izkljucili.

V literaturi so opisani bolniki z MDS in AML s socasno avtoimun-
sko hemoliti®no anemijo (3, 4). Coombsov test je bil v nekaterih
primerih negativen. Zdravljenje z glukokortikoidi je bilo uspesno
(4). Proti taki moznosti v naSem primeru govori neuspesno zdrav-
lienje z glukokortikoidi, predvsem pa normalna razpolovna doba
transfundiranih heterolognih eritrocitov.

Paroksizmalna noc¢na hemoglobinurija (PNH) je pridobljena he-
molitina anemija, ki v redkih primerih preide v AML. To je klon-
ska bolezen z znacilno napako v membrani. Posledica napake je
povecana dovzetnost za liti¢ni uc¢inek komplementa in intrava-
skularna hemoliza. Ce se razvije AML, izvirajo levkemi¢ni blasti iz
PNH klona (5). Ceprav smo tudi pri naSem bolniku ugotovili
znake kroni¢ne intravaskularne hemolize (hemosiderin v urinu),
ni imel drugih znadilnositi za PNH (Hamov test).

Anemija je pri MDS pogosta, saj se jo ugotovi v vec kot 85% (6).
Praviloma je anemija posledica neucinkovite eritropoeze. V krv-
nem razmazu lahko ugotovimo nenormalno oblikovane eritroci-
te, npr. eliptocite, dakriocite, sferocite in shizocite. Pojavijo se
lahko bazofilno punktirani eritrociti in normoblasti. Druge nepra-
vilnosti eritrocitov, ki jih lahko ugotovimo pri MDS, so $e poveca-
na koncentracija Hb F, zmanj$ana aktivnost nekaterih encimov,
povecana obcutljivost na komplement in sprememba antigenov
krvnih skupin (6). Le v zelo redkih primerih je napaka v eritrocitih
taka, da pripelie do hemoliti¢ne anemije. Kot vzrok hemoliti¢ne
anemije pri MDS ali AML zaradi pridobljene napake so do sedaj
opisali

1. pridobljeno bolezen s Hb H in

2. pridobljeno hudo pomanjkanje encima piruvat kinaze.

V prvem primeru gre za pridoblien sindrom talasemije alfa (7).
Zaradi zavore sinteze verig alfa se verige beta, ki so v prebitku,
zdruZijo v tetramer, imenovan Hb H. Ta je nestabilen in se obori.
Nastali precipitati se pri supravitalnem barvanju prikaZejo kot He-
inzova telesca. Ker pri naSem bolniku ni bilo mikrocitoze niti
Heinzovih telesc, menimo, da ni §lo za tovrstno napako.
Pomanjkanje piruvat kinaze sodi med pogoste pridobljene napa-
ke eritrocitov pri MDS in AML. Ta napaka je prisotna v 1/3-1/2
primerov (8). Druge manj pogoste napake so pomanjkanje fosfo-
fruktokinaze, bifosfoglicerat mutaze, adenilat kinaze in glukoza
fosfat izomeraze (8). Pogosto je hkrati prisotnih ve¢ encimskih
napak. Pridoblieno pomanjkanje encimov je zmerno. Aktivnost
encima praviloma ni manjsa od 50% normalne vrednosti, zato ne
povzro¢a klini¢nih ali hematoloskih simptomov. Le v zelo redkih
primerih je lahko pomanjkanje encimov take stopnje, da privede
do nastanka hemoliti¢ne anemije. Na§ primer je Se najbolj podo-
ben trem do sedaj objavljenim primerom s hemoliti¢no anemijo
zaradi pridobljenega hudega pomanjkanja encima piruvat kinaze
in kasnej$im prehodom v AML (9-11). V opisanih primerih je bila
hemolitina anemija ugotovljena priblizno leto dni pred preobra-
zbo v AML. Kromosomskih sprememb v celicah kostnega mozga
niso ugotovili. V enem primeru so bili v kostnem mozgu prisotni
tudi znaki diseritropoeze. Remisijo AML so dosegli le v enem
primeru. Aktlvnost piruvat kinaze pri naSem bolniku Zal nismo
dolocili. Glede na podobnost z zgoraj omenjenimi primeri zato
lahko le domnevamo, da je tudi v naem primeru morda 3lo za
pridobljeno pomanjkanje piruvat kinaze.
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Med spremljanjem bolezni smo opazovali postopen prehod od
MDS v AML-M2. V zacetnem obdobju AML, ko je bila eritropoeza
Se kompenzatorno povecana, je citoloski izsledek kostnega mo-
zga ustrezal FAB kriterijem za AML M6 (akutna eritrolevkemija).
Zanjo ni znacilno zelo povecano Stevilo retikulocitov v krvi, ki je
znak poveanja uc¢inkovite eritropoeze. Pri razlikovanju AML-M6
od drugih vrst AML, ¢e je slednjim pridruZzena hemoliti¢na anemi-
ja, so v pomo¢ tudi kazalci hemolize in odsotnost nekaterih za
rdeco vrsto znadilnih molekul (glikoforin A) na povrsini blastov.

Zakljucek

Pridobljena korpuskularna hemolitiéna anemija je pri MDS in AML
redek pojav. Vzrok za njen nastanek je pridobljeno hudo pomanj-
kanje encima piruvat kinaze ali pridobljena bolezen s Hb H. Pri
razlikovanju od eritrolevkemije (AML M6) so v pomo¢ povecano
Stevilo retikulocitov, znaki hemolize in odsotnost za rdeco vrsto
znacilnih molekul na povrdini levkemi¢nih blastov.
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Neupogen

filgrastim G-CSF

PREDHODNO NAPOLNJENE INJEKCIJSKE BRIZGE

. . . enkratno in preprosto

Neupogen veliko prispeva k zdravljen-
Jju raka. PospeSuje dvig Stevila nevtro-
filcev po citotoksicni kemoterapiji

(1, 2) in izboljsa moZnosti za
izvajanje celotne kemoterapije po
predvidenem urniku (2-4). Zmanjsa
Stevilo infekcijskih zapletov in
obcutno izboljsa kvaliteto Zivijenja.
Pri posameznikih lahko prepreci
nevtropenijo in infekcije, zaradi
cesar se ne razvijejo niti stres niti
anksiozna stanja (5).

dajanja zdravila z
obi¢ajnimi injekcijami
in ampulami

Prilagodljivost zaradi
30- in 48- milijoni LE.
odmerkov v predhodno
napolnjenih injekcijskih
brizgah
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dnizolon; fludarabin

Izviedek — Izhodisca. Cista aplasticna anemija (CAA) je redek
zaplet kronicne limfocitne levkemije (KLL) in je posledica protitele-
snega in celiCnega zaviralnega delovanja na dozorevanje usmer-
Jene maticne celice rdece vrste. Za zdravljenje CAA pri bolnikib s
KLL najpogosteje uporabliamo ucinkovine z zaviralnim delova-
njem na imunski odziv, kot so glukokortikoidi, ciklosporin in pro-
tilimfocitni globulin, redkeje pa androgene steroide.

Na3 primer. 68-letniemu bolniku, ki se je tri leta zdravil zaradi KLL,
smo marca 1996 ugotovili CAA. Zaradi razsirjene KLL in neuspesine-
ga zdravljenja s klorambucilom in metilprednizolonom smo ga
zaceli zdraviti s fludarabinom. Po zdravljenju so se zmanjsale
bezgavke in stevilo limfocitov v krvi, medtem ko se anemija ni
popravila. Na osnovi bude anemije, zelo zmanjsanega Stevila reti-
kulocitov v krvi, odsotnosti celic rdece vrste v kostnem mozgu in
kopicenja limfocitov ob se ohranjeni granulopoezi in megakari-
opoezi smo menili, da gre za CAA. Ker se po zdravljenju s ghiko-
kortikoidi anemija ni popravila, smo zaceli zdravljenje s ciklospo-
rinom (Sandimmun Neoral) 200 mg/dan. Po mesecu dni se je
povecalo stevilo retikulocitov in koncentracija Hb do 100 g/L ven-
dar, ker nadaljnega porasta nismo zasledili, smo ciklosporin wuki-
nili in se odlocili za zdravljenje z oksimetolonom (Anapolon) 100
mg/dan. Po enomesecnem zdravljenju se je povecalo stevilo retikui-
locitov in koncentracija hemoglobina na 126 g/L, zato smo oksi-
metolon ukinili.

Zakljucki. Ker se CAA najpogosteje pojavi pri razsirjeni KLL, je
priporocljivo socasno zdraviti KIL in CAA. Slednje je pri nasem
bolniku potrdila dolga remisija CAA po zdravijenju s ciklospori-
nom in androgenimi steroidi ter KLL s fludarabinom.

Uvod

Cisto aplastiéno anemijo (CAA) je prvi opisal loceno od aplasti¢ne
anemije Kaznelson leta 1922 (1). Za CAA je znacilna normokro-
mna normocitna ali makrocitna anemija z zelo zmanjSanjim Stevi-
lom retikulocitov v krvni sliki in odsotnost samo celic rdece vrste
v kostnem mozgu. Granulopoeza in megakariopoeza sta v kost-
nem mozgu ohranjeni. Pri hudi aplasti¢ni anemiji je za razliko od
CAA v krvni sliki prisotna pancitopenija zaradi prizadetosti vseh
treh vrst krvnih celic.

Key words: therapy; cyclosporine; oxymetholone; methylpredni-
solone; fludarabine

Abstract — Background. Pure red cell aplastic anaemia is a very
rare complication of chronic lymphocytic leukaemia (CLL). It is
probably caused by bumoral and/or T lympbocytic interferance
with the growth and differentiation of red cell precursors. Most
patients with CLL-associated pure red cell aplastic anaemia are
treated with immunosuppressive driigs, such as glucocorticoids,
cyclosporine or antilymphocyte globulin, and less frequently with
androgen steroids.

Case report. A 68-year-old patient with CLL developed pure red cell
aplastic anaemia after 3 years of treatment with chlorambucil
and methylprednisolone. Because of advanced CLL, fludarabine
was instituted. Two montbs later, the lymph nodes became smaller
and the lymphocyte count decreased, but the anaemia and reticti-
lopoenia persisted. The patient was given cyclosporine (Sandim-
mun-Neoral) in a dose of 200mg/day. After a month of this treat-
ment, the reticulocyte count increased and the baemoglobin rise to
100 g/L. As no further improvement was noted over the next month,
cyclosporine was substituted with oxymetholone (Anapolon) 100
mg/day. After a montb, the reticulocyte count increased, the ha-
emoglobin reached 126 g/L, and oxymetholone was withdrawn.

Conclusion. Since pure red cell aplastic anaemia mostly occus in
association with advanced CLL, simultaneous treatment of both
disorders is advisable. Our patient experienced a prolonged remis-
sion of the anaemia after treatment with a combination of cyclo-
sporine, androgen steroids and fludarabine.

V klini¢ni sliki prevladujejo tezave zaradi anemije ter bledica koze
in sluznic. Glede na zacetek in potek lo¢imo akutno in kronitno
obliko ter prirojeno in pridoblieno CAA. Akutna oblika se lahko
pojavi pri sferocitozi, pridobljeni hemoliti¢ni anemiji, paroksizmalni
no¢ni hemoglobinuriji, po nekaterih virusnih okuZzbah, kroni¢nih
limfoproliferativnih boleznih in ob uZivanju difenilhidantoina ali
rifampicina (2). Znacilno zanjo je, da mine po uspeinem zdravlje-
nju osnovne bolezni ali ukinitvi zdravila. Usmerjeno zdravljenje
anemije ni potrebno.
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Cista aplasti¢na anemija pri bolnikih s kroni¢no limfocitno levke-
mijo (KLL) sodi med kroni¢ne pridobljene oblike te bolezni. Poleg
KLL se lahko kroni¢na oblika pojavi tudi pri sistemskem lupusu
eritematozusu, revmatoidnem artritisu, kroni¢nem aktivnem he-
patiitsu, hemoliti¢ni anemiji in timomu (3).

Nekateri avtorji menijo (4-6), da je ¢ista aplasti¢na anemija pri KLL
povezana z nastankom protiteles proti usmerjeni maticni celici
rdece vrste in eritropoetinu (4), lahko pa je tudi posledica pomno-
zitve limfocitov T celic zaviralk v kostnem mozgu, ki naj bi zavira-
le razvoj celic rdece vrste (4).

Ker so pri napredovali KLL prizadete vse tri celi¢ne vrste, slednje
pa poslabsa e zdravljenje s citostatiki, ¢isto aplasti¢no anemijo
pogosto teje prepoznamo. Pogostnost pojavljanja CAA pri bolni-
kih s KLL ni natan¢no znana. Po nekaterih avtorjih (7) naj bi CAA
nastala pri 6% bolnikov z razgirjeno KLL.

Prikazujemo bolnika z razSirjeno KLL, pri katerem smo ugotovili
CAA in smo jo najprej neuspesno zdravili z metilprednizolonom,
nato pa uspesno s ciklosporinom in oksimetolonom.

Prikaz primera
Potek bolezni

68-letnega bolnika, ki so mu v krvni sliki slucajno odkrili absolutno limfo-
citozo, smo decembra 1993 pregledali v hematoloski ordinaciji. Bolnik je
bil brez tezav, pri pregledu nismo ugotovili povecanih bezgavk v vratu,
pazduhah in dimljah ter pove¢anih organov v trebuhu. V krvni sliki je bilo
stevilo limfocitov 26,8%10°/L, koncentracija hemoglobina 146 g/L, tevilo
retikulocitov 68x10°/L, Stevilo trombocitov 235x10YL. Po izsledkih cito-
loskega in histoloSkega pregleda kostnega mozga je bil ta izrazito hiperce-
lularni kostni mozeg, odsotnost masc¢obe, odnos celic granulocitne vrste
proti celicam rdece vrste so bili 3:1, s kopi¢enjem malih limfocitov (vec kot
8004) in Se prisotnimi celicami rdece vrste, granulociti in megakariociti.
Menili smo, da gre za KLL.

Sprva bolnik ni potreboval zdravljenja. Avgusta 1994 smo ugotovili pove-
¢anje Stevila limfocitov v krvi do 118x10%/L. Zdraviti smo ga zaceli s klo-
rambucilom (Leukeran) 20 mg (10 mg/m? telesne povriine) na dan 5 dni.
Zdravljenje smo ponovili dvakrat v presledku 3tirih tednov. Po zdravljenju
se je Stevilo limfocitov zmanjsalo na 61,1x10%L. Po devetih mesecih smo
ugotovili poslab$anje bolezni s potenjem, utrujenostjo in povecanjem be-
zgavk v vratu do velikosti le$nika ter vranice, ki je segala 2 cm pod levi
rebrni lok. Ponovili smo dva kroga zdravljenja s klorambucilom. Zdravlje-
nje je bilo neucinkovito. Pojavila se je anemija s koncentracijo hemoglobi-
na 77 g/L in zmanjSanje Stevila retikulocitov na 5x10°/L. Priceli smo zdrav-
lienje z metilprednizolonom (Medrol) 16 mg vsak drugi dan. Ker se po
enomesecnem zdravljenju anemija ni popravila, Stevilo limfocitov pa se je
povecalo na 168x10%/L, smo ponovili 5-dnevno zdravljenje s klorambuci-
lom 20 mg dnevno in metilprednizolonom 32 mg dnevno. Ker je bilo tudi
to zdravljenje neucinkovito, smo bolnika marca 1996 sprejeli na Hemato-
losko kliniko.

Preiskave

Ob sprejemu smo ugotovili: Stevilo levkocitov 71,7x10"L, Stevilo limfo-
citov 58,0x10%/L, tevilo nevtrofilnih granulocitov 4,4x10%/L, Stevilo eritro-
citov 2,38x10'%L, tevilo retikulocitov 5x10°L, koncentracija hemoglobina
74 g/L, PVE 93 fl, PHE 31,2 pg, 3tevilo trombocitov 170x10” L. Pri pregledu
smo ugotovili hipercelularen kostni mozeg zaradi kopicenja preteZno
malih limfocitov (98%), nekaj celic granulocitne vrste in megakariocitov.
Celic rdece vrste ni bilo. Izsledek je ustrezal razsirejeni KLL. S histolo-
Skim pregledom kostnega mozga smo ugotovili difuzno infiltracijo z
malimi limfociti. Coombsov test je bil negativen. Izsledki biokemi¢nih
preiskav in proteinograma so bili v normalnem obmocju. Z UZ trebuha
smo ugotovili Zol¢ne kamne ter zmerno zvedano vranico in bezgavke ob
trebusni aorti.

Zdravljenje

Zaradi razSirjene KLL s hudo anemijo in neuc¢inkovitega zdravljenja s klo-
rambucilom in glukokortikoidi smo bolnika zaceli zdraviti s fludarabinom
(Fludara) 50 mg dnevno i.v. 5 dni in transfuzijami koncentriranih eritroci-
tov. Povecanih bezgavk in vranice 5tiri tedne po kon¢anem zdravljenju
nismo vec otipali. Zaradi Se prisotne hude normocitne normokromne ane-
mije in zelo zmanjSanega Stevila retikulocitov v krvni sliki ter odsotnosti

celic rdece vrste v kostnem mozgu smo menili, da ima bolnik poleg KLL S
CAA.

Zdraviti smo ga zaceli s ciklosporinom (Sandimmun Neoral) 200 mg dnev-
no (3 mg/kg telesne teze). Povprecna koncentracija ciklosporina v krvi je
bila 78 ug/L. Po enomesecnem zdravljenju se je koncentracija hemoglobi-
na povecala za 20 g/L, Stevilo retikulocitov pa je bilo 50x10”L. Ker smo po
mesecu dni ugotovili ponovno poslabsanje anemije in zmanjsanje Stevila
retikulocitov, smo poskusili zdravljenje z oksimetolonom (Anapolon) 100
mg dnevno. Po enomesecnem zdravljenju je porastlo stevilo retikulocitov
do 83x10°L in koncentracija hemoglobina do 112 g/L. Dnevni odmerek
oksimetolona smo nato razpolovili, po enem mesecu pa smo ga ukinili.
Koncentracija hemoglobina se je povecala na 120 g/L, Stevilo retikulocitov
pa je bilo 61x10°L. Remisija CAA traja Ze 15 mesecev.

Razprava

Ceprav so ze v 60 letih opisali CAA pri bolnikih s KLL in menili, da
je vzrok za njihov nastanek imunski, so Sele v 90. letih s poizkusi
in vitro to tudi potrdili (3). V serumu bolnikov s CAA pri KLL so
ugotovili specifi¢na protitelesa proti mati¢ni celici rdece vrste, pri
nekaterih pa tudi protitelesa proti eritropoetinu (4-0). Poleg tega
so dokazali povecano Stevilo limfocitov T celic zaviralk, za katere
so menili, da imajo vlogo pri nastanku CAA (2, 3, 5, 7).

Na osnovi teh ugotovitev se je zdravljenje ¢iste aplasticne anemije
pomembno spremenilo. Sprva so uporabljali klorambucil (2, 3) in
ciklofosfamid (2, 3), zaradi neucinkovitosti in onkogenih neZele-
nih u¢inkov pa so ju zamenjali za ciklosporin (2), glukokortikoide
(2, 3, 5-7) in protilimfocitni globulin (2, 3, 6). Zdravljenje CAA s
slednjimi u¢inkovinami je uspesno v 60% (8). Opisani pa so tudi
primeri u¢inkovitega zdravljenja s plazmaferezo (2).

Nacin delovanja ciklosporina pri CAA ni povsem znan. Ciklospo-
rin zmanjSa proizvodnjo citokinov, kot sta interlevkin-2 in interfe-
ron gama, za katera je znano, da zavirata eritropoezo (9). Poleg
tega pa ciklosporin najverjetneje zmanjsa tudi spremenjen klon
limfocitov T, ki sodelujejo pri nastanku CAA (10).

Androgeni steroidi, ki smo jih uporabljali pred tem, so izgubili
svoj pomen. Danes jih uporabljamo pri vzdrzevanju remisije po
izboljganju CAA ali pa e niso u¢inkoviti drugi nacini zdravljenja.
Ugoden ucinek androgenih steroidov so opisali tudi v kombinaciji
s protilimfocitnim globulinom in metilprednisolonom pri zdravlje-
nju aplasti¢ne anemije (6). Pri poizkusih in vitro so ugotovili, da
pospesijo rast celicnih kolonij krvotvornih celic in zmanjSajo ob-
¢utljivost na komplement (6).

Pri polovici bolnikov s CAA se bolezen po nekaj mesecih po-
slab3a, ¢e zdravljenje prekinemo. Zato potrebujejo vzdrzevalno
zdravljenje z zdravilom, ki je bilo u¢inkovito. V primerih, ko zdrav-
lienje z zdravili ni bilo uspesno ali pa je bilo le delno uspesno, pa
zdravimo nadomestno s transfuzijami koncentriranih eritrocitov
2, 3.

Pri raz8irjeni KLL s hudo anemijo ali trombocitopenijo se obicajno
odlo¢imo za zdravljenje s kombinacijo glukokortikoidov in klo-
rambucila (2). Ker so bile pri naem bolniku v ospredju tezave
zaradi anemije, smo najprej poizkusili zdravljenje z metilpredni-
solonom, nato pa s kombinacijo slednjega s klorambucila, ki je
bilo prav tako neuspesno. Zaradi tega smo bolnika s KLL zaceli
zdraviti s fludarabinom. Stiri tedne po zdravljenju nismo ve¢
otipali povecanih bezgavk in vranice, prisotna pa je Se bila huda
anemija. Zaceli smo zdravljenje s ciklosporinom, ki ga danes
obi¢ajno uporabljamo pri zdravljenju CAA pri bolnikih s KLL (3—
7). Zdravljenje s ciklosporinom je bilo uspesno le mesec dni, nato
pa se koncentracija hemoglobina ni ve¢ povecevala. Zato smo ga
zamenjali z oksimetolonom. Po enomesecnem zdravljenju se je
rde¢a krvna slika izboljsala, tezave v zvezi z anemijo pa so
prenchale.

Odmerek ciklosporina (3 mg/kg telesne teze na dan) bi sicer
lahko po dvomeseénem zdravljenju povecali, saj so v literaturi
podatki o uc¢inkovitih dnevnih odmerkih od 1-12 mg/kg (11, 12)
oziroma koncentracijah ciklosporina v krvi, ki so vecje od 100 ug/
L (13), ali pa poskusili zdravljenje s kombinacijo ciklosporina in
eritropoetina (14). DaljSe dajanje vedjih odmerkov ciklosporina je
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povezano z neZelenimi pojavi, kot so zmanj$ano delovanje ledvic,
povecana verjetnost oportunisticnih okuzb in nevarnost nastanka
drugih neoplazem (10).

Menimo, da je bilo zdravljenje s fludarabinom pomembno za
zmanjsanje znakov razsirjene KLL, nadaljnje zdravljenje s ciklo-
sporinom in oksimetolonom pa za razrast celic rdece vrste.

Zakljucki

Cisto aplasticno anemijo, ki se pojavi kot zaplet v poteku KLL,
najpogosteje zdravimo z ucinkovinami, ki delujejo zaviralno na
imunski odziv, kot so glukokortikoidi, ciklosporin in protilimfo-
citni globulin. Za zdravljenje z androgenimi steroidi se danes obi-
¢ajno odlo¢imo v primerih, ko z drugimi zdravili ne dosezemo
zelenega ucinka.

Ker se CAA najpogosteje pojavi pri razsirjeni KLL, je priporocljivo
socasno zdraviti KLL in CAA. Slednje je potrdila dolga remisija
CAA pri nasem bolniku po zdravljenju s ciklosporinom in andro-
genimi steroidi ter KLL s fludarabinom.

Literatura

1. Kaznelson P. Zur Enstehung der Blut Plattchen. Verh Disch Ges Inn Med 1922;
34: 557.
2. Erslev AJ. Pure red cell aplasia. In: Williams W, Bentler E, Erslev A ], Lichtman

MA. Hematology. Fifth ed. New York: McGraw Hill, 1995: 448-53.

W

~

11.

12,

13.

. Ammus S8, Yunis AA. Aquired pure red cell aplasia. Am ] Hematol 1987; 24: 311-

26.

. Hocking W, Champlin R, Mitsuyasu R. Transient response of pure red cell aplasia

to anti-thymocyte globulin in a patient with T-Cell chronic lymphocytic leukemia.
Am J Hematol 1987; 24: 285-91.

. Kouides PA, Rowe JM. Large granular lymphocyte leukemia presenting with both

amegakaryocytic thrombocytopenic purpura and pure red cell aplasia. Am ]
Hematol 1995; 49: 232-6.

. Bacigalupo A, Chaple M, Hows ], Van Lint MT, Mccanns AC. Treatment of aplastic

anemia with antilymphocyte globulin and methylprednisolone with or without
androgens; a randomised trial from EBMT SAA working party. Brith ] Haematol
1993; 83: 145-51.

. Chikkappa G, Pasquale D, Zarrabi MH, Weiler R], Divakara M, Tsan MF.

Cyclosporine and prednisone therapy for pure red cell aplasia in patients with
chronic lymphocytic leukemia. Am ] Hematol 1992; 41: 5-12.

. Lacy MQ, Kurtin P], Tafferi A. Pure red cell aplasia: asociation with large granular

lymphocyte leukemia and the prognostic value of cytogenetic abnormalities.

Blood 1996; 87: 3000-6.

. Kahan BD. Drug therapy-Cyclosporin. N Engl ] Med 1991;79: 137-9,
. Sivakumaran M, Bhavnani M. Cyclosporin therapy for pure red cell aplasia in

patients with chronic lymphocytic leukemia. Am ] Haematol 1994; 45: 192,
Fuijii T, Yajima T, Kameda H, Mimori T, Akizuki M, Ikeda Y. Successful treatment
with cyclosporin A of pure red cell aplasia associated with rheumatoid arthritis.
J Rheumat 1996; 23: 1803-5.

Inokuchi K, Nakamura H, Tajika K, Hasegawa S. Pure red cell aplasia occurring
12 years after thymectomy: Successful treatment with cyclosporine. Am ] Hematol
1996; 53: 141.

Canavan B, Kim HC, Kosmin M, Maffei B, Saidi P. Pure red cell aplasia (PRCA):
correlation of cyclosporin A concentrations and clinical response in refractory
PRCA. Blood 1993; 82 (10, Suppl 1): 463a.

. Cesana C, Carlo-Stella C, Mangoni L et al. Response to cyclosporin A and

recombinant human erythropoietin in a case of B cell chronic lymphocytic
leukemia and pure red cell aplasia. Leukemia 1996; 10: 1400-1.




/Za mirno
potovanje
skozi kemoterapijo

drl

tropisteron

* preprecevanje slabosti in bruhanja pri emetogeni kemoterapiji
» u¢inkovito zdravilo, ki ga odrasli in otroci dobro prenasajo

¢ vedno 1-krat na dan

e vedno 5 mg

?

Skrajsano navodilo za uporabo: Navohan kapsule, Navoban® raztopina za injiciranje 2 mg in 5 mg. Serotoninski antagonist. Oblika in sestava: 1 trda kapsula vsebuje 5 mg tropisetronovega :
hidroklorida. 1 ampula po 2 ml vsebuje 2 mg tropisetronovega hidroklorida. 1 ampula po 5 ml vsebuje 5 mg tropisetronovega hidroklorida. Indikacije: Preprecevanje slabosti in bruhanja, ki sta posledici :
zdravljenja s citostatiki. Zdravijenje pooperativne slabosti in bruhanja. Prepredevanje pooperativne slabosti in brubanja pri bolnicah, pri katerih je nacrtovana ginekoloska operacija v trebuini votlini. :
Odmerjanje in uporaba: Preprecevanje slabosti in bruhanja, ki sta posledici zdravijenja s citostatiki. Odmerjanje pri otrocih: Otroci starejsi od 2 let 0,2 mg/kg telesne mase na dan. Najvecji dnevni
odmerek ne sme presei 5 mg. Prvi dan kot intravenska infuzija ali kot pocasna intravenska injekcija. Od 2. do 6. dne naj otrok jemlje zdravilo oralna (raztopino v ampuli razredcimo s pomarancnim
sokom aI| koka kolo). Oﬁmer]anja pri odraslih: 6-dnevna kura po 5 mg na dan. Prvi dan kot intravenska infuzija ali poéasna intravenska injekcija. Od 2. do 6. dne 1 kapsula na dan. Zdravijenje in
prep labosti in bruhanja: Odmerjanje pri odraslih: 2 mg Navobana z intravensko infuzijo ali kot pocasno injekcijo. Glej celotno navodilo! Kentraindikacije: Preobéutlji
za tropi druge antagoniste receptorjev 5-HT3 ali katerokoli sestavino zdravila, Navobana ne smemo dajati nose¢nicam; iziema je preprecevanje pooperativne slabosti in bruhanja pri kirurskin
pasegih, katerih del je tudi terapeviska prekinitev nasemm: Pmddnnstm ukrepi: Bolniki z nenadzorovano hipertenzijo; bolniki s prevodnimi ali drugimi motnjami srénega ntrna senske, ki dqlgo
balniki, ki upravijajo s stroji ali vozili. Medsebaoij; dravil: Rifampicin ali druga zdravila, ki inducirajo jetrne encime. Glej celotno navodilo! Stranski uéinki: Glavobol, zaprije, redkeje
omotica, utrujenost in prebavne motnje (boieﬁne v tlehuhu in driska), preobcutljivostne reakcije. Zelo redko kolaps, sinkopa ali zastoj srca, vendar vzrogna zveza z Navobanom ni bila ¢ dokazana. Nacin
izdajanja: Kapsule: uporaba samo v balniénicah, izjemoma se izdaja na zdravniski recept pri nadaljevanju zdravlienja na domu ob odpustu iz bolnisnice in nadaljnjem zdr lienju. Ampule: ba sa
v bolniénicah. Oprema in odloéba: Zlozenka s 5 kapsulami po 5 mg; tevilka odiocbe 512/8-773/97 z dne 10. 11. 1997. Ziozenka z 1 ampulo po 2 ml (2 mg/2 mi); Stewlka odlo¢be 512&?}‘219}' zdi
10. 11. 1997. Zlozenka z 10 ampulami po 5 mi (5 mg/5 ml); 3tevilka odiocbe 512/8-771/97 z dne 10. 11. 1997. lzdelovalec: NOVARTIS PHARMA AG, Basel, Sﬁca dwaion]a z primmz
zdravilom: NOVARTIS PHARMA SERVICES INC., Podruznica v Sloveniji, Dunﬂshn.‘lﬁ‘l mmmmvoqommad}emlm o :
Preden predpisete Navoban, prosimo preberite celotno navodilo. g {

! Nova RTIS




R

ZDRAV VESTN 1998; 67: 1-51-5

Strokovni prispevek/Professional article

DOLOCANJE STEVILA RETIKULOCITOV V KRVI
S SVETLOBNIM MIKROSKOPOM IN PRETOCNIM
CITOMETROM

NAJPRIMERNEJSA KONCENTRACIJA TIAZOL ORANZNEGA ZA PRETOCNI CITOMETER EPICS
PROFILE

RETICULOCYTE COUNTING BY MICROSCOPY AND FLOW CYTOMETRY
THE MOST ACCURATE CONCENTRATION OF THIAZOLE ORANGE FOR THE EPICS PROFILE FLOW CYTOMETRY

Irena Preloznik-Zupan
Klini¢ni oddelek za hematologijo, SPS Interne klinike Zalogka, Klini¢ni center, ZaloSka 7, 1525 Ljubljana
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Kljuéne besede: stevilo retikulocitov; svetlobni mikroskop; pretoc-
ni citometer; tiazol oranzno

Izvledek — Izhodisca. Stevilo retikulocitov v krvi je klinicno po-
membno kot posredni kazalnik obsega nastajanja eritrocitov v kost-
nem mozgu. Dolocanje stevila retikulocitov s svetlobnim mikro-
skopom je slabo ponovljivo in nenatancno. V zadnjem casu so
razvili avtomaticne retikulocitne stevce, ki omogocajo bitrejse in
natancnefse stetje retikulocitov.

Metode. V nalogi smo primerjali dolocanje stevila retikulocitov s
svetlobnim mikroskopom in pretocnim citometrom EPICS Profile
(Coulter). Za Stetje retikulocitov s svetlobnim mikroskopom smo
vzorce krvi obarvali z briljantnim krezilnim modrilom, za doloca-
nje s pretocnim citometrom pa s tiazol oranznim barvilom (TO).
Zeleli smo ugotoviti, katera koncentracija TO je najprimernejsa za
pretocni citometer EPICS Profile. Izbirali smo med naslednjimi
koncentracijami TO: 0,2 mg/L; 0,1 mg/L; 0,07 mg/L in 0,05mg/L.

Rezultati in zakljucki. Najprimernejsa koncentracija tiazol oranz-
nega barvila za stetje retikulocitov s pretocnim citometrom EPICS
Profile je 0,1 mg/L. Izbrali smo jo na osnovi najboljse skladnosti
rezultatov med svetlobnim mikroskopom in pretocnim citometrom
EPICS Profile, najmanjsih razlik med rezultati, ki smo jib analizi-
rali s parnim t-testom in ufemanja normalnib vrednosti zdravib
odraslib krvodajalcev. Stopnja povezanosti med dvema nacinoma
dolocanja retikulocitov je bila dobra. Korelacijski koeficient (r) je
bil med 0,82 in 0,87. Pouprecna koeficienta variacije stetja retiku-
locitov s svetlobnim mikroskopom in pretocnim citometrom EPICS
Profile sta bila 27,5% in 8,4%.

Uvod

Retikulociti so prehodna stopnja v razvoju celic rdece vrste med
normoblasti z jedri in zrelimi eritrociti. Pri panopti¢nem barvanju
so nekoliko modro roZnati (polikromazija). Pri supravitalnem bar-
vanju se ostanki ribosomov prikaZejo kot mreZica ali posamezna
zrnca. Zaradi natanénosti pri locevanju retikulocitov od zrelih
eritrocitov so v zgodnjih 80-ih letih objavili definicijo retikulocitov
(1, 2). Retikulociti so celice rdece vrste brez jedra, ki imajo po

Key words: reticulocyte count; microscopy; flow cytometry; thi-
azole orange

Abstract — Background. The reticulocyte count is a clinically im-
portant indirect indicator of erythropoietic activity in patients. Ho-
wever, determination of the reticulocyte count using a light mi-
croscope bas low accurracy and reproducibility rates. Recently,
automated reticulocyte counters have been developed. which al-
low for a more rapid and accurate counting of reticulocytes.

Methods. I our study, we compared the following methods for
reticulocyte count determination: the microscopic brilliant cresyl
bliue method and flow cytometric EPICS Profile (Coulter) method
using thiazole orange (T0). The purpose of the study was follo-
wing: to select the most suitable TO concentration to be used with
the EPICS Profile cytometer. The following TO concentrations were
used: 0.2 mg/L, 0.1 mg/L, 0.07 mg/L and 0.05 mg/L.

Results and conclusions. The most appropriate TO concentration
Sfor counting reticulocyte by the EPICS Profile is 0.1 mg/L. The con-
centration was selected according to the following criteria: good
agreement of the results obtained by microscopy with the results
yielded by the EPICS Profile cytometer, absence of statistically si-
gnificant differences between the results, and agreement in the
normal ranges. There was a good correlation between the methods
studied. The correlation coefficient (r) ranged from 0,82 and 0,87.
The mean intra-assay coefficients of variation for determination
by light microscopy and EPICS Profile cytometer was 27.5% and
8.4% respectively.

barvanju z novim metilenskim modrilom ali briljantnim krezilnim
modrilom dva ali ve¢ modrih zrnc.

Stevilo retikulocitov v krvi je posredni kazalnik obsega nastajanja
eritrocitov (ucinkovita eritropoeza) v kostnem mozgu (1, 3-7).
Omogoca nam razlikovanje anemij zaradi zmanj$ane proizvodnje
eritrocitov od anemij zaradi zvecane razgradnje ali izgube eritroci-
tov, oceno uspesnosti zdravljenja anemij, oceno obnovitvene spo-
sobnosti kostnega mozga po zaviralnem delovanju zdravil in pre-
saditvi kostnega mozga, oceno udinkovitosti spodbujanja eritro-
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poeze z eritropoetinom v primeru anemije pri kroni¢ni ledvi¢ni
odpovedi, revmatoidnem artritisu, raku in po presaditvi kostnega
mozga (8).

V vecini laboratorijev $e danes uporabljajo obicajni nacin prikaza
in Stetja retikulocitov s svetlobnim mikroskopom (1, 7, 9, 10-11).
Metoda je slabo zanesljiva. Koeficient variacije znasa po podatkih
v literaturi med 25 in 48% (1). Glavni viri napak izhajajo iz majhne-
ga vzorca prestetih celic, razline porazdelitve retikulocitov v raz-
mazu, razlik med laboratorijskimi tehniki pri tetju in morfoloski
identifikaciji celic.

Sodobnej$a metoda za proucevanje fizikalnih in kemi¢nih lastnosti
celic je pretocna citometrija (12, 13). V laboratoriju HematoloSke
klinike smo do nedavnega uporabljali za Stetje retikulocitov v krvi
preto¢ni citometer EPICS Profile (Coulter). Oceno retikulocitov s
preto¢nim citometrom nam omogocajo fluorescencna barvila. Da-
nes najvec uporabljajo tiazol oranZno in auramin oranZno. Prisot-
nost RNK v retikulocitih omogo¢a njihovo lo¢evanje od zrelih
eritrocitov. Nacinov barvanja vzorcev krvi s tiazol oranZnim barvi-
lom je veé. Laboratoriji, ki imajo preto¢ne citometre tovarne Bec-
ton Dickinson, obicajno uporabljajo tovarnisko pripravljen reagent
Retic-COUNT. Drugi priredijo nacin barvanja svojemu preto¢ne-
mu citometru (14). Preto¢ni citometer Steje s hitrostjo ved sto celic
na sekundo. Z njim prestejemo v povprecju od 30.000 do 50.000
celic v vzorcu. Zaradi tega so natan¢nejsi in ponovljivejsi rezultati
zlasti pri vzorcih z majhnim Stevilom retikulocitov (15-17).

V nalogi smo primerjali tetje retikulocitov s svetlobnim mikrosko-
pom in preto¢nim citometrom EPICS Profile (Coulter Corporation)
ter uporabo razli¢nih koncentracij tiazol oranznega. Zeleli smo
ugotoviti:

— katera koncentracija tiazol oranZnega je najprimernejsa za pre-
to¢ni citometer EPICS Profile,

— kaksna je korelacija med vrednostmi retikulocitov istega vzorca
s svetlobnim mikroskopom in preto¢nim citometrom.

Preiskovanci in nacini dela

V raziskavo smo vkljucili 103 vzorce krvi bolnikov in zdravih
krvodajalcev. Od tega je bilo 33 zdravih krvodajalcev in 70 bolni-
kov (36 z zvecanim in 34 z zmanjSanim Stevilom retikulocitov v
krvi).

Med preiskovanci z zvecanim Stevilom retikulocitov v krvi so bili
bolniki s hemoliti¢no anemijo, anemijo po akutni krvavitvi, mega-
loblastno anemijo med zdravljenjem z B12 in pravo policitemijo
po venepunkcijah.

Med preiskovanci z zmanjanim Stevilom retikulocitov so bili bol-
niki z akutno levkemijo neposredno po zdravljenju s citostatiki.
Uporabili smo ostanke vzorcev venske krvi, ki so jo odvzeli zaradi
rutinskega pregleda krvne slike. Ce smo opravili analizo retikulo-
citov v Sestih urah po odvzemu, smo shranjevali vzorce na sobni
temperaturi, sicer smo jih shranili do 24 ur v hladilniku pri tempe-
raturi +4°C (18, 19).

Priprava vzorcev krvi za Stetje s svetlobnim mikroskopom

V laboratoriju Hematoloske klinike Stejemo retikulocite s svetlob-
nim mikroskopom Olympus BH2. Za prikaz retikulocitov uporab-
ljamo bazi¢no supravitalno barvilo briljantno krezilno modrilo.
Raztopino barvila pripravimo iz 1 g barvila in 100 ml citratne
fizioloSke raztopine. V epruveto nato odpipetiramo 100 pL re-
agenta in 100 pL venske krvi z EDTA. Vzorce inkubiramo 15-20
minut pri 37°C. Nato napravimo razmaze in jih pregledamo s
svetlobnim mikroskopom, z imerzijsko (pri nas 1000-kratno) po-
vecavo. PoiS¢emo predele, kjer se eritrociti ne prekrivajo in ne
dotikajo ter predtejemo Stevilo retikulocitov na 1000 eritrocitov.
Izsledke izrazimo z absolutnim 3tevilom retikulocitov, ki ga dobi-
mo tako, da relativno Stevilo retikulocitov pomnoZimo s Stevilom
eritrocitov v istem vzorcu.

Retikulocite v razmazih je Stel izkuSeni laboratorijski tehnik, ki to
delo redno opravlja.

Dolo&anje $tevila retikulocitov s preto¢nim citometrom

Preto¢ni citometer smo uravnali na naslednje vrednosti: 488 nm
zracno hlajeni argonski laser z modjo 15 mW, filter z delovnim
obmoc¢jem valovne dolZine 525 nm pred detektorjem fluorescen-
ce in hitrostjo pretoka skozi pretocno celico 32 mml/min. Isoton 11
smo uporabljali kot hladilno raztopino. Celice rdece vrste smo
osamili s pomodjo ocene celic na prednjem osvetljevalcu (FS -
forward scatter) proti stranskemu osvetljevalcu (LSS - side scatter
llogD. Za 3tetje odvzame aparat 100 pl vzorca in predteje 30.000
celic na vzorec.

Osnovno raztopino tiazol oranZnega smo pripravili iz 1 mg
tiazol oranznega barvila, ki smo ga raztopili v 1 ml absolutnega
metanola. To raztopino smo hranili v temi v zamrzovalniku pri -
20°C. 1z nje smo vsak dan pripravili sveZ¢ delovne raztopine
barvila. Vsak vzorec smo obarvali s Stirimi raztopinami z razlicno
razredditvijo tiazol oranznega barvila: 1:5.000, 1:10.000, 1:15.000,
1:20.000, ki smo jih pripravili iz osnovne raztopine tiazol oranZzne-
ga (1: 5.000 = 0,2 mg/L = 4,19x10”7 mol/L, 1:10.000 = 0,1 mg/L =
2,10x107 mol/L, 1:15.000 = 0,07mg/L = 1,40x10”" mol/L, 1:20.000
= 0,05mg/L = 1,05x107 mol/L).

Za vsak vzorec krvi smo vzeli dve plasticni epruveti 12x75 mm.
Eno smo uporabili za vzorec z barvilom, drugo za neobarvano
kontrolo. Z neobarvano kontrolo smo dolodili spodnji in zgornji
prag fluorescence. S spodnjo nastavitvijo praga izlo¢imo 99,9%
avtofluorescence eritrocitov. Nastavitev zgornjega fluorescencéne-
ga praga je potrebna zaradi izkljucitve levkocitov ali normobla-
stov iz obmodja fluorescence retikulocitov. Pri analizi obarvanega
vzorca krvi je ostala lega pragov nespremenjena. Med retikulocite
smo uvrstili vse celice z vedjo intenzivnostjo fluorescence, kot je
bila autofluorescenca eritrocitov oz. vse celice, ki so se pojavile na
desni strani spodnjega praga fluorescence in levo od zgornjega
praga fluorescence.

Doloditev najprimernejSega ¢asa inkubacije s tiazol
oranZnim

Uporabili smo 9 naklju¢no izbranih vzorcev z razli¢nim Stevilom
retikulocitov. Pripravili smo jih po zgoraj opisanem navodilu. Vzorce
smo inkubirali v temi, na sobni temperaturi, v ¢asovnem intervalu
od 30 do 240 min. Dolog¢ili smo najprimernejsi ¢as inkubacije.

Doloéitev ponovljivosti oz. natan¢nosti na¢inov dolocanja
Stevila retikulocitov

Doloé¢ili smo ponovljivost oz. natanénost Stetja retikulocitov s sve-
tlobnim mikroskopom in preto¢nim citometrom na treh razli¢nih
vzorcih (z normalnim, zve¢anim in zmanj$anim Stevilom retikulo-
citov). Vsakemu od treh vzorcev smo 10 krat zaporedoma dolo¢ili
stevilo retikulocitov. Nato smo izra¢unali koeficient variacije (KV),
ki je izrazen v odstotkih: KV% = (standardna deviacija/aritmeti¢na
sredina)x100.

Statisti¢no vrednotenje podatkov

Uporabili smo statisti¢ni program Statistics for Windows (Stat-
Soft™). Pred pri¢etkom analize smo spremenljivke z asimetricno
porazdelitvijo pretvorili in s tem zmanjSali asimetrijo na sprejemlji-
vo raven (sskewness« < 2 in > -2). Prevedli smo naslednje spre-
menljivke: vrednosti retikulocitov v% obarvanih z briljantnim kre-
zilnim modrilom = log (x - 0,2), vrednosti retikulocitov v % obar-
vanih z Retic-COUNT = log x, vrednosti retikulocitov obarvanih s
tiazol oranZnim v vseh razli¢nih koncentracijah = log x. Normal-
nost porazdelitve smo nato preverili e z Kolmogorov-Smirnovim
testom. Korelacijo med rezultati smo izrazili s koeficientom kore-
lacije po Pearsonu. Pri ugotavljanju statisticno pomembnih razlik
med dvema skupinama smo uporabili t-test za odvisne vzorce.
Razlike med rezultati smo ocenjevali kot statisticno znacilne pri
vrednosti p < 0,05.
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Sl. 1. Dolocitev najprimernejsega casa inkubacije. Prikaz Stirib

vzorcev z razlicnim Stevilom retikulocitov. Na vodoravni osi je

prikazan Cas inkubacije v minutab, na navpicni osi so prikazani
retikulociti v odstotkib.

Fig. 1. Determination of the optimal incubation time. There are

Sfour samples with different reticulocite count. Vertical scale repre-

sents incubation time in minutes, borizontal scale representes
reticulocyte count in percentiles.

Rezultati

Doloditev najprimernej$ega ¢asa inkubacije vzorcev s tiazol
oranZnim za doloc¢anje Stevila retikulocitov s pretoénim
citometrom

Opazili smo, da se Stevilo retikulocitov v ¢asu od 30 do 60 min po
obarvanju s tiazol oranZnim barvilom $e zmerno zveca, po 60
minutah se ustali, po 120 minutah pa se pri¢ne pocasi zmanjSevati
(sl. 1.). Izbrali smo inkubacijski ¢as 60 min.

Doloditev najprimernej$e koncentracije tiazol oranZnega za
pretocni citometer EPICS Profile

Pri primerjavi rezultatov preto¢nega citometra EPICS Profile in
svetlobnega mikroskopa smo dobili koeficiente korelacije (r), ki
50 prikazani v tabeli 1.

Tab. 1. Koeficienti korelacije (v) med rezultati stetja retikulocitov s

svetlobnim mikroskopom in pretocnim citometrom. EPICS Profile—

pretocni citometer EPICS Profile; TO—- tiazol oranzno; r— Pearsonov
korelacijski koeficient.

Tab. 1. Correlation coefficients between the results of microscopy
and flow cytometry reticulocyte counting. EPICS Profile — EPICS
Profile flow cytometry.

X ¥ E

Mikroskop EPICS Profile; 0,2mg/L TO 0,82
Mikroskop EPICS Profile; 0,1mg/L TO 0,87
Mikroskop EPICS Profile; 0,07mg/L TO 0,85
Mikroskop EPICS Profile; 0,05mg/L TO 0,83

Ocena ponovljivosti Stetja retikulocitov s svetlobnim
mikroskopom in preto¢nim citometrom

Povprecni koeficient variacije za Stetje s svetlobnim mikroskopom
znasa 27,5% (10% pri zve¢anem, 23,6% pri normalnem in 49% pri
zmanjSanem Stevilu retikulocitov) in za pretocni citometer EPICS
Profile 8,4% (3,3% pri zvecanem, 7,4% pri normalnem in 14,6% pri
zmanjSanem 3tevilu retikulocitov v krvi).

Doloditev statisti¢ne pomembnosti razlik med rezultati
posameznih skupin

S t-testom za odvisne vzorce smo dolodili statistiéno pomembnost
razlik med rezultati po posameznih skupinah. Vse vrednosti t so

LOG_0_2 vs. LOG_10%
Korelacija: r = .87619
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Sl. 2. Primerjava rezultatov, ki smo jib dobili s svetlobnim mikro-

skopom in pretoénim citometrom EPICS Profile pri koncentraciji

tiazol oranznega 0,1 mg/L. Koeficient korelacije (r) je bil 0,87.

LOG 10% — logaritmirane vrednosti, ki smo jib dobili s pretocnim

citometrom pri razredCitvi tiazol oranZnega 1:10000 oz. koncen-

traciji 0,1 mg/L; LOG 0-2- log (relativnib vrednosti retikulocitov s
svetlobnim mikroskopom —0,2).

Fig. 2. Comparison of the results from microscopy and flow cytometry

at thiazole orange concentration 0,1 mg/L. The coefficient of

corvellation (r)was 0,87. LOG 10%— log value got by flow cytometry

in dilution of thiazole orange 1:1000 (conc. 0,1 mg/L); LOG 0-2—
log (relative value of reticulocytes got by microscopy — 0,2).

prikazane v tabeli 2. Vidimo, da se rezultati statisticno pomembno
ne razlikujejo pri primerjavi svetlobnega mikroskopa in preto¢nega
citometra EPICS Profile s koncentracijami TO 0,1 mg/L in 0,07 mg/
L. Lahko recemo, da so skoraj skladni. V drugih dveh primerih so
razlike statisticno pomembne pri p < 0,05.

Tab. 2. Prikaz rezultatov t-testa za odvisne vzorce med skupinami

rezultatov. Log (ret BKM% —0,2) — rezultati stetja s svetlobnim

mikroskopom; Log TO — rezultati stetja s pretocnim citometrom
EPICS Profile pri razlicnib koncentracijab TO.

Tab. 2. Results of paired t-test. Log (ret BKM% — 0,2) — results of

reticulocyte counting by microscopy; Log TO— results of reticulocyte

counting by EPICS Profile flow cytometry at different concentration
of TO.

T-test za odvisne vzorce
Razlike so statisticno pomembne pri p < 0,05

spremenljivki vrednost t
Log (ret BKM% —0,2) — Log TO5% -3.3
Log (ret BEM% =0,2) - Log TO10% 0,4
Log (ret BKM% —0,2) - Log TO15% 1,3
I_,:E_{rct BEM% -0,2) - Log TO2(P4 B ___}‘l

Normalne vrednosti pri zdravih odraslih krvodajalcih

Iz 33 vzorcev krvi zdravih odraslih krvodajalcev smo izracunali
normalne vrednosti ter obmodje normalnih vrednosti. Rezultate
smo prikazali v tabeli 3.

Razpravljanje

Klini¢ni pomen dolo¢anija tevila retikulocitov je velik. Omogoca
oceno uéinkovite eritropoeze in nam je v pomo¢ pri opredelitvi
anemij (20, 21). Spremljanje zdravljenja anemij ter obnove
kostnega mozga po zaviralnem delovanju zdravil in presaditvi
kostnega mozga pa zahtevajo vedno vedjo stopnjo natannosti
pri oceni Stevila retikulocitov zlasti v obmod¢ju zmanjSanega
Stevila le teh.
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Tab. 3. Normalne vrednosti stevila retikulocitov v relativnib in
absolutnh Stevilb. SD — standardna deviacija; EPICS Profile —
pretoéni citometer EPICS Profile.

Tab. 3. Normal ranges of the reticulocyte counts in relative and
absolute values. SD — standard deviation; EPICS Profile — EPICS

Profile flow cytometry
Stevilo retikulocitov
Nacin Stetja % abs. vrednosti (x 10°/L)
Mikroskop
- srednja vrednost 1,4 64
- 5D 0,45 21
- obmodje 0,5-2,3 22-106
EPICS Profile
- srednja vrednost 1,5 68
- 5D 0,5 27
- obmodje 0,5-2,5 14-122

V vedini laboratorijev $e vedno uporabljajo tradicionalno metodo
Stetja retikulocitov s svetlobnim mikroskopom. Leta 1985 je izSel
predlog za standardizacijo supravitalnega barvanja retikulocitov z
novim metilenskim modrilom, ki je po mnenju ve¢ avtorjev (11,
22) primernejSe za prikaz retikulocitov kot briljantno krezilno
modrilo. Slabosti svetlobne mikroskopije, kot so majhno Stevilo
prestetih celic, velike razlike med laboratorijskimi tehniki pri Stetju
retikulocitov, razli¢na definicija retikulocitov razvojne stopnje IV
po Heilmeyerju in vkljucki v eritrocitih, ki prispevajo k zmanjSanju
natan¢nosti metode, pa so nas prisilile, da smo do izsledkov kriti¢ni
(7, 10). Koeficient variacije, s katerim ocenjujemo ponovljivost in
natanénost metode, znasa 25-30% za normalno Stevilo retikulocitov
(23), pri zmanjsanju Stevila retikulocitov pa je ustrezno vediji. To je
slabost vseh t.i. »ro¢nih« tehnik 3tetja.

V 80. letih se je pricel razvoj pretoc¢ne citometrije in fluorescencnih
barvil, ki je omogocil mnogim klini¢nim laboratorijem poleg drugih
novosti tudi dolo¢anje Stevila retikulocitov z vedjo natanénostjo in
ponovljivostjo (12). Med fluorokromi se je za Stetje retikulocitov
uveljavil zlasti tiazol oranZno barvilo, ki dobro prehaja skozi celicne
membrane in se moc¢no veze z nukleinskimi kislinami (21, 24).
Rezultati dolo¢anja Stevila retikulocitov s pretocnim citometrom
so bili primerljivi s svetlobnim mikroskopom (14). Najnatan¢nejSe
rezultate so v zadnjem ¢asu dobili s preto¢nimi citometri R 1000 in
R 3000 (TOA Medical Electronics) (25, 26).

Zaenkrat razen prikaza RNK v retikulocitih ne poznamo drugega
objektivnega kriterija za loCevanje retikulocitov. Pomanjkljivosti
dolo¢anja §tevila retikulocitov s preto¢nim citometrom in uporabo
fluorokromov je v tem, da nobeno barvilo ni specifi¢no za RNK,
enako dobro se veZze tudi na DNK. Najvedji razlog za razlike med
rezultati razli¢nih metod je zato najverjetneje interferenca z drugi-
mi celicami (27). Posebej motedi so zvecano 3tevilo levkocitov
(npr. mali limfociti v primeru kroni¢ne limfati¢ne levkemije), gi-
gantski trombociti, normociti in Howell-Jollyjeva telesca v eritro-
citih (28). Zato je priporocljivo v teh primerih preveriti Stevilo
retikulocitov s svetlobnim mikroskopom (29).

V zadnjem ¢asu so pri firmi Coulter razvili polavtomatsko metodo
dolocanja Stevila retikulocitov. V rutinske hematoloske analizator-
je so vgradili pretoéno celico in uporabili tehniko pretocne cito-
metrije, ki omogoc¢a poleg drugih vrednosti krvne slike tudi dolo-
¢anje Stevila retikulocitov. Za barvanje RNK v retikulocitih so upo-
rabili supravitalno barvilo novo metilensko modrilo. Aparat presteje
najve¢ 32000 celic in jih analizira v priblizno 30 sekundah. Morda
bo ta metoda dostopnejia vedjemu Stevilu klini¢nih laboratorijev.
Z namenom doloditi najprimernej$o koncentracijo barvila tiazol
oranZzno za dolo¢anje Stevila retikulocitov s pretocnim citometrom
EPICS Profile smo v laboratoriju Hematoloske klinike vzorce krvi
najprej obarvali s tovarnidko pripravljeno raztopino barvila tiazol
oranZno Retic-COUNT in dolo¢ili Stevilo retikulocitov s preto¢nim
citometrom EPICS Profile. Rezultate smo primerjali z rezultati Stet-
ja s svetlobnim mikroskopom. Vrednosti, ki smo jih dobili s pre-
to¢nim citometrom, so bile v povpredju polovico manjse od vre-
dnosti, ki smo jih dobili s svetlobnim mikroskopom (mediana pri

100 vzorcih, pregledanih s svetlobnim mikroskopom, je bila 1,4%,
pri istih vzorcih s preto¢nim citometrom pa 0,8%). To ni bilo v
skladu s podatki v literaturi, ki navaja, da so vrednosti retikuloci-
tov s pretoénim citometrom v povpredju vedje kot s svetlobnim
mikroskopom (18), ker s preto¢nim citometrom zajamemo tudi
najbolj zrele retikulocite (razvojna stopnja IV po Heilmeyerju), ki
jih laboratorijski tehnik pri 3tetju s svetlobnim mikroskopom lah-
ko izpusti. Sklepali smo, da barvilo Retic-COUNT™ (Becton Dic-
kinson) ni primerno za dolo¢anje Stevila retikulocitov s pretocnim
citometrom EPICS Profile (Coulter). Nato smo preizkusili razlicne
koncentracije barvila tiazol oranzno, ki smo jih pripravili iz suhe
snovi tiazol oranznega barvila in dolo¢ili najprimernej$o koncen-
tracijo za preto¢ni citometer EPICS Profile. Najvecjo skladnost
rezultatov smo dosegli med svetlobnim mikroskopom in pretoc-
nim citometrom EPICS Profile pri koncentraciji tiazol oranznega
barvila 0,1 mg/L (razred¢itev mati¢ne raztopine tiazol oranZnega
1:10000). Koeficient korelacije, ki je merilo za stopnjo povezano-
sti, je bil pri tej koncentraciji najvecji in je zna3al 0,87 (tab. 1).
Rezultate smo ocenili tudi s parnim t-testom, kjer ocenjujemo
razlike med obema podatkoma v posameznem paru. Ugotovili
smo, da so razlike najmanij$e med rezultati svetlobnega mikrosko-
pa in preto¢nega citometra EPICS Profile pri koncentraciji tiazol
oranZnega 0,1 mg/L (tab. 2). Nekoliko vedje, vendar Se vedno
statisticno nepomembne so bile razlike pri primerjavi rezultatov
med svetlobnim mikroskopom in preto¢nim citometrom EPICS
Profile pri koncentraciji tiazol oranznega barvila 0,07 mg/L (tab.
2). V drugih primerih so bile razlike med rezultati vecje. Skladnost
rezultatov smo potrdili tudi z dolo¢itvijo normalnih vrednosti pri
33 zdravih odraslih krvodajalcih, Normalne vrednosti so si bile
najblizje pri primerjavi rezultatov Stetja s svetlobnim mikrosko-
pom in preto¢nim citometrom EPICS Profile pri koncentraciji ti-
azol oranZnega barvila 0,1 mg/L.

Za vsako metodo smo doloc¢ili ponovljivost oziroma natanénost
stetja retikulocitov, ki smo jo izrazili s koeficientom variacije. Vzeli
smo tri naklju¢ne vzorce krvi, enega v normalnem, drugega v
zmanj$anem in tretjega v zvecanem obmodju Stevila retikulocitov.
Vsakemu smo desetkrat zapored dolodili Stevilo retikulocitov na
vsakem aparatu. Pri Stetju s svetlobnim mikroskopom smo dobili
koeficient variacije 10% pri zveanem, 23,6% pri normalnem in
49% pri zmanjSanem Stevilo retikulocitov. Povprecen koeficient
variacije je bil 27,5%. Nasi podatki so bili podobni tistim v literaturi
(14, 23). Stetje retikulocitov s svetlobnim mikroskopom je torej se
posebej neprimerno ravno v obmodju zmanjsanega Stevila retiku-
locitov zaradi slabe ponovljivosti rezultatov.

Manijsi koeficient variacije smo dobili pri dolo¢anju Stevila retiku-
locitov s preto¢nim citometrom. Pri Stetju s preto¢nim citometrom
EPICS Profile je bil povprecen koeficient variacije 8,4% (med 3,3%
in 14,6%, glede na Stevilo retikulocitov). Rezultati so primerljivi s
tistimi v literaturi (30), kjer navajajo koeficient variacije, manjsi od
12% za razli¢ne pretocne citometre.

Normalne vrednosti retikulocitov v krvi in obmodje normalnih
vrednosti smo dolo¢ili iz 33 vzorcev krvi zdravih odraslih krvoda-
jalcev (tab. 3). Vrednosti niso referen¢ne zaradi premajhnega Ste-
vila vzorcev krvi zdravih odraslih prostovoljcev. Za nacin doloca-
nja s svetlobnim mikroskopom je bilo obmocdje normalnih vre-
dnosti 22-106x10%/L, za preto¢ni citometer EPICS Profile pri kon-
centraciji tiazol oranZnega barvila 0,1 mg/L je bilo obmodje 14—
122x10%L. Tudi v literaturi (27) navajajo vecje vrednosti retikulo-
citov v krvi zdravih odraslih oseb pri doloc¢anju s preto¢nim cito-
metrom FACScan in barvilom Retic-COUNT. MoZni vzroki so opi-
sani zgoraj.

Na devetih naklju¢no izbranih vzorcih krvi z razli¢nim Stevilom
retikulocitov smo dolo¢ili najprimernejsi inkubacijski ¢as tiazol
oranznega barvila za doloc¢anje §tevila retikulocitov s preto¢nim
citometrom (sl. 1). Po obarvanju so se vrednosti retikulocitov od
30 do 60 minut Se zmerno zvecevale, medtem ko so se po 120
minutah pric¢ele zmanjSevati. Ustalitev Stevila retikulocitov, ki ga
dobimo med 60 in 120 minutami po obarvanju, nam omogoca, da
z analizo vzorcev ne hitimo in kljub temu dobimo dovolj natan¢ne
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rezultate. To je dobra lastnost tiazol oranznega barvila za razliko
od nekaterih drugih fluorokromov, npr. tioflavina T, ki zahteva
takojsnje odcitanje rezultatov po koncani inkubaciji, ker je po
razred¢itvi nestabilen (31). Za dolo¢anije retikulocitov s preto¢nim
citometrom smo izbrali ¢as 60 minut oz. zacetek ustalitve Stevila
retikulocitov. Ta inkubacijski ¢as najveckrat uporabljajo tudi drugi
(32).

Poleg inkubacijskega ¢asa je zelo pomemben tudi ¢as shranjeva-
nja neobarvanih vzorcev krvi, ki ga v na3i nalogi nismo ocenjevali,
temved smo podatke povzeli iz literature (18, 19, 21). Obi¢ajno
dopuidajo shranjevanje vzorcev krvi do 48 ur. Razlike v rezultatih
niso statistiéno pomembne, ¢e so vzorci shranjeni v hladilniku pri
4°C. Kadar pa so vzorci shranjeni pri sobni temperaturi nastanejo
spremembe 3tevila retikulocitov. Nekateri avtorji opisujejo zmer-
no zmanjSanje Stevila retikulocitov po 24 urah in ga razloZijo s
postopnim dozorevanjem retikulocitov in izgubo RNK. Drugi opi-
sujejo zmeren porast Stevila retikulocitov po 24 urah, ki ga razlo-
Zijo z vedjo stabilnostjo membrane retikulocitov kot eritrocitov, ki
hitreje hemolizirajo ali pa se poveca prepustnost membrane eri-
trocitov, ki povzrodi nespecifi¢no obarvanje eritrocitov (33).

Klini¢na uporabnost raziskave

Dolo¢ili smo najprimernej$o koncentracijo tiazol oranznega barvi-
la in optimalni inkubacijski ¢as za Stetje retikulocitov s preto¢nim
citometrom EPICS Profile. Pri Stetju retikulocitov s svetlobnim
mikroskopom priporo¢amo uporabo supravitalnega barvila nove-
ga metilenskega modrila. Doloc¢anje Stevila retikulocitov s pretoc-
nim citometrom se najverjetneje ne bo uveljavilo v rutinskem
klini¢nem delu, temvec ga bo nadomestila metoda dolo¢anja Ste-
vila retikulocitov s hematoloskim analizatorjem.

Zakljucki
Pri primerjavi dolo¢anja Stevila retikulocitov v krvi s svetlobnim
mikroskopom in preto¢nim citometrom smo prisli do naslednjih
pomembnih ugotovitev:

1. najprimernesa koncentracija tiazol oranZnega za Stetje retikulo-
citov s preto¢nim citometrom EPICS Profile je 0,1 mg/L. Izbrali
smo jo na osnovi najbolje skladnosti rezultatov, ki smo jih dobili
med svetlobnim mikroskopom in preto¢nim citometrom EPICS
Profile, najmanjsih razlik med rezultati, ki smo jih ocenili s parnim
t-testom in ujemanja normalnih vrednosti zdravih odraslih krvo-
dajalcev;

2. stopnja povezanosti med vrednostmi retikulocitov istega vzor-
ca dobljenimi s svetlobnim mikroskopom in dvema preto¢nima
citometroma je dobra v vseh primerih. Najbolj$a korelacija je med
rezultati Stetja s svetlobnem mikroskopom in pretoénem citome-
trom EPICS Profile pri koncentraciji tiazol oranZznega 0,1 mg/L.
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filgrastim

Neupogen

G-CSF

PREDHODNO NAPOLNJENE INJEKCIJSKE BRIZGE

... enkratno in preprosto

Kratka navodila za predpisovanje NEUPOGENA (filgastrima)

Preden boste predpisali NEUPOGEN, prosimo, preberite informacijski list.

Indikacije: Skrajsanje trajanja neviropenije in zmanjsanje pogostnosti febrilne neviropeni-
je po obiéajni kemoterapiji zaradi nemieloidne maligne bolezni; skrajdanje trajanja
nevtropenije in kliniénih posledic po mieloablativni terapiji, kateri sledi presaditev kost-
nega mozga; dolgotrajno zdravljenje z namenom zvecanja Stevila nevtrofilcev in
zmanjsanja incidence oz. skrajsanje trajanja infekcijsko povezanih dogodkov pri bolnikih
s hudo vrojeno, cikliéno ali idiopatiéno nevtropenijo s stevilom nevtrofileev ( 0,5 x 10°/L,
in s hudimi ter pogostnimi okuZbami; pospeseno izplavljanje matiénih krvotvornih celic
(PBPC) (kot samostojni postopek ali v poteku mielosupresivne kemoterapije). Infuzija s
filgastrimom pospeseno izplavljenih matiénih krvotvornih celic (PBPC) (s kostnim moz-
gom ali brez) pospesuje okrevanje hematopoetiénega sistema, vkljuéno z zmanjievanjem
potrebe po transfuziji trombocitov po mielosupresivni kemoterapiji. Odmerjanje in upora-
ba: Odrasli: Pri citotoksiéni kemoterapiji: 5 pg/kg/dan s subkutano injekcijo, ali
razredéeno v 5-% glukozi z iv. infuzijo v 30 minutah. Prvi odmerek smemo dati ¢ez 24 ur
po kemoterapiji. Zdravljenje nadaljujemo do pricakovanega povecanja in povratka
primernega Stevila nevirofilcev, Mielvablativna tevapija, ki ji sledi presaditev kostnega
mozga: 10 pg/kg/dan dano kot 30- minutna ali 24- urna iv. infuzija, razredéena s 5-% gluko-
z0, ali kot 24- urna subkutana infuzija. Zaénemo &ez vsaj 24 ur po infuziji kostnega mozga.
Ko stevilo nevtrofilcev preseze 1,0 x 10°/L pri treh kontrolah v treh zaporednih dnevih,
odmerek zmanj$amo na 5 pig/kg/dan. Ce Stevilo nevtrofilcev vztraja naslednje tri dni pri
enakem oz. vecjem Stevilu od 1,0 x 10°/L, zdravljenje prekinemo. Ce se stevilo nevirofil-
cev zmanjia pod 1,0 x 10°/L med zdravljenjem, moramo odmerek povecati, kot je nave-
deno zgoraj. Pospeseno izplavijanje matiénih krvotvornih celic: Samostojno zdravljenje: 10
pg/kg/dan subkutano kot 24- urna infuzija, razredéena s 5- % glukozo ali kot enkratna
dnevna injekcija Sest dni zapored. Planiranje levkoforeze: priporocene so skupno 3
zaporedne kolekeije 5., 6. in 7. dne. V nadaljevanju pri mieloablativni terapiji: 5 pg/kg/dan
subkutano vsak dan od prvega dne po zakljuceni kemoterapiji, dokler se ne povrne stevilo
nevtrofilcev v meje normale. Levkoforeza poteka v obdobju, ko se nevtrofilci z ravni,
manjie od 0,5 x 10°/L poveéajo do Stevila, vecjega od 0,5 x 10°/L. Pri bolnikih, ki niso pre-
jemali ekstenzivne kemoterapije, obi¢ajno zadostuje enkratna afereza. V drugih primerih
so priporocljive dodatne levkofereze. Huda kronicna nevtropenija (otroci ali odrasili):
Vrojena neviropenija: 12 pg/kg/dan subkutano v enkratnem odmerku ali veé odmerkih.
Idiopatiéna ali cikliéna nevtropenija: 5 pg/kg/dan subkutano v enkratnem odmerku ali ve¢
odmerkih. Prilagajanje odmerka: Z zdravljenjem je potrebno nadaljevati, dokler se stevilo
nevtrofilcev ne ustali nad 1,5 x 10°/L, potem moramo ugotoviti najmanjsi mozni odmerek
za ohranjanje te ravni. Po enem do dveh tednih zdravijenja lahko zagetni odmerek glede
na odgovor podvojimo ali prepolovimo; zatem odmerek prilagajamo individualno za
vsakega bolnika na | do 2 tedna tako, da ostane povpreéno Stevilo nevtrofilcev med 1,5 x
10°/L in 10 x 10°/L. Pri hudih infekcijah lahko presojate tudi o hitrejSem poveéevanju
odmerka, vendar dolgoroéna varnost NEUPOGENA pri odmerkih nad 24 pg/kg/dan pri
bolnikih s kroniéno nevtropenijo $e ni bila potrjena. Zdravljenje je mozno izvajati samo v
sodelovanju s specializiranimi centri, izkusenimi v uporabi G-CSF in v hematologiji, z
vsemi potrebnimi zmogljivostmi. Pospeseno izplavljanje in aferezo je treba izvajati v sode-
lovanju s centri, ki imajo izkusnje na tem podroéju in kjer lahko pravilno opravijo celotno
nadziranje matiénih krvotvornih celic. Starejsi: Ni posebnih priporoéil o odmerjanju.
Kontraindikacije: Znana preobéutljivost za zdravilo ali njegove sestavine. Huda vrojena
nevtropenija (Kostmanov sindrom) z nenormalno citogenetiko. NEUPOGENA ne
smemo namensko uporabljati zato, da bi tako poveéali moinosti uvedbe citotoksiéne
kemoterapije nad ustaljenimi rezimi odmerjanja. Noseénost: Tveganje za ¢lovedki zarodek
je neznano. Ugotovljena je povecana moznost splava pri zajeih. Uporaba pri dojeéih mat-
erah ni priporoéljiva. Previdnostni ukrepi: Pri mielodisplaziji in akutni mieloblastni ali kro-
niéni mielocitni levkemiji nista dognani varnost in uéinkovitost. Previdnost je potrebna pri
uporabi NEUPOGENA v zdravljenju vseh premalignih mieloidnih stanj, zaradi moZnosti
tumorske rasti. Zdravljenje prekinemo, e se pojavijo mielodisplastiéni sindromi ali lev-
kemija. Med zdravljenjam z NEUPOGENOM v rednih presledkih preverjamo Stevilo lev-
kocitov. Stevilo levkocitov, vegje od 100 x 10°/L, so ugotovili pri manj kot 5 % bolnikov,
zdravljenih z vedjimi ali enakimi odmerki kot 3 pg/kg/dan. Zdravljenje prekinemo, ¢e
Stevilo celic preseze 50 x 10°/L po pricakovanem nadiru. Z pospesenim izplavljanem

matiénih krvotvornih celic (PBPC) prekinemo, ko Stevilo levkocitov zraste nad 100 x
10°/L. Priporoéljivo je preverjanje kostne mase pri bolnikih z osteoporozo, ki se zdravijo
vet kot 6 mesecev. Uporaba NEUPOGENA ni priporoéljiva pri bolnikih s hudo ledviéno
ali jetrno okvaro. Vpliv na presadke in zavrnitvene reakcije $e ni raziskan. Prekurzorji
nevtrofilcev so lahko zmanjsani pri bolnikih po ekstenzivni kemoterapiji ali radioterapiji,
zato je lahko pri teh bolnikih odgovor nevtrofilcev na NEUPOGEN zmanjsan. Posebni
previdnostni ukrepi pri hudi kroniéni nevtropeniji: Diagnosticni testi morajo razlikovati
med npr. aplastiéno anemijo, mielodisplazijo, mieloidno levkemijo. Natanéno moramo
nadzorovati trombocite v prvih nekaj tednih in presoditi o zmanjianju odmerka ali
prekinitvi zdravljenja, ¢e je njihovo stevilo stalno manjse od 100000/mm’. Zasledovati
moramo pojav anemij in prehodne poraste mieloidnih progenitorskih celic. Vsakih 12
mesecev opravimo morfoloske in citogenetiéne preiskave kostnega mozga pri bolnikih s
Kostmanovim sindromom. Nadziramo volumen vranice: povecanje, ki je odzivno na
zmanjsanje odmerka, opazamo v 31 % bolnikov; splenektomija je potrebna pri 3 % bol-
nikov. Izklju€iti moramo druge moZnosti (npr. virusno infekeijo) prehodne nevtropenije.
Priporo¢amo redne analize urina zaradi odkrivanja hematurije/proteinurije. Varnost in
uéinkovitost pri novorojenckih in bolnikih z avioimunsko neviropenijo Se nista ugotovl-
jeni. Posebni previdnostni ukrepi pri pospesenem izplavljanju matiénih krvotvornih celic
(PBPC): Pred izpostavitvijo citotoksiénim pripravkom: Pri bolnikih, ki so prestali zelo
ekstenzivno mielosupresivno terapijo, véasih ni razvidna zadostno izplavljanje mati¢nih
krvotvornih celic (PBPC) za dosego priporocene minimalne tvorbe (vec ali enako Stevilu
2,0 x 10*/CD34+/kg celic), ali v enaki meri pospeSevanja povratka trombocitov. Nekateri
citotoksiéni pripravki izkazujejo posebno citotoksiénost do fonda krvotvornih matiénih
celic in lahko Skodljivo vplivajo na pospeSeno izplavljanje. Ko se odloéamo za trans-
plantacijo matiénih krvotvornih celic (PBPC), je priporoéljivo naértovati postopek zgodaj
v poteku zdravljenja. Stevilo izplavljenih matiénih celic pri takih bolnikih moramo oceni-
ti pred dajanjem visokoodmerne kemoterapije. Ce je po zgornjih kriterijih tvorba celic
nezadostna, moramo razmisljati o drugih oblikah zdravljenja, ki ne zahtevajo podpore
matiénih celic. Ocenjevanje rezultata tvorbe matiénih krvotvornih celic (PBPC): Ko
dolo¢amo Stevilo matiénih celic, pridobljenih pri bolnikih, ki so bili zdravijeni z NEU-
POGENOM, moramo pozornost posvetiti metodi kvantifikacije. Trenutno pridobljeno
minimalno Stevilo celic CD34+ ni natanko doloéeno. Priporoéeno minimalno pridobljeno
stevilo celic CD34+, vecje oz. enako 2,0 x 10* CD34+ celic/kg, temelji na kustvenih rezul-
tatih, ki zado$cajo za hematolosko obnavljanje. Stevilo celic, ki je vecje od zgoraj nave-
denega, je povezano s hitrejiim okrevanjem; tisti, ki so manjsi od zgoraj navedenega, pa
govorijo za pocasnejse okrevanje. Interakeije med zdravili: Uporaba ni priporocljiiva 24 ur
pred kemoterapijo niti 24 ur po njej. Stranski uéinki in nezelene reakcije: Bolecine v
misicah in kosteh, tezave v seéilih (v glavnem dizurija, redko hematurija/proteinurija);
reverzibilna, od odmerka odvisna, povecanja vrednosti jetrnih encimov in serumske seéne
kisline; prehodni padei krvnega tlaka, obéasna porodila o Zilnih nepravilnostih po
visokoodmerni kemoterapiji. Redka poroéila o reakcijah alergiéne narave. NeZeleni ugin-
ki pri bolnikih s hudo kroniéno nevtropenijo niso pogosti in se séasoma zmanjsajo.
Zasledili so: kostne/generalizirane bolecine; splenomegalijo; trombocitopenijo; glavobol;
drisko; anemijo; krvavitev iz nosu (pri podaljSanem dajanju); nesimptomatiéni dvig kon-
centracije serumske seéne kisline in jetrnih encimiov; prehodno, zmerno hipoglikemijo;
reakcije na mestu vbrizgavanja; hepatomegalijo; artralgijo; alopecijo; osteoporozo. KoZni
vaskulitis po dolgotrajni uporabi.

Popolna navodila so na voljo pri zastopniku.
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Izvledek —Izhodisca. Aktivirane trombocite so ugotovili pri bolni-
kib z aterosklerozo, vensko trombozo in malignimi boleznimi. Do-
lo¢anje aktiviranib trombocitov je pomembno za odkrivanje tve-
ganja za nastanek tromboze. Vecina nacinov za oceno trombocit-
ne funkcije je posrednib. Nanje vplivajo stevilni dejavniki, ki ome-
Jujejo klinicno uporabnost. Pretocni citometer nam ponija dolo-
Canje aktiviranib trombocitov z uporabo monoklonskib protiteles.
Kljub stevilnim prednostim, pa se pretocna citometrija za doloca-
nje aktiviravih trombocitov v klinicni praksi se ni uveljavila.

Preiskovanci in metode. Aktivirane trombocite smo dolocili pri 30
zdravib preiskovancib s protitelesi za antigena CDO2P in CDG3
pred in po spodbuditvi z ADP, ADP in ADK, trombinom in kolage-
nom. Preverili smo pogoje, ki preprecijo aktivacijo trombocitov med
delom in zagotovijo ponovijivost izsledkov.

Rezultati. Vvzorcih krvi s paraformaldebidom smo ugotovili znai-
no manjsi delez trombocitov z antigeni CDG2P in CD 63 (< 5%)
kot, v vzorcib krvi s teofilinom (< 27%). Ugotovili smo, da so
koncentracije ADP 10 ppmol/L, ADP in ADR 20 pumol/L, 0,17 E/mL
trombina in 88 pug/mL kolagena zadostne da spodbudijo trombocite
k premestitvi antigenov CDG2P in CDG3 na membrano, ne pov-
zrocijo pa medsebofnega zlepljanja. Dolocili smo referenéne vred-
nosti pred spodbuditvijo z izbranimi spodbujevalci in po njej.

Zakljucki. Menimo, da je za preprecevanje aktivacije trombocitov
med dolocanjem antigenov CDO2P in CDG3 najbolj primerna
uporaba 1% raztopine paraformaldebida. Delezi trombocitov z
antigeni CDG2P in CDG3 se razlikujejo glede na izbrane spod-
bujevalce. Menimo, da je za celovito oceno aktiviranib trombocitov
smisleno uporabiti ve¢ monoklonskib protiteles.

Uvod

Trombociti se v krvnem obtoku aktivirajo pri razliénih boleznih.
Najpogostejse so bolezni oZilja, akutni sr¢ni infarkt, dihalna stiska
pri srénih operacijah, sladkorna bolezen, mieloproliferativne
bolezni, preeklampsija in sepsa (1-7). Pri slednjih bi morda z
dolo¢anjem aktiviranih trombocitov ocenili tveganje za nastanek
tromboze in zaceli zdravljenje za preprecitev. Kljub naglemu
razvoju tehnologije, ki nam omogoda hitro in natanéno oceno
Stevila in velikost trombocitov, pa nimamo na voljo enostavnega
preskusa za oceno trombocitne funkcije. Laboratorijske preiskave

Key words: P-selectin; GPIIb and GPllla receptors; monoclonal
antibodies; adenosine diphosphate; thrombosis

Abstract — Background. Platelets may become activated in a
number of disorders such as atherosclerosis, venous thrombosis
and cancer. Therefore, the detection of activated platelets might
Sfacilitate the identification of certain thrombotic disorders. Previous
methods for assaing platelet activity have been indirect, and quanti-
tation bas been difficult, precluding their use in the clinical area.
Flow cytometry is a promising new method, using monoclonal
antibodies specific for a glycoprotein markers of platelet activation
expressed on the membrane surface following activation.

Methods. Cell surface expression of granule membrane antigens
P-selectin (CD62P) and lysosome antigen CD63 were examined by
flow cytometry in 30 bealthy donors. We studied the conditions to
prevent artifactual induction of platelet activation.

Results. The proportion of platelets expressing antigens CD62P and
CDG63 in blood samples with paraformaldebyde was lower (< 5%)
than in samples with theophyillin (< 27%). The concentration-
effect relationship were determined forthe ADP, adrenaline, throm-
bin and collagen induced expression of CD62P and CDG3.

Conclusions. The resuits suggest that 1% solution of paraformal-
debyde should be used for preventing of artifactual induction of
platelet activation in blood samples. Platelets are likely to become
activated by different agonist in different clinical situations. The-
refore, it seems necessary lo detect of activated platelets by a panel
of monoclonal antibodies. ‘

za oceno trombocitne funkcije obsegajo merjenje adhezije in
agregacije trombocitov ter dolocanje deleza aktiviranih
trombocitov. Preskus agregacije trombocitov in ¢as krvavitve se
pogosto uporabljata v klini¢ni praksi za oceno funkcije
trombocitov. Ker sta preiskavi odvisni od Stevilnih dejavnikov, je
njun diagnosti¢ni pomen omejen (8, 9). Na izid dolocanja
beljakovin, ki se sprostijo iz aktiviranih trombocitov, kot so beta-
tromboglobulin, trombocitni faktor 4 in tromboksan A, v krvni
plazmi ter metabolitov tromboksana A, v secu, vplivajo tudi
dejavniki, ki niso v zvezi z nacinom dolo¢anja. Zato se ti nacini
niso uveljavili v diagnostiki. V zadnjih letih se je uveljavilo
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dolocanje antigenov na celi¢ni membrani s preto¢nim citometrom
in monoklonskimi protitelesi. Metoda se v klini¢ni hematologiji
uporablja predvsem za dolo¢anje podvrst limfocitov in za
opredelitev levkemij in malignih limfomov (10). Vse bolj pogosto
jo rabijo tudi za dolo¢anje aktiviranih trombocitov.

Trombociti imajo na membrani Stevilne glikoproteinske molekule,
ki so biokemicno in geneti¢no dobro poznane. Mnogi trombocitni
glikoproteini so heterodimeri z lastnostmi receptorjev, ki so
pomembni pri aktivaciji, adheziji in agregaciji trombocitov. Z
uporabo monoklonskih protiteles, ki so oznacena s fluorescen¢nimi
barvili, jih prikazemo. Danes je uspelo izdelati monoklonska
protitelesa tudi za antigene na membrani aktiviranih trombocitov.
To so protitelesa, ki se veZejo na preoblikovana aktivirana gliko-
proteina GPIIb inGPIlla in na beljakovine granul in lizosomov v
trombocitih. Ceprav so Stevilni avtorji ocenjevali aktivirane trombo-
cite s pretonim citometrom pri razlicnih boleznih, $e vedno ni
dovolj znan kliniéni pomen teh preiskav (2-7, 11).

Ker na dolocanje aktiviranih trombocitov vplivajo Stevilni dejavniki,
je v vsakem laboratoriju potrebno dolo€iti osnovne pogoje dela in
meritve ter dolociti referenéne vrednosti (19). Zeleli smo preveriti
pogoije, ki prepredijo aktivacijo trombocitov med delom in zagoto-
vijo ponovljivost izsledkov in doloéiti referen¢ne vrednosti, za
trombocite z antigeni CD62P in CD63 pred spodbuditvjo z ADP,
ADP in adrenalinom, trombinom in kolagenom in po njej.

Preiskovanci in nacini dela

Aktivirane trombocite smo ocenjevali z dolofanjem antigenov
CDG62P in CDG63 pri zdravih osebah pred spodbuditvijo z ADP,
ADP in ADR, trombinom in kolagenom in po njej. Uporabili smo
vzorce krvi 30 zdravih oseb v starosti od 18 do 50 let. Preiskovane
osebe so bili nekadilci in niso prejemali zdravil.

Uporabili smo monoklonska protitelesa CD62P, CD63, CD41 in
CD42b proizvajalca Immunotech (Marseille, Francija), snovi za
spodbujevanje ADP, ADR in kolagen proizvajalca DiaMed (Cressier
sur Morat, Svica), trombin Dade AG (Dudingen, Svica), paraformal-
dehid in teofilin proizvajalca Sigma-Aldrich Chemie (Deisenhofen,
Nemcija).

Kri smo odvzeli v polistirensko epruveto z raztopino natrjevega
citrata (0,129 M) proizvajalca Becton Dickinson (Meylan-Cedex,
Francija).

DeleZ aktiviranih trombocitov smo dolo¢ali v krvi do 10 minut po
odvzemu in po spodbuditvi z ADP, ADP in ADR, trombinom in
kolagenom (22). Z dolo¢anjem antigenov CD41 in CD42b smo
potrdili, da je bilo v suspenziji celic, ki smo jo preiskovali 99%
trombocitov. Vse meritve smo napravili s citometriom XL-MCL
tovarne Coulter Electronics GMBH.V vzorcih krvi smo s citometrom
ocenili 5 000 trombocitov in ugotovili deleZ celic z antigeni.
Preizkusili smo udinek 1% raztopine paraformaldehida in 1%
raztopine teofilina na preprecevanje aktivacije trombocitov pri
delu. S primerjanjem izsledkov aktiviranih trombocitov po spod-
buditvi z ADP (koncentracije 7,3, 14,6, 16,6, 33 pmol/L), rombinom
(koncentracije 0,5, 1, 1,7 in 2 E/mL) in kolagenom (koncentracije
44, 88, 100 pg/mL) smo dolodili ustrezne koncentracije za spod-
buditev trombocitov k premestitvi antigenov CD62P in CD63 na
membrano. Te koncentracije smo izbrali tako, da ne povzrocajo
medsebojnega zlepljanja trombocitov. Statisticno analizo smo
napravili na racunalniku IBM PC/AT. Uporabili smo program
Statistica for Windows Release 4.1 Upostevali smo vzor¢ne cenilke
parametrov porazdelitve merjenih koli¢in (aritmeti¢na sredina,
standardni odklon). Sklepe smo sprejemali pri manj kot 5% tveganju
(p < 0,05).

Izsledek

Pri preskusanju ucinka paraformaldehida in teofilina na preprede-
vanje aktivacije trombocitov med delom smo v vzorcih krvi s
paraformaldehidom ugotovili znatno manjsi delez trombocitov z

antigeni CD62P in CD 63 (<5%) kot v vzorcih krvi s teofilinom
(<27%).

Pri dolo¢anju ustreznih koncentracij spodbujevalcev smo ugotovili,
da 10 pmol/L ADP, 20 pmol/L ADP in ADR, 0,17 E/mL trombina in
88 ug /mL kolagena zadostujejo za spodbuditev trombocitov k
premestitvi antigenov CD62P in CD63 na membrano, ne povzrocijo
pa medsebojnega zlepljanja trombocitov.

V tabeli 1 smo navedli srednje vrednosti deleZza trombocitov z
antigeni CD62P in CD63 pri 30 zdravih preiskovancih pred in po
spodbuditvi z ADP, ADP in ADR, kolagenom in trombinom (tab.
1.

Tab. 1. DeleZ trombocitov z antigeni CD62P in CDG3 pred in po
spodbuditvi s ADP, ADP in adrenalinom, trombinom in kolage-
nom.

Tab. 1. Cell surface expression of CD62P and CDG3 in unstimula-
ted platelets and in stimulated platelets with ADP, ADP and adre-
naline, thrombin,and collagen.

Po spodbuditvi
Stimulated platelets

Brez spodbuditve
Unstimulated platelets

ADP ADP in ADR  Trombin Kolagen
ADP ADP and ADR Thrombin Collagen
CD62P (%, x+s) 5,2¢1,2 41,048,2 46,1£9,2 41,545,2 40,524,8
CD63 (%, x+s)  8,1x1,4 16,223 16,5+5,6 26,0£9,6 19,2+6,2
x - povprefna vrednost / mean value
s - standardni odklon / standard deviation

ADP - adenozindifosfat / adenosine diphosphate

ADR — adrenalin / adrenaline

% - dele wrombocitov z antigeni CD62F ali CD63 / indicates the percentage of
human blood platelets expressing cell surface CD62P or CD63

Pri zdravih preiskovancih smo po spodbuditvi ugotovili statisticno
znacilno vedji delez trombocitov z antigenom CDG62P kot antigenom
CD63 (p < 0,05).

Razpravljanje

Aktivacijo trombocitov sproZzi trombin, kolagen v subendoteliju
ali spodbujevalci kot sta adenozindifosfat (ADP) in adrenalin (ADR).
Aktivirani trombociti se spremene iz diskoidne v sferi¢no obliko z
izrastki. Sledijo preureditve in premestitve receptorjev iz citoplazme
na membrano. Na receptorje se lahko veZejo fibrinogen, von
Willebrandov faktor, kolagen in trombospodin, ki sproZijo adhezijo
in agregacijo trombocitov ter nastanek strdka (11-13). Mocni
spodbujevalci lahko povzrocijo aktivacijo trombocitov v krvnem
obtoku in nalaganje trombocitov na Zilno steno ter nastanek
tromboze.

Ugotovili so, da je v citoplazmi trombocitov ve¢ vrst zrne, ki se
glede na vsebino med seboj razlikujejo. Po spodbuditvi celice se
zrnea prenesejo na celicno povrsino, preko kontraktilnega dela
celi¢nega skeleta, kjer se vkljucijo v zgradbo celi¢ne membrane ali
pa izlocijo iz celice. Ugotovili so, da se iz membrane zrnc alfa
vkljuci v membrano trombocita glikoprotein P-selektin (GMP-140,
PADGEM, CD 62P), ki ima vlogo mediatorja med aktiviranimi
trombociti in celicami endotelija ter granulociti in monociti. Izdelali
so ve¢ monoklonskih protitels za odkrivanje P selektina (16, 17).
Ugotovili so tudi, da se po spodbuditvi iz membrane lizosomov
prenese na membrano trombocitov protein 53-kDA (CD63). Avtoriji
so menili, da bi z dolo¢anjem antigenov CD62P in CD63 na
membrani trombocitov lahko ocenili delez aktiviranih trombocitov
(18).

S preto¢nim citometrom ugotovimo lahko Ze majhne spremembe
aktivacije trombocitov. Mnenja, ali je doloc¢anje aktiviranih trombo-
citov s preto¢nim citometrom ustrezno za oceno trombocilne
funkcije, so 3e vedno deljena. Predvsem je pomembno dolociti
pogoje, ki preprecujejo aktivacijo trombocitov med dolocanjem.
Sprva so ocenjevali deleZ aktiviranih trombocitov po osamitvi
trombocitov, danes ocenjujejo v krvi, ker Ze postopki osamitve
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celic lahko spodbudijo aktivacijo trombocitov. Nekateri avtorji
zato priporocajo fiksirat celice s paraformaldehidom ali pa uporabo
snovi, s katerimi zavremo presnovne procese v celici (4, 19). V
nadi raziskavi smo preizkusili ucinek paraformaldehida in teofilina
na preprecevanje aktivacije trombocitov med delom. Ugotovili
smo znacilno manjsi dele trombocitov z antigeni CDG62P in CD63
(< 5%) v vzorcih krvi s paraformaldehidom kot v vzorcih krvi s
teofilinom (< 27%). Menimo, da je za preprecevanje aktivacije
trombocitov med dolo¢anjem antigenov CD62P in CD63 primerna
uporaba 1% raztopine paraformaldehida.

Za dolocanje aktiviranih trombocitov po spodbuditvi so trombocite
po odvzemu krvi spodbudili s spodbujevalci, kot so ADP, ADR,
trombin in kolagen. Po spodbuditvi so aktivacijske antigene dolocili
na membrani trombocitov. Na ta nacin so ugotavljali zve€an deleZ
aktiviranih trombocitov pri bolnikih z rakavimi boleznimi in pri
zdravih osebah. Enake spremembe so opisali tudi pri mieloprolifera-
tivnih boleznih (18, 20). Za razliko od drugih smo ugotovili, da so
ustrezne vedje koncentracije ADP in trombina za spodbuditev
trombocitov k premestitvi antigenov CD62P in CD63 na membrano
.

Da imajo trombociti po spodbuditvi na membrani antigene CD62P
in CD63, smo potrdili tudi z naso raziskavo (18-20). Antigen CD62P
smo ugotovili po spodbuditvi z ADP pri 41,0%, z ADP in ADR pri
46,1% s rombinom pri 41,5% in s kolagenom pri 40,5% trombocitov.
Antigen CD63 smo ugotovili po spodbuditvi z ADP pri 16,2%, z
ADP in ADR pri 16,5%, s trombinom pri 26,0%, in s kolagenom pri
19,2% trombocitov.

V literaturi nismo zasledili dela, ki bi obravnavalo razmerje med
antigeni CD62P in CD63 na membrani trombocita po spodbuditvi.
V nasi raziskavi smo z razli¢nimi nacini spodbujevanja ugotovili,
znacilno vedji deleZ trombocitov z antigenom CDG62P kot z antigen
CD63.

Potrdili smo tudi ugotovitve drugih, da se trombociti zdravih oseb
razli¢no odzivajo na izbrane spodbujevalce (20, 21). DeleZ trombo-
citov zantigeni CD62P je bil po spodbuditvi z ADP in ADR statisti¢no
znadilno vedji kot po spodbuditvi z drugimi uporabljenimi spod-
bujevalci. Statisti¢no znacilno vedji deleZ trombocitov z antigeni
CD63 pa smo ugotovili po spodbuditvi s trombinom. Menimo, da
je za dolo¢anje aktiviranih trombocitov nujno uporabiti vec
monoklonskih protiteles, ki odkrivajo razlicne antigene. Pred-
postavljamo, da na ta nacin lahko ocenimo aktivirane trombocite
pri razli¢nih boleznih, kjer so vzroki in poti spodbujevanja zelo
razli¢ni.

Zakljucki

Za preprecevanje aktivacije trombocitov med dolo¢anjem antigenov
CDO62P in CD63 je najbolj primerna uporaba 1% raztopine para-
formaldehida. Ugotovili smo, da je za uporabljena monoklonska
protitelesa potrebno vedno dolociti najprimernejse koncentracije
spodbujevalcev za premestitev antigenov CD62P in CDG63 na
membrano.

Pri zdravih preiskovancih smo po spodbuditvi trombocitov z ADP,
ADP in ADR, trombinom in kolagenom ugotovili znacilno vedji
delez trombocitov z antigenom CDG62P kot antigenom CD63.
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Izvlec¢ek — 1zhodisca. Za potrditer avtoimunskib trombocitopenij
dolocamo protitelesa proti trombocitom, ki so labko vezana na
trombocite ali pa prosta v plazmi. Dolocamo protitelesa razredov
IgGin IgM.

Preiskovanci in nacini. S pretocnim citometrom smo dolocali pro-
titelesa IgG in IgM proti trombocitom na povrsini trombocitov in
prosta v plazmi pri 56 bolnikib z idiopaticno trombocitopenicno
purpuro (ITP).

Rezultati. Pri 56 bolnikib z znacilnostmi ITP smo s pretocnim cito-
metrom ugotovili protitelesa na trombocitib ali v plazmi pri 42/56
(75%) bolnikib. Protitelesa, vezana na membrano trombocitou,
smo ugotovili pri 30/56 (54%) bolnikib, od tega protitelesa razreda
IgG pri 19/56 (34%) bolnikib, protitelesa razreda IgM pa pri 25/56
(45%) bolnikib. Protitelesa proti trombocitom v plazmi smo ugoto-
vili pri 35/56 (62%) bolnikib, od tega protitelesa razreda IgG pri
27/56 (48%,) bolnikih, protitelesa razreda IgM pa pri 26/56 (46%)
bolnikib. Pri 15/56 (27%) bolnikib z znacilnostmi ITP smo s pre-
tocnim citometrom ugotovili istocasno protitelesa razredov IgG in
IgM, vezana na membrano, medtem ko smo pri 18/56 (32%) bol-
nikib ugotovili istocasno protitelesa razredov IgG in IgM v plazmi.
Pri 24/56 (43%) bolnikib smo ugotovili istocasno protitelesa proti
trombocitom na membrani in v plazmi. Punkcijo kostnega mozga
smo napravili pri 37/56 (66%) bolnikih. Pri 31/37 (88%) bolnikih
Je bilo stevilo megakariocitov v kostnem mozgu zvecano, kar je
znacilnost imunskib trombocitopenij. Pri drugib bolnikib sta bila
izsledek citoloskega pregleda kostnega mozga in stevilo megakari-
ocitov normalna.

Zakljucki. Dolocangje protiteles proti trombocitom je preiskava za

. potrditev ITP. Kjub temu, da pri vecini bolnikov z ITP ugotavijamo
prisotnost protiteles proti trombocitom, pa ostaja citoloski pregled
kostnega mozga in potrditev zvecanega stevila megakariocitov za-
nesljivejsi in cenejsi nacin potrditve ITP.

Key words: platelet antibodies; class IgG; class IgM; flow cytome-
try; chronic idiopathic thrombocytopenic purpura

Abstract — Background. To confirm the diagnosis of autoimune
thrombocytopenia we test antibodies against platelets, which are
bind on platelets (direct assay) or are free in plasma (indirect
assay). Class [gG and IgM platelet antibodies can be determined.

Results. Flow cytometry was used to detect platelet antibodies in 56
patients with idiopathic thrombocytopenic purpura (ITP).Platelet
associated antibodies (direct assay) were positive in 30/56 (54%)
patients with 19/56 (34%) positive for IgG and 25/56 (45%) for
IgM. Circulating antibodies (indirect assay) were positive in 35/56
(629%) patients with 27/56 (48%) for IgG and 26/56 (46%) for IgM.
15/56 (27%) patients were positive for platelet associated antibodi-
es [eG and IgM. 18/56 (32%) patients were positive for circulating
antibodies [gG and [gM. 24/56 (43%) patients were positive for
both, circulating and platelet associated antibodies. Bone marrow
examination was meade in 37/560 patients. An increased numbers
of megakaryocytes were found in 31/37 (88%) patients.

Conclusions. In patients with idiopathic thrombocytopenic purpii-
ra increased values of antibodies were found by both methods.
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Uvod

Na membranah trombocitov je pri ¢loveku ved skupin antigenov,
proti katerim lahko nastanejo specifi¢na protitelesa. Najpogostejse
skupine antigenov so: ABO, HLA razred I, glikoprotein IIb/IIIa
(receptor za fibrinogen), glikoprotein Ib (receptor za FVIII-von
Willebrandov faktor) in Stevilni drugi za trombocite specifi¢ni
antigeni, ki so pri ve¢ kot 90% ljudi (1-3).

Do povedanega razpada trombocitov lahko pride zaradi nastanka
aloprotiteles (po ve¢ transfuzijah trombocitov) ali avtoprotiteles
(idiopati¢na trombocitopeni¢na purpura, bakterijske in virusne
okuZzbe, sistemski lupus eritematozus, limfoproliferativne bolezni
in po nekaterih zdravilih). Protitelesa se lahko veZejo z Fc delom
na Fc receptorje trombocitov (imunski kompleksi). Z Fab delom
se lahko veZejo na adsorbirani antigen trombocita ali na specific-
ne antigene trombocitov (avtoimunski kompleksi) pri ¢emer osta-
ne Fc del prost za vezavo komplementa ali vezavo na makrofage.
Okvarjene trombocite z vezanimi protitelesi fagocitirajo makrofa-
gi v vranici in jetrih (4).

Najpogosteje se pojavljajo protitelesa proti trombocitom razredov
IgG in/ali IgM.

Kroni¢na idiopati¢na trombocitopeni¢na purpura (ITP) je avto-
imunska bolezen, ki je posledica nastanka protiteles proti lastnim
trombocitnim glikoproteinom Ib in IIb/Ila. Bolezen se pogosto
za¢ne nenadoma s krvavitvami v koZo in sluznice zaradi trombo-
citopenije in ima kroni¢ni potek.

Za ugotavljanje protiteles proti trombocitom zadnja leta ve¢inoma
uporabljajo preto¢ni citometer (3-5). Podatkov o tovrstnih raz-
iskavah v literaturi ni veliko, izsledki pa se med seboj razlikujejo.
Ker preiskava ni standardizirana so izsledki preiskav slabo pri-
merljivi med razli¢nimi laboratoriji. Medtem ko s fluorescencnim
mikroskopom dolo¢amo trombocitna protitelesa kvalitativno, lah-
ko s pretoénim citometrom dolo¢amo protitelesa tudi semikvanti-
tativno, predvsem pa natanéneje in hitreje.

Dolo¢anje trombocitnih protiteles je preiskava za potrditev 1TP.
Poleg uveljavljenega nacina doloc¢anja protiteles na povrsini trom-
bocitov s preto¢nim citometrom smo Zeleli ugotoviti se dele? pro-
stih protiteles proti trombocitom v plazmi, predvsem pri bolnikih
s kroni¢no idiopati¢no trombocitopenijo, pa tudi pri odraslih zdravih
osebah.

Bolniki in nadini dela
Preiskovane osebe

Protitelesa proti trombocitom smo dolocali v Enoti za diagnostiko
Klini¢nega oddelka za hematologijo v Ljubljani od januarja 1995
do marca 1998 pri 34 bolnicah in 22 bolnikih z idiopati¢no trom-
bocitopenijo v starosti od 20 do 80 let. Diagnosti¢ni kriteriji za ITP
so bili : 1) trombocitopenija, 2) povecano ali normalno 3tevilo
megakariocitov v kostnem mozgu, 3) odsotnost povecane vranice
in znakov drugih bolezni. Stevilo trombocitov v krvi je bilo od 1
do 136x10°/L.

Priprava suspenzije trombocitov

10 ml venske krvi z EDTA (etilendiamino-tetraacetat) centrifugira-
mo tri minute pri 1700 g in 22° C. Plazmo s trombociti odstranimo
in prenesemo v 10 ml plasti‘no epruveto. Ponovno centrifugira-
mo deset minut pri 800 g in 22" C. Po centrifugiranju plazmo
odstranimo, trombociti pa ostanejo na dnu epruvete. Trombocite
trikrat izperemo in razred&imo s PBS-EDTA (puferirana fiziologka
raztopina z etildiamino-tetraacetatom), nato pa uravnamo na
50.000/ul. -

Neposredni nacin dolo¢anja protiteles proti trombocitom

200 pl suspenzije trombocitov preiskovanca dodamo 20 pl proti-
humanih protiteles IgG (IgG-Fab) konjugiranih s fluoresceinom in

v drugo epruveto 20 pl protihumanih protiteles IgM (IgM-Fab)
konjugiranih s fluoresceinom. Rahlo preme$amo in inkubiramo v
temi 30 minut.. Po inkubaciji trombocite trikrat izperemo s PBS-
EDTA. Vsak vzorec razredéimo s 200 pl PBS-EDTA, rahlo pre-
mesamo in vrednotimo s preto¢nim citometrom (EPICS XL2-MCL).

Posredni nadin dolo¢anja protiteles proti trombocitom

200 pl suspenzije trombocitov iz poola zdravih darovalcev krvne
skupine 0 pipetiramo v oznacene epruvete. Dodamo 100 pl bolni-
kovega seruma in inkubiramo 30 minut pri 37°C. Trikrat izperemo
s PBS-EDTA in dodamo po 20 ul protihumanih protiteles IgG
(Fab)-FITC in IgM (Fab)-FITC. Inkubiramo 30 minut v temi pri
sobni temperaturi. Nato trombocite trikrat izperemo s PBS-EDTA.
Vsak vzorec razred¢imo s 200 ul PBS-EDTA in vrednotimo s pre-
to¢nim citometrom.

Priprava negativne kontrole

200 pl suspenzije trombocitov iz poola zdravih darovalcev doda-
mo 100 pl seruma, ki ne vsebuje protiteles proti trombocitom.
Inkubiramo 30 minut pri 37°C. Trikrat izperemo trombocite s PBS-
EDTA, dodamo protihumana protitelesa 1gG (Fab)-FITC ali IgM
(Fab)-FITC in ponovno inkubiramo 30 minut v temi pri sobni
temperaturi. Po inkubaciji ponovno trikrat izperemo s PBS-EDTA,
vzorec razred¢imo s 200 pl PBS-EDTA in vrednotimo fluorescenco
s pretocnim citometrom.

Priprava pozitivne kontrole

200 pl suspenzije trombocitov iz poola zdravih darovalcev doda-
mo 100 pl seruma bolnika, pri katerem smo poprej dokazali pri-
sotnost protiteles proti trombocitom. Inkubiramo 30 minut pri
37°C. Trikrat izperemo s PBS-EDTA in dodamo protihumana pro-
titelesa IgG (Fab)-FITC ali IgM (Fab)-FITC in ponovno inkubira-
mo 30 minut v temi pri sobni temperaturi. Po inkubaciji ponovno
trikrat izperemo s PBS-EDTA, vzorec razred¢imo s 200 ul PBS-
EDTA in vrednotimo fluorescenco s preto¢nim citometrom.
Referencne vrednosti Klini¢nega oddelka za hematologijo so za
protitelesa, vezana na membrano trombocitov razreda IgG, do
najvec 12,2% pozitivnih trombocitov (8,6 £ 3,6%), protitelesa raz-
reda IgM do najve¢ 7,2% pozitivnih trombocitov (3,8 + 3,4%).

Za protitelesa proti trombocitom v plazmi zdravih oseb so ugotov-
liene vrednosti za IgG do najve¢ 12,9% pozitivnih trombocitov
(9,2 + 3,7%), za IgM pa do najve¢ 8,9% pozitivnih trombocitov (5,4
+ 3,5%).

Rezultati

Med 56 bolniki z znacilnostmi ITP smo s preto¢nim citometrom
ugotovili protitelesa na trombocitih ali v plazmi pri 42/56 (75%).Pro-
titelesa, vezana na membrano tombocitov, smo ugotovili pri 30/56
(54%) bolnikih, od tega protitelesa razreda IgG pri 19/56 (34%)
bolnikih,protitelesa razreda IgM pa pri 25/56 (45%) bolnikih. Pro-
titelesa proti trombocitom v plazmi smo ugotovili pri 35/56 (62%)
bolnikih, od tega protitelesa razreda [gG pri 27/56 (48%) bolnikih,
protitelesa razreda IgM pa pri 26/56 (46%) bolnikih.

Pri 15/56 (27%) bolnikih z znadilnostmi ITP smo s pretocnim
citometrom ugotovili istocasno protitelesa razredov IgG in IgM,
vezana na membrano, medtem ko smo pri 18/56 (32%) bolnikih
ugotovili istocasno protitelesa razredov IgG in IgM v plazmi. Pri
24/56 (43%) bolnikih smo ugotovili istoasno protitelesa proti
trombocitom na membrani in v plazmi.

Punkcijo kostnega mozga smo napravili pri 37/56 (66%) bolnikih.
Pri 31/37 (88%) je bilo stevilo megakariocitov v kostnem mozgu
zvecano. Pri drugih bolnikih sta bila izsledek citoloskega pregleda
kostnega mozga in Stevilo megakariocitov normalna.
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Tab. 1. Protitelesa proti trombocitom pri bolnikib z idiopaticno

trombocitopenicno purpuro.
Tab. 1. Platelet antibodies in patients with chronic idiopathic throm-
bocytopenic purpura.
Protitelesa na povrsini Protitelesa
trombocitov v plazmi
Flatelet asociated Circulating
antibodies antibodies
Bolniki KM Tr.x10%L 1gG IgM IgG IgM
Patients BM Plx10°/L % % % %
1. ZZ 102 11,1 8,8 11,1 4,2
2. KD zv 125 25,00 22,0° 8,7 2,1
3. 8M  av 55 L 39,0° 14,6° 68,3*
4. BA 12 12,0° 18,0* 19,5* 11,5
5. KE 104 13,8 7.2 16,3 6,2
6. VA 18 18,9* 10,4* 44,9* 1,6
7. SA 11 429* 31 30,1 34
8. VA 116 18,2 11,0° 14,0* 32
9. K§ zv 16 2 29,0* 9,6* 19,0* 14,0*
10. §p 105 1,0 0 4,0 0
11. 1) zv 97 3,0 2,0 10,3 2,4
12. KS 134 2,8 2,0 15,2 1,6
13.RJ 44 28 z1 21,6* 4,0
14. CJ zv 115 17,3* 2,0 6,6 0,7
15. BM zv 107 14,2 9,8° 12,2 ik
16. 55 zv 130 6,3 11,2° 11,9 25
17.SF zv 107 37,4° 0,4 19,1 8,2
18. BP n 57 2,2 03 34 1,8
19. BA 136 1,2 0,2 6,3 0,4
20. 0D 114 1,9 2,0 10,3 8,4
21. AP n 70 8,9 5,2 10,9 6,0
22, %] 124 32,0* 45,8* 13,7* 23,8*
23. MA 6 4,0 28 2,9 1,7
24, SD n 76 36 7.1 9,4 4,4
25. DF 78 14,9* 47,6* 19,8 38,6
26. EO 2 32,1* 0,8 15.7* 47
27.SM 76 9,4 4,2 16,2 15,6*
28. FT 30 5,4 75,3° 10,2 37,8
29, 7L zv 101 0,8 0,4 6,4 1,9
30. MZ n 98 23,2 27,0° 19,0° 24,9*
31.TT zv 74 0 49,0 14,8° 16,7*
32.DK FAY 64 0 8,4 2.4 239
33. M v 124 L 25 4,2 73
34.JL zv 67 0,6 2,0 0 0
35. MZ FAY 04 ] 0,8 4,7 58,0°
36.CM zv 102 5,8 0,4 5,2 22
37. MP 33 11,4 15,1* 22,1* 24,8°
38. TB n 53 1,9 22 24 4,5
39. VP zv 11 3.4 6,4 2,0 4,0
40. PV zv 6 0 3,0 78,0 9,4*
41, 5F zv 14 0,7 33 6,0 4,7
42, MN n 85 2,0 4,0 10,6 16,4*
43. HM zv 1 82 Z.0° 32,00 25,0
44, 85 v 360 65,0 72,0* 59,2* 55,8°
45. FD zv 1 0,5 14,0 84,0 15,0*
46.FZ zv 12 28,1* 16,2* 36,9 24,00
47.1C zv 35 46 8,6* 16,4 12,00
48. SR FAY 3 14,7 9,6* 30,00 18,9
49. AP zv 61 8,4 12,0° 11,6 16,3*
50. ML zv 88 1,4 18,2 11,8 45,3
51.VT zv 25 0 0 14,3 29,5
52.1K zv 1 1,0 9,6* 1,0 10,2
53.RL zv 1 0,6 3,4 20 12,6°
54.]S zv 10 34,0 23,0° 18,4 14,9
55.18 av 68 8,9 20,9* 10,4 17,0
56. RM zv 90 12,4 351" 89 6,3

KM- kostni mozeg
BM- bone marrow
zv — zvedano Stevilo megakariocitov v kostnem mozgu
— increased numbers of megakariocytes in bone marrow
n - normalno 3tevilo megakariocitov v kostnem mozgu
~ normal megakariocyte count
* - zvedan odstotek protiteles proti trombocitom
— increased values of platelet antibodies
Tr - §tevilo trombocitov v krvi
Plt — platelet count

Razpravljanje

Pri dolo¢anju protiteles proti trombocitom je v literaturi opisanih
vec nacinov, ki so zelo razli¢no obéutljivi in specifi¢ni. V primerja-
vis clanki avtorjev, ki so za dolo¢anje protiteles proti trombocitom
uporabljali preto¢ni citometer, so rezultati nasih raziskav razli¢no
primerljivi. Finley (4) je pri skupini 20 bolnikov z ITP ugotovil
protitelesa na membrani trombocitov pri 90% bolnikov, prosta
protitelesa proti trombocitom pa le pri 20% bolnikov. Pri nasih
bolnikih smo ugotovili pogosteje prosta protitelesa kot vezana na
trombocite. V skupini 56 bolnikov z ITP smo dokazali protitelesa
proti trombocitom na posredni ali neposredni nadin pri 75% bol-
nikov, kar je podobno, kot so ugotovili Bellucci in sodelavci (8).
Prisotnost protiteles proti trombocitom pri bolnikih z ITP so ugo-
tovili pri 70-80% bolnikov. Vzrok za razlike med rezultati je tudi
uporaba razli¢nih na¢inov doloc¢anja. Z razliko od drugih avtorjev
(3, 4, 8) smo pri dolo¢anju protiteles proti trombocitom uporabili
le Fab del molekule imunoglobulina, kar zagotavlja le specifi¢no
vezavo. Zato so Se vedno v glavnem primerljivi med seboj le
izsledki, ugotovljeni v istem laboratoriju.

Nacin dolo¢anja s preto¢nim citometrom, ki se vse pogosteje upo-
rablja, je predvsem natan¢nejsi in hitrej8i od drugih nacinov, pred-
vsem pa nam omogoca dolo¢iti protitelesa na trombocitih tudi pri
bolnikih s hudo trombocitopenijo in zelo zmanjsanim Stevilom
trombocitov v krvi. Pri doloc¢anju protiteles proti trombocitom
moramo upoitevati, da se protitelesa proti trombocitom pri neka-
terih boleznih pojavljajo cikli¢no (6) in da lahko izginejo Ze nekaj
ur po zdravljenju z glukokortikoidi (7).

Doloc¢anje protiteles proti trombocitom je v pomo¢ pri razloceva-
nju imunskih trombocitopenij od neimunskih, ki so posledica
zmanjSanega nastajanja ali zvecanega porabljanja trombocitov.
Kljub temu, da so pri vecini bolnikov z ITP prisotna protitelesa
proti trombocitom, pa ostajata citolodki pregled kostnega mozga
in ocena Stevila megakariocitov osnovna preiskava za potrditev
ITP.
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ODNOS MED KONCENTRACIJO HEPARINA V PLAZMI
IN MOTNJO V KOAGULACIJI:
ZDRAVLJENJE S HEPARINOM MED HEMODIALIZO

RELATION BETWEEN PLASMA HEPARIN CONCENTRATION AND CLOTTING DISTURBANCE
DURING HEPARIN HEMODIALYSIS
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Kljuéne besede: aktivirani parcialni tromboplastinski cas; anti-
trombinski ucinek heparina; hemodializa s beparinom

Izvleéek — Izhodisca. Ni znano, kateri od testov daje najboljso
informacijo o antikoagulacijskem ucinku beparina. Zelo uporab-
ljan je aktivirani parcialni tromboplastinski ¢as (aPTC). Hoteli
smo ugotoviti, kaksen je odnos med koncentracijo beparina v pla-
zmi in motnjo v koagulaciji, ocenjeno prek aPTC. Za model smo
imeli stacionarno stanje kronicne ledvicne odpovedi in beparin-
sko hemodializo (HD).

Bolniki in metode. HD so zaceli s heparinom v bolusu (povprecno
30 i.e/kg telesne teze) in nadaljevali z infuzijo (povprecno 16,1
i.e./kg telesne teZe/uro). Dolocili smo aPTC, koncentracijo bepeari-
na in aktivnost antitrombina I (AT IID v poteku 22 epizod HD pri
enajstih bolnikib s kronicno ledvicno odpovedjo. Za aPTC smo
rabili Pathromtin (Bebringwerke AG, Marburg, Nemcija). Kon-
centracijo beparina smo dolocili fotometricno s kromogenim sub-
stratom Berichrom Heparin (Bebringwerke AG) in s pomocjo ume-
ritvene krivulje z razlicnimi koncentracijami heparina, aktivnost
antitrombina I (AT II1) s pomocjo Antitrombin Ill Reagent (Be-
hringwerke AG). Statisticno pomembne so bile razlike, kjer jep<0,05.

Rezultati. Koncentracija heparina v plazmi se ustali po 120. minuti
po zacetku zdravljenja, ko je doseZeno stacionarno stanje. Zatem
se koncentracija beparina ne spreminja pomembno. V zacetku je
ucinek heparina, merjen prek aPTC, nepredvidljiv. Po 120.minuti
po zacetku pa je bolj predvidljiv: za dodanib 0,10i.e/ml beparina
se aPTC podalisa v povprecju za 21,5 s.

Zaklju¢ek. APTC ni posebno primeren test za oceno antikoagulacij-
skega (antitrombinskega) ucinka beparina v zacetku zdravljenja,
dokler ni dosezeno stacionarno stanje. Sele potem aPTcC labko
rabimo za prilagajanje odmerka beparina za zdravljenje.

Uvod

Znano je, da lahko uporabljamo heparin za preprecevanje trom-
boze. Pri hemodializi z njim prepre¢imo strjevanje krvi v sistemu
(1). Zaplet zdravljenja s heparinom so lahko krvavitve (2).

FarmakoloSki ucinek heparina spremljamo z enim od testov ex
vivo, ki odrazijo antitrombinski u¢inek heparina. Se najve¢ podat-

Key words: activated partial thromboplastin time; beparin anti-
thrombin activity; beparin hemodialysis

Abstract — Background. There are several assays of heparin phar-
macological effect but it is unknown which assay yields the best
information with regard to anticoagulant effect. The commonly
used is activated partial thromboplastin time (APTT). We used it to
study patients with chronic renal insufficiency on bemodialysis
with heparin and the relation between beparin concentration and
its antithrombin effect.

Patients and methods. Hemodialysis (HD) was started with un-
Jfractioned beparin in bolus (mean 30 i.u/kg b.w.) and than
JSollowed by infusion (mean 16,1 i.u./kg baw./bour). APTT, plasma
heparin concentration and antithrombin acitivity (AT IIl) was
measured in 22 episodes of beparin HD in 11 patients with chronic
renal insufficiency. Pathromtin ( Bebringwerke AG, Germany) was
used for measurement of APTT, Antithrombin Il Reagent (Bebring-
werke AG, Germany) for antithrombin Il activity, and Berichrom
Heparin (Bebringwerke AG, Germany) for plasma heparin concen-
tration. The latter was assesed photometrically, using chromogenic
substrate and beparin dilution curve.

Results. Plasma beparin concentration becomes stable at 120.
minutes of HD when stead)y state seems to be reached. After that
there were no significant changes in plasma beparin concentration.
Heparin antithrombin activity measured by APTT was unpredic-
table up to 120.minutes of HD. After that the beparin effect was
more predictable: 0.10 i.u./ml prolongs APTT for aprox. 21.5 s.

Conclusions. APTT does not seem to be a very suitable test for me-
asuring the anticoagulant (antitbrombin) effect of heparin until
steady state is achieved. It is only from that time on that the APTT
results can be used for adjusting beparin dosage.

kov in klini¢nih izkuSenj je za aktivirani parcialni trombiplastinski
cas (aPTC) (3).

Zeleli smo ugotoviti odnos med koncentracijo heparina v plazmi
in njegovim antitrombinskim u¢inkom, merjenim prek aPTC.

Za raziskavo smo izbrali bolnike s kroni¢no ledvi¢no odpovedjo,
ki so jih zdravili s kroni¢no periodi¢no hemodializo. Domnevali
smo, da je farmakokinetika heparina v teh pogojih bolj enostavna
kot pri zdravih.
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Bolniki in metode

Preiskovance so zdravili s kroniéno periodiéno hemodializo v
oddelku za dializo Splo$ne bolnisnice Trbovlje. Med enajstimi
bolniki je bilo 5 moskih in 6 Zensk, starih 41-76 let (povpre¢na
starost 57,3 let, mediana 58 let). V ¢asu raziskave je zdravljenje z
dializo trajalo 24-172 mesecev. Niso dobivali zdravil in tudi niso
imeli bolezni, ki bi vplivala na hemostazo.

V kontrolni skupini je bilo 32 oseb, 17 moskih in 15 Zensk, starih
31-61 let (povprecno 40,6 let, mediana 40 let), ki so bili povsem
zdravi in seveda niso dobili heparina in nobenih zdravil.

Vse preiskovance smo seznanili z namenom raziskave in so nanjo
pristali.

Hemodializni postopek je bil izpeljan vselej na enak nacin. Upo-
rabili so kapilarni dializator s hemofansko membrano (0,9m? 6,5
pm), s polnilno prostornino 47 ml (Cobe Centrysystem Dialyzer
400 HG, Lakewood, Colorado, ZDA), PVC cevije in bikarbonatno
raztopino (Lekodel K-1-G, Lekodel A-1, Lek, Ljubljana, Slovenija).
Pred zacetkom so dializator izprali z dvema litroma fizioloske
raztopine brez heparina. Pretok dializne raztopine je hil 500 ml/
min. Uporabili so monitor Gambro AK-100 (Gambro, Lund, Sved-
ska) in vzdrzevali stalen pretok krvi 300 ml/min. Bolniki so imeli
arteriovenske fistule.

Zacetni odmerek heparina v obliki natrijeve soli (Heparin Krka,
Novo mesto, Slovenija), povprecno 30 i.e. (13,4-46,3) i.e./kg tele-
sne teze, so dobili v bolusu, zatem pa v kontinuirani infuziji po-
vpre¢no 16,1 (6,7-23,2) i.e./kg telesne teze/uro. Z infuzijo hepari-
na so prenehali eno uro pred koncem dialize.

Pri vseh enajstih bolnikih smo napravili meritve med redno 4 urno
dializo, dvakrat v razmaku 4 tednov. 4,5 ml krvi smo ujeli v epru-
veto (Becton Dickinson Vacutainer System Eur, Francija) z natrije-
vim citratom na odvzemnem mestu pred dializno ¢rpalko v 60.,
120., 180., 240. minuti.

Plazmo smo lodili od ostale krvi s centrifugiranjem (1500g, 10
minut). Aktivirani parcialni tromboplastinski ¢as (aPTC) in aktiv-
nost antitrombina III (AT III) smo dolodili takoj, koncentracijo
heparina v plazmi pa naenkrat, ko smo zbrali polovico vseh vzor-
cev plazme, tj. v etrtem in osmem tednu raziskave. Vzorce pla-
zme za dolocanje koncentracije heparina smo hranili pri —20°C.
Za dolocanje aPTC smo rabili reagent Pathromtin (Behringwerke
AG, Marburg, Nemcija) in koagulometer Fibrintimer (isti proizva-
jalec). Upostevali smo navodila proizvajalca. Obmodéje normalnih
vrednosti za aPTC je 34,9 + 5,7 (x + 25D).

Koncentracijo heparina v plazmi smo dolo¢ili fotometri¢no s kro-
mogenim substratom, z metodo dveh to¢k. Uporabili smo reagent
Berichrom Heparin (Behringwerke AG, Marburg, Nemdija) in
upostevali navodila proizvajalca.

Koncentracijo heparina smo odcitali z umeritvene krivulje: hepa-
rin (Krka, Novo mesto, Slovenija) smo dodali plazmi tako, da je
bila kon&na koncentracija 0,00-1,00 i.e./ml.

Koncentracija heparina v vzorcu je bila obratno sorazmerna pove-
¢anju absorbance (1).

Obmodje normalnih vrednosti za koncentracijo heparina v plazmi
je 0,00 + 0,02 i.e/ml (x £ 2SD).

+ Aktivnost AT III v plazmi smo dolodili z Antithrombin Reagent
(Behringwerke AG, Marburg, Nemcija) in z uporabo koagulome-
tra Fibrintimer (isti proizvajalec), upostevali smo navodila pro-
izvajalca.

Obmocdje normalnih vrednosti za AT Il v plazmi je 96 + 6% (x +
2SD).

Pri analiznih postopkih za aPTC, AT 11l in koncentracijo heparina
smo uporabili testno kontrolno plazmo za normalno in patolosko
obmodje (Behringwerke AG, Marburg, Nemcija).

Statisti¢no oceno podatkov smo napravili s pomodijo statistiCnega
programa Statistica (Statsoft). Uporabili smo parametri¢ne teste.
Test razlik aritmeti¢nih sredin smo napravili z analizo variance,
koeficient linearne korelacije smo izracunali po Pearsonu.
Izracunali smo tudi regresijsko premico. Za statistino pomembne
smo Steli razlike, kjer je p<0,05.

Rezultati

Aktivirani parcialni tromboplastinski &as (aPTC) med
hemodializo (tab. 1)

Tab. 1. Aktivirani parcialni tromboplastinski cas (aPTC) (s) med

hemodializo.
Tab. 1. Activated partial thromboplastin time (aPTT) (s) during
hemodialysis.
aPTC PTTK (s) N X SD SE
pred before HD 22 34,6 3,0 0,6
60 min. 22 230,5 2547 54,3
120 min. 22 1116 46,6 99
180 min. 22 1099 42,3 9,05
po after HD 22 101,7 63,4 195
N - Stevilo meritev / number of tests

HD - hemodializa / hemodialysis

Pred hemodializo se vrednosti aPTC bolnikov kot pri zdravih
osebah (kontrolne skupine), pomembno pa so se razlikovale
vrednosti pred potekom hemodialize in po njem.

V 60. minuti hemodialize je bil aPTC najbolj podalj$an, pogaljsanje
je bilo glede na predializno vrednost 6,6-krat (x = 6,6, SD 7,2).
Prav tako je bila tudi najvedji variacijski razmak (999 s — 41,5 s =
957,5 s). :

V 120. in 180. minuti dialize je bil aPTC manj podalj$an, zvecanje
je bilo glede na predializne vrednosti za 3,3-krat (x = 3,2, SD 1,2
0z.1,1).

Po hemodializi je bil aPTC e vedno podalj§an, zvecanje je bilo
glede na predializne vrednosti za 2,9-krat (x = 2,9, SD 1,6).

Koncentracija heparina med hemodializo (tab. 2)

Tab. 2. Koncentracija beparina v plazmi (i.e/ml) med hemodializo.
Tab. 2. Plasma heparin concentration (i.u/ml) during hemo-

dialysis.

Heparin N * . SD SE
pred before HD 22 0,01 0,02 0,00
60 min. 22 0,50 0,23 0,05
120 min. 22 0,44 0,17 0,04
180 min. 22 0,45 0,18 0,04
po after HD 22 0,45 0,19 0,04
N = Stevilo meritev / number of tests

HD - hemodializa / hemodialysis

Pred hemodializo so bile vrednosti heparina v plazmi kot pri
zdravih osebah (kontrolne skupine), med zdravljenjem s heparinom
pa so se vrednosti seveda pomembno razlikovale.

V 60. minuti hemodialize je bila koncentracija heparina v plazmi
najvedja, prav tako pa tudi razlike med najmanjso (0,06 i.e./ml) in
najvecjo (0,95 i.e./ml izmerjeno koncentracijo.

V 120. in 180. minuti je bila koncentracija heparina v plazmi*
pomembno manjsa kot v 60. minuti. Tudi razprSenost vrednosti je
bila manj3a in vse izmerjene koncentracije heparina so bile manjse
kot 0,8 i.e/ml.

Po hemodializi je bila koncentracija heparina v plazmi 3e vedno
enako zvecana kot v 180.minuti.

Aktivnost antitrombina III (AT IITI) med hemodializo (tab. 3)

Predializne vrednosti aktivnosti AT ITI (x = 84,3%, SD 6,4%) bolnikov
so bile v primerjavi z zdravimi (x = 95,6%, SD = 3,1%) pomembno
manjse (p<0,05) .

Aktivnost antitrombina 11T se sicer med dializo ni pomembno
spreminjala.
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Tab. 3. Aktivnost antitrombina II (AT III) v plazmi (%) med
bhemodializo.

Tab. 3. Plasma antitbrombin IIl (AT 11D (%) during bemodialiysis.

AT IIT N x SD SE
pred before HD 22 84,3 6,4 1,9
60.min. 22 83,9 15,5 4,7
120 min. 22 85,8 10,1 31
180 min, 22 88,5 7.5 23
po after HD 22 88,4 8,2 2,5
N ~ &tevilo meritev / number of tests

HD - hemodializa /' hemodialysis

Odnos med aktiviranim parcialnim tromboplastinskim
¢asom (aPTC) in koncentracijo heparina v plazmi (tab. 4)

Tab. 4. Odnos med aktiviranim parcialnim tromboplastinskim
Easom (aPTC) in koncentracijo beparina med bemodializo.

Tab. 4. Correlation between activated partial thromboplastin time
(aPTT) and plasma beparin concentration during bemodialysis.

r SE y= ]'jl + B\]x
pred before HD -0,02 3,05
60 min. 0,47 230,05 y = 522 34x - 30,903
120 min. 0,77 30,64 y = 214,45x + 16,701
180 min. 0,79 26,49 y = 184 24x + 25,869
po after HD 0,78 40,26 y = 26528x - 17,219
r - koeficient korelacije (Pearson) / correlation coefficient (Pearson)

SE - standardna napaka / standard error
regresijska premica y = aPTC (s), x = heparin (i.e./ml)
regression line y = aPPT (s), x = heparin (i.u./ml)

V 60. minuti hemodialize je povezanost med vrednostmi aPTC in
koncentracijami heparina v plazmi majhna, zatem pa se zvecuje. V
120. minuti hemodialize je povezanost razmeroma velika. V tem
¢asovnem prerezu s povecanjem koncentracije heparina za 0,10
i.e/ml povzrotimo v povpredju za 21,5 s daljsi aPTC. V 180. in 240.
minuti (ob koncu) hemodialize je povezanost med obema spremen-
ljivkama podobna.

Razpravljanje

V raziskavi smo zajeli 11 bolnikov oziroma 22 epizod 4-urne
kroni¢ne hemodialize. Pri vseh bolnikih je zdravljenje trajalo Ze
nekaj ¢asa (24-172 mesecev), da lahko stanje bolnikov Stejemo za
stacionarno.

Kontrolna skupina zdravih oseb je nekaj mlajsa od bolnikov. Zdrave
starostnike je za raziskavo teZko naijti. Znano je, da se aktivnost AT
111 z leti ne spreminja, na izid aPTC pa vplivajo predvsem pogoji
izvedbe testa.

V zacetku so bolniki dobili heparin v bolusu in zatem v trajni
infuziji. Odmerek zdravila so dolocili Ze ob poprejsnjih hemo-
dializah, da ni prislo do koagulacije krvi v sistemu. Heparin je bilo
edino zdravilo, ki je vplivalo na hemostazo.

Aktivirani parcialni tromboplastinski ¢as (aPTC) je najbolj pogosto
uporabljana metoda za merjenje ucinka heparina na koagulacijo
krvi. Cas testa je tem daljsi, ¢im vedji je antitrombinski ucinek
heparina oziroma motnja v koagulaciji. Na izid testa lahko vplivajo
tevilni dejavniki, npr. pomanjkanje enega ali ve¢ koagulacijskih
faktorjev, prisotnost njihovih inhibitorjev, manj$a koncentracija
fibrinogena, trombocitni faktor 4 (5-7). Znano je, da vpliva na
aPTC uporabljeni laboratorijski reagent in drugi pogoji izvedbe
testa, npr. razli¢en koagulometer (8). Zaradi tega so podatki enega
laboratorija z drugim teZzko primerljivi. Zaenkrat ni mednarodnega
standarda za aPTC kot je npr. za protrombinski ¢as. Zelo malo je
bilo poskusov standardizacije testa (9, 10).

Proizvajalec reagenta, ki smo ga uporabili, priporoca, da napravimo
test v dveh urah po odvzemu krvi. Ugotovili smo, da so se izidi

aPTC heparinizirane plazme pomembno razlikovali, ¢e smo napra-
vili test takoj ali eno uro po odvzemu krvi. Pri aPTC neheparinizirane
plazme ni bilo takih razlik.To opazovanje nismo nasli opisano.
aPTC smo dolocili takoj po odvzemu krvi.

Farmakolo3ki u¢inek heparina lahko merimo na razlicne nacine,
npr. prek aPTC, aktiviranega ¢asa koagulacije, merjenja uc¢inka na
aktivirani faktor X in na trombin. Ni znano, kateri od laboratorijskih
preskusov daje boljSo informacijo o ravni in antikoagulacijskem
uc¢inku heparina (3). Razen tega je heparin meSanica razli¢nih
molekul z razli¢nimi farmakokineti¢nimi lastnostmi (3).

Za merjenje koncentracije heparina smo uporabili metodo po
Tienu in sod. z uporabo kromogenega substrata (4). Z njo dolocimo
koncentracijo heparina posredno prek inaktivacije aktiviranega
faktorja X in s pomodjo umeritvene krivulje.

Antitrombin III smo doloéili prek aktivnosti encima in ne prek
koncentracije beljakovine.

Raziskali smo odnos med uc¢inkom heparina na koagulacijo in
njegovo koncentracijo pri bolnikih med kroni¢no periodi¢no
hemodializo, kjer so uporabili heparin. Bolnike smo preiskovali v
stacionarnem stanju bolezni.

Domnevamo lahko, da pri teh bolnikih ni odstranjevanja heparina
prek ledvic (16, 17).

Ugotovili smo, da se raven heparina v plazmi ustali 120 minut po
odmerku heparina v bolusu in socasnem zacetku infuzije. 60 minut
po zacetku zdravljenja je koncentracija heparina pri posameznem
bolniku zelo razli¢na. Nismo je korigirali glede na zacetni odmerek
heparina (i.e./kg telesne teze). Vsekakor pa v tem ¢asovnem
preseku ni povezanosti med ravnijo heparina in njegovim u¢inkom,
¢e ga merimo prek aPTC. Domnevamo lahko, da je to posledica
velike koncentracije heparina in razpodelitve v obtoku in obenem
vzpostavljanja ravnovesja v mehanizmu odstranjevanja heparina.
Zmanjsanje udinka heparina na koagulacijo je prek dveh meha-
nizmov. Heparin se veZe na proteine v plazmi, na endotelijske
celice in monocite, izloca pa se prek ledvic (11-13). Hitro se
zmanjSuje antitrombinski ucinek heparina (inhibicija trombina),
verjetno zaradi vezave vedjih verig heparina na endotelijske celice
in monocite. Z endocitozo in depolimerizacijo heparina nastajajo
manijSe verige z ohranjeno sposobnostjo za inhibicijo aktiviranega
F X. Zato se po enkratnem dajanju nefrakcioniranega heparina
sasoma zvecuje odnos inhibicija F X : inhibicija trombina (14).
Cas aPTC se skrajSuje.

Po terapeviskih odmerkih heparina je antikoagulacijski (anti-
trombinski) uéinek heparina nelinearen zaradi kombinacije meha-
nizmov odstranjevanja: saturacija, t.j. vezava na proteine in celice,
je hitra, izlo¢anje skozi ledvici je poCasno. Zato z nara3Canjem
odmerka heparina ugotovimo neproporcionalnost antikoagulacij-
skega ucinka in tudi njegovega trajanja (3, 15).

Po 120. minuti zdravljenja s heparinom se njegova raven ni
pomembno spreminjala in v tem ¢asu je odnos med koncentracijo
in u¢inkom heparina predvidljiv. Domnevamo lahko, da je v ¢asu
stacionarnega stanja ucinek heparina, merjen prek aPTC, pred-
vidljiv.

Aktivnost AT Il se med hemodializo ni pomembno spreminjala,
da bi s tem vplivala na izid aPTC.

aPTC je razmeroma neprimeren test za oceno antikoagulacijskega
(antitrombinskega) uc¢inka v zacetnem obdobju zdravljenja s
heparinom, dokler ni doseZeno stacionarno stanje. Sele takrat
vrednosti aPTC lahko rabimo za prilagajanje terapetskega odmerka
heparina.
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Klju¢ne besede: kronicna mieloicna levkemija; kromosom Phi-
ladelphia; molekularno geneticne metode; hibridizacija po Sout-
hernu; reverzno transkripcijska — verizna reakcija polimerizacije

Izvle¢ek — Kronicna mieloicna levkemija (KML) je klonska mielo-
proliferativna bolezen, ki nastane z neoplasticno preobrazbo ma-
ticnib krvotvornib celic. Kromosom Philadelphia je prva opisana
kromosomska nepravilnost, ki so jo leta 1960 ugotovili pri KML. Ta
skrajsani kromosom 22 nastane z reciprocno translokacijo med
konénim segmentom 34 dolgega kraka (g) kromosoma 9 in se-
gmentom ql1, kromosoma 22 (1(9,22) (q34:q11)). Prelomno me-
sto_je na kromosomu 9 znotraj proto-onkogena ABL, na kromoso-
mu 22 pa znotraj gena BCR. Posledica translokacije 1(9,22)
(q34:q11) je tvorba hibridnega gena BCR-ABL na Ph kromosomut
in gena ABL-BCR na 9g+ kromosomu. Hibridni gen BCR-ABL ozna-
cuje himericni protein z molekularno maso 210 kd (p210BCR/
ABL), ki ga povezujejo z nekontrolivano proliferacijo levkemicnib
celic pri KML. Vloga gena ABL-BCR pri KML ostaja nejasna. Za
veliko vecino bolnikov s KML je kromosom Philadelphia specificni
oznacevalec neoplasticnega klona, ki ga ugotavljamo z razlicni-
mi metodami. Ob standardnib citogeneticnib metodab se pri ugo-
tavljanju bolezni in spremljanju minimalnega preostalega klona
levkemicnih celic po zdravijenju uporabljajo tudi zelo obcutljive
in specificne molekularno geneticne metode kot sta hibridizacija
po Southernu in reverzno transkripcijska veriZna reakcija polime-
rizacije. Z metodo hibridizacije po Southernu je mogoce ugotoviti
vec kot 95% kromosom Ph pozitivnib in tudi velik del kromosom Ph
negativnib bolnikov s KML. Reverzno transkripcijska verizna re-
akcija polimerizacije je izmed vseb najobcutljivejsa metoda in je
najprimernejsa za spremljanje bolnikov s KML v popolni citogene-
ticni remisiji po zdravljenju.

Uvod

Kroni¢na mieloi¢na levkemija (KML) je klonska mieloproliferativ-
na bolezen, ki nastane s trajno preobrazbo mati¢nih krvotvornih
celic. Ta prizadene mieloi¢ne, monocitne, eritroidne, megakari-
ocitne, celicno vrsto B in vcasih tudi celicno vrsto T. Zanjo je
znacilna strukturna kromosomska nepravilnost, reciprocna trans-
lokacija (1, 2), ki vodi do nastanka t.i. kromosoma Philadelphia
(1(9;22)(q34:q1 ). Kromosom Philadelphia (kromosom Ph) je zna-
¢ilen za 90% do 95% bolnikov s KML, 2-3% otrok z akutno limfo-
blastno levkemijo (ALL), 10-20% odraslih bolnikov z ALL, med-
tem ko se pri bolnikih z akutno mieloblastno levkemijo (AML) in
malignimi limfomi redko pojavi (3). Etiologija KML ni znana. Lah-

Key words: chronic myeloid leukaemia; Philadelphia chromoso-
me; molecular diagnostic methods; Southern blotting; reverse trans-
criptase — polymerase chain reaction (RT-PCR)

Abstract — Chronic myeloid leukaemia (CML) is a clonal myelo-
proliferative disorder resulting from the neoplastic transformation
of the primitive hemopoietic stem cell. The Philadelphia chromoso-
me (Ph chromosome) was the first described consistent chromoso-
me aberration identified in CML in 1960. This shortness chromo-
some 22 is a product of a reciprocal translocation involving the
long arm (q) of chromosome 9, band 34, and band q11 of chromo-
some 22, (1(9;22) (q34:q11)). Molecular analysis bas localized the
breakpoint on chromosome 9 to proto-oncogene ABL, and the bre-
akpoint on chromosome 22 to BCR gene. The 1(9:22) (q34:q11)
results in the formation of two hybrid genes, BCR-ABL on the Ph
chromosome and ABL-BCR on 9g+. The hybrid BCR-ABL gene en-
codes a chimeric protein with a molecular weight of 210 kd
(p210BCR/ABL) which is associated with the uncontrolled prolife-
ration of the leukaemic cells in the CML. The role of the ABL-BCR
fusion gene remains unknown. For the great majority of patients
with CML, the Ph chromosome is a specific marker of the mali-
gnant clone that can be detected by different methods. The stan-
dard cytogenetic and also sensitive and specific molecular met-
hods like Southern blotting and reverse transcriptase— polymerase
chain reaction (RT-PCR) can be used in the diagnosis and follow-
up of the minimal residual disease in the CML patients. Using Soul-
hern blotting, a rearrangement is detectable in more than 95% of
Ph-positive cases and also in a significant proportion of Ph-nega-
tive cases. RT-PCR is by far the most sensitive assay and is most
appropiate for monitoring patients who are in complete cytogene-
tic remission.

ko nastane po obsevanju z ionizirajo¢imi Zarki. Preziveli v atomski
nesreci v Hirosimi in Nagasakiju so imeli znatno vecjo pogostnost
za KML (2). Bolezen poteka v dveh ali treh obdobjih. Zacetno
kroni¢no obdobje navadno vodi preko vmesnega oziroma po-
speSenega poteka bolezni do blastne preobrazbe. Bolezen se lah-
ko iziemoma pojavi z blastno preobrazbo Ze ob ugotovitvi bolezni
(1.

Molekularne spremembe pri KML

Kromosom Philadelphia je prva opisana kromosomska nepravil-
nost, ki so jo leta 1960 ugotovili pri KML (4). Sprva so mislili, da
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SL 1. Prikaz prekinitvenib mest v genu ABL in BCR pri reciprocni translokacifi 1(9;22)

(g34:q11) in kromosoma Philadelpbia pri KML. Okvirji prikazujejo eksone, povezovalne

Crte pa introne. Z vodoravnimi dvoglavimi puscicami so prikazana vecja (major-ber; M-
ber), manjsa (minor-ber; m-ber) in mikro (micro-ber; m-ber) prekinitvena podrocja (break-

point cluster region) v genut BCR.

Fig 1. Schematic representation of the ABL and the BCR genes with breakpoint locations in

reciprocal translocation 1(9;22)(q34:q11) and the Philadelphia chromosome associated

with CML. Exons are represented by boxes and introns by connecting borizontal lines.

Major (M-bcr), minor (m-ber) and mikro (m-ber) breakponit cluster regions in BCR gen
are illustrated by double-headed horizontal arrows.

gre za delecijo kromosomov, vendar so leta 1973 z izbolj$animi
nadini proganja ugotovili (5), da skrajsani kromosom 22 nastane
kot posledica recipro¢ne translokacije med dolgim krakom (q)
kromosoma 9, v predelu konc¢nega segmenta 34, in segmentom
qll, kromosoma 22 (1(9;22) (q34;q11)). Prelomno mesto se na
kromosomu 9 nahaja znotraj proto-onkogena ABL, na kromoso-
mu 22 pa znotraj BCR gena. Nukleotidno zaporedje obeh genov je
znano (7). Posledica translokacije ni samo tvorba hibridnega gena
BCR-ABL na kromosomu Ph ampak tudi hibridni gen ABL-BCR na
kromosomu 9q+, ki so ga ugotovili pri pribilizno dveh tretjinah
bolnikov s KML. Vloga tega transkripcijsko aktivnega gena pri
KML ostaja nejasna (3). Velikost proteina, ki ga oznacuje hibridni
gen BCR-ABL preko himeri¢ne prenaalne RNA (messenger RNA;
mRNA), se spreminja zaradi razli¢nih prelomnih mest znotraj gena
BCR na kromosomu 22, ki vsebuje 23 eksonov. Do danes so
ugotovili tri podrodja prelomnih mest (breakpoint cluster region;
ber) na genu BCR: vedje (major-ber; M-ber), manje (minor-ber;
m-ber) in mikro (micro-ber; m-ber), ki se zelo redko pojavi (6).
Pri KML se velika vecina prelomov pojavi znotraj vecjega podrodja
(M-bcer). To podrodje je dolgo 5,8-kilobaznih parov (kb) in vsebu-
je pet eksonov, oznacenih z 12 do 16. Vendar jih danes najveckrat
oznacujemo na star nacin z bl do b5. Cepitev nastane (8) znotraj
intronskega zaporedja med eksoni b3 in b4 ali med b2 in b3 BCR
gena (sl. 1).

Gen ABL vsebuje dva alternativna prva eksona 1b in la ter 10
dodatnih eksonov (sl. 1). Prelom lahko nastane znotraj ve¢ kot
300 kb dolgega podrocja od 5' konca do eksona 2 v genu (9).
Nastaneta lahko razli¢na hibridna gena (sl. 1), ki zdruZujeta ekson
a2 gena ABL z eksonom b2 (b2a2) ali eksonom b3 (b3a2) gena
BCR (10). Ceprav nastala hibridna gena lahko vkljucujeta eksona

all ABL 1a in 1b, pa iz njih prepisana mRNA
vsebuje le sti¢is¢e eksonov b2a2 ali b3aZ2.
Hibridni molekuli BCR-ABL mRNA ozna-
¢ujeta himeri¢ni protein, molekularne mase
210 kD (p210*48L) Ta protein ima vedjo
tirozin kinazno aktivnost kot protein, ki
ga oznauje normalni gen ABL. Moleku-
larna masa slednjega je 145 kD (2). Za
himeri¢ni protein p210***" se predvide-
va, da ima onkogensko aktivnost. Menijo,
da je odgovoren za nekontrolirano proli-
feracijo levkemicnih celic, kar so potrdili s
preizkusi in vitro in in vivo pri misih (11—
13).

ManjSe prelomno podrodje (m-ber) je so-
udelezeno pri nastanku kromosoma Ph
pri dveh tretjinah bolnikov s kromosom
Ph pozitivno ALL in le redko pri KML. Ce-
pitveno mesto se nahaja znotraj intron-
skega zaporedja med dvema alternativni-
ma eksonoma €2’ in €2 (sl. 1). Nastane
hibridni gen BCR-ABL, brez dveh ekso-
nov el' in e2', ki se prepiSe v 7,5-kb velik
eksona ela2. Pri translaciji nastane 190 ali
185 kD velik protein BCR-ABL (p190%*
A8y ki se redko pojavlja primarno pri KML
(3, 14). Ta protein ima priblizno petkrat
vedjo tirozin kinazno aktivnost kot p210"#
Bl in ga zato pogosteje povezujejo z akut-
no kot s kroni¢no mieloi¢no levkemijo (15).
Protein p230"*4" se zelo redko pojavlja
pri Ph pozitivnih levkemijah in je posledi-
ca prekinitve v mikro podrocju gena BCR.
Tako kot prej$nja proteina ima tudi ta tiro-
zin kinazno aktivnost (16).

Opisani so bili Se redki primeri KML, pri
katerih je bilo prekinitveno mesto v genu
BCR zunaj obi¢ajnih treh podrocij ali pa je
§lo za nenavadne prekinitve znotraj gena ABL. Slednje je privedlo
do transkriptov BCR-ABL s sti¢is¢em med eksoni b2a3 ali b3a3.
Opazeni so bili tudi nepravilno zdruZeni transkripti, ki so vsebo-
vali spremenljivo dolZino vgrajenega intronskega zaporedja (3).
Ph-negativna KML obsega primere, pri katerih se lahko z moleku-
larnimi metodami ugotovi znadilen gen BCR-ABL. Drugi bolniki
so BCR-ABL negativni in imajo obi¢ajno druga¢no obliko bolezni
(3.

Dodatne kromosomske nepravilnosti so znacilne za pospeSeni
potek bolezni. Najpogostejsi so pojavi dodatnega kromosoma Ph,
trisomija 8 in izokromosom 17q. Te spremembe pa niso tako
stalne kot je primarna translokacija t(9;22) (2). Kjub novim zna-
njem pa vzroki za napredovanje bolezni ostajajo neznani (6),

Molekularno geneti¢ne metode za
ugotavljanje in spremljanje KML

Za velik del bolnikov s KML je kromosom Ph specifi¢ni oznaceva-
lec malignega klona. Obic¢ajna metoda za ugotavljanje bolezni in
za ugotavljanje kakovosti remisije bolnikov po zdravljenju je cito-
geneti¢na analiza metafaz v celicah kostnega mozga (17). Hibridi-
zacija po Southernu analizira genomsko DNA in dolodi, ¢e je gen
BCR preurejen. Reakcijo, pri kateri iz specificne mRNA z nasprot-
nim prepisovanjem dobimo komplementarno DNA (complemen-
tary DNA; ¢cDNA) in naprej DNA z veriZno reakcijo polimerizacije,
imenujemo anglesko reverse transcriptase — polymerase chain
reaction (RT-PCR). S to reakcijo lahko dolo¢imo prisotnost ali
odsotnost transkripta BCR-ABL. S hibridizacijo Western analizira-
mo lizirane celice in dolofamo prisotnost ali odsotnost proteina
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BCR-ABL. Pri fluorescen¢no in situ hibri-
dizaciji (FISH) pa z uporabo barvno ozna-
¢enih delcev DNA za BCR in ABL nukle-
otidna zaporedja gena ugotavljamo hibri-
dni gen BCR-ABL na interfaznih in/ali me-
tafaznih kromosomih v celicah (18).

Ugotavljanje minimalnega
preostalega klona
levkemic¢nih celic

V zadnjem ¢asu potekajo Stevilne raziska-
ve za ugotavljanje minimalnega preosta-
lega klona levkemi¢nih celic (\minimal re-
sidual disease«) pri bolnikih s KML po
zdravljenju (19, 20). Ob ugotovitvi bole-
zni ali pri ponovitvi imajo bolniki s KML
navadno ve¢ kot 10" malignih celic. V re-
misiji pa je od 0 pa do najve¢ 10" levke-
micnih celic (citogenetika, hibridizacija po
Southernu, hibridizacija Western). RT-PCR
je do zdaj najbolj obcutljiva metoda, ker
lahko zazna eno samo maligno, pozitivno
celico BCR-ABL med 10° do 10° normalni-
mi celicami. Vendar lahko tudi pri BCR-
ABL RT-PCR negativnih bolnikih preosta-
nek malignih celic, ki jih metoda ni zazna-
la, povzroci povrnitev bolezni. Pomen ugo-
tavljanja minimalnega preostalega klona
levkemicnih celic je omogoditi ustreznejso
oceno uspeha zdravljenja, oceniti verjet-
nost ponovitve bolezni in izbrati najpri-
mernejsi nacin zdravljenja. Pri KML to lah-

Himeri¢ni gen
BCR-ABL // I I l H//
b1 b2 b3+

b+ la+ a2
| ]

odstranjeno zaporedje nukleotidov

v

prepisovanje in dozorevanje mRNA

Himeri¢na

mRNA a3 in ostali ABL eksoni

5 'BCR eksoni b1 b2 b3+ | a2

cDNA sinteza €—— 1 ABL oligonukleotidni zacetnik

<—C 1 ABL oligonukleotidni
[5 'BCR eksoni 1 bi]b2 b3+ a2 ] PCRzacetnik
M-bcr PCR oligonukleotidni

zadetnik / \

b3 [ ABL‘ b1

Komplementarna
cDNA

‘ b1 b2 |ABL|

Pridelek PCR z b3 eksonom Pridelek PCR brez b3 eksona

SL. 2. Dolo¢anje bimeri¢ne BCR-ABL mRNA s pomocjo reverzno transkripcijske — verizne
reakcije polimerizacije. Okvirji na himericnem genu BCR-ABL prikazujejo eksone. Ekson
b3+ oznacuje njegovo spremenljivo prisotnost v himericnem genu in transkripti mRNA.
Fig 2. Detection of the BCR-ABL chimeric mRNA by the RT-PCR. Boxes on the chimeric BCR-
ABL gene denote exons. Exon b3t denotes the variable presence of this exon in the

ko pomeni odlocitev o presaditvi kostne-
ga mozga (18).

Hibridizacija po Southernu

Ta analiza temelji na ugotovitvi, da se cepitveno mesto znotraj
gena BCR navadno pojavi v zelo omejenem predelu, tj. 5,8 kb
velikem glavnem podro¢ju (M-ber) gena BCR (sl. 1). Genomsko
DNA cepimo z do tremi restrikcijskimi encimi. Nato jo lo¢imo na
agaroznem gelu in prenesemo na trdno podlago. Sledi hibridiza-
cija z enim ali dvema kratkima oznacenima delcema DNA (DNA
sondama) iz M-bcr podrodja (18, 21). Z avitoradiografijo prikaZe-
mo madez, ki ustreza nespremenjenemu alelu BCR. Pri bolnikih s
KML sta lahko prisotna eden ali dva dodatna madeZza. Ta ustrezata
preureditvi BCR-ABL na kromosomu Ph in/ali recipro¢ni preure-
ditvi na 9+ kromosomu. Na ta nacin je mogoce zajeti ve¢ kot 95%
Ph pozitivnih bolnikov in tudi znatni del Ph-negativnih bolnikov s
KML (18, 22). V redkih primerih je ta analiza negativna zaradi
cepitvenega mesta zunaj omenjenega podrodja ali mutacije priza-
detega alela BCR (18). Z denzitometri¢nim merjenjem avtoradi-
ografskega signala lahko ocenimo deleZ celic s preureditvijo BCR.
To naredimo tako, da izracunamo koli¢nik, ki je opredeljen kot 2-
krat preurejen signal deljen s seStevkom preurejenega in normal-
nega signala. Molekularne spremembe po zdravljenju na osnovi
razmerja BCR se znatno razlikujejo od opredeljenih citogeneti¢nih
(19, 23). Na osnovi izkustvenih povezav med citogeneti¢nimi spre-
membami in zdravljenjem lahko predvidijo uspeh zdravljenja (19).
Za analize se uporablja periferna venska kri, saj je spremenjen
klon celic v periferni krvi in kostnem mozgu (18).

VeriZna reakcija pomnoZevanja DNA

Verizna reakcija polimerizacije omogoca hitro in specificno po-
mnozevanje dolocenega segmenta genomske DNA in vitro s po-

chimeric gene and mRNA transcript.

modjo termostabilne polimeraze DNA in ustreznih oligonukleoti-
dnih zaetnikov. Nukleotidno zaporedje le-teh se prilega na 5’
konec vsake od verig taréne DNA, med katerima je del DNA, ki se
pomnozuje.

Pri KML so cepitvena mesta za t(9,22), Se posebej znotraj gena
ABL, Siroko razpriena, zato ne omogodajo uporabiti preposto
analizo PCR na osnovi genomske DNA, Za ugotavljanje se upo-
rablja himeri¢na specifi¢na mRNA, znacilna za KML. Ta se najprej
prepie v komplementarno DNA z uporabo naklju¢nih ali speci-
fi¢nih oligonukleotidov ABL in encimov, ki omogocajo tak prepis.
Komplementarna DNA je osnova za verizno reakcijo polimeriza-
cije s pomocjo oligonukleotidnih zacetnikov (sl. 2), ki se prilegajo
v M-ber (ekson 1 ali 2) in podrocju ABL (ekson 2 ali 3) (21).

Z agarozno ali poliakrilamidmo gelsko elektroforezo dolo¢imo
velikost pomnoZene DNA iz himeri¢nega gena. Pri veliki vecini
bolnikov s KML sta moZna dva razli¢no velika pridelka verizne
reakcije polimerizacije (b3a2, b2a2), ki se razlikujeta za 75 bp. Ta
dolzina predstavlja M-bcr ekson 3 (sl. 2). Redko sta pri istem
bolniku prisotna oba (21). S ponovnim pomnoZevanjem v prvi
reakciji dobljene DNA s pomocjo oligonukleotidnih zacetnikov, ki
se prilegajo znotraj prej pomnoZenega dela DNA, se poveca obcu-
tliivost reakcije. Ta metoda se imenuje ‘nested PCR’ in je posebej
primerna za spremljanje bolezni bolnikov v remisiji bolezni (19).
Ob¢utljivost in specifitnost te reakcije se lahko Se naprej poveca z
razli¢nimi hibridizacijskimi metodami kot je npr. metoda po Sout-
hernu ali kolorimetricna metoda (DNA Enzyme Immunoassay,
DEIA), ki temelji na uporabi monoklonskih protiteles, ki specific-
no reagirajo z dvojno vija¢no DNA, tj. hibridizirano DNA (24). Za
diagnosti¢ne vzorce je bila predlagana tudi ti. veckratna verizna
reakcija polimerizacije (multiplex PCR). Pri tej se socasno doloca
ve¢ vrst transkriptov BCR-ABL in transkript BCR kot interna kon-
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trola v eni sami reakciji (25). Ta metoda omogoca detekcijo tipic-
nih transkriptov BCR-ABL kot so b2a2 in b3a2, neznadilnih zdru-
Zitev kot npr. transkriptov brez eksona ABL 2 (b2a3 in b3a3) ali
transkriptov, ki jih dobimo izven podroéja M-ber, tj. ela2 ali e6a2
(25, 20).

Izsledki preiskav v krvi in kostnem mozgu bolnika so podobni,
tako da se za diagnostiko obicajno uporablja periferna kri bolni-
kov (18). Metoda je hitra in daje rezultate Ze v 24 do 48 urah. Ima
pa tudi nekatere pomankljivosti. Zaradi velike obcutljivosti meto-
de je vedja nevarnost napaénih pozitivnih rezultatov. Zaradi tega
je potrebno preprediti kontaminacijo novih vzorcev z DNA iz
prejsnjih reakcij in izvesti negativne in pozitivne kontrole istoca-
sno z vzorcem. Napacno negativni rezultati se lahko pojavijo tudi
zaradi razpada RNA v vzorcu. Ta moZnost se izkljuci s pomnoZe-
vanjem kontrolnega zaporedja mRNA, ki nastane iz ABL ali nes-
premenjenega gena BCR. Neznacilna prelomna mesta tudi lahko
vodijo do pojava napacno negativnih rezultatov (21).

Verizna reakcija polimerizacije je visoko obcutljiva preiskava za
ugotavljanje preostalega malignega klona levkemi¢nih celic po
presaditvi kostnega mozga in po terapiji z interferonom-o.. Izsled-
ki raziskav potrjujejo, da je bila vec¢ina bolnikov s KML prvih Sest
mesecev po presaditvi kostnega mozga PCR pozitivna, kar zmanj-
Suje prognosticni pomen preiskave. Pozitivni izsledek PCR po vec
kot 6 mesecih po transplataciji je lahko povezan z zvecano nevar-
nostjo ponovitve bolezni. Bolniki, z negativnim PCR rezultatom
ved kot eno leto po presaditvi kostnega mozga, imajo manjSe
tveganje za povrnitev bolezni. S to kvalitativno preiskavo pa ne
moremo predvideti ponovitve bolezni pri posameznem bolniku.
Znani so primeri, ki so ostali v klini¢ni in citogeneti¢ni remisiji eno
do dve leti po presaditvi kostnega mozga kljub pozitivnim rezul-
tatom PCR (18, 19). Zato je bila razvita zahtevna kvantitativna
metoda verizne reakcije polimerizacije za dolo¢anje ostanka trans-
kriptov BCR-ABL, t.i. kompetitivna metoda PCR (competitive PCR).
Standardiziran rezultat se izrazi kot razmerje BCR-ABL proti no-
rmalnemu transkriptu ABL (notranji standard) v odstotkih (19).
Raziskave so potrdile, da se rezultati kvantitativnega PCR dobro
ujemajo s citogeneti¢nim ugotavljanjem Ph kromosoma (27). Pri
bolnikih po presaditvi kostnega mozga je naras¢anje BCR-ABL
mRNA najavilo ponovitev bolezni (28, 29). Po zdravljenju z IFN-o.
lahko doseZemo morfolosko in citogeneti¢no remisijo, vendar s
PCR metodo prikazemo ostanek ali samo trenutno izgubo hime-
ricne mRNA (18, 19, 30). Bolnikom, katerim se znatno spreminja
razmerje BCR-ABL/ABL ali BCR, je potrebno narediti citogenetic-
ne preiskave. S citogeneti¢nimi preiskavami lahko ugotovijo do-
datne kromosomske nepravilnosti, ki so znak razras¢anja mali-
gnega klona celic Ze pred pojavom klini¢nih znakov (19).

ZaKkljucek

Odzivnost na zdravljenje KML je pomemben prognosti¢ni kazalec
pri oceni napovedi poteka bolezni ter izbiri najustreznej$ega naci-
na zdravljenja. Se vedno ostaja vprasanje, kako najbolje spremljati
odgovor bolnikov na zdravljenje. Molekularna doloéitev translo-
kacije t(9,22) in poznavanje strukture hibridnih genov BCR-ABL
sta omogocili ugotavljanje in spremljanje bolezni z molekularno
geneti¢nimi metodami, kot je hibridizacija po Southernu, rever-
zno transkripcijska — verizna reakcija polimerizacije (RT-PCR),
fluorescen¢na hibridizacija in situ (FISH) in hibridizacija Western.
Vse so pomembne dopolnilne preiskave, s katerimi lahko znatno
izboljSsamo oceno uspeha zdravljenja pri bolnikih s KML.
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SPREMEMBE gTEYILA IN PROSTORNINE TROMBOCITOV
PRI IDIOPATICNI TROMBOCITOPENICNI PURPURI
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Kljuéne besede: povprecni volumen trombocitov; regulacija trom-
bocitopoeze; ITP

Izvlecek — [zhodii¢a. Povprecna prostornina trombocitov (MPV)
se v pogojib stresne trombocitopoeze labko zveca. Pri idiopaticni
trombocitopenicni purpuri (ITP) gre za spremenjene pogoje nasta-
Janja trombocitov in bi motnja labko vplivala na MPV. Ce uposte-
vamo hipotezo o regulaciji trombocitopoeze prek vzdrZevanja stal-
ne kolicine (stevilo x prostornina) trombocitov, potem je lahko odnos
med stevilom trombocitov in MPV obranjen tudi pri ITP.

Metode. Preiskali smo 29 zdravib krvodajalcev in 73 bolnikov z
ITP (32 nezdravljenib, 25 zdravljenib z glukokortikosteroidi /GK,
16 po splenektomifi /SPL/). Stevilo trombocitov in MPV smo dolocili
s pomocjo stevca Coulter STKS Systems. Vzorce krvi smo vzeli v
epruveto s K-EDTA. Stevilo trombocitov in MPV smo doloili eno
wro po odvzemu krvi,

Rezultati. Ugotovili smo statisticno pomembne razlike med MPV
kontrolne skupine in MPV bolnikov z ITP. Razlike so najvecije pri
bolnikib po splenektomifi, manjse pri nezdravijenib in zdravlje-
nih z GK. Obstaja pomembna negativna povezanost med stevilom
trombocitov in MPV pri zdravib in pri bolnikib po splenektomiji.
Povezanosti ni pri zdravljenib z GK in nezdravijenib z ITP.

Zakljucki. MPV je pri ITP zvecan, ni pa razlik med zdravljenjem
na razli¢en nacin. Ni mogoce oceniti, e stopnja motnje vpliva na
MPV. Obstaja negativna povezanost med stevilom in MPV pri zdra-
vibh in bolnikih po splenektomifi. Povezanosti ni pri tistib, ki niso
zdravljeni ali pa so zdravljeni z GK. Labko, da je to posledica
vpliva trombocitov, zadrZanib v vranici. Ce upostevamo hipotezo
o regulaciji trombopocitoeze prek kolic¢ine trombocitov, je ta meha-
nizem obranjen pri ITP po splenektomiji.

Uvod

Stevilo trombocitov v krvi se spreminja in je pri zdravih osebah
razli¢no. Ce sodimo samo po Stevilu trombocitov, je kontrola
nastajanja trombocitov zelo nenatanéna. Ugotovili so, da je Stevilo
v obratnem sorazmerju s povpre¢no prostornino trombocitov (MPV,
mean platelet volume): osebe z majhnim 3tevilom imajo velike
trombocite in obratno. Znano je tudi, da je koli¢ina trombocitov
(3tevilo x prostornina, MPV) konstantna, da pa zakonitost ne velja
v vsem obmodcju razmeroma Sirokih meja normalnega (1-4). Vzrok
je lahko nenatan¢na ocena koli¢ine trombocitov zaradi tromboci-
tov v krvnem obtoku vranice (2).

Key words: mean platelet volume; regulation of thrombopoesis;
TP

Abstract —Background. Mean platelet volume (MPV) is increased
in stress thrombopoesis. Conditions for platelet production in idi-
opathic thrombocytopenic purpura (ITP) are changed and the sa-
me is true after treatement. These possibly could bave influence on
MPV. If we belive the hypothesis that platelet production is regula-
ted to maintain a constant circulating platelet mass, there could be
the correlation between platelet number and MPV in ITP.

Methods. 29 bealty blood donors and 73 patients with ITP were
examined. Blood samples with K-EDTA were analysed by cell co-
unter Coulter STKS System for platelet number and MPV. Analyses
were done one bour after venepuncture.

Results, There are statistically significant differences for MPV in
I1TP patients and controls. Differences are more pronounced dafter
splenectomy and less in patient groups with no treatement or with
corticosteroids. There is a negative correlation between platelet num-
ber and MPV in controls and splenectomy group of patients. No
correlation was found in patient group with no treatement or with
corticosteroids.

Conclusions, MPV is increased in ITP. There is a significant nega-
tive correlation between platelet number and MPV in controls and
splenectomy group of patients. No correlation was found for plate-
let number and MPV in corticosteroids and no treatement group of
patients. Platelet pool in the spleen, which can not be assesed, pro-
bably influence the data for these patient groups. If we consider the
hypothesis that platelet production is regulated to maintain a con-
stant circulating platelet mass, than such a mechanism is opera-
ting in ITP after splenectomy.

Pri bolnikih s kroni¢no idiopati¢no trombocitopeni¢no purpuro in
pri nekaterih podedovanih boleznih z majhnim 3tevilom trombo-
citov, npr. sindromu Bernard-Souliers so ugotovili zveCan MPV (5,
6). Ce je pri zve¢anem Stevilu trombocitov tudi MPV zelo velik, gre
verjetno za avtonomno produkcijo trombocitov, npr. pri mielo-
proliferativni bolezni (7).

Namen raziskave

Pri nastajanju trombocitov pod spremenjenimi pogoji (stresna trom-
bocitopoeza) je povprecna prostornina trombocitov (MPV) lahko
zvedana (5, 8).
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Pri kroni¢ni idiopati¢ni trombocitopeniéni purpuri (ITP) gre za
nastajanje trombocitov pod spremenjenimi pogoji. Domnevamo,
da bi motnja, grobo ocenjena prek stevila trombocitov (vedja stop-
nja motnje — manjse Stevilo), lahko vplivala na MPV,

Ce upostevamo hipotezo o regulaciji trombocitopoeze prek vzdr-
Zevanja stalne koli¢ine trombocitov, potem je odnos med Stevilom
trombocitov in MPV ohranjen lahko tudi pri ITP.

Bolniki in nacin dela

Ponovno smo pregledali 73 od 262 bolnikov z kroni¢no idiopatic-
no trombocitopeni¢no purpuro (ITP), ki smo jih zdravili v Hema-
toloski kliniki v Ljubljani v letih 1984 do 1994. Ostali, ki jih nismo
mogli pregledati, so spremenili bivalis¢e, umrli ali pa so javili, da
se pocutijo zdravi in se niso odzvali za pregled.

V kontrolni skupini je bilo 29 zdravih krvodajalcev (11 mogkih in
18 Zensk), starih 36,8+8,2 (22-49) let. Starosti obeh podskupin se
nista pomembno razlikovali (p = 0,03).

Za vse pregledane bolnike smo imeli medicinsko dokumentacijo.
Ugotovili smo nadin zdravljenja. Ponovno smo preverili, ¢e gre za
ITP.

Za ITP smo &teli bolnike 1. brez simptomov in znakov bolezni ali
le s krvavitvami zaradi trombocitopenije, 2. brez zvecane vranice
in jeter, 3. z izolirano trombocitopenijo ali trombocitopenijo in
anemijo po krvavitvi, 4. s citolosko normalnim kostnim mozgom
in zvecanim Stevilom megakariocitov, 5. bolniki niso jemali zdra-
vil, niso imeli predhodne okuZbe, sistemske in krvne bolezni (9).
Po nacinu zdravienja smo bolnike z ITP razvrstili v tri skupine:
brez zdravljenja (ITP-0) 32 bolnikov,

zdravljeni z glukokortikosteroidi (ITP-GK) 25 bolnikov,
zdravljeni z GK in zatem s splenektomijo (ITP-SPL) 16 bolnikov.
V vseh treh skupinah je bilo ved zensk kot moskih, odnos je 1,2—
4:1.

Starost skupin je bila tale:

ITP-O 53,5+21,3 (17-80) let,

ITP-GK 50,8+19,4 (21-86) let,

ITP-SPL je bila 40,11£9,8 (20-53) let.

Bolniki skupin ITP-O in ITP-GK so bili starejsi od kontrolne sku-
pine (p = 0,000). Ti dve skupini bolnikov se med seboj sicer nista
pomembno razlikovali po starosti (p = 0,6). Skupina ITP-SPL in
kontrolna skupina se po starosti nista razlikovali (p = 0,02).

Po klini¢nem pregledu smo vzeli 3 ml krvi v epruveto Vacutainer
Hemogard s K-EDTA. Napravili smo krvno sliko, dolodili stevilo
trombocitov in povpre¢no prostornino trombocitov (MPV).
Krvno sliko, stevilo trombocitov in MPV so dolocili s pomocdjo
Stevca Coulter STKS Systems, skladno z navodili proizvajalca apa-
rata.

Referencne vrednosti za Stevilo trombocitov in MPV najdemo v
tabeli 1 in 2.

Pred zacetkom statisticne analize smo preskusili in ugotovili, da
podatki kontrolne skupine za Stevilo trombocitov in MPV ustreza-
jo normalni porazdelitvi.

Statisticno analizo smo napravili s programom Statistica, Uporabili
smo parametricne in neparametri¢ne teste. Koeficient korelacije
smo izracunali po Pearsonu in Kendall Tau.

Sklepe smo sprejeli z manj kot 5% tveganjem (p < 0,05).

Rezultati

Stevilo trombocitov kontrolne skupine in skupine bolnikov na-
vajamo v tabeli 1.

Obstajajo statisticno pomembne razlike Stevila trombocitov med
kontrolno skupino in skupino ITP-0 ter ITP-GK (p = 0,000), med
obema skupinama (ITP-0 in ITP-GK) pa so razlike majhne (p =
0,19).

Ni razlike med kontrolno skupino in ITP-SPL (p = 0,44).
Povprecno prostornino trombocitov (MPV) smo prikazali v tabeli

Tab. 1. Stevilo trombocitov kontrolne skupine in skupine bolniko
zITP.

Tab. 1. Platelet number in control group and in ITP patients.
Skupina Stevilo rombocitov
Group Platelet number

[X:t._\'.(l.) x 10%L

Kontrolna skupina

. 227,0+£43,50
Control group

ITP-0 91,0378

ITP-GK 112,2479,70

ITP-SPL 205,5+144,4

ITP ~ Idiopati¢na trombocitopenicna purpura / Idiopathic thrombocyiopenic
purpura

ITP-0 - Bolniki z ITP brez zdravljenja / ITP patients without treatment

ITP-GK ~ Bolniki z ITP zdravljeni z glukokortikosteroidi / ITP patients treated with
glucocrticosteroids
ITP-5PL — Bolniki z ITP po splenektomiji / ITP patients after splenectomy

Tab. 2. Povprecna prostornina trombocitov (MPV) kontrolne skii-
pine in bolnikov z ITP.

Tab. 2. Mean platelet volume (MPV) in control group and in ITP

patients.

Skupina MPV (X#s.d.) x 10%L
Group
Kt)rltff:]ﬂ;l skupina 88411
Control group
ITP-0 9.011,2
ITP-GK 9,9+¢1,9
ITP-SPL 10,46£1,3
ITP — Idiopati¢na trombocitopeniéna purpura / Idiopathic thrombocytopenic

purpura
ITP-0 - Bolniki 2 TTP brez zdravljenja / ITP patients without treatment

ITP-GK — Bolniki 2 ITP zdravljeni z glukokortikosteroidi / ITP patients treated with
glucocrticosteroids
ITP-SPL — Bolniki z ITP po splenektomiji / ITP patients after splenectomy

Tab. 3. Odnos med stevilom in povprecno prostornino trombocitor

(MPV).

Tab. 3. Platelet number in corvelation with mean platelel volume
(MPV). .

Skupina Korelacijski koeficient (r)

Group Correlation coefficient (r)

Stevilo trombocitov pri kontrolni skupini —4.41

Platelet number in control group

Stevilo trombocitov pri ITP vsi holniki -0,14

Platelet number in [TP patients

Stevilo trombocitov pri ITP-0 -0,25

Platelet number in ITP-0

Stevilo trombocitov pri ITP-GK -0,29

Platelet number in ITP-GK

Stevilo trombocitov pri ITP-SPL -0,66

Platelet number in ITP-SPL

ITP — Idiopaticna trombocitopeni¢na purpura / ldiopathic thrombocytopenic

purpura
ITP-0 - Bolniki z ITP brez zdravljenja / ITP patients without treatment

ITP-GK — Bolniki z ITP zdravljeni z glukokortikosteroidi / ITP patients treated with
glucocrticosteroids
ITP-SPL — Bolniki z ITP po splenektomiji / ITP patients after splenectomy

MPV kontrolne skupine in skupine ITP-0 (p = 0,001) ter kontrolne
skupine in ITP-GK (p = 0,022) je statisti¢no pomembno razlicen.
Enako velja za MPV kontrolne skupine in skupine ITP-SPL (p =
0,0003). Ni razlik MPV, ¢e primerjamo skupini ITP-0 in ITP-GK (p
=0,95), ITP-0 in ITP-SPL (p = 0,19).

Obstajajo torej statisticno pomembne razlike med MPV kontrolne
skupine in MPV bolnikov z ITP. Zdi se, da so razlike najvecje pri
bolnikih z ITP po splenektomiji, manj$e pa pri nezdravljenih in
zdravljenih z glukokortikosteroidi.
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Sl 1. Odnos med Stevilom (X x 10°/L) in povpreéno prostornino
trombocitov (MPV : fl) pri kontrolni skupini.

Fig. 1. Correlation between platelet number (X x 10°/L) and mean
platelet volume (MPV : fl) in control group.
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SL. 1. Odnos med stevilom (X x 10°/L) in pouprecno prostornino
trombocitov (MPV : fl) pri OTP-0 (ITP brez zdravijenjea).

Fig. 1. Correlation between platelet number (X x 10°/L) and mean
platelet volume (MPV : fl) in ITP-0 (ITP without treatment).

Povezanost med Stevilom trombocitov in MPV je prikazana v tabeli
3, grafi¢ni prikaz za posamezne skupine bolnikov je na slikah 1, 2
in 3.

Obstaja pomembna negativha povezanost med Stevilom trombo-
citov in MPV pri zdravih in bolnikih z ITP po splencktomiji. Te
povezanosti ni pri bolnikih, ki jih nismo zdravili in pa pri tistih, ki
smo jih zdravili z glukokortikosteroidi.

Razpravljanje

V raziskavi je bila pripravljena sodelovati le tretjina, ki smo jih
pregledali ali zdravili zaradi kronic¢ne idiopati¢ne trombocitopeni¢ne
purpure (ITP) v obdobju desetih let. Ve¢inoma se niso odzvali
tisti, ki so imeli zmerno trombocitopenijo in je bila to nakljuc¢na
najdba, ko so napravili krvno sliko.

Skupini bolnikov ITP-0 (nezdravljeni) in I'TP-GK (zdravljeni z
glukokortikosteroidi), sta po starosti razli¢ni od kontrolne skupine,
med seboj pa se ne razlikujeta. Skupina splenektomiranih (ITP-
SPL) bolnikov se po starosti ne razlikuje od kontrolne skupine.
Razlog za neuravnoteZenost kontrolne in preiskovane skupine po
starosti je dejstvo, da zdravih starostnikov za preiskavo prakti¢no
ni mogoce najti. To ne predstavlja vira napak, saj niso ugotovili
pomembnih razlik v Stevilu trombocitov pri odraslih osebah
razli¢nih starosti (10). Obstaja zelo Siroko obmodje normalnih
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SL. 3. Odnos med Stevilom (X x 10°/L) in povpreéno prostormino
trombocitov (MPV ; fl) pri ITP-GK (TTP zdravljena z glukokortiko-
steroidi).

Fig. 3. Correlation between platelet number (X x 10°/L) and mean
platelet volume (MPV : fl) in ITP-GK (ITP treated with glococortico-
steroids)

vrednosti za Stevilo trombocitov. Vzrok za to so tudi izrazita
sezonska nihanja Stevila trombocitov, z vihom v obdobju decem-
ber—februar (10). Preiskovanje bolnikov smo opravili v petih tednih,
poleti.

Vzorec krvi smo vzeli v epruveti s K-EDTA. Znano je, da se MPV
pod temi pogoji spreminja po odvzemu krvi. Ugotovili so, da so
spremembe Stevila rombocitov in MPV nepomembne, ¢e opravimo
preiskavo eno uro po odvzemu krvi (11). Da bi se izognili temu
viru napak, smo vzorce krvi pregledali eno uro po odvzemu.
Regulacija trombocitopoeze je malo poznana (1). Obstajajo razlike
glede Stevila, velikosti, starosti in funkcije trombocitov v krvnem
obtoku zdrave osebe (2). 1974 je O'Brien ugotovil, da je Stevilo
trombocitov v obratnem sorazmerju z njihovo povpre¢no prostor-
nino (3). Kasneje se je pokazalo, da je koli¢ina (Stevilo x prostornina)
trombocitov konstantna, da pa zakonitost ne velja v vsem obmodju
sirokih meja normalnega. Vzrok za to je lahko nenatanc¢na ocena
deleza trombocitov, ki so v krvnem obtoku vranice. Ti trombociti
so tudi v povpredju vedji (2, 4). Domnevamo lahko, da obstaja
neka najmanjsa prostornina trombocita, ki nastane pod fizioloski
pogoji. Ko Stevilo trombocitov preseze 450x10%/L, vzdrzevanje
konstantne koli¢ine ni ve¢ mogoce, pa¢ pa le-ta narai¢a skupaj s
Stevilom trombocitov.

Verjetno sta Stevilo trombocitov in njihova povprecna prostornina
doloc¢ena pod fizioloskimi pogoji med njihovim nastajanjem (12).
Ugotovili smo statisticno pomembne razlike v Stevilu trombocitov
med zdravimi osebami in tistimi z I'TP, ki jih nismo zdravili ali pa
so bili dobili glukokortikosteroide. Ni pa bilo razlik v Stevilu
trombocitov pri zdravih osebah in splenektomiranih bolnikih. DeleZ
trajnih izboljSanj ITP po splenektomiji je preko 90% (9, 15).
Povprec¢na prostornina trombocitov (MPV) je pri bolnikih z ITP
pomembno vedja od zdravih. Zdi se, da so razlike najvecje pri
zdravljenih z ITP po splenektomiji, manjSe pri nezdravljenih in
zdravljenih z glukokortikosteroidi.

Trombociti, ki nastajajo v pogojih spremenjene produkcije, imajo
vedji MPV (2). Ker so zvecanje MPV ugotovili tudi, ¢e so poskusni
zivali odstranili vranico, domnevajo, da zvecanje ni posledica
izplavljanja trombocitov iz vranice, v kateri so pretezno vedji
trombociti (2, 13).

Ker je skupina pregledanih po splenektomiji majhna, ni mogoce
oceniti pomena ugotovitve, da je bil MPV najvediji ravno pri tej
skupini. Po drugi strani pa seveda ugotovitve iz poskusov na
zivalih ni mogoce brez zadrzkov prenesti na cloveka.

Ugotovili smo negativno povezanost med Stevilom trombocitov in
MPV pri zdravih in bolnikih po splenektomiji. Ce upostevamo
hipotezo o regulaciji nastajanja prek vzdrZzevanija stalne kolicine
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trombocitov v krvnem obtoku, se zdi, da je ta ohranjena le pri ITP
po splenektomiji.

Trombociti, ki nastanejo pod stresnimi pogoji, so vedji od normalnih.
Ce v poskusu sprozimo imunsko trombocitopenijo, se MPV zveca
7e 8 ur po zafetku poskusa, tj. 40 ur preden so opazne spremembe
v dozorevanju megakariocitov. Verjetno nastanejo vedji trombociti
z demarkacijo robnega dela citoplazme megakariocitov in ele
kasneje se zveda Stevilo na racun vedjega nastajanja trombocitov
iz posameznega megakariocita. Konéno pa se po treh do Sestih
dneh zveca tudi Stevilo megakariocitov v kostnem mozgu (13, 14).
ITP je kroni¢na in ponavadi doZivljenjska bolezen (2, 9, 15). Po
mesecih ali letih trajanja se ne zdi verjetno, da bi nastajanje
trombocitov teklo enako kot pri akutni trombocitopeniji, tj. pretezno
z demarkacijo robnega dela citoplazme megakariocitov (2, 13). Po
mnenju Najeana, Raina in Dufoura je veljavni koncept trombo-
pocitoeze zmoten. Ni je mogodce primerjati z eritropoezo, kjer je
po kroni¢ni izgubi vedno zvecano nastajanje celic. Domnevno je
nastajanje trombocitov pri I'TP lahko normalno ali le malo zvecano.
Avtorji so mnenja, da podrobnosti regulacije trombocitopoeze ne
poznamo in da so dosedanji podatki nezadostni ali pa dvomljive
vrednosti (16).

Zakljuki
Nastajanje trombocitov pod spremenjenimi pogoji pri idiopaticni
trombocitopenicni purpuri (ITP) vpliva na povprecno prostorni-
no trombocitov (MPV).

MPV je zvecan pri vseh bolnikih z ITP, ne glede na zdravljenje. Ni
mogoce oceniti, e stopnja motnje vpliva na MPV.

Obstaja negativna povezanost med Stevilom trombocitov in MPV
pri zdravih in tudi pri bolnikih z ITP po splenektomiji. Te poveza-
nosti nismo dokazali pri ostalih bolnikih z ITP. Lahko, da je to
zaradi vpliva v vranici zadrZzanih trombocitov.

Ce upostevamo hipotezo o regulaciji trombocitopoeze prek koli-
¢ine (Stevilko x prostornina) trombocitov, domnevamo, da je me-
hanizem regulacije ohranjen pri ITP po splenektomiji.
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