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Stihrn: Urod: Kombinovanou lie¢bou fludarabinom s cyklofosfamidom (FLU-CY) mézeme dosiahnut vyssi pocet kompletnych re-
misii, pokles minimalnej rezidudlnej choroby, a tak aj pravdepodobnost dlhsieho preZivania chorych s chronickou lymfocytovou
leukémiou (B-CLL). Ciefom na3ej price bolo vyhodnotenie efektu tejto kombinovanej liecby a postdenie jej toxicity u chorych
s predtym nelie¢enou B-CLL. Materidl a metody: Od maja roku 1999 do decembra roku 2003 dostalo FLU-CY lie¢bu 57 pacientov
s pokrocilou B-CLL. FLU sme podavali v dennej davke 30 mg/m* 3 dni po sebe a cyklofosfamid v ddvke 300 mg/m” takisto v 3 po
sebe nasledujucich drioch. Cykly intraven6znej chemoterapie (CHT) sme opakovali kazdych 28 dni, iba v pripade vyraznej myelo-
supresie bol interval medzi cyklami CH dlhsi. Odpoved na liecbu a toxicitu chemoterapie sme hodnotili podla NCI-WG (Natio-
nal Cancer Institute - Sponsored Working Group) kritérii. Minimalna rezidudlna choroba bola detekovana imunofenotypovym
vySetrenim u chorych s dosiahnutou kompletnou remisiou (CR). Vysledky: Odpoved na lie¢cbu sme dosiahli u 86 % chorych (95 %
CI 80,6-94,7), a kompletnt remisiu sme potvrdili u 39 % chorych. V ¢ase analyzy bolo este stale 18/22 pacientov v kompletnej
remisii. Medidn sledovania bol 19 (rozpitie 8-36) mesiacov. Rezidudlna choroba pretrvavala u 4 pacientov s CR. Lie¢ba bola spre-
vadzand myelosupresiou, III. a IV. stupen trombocytopénie bol u 3 (5,2 %) pacientov a neutropénia stupen III/IV u 6 chorych
(10,5 %). Tazké infekcie sprevadzali liecbu v 24,0 %, dvaja pacienti (3,5 %) zomreli, 1 na pseudomonddovad sepsu a 1 na progre-
siu CLL. Zdver: Kombinovand lie¢bu fludarabinom s cyklofosfamidom povazujeme za vysoko efektivnu u predtym neliecene;j
B-CLL v porovnani s konven¢nou liecbou alebo s monoterapiou s fludarabinom.
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Effect and tolerability of combine therapy fludarabine plus cyclophosphamide in patients with B-chronic lymphocytic
leukemia

Summary: Introduction: Combined treatment of fludarabine (FLU) with cyclophosphamide (CY) may increase the complete re-
mission (CR) rate, decreased minimal residual disease (MRD) and, possibly, prolong survival in B-chronic lymphocytic leuke-
mia patients (B-CLL). The aim of study was to evaluate the activity and toxicity of FLU in combination with CY, the FLU-CY
schedule, in patients with previously untreated B-CLL. Material and methods: From May 1999 to December 2003, 57 patients with
advanced or progressive B-CLL, received treatment with FLU at a dose of 30 mg/m’ for three consecutive days and CY at a dose
of 300 mg/m’ for three days. The cycles were repeated at four weeks intervals or longer if severe myelosuppression occurred.
Guidelines for the evaluation of response and toxicity were those developed by the National Cancer Institute Sponsored
Working Group. Minimal residual disease (MRD) was detected by immunophenotyping only in patients with CR standard cri-
teria. Results: In the analyzed group an overall response (OR) rate of 86 % (95 % CI 80.6-94.7) was achieved, including complete
response in 39 %. At the time of analysis 18/22 patients with CR are still in remission. Median duration of follow up in these is
19 (range 8-36) months. MRD was detected only in four patients with CR. Grade III/IV thrombocytopenia was seen in 3 (5.2 %)
patients and grade III/IV neutropenia in 6 (10.5%). Severe infections were noted in 14 (24 %) patients. Two (3.5 %) patients died,
one due to sepsis, one as a result of disease progression. Conclusion: The FLU-CY regimen is highly effective combination in pre-
viously untreated CLL patients with acceptable toxicity. The efficacy of the regimen seems to be higher than that observed ear-
lier after treatment with FLU alone.
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Uvod

Purinové analégy (PA) - fludarabin
monofosfat (FLU), cladribin (2-CDA)
a 2’deoxycoformycin (DCF) - repre-
zentuja skupinu cytotoxickych lie-
kov, ktoré majii pozoruhodne vyso-
ka aéinnost v liecbe nizkomalignych

lymfoproliferativnych ochoreni [12,
21,23]. V lie¢be chronickej lymfocy-
tovej leukémie (B-CLL) sa z nich naj-
castej$ie uplatnuje fludarabin mo-
nofosfat (FLU). Ako uvadzaja klinic-
ké Stadie fazy II u predliecenych
chorych s B-CLL, kde sa FLU podi-

vala ako zachrannd terapia, bola do-
siahnutd celkova liecebnd odpoved
od 12 do 57 % a percento kompletne;
remisie od 0-29 %. Median preziva-
nia u pacientov, ktori odpovedali na
lie¢bu bol 29 mesiacov, u refrakcér-
nych 9 mesiacov [3,5,12,21]. U cho-
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Tab. 1. Charakteristika stiboru chorych.

Charakteristika N %
spolu 57 100
Pohlavie
muzi 26 46
Zeny 31 54
Rai $tadium
I 12 21
II 13 23
I 10 18
v 22 38

n rozpitie
Vek (median, rozpitie, roky) 59 (38-69)
Medién trvania choroby v mesiacoch (rozpitie) 3 (0-21)
Le x 10°/1 (medidn, rozpitie) 96 (14-320)
Tr x 10°/1 (median, rozpitie) 140 (37-310)
Hb v g/I (medidn, rozpitie) 110 (50-130)

Le — leukocyty; Hb — hemoglobin; Tr — trombocyty; n — pocet chorych

rych predtym neliecenych bolo do-
siahnutych lie¢bou FLU az 80 % cel-
kovych odpovedi s podielom kom-
pletnej remisie od 25 do 60 % [1,2,3,
7,18]. Lepsie vysledky sa ocakavaja
od kombinacie FLU s alkyla¢nymi
latkami. Kombinovana liecba FLU
s cyklofosfamidom (CY) moze zvysit
percento kompletnych remisii (CR),
minimalizovat rezidudlnu chorobu
(MRD) a je predpoklad aj dlhsieho
prezivania chorych s B-CLL [10,13,
15,23].

Cielom nasej prace bolo vyhodno-
tit efekt a toxicitu kombinovanej lie¢-
by fludarabinu s cyklofosfamidom
v tzv. FLU-CY rezime u pacientov
s doposial nelie¢enou B-CLL.

Pacienti a metody

Pacienti

V obdobi od maja roku 1999 do ok-
tébra roku 2003 bolo zaradenych do
studie 57 chorych. Charakeeristiky pa-
cientov uvddzame v tabulke 1. VSetci
chori splnali diagnostické kritéria
B-CLL podla NCI-WG (National Can-
cer Institute - Sponsored Working
Group). Klinické stadium sme urco-
vali podla Raiovej klasifikacie vzdy
pred zaradenim do liecby [17]. Dvad-
satpit chorych bolo v klinickom §ta-
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diuTalla 32 chorych stadiu Il a IV
(Rai). Pacienti, ktori boli v stddiu I,
boli zaradeni do liecby az po dokaze
aktivneho ochorenia (zdvojovaci ¢as
lymfocytov, CD 38 expresia, chromo-
zoémové abnormality, diftzna infil-
tracia kostnej drene), masivnej sple-
nomegalie, bulky lymfadenopatie,
rekurentnych infekcii, poklesu hmot-
nosti > 10 % pocas 6 mesiacov, alebo
febrilit stvisiacich s CLL. Ti chori,
ktori mali performance status 3 ale-
bo 4 podla WHO, alebo aktivhu
infekciu, boli zo Stidie vylaceni. Imu-
nofenotypovym vysetrenim boli vSet-
ci chori CDS, CD19, CD20 a CD23
pozitivni s dokdzanou monoklonali-
tou povrchového membranového re-
ceptora pre lahké retazce. Pozitivitu
CD 38 malo 71 % chorych v $tadiu I,
39 % chorych v $tadiu II, 42 % cho-
rych v $tadiu IIT a 61 % chorych
v IV. stddiu (Rai). 38 % chorych malo
dokdzant nepriazniva cytogenetiku.

Liecebny postup

Kombindcia cytostatického rezimu
(FLU-CY) pozostavala z aplikdcie FLU
v dennej davke 30 mg/m*v 2-hodi-
novej intravendznej inftzii 3 dni po
sebe a z CY v dennej davke 300 mg/m’
v intravenéznej inflzii aplikovanej

takisto v 3 po sebe nasledujtcich
dnioch. Cykly chemoterapie sme opa-
kovali kazdych 28 dni. U pacientov
s hematologickou toxicitou (trom-
bocytopénia <50 x 10°/1 a/alebo
neutropénia 1 x 10°/1), alebo pri vzni-
ku tazkej infekcie sme podavali cyto-
statikd v intervale dlhsom ako 28 dni,
v rozpiti od 2 do 3 mesiacov, az do
vyhovujticej dpravy hematologic-
kych parametrov. Pacienti boli liece-
ni az do dosiahnutia maximalne;
odpovede alebo toxicity, ktora dalsiu
aplikaciu FLU-CY liecby nedovolova-
la. Ak sme po 3 cykloch chemotera-
pie nedosiahli ani parcidlnu remisiu
choroby, alebo sme zaznamenali pro-
gresiu ochorenia, liecbu sme pred-
¢asne ukoncili. Erytrocyty sme poda-
vali chorym pri symptomatickej ané-
mii, alebo profylakticky, ak hladina
hemoglobinu poklesla na 75 g/1. Kon-
centraty trombocytov (Tr) boli pa-
cientom administrované profylaktic-
ky vzdy pri poklese Tr na < 20 x 10°/1.
Vsetky krvné produkty boli oziarené.
S cielom prevencie hyperurikémie do-
stavali chorf alopurinol (300 mg den-
ne). Nepodavali sme profylakticky
antibiotikd, virostatikd, hemopoe-
tické rastové faktory (G-CSF) alebo
antiemetikd. G-CSF bol podavany
iba vtedy, ak mal pacient aktivnu in-
fekciu a pri poklese granulocytov pod
1 x 10°/L.

Kritéria odpovede na liethu

Odpoved na lie¢bu sme hodnotili
podla kritérii NCI Working Group
pre CLL [4,5]. Za kompletnt remisiu
(CR) sme povazovali chybanie symté-
mov, organomegalie a ipravu hema-
tologickych parametrov (pocet gra-
nulocytov > 1,5 x 10°/1; trombocytov
> 100 x 10°/1; hemoglobinu > 110 g/l),
normélnu celularitu kostnej drene
(KD) s poctom lymfocytov < 30 %.
Biopsiu KD sme robili 2 mesiace po
dokaze klinickej CR. Biopticka vzor-
ka, podobne aj aspirat z KD musela
byt normoceluldrna s < 30 % lymfo-
cytov, s chybanim lymfoidnych no-
dulov. Ak pacient spfﬁal kritéria CR,
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ale v bioptickej vzorke z KD perzisto-
vali lymfoidné noduly, bol klasifiko-
vany ako noduldrna parcidlna odpo-
ved (nPR). Za parcidlnu remisiu (PR)
sme povazovali = 50% UGstup zvicse-
nych lymfatickych uzlin, sleziny, pe-
Cene ako aj zmeny v periférnej krvi
(PK), ktoré nezodpovedali CR. Pa-
cienti, ktori nedosiahli kritérid CR,
nPR alebo PR, boli klasifikovani ako
nonresponderi (NR).

VUyhodnotenie minimalnej rezidudinej
odpovede (MRD)

MRD sme hodnotili u chorych s do-
siahnutou CR a to imunofenotypo-
vym vysSetrenim PK a KD pomocou
flowcytometrie, dual color techni-
kou [19,21,22].

MRD bola definovand ako koex-
presia CD5/CD19 na B-lymfocytoch
spolu s dokazom monoklonality po-
vrchovych Tahkych retazcov na CDS5
pozitivnych B-lymfocytoch. Za feno-
typovd CR sme povazovali nélez
<10 % celkovej lymfocytovej popula-
cie s koexpresiou CD5/CD19 s mo-
notypovou pritomnostou lahkych
retazcov. Pomer kappa : lambda ale-
bo lambda : kappa > 3 : 1 sme pova-
Zovali za monotypovi expresiu fah-
kych retazcov [23].

Statisticka analiza

Vzorky boli hodnotené pouzitim
Statistickej vyznamnosti na hladine
alfa = 0,05. Za statisticky signifikant-
né sme povazovali zvySenie poc¢tu CR
od 20 % po FLU ako primoterapii do
45 % po FLU-CY rezime. Vyznamnost
rozdielov bola hodnotend pomocou
Mann-Whitney testu [5,6]. Analyza
rozdielov v % pacientovej odpovede
bola vyhodnotena y’ testom. Inter-
val pre pravdepodobnost odpovede
(95 %) bol urcovany metédou podla
Dufty a Satner [6]. Doba ochorenia
bez progresie (PFS) a krivky celkové-
ho prezivania (OS) boli vyhodnotené
metédou Kaplana a Meiera [12]
a porovnané medzi skupinou res-
ponderov log-rank testom. PFS bola
udand ako ¢as od dosiahnutia CR
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Tab. 2. Vysledky liecby pacientov s B-CLL kombinaciou FLU-CY.

Stadium (RAI) n CR
n (%)
LI 25 15 (60)
M-IV 32 7(22)
celkovy pocet 57 22 (39)

n — pocet chorych; CR - kompletnd remisia; NPR — noduldrna parcidlna remisia;
PR — parcidlna remisia; OR — (CR + PR) — celkovd odpoved na liecbu

NPR PR OR
n (%) n (%) n (%)
6(24)  4(16) 25 (100)
6(19) 11 (34) 24 (75)
12(21) 15 (26) 49 (86)

Tab. 3. Hematologicka toxicita FLU-CY terapie u chorych s B-CLL.

Toxicita Stuperi1a 2 Stupeni 3 a 4 Celkovy pocet
WHO n (%) n (%) n (%)
neutropénia 12 (21) 6 (10,5) 18 (31,5)
trombocytopénia 5(8,7) 3(5,2) 8 (14)
anémia 3(52) 2 (3,5) 5(8,7)
n — pocet pacientov
Tab. 4. Nehematologicka toxicita FLU-CY lie¢by
u 57 pacientov s B-CLL.
Vedlajsi uc¢inok n (%) nFC (%)
infekcie
- vietky 14 (24) 11 (4,3)
- pneumonia 5(8,7) 3(1,2)
- herpes 2 (3,5) 4 (1,6)
- infekcie uropoetického traktu 4(7,0) 2 (0,8)
FUO 3(5,3) 2(0,8)
zvracanie

stupen III alebo IV 2 (3,5) 3(1,2)

n — pocet pacientov; nFC — pocet cyklov FLU-CY

alebo PR po FLU-CY liecbe az do re-
lapsu ochorenia. Celkové prezivanie
(OS) bolo merané od 1. dia liecby po
umrtie pacienta, alebo po den, kedy
sme hodnotili vysledky liecby.

Visledky

V stbore 57 chorych s B-CLL bolo
26 muzov a 31 zien. Medidn doby od
diagnézy po liecbu bol 3 mesiace
(rozpitie 0-12 mesiacov).

Odpoved'na lietbu

Celkové sme podali 253 cyklov kombi-
novanej chemoterapie (CHT). Kazdy
z hodnotenych pacientov dostal naj-
menej 2 cykly CHT. Median FLU-CY

cyklov bol 4 (rozpitie 2-6). Vysledky
liecby st prezentované v tabulke 2.
Celkovt odpoved na lie¢cbu (OR)
sme dosiahli u 49 chorych (86 %).
Kritérid CR splnilo 22 chorych (39 %)
(95 % CI 19,2-39,1 %), 8 chori po
FLU-CY nedosiahli ziadnu odpoved
a boli hodnoteni ako nonresponderi.
Kompletnti remisiu sme dosiahli
u 2/3 pacientov (60 %) v Stadiu I a II
(Rai), menej odpovedali chori v $ta-
diach I a IV (21,8 %; p = 0,6). Celko-
vy pocet remisii v skupinidch bol
100% a 75 % (p = 0,05). Vicsina CR
bola pozorovand po medidne 4 cyk-
lov chemoterapie (rozpitie 3-6). V ¢a-
se analyzy bolo 18/22 (82 %) chorych
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eSte stdle v CR. Medidn trvania CR
bol 19 mesiacov (rozpitie 8-36). Me-
dian PFS nebol este dosiahnuty. Sta-
tisticky vyznamny rozdiel bol v me-
didne prezivania medzi pacientami
s odpovedou na lie¢bu a nonrespon-
dermi (29 a 9 mesiacov; p < 0,01).
Imunofenotypové zhodnotenie v PK
a KD bolo urobené u 22 pacien-
tovs CR. MRD bola dokazani iba
u 4 chorych.

Toxicita

Toxicita FLU-CY liecby je vyhodnote-
nav tabulke 3 a 4. Najcastejsie zazna-
menanym vedlajsim t¢inkom CHT
bola myelosupresia. FLU-CY rezim
sposobil neutropéniu u 18 (31,5 %) pa-
cientov, avsak stupen toxicity 3 a 4 bol
pozorovany iba u 6 pacientov (10,5 %).
Iba v piatich cykloch z 253 cyklov
sme pouzili ako podporna liecbu
G-CSF. Trombocytopénia sa vyskytla
u 8 chorych (14 %) v 19 cykloch liec-
by u 3 pacientov sme aplikovali trom-
bocytové koncentraty. V 1 pripade
sme zaznamenali (po 3. cykle CHT)
autoimunnu hemolytickd anémiu.
Nehematologicka toxicita pozostava
predovsetkym z infekcif (24 %). Pneu-
moniu sme potvrdili u 5 pacientov
(8,7 %), reaktiviciu herpes zoster
u 2 pacientov, a u 2 pacientov bolo
zvracanie 3. a 4. stupnia podla WHO
a bola podand antiemetickd liecba.
Horucku nejasnej genézy (FUO) ma-
li 3 pacienti (5,3 %). Oportinne in-
fekcie sme v naSom suibore nezazna-
menali. Dvaja pacient (3,5 %) zo-
mreli 2 a 8 mesiacov od zaciatku
FLU-CY liecby. Z nich 1 na pseudo-
mondadovi sepsu a u 1 pacienta sme
zaznamenali progresiu ochorenia.

Diskusia

Fludarabin ako nadejny PA sa zacal
uplatriovat v protinddorovej liecbe
od zaciatku 90. rokov 20. storodia.
Tento purinovy analdg sa castejSie
presadzuje v liecbe nizkomalignych
lymfoproliferativnych ochoreni (véi-
tane B-CLL) vdaka svojej selektiv-
nej aktivite k lymfoidnym bunkam
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a schopnosti indukovat apoptézu
[7,14]. Vysledky publikovanych rando-
mizovanych stadii ukazujd, ze liece-
ni s FLU dosahuju vyssi pocet remi-
sif ako aj dlhSie prezivanie, v porov-
nani s konvenc¢nou lie¢bou [7,8,9,18].
Podla dlhodobej analyzy publikova-
nej Keatingom a spol. [12] je vyrazne
vyjadrena zavislost lie¢ebnej odpove-
de a celkovej doby prezivania od
mnozstva predoslej CHT, odpovede
na alkyla¢né latky a Stddia ochorenia
[21]. S cielom dosiahnutia lepsich
vysledkov sa zacali pouzivat v liecbe
CLL kombinécie s fludarabinom.
Pridanie prednisonu do liecby s FLU
ukazalo na dobr terapeutickt tcin-
nost, avéak percento kompletnych
remisii ako aj OS sa neodlisuje od
vysledkov dosiahnutych monotera-
piou s FLU. Navyse bol zaznamena-
ny vy$si vyskyt oportinnych infekcii,
zvlast listerovych a pneumocysto-
vych [12,18,23]. Rovnako kombindcia
s chlorambucilom neviedla k zlepSe-
niu liecebnych vysledkov [24]. V lite-
rature je mélo prac, ktoré sa venuja
kombinovanej lie¢be FLU s cyklofos-
famidom u neliecenej B-CLL [9,11,21].
Podobne ako O’Brien a spol. [15]
a Flinn a spol. [8], aj v naSom stibore
sme dosiahli uvedenou kombina-
ciou vysoké percento celkovych
odpovedi na liecbu, zvlase u chorych
s véasnejsimi $tddiami ochorenia.
Mechanizmus pésobenia FLU uréuje
jeho hlavny metabolit - F-Ara-ATP.
Tento metabolit po inkorporicii do
vznikajtcich retazcov DNA brani za-
hijeniu ,primingu“ syntézy DNA
a elongacii DNA retazca. Uvedeny
metabolit je aj potentnym inhibito-
rom opravy DNA. Inkorporicia
aktivneho S-trifosfitu fludarabinu
do RNA vedie k ukonceniu jej synté-
zy, ¢o spolu s tvorbou oligonukleti-
dovych fragmentov prispieva k apop-
tdze buniek.

Tieto mechanizmy moézu byt vy-
svetlenim efektu FLU prave u CLL,
kde vicsina neoplastickej populdcie
aktivne neproliferuje a nereplikuje
DNA [14,16,23].

Zdver

Kombinovana liecba fludarabinu
s cyklofosfamidom je odrazom syner-
gizmu oboch cytostatik (FLU + CY)
v toxicite na lymfocyt. Vysledky tejto
kombinovanej lie¢cby u B-CLL st lep-
$ie ako bolo pozorované po kon-
vencnej liecbe alebo po monoterapii
s fludarabinom.

Vyvoj monoklonovych protilatok
s aktivitou oproti antigénom na po-
vrchu CLL buniek (Rituximab,
Alemtuzumab) otvoril vyznamna
cestu chemoimunoterapii [20]. Vy-
sledky prvych klinickych stadii
kombinacie FLU-CY s pridanim mo-
noklonovej protilatky anti-CD20
(95 % celkovych odpovedi na liecbu
s podielom 69 % kompletnych remi-
sif) u predtym neliecenych chorych
s B-CLL to dokazuju.
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