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family haploidentical transplants are becoming increasingly used in patients lacking an
HLA identical family donor, or a well matched unrelated donor. Recently nonmyeloabla-
tive, haplo-identical T-cell replete bone marrow transplantation using high-dose cyclop-
hosphamide post-HSCT (PTCy) to control GVHD and prevent graft rejection by inducing
bi-directional tolerance was described. The objective of this report is an analysis of case
of a child treated for relapsed neuroblastoma with haploidentical HSCT with PTCy. In
this case following therapeutic modalities were combined: haploidentical HSCT in pedia-
tric solid tumor relapsing after autologous HSCT, non-myeloablative haploidentical HSCT
with unmanipulated T-repleted graft, and post-transplant use of high-dose cyclophosp-
hamide as GVHD prophylaxis. This strategy was safe and efficient, as we observed low
toxicity, relatively fast hematological engraftment, and hyperacute GVHD followed by
mild GVHD. Patient stayed in remission for 12 months. Based on published data, it seems
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possible, that PTCy selectively depletes T cells that react against host allo-antigens, yet
preserves tumor-specific and pathogen reactive T cells.
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Chemioterapia wysokodawkowa z przeszczepieniem autolo-
gicznych komoérek krwiotwoérczych (auto-HSCT; autologous
hematopoietic stem cell transplantation) jest elementem wielu
schematéw leczenia guzéw litych u dzieci, w tym
w nerwiaku zarodkowym (neuroblastoma) [1, 2]. W terapii
tego nowotworu od ponad dekady stosuje sie réwniez
przeszczepienia allogenicznych komoérek krwiotworczych
(allo-HSCT; allogeneic hematopoietic stem cell transplantation) od
zgodnego dawcy rodzinnego lub niespokrewnionego [2, 3],
a takze transplantacje haploidentyczne (haplo-HSCT) [1, 4,
5]. Z uwagi na mozliwo$¢ wystgpienia efektu przeszczep
przeciwko guzowi (GvT; graft versus tumor) transplantacja
komérek krwiotwérczych od dawcy haploidentycznego
moze by¢ jedng z opcji terapeutycznych [4]. Najwiekszym
wyzwaniem zwigzanym z haplo-HSCT sg: bariera immunolo-
giczna utrudniajaca wszczepienie komdrek hematopoetycz-
nych oraz obecnos¢ duzej liczby limfocytow T sprzyjajacej
rozwojowi ciezkiej postaci choroby przeszczep-przeciwko-
-gospodarzowi (GVHD; graft versus host disease) [6]. Zastosowa-
nie magadawek komérek CD34+ uzyskanych w wyniku afe-
rezy oraz selekcji pozytywnej metodag immunomagnetyczng
moze przyczynic sie do przeltamania bariery immunologicznej
wynikajgcej z réznic antygendéw zgodnosci tkankowej (HLA)
pomiedzy dawcg i biorcg [7] oraz zminimalizowaé ryzyko
wystapienia GVHD [8]. Jednak brak limfocytéw T w materiale
przeszczepowym moze utrudni¢ wszczepienie komoérek
i uzyskanie tréjliniowej rekonstytucji hematologicznej [9].

Przeszczepienie haploidentyczne jest definiowane jako
transplantacja szpiku kostnego lub komoérek krwiotwérczych
od krewnego, ktéry jest w potowie zgodny w zakresie HLA
[9]. W praktyce oznacza to transplantacje od matki, ojca lub
rodzenstwa - co ma zalety ze wzgledéow logistycznych,
motywacji i dostepnosci dawcy, zwlaszcza w przypadku
koniecznosci ponownej donacji. Wadami tego rodzaju trans-
plantacji moze by¢ rozwéj GVHD, brak wszczepienia, a takze
powiktania infekcyjnie, zwiekszajace ryzyko S$miertelnosci
(TRM; treatment related mortality). W celu pokonania tych
probleméw, w praktyce klinicznej stosuje si¢ immunoselek-
cje: pozytywna komoérek CD34 lub negatywna komoérek CD3
+/CD19+ [10-14].

Nowag metodg profilaktyki GVHD stosowang réwniez
w przeszczepieniach haploidentycznych jest podanie wyso-
kich dawek cyklofosfamidu po przeszczepieniu (PTCy),
poprzedzonym zastosowaniem niemieloablacyjnego kondy-
cjonowania [6, 15, 16]. Celem tej pracy jest analiza przypad-
ku zastosowania wysokich dawek cyklofosfamidu po

przeszczepieniu haploidentycznym u pacjenta z nawroto-
wym nerwiakiem zarodkowym.

Opis przypadku

Chlopiec, u ktérego w wieku 9 lat rozpoznano neuroblastoma
(IV stopien zaawansowania klinicznego, guz jamy brzusz-
nej, kanatu kregowego, zajecie szpiku kostnego, N-myc
ujemny), w kwietniu 2007 r. rozpoczgl chemioterapie
neoadjuwantows, zgodnie z programem HR-NBL-1/ESIOP-
2001 [17]. W zwigzku z niezadawalajacg odpowiedzia zasto-
sowano dodatkowe dwa cykle TVD [18]. Po uzyskaniu
remisji w szpiku kostnym potwierdzonej ujemnymi wyni-
kami trepanobiopsji, we wrzes$niu 2007 r. przeprowadzono
separacje komoérek hematopoetycznych krwi obwodowe;j.
We wrzesniu 2007 r. wykonano zabieg operacyjny usuniecia
guza jamy brzusznej, jednak ze wzgledu na powiekszone
wezly chlonne krezki pacjent otrzymatl 2 dodatkowe bloki
chemioterapii. Po uzyskaniu remisji potwierdzonej bada-
niami obrazowymi i izotopowymi MIBG pacjenta zakwalifi-
kowano do chemioterapii wysokodawkowej i przeszczepie-
nia autologicznych komoérek hematopoetycznych. W stycz-
niu 2008 r. po kondycjonowaniu BuMel (wg HR-NBL-1/
ESIOP-2001) przeprowadzono zabieg przeszczepienia. Prze-
bieg poprzeszczepowy bez istotnych powiklan. Nastepnie
zgodnie z programem HR-NBL/ESIOP-2001 pacjent zrealizo-
wal radioterapie lokalng i terapie kwasem cis-retinowym.
Kompleksowe leczenie onkologiczne zakonczyt lipcu 2008 r.

W grudniu 2011 roku u pacjenta rozpoznano Wznowe
rozsiang neuroblastoma z masg guzowatg w sgsiedztwie kosci
krzyzowej, wnikajagcg do kanalu kregowego i miednicy
mniejszej, z cechami wieloogniskowego =zajecia szpiku.
Zastosowano chemioterapie: HD-CIT (karboplatyna, irinote-
kan, temozolamid) [19], nastepnie 6 blokéw VOIT (winkry-
styna, irinotekan, temozolamid) [20], po ktérych obserwo-
wano stabilny obraz choroby. Po badaniach kontrolnych,
z uwagi na mase patologiczng w obrebie kosSci krzyzowej,
pacjenta zakwalifikowano do zabiegu usuniecia tej masy,
ktéry przeprowadzono w sierpniu 2012 r. W badaniu histo-
patologicznym usunietych zmian nie stwierdzono zywego
utkania nowotworowego. Nastepnie pacjent zrealizowatl
kolejny blok chemioterapii - blok ICE-Topotecan (ifosfamid,
karboplatyna, etopozyd, topotekan) [21], a jednocze$nie zo-
stat zakwalifikowany do allogenicznej transplantacji szpiku
kostnego. Z uwagi na brak zgodnego dawcy rodzinnego
i brak zgodnego dawcy niespokrewnionego zdecydowano
o przeprowadzeniu przeszczepienia od dawcy haploiden-
tycznego (matki).
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G-CSF 5ug/kg/dobe
HSCT F—
TBI MMF 15mg/kg/dobe w 3 dawkach
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Ryc. 1 - Protokét niemieloalbacyjnego kondycjonownia i haploidentycznej transplantacji z potransplantacyjnym uzyciem
cyklofosfamidu. Cy - cyklofosfamid, Flu - fludarabina, G-CSF - czynnik wzrostu kolonii granulocytéw, HSCT - transplantacja
komérek krwiotwoérczych, MMF - mykofenolan mofetylu, TBI - catkowite napromienienie ciata. Wg [6] w modyfikacji

wlasnej

Fig. 1 — Treatment protocol for non-myeloablative conditioning regimen in haploidentical transplantation with post-transplantation
use of cyclophosphamide. Cy - cyclophosphamide, Flu - fludarabine, G-CSF - granulocyte colony stimulating factor, HSCT -
hematopoietic stem cell transplantation, MMF - mycofenolate mofetil, TBI - total body irradiation. Based on [6] with modification

W pazdzierniku 2012 roku pacjent zostal przyjety do
oddzialu przeszczepowego. Przed rozpoczeciem kondycjono-
wania i po transplantacji zastosowano profilaktyke zapale-
nia blon $luzowych przewodu pokarmowego czynnikiem
wzrostu keratynocytéw (palifermin). W niemieloablacyjnym
kondycjonowaniu wg Munchel i wsp. [6] zastosowano fluda-
rabine (30 mg/m?/dobe, dni -6. do -2.), niskie dawki cyklofos-
famidu (14,5 mg/kg/dobe, dni -6. do -5.) oraz catkowite napro-
mienienie calego ciala pojedynczg frakcja 2 Gy (dzien -1.).
Kondycjonowanie tolerowal dobrze. Nastepnie przeszcze-
piono komérki krwiotwdércze z krwi obwodowej od matki,
zgodnej w zakresie ukladu grupowego ABO. Przetoczono
18,27 x 108 komoérek jadrzastych/kg mc. biorcy, w tym
9,80 x 10° CD34+/kg m.c. biorcy oraz 10,6 x 108 CD3+/kg mc.
biorcy. Profilaktyke GVHD przeprowadzano, stosujac wysokie
dawki cyklofosfamidu (50 mg/kg/dobe) w dobach +3. i +4. oraz
od dnia +5. takrolimus (pod kontrolg stezenia w surowicy,
zakres stezen 5-15 ng/ml) i mykofenolat mofetilu (15 mg/kg
dozylnie, trzy razy na dobe od dnia +5. do +20. a nastepnie
doustnie). Od doby +5. do +20. stosowano tez G-CSF (filgras-
tim, 5 pg/kg/dobe) (Ryc. 1).

W dobach +1. do +4. wystgpita uogdlniona reakcja
zapalna z gorgczka, gwaltownym wzrostem wskaznikéw
stanu zapalnego i spadkiem diurezy. Wdrozono antybiotyko-
terapie skojarzong, zastosowano dopamine. Wraz z inten-
sywnym leczeniem immunosupresyjnym (wysokie dawki
cyklofosfamidu) stan pacjenta ustabilizowal sie i objawy
ustapily. Jednoczes$nie pojawit sie $wiad skéry i wysypka
klinicznie odpowiadajgca postaci skérnej ostrej choroby
przeszczep-przeciwko-gospodarzowi w stopniu III. W terapii
GVHD zastosowano metylprednizolon w dawce 2 mg/kg mc./
dobe. Ze wzgledu na nieprzyjmowanie pokarmu, w dobach
+1. do +18. prowadzono pelne zZywienie pozajelitowe.
Kolejne epizody goraczki nie wystgpily. Kilkakrotnie wyma-
gal przetoczenia koncentratu krwinek ptytkowych i koncen-
tratu krwinek czerwonych. Nie obserwowano innych powi-
kltan poprzeszczepowych. Nadir neutropenii (0,03 G/L)
wystagpil w dobie +10. Bezwzgledna liczba granulocytéw

przekroczyta wartos¢ 0,5 G/L w dobie +19. (pacjent otrzymy-
wal G-CSF). Liczba plytek krwi przekroczyta wartos¢ 20 G/L
w dobie +27. Odsetek retikulocytéw przekroczyt 5%, w dobie
+21. W +27. dobie wykonano mielogram, ktéry wykazatl szpik
doé¢ bogatokomoérkowy z reprezentacja wszystkich linii
komérkowych. W badaniu metodg VNTR stwierdzono pelny
chimeryzm dawcy. Badania PCR nie wykazaly obecnosci
EBV-DNA i CMV-DNA. W +28. dobie po transplantacji
wypisano pacjenta w stanie ogélnym dobrym do domu. Od
doby +30. stopniowo odstawiono mykofenolan mofetylu.
Dawke takrolimusu stopniowo redukowano i odstawiono lek
w dobie +180. W tym czasie oraz pdzniej pacjent kilkakrot-
nie wymagal przetaczenia koncentratu krwinek czerwonych.
W dalszym okresie poprzeszczepowym nie obserwowano
przewleklej postaci choroby przeszczep-przeciwko-gospoda-
rzowi ani reaktywacji zakazenia EBV i CMV. W 13. miesigcu
po haplo-HSCT u pacjenta rozpoznano jednak zajecie
zatok obocznych nosa bedagce kolejng wznowg. Wdrozono
u pacjenta chemioterapie.

Omoéwienie

Ze wzgledu na ograniczong skuteczno$¢ stosowanych metod
terapii onkologicznej w leczeniu guzéw litych u dzieci coraz
wieksze nadzieje poktada sie w allogenicznych przeszczepie-
niach komérek krwiotwoérczych i reakcji przeszczep-prze-
ciwko-nowotworowi. Ze wzgledu na dostepno$¢ dawcy oraz
mozliwo$é prowadzenia terapii komérkowej, terapia wysoko-
dawkowa z przeszczepieniem komérek hematopoetycznych
od dawcy haploidentycznego jest aktualnie wazng opcja
terapeutyczng w niektérych guzach litych u dzieci [3, 5, 12].
Gléwng zaletg przeszczepienia komoérek krwiotwoérczych
od dawcy haploidentycznego w zakresie HLA jest szybkos¢
znalezienia i dostepnos$¢ jednego lub wiecej dawcédw,
poniewaz rodzice i statystycznie polowa rodzenstwa sg
w polowie zgodni w zakresie HLA z biorca [6]. Z uwagi na
terapeutyczny efekt przeszczepu przeciwko biataczce
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w nowotworach hematologicznych podobnego mechanizmu
dziatania, przeszczep przeciwko guzowi upatruje sie
w alloprzeszczepach u pacjentéw z guzami litymi [22].

W opisywanym przypadku polaczyliSmy nastepujace
metody terapeutyczne: przeszczepienie haploidentyczne
u dziecka z nawrotem guza litego po przeszczepieniu
autologicznym, przeszczepienie haploidentyczne bez mani-
pulacji komérkowej i usuwania limfocytéw T z materialu
przeszczepowego oraz zastosowanie PTCy w celu profilak-
tyki GVHD. Przyjety protokét postepowania okazal sie bez-
pieczny i skuteczny: obserwowano niewielkg toksycznosc,
stosunkowo szybkie przyjecie przeszczepu i rekonstytucje
hematologiczng oraz, poza nadostrg GVHD w pierwszych
dniach po przeszczepieniu, lagodng reakcjg przeszczep-prze-
ciwko-gospodarzowi.

Zastosowanie PTCy moze znacznie poprawi¢ wyniki
leczenia pacjentéw poddawanych przeszczepieniu od daw-
céw haploidentycznych [6]. Metoda ta jednocze$nie elimi-
nuje konieczno$¢ stosowania kosztownej i pracochlonnej
metody T-deplecji ex vivo.

Dotychczasowe doswiadczenia z zastosowaniem kondy-
cjonowania niemieloablacyjnego z przeszczepieniem haploi-
dentycznym bez manipulacji komoérek (T-replete graft)
i podaniem PTCy w celu kontroli GVHD i zapobiegania
odrzucaniu przeszczepu poprzez indukowanie dwukierunko-
wej tolerancji pokazuja na duza skuteczno$é tej metody.
Dodatkowo, obserwuje sie stosunkowo niskg TRM (trans-
plantation-related mortality) zwigzang z niskg czestoscig GVHD
i powiktan infekcyjnych.

W analizie Kanakry i wsp. obejmujacej 785 dorostych
pacjentéw (w tym u 50 pacjentéw otrzymujacych przeszcze-
pienia od dawcéw haploidentycznych), u ktérych zastoso-
wano PTCy jako profilaktyke GVHD, nie obserwowano ani
jednego przypadku zespotu limfoproliferacyjnego EBV-PTLD
w ciggu pierwszych 12 miesiecy po przeszczepieniu [23].
Zaré6wno w tym badaniu, jak i w analizie Bolafios-Meade
i wsp. [24] obejmujgcej grupe 14 pacjentéw haploidentycz-
nych, autorzy podkreslali, ze dzigki tej metodzie stosunkowo
duza grupa pacjentéw moze zosta¢ wyleczona bez towarzy-
szgcej ciezkiej toksycznosci.

W ostatnim okresie czasu zwrdcono uwage na mecha-
nizm efektéw wywolanych przez zastosowanie PTCy. Ross
i wsp. wykazali, ze PTCy wywiera efekt selektywnej deplecji
limfocytéw T, ktére reagujg przeciwko alloantygenom
biorcy, z jednoczesnym zachowaniem reaktywnych limfocy-
téw T skierowanych przeciwko komérkom nowotworowym
(tumor-specific reactive T Cells) [25]. Jest to jeden z bardzo
waznych dowodéw wskazujacych na mozliwo$é zachowania
korzystnego efektu limfocytéw T skierowanych przeciwko
komérkom nowotworu i patogenom, z jednoczesnym unik-
nieciem allogenicznej reakcji GVHD (graft-versus-host disease)
[26], czyli rozdzielenia reakcji GVT i GVH. Ze wzgledu na
znaczenie, ta koncepcja jest okreélana mianem Swietego
Grala immunologii transplantacyjnej komoérek krwiotwor-
czych [26, 27].

PTCy nie jest nowa metodg w transplantologii. Zostata
wynaleziona w roku 1963 w badaniach przeszczepéw skéry
u szczuréw przez Berenbaum [28]. Wykazano woéwczas, ze
lepsze przezycie przeszczepu wystepowalo, gdy zastoso-
wano cyklofosfamid po, a nie przed transplantacjg.

Haploidentyczne HSCT z PTCy jest dobrg metodg
w terapii nowotworéw hematologicznych wysokiego ryzyka,
dajgcg dlugotrwate remisje z niska toksycznoscig, niska
czestoScig GVHD oraz z wczesng rekonstytucjg immunolo-
giczng. Zastosowanie terapii niemieloablacyjnej przed
haplo-HSCT oraz PTCy pokazuje tez mozliwosci terapeu-
tyczne u pacjentéw ze wspdlistniejgcymi ograniczeniami we
wskazaniach do przeszczepienia komorek krwiotwérczych.
Haplo-HSCT z PTCy jest bezpieczng i skuteczng opcja
terapeutyczng dla pacjentéw nie majgcych dawcy zgodnego
w HLA. Dotychczasowe doniesienia literaturowe pokazuja,
ze metoda ta moze by¢ oferowana jako standardowe poste-
powanie terapeutyczne. Obserwacje te wymagajg jednak
dalszych badan.
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