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Antecedentes y motivacion

Las neoplasias linfoides son la contrapartida maligna de los linfocitos normales en sus
distintas etapas de diferenciacion. Las leucemias linfoides se originan en la médula 6sea, y maduran
en los tejidos linfoides. Los linfomas aparecen por transformacién maligna de las células que residen
en los tejidos linfoides periféricos. En las Gltimas décadas se ha observado un aumento constante de
la incidencia de linfomas no-hogkinianos (LNH) tanto en Europa como en Estados Unidos, sin que
exista una clara explicacion para este hecho.

Los LNH indolentes, cuyo prototipo es el LF, son neoplasias linfoides diferenciadas
incurables con tratamiento quimio-radioterapico convencional. El linfoma folicular (LF) se origina en la
zona centrofolicular del ganglio linfatico y su frecuencia corresponde aproximadamente a una tercera
parte del total de LNH. Muchos de los pacientes con LF responden inicialmente al tratamiento de
primera linea, pero la mayoria recaen y las siguientes remisiones obtenidas con terapia estandar son
cada vez mas dificiles de alcanzar y de duracién mas breve. Se han estudiado diversas estrategias
de tratamiento con el objetivo de mejorar estos dos aspectos. Tradicionalmente, la terapia de rescate
maés efectiva en el LF incluyd combinaciones de ifosfamida, etopdsido, arabindsido de citosina (Ara-
C), y cisplatino. En la actualidad, existen nuevas modalidades de tratamiento, basadas en la
utilizacién de anélogos de las purinas o anticuerpos monoclonales (AcMo), que se han asociado a
resultados esperanzadores.

Como consolidacion de la respuesta obtenida con la quimioterapia de rescate, se ha
extendido el uso del trasplante hematopoyético; es decir, dosis muy alta de quimioterapia asociada o
no a radioterapia, seguida de la administracién de células madre hemopoyéticas, precisas para
superar la mielodepresion intensa y prolongada subsiguiente. Estas células pueden proceder de un
donante HLA-compatible (trasplante alogénico) o del propio paciente (trasplante autogénico), y
obtenerse de la médula 6sea o de la sangre periférica.

El trasplante hematopoyético autogénico se ha utilizado eficazmente en diversas neoplasias
hematoldgicas, entre ellas algunos tipos de LNH agresivos. En los Ultimos afios, este procedimiento

se ha investigado también en pacientes diagnosticados de LF con resultados prometedores. Por otro
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Antecedentes y motivacion

lado los avances en las medidas de soporte de dichos procedimientos han disminuido su morbi-
mortalidad. Otro avance destacable ha sido el empleo de células progenitoras de sangre periférica en
lugar de médula ésea, ya que su obtencion es mas cdmoda y el periodo de pancitopenia posterior al
trasplante es mas breve. Con todo, todavia existen muchos interrogantes acerca de este
procedimiento. En los pacientes con LF no se conoce cuél es la quimioterapia de rescate idonea o el
momento oportuno para la realizacion del trasplante. Ademds, debido al curso generalmente
indolente de estas neoplasias, el tiempo de seguimiento de los pacientes en la mayor parte de los
estudios es insuficiente. Por ello se desconoce el impacto real del trasplante sobre la supervivencia
global.

Mi interés personal por el estudio de las hemopatias malignas se inicié ya como estudiante
de Medicina. Me parecia una materia apasionante en la que se unian aspectos bioldgicos y clinicos.
El campo de los LNH, complejo pero en plena expansion de nuevos conocimientos (conceptuales,
patogenéticos y terapéuticos), resultd el mas atractivo para mi. Una vez obtenida la licenciatura
accedi a una plaza de médico interno residente en el Departamento de Hematologia del Hospital de
la Santa Creu i Sant Pau (HSCSP), centro universitario en el que también habia cursado mis
estudios. Durante mi formacion como especialista, concretamente en los periodos de rotacion por el
Servicio de Hematologia Clinica y por la Unidad de Hematologia Bioldgica, tuve la oportunidad de
profundizar en el estudio citopatoldgico, clinico y terapéutico de los LNH. Despertaron en mi un
particular interés los pacientes con linfoma en recaida o refractario a la terapia convencional, asi
como los resultados prometedores que se obtenian con la terapia de rescate disefiada en el HSCSP,
IAPVP-16 (ifosfamida, Ara-C, prednisona y VP-16), con posterior trasplante autogénico. Una vez
finalizado el periodo de formacion, dirigida y animada por el equipo médico del Servicio de
Hematologia Clinica del HSCSP, en especial por el Dr. Jordi Sierra, Jefe de Servicio, realicé los
trabajos que son la base de la actual Tesis Doctoral. Las conclusiones extraidas nos han ayudado,

sin duda, a mejorar las estrategias terapéuticas de los pacientes con LF.
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En la presente Tesis Doctoral se exponen tres trabajos, publicados en los afios 1999 y 2000,
sobre los resultados obtenidos con el esquema poliquimioterapico IAPVP-16, en términos de eficacia
antitumoral y movilizadora de progenitores hematopoyéticos, y de un posterior autotrasplante, en
pacientes con LF refractario o en recaida. Los trabajos se han realizado en el Servicio de
Hematologia Clinica (Departamento de Hematologia) del HSCSP, gracias al importante niumero de
pacientes que se atienden con estas caracteristicas y a la experiencia profesional de su equipo
médico. El HSCSP posee una larga trayectoria asistencial e investigadora. Es el hospital mas antiguo
de Catalufia y los edificios que ocupa actualmente son de gran valor histdrico y artistico. Los origenes
del Hospital se remontan a 1401, cuando se fundo el Hospital de la Santa Creu (administrado por la
Iglesia y los representantes de la ciudad). A finales del siglo XIX los avances de la medicina y la
necesidad de atender a un gran ndmero de enfermos justificaron la construccion de un nuevo
hospital, el actual HSCSP, que se realiz6 gracias al legado de Pau Gil, banquero catalan afincado en
Paris. Al arquitecto Lluis Domenech i Montaner debemos lo que es uno de los monumentos
paradigmaticos del modernismo catalan y el “art noveau” europeo. En 1930 el rey Alfonso Xl
inauguro oficialmente el nuevo hospital. En 1997 fue declarado patrimonio de la humanidad por la
UNESCO.

El HSCSP es un hospital universitario adscrito a la Universidad Auténoma de Barcelona
(UAB) y en su recinto permanece la Unidad Docente de Sant Pau de la Facultad de Medicina. En la
actualidad, tras la rehabilitacion del edificio de la Casa de Convalecencia, también se encuentra en el
HSCSP la Escuela de Postgrado de la UAB y la Biblioteca Josep Laporte. Todo ello hace de este
centro uno de los complejos asistenciales, docentes y de investigacion de mayor importancia en
Europa. En julio de 2003 se inauguro la primera fase del nuevo HSCSP, que sin duda sera un centro
puntero de la sanidad catalana del siglo XXI.

El Servicio de Hematologia Clinica tiene una amplia experiencia tanto en el tratamiento de
las neoplasias linfoides como en el trasplante de progenitores hematopoyéticos. Ya en 1976 el Dr.

Andreu Domingo-Albds realiz6 en este centro el primer trasplante de médula dsea de Esparia. Desde
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entonces se han realizado cerca de 1500 trasplantes en los servicios de Hematologia Clinica,
Pediatria y Oncologia Médica. Las personas que han participado en los trabajos presentados
pertenecen al Servicio de Hematologia Clinica y a la Unidad de Hematologia Bioldgica del HSCSP,
asi como al Laboratorio de Criobiologia y Terapia Celular del Centre de Transfussi6 i Banc de Teixits

de Barcelona.
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Introduccién

2.1. Linfoma folicular

2.1.1. Caracteristicas generales

Definicion

El linfoma folicular (LF) es una neoplasia derivada de los linfocitos B maduros presentes en

la zona centrofolicular del ganglio linfatico, normalmente constituido por centrocitos y centroblastos.

Puede considerarse el prototipo de los linfomas indolentes, llamados asi por su crecimiento lento y la

rareza en la invasion de los tejidos no linfoides.

Histologia y patogenia

El LF se caracteriza por un patron infiltrativo nodular que remeda el foliculo del ganglio

linfatico normal. La proliferacién tiene su origen en la zona centrofolicular del ganglio y las células son

de estirpe B (figura 1y 2).
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Figura 1. Esquema de la estructura anatomica de un ganglio linfatico. Tomado de “La citologia

Optica en el diagnostico hematol6gico.” S. Woesnner y L. Florensa.
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Figura 2. Esquema de la transformacion de los linfocitos B en el foliculo linfoide secundario

Tomado de “La citologia dptica en el diagndstico hematoldgico.” S. Woesnner y L. Florensa.

La morfologia celular corresponde a células pequefias y medianas (centrocitos), con nucleo
irregular y hendido, y cromatina densa (figura 3 y 4). También existen algunas células grandes
(centroblastos), la proporcion de las cuales permitiria dividir el LF en 3 grados segun la clasificacion
propuesta por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). Esta clasificacion utiliza la proporcién
entre centrocitos y centroblastos; asi, el grado | corresponderia a un porcentaje de centroblastos

menor al 25 %, el grado Il a una porcentaje entre el 25% y el 50% y el grado Ill a una proporcién de

centroblastos superior al 50%.12
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Figura 3 y 4. Linfoma folicular: histologia de ganglio donde se observa el patrén folicular (imagen
izg.) Linfoma folicular: leucemizacion en sangre periférica ( imagen der.) Imagenes tomadas del

Fondo de Imagen en Hematologia de la AEHH.

El inmunofenotipo del LF es positivo para marcadores B como CD 19, CD 20, CD 22 CD 23,
y CD 38, también para CD10 e inmunoglobulinas de superficie (en la mayor parte de los casos Ig M);
y negativo para los marcadores CD 5, CD 43 y CD 13c.22 Las caracteristicas inmunoldgicas nos

ayudaran a diferenciar el LF de otras neoplasias linfoides B indolentes (tabla 1).

Tabla 1. Inmunofenotipo en las neoplasias linfoides B indolentes

Marcadores CD20 CD22 CD10 CD5 CD23 IgS/igC
Histologia

LF + + + - -+ ++
LLC-B + + - + + +/+
LZM + + - - - +H+
LLP + + - - -+ ++
LM + + + + -+ ++
TL + ++ - - - +/-

LF:linfoma folicular; LLC-B: leucemia linfatica crénica B; LZM: linfoma de la zona marginal; LLP: linfoma
linfoplasmocitico; LM: linfoma del manto; TL: tricoleucemia; * intensidad débil.
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Figura 5. Patrén caracteristico del linfoma folicular (color rojo) por citometria de flujo.

En lo referente a la citogenética, alrededor de un 80-90% de casos de LF presenta la
traslocacion reciproca (14;18)(g32;g21). De este modo se produce el reordenamiento del gen BCL-2
(localizado en el brazo largo del cromosoma 18) que se yuxtapone al gen de las cadenas pesadas de
las inmunoglobulinas (IgH) localizado en el cromosoma 14. El punto de rotura en el cromosoma 18
puede producirse en 2 regiones. Aproximadamente en un 70% de los casos la rotura ocurre en la
“major breakpoint region” 0 MBR y en un 10% en la “minor breakpoint region” o mcr.

Esta traslocacion coloca al oncogén BCL-2 bajo la influencia del promotor del gen de las
cadenas pesadas de las inmunoglobulinas, que provoca que el gen BCL-2 se transcriba
continuamente y codifique para una proteina de membrana que se localiza en la mitocondria, reticulo
endopldsmico y membrana perinuclear. Ello motiva una sobreexpresion de la proteina BCL-2 en los

linfocitos portadores de la alteracion molecular, cuyo principal efecto es la inhibicion de la muerte
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Introduccién

celular programada o apoptosis celular. Las células con esta alteracion no pueden entrar en
apoptosis, prolongan su supervivencia y se acumulan. BCL-2 es s6lo un miembro de la familia de los
genes que regulan la apoptosis, como son también BAX y BCL-X.

La proteina BCL-2 forma parte de un complejo de alto peso molecular generado por la
heterodimerizacion con la proteina BAX. La relacién entre BCL-2 y BAX determina la actividad
funcional de BCL-2. Cuando existe un exceso de BAX, dominan los homodimeros de BAX y la muerte
celular esta acelerada. Por el contrario si BCL-2 esta en exceso predominan los heterodimeros de

BCL-2/BAX y la muerte celular se detiene.34

Figura 6. La proporcién relativa de BCL-2 y BAX determina la susceptibilidad a la muerte

celular programada. Tomado de Korsmeyer.*

La contribucion precisa de BCL-2 en el desarrollo del LF es compleja. Al parecer, la
traslocacion de BCL-2 generaria un patron de hiperplasia folicular de linfocitos maduros con
supervivencia prolongada, ya que quedarian en la fase celular GO. A pesar de la similitud morfol6gica
con el LF se diferenciaria de éste por la monoclonalidad de la celularidad en el caso del linfoma. La
activacion del gen BCL-2 no es suficiente para el desarrollo del linfoma. Deben existir otras lesiones

genéticas, como deleciones del cromosoma 6, o factores relacionados con el huésped, como una
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Introduccion

estimulacion antigénica cronica, para que la hiperplasia folicular se convierta en una enfermedad
neoplasica.

Es de destacar que existen casos de LF que no presentan dicha traslocacién o en los que
ésta ocurre entre los cromosomas 14 6 18 y otros cromosomas como las traslocaciones
1(2;18)(p12;021) y t(8;22)(q21;g21). También se ha encontrado el reordenamiento de BCL-2 en
linfocitos de individuos normales.>® Por otro lado, en la progresién a un linfoma agresivo, la
citogenética puede mostrar alteraciones secundarias como la trisomia 7, trisomia 12, alteraciones en
el brazo largo del cromosoma 1 y en el brazo corto del cromosoma 17. En el andlisis molecular
pueden encontrarse mutaciones de la proteina p53, inactivacion de la proteina pl6 vy

reordenamientos del gen c-MYC.7®

Epidemiologia

Como se ha mencionado anteriormente, en las Ultimas décadas se ha constatado un
aumento constante de la incidencia de los LNH, principalmente de los linfomas indolentes, tanto en
Europa como en Estados Unidos, sin que exista una explicacion evidente para esta observacion.>10
Los linfomas indolentes comprenden aproximadamente la tercera parte de todos los linfomas vy el
linfoma folicular es considerado el prototipo.

Existen pocos estudios sobre la frecuencia de LNH realizados en nuestro medio. En 1997 se
publicé uno de ellos, llevado a cabo por Salar et al't del Instituto Catalan de Oncologia. En dicho
estudio se analiz6 la incidencia de neoplasias linfoides en el area de referencia de dicho centro
hospitalario, entre los afios 1993-95. La incidencia que correspondio a neoplasias linfoides B fue de
15,1 nuevos casos por 100.000 habitantes y afio.

Los factores predisponentes que explicarian un aumento de la incidencia de linfomas
agresivos serian el aumento de la prevalencia de infeccion por el virus de la inmunodeficiencia

humana y la creciente utilizacién de farmacos inmunodepresores. En cuanto al aumento de linfomas
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Introduccion

indolentes, algunos investigadores apuntan como causa el uso de herbicidas y pesticidas. En el caso
del LF, existe un estudio epidemioldgico ocupacional que halld una frecuencia aumentada en algunas

profesiones relacionas con la construccién, como pintores, carpinteros, y otras.

Historia Natural

El LF es propio de personas de edad media y avanzada (mediana de 60 afios) con igual
incidencia segun el sexo y comportamiento poco agresivo. Afecta a los ganglios linfaticos y con
frecuencia también a la médula 6sea. La afectacion extranodal es rara. Habitualmente, el paciente
presenta al inicio adenomegalias en una 0 mas regiones ganglionares y puede tener sintomas B
como pérdida de peso, fiebre y sudoracién. La mayoria de los pacientes se diagnostican en un

estadio avanzado.

Figura 7. Paciente mostrando adenopatias axilares. Fondo de imagenes del Servicio de

Hematologia Clinica del HSCSP.
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Un fenémeno caracteristico es la transformacion a formas histologicas mas agresivas, lo que
empeora el pronostico de estos pacientes. Este hecho se ha relacionado con la aparicion de nuevas

alteraciones moleculares, con frecuencia en p53 6 p16.56

2.1.2. Diagnostico y estudio de extension

El diagnostico del LF se establece mediante el estudio anatomopatoldgico de la biopsia
ganglionar, complementado con el estudio inmunofenotipico y molecular.

En todos los pacientes de nuevo diagndstico se debe hacer una exploracion fisica completa,
con especial atencién a la presencia de adenomegalias y/o hepatoesplenomegalia. Los estudios
complementarios deben incluir: hemograma con férmula leucocitaria, enzimas hepaticos, lactato
deshidrogenasa seérica, urea, creatinina y p2-microglobulina, tomografia axial computarizada (TAC)

de térax, abdomen y pelvis (que pondran de manifiesto la existencia de afectacion de los ganglios

linfaticos toracicos y/o abdominales) y una biopsia de médula 6sea.

Figuras 8 y 9. TAC abdominal con presencia de infiltracion hepética en forma de nédulos
(imagen izq.) y en el que se observan multiples territorios ganglionares afectados (imagen

der.) Imégenes tomadas del Fondo de Imagen en Hematologia de la AEHH.
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La clasificacion por estadios utilizada es la de Ann Arbor (tabla 2), desarrollada en su inicio

para el linfoma de Hodgkin. El 75% de los pacientes con LF se diagnostica en estadios ll-IV.5

Tabla 2. Determinacién del estadio de los linfomas. Sistema de Ann Arbor

Estadio |

Estadio Il

Estadio Il

Estadio IV

AoB

Afectacion de una sola region ganglionar o extraganglionar.

Afectacién de dos o mas regiones ganglionares del mismo lado del
diafragma o extraganglionar localizado y una 0 mas regiones

ganglionares del mismo lado del diafragma.

Afectacion de regiones ganglionares a ambos lados del diafragma,
que puede acompafiarse de lesion localizada de un é&rea

extraganglionar, bazo o ambos.

Afectacion diseminada de una o mas regiones extraganglionares

distantes con o sin patologia ganglionar asociada.
Denota la ausencia (A) o presencia (B) de alguno de los siguientes
sintomas: pérdida de peso inexplicada > 10%, sudoracién vespertina

o fiebre inexplicada.

Denota enfermedad extraganglionar.
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2.1.3. Prondstico

2.1.3.1. Patron de supervivencia

Antes de la aparicion del tratamiento quimioterapico, el 50% de los pacientes diagnosticados
de LF fallecian antes de 5 afios. Si bien una minoria de pacientes con enfermedad localizada se
puede curar, los casos en estadio avanzado se consideran incurables con el tratamiento estandar.
Actualmente, la mediana de supervivencia es de aproximadamente 10 afios. A pesar de la alta
proporcién de respuestas con el tratamiento inicial, entre el 80 y el 90%, la recaida del LF es la
norma, tras una mediana de duracién de la remisién de 2,5 afios. Con recaidas sucesivas, las
respuestas favorables al tratamiento disminuyen y la duracion de éstas menor. La mediana de
supervivencia tras una segunda respuesta es de sélo 5 afios. El progresivo descenso en la
proporcion de respuestas y el acortamiento de su duracion se debe a enfermedad residual resistente
que no se elimind con el tratamiento previo.213 Por otra parte, durante el curso de la enfermedad, el
LF puede transformarse a un linfoma agresivo, lo que confiere mal pronostico, con una mediana de

supervivencia menor de 12 meses.5>12

2.1.4.2. Factores prondsticos

Como se ha mencionado, el LF es una enfermedad incurable a excepcion de los casos
localizados. En los estadios avanzados (IlI-IV) hallamos un grupo de enfermos con evolucién clinica
diferente, algunos con larga supervivencia y otros que no responden al tratamiento y fallecen
rapidamente. Por ello, es importante distinguir desde el principio estos diferentes tipos de pacientes y
definir grupos de bajo o alto riesgo, tributarios de recibir una terapia distinta.

Muchos investigadores han identificado numerosas variables clinicas al diagndstico

asociadas a un prondstico desfavorable, las mas importantes son: el sexo masculino, la edad
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avanzada, el estado general afectado, el estadio avanzado (lll-IV), la presencia de sintomas B, la
afectacion extraganglionar, la infiltracion medular, la existencia de enfermedad “bulky” (voluminosa),
la anemia, asi como la elevacion de LDH y/o de B2-microglobulina.>1213 El grupo francés GELA
presentd un trabajo en el que identificaba 3 variables prondsticas independientes: presencia de
sintomas B, edad superior a 60 afios y presencia de al menos 3 regiones adenopaticas con
adenopatias mayores de 3 cm.X Aspectos morfolégicos como el porcentaje de centroblastos, o0 a la
actividad mitdtica, no se han aceptado de manera universal como factores prondsticos.

En la dltima década diversos estudios han presentado nuevos parametros bioldgicos al
diagnostico con posible valor prondstico en los linfomas indolentes. Entre ellos, marcadores
plasméticos como la timidincinasa, moléculas de adhesion en su forma soluble como sICAM-1,
SVCAM-1y sCD44, interleucinas como IL-6 e IL-10, el factor de necrosis tumoral o TNF y el receptor
del TNF.1> También marcadores moleculares, especialmente el reordenamiento del gen BCL-2, cuya
ausencia parece tener un valor prondstico negativo,18 o mutaciones de p53 que también se asocian a
un mal pronéstico. Diversas alteraciones cromosdmicas, como la delecién homocigota de 9p21 y la
ganancia del cromosoma 7, se han identificado como marcadores de progresion a linfoma de alto
grado, asi como marcadores de proliferacion celular como el antigeno Ki-67. Respecto a estos
nuevos parametros, en la actualidad no existen conclusiones definitivas ya que las series estudiadas
son en general pequefias, heterogéneas e integradas por diferentes subtipos histolégicos. Uno de
estos nuevos parametros, aisladamente en cada subtipo de LNH, tiene un valor pronéstico limitado.
Por ello son necesarios estudios con mayor numero de pacientes y realizados en subtipos
histolégicos concretos.1

Algunos grupos han desarrollado indices prondsticos, a partir de variables obtenidas en sus

propios estudios. Romaguera et al construyeron un indice a partir del sexo y una estimacion de la
masa tumoral; asi, conferian un mal prondstico el sexo masculino, mas de una localizacién
extranodal, adenopatias mayores a 5 cm y la afectacion medular extensal’; Leonard et al'® basaron

su indice en el sexo, la edad, el estado general, el estadio y el nivel de la hemoglobina.
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El IPI (indice prondstico internacional), utilizado inicialmente en LNH agresivos, se ha
utilizado ampliamente en los LF.1¢ Las variables que lo componen son: edad mayor de 60 afios,
estado general conservado (ECOG 0-1) frente a deteriorado (ECOG 2-4), estadio localizado (I-1l)
frente a avanzado (lll-1V), aumento de la LDH y presencia de dos o mas afectaciones extranodales.
Este indice divide a los pacientes en cuatro grupos: bajo riesgo, con ninguna o una variable
desfavorable; riesgo intermedio-bajo, si presentan dos variables desfavorables; riesgo intermedio-
alto, si presentan tres, y riesgo alto si existen cuatro variables desfavorables. En el trabajo realizado
por Lopez-Guillermo et al se estudiaron 125 pacientes diagnosticados de linfoma indolente. La
proporcion de respuestas y la supervivencia en cada grupo se describen en la tabla siguiente. Entre
los dos grupos de riesgo intermedio no existieron diferencias estadisticamente significativas.
Posiblemente el indice mas utilizado en la practica clinica actualmente sea el IPI, pero ain no se
considera con suficiente poder discriminatorio para determinar de forma generalizada una opcion
terapéutica distinta segun el grupo de riesgo. El valor de la B2-microglobulina podria afiadir mas
informacion a este indice.?

Otro indice prondstico ha sido publicado recientemente por el Italian Lymphoma Intergroup
(ILI), éste valora la edad, el sexo, el nimero de afectaciones extranodales, la presencia de sintomas
B, el aumento de LDH y la velocidad de sedimentacion globular. 2

Actualmente el Proyecto Internacional sobre Factores Prondsticos en el LF (que recoge
3000 pacientes procedentes de estudios multicéntricos) estd desarrollando un nuevo modelo
predictivo que pueda ser una guia para la eleccion del tratamiento mas adecuado en cada paciente
segUn su riesgo.22

Finalmente, la mayor parte de estudios ha demostrado que la respuesta al tratamiento, y en
concreto la obtencion de una remision completa, es el factor mas importante para predecir una larga
supervivencia libre de enfermedad.>1323 De manera particular, la obtencidn de una remisién completa

molecular, es decir, la negativizacion de reordenamiento del gen BCL-2 en los pacientes que lo

32



Introduccién

presentaban al diagndstico, se asocia a supervivencia libre de enfermedad prolongada en la mayoria

de pacientes.

Tabla 3. Respuesta y supervivencia de 125 pacientes segun IPI

Grupo de Riesgo Todos los pacientes Linfoma Folicular
(N=125) (N=107)
Supervivencia Supervivencia

RC a 10 afios RC a 10 afos
(%) (%) (%) (%)

Bajo 60 73,6 61,5 75

Intemedio-bajo 35 452 41,2 47

Intermedio-alto 23 53,5 25 55

Alto 21 0 21,4 0

Tomado de Lopez-Guillermo et alt®

2.1.4. Tratamiento

Muchos grupos apoyan un tratamiento inicial del LF poco toxico, ya que se trata, en la

mayoria de casos, de una enfermedad incurable con quimioterapia, con un comportamiento indolente

y con una supervivencia prolongada. No obstante, el mal pronéstico que adquiere después de la

recaida obliga en ese momento a un tratamiento mas intensivo, con la intencion de obtener periodos

libres de enfermedad lo méas duraderos posible.

2.1.4.1. Tratamiento inicial

Las opciones de tratamiento inicial del LF son diversas, se resumen en la tabla 4 y 5, y se

describen a continuacion.
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No-tratamiento (conducta expectante o “watch and wait")

Varios estudios han mostrado que no existen cambios en la supervivencia si se demora el
tratamiento hasta la progresion de la enfermedad. La progresion se define como sintomas
constitucionales, enfermedad voluminosa, afectacion de la funcion de drganos, citopenias por
infiltracion medular o gran esplenomegalia.

Esta actitud fue desarrollada principalmente por el grupo de Stanford y estaria indicada en
pacientes con enfermedad diseminada, sin ningln factor de mal pronostico.% Por el contrario no seria

valida en pacientes con enfermedad localizada que podrian ser curados con tratamiento precoz.

Enfermedad localizada (estadios I-II)

En este grupo se encuentran aproximadamente el 15-20% de los pacientes al diagnostico. El
tratamiento indicado puede ser radioterapia local, acompafiada en algunos casos de quimioterapia.>6
Segun un estudio realizado por Besa et al® en pacientes tratados con radioterapia con o sin
quimioterapia, no existian diferencias significativas en la supervivencia global tras una mediana de

seguimiento de 15 afios; si, en cambio, en la supervivencia libre de progresién que fue mas

favorable en los casos tratados con la combinacion de ambas terapias.

Enfermedad avanzada

Monoterapia

Los agentes alquilantes se han considerado clasicamente la opcion terapéutica de eleccion.
Clorambucilo con o sin prednisona y ciclofosfamida fue el tratamiento inicial en la mayor parte de las
series. Es un tratamiento bien tolerado, administrado por via oral y efectivo en al menos en el 70% o
80% de los pacientes. Con todo, las respuestas son a menudo incompletas y casi siempre
transitorias. Ademas, el uso prolongado de alquilantes tiene como efecto secundario a largo plazo el

aumento del riesgo de sufrir una segunda neoplasia.>627.28
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Tabla 4. Resumen del tratamiento inicial en el linfoma folicular

Estadio Tratamiento

Estadio | Radioterapia

Estadio Il Radioterapia + Quimioterapia
Estadio IlI-IV No-tratamiento

Agentes alquilantes orales (clorambucilo, ciclofosfamida)
Poliquimioterapia (CHOP, CVP)

-+ Interferon

-+ Radioterapia

Fludarabina

Fludarabina, ciclofosfamida y mitoxantrone o dexametasona

Rituximab

Poliquimioterapia

Con referencia a la poliquimioterapia, la combinaciéon de ciclofosfamida, vincristina y
prednisona (CVP) consigue un mayor nimero de respuestas y éstas se obtienen mas rapidamente
que la monoterapia. Las remisiones completas pueden llegar al 70% y suelen mantenerse ente 1,5y
3 afios. No obstante, no aumenta la supervivencia con respecto a clorambucilo (mediana de
supervivencia de 4 a 6 afios).>629 En consecuencia, la eleccién de un u otro tratamiento dependera
de las caracteristicas del paciente: sintomas, edad, estado general, y otros factores pronésticos.

Con el régimen clasico CHOP (ciclofosfamida, adriamicina, vincristina y prednisona), el
porcentaje de respuestas oscila entre el 60 y el 80%, la mediana de supervivencia libre de progresion
se encuentra entre 2 y 3 afios y la mediana de supervivencia global entre 5y 7 afios. Los estudios
que han comparado CVP y CHOP han mostrado resultados contradictorios,>61230-32 por lo que no
existe evidencia definitiva en cuanto a la necesidad de afiadir doxorrubicina al tratamiento inicial,

agente que si parece claramente indicado en la enfermedad refractaria.
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Los anélogos de las purinas como fludarabina, cladribina (2-CdA) y pentostanina (DFC), son
nuevos agentes ampliamente utilizados. ElI mecanismo de accion es la induccioén de apoptosis. La
fludarabina es el farmaco mas activo en la leucemia linfatica cronica B, y la cladribina y la
pentostatina son sobre todo eficaces en la tricoleucemia. En los linfomas indolentes como el LF estos
farmacos también son de utilidad. Asi, se han publicado algunos estudios en pacientes con linfomas
indolentes previamente no tratados. El grupo francés Groupe d'Etude des Lymphomes de I'Adulte
(GELA) publicé una serie de 54 pacientes con LF tratados con fludarabina y obtuvo un 65% de
respuestas con una mediana de supervivencia libre de progresion de 14 meses.33 La combinacion de
fludarabina con ciclofosfamida consiguié en otro estudio un 100% de respuestas y una supervivencia
global y libre de progresion a los 5 afios del 66% y del 55%, respectivamente,® mientras que la
combinacion de fludarabina y mitoxantrone obtuvo un indice de respuestas del 94%.% Las respuestas
en 10 pacientes de un estudio, tratados con fludarabina, mitoxantrone y dexametasona (FMD) fueron
del 69%.% Recientemente el Grup per I'Estudi dels Limfomes de Catalunya i Balears (GELCAB) ha
comunicado sus resultados preliminares con el esquema de fludarabina, ciclofosfamida y
mitoxantrone (FCM) en el LF. Se trat6 de 53 pacientes, de ellos 40 han finalizado el tratamiento y 36
son evaluables, el 75% (30 pacientes) ha obtenido una RC y el 16% (8 pacientes) una RP, las

respuestas moleculares alcanzan el 69% y la mediana de SLP a los 18 meses es del 90%.37. 3

Radioterapia

Los linfomas indolentes son muy sensibles a la radioterapia y se puede obtener una
respuesta satisfactoria en pocas sesiones. En el contexto de la enfermedad avanzada la
administracion de radioterapia puede tener dos objetivos. Uno, curativo, con la irradiacion nodal total
afadida a la quimioterapia, dos, paliativo, como complemento a la quimioterapia en afectaciones con
gran masa tumoral o localizaciones en las que se requiere una reduccion tumoral rapida para aliviar
los sintomas que produce (afectacion dsea, de érbita, o del sistema nervioso), o en aquéllas zonas

donde la quimioterapia no ha logrado una respuesta optima.3
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Bioterapia

Por otro lado, el LF es una atractiva diana para modalidades de tratamiento que utilicen
anticuerpos monoclonales (AcMo), ya que la estructura antigénica de la membrana del linfocito B
tumoral es bien conocida. Inicialmente se obtuvieron AcMo no modificados de procedencia murina.
Eran anticuerpos anti-idiotipo especificos para cada paciente y se administraron con éxito.
Posteriormente, se han desarrollado anticuerpos quiméricos con gran afinidad por los antigenos
diana, como es el caso de CD20 que se encuentra presente en la préctica totalidad de los linfocitos B
tumorales. El anticuerpo quimérico anti-CD20, Rituximab, estd compuesto por una regién constante
IgG-Kappa de origen humano y una region variable procedente de un AcMo anti-CD20 murino. Este
anticuerpo tiene la capacidad de lisar los linfocitos CD20 positivos a través de la via del
complemento, mediante citotoxicidad mediada por anticuerpos, asi como de inducir apoptosis.

La utilizacion de AcMo como terapia antitumoral es eficaz y poco tdxica.#’ Ya se han
publicado los primeros estudios que utilizan Rituximab en monoterapia como tratamiento de primera
linea en pacientes con linfomas indolentes. El porcentaje de respuestas se encontré entre el 63% vy el
73%.4142 En estos estudios se ha demostrado la negativizacion del marcador genético BCL-2 en
aproximadamente el 50% de los pacientes.

El interferon es un farmaco inmunomodulador. Se ha utilizado en combinacién con
quimioterapia como tratamiento de induccion y en monoterapia como tratamiento de mantenimiento
de la respuesta obtenida. En ambos casos, especialmente en combinacion, existen datos que
sugieren una prolongacion en la duracién de la remision y un aumento de la supervivencia global. No
obstante, un nimero no despreciable de pacientes abandona el tratamiento debido a sus efectos
secundarios®612

Recientemente se han publicado dos trabajos con resultados opuestos. El primero es un
meta-andlisis que incluy6 1756 pacientes diagnosticados de LF no tratado, que recibieron interferén
alfa mas quimioterapia; el resultado fue una prolongacion de la supervivencia libre de progresion para

todo el grupo y un aumento de la supervivencia global en los pacientes que obtuvieron una
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respuesta.*® El segundo es un estudio realizado por el Southwest Oncology Group (SWOG) en 571
pacientes tratados con poliquimioterapia, mas radioterapia en los casos de respuesta parcial, que se
aleatorizaron a recibir 0 no interferén. En este trabajo no se observaron diferencias entre ambos

grupos, ni en la supervivencia global ni en la supervivencia libre de progresion.*

Tabla 5. Tratamiento inicial en el linfoma folicular en estadios IlI-IV

N° de Respuesta SLP SG Estudio (referencia)
Terapia pacientes (%) (%) (afios) (%) (afos)

Ch 33 70 0(5) 60 (5) Portlock et al??
Cb+P 132 36 41(5) 49 (5) Kimby et a2
CvP 82 80 - - Unterhalt et al?®
CHOP 415 - - 50 (7) Dana et al*®
Fludarabina 54 65 50 (14 m) - Solal-Celigny et alt?
Rituximab 50 73 70 (12 m) - Colombat et al*
FMD 10 69 - - Crawley et al 36
FCM 10 90 - - L6opez-Guillermo et al¥’

SLP: supervivencia libre de progresion, SG: supervivencia global, Ch: clorambucil; P: prednsona; CVP:
ciclofosfamida, vincristina, prednisona; CHOP: ciclofosfamida, adriamicina, vincristina, prednisona. FCM:
Fludarabina, ciclofosfamida y mitoxantrone; FMD: Fludarabina, mitoxantrone y dexametasona

2.1.4.2. Tratamiento de rescate

Segln han publicado Johnson et al'?, aproximadamente el 65% de los pacientes (incluidos
todos los estadios) recaen tras una primera respuesta. La respuesta final a diferentes tipos de
tratamiento, como radioterapia, agentes alquilantes, o combinaciones de poliquimioterapia fue del

78% y la mediana de duracion de la misma de 13 meses. Solo el 28% de los pacientes obtuvo una
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remision completa. La mediana de supervivencia postratamiento fue de 4,6 afios y de supervivencia
libre de progresién de 1,7 afios.
Las distintas modalidades de tratamiento de rescate se resumen en la tabla 6 y se describen

a continuacion.

Poliquimioterapia

Tradicionalmente las pautas de rescate mas efectivas en el LF en recaida o refractario
incluyeron combinaciones de citostaticos como ifosfamida y etopésido (IMVP-16, MIME)#46 o Ara-C
mas cisplatino (DHAP, ESHAP)#748 Con ellas se obtienen hasta un 80% de respuestas, parciales o
completas.

En el contexto de ensayos clinicos, se han investigado nuevos agentes citostaticos en
pacientes diagnosticados de linfoma. Los taxanos como paclitaxel y docetaxel muestran una actividad
limitada en el tratamiento de linfomas indolentes. Los inhibidores de la topoisomerasa | como
topotecan, irinotecan y 9-aminocamptotecina, se asocian a un indice de respuestas aproximado del
25%. El oxaliplatino, nuevo analogo del platino, resulté eficaz en el tratamiento de algunos casos de

linfoma refractario.4

Andlogos de las purinas y anticuerpos monoclonales

En la dltima década, se han introducido los analogos de las purinas, como fludarabina vy
cladribina, y los AcMo, sea en monoterapia 0 en combinacion con farmacos citostaticos. Estas
nuevas pautas obtienen resultados prometedores, con un indice de respuestas que va desde el 50%
al 90%.4%-69

En pacientes con LF previamente tratados, fludarabina y cladribina en monoterapia
condujero a un 15% de remisiones completas y un 50% de respuestas totales. La actividad de la
pentostatina en esta indicacion fue menor.40

En combinacion con otros agentes, como es el caso del esquema FCM se consiguen hasta
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un 91% de respuestas, 56% respuestas completas y 11% parciales, 24% de ellas moleculares.*® Con
el esquema FMD se alcanzan hasta un 94% de respuestas, de las que aproximadamente la mitad
son completas.®® Otro ejemplo de tratamiento combinado es 2-CdA méas mitoxantrone que se asocia a

un 70% de respuestas.>

La aplicacion de anticuerpos anti-idiotipo sélos 0 en combinacion con inteferén, clorambucil o
inteleucina-2 permitié alcanzar un 66% de respuestas, 13% de ellas completas y la mayor parte de
larga duracion (4 a 10 afios).5

En pacientes con linfomas indolentes previamente tratados, Rituximab en monoterapia
obtuvo entre un 48% y un 57% de respuestas segun las series, con minima toxicidad.%5° Por otro
lado, con intencién de mejorar el nimero de respuestas, se han llevado a cabo estudios de
tratamiento combinado con otros agentes. Administrado con quimioterapia tipo CHOP el indice de
respuestas en un estudio llegd al 95% (55% de las cuales fueron completas). El seguimiento mediano
fue de 29 meses y no se alcanzd la mediana de la supervivencia, ni global ni libre de progresion. Los
autores concluyeron que esta combinacién representa un tratamiento seguro y eficaz, en el que se
suman los beneficios terapéuticos de la quimioterapia y el AcMo sin que aumente la toxicidad.5

La combinacién de Rituximab con interferdn también obtiene resultados interesantes; en 64
pacientes tratados se observd un 70% de respuestas, de las cudles el 33% fueron completas.tL. Otra
pauta novedosa y efectiva es la combinacion de Rituximab y fludarabina mas mitoxantrone, con la
que se observé un 95% de respuestas.5? Se evidencio la negativizacion del marcador genético BCL-2
en aproximadamente el 50% de pacientes positivos pre-tratamiento. Recientemente, el grupo del MD
Anderson ha publicado un estudio a este respecto; se tratd de pacientes en recaida o0 con
enfermedad refractaria y positivos para la traslocacion t(14;18) que recibieron anti-CD20 en
monoterapia o0 en combinacion con CHOP. Es de destacar que se observd la negativizacion del gen

BCL-2 en el 50% de casos.53
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Otra manera de aumentar la eficacia del anticuerpo anti-célula B es conjugarlo con un
isétopo radioactivo que destruiria el linfocito B al emitir particulas B. Los inconvenientes de este
tratamiento son el elevado coste economico y el dificil manejo de los isdtopos. Este tratamiento
resultaria efectivo incluso en pacientes con una respuesta inmune deficiente. Los is6topos utilizados
son el yodo-131 y el ytrium-90, con similar eficacia.%* Con dosis no mieloablativas se obtienen
respuestas en el 60-70% de pacientes,®6” pero si se aplican dosis mieloablativas y soporte de
progenitores hematopoyéticos aumenta el porcentaje de respuestas favorables. A este respecto el
grupo de Seattle ha publicado recientemente su experiencia. Veintinueve pacientes con linfoma se
trataron con dosis mieloablativas de anticuerpo anti-CD20-yodo-131 y trasplante autogénico. Se
obtuvieron un 86% de respuestas (79% completas). El seguimiento mediano fue de 42 meses y la
supervivencia global y libre de progresion fueron del 68% y del 42%, respectivamente.® Este mismo
grupo ha publicado recientemente su experiencia al combinar anti-CD20-yodo-131 con dosis altas de
etopdsido y ciclofosfamida en el contexto de trasplante autogénico. En dicho estudio se alcanzé un
87% de respuestas con una supervivencia global y libre de progresion a 2 afios del 83% y 68%,
respectivamente. Estos resultados son superiores a los de un grupo control no randomizado tratado

en el mismo periodo de tiempo con ciclofosfamida, etoposido e irradiacion corporal total.®

Otro método para aumentar la citotoxicidad del AcMo es conjugarlo con inmunotoxinas como
la toxina diftérica o la cadena A de la ricina. Hasta el momento se han empleado anticuerpos anti
CD19y anti CD22, ya que se internalizan y permiten la penetracion de la toxina en el citoplasma. Las
respuestas con este tratamiento oscilan entre el 11% y el 30%, lo que sugiere que podrian ser

utilizadas en combinacion con otros tipos de tratamiento.4°

Vacunas v terapia celular adoptiva

El objetivo de esta terapia es activar el sistema inmune para que acte suprimiendo el

crecimiento tumoral. Se deben crear vacunas que representen antigenos tumorales reconocibles por

41



Introduccion

el sistema inmunoldgico. Los linfomas B son enfermedades interesantes a este respecto, por la
accesibilidad a la célula tumoral y porque poseen moléculas diana expresadas en la superficie.’0-72
Estas estrategias terapéuticas son de gran interés, pero presentan dificultades practicas que impiden
su aplicacion universal. Se ha de crear una vacuna para cada paciente, lo que conlleva un importante
gasto econémico y un gran consumo de tiempo. Su produccion es dificil y ésta se limita a unos pocos
centros especializados. Otro inconveniente es la presencia de clones tumorales negativos para el
idiotipo contra el que se ha creado inmunidad. Ademas, es obligatorio para su eficacia que el
paciente tenga una capacidad inmune preservada7%72

Un proyecto llevado a cabo por Hsu y colaboradores estudié la inmunizacion de pacientes
con linfoma cuando se hallaban en respuesta, administrando inmunoglobulinas purificadas
procedentes de estos mismos pacientes. Los enfermos que desarrollaron respuesta inmune a la
vacuna tuvieron una duracion mayor de la respuesta alcanzada y algunos de estos pacientes ademas
desarrollaron células T citotéxicas idiotipoespecificas.” EI mismo grupo ha estudiado la posibilidad
de estimular células dendriticas “ex vivo" obtenidas de la sangre periférica, con un idiotipo
determinado y volver a administrarlas al paciente con el fin de obtener respuestas mediadas por
linfocitos T.7® Finalmente, otro método para producir inmunizacion es utilizar las propias células
tumorales como células presentadoras de antigeno. En este caso son las propias células tumorales

las que se han de activar “ex vivo"8

Oligonucledtidos antisentido

Los oligodeoxinucledtidos antisentido son cadenas de 15 a 30 bases de nucledtidos que al
unirse especificamente al ARN mensajero inhiben la codificacion de la proteina determinada por
dicho ARNm. En el tratamiento de los LF se utiliza la proteina BCL-2 como molécula diana, ya que su
inhibicién especifica seria capaz de impedir el crecimiento tumoral. En la actualidad se estan llevando

a cabo diversos estudios en este sentido pero no existen conclusiones definitivas.””.78
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Tabla 6. Esquemas mas utilizados en el tratamiento de rescate en linfomas indolentes

N2 de Respuesta SG SLP Estudio (referencia)
Terapia pacientes (%) (%) (%) (meses)
(meses)
MIME 91 55 - - Cabanillas et al*
ESHAP 36 75 50 (24) 50 (12) Rodriguez-Monge et al*’
DHAP 35 45 50 (24) 30 (12) Rodriguez-Monge et al*’
Fludarabina 88 44 - - Pigaditou et al>2
FMD 51 94 50 (34) 50 (14) McLaughlin et als0
FCM 34 91 - - Ferrer et al*®
2-Cda 40 43 - - Kay et al%
Rituximab 37 57 - 50 (8) Piro et al>®
Rituximab + CHOP 40 95 - - Czuczman et al®®
Rituximab +IFN 64 70 80 (36) 50(19) Sacchi et alé!
Rituximab + FM 21 95 - - Recasens et al?
131] tositumomab 28 86 - 50 (12) Kamisnki et al6

SG: Supervivencia global; SLP: Supervivencia libre de progresion; MIME: Metilprednisolona, ifosfamida,
metotrexato y etopdsido; ESHAP: Etopésido, metilprednisolona, cisplatino y Ara-C; DHAP: Dexametasona,
cisplatino y Ara-C; FMD: Fludarabina, mitoxantrone y dexametasona; FCM: Fludarabina, ciclofosfamida y
mitoxantrone; 2-CdA: Cladribina; CHOP: Ciclofosfamida, vincristina, adriamicina y prednisona; IFN: Interferon;
FM: Fludarabina y mitoxantrone.
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2.2. Trasplante de progenitores hematopoyéticos en el linfoma folicular

El trasplante de progenitores hematopoyéticos es el procedimiento por el que los pacientes
reciben dosis altas de quimioterapia, asociadas o no a radioterapia, seguidas de la administracién de
células madre hemopoyéticas para restablecer la mielopoyesis deprimida tras el tratamiento. Con la
intensificacion en la dosis de tratamiento se pretende vencer la resistencia de la enfermedad
linfoproliferativa a la quimioterapia estandar. No se deben superar aquellas dosis que produzcan una
toxicidad extramedular irreversible o inaceptable. La toxicidad medular puede resolverse gracias al
soporte con PH.™

En las dos Ultimas décadas, hemos asistido a un incremento constante del nimero de
pacientes con LF tratados con TPH, tanto autogénico como alogénico. Diversas razones pueden
explicar este hecho: los buenos resultados iniciales obtenidos en pacientes con enfermedad
avanzada y la disminucion de la toxicidad relacionada con el procedimiento.

La morbi-mortalidad debida al tratamiento intensivo se ha reducido gracias a los avances en
el soporte de estos pacientes, a la aplicacidn de regimenes de acondicionamiento menos tdxicos, a la
utilizacién de PH de sangre periférica que reduce el periodo de pancitopenia, a un mayor control de
las infecciones, y en el caso del trasplante alogénico, a la mejora en la profilaxis y el tratamiento de la

enfermedad del injerto contra el huésped.

2.2.1. Obtencidn de progenitores hematopoyéticos de sangre periférica

Los progenitores hematopoyéticos (PH) obtenidos de la sangre periférica son en la
actualidad mas utilizados en el trasplante autogénico que los procedentes de la médula 6sea.® Su
uso también estd en aumento en el trasplante alogénico, como alternativa a la obtencion de PH de
médula dsea de donantes sanos.8! La utilizacion de PH de sangre periférica reduce el periodo de

pancitopenia y podria disminuir el riesgo de infecciones, de sangrado, la utilizaciéon de hemoderivados
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y antibiéticos, y acortar el tiempo de ingreso hospitalario.

En condiciones basales la presencia de PH circulantes en la sangre periférica es casi
indetectable (2 por 100.000 células mononucleadas, es decir, cien en 1 ml de sangre periférica). Por
ello se han disefiado métodos para obtener un nimero suficiente de PH de sangre periférica para su
uso clinico. Esta estrategia se denomina tratamiento de movilizacién porque consigue “movilizar” los
PH desde la médula 6sea al torrente sanguineo y aumentar su ndmero circulante. Para conseguir un
numero adecuado de células, éstas deben obtenerse después tratamiento con factores estimulantes
del crecimiento hematopoyético, tras quimioterapia en la fase de recuperacion de la mielodepresion, o
con la combinacion de ambas terapias.® Los factores estimulantes del crecimiento hematopoyético
aprobados para esta indicacion son los factores estimulantes del crecimiento de las colonias
granulociticas (G-CSF) y de las colonias granulo-macrofagicas (GM-CSF), en dosis de 5-16 ug/kg/d.
Su administracion es subcutanea. Se han investigado otros factores como interleucina 3 (IL-3), stem
cell factor (SCF), factor estimulante del crecimiento y desarrollo megacariocitico (MGDF) o
trombopoyetina (TPO) en el contexto de estudios clinicos, bien en monoterapia, bien en combinacién
con G-CSF, GM-CSF, o quimioterapia.t® La utilizacion de los factores estimulantes del crecimiento
hematopoyético combinados con quimioterapia mielodepresora produce un aumento hasta de 1.000
veces de los PH circulantes durante la fase de recuperacion de la aplasia.®

Por otro lado, el nimero de células CD34+ que se administra en el trasplante es un indice
del potencial de injerto. Muchos grupos consideran una dosis de células CD34+ entre 2 y 5 x 10%/kg la
Optima para una reconstitucion hematopoyética rapida después de autotrasplante. Asimismo, la dosis
minima que conseguiria este objetivo seria de 1 x 105/kg.8485 Los factores que influyen en el nimero
de células progenitoras obtenidas son: tipo de tumor, tiempo desde el diagndstico, estado de la
enfermedad, quimioterapia previa, radioterapia previa, dosis de factor estimulante, tipo de
quimioterapia movilizadora y fallo previo de movilizacién. La enfermedad linfoproliferativa y la fase
avanzada son factores negativos. Este hecho podria explicarse por la utilizacion de agentes

alquilantes o analogos de las purinas, modalidades de tratamiento de primera y segunda linea que
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afectan a la hematopoyesis.6-%4

Se han utilizado diversas terapias como tratamiento de movilizacién en pacientes
diagnosticados de linfoma. Un buen esquema movilizador seria el que nos permitiera conseguir un
adecuado numero de células CD34+ con el menor nimero posible de leucoaféresis y con una
toxicidad minima para el paciente.% No existe un tratamiento estandar para inducir dicha movilizacion
en pacientes con linfoma y que se base en estudios aleatorizados. Ciclofosfamida (en dosis de 1,5
g/m2 a 3 g/m?) y factor estimulante de las colonias granulociticas (G-CSF) es la combinacién méas
utilizada. Otros esquemas también se aplican con igual objetivo en los pacientes con linfoma.8395-% A
este respecto, existen publicaciones sobre los resultados obtenidos con combinaciones ampliamente
conocidas como tratamiento de segunda linea o rescate, tales como ESHAP, DHAP, mini-BEAM o
Dexa-BEAM en combinacion con factores estimulantes. Estas pautas pueden tener importante
toxicidad no hematoldgica que haga inviable en ocasiones un trasplante posterior. Ademas, su
toxicidad sobre la médula puede comprometer la obtencién de células progenitoras.®”-100 Por otro
lado, recientemente se ha publicado la efectividad de combinaciones de citostaticos como
ciclofosfamida, etopdsido, epirrubicina, ifosfamida o carboplatino, con G-CSF. Algunos de estas

combinaciones se utilizaron como tratamiento antitumoral a la vez que movilizador.91-93, 101-103

2.2.2. Tratamiento “ex vivo” de la celularidad

A pesar de administrar quimioterapia de rescate para reducir la carga tumoral, de obtener
PH sin aparente contaminacion tumoral, y de administrar tratamiento de acondicionamiento intenso,
existe un patrén continuo de recaida postrasplante de la enfermedad. Por ello, en los linfomas
indolentes no se alcanza una meseta (“plateau”) estable ni en la SLP ni en la SG.104105 Esto podria
deberse a la enfermedad residual del paciente. Se ha demostrado con la aplicacion de técnicas
sensibles de deteccion de células tumorales, que médulas dseas histolégicamente sin infiltracion

estan contaminadas por células linfomatosas en un 20-70% de los casos. La contaminacion tumoral
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también se ha evidenciado en los PH obtenidos de sangre periférica durante la movilizacion.106-110 Sj
estas células tumorales que contiene el injerto contribuyen a la recaida o no, es todavia un tema
controvertido, aunque con estudios de marcado de genes se ha demostrado esta hipGtesis en
algunos casos 111112

Con el objetivo de conseguir la eliminacion o la reduccion de células tumorales del injerto, se
han ensayado diversos tipos de tratamiento de los PH. Investigadores del Dana Faber Cancer
Institute (DFCI) han demostrado la eficacia del tratamiento de eliminacion de células tumorales, de la
médula 6sea de pacientes con LF. Dicha eficacia se evalu6 mediante la técnica de la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR). Los mismos autores mostraron como el tratamiento “ex vivo” de los
PH mejord la SLP.13 Por el contrario, otros investigadores no han reproducido este efecto
favorable.14115 | as técnicas de tratamiento “ex vivo” de los PH van desde el uso de quimioterapiallé
a métodos inmunoldgicos (utilizacion de AcMo). Estos (ltimos consiguen o bien la seleccion positiva
de los PH que marcan caracteristicamente el antigeno CD34,17 o hien la deplecidn directa de células
tumorales. El tratamiento “ex vivo “ con AcMo puede realizarse mediante diferentes técnicas; una de
las mas ampliamente utilizadas es la técnica inmunomagnética, en la cual se combinan bolas que
contienen polimeros de hierro, conjugadas con anticuerpos policlonales dirigidos contra antigenos
tumorales. Las células tumorales se unen a estos anticuerpos y estos complejos se pueden ser
separar al exponerlos a un campo magnético. Este método se ha utilizado en pacientes con LNH,
leucemia aguda linfoblastica, mieloma multiple, neuroblastoma y otros tumores no hematolégicos.118-
126 E| método inmunomagnético es el utilizado en gran parte de nuestros pacientes.1?” Otros métodos
inmunolégicos utilizan AcMo y complemento para destruir las células tumorales.128

Una modalidad de tratamiento “ex vivo” combinado es la llamada doble seleccion, también
realizada mediante técnicas inmunomagnéticas. Se compone de una seleccion positiva de células
progenitoras CD34+, y una seleccién negativa o deplecién de células neoplasicas. Asi se pueden
eliminar las células tumorales que expresan el antigeno CD34. Esta técnica se ha realizado en los

servicios de Hematologia Clinica del HSCSP y del Hospital Clinico de Barcelona por Altés et al,2° en
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los PH obtenidos de sangre periférica de pacientes diagnosticados de sindromes linfoproliferativos
cronicos como el LF. Los resultados preliminares indican que es un procedimiento eficaz, que permite
la recuperacion del 50% de las células CD34+, sin celularidad tumoral acompafiante en el 92% de los

casos.12

2.2.3. Trasplante autogénico de progenitores hematopoyéticos en el linfoma folicular

El trasplante autogénico se ha utilizado ampliamente en los pacientes con LNH. Su eficacia
se ha demostrado ya en hemopatias como el linfoma difuso de células grandes. En este ambito,
diversos estudios sugieren un beneficio en los pacientes con enfermedad refractaria, en recaida, o en
primera remision con factores pronosticos adversos al diagndstico.”1% Por otro lado, los avances
producidos en el tratamiento de soporte de dichos pacientes han disminuido la morbi-mortalidad
relacionada con el trasplante®. 130

En los dltimos afios el trasplante autogénico se ha utilizado en pacientes diagnosticados de
linfoma folicular. Inicialmente se llevé a cabo en los casos con enfermedad refractaria o en recaida, y
posteriormente como consolidacion de una primera remision en pacientes jovenes con factores de
mal prondstico. El objetivo del trasplante fue erradicar la enfermedad, o al menos prolongar la
supervivencia con respecto al tratamiento convencional. Los resultados fueron en general favorables,
con todo, debido al curso indolente de estas neoplasias, el tiempo de seguimiento breve no permite

conocer el impacto real de este procedimiento sobre la SG. 105 131-146

2.2.3.1. Pacientes con enfermedad en recaida o refractaria

Se han publicado diversos trabajos que presentaron los resultados del tratamiento intensivo

y soporte con PH autogénicos (bien de médula 6sea o bien de sangre periférica), en pacientes con
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LF en recaida o refractario. En algunos casos se efectud tratamiento “ex vivo” de los PH. En la tabla 7

se recogen las series mas importantes.

Tabla 7. Trasplante autogénico en linfoma folicular en fase avanzada

SLP SG
Estudio (referencia) N° de pacientes (%) (afios) (%) (afios)
Freedman et al'3!
DFCI 153 42 (8) 66 (8)
Apostolidis et alt%?
St. Bartholomew’s 99 63 (5) 69 (5)
Hospital
Bierman et al'3
Universidad de Nebraska 100 44 (4) 65 (4)
Bastion et al'*®
Centre Hospitalier Lyon Sud 60 53(2) 86 (2)

SLP: Supervivencia libre de progresion, SG: Supervivencia global, DFCI: Dana Faber Cancer Institute

La mediana de la SLP fue aproximadamente de 4 afios, y la SG a los 4 afios del 60-70%.

Las caracteristicas de los pacientes en cuanto a lineas de tratamiento recibidas, estado de la
enfermedad al trasplante y quimiosensibilidad, variaron segun las series e incluso en el mismo
estudio. En cuanto a la fuente de progenitores autogénicos y su tratamiento “ex vivo”, en el Dana
Farber Cancer Institute3! y en el St. Bartholomew's Hospital32 133 se utiliz6 médula dsea tratada con
AcMo anti-B; en la serie del Nebraska Medical Center'3 los PH procedian de médula ésea o de
sangre periférica pero no se trataron “ex vivo”, y en el Centre Hospitalier Lyon-Sud®3® se utilizaron
s6lo PH de sangre periférica no tratados.

En un estudio de Rohatiner et al'33, con pacientes del St. Bartholomew's Hospital, los
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resultados de la terapia intensiva se compararon con controles histéricos tratados con quimioterapia,
emparejados por edad y estado de la enfermedad. Se demostrd una ventaja para el grupo tratado

con autotrasplante en la SLP pero no en la SG.

2.2.3.2. Pacientes con transformacion histoldgica

Los pacientes con transformacion histoldgica de su LF, tratados con trasplante autogénico
presentan un alto indice de recaidas tempranas. Tan sdlo se han obtenido buenos resultados en
pacientes con enfermedad quimiosensible o con transformacion temprana en el curso de le
enfermedad. En el St. Bartholomew's Hospital se trataron 27 pacientes con antecedentes de
transformacion, diecinueve en primera remision tras dicho evento y la mediana de la SG fue de 8,5
afios.13 En el DFCI se trasplantaron 27 pacientes, diagnosticados de LF o leucemia linfatica cronica
B; s6lo el 44% estaban en remision previa al trasplante, la SLP y la SG a los 5 afios fueron del 46% y
58%, respectivamente.13” Berlung et al'3 publicaron una serie de 22 pacientes con LF, de los cuéles
la mitad presentaban transformacion histologica y el resto tenfan factores prondsticos adversos; la
SLP fue del 72% y la SG del 81% sin diferencias entre los dos grupos, con un seguimiento mediano
de 6 afios.

Recientemente se han publicado los datos del Grupo Europeo de Trasplante Hemopoyético
(EBMT) a este respecto. Se trata de un estudio de 50 pacientes diagnosticados de LF transformado.
Este grupo se compard por duplicado con 200 pacientes con linfomas indolentes y con 200 pacientes
con linfoma agresivo de novo, todos ellos tratados con trasplante autogénico. La SG y la SLP a 5
afios fueron de 51 y 30%, respectivamente. La comparacion con los dos grupos antes descritos no
mostrd diferencias estadisticamente significativas.13

Estos datos apoyarian la indicacion de la terapia intensiva en pacientes con historia de
transformacion histologica, ya que ésta se asocia a mala respuesta al tratamiento quimioterapico

convencional. El trasplante autogénico en esta situacion parece aumentar la supervivencia.
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2.2.3.3. Pacientes en primera remision

Si consideramos que el LF en estadio avanzado es una enfermedad incurable y que la
mortalidad relacionada con el autotrasplante es baja, podria justificarse considerar esta terapia tras
una primera respuesta en los pacientes con enfermedad avazada y factores adicionales de mal
pronostico. El objetivo del trasplante seria alcanzar una SLP mas prolongada que con el tratamiento
convencional y aumentar la supervivencia. En la tabla 8 se recogen las series mas importantes de
autotrasplante en fase precoz. Los pacientes corresponden a estadios avanzados en primera
respuesta, completa o parcial. Como fuente de progenitores hematopoyéticos se utilizé la médula
0sea en los casos del DFCI y de Stanford, y la sangre periférica en el hospital de Turin. En las tres

series los PH se trataron “ex vivo” con AcMo anti-B.

Tabla 8. Trasplante autogénico en linfoma folicular en primera remision

Estudio (referencia) N° de SLP SG

pacientes (%) (afios) (%) (afios)

Freedman et alt40

DFCI 83 63 (3) 89 (3)
Tarella et al'4t

Divisione Universitatia di 29 59 (9) 79(9)
Ematologia, Turin

Horning et al'#2

Universidad de Stanford 37 60 (10) 86 (10)

SLP: Supervivencia libre de progresion, SG: Supervivencia global DFCI: Dana Farber Cancer Institute

Los resultados en términos de SLP y SG son superiores a los esperados con terapia

convencional. En el trabajo de Horning et al*2 los 37 pacientes se compararon con controles
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historicos y se demostrd una superioridad en la supervivencia en el grupo tratado con trasplante
(figuras 10y 11)

Todos estos estudios indican que el autotrasplante hemopoyético se asocia a SLP
prolongada en mas del 50 % de los pacientes con LF en primera remisién. La mortalidad temprana
relacionada con el procedimiento es en general inferior al 5%. Ya que el tiempo de seguimiento de las
series es aln corto y que se observa un patron continuo de recidiva de la enfermedad, no se puede

afirmar todavia que el trasplante autogénico en los pacientes con LF en primera remision mejore la

SG.
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Figura 10. SG (linea continua) y supervivencia enfermedad-especifica (linea discontinua) de

los 37 pacientes trasplantados en el estudio de Horning et al 142
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Figura 11. Supervivencia en pacientes historicos, menores de 50 afios, con linfoma folicular
tratados en la Universidad de Stanford. SG (linea continua, n = 188), supervivencia
enfermedad-especifica (linea discontinua, n = 188), SLP (linea discontinua con puntos, n = 138,
se han excluido los pacientes gque no se trataron inicialmente)42

Nota: En la supervivencia enfermedad-especifica los fallecimientos debidos a otras causa son observaciones

censuradas.

2.2.3.4. Sindrome mielodisplasico y leucemia aguda postrasplante

Ademés de las complicaciones tempranas relacionadas con el trasplante, existe una
complicacion a largo plazo, la aparicion de un sindrome mielodisplasico (SMD) o una leucemia aguda
(LA) que esta en relacion con la terapia aplicada. En los primeros afios de la década de los 90 se
publicaron las primeras series a este respecto. En lo referente a pacientes diagnosticados de LNH y
linfoma de Hodgkin, las mas importantes fueron las de Nebraska, Minnesota y Boston,147-149 y
recientemente, las del EBMT y del St. Bartolomew’s Hospital de Londres.?0.151 En estos trabajos, el

riesgo de presentar esta complicacion varié entre el 4% a los 5 afios y el 18% a los 6 afios, con unos
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extremos en el tiempo de presentacion de 5 meses a 8 afios. Favorecieron su desarrollo la irradiacion
en el acondicionamiento, el haber recibido diversas lineas de tratamiento, particularmente si
incluyeron agentes alquilantes, y un periodo prolongado entre el diagnostico y el trasplante.147-152 En
un estudio de revision en el que se incluyeron diversas series, se concluy6 que la aparicion de SMD o
LA implica un pronéstico muy desfavorable. A pesar de tratarse con terapia intensiva, que incluy6
trasplante alogénico en algunos casos, la mediana de supervivencia fue s6lo de 6 meses y una

minoria de pacientes seguian vivos a los 18 meses.152

2.2.3.5. Recaida postrasplante

Como hemos sefialado previamente, existe un patrén continuo de recaida postrasplante del
linfoma. El grupo de St. Bartholomew's Hospital publicé un trabajo en el que describi la evolucion de
los pacientes después de producirse este evento.104 La SG a los 5 afios tras la recidiva fue del 45%,

similar a la de controles histdricos que habian recibido tratamiento convencional.

2.2.4. Trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos en el linfoma folicular

El trasplante alogénico se desarrolld inicialmente como tratamiento de las leucemias agudas
y crénicas. Este procedimiento tiene una gran eficacia antitumoral gracias a la intensidad de la
quimio-radioterapia y al efecto antineoplasico del sistema inmune del donante (efecto del injerto
contra la leucemia). Otra caracteristica beneficiosa del indculo alogénico es la ausencia de
contaminacion tumoral.153.154

A principios de los afios 90 se extendi6 la indicacion del trasplante alogénico a los pacientes
con linfomas indolentes y se obtuvieron remisiones prolongadas. Se tratd en la mayoria de casos de
pacientes jovenes en fase avanzada.!s31%4 E| efecto injerto contra el linfoma se sustenté en las

remisiones prolongadas obtenidas en pacientes en recaida postrasplante con la retirada del
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tratamiento inmunosupresor o con administracion de linfocitos del donante. También, en la menor
incidencia de recaida en los pacientes que presentaban enfermedad del injerto contra el huésped
cronica, %5156 y en la menor tasa de recidivas tras el trasplante alogénico que tras el autogénico en
varios estudios>’-166, Este efecto favorable del trasplante alogénico se contrarresta en parte por la
elevada mortalidad relacionada con el procedimiento (tabla 9).

En 1998 se publicaron los resultados del Registro Internacional de Trasplante Médula Osea
(IBMTR) en 113 pacientes con linfomas indolentes (en su mayoria LF). La probabilidad de recidiva y
la probabilidad de supervivencia libre de enfermedad a 3 afios fueron del 16 y 49%, respectivamente.
La mortalidad relacionada con el trasplante (MRT) fue del 28%.15" Series mas pequefias, como la
publicada por van Besien con diez pacientes tratados en M.D. Anderson Cancer Center (MDACC),
mostraban ausencia de recaidas, una SLP del 80% a 3 afios y una mortalidad del 20%.164

En cuanto a trabajos comparativos entre el trasplante autogénico y el trasplante alogénico,
en 1997 se comunicaron los resultados del EBMT en pacientes con diferentes tipos de linfoma.
Respecto a los linfomas indolentes, 113 receptores de trasplante alogénico presentaron una SG y
una SLP a 4 afios del 50% y del 42%, respectivamente; la mortalidad relacionada fue del 38%. Estos
datos fueron comparados con el autotrasplante concluyendo que el trasplante alogénico presentaba
menor probabilidad de recaida (P= 0.0005) aunque la SG fue mayor con autotrasplante (P <0.001).158
Attal et al'*® publicaron los resultados del Grupo Francés de Trasplante (FBMTG), en 72 trasplantes
alogénicos y 144 autogénicos. El trasplante alogénico frente al autogénico se asocid a menor
probabilidad de recaida (12% frente al 55%, P <0.001) y supervivencia libre de enfermedad a los 4
afios similar (53% frente al 45%). La MRT fue de nuevo mayor en el caso del trasplante alogénico
(30% frente al 4%, P <0.001).

Verdonck et al'é publicaron inicialmente su experiencia en 1997, y han actualizado sus
datos recientemente. Este grupo realizé 15 trasplantes alogénicos y 18 autogénicos, con una
mortalidad relacionada del 27% frente al 0%, respectivamente. La probabilidad de recidiva y la SLP a

3 afios fueron del 0% versus el 78% (P=0.0002), y del 70% versus el 22% (P=0.015),
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respectivamente.16! Otra experiencia reciente es la del MDACC en un estudio prospectivo que incluy6
14 trasplantes alogénicos y 72 autogénicos; la SLP a 5 afios fue del 55% frente al 22% y la
mortalidad relacionada del 25% frente al 7%, respectivamente.>

Estos datos sugieren que el trasplante alogénico puede ser curativo en pacientes con
enfermedad avanzada, pero con algunos problemas importantes: la elevada mortalidad relacionada
con el procedimiento, especialmente en una enfermedad en la mayoria de casos con larga
supervivencia, y la existencia de recidivas de la enfermedad en una proporcion de pacientes, a pesar

del efecto del injerto contra linfoma.

Tabla 9. Trasplante alogénico en linfomas indolentes, incluye estudios comparativos con

autotrasplante

Estudio (referencia) Tipo de N° de Recaida SLP MRT
trasplante pacientes (%) (afos) (%) (afos) (%)
Van Besien et al'’ Alo 113 16 (3) 49 (3) 28
IBMTR
Peniket et al'>8 Alo 113 ND 42 (4) 38
EBMT
Attal et also Alo 72 12 (5) 53 (4) 30
FBMTGR Auto 144 55 (5) 45 (4) 4
Verdonck et al6! Alo 15 0(3) 70 (3) 27
Utrecht Auto 18 78 (3) 22 (3) 0
Champlin et al'>* Alo 14 ND 55 (5) 25
MDACC Auto 72 ND 22 (5) 7

SLP: Supervivencia libre de progresion, MRT: mortalidad relacionada con el trasplante, IBMTR: International
Bone Marrow Transplant Registry, EBMT: European Bone Marrow Transplant, FBMTGR: French Bone Marrow

Transplant Group Registry, MDACC: M.D. Anderson Cancer Center, ND: datos no disponibles.
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En un intento de reducir la toxicidad del trasplante alogénico se han aplicado nuevas
estrategias como la utilizacion de progenitores de sangre periférica, que consiguen un prendimiento
mas rapido del injerto.167 También en la aplicacion de acondicionamientos de intensidad reducida con
administracion posterior 0 no de linfocitos del donante®® y en la deplecién de linfocitos T del injerto
para disminuir la enfermedad del injerto contra huésped grave.’%170 Con estas estrategias se
pretende disminuir la MRT, e incluso que este tratamiento sea aplicable a pacientes de edad

avanzada.

Trasplante alogénico con acondicionamiento de intensidad reducida

La utilizacion de acondicionamientos de intensidad reducida es una alternativa que reduce la
MRT y permite aumentar la edad de los pacientes tratados con trasplante alogénico. Este tipo de
acondicionamiento no va dirigido a a erradicar la enfermedad sino a conseguir una inmunodepresion
suficiente que permita el injerto de células alogénicas y el desarrollo del efecto inmune injerto contra
linfoma. En la actualidad se han tratado mas de 600 pacientes, 18% de los cuales son LNH. En el
periodo postrasplante si se evidencia enferrmedad residual o quimerismo mixto se realiza infusién de
linfocitos del donante para provocar el efecto del injerto contra linfoma. Con este procedimiento la
MRT oscila segun los estudios entre el 6% y el 40%, en su mayor parte asociada al desarrollo de
enfermedad del injerto contra el huésped grado -1V, principalmente en pacientes mayores de 50
afios. La SLP se encuentra entre el 84% a los 21 meses y el 40% a los 37 meses segun diferentes

estudios.168

Con los datos actuales no se puede dar una respuesta definitiva sobre cual es el
procedimiento mas adecuado en cada paciente. En general, la mayor parte de grupos recomiendan
el trasplante alogénico en lugar del trasplante autogénico en pacientes jovenes con enfermedad

resistente o en recaida avanzada y con un donante HLA-compatible.
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Hipotesis y objetivos

Hipdtesis

El LF es una neoplasia linfoide diferenciada incurable con tratamiento quimio-radioterapico
convencional. A pesar de la alta frecuencia de respuestas obtenidas con el primer tratamiento la
mayoria de pacientes recaen. En la actualidad existe una evidencia clara que la calidad de las
respuestas obtenidas puede tener impacto sobre la supervivencia global. Un régimen de
quimioterapia de rescate intensiva, tal como IAP-VP16, podria asociarse a una proporcion elevada de
respuestas en pacientes con LF refractario o en recaida, el mismo régimen podria ser Util para
movilizar y recoger progenitores hematopoyéticos de sangre periférica y para llegar a la fase de

trasplante autogénico con minima carga tumoral.

Objetivos

Los objetivos de la presente tesis son:

1. Elestudio de la eficacia antitumoral y la toxicidad del esquema poliquimioterapico original IAPVP-

16 en los pacientes con LF refractario, en respuesta parcial o en recaida.

2. Elandlisis de la capacidad movilizadora de progenitores hematopoyéticos a sangre periférica del
esquema de tratamiento IAPVP-16 mas G-CSF, en pacientes con neoplasias linfoides en fase

refractaria o en recaida.

3. El estudio de la eficacia antitumoral y la toxicidad del trasplante autogénico en pacientes con LF

en fase avanzada, en su mayoria previamente tratados con el esquema IAPVP-16.
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Pacientes y métodos

4.1. Poblacion estudiada

Cuarenta y cuatro pacientes adultos diagnosticados de LF refractario, en respuesta parcial o en
recaida, tratados con el esquema poliquimioterapico IAPVP-16 como tratamiento antitumoral

entre octubre de 1990 y enero de 1998.

Cuarenta y cinco pacientes adultos diagnosticados de neoplasia linfoide (dieciséis casos de LF)
en fase refractaria 0 en recaida, tratados con el esquema IAPVP-16 mas G-CSF, como terapia
movilizadora de progenitores hematopoyéticos a la sangre periférica, entre febrero de 1991 y

marzo de 1997.

Treinta pacientes adultos diagnosticados de LF en fase avanzada, tratados con trasplante
autogénico entre septiembre de 1990 y octubre de 1997. Veintitrés de ellos habian recibido

previamente el esquema IAPVP-16.

65



Pacientes y métodos

4.2. Aspectos analizados

e Eficacia antitumoral del esquema IAPVP-16 en términos de tipo y duracion de la respuesta,

supervivencia global y supervivencia libre de progresion.

¢ Toxicidad relacionada con la quimioterapia IAPVP-16.

e Capacidad movilizadora de progenitores hematopoyéticos a la sangre periférica del tratamiento

IAPVP-16 mas G-CSF en términos de obtencion de una cifra 6ptima (>5 x 106/kg) y de una cifra

adecuada (>2 x 106/kg) de células CD34+.

e Identificacion de las variables predictivas del éxito o fracaso de la movilizacion.

o Relacion entre la cifra de células CD34+ en la sangre periférica y la cifra de células CD34+ y de

CFU-GM en el producto de la leucoaféresis del mismo dia.

e Eficacia del trasplante autogénico en términos de tipo y duracion de la respuesta, supervivencia

global y supervivencia libre de progresion.

o Toxicidad relacionada con el trasplante autogénico.
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Resultados

5.1. Manuscrito nimero 1;

Tratamiento de rescate con quimioterapia tipo IAPVP-16 en pacientes con linfoma

folicular refractario o en recaida

5.1.1. Resumen

Los pacientes con linfoma folicular que no responde al tratamiento de primera linea, o
aquéllos que recaen después de obtener una respuesta, presentan una disminucién en sus
expectativas de supervivencia. En un intento por obtener un alto porcentaje de respuestas en 1991
diseflamos una pauta de poliquimioterapia de rescate intenso pero de breve duracién: el esquema
IAPVP-16 que incluye:

o ifosfamida 5 g/m?, administracion ev de 2 horas, dia 1.

e etoposido (VP-16), 100 mg/m2, administracion ev de 1 hora, dias 1 a 3.
e Ara-C, 1,2 g/m? cada 12 horas, administracion ev de 2 horas, dias 1y 2.
e metilprenisolona, 80 mg/m? ev, dias1a 5.

Se utilizé factor estimulante de las colonias granulociticas (G-CSF) desde el dia 6 del
tratamiento, hasta la recuperacion neutrofilica, en 68 de 114 ciclos. Los ciclos se repitieron cada 28-
35 dias. La mediana de ciclos administrados por paciente fue de 2 (extremos 1-6).

Se trataron 44 pacientes con linfoma folicular en fase avanzada: 9 con enfermedad
primariamente refractaria, 13 en remision parcial, 16 en recaida no tratada o en progresion y 6 en

recaida sensible. Las caracteristicas de los pacientes se muestran en la tabla 10.

Los principales pardmetros analizados fueron:
1. Respuesta antitumoral en términos de respuesta completa, parcial, 0 no-respuesta.

2. Toxicidad relacionada con el tratamiento.
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Tabla 10. Caracteristicas de los pacientes

Caracteristicas N° (%)
Total de pacientes 44
Hombres/Mujeres 24120
Edad mediana (extremos) 49 afios (29-70)
Histologia

Folicular, nodular
Folicular, difuso
Folicular, transformado a LDCL

Estadio
Il
\Y;

Quimiosensibilidad
Primera RP
Recaida no tratada
Recaida sensible (<RP)
Enfermedad resistente

Numero de afectaciones extranodales
1
2

LDH
Normal
Elevada

Beta-2-microglobulina
Normal
Elevada
Desconocida

Masa tumoral > 10 cm

ECOG
0-1
2

Indice Prondstico Internacional
Bajo
Intermedio-bajo
Intermedio-alto
Alto

Mediana de lineas de tratamiento previas (extremos)

RT previa
Tiempo mediano desde el diagnéstico al inicio del tratamiento (extremos)

36 (82)
6 (14)
2(4)

2()
18 meses (2-133)

LDCL: linfoma difuso de células grandes. RP: respuesta parcial. RT: radioterapia.
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3. Supervivencia libre de progresion (SLP) definida como el tiempo transcurrido desde el primer
dia de tratamiento hasta la recaida o la progresion de la enfermedad, el fallecimiento o el
dltimo seguimiento.

4. Supervivencia global (SG) definida como el tiempo transcurrido desde el primer dia de

tratamiento hasta el fallecimiento o el Gltimo seguimiento.

La SLP y la SG se calcularon segun el método de Kaplan-Meier, y la prueba log-rank se utilizo

para establecer diferencias en estos pardmetros para diferentes variables. El test exacto de Fisher se

utilizé para comparar proporciones de respuesta segun diferentes variables, y la prueba t de Student

para la comparacion de medias.

Los resultados obtenidos fueron los siguientes:

Respuesta antitumoral

e Remision completa en 18 pacientes, 41%.
e Remision parcial en 17 pacientes, 39%.
e Respuestas totales 35, 80%.

e No-respuesta 9, 20%.

Las variables analizadas como posibles factores predictivos de respuesta (RC+RP) fueron:
sexo, edad, quimiosensibilidad, indice prondstico internacional (IPl), tiempo desde el diagndstico
hasta el inicio del tratamiento con IAPVP-16 y numero de lineas de tratamiento recibidas
previamente. La proporcion de respuestas segun estos pardmetros se muestra en la tabla 11.

Como puede verse en la tabla 11, solo el IPI (bajo/ intermedio-bajo frente a alto/ intermedio-
alto) se asocié de forma significativa a una mayor proporcion de respuestas (86% frente al 43%,

respectivamente, P < 0,02).
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Tabla 11. Caracteristicas de los pacientes y respuesta

Caracteristicas N° de pacientes % RC +RP P
Total de pacientes 44 80
Edad
<50 afios 24 83 NS
> 50 afios 20 75
Sexo
Hombres 24 75 NS
Mujeres 20 85
Quimiosensibilidad
Si* 19 89 NS
No** 25 72
Indice Prongstico Internacional
Bajo/ intermedio-bajo 37 86 0.024
Alto/ intermedio-bajo 7 43
Tiempo desde el diagnostico
< 18 meses 23 87 NS
>18 meses 21 71
N° de terapias previas
1 30 87 NS
>1 14 64

*Primera RP + recaida sensible. **Recaida no tratada + enfermedad resistente
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Toxicidad relacionada con el tratamiento:

e Mortalidad 0%.

¢ Neutropenia grave en todos los ciclos. Fiebre neutropénica en el 56% de los ciclos, con s6lo
4 casos de infeccion grave.

o Trombopenia severa el 66% de los ciclos, sin episodios hemorragicos graves.

o Toxicidad no hematoldgica fue leve o moderada.

Supervivencia libre de progresion y supervivencia global:

Con un seguimiento mediano de 25 meses (extremos 4-95), las medianas de SLP y SG
fueron de 32 y 58 meses, respectivamente (figura 12). Del total de pacientes, 28 se trataron

posteriormente con terapia intensiva y trasplante de progenitores hematopoyéticos.
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Figura 12. Supervivencia libre de progresion y global de todo el grupo
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La comparacion de la SLP y la SG entre los pacientes que respondieron y que no
respondieron al tratamiento con IAPVP-16 (hubieran o no recibido TPH), muestra diferencias
estadisticamente significativas; asi, la mediana de SLP fue de 33 meses en los que respondieron vs
11 meses en los que no respondieron (P=0,05). Del mismo modo, la mediana de la supervivencia
global no se alcanz6 en los que presentaron respuesta y fue de 23 meses en los que no respondieron
(P=0,0005). De los 35 pacientes que respondieron, 14 no recibieron TPH, con una mediana de SLPy
de SG de 32 y 43 meses, respectivamente, mientras que no se ha alcanzado la mediana en los 21
pacientes que respondieron y recibieron un trasplante, P=0,44 y P=0,02, respectivamente, (figuras

13y 14).
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Figura 13. Supervivencia libre de progresion en los pacientes que respondieron
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Figura 14. Supervivencia global en los pacientes que respondieron

En conclusion, el esquema poliquimioterapico IAPVP-16 se mostrd eficaz y fue bien tolerado
en 44 pacientes con linfoma folicular en fase avanzada. Se obtuvo un 80 % de respuestas, de las que
el 41% fueron completas. La mortalidad relacionada con el tratamiento fue nula, lo que permitié en
muchos casos realizar un trasplante de progenitores hematopoyéticos en situacion de enfermedad
minima.

La respuesta favorable a la quimioterapia IAPVP-16 se asocié a una prolongacion de la

supervivencia.
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ABSTRACT

Background and Objectives. Patients with follicular
lymphoma (FL) who do not respond to first-line chemo-
therapy or those who relapse after obtaining a remis-
sion have a poor outcome with standard treatment. In
an effort to obtain a high rate of responses we
designed an intensive brief duration salvage chemo-
therapy regimen.

Design and Methods. Forty-four consecutive patients
with advanced follicular lymphoma were treated. Nine
had primary refractory disease, 13 had achieved a par-
tial remission, 16 were in untreated relapse or pro-
gression and six were in chemosensitive relapse. The
IAPVP-16 regimen consists in ifosfamide 5 g/m? iv on
day 1, etoposide 100 mg/m? iv on days 1-3, Ara-C 1.2
g/m2/12 hours iv on days 1-2 and methylprednisolone,
80 mg/m2 iv on days 1-5. Granulocyte colony-stimulat-
ing factor was used from day 6 in 68 of 114 courses.

Results. Eighteen patients (41%) achieved a complete
remission and 17 (39%) a partial remission, for an
overall response rate of 80%. There were no treatment-
related deaths. All treatment courses were followed by
severe neutropenia, and 66% also by severe thrombo-
cytopenia, but there were no serious hemorrhagic
events. Neutropenic fever occurred in 56% of the
courses with only four severe infections. Non-hemato-
logic toxicity was modest. Twenty-eight patients pro-
ceeded to a stem cell transplantation. After a median
follow-up of 25 months (range 4-95), the median pro-
gression-free survival and overall survival are 32 and
58 months, respectively. The median PFS was 33
months for responders and 11 months for non-respon-
ders (p=0.05), while the median OS has not been
reached in responders and is 23 months in non-respon-
ders (p=0.0005).

Interpretation and Conclusions. The IAPVP-16 regimen
is an effective and well tolerated treatment for
advanced FL, allowing most eligible patients to pro-
ceed with significant tumor reduction to high-dose
therapy and SCT.

©1999, Ferrata Storti Foundation
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ost patients with advanced follicular lym-
M phoma (FL) are initially sensitive to first-
line combination chemotherapy regimens,
usually including an alkylating agent with or without
an anthracycline. Patients who do not respond to
front-line therapy or those who relapse following a
first or subsequent remission have a relatively poor
short-term prognosis with standard chemotherapy
(CT).13 Various salvage CT regimens have been stud-
ied in an effort to induce sustained remissions in
such cases. The most effective traditional salvage
protocols include combinations of ifosfamide plus
etoposide*s or Ara-C plus cisplatinum,7 although
more novel approaches with purine analogs or mon-
oclonal-antibody based therapies are yielding
promising results.815
We report the results of an intensive brief duration
salvage regimen including ifosfamide, etoposide and
high-dose Ara-C (IAPVP-16) for patients with refrac-
tory or relapsed FL.

Design and Methods

Patients

Patients with advanced FL defined according to
the REAL classification'® were eligible for treatment,
with central histology review for referred patients.
Histologic samples of cases treated before 1995 were
reviewed to confirm the diagnosis of FL according
to the REAL classification. Eight additional patients
with mantle-cell ymphoma and four with small lym-
phocytic lymphoma were treated with IAPVP-16, but
these cases are not included in this report.

Patients had to be refractory to a first-line anthra-
cycline-containing combination CT (CHOP) or have
relapsed or progressed after obtaining a remission.
Eligible patients had to be between 18 and 70 years
of age and have adequate organ function to tolerate
intensive CT.

Forty-four consecutive patients were treated
between October 1990 and January 1998. Patient
characteristics are shown in Table 1. There were 24
men and 20 women, with a median age of 49 years
(range 29-70). The median time from initial diagno-
sis to treatment was 18 months (range 2-133), and
the median number of prior CT regimens was one
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Table 1. Patient characteristics.

Characteristics No.
All patients 44
Male/Female 24/20

Median age (range) 49 yrs. (29-70)

Histology

Follicular, nodular 36

Follicular, diffuse 6

Follicular, transformed to DLCL 2
Stage

1] 10

v 34
Chemosensitivity

First PR 13

Untreated relapse 16

Sensitive relapse (<PR) 6

Resistant disease 9
Number of extranodal sites

1 12

2 3
LDH

Normal 37

High 7
Beta-2-microglobulin

Normal 19

High 4

Unknown 21
Tumor mass > 10 cm 5
ECOG

0-1 37

2 7
International Prognostic Index

Low 30

Low-intermediate 7

High-intermediate 5

High 2
Median number of prior CT regimens (range) 1(1-4)
Prior XRT 2

Median time from diagnosis to treatment (range) 18 mo.(2-133)

DLCL: Diffuse large cell lymphoma. PR: partial response. CT: chemotherapy.
XRT: radiotherapy.

(range 1-4). Nine patients had primary refractory dis-
ease, 13 had achieved a partial remission, 16 were in
untreated relapse or progression after an initial com-
plete or partial remission and six were in chemosen-
sitive relapse but their response had not reached a
partial remission. Thirty patients had a low (0-1)
international prognostic index (IP1) before IAPVP-16,
and two cases had histologic signs of transformation
to large-cell lymphoma.

Treatment schedule

The IAPVP-16 regimen consists in ifosfamide, 5
g/m?2 as a 2-hour intravenous (iv) infusion on day 1,
etoposide (VP-16), 100 mg/mz2iv over 1 hour on days
1, 2 and 3, Ara-C, 1.2 g/m2 every 12 hours iv over 2
hours on days 1 and 2 and methylprednisolone, 80
mg/m?iv on days 1 to 5. Granulocyte colony-stimu-

Haematologica vol. 84(10):0ctober 1999

lating factor (G-CSF) was used from day 6 until neu-
trophil recovery in 68 of 114 courses. Supportive care
consisted in antiemetics, allopurinol, acyclovir, and
most patients received antibacterial prophylaxis.
Treatment cycles were repeated at 28 to 35-day inter-
vals. Treatment-related toxicity was graded accord-
ing to the World Health Organization criteria.

Since all patients with relapsed or refractory FL will
ultimately progress and die of their disease irrespec-
tive of the response to salvage therapy, from 1992
onward the protocol was amended so that all
patients under the age of 55 years were to proceed to
an autologous or allogeneic stem cell transplant
(SCT) following IAPVP-16. Chemosensitive patients
were candidates for autologous SCT, while for
patients not reaching a partial response, allogeneic
SCT was preferred if a sibling donor was available.

Response criteria

Before and after treatment disease response was
assessed clinically and by standard radiologic and
histologic methods. Complete remission (CR) was
defined as no measurable disease including no bone
marrow (BM) involvement by conventional cytology
and histology. Partial response (PR) consisted of at
least a 50% reduction in the sum of the products of
perpendicular diameters of all measurable lesions
before treatment, with BM involvement of less than
20%. Response less than a PR was considered as no
response (NR), and progressive disease (PD) reflect-
ed involvement of new sites after treatment, recur-
rence in originally involved sites, increase by more
than 25% in original tumor masses and/or reappear-
ance of BM involvement.

Statistical considerations

The main parameters analyzed were treatment-
related toxicity, disease response, progression-free
survival (PFS), defined as the interval from the first
day of treatment until relapse, disease progression,
death or last follow-up, and overall survival (OS),
defined as the interval from the first day of treatment
until death or last follow-up. Since SCT was the
planned therapy for most patients in our protocol,
follow-up was not censored at transplant. The clos-
ing date for analysis was June 15, 1998. PFS and OS
were calculated by the Kaplan-Meier method, and
the log-rank test was used to establish differences in
these parameters for different variables. Fisher’s exact
test was used to compare proportions such as
response rates according to various parameters, and
the Student’s t-test was used to compare means.

Results

Toxicity

Forty-four patients received a total of 114 courses
of IAPVP-16, with a median of two courses per
patient (range 1-6). There were no treatment-related
deaths. All treatment courses were followed by severe
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neutropenia (neutrophils < 0.5x109/L), and 66% also
by severe thrombocytopenia (platelets < 20x109/L).
The mean duration of neutropenia was 5 days (range
2-10) in patients treated with G-CSF and 9 days
(range 5-13) in those not (p < 0.001). The mean
duration of severe thrombocytopenia was 4 days
(range 1-13), and there were no serious hemorrhag-
ic events. Neutropenic fever occurred in 64 cycles
(56%). Most (n=43) were fevers of unknown origin,
with eight uncomplicated bacteremias, nine minor
respiratory or mucocutaneous infections and four
severe infections (two Gram-negative septic shocks
and two pneumonias of unknown cause). Non-
hematologic toxicity was modest, and only three
courses were complicated by grade 3-4 hepatic toxi-
city. Mild nausea and vomiting occurred in 62% of
the patients, and 15% developed grade 1 neurotoxi-
city, usually manifested as somnolence immediately
after the infusion of ifosfamide.

Response and outcome

Eighteen patients (41%) achieved CR and 17 (39%)
PR following IAPVP-16, for an overall response rate
of 80% (95% CI, 67-92). Response rates according to
various patient features are shown in Table 2. Of nine
primary resistant patients, four achieved a CR and
two a PR. The maximal response occurred in all
patients after two or three cycles of IAPVP-16. Seven
patients received one to three further courses (total
four to six) since they were not eligible to receive a
SCT. Variables analyzed for their predictive value for
achieving a response (CR+PR) to IAPVP-16 were age,
sex, proven chemosensitivity, IPI, time from diagno-

Table 2. Patient features and response.

Feature N@ of patients % CR + PR p
All patients 44 80 -
Age
<50 years 24 83 NS
> 50 years 20 75
Sex
Male 24 75 NS
Female 20 85
Proven chemosensitivity
Yes* 19 89 NS
No® 25 72
International Prognostic Index
Low/low-intermediate 37 86 0.024
High/high-intermediate 7 43
Time from diagnosis
< 18 months 23 87 NS
> 18 months 21 71
N© of prior CT regimens
1 30 87 NS
>1 14 64

CT: chemotherapy. *First PR + sensitive relapse; °untreated relapse +
resistant disease.

sis to IAPVP-16 and number of prior CT regimens. As
shown in Table 2, only the IPI (low/low-intermediate
vs high-intermediate high) was associated with the
chance of obtaining a response (86% vs 43%, respec-
tively, p = 0.02). Twenty-eight patients proceeded to
a SCT at a median time of 4 months (range 1-7) from
treatment.t” Ten of these patients were in CR, 11 in
PR and seven had not responded to IAPVP-16. Twen-
ty-three patients received an autologous SCT. Four
received a bone marrow transplant and nineteen a
peripheral blood stem cell transplant; two bone mar-
row transplants and six peripheral blood stem cell
transplants were purged by an immunomagnetic
method using anti-B antibodies, and five patients
received an allogeneic SCT. Early transplant-related
mortality occurred in one autologous and two allo-
geneic SCT recipients, and five responder patients
have relapsed after an autograft.

The PFS and OS curves are shown in Figure 1. After
a median follow-up of 25 months (range 4-95),
10/35 responders have progressed (five after SCT).
The median PFS and OS are 32 and 58 months,
respectively, and the estimated 3-year PFS and OS
are 43% (95% Cl, 24-62) and 66% (95%Cl, 49-84),
respectively, for all patients (Figure 1). Although these
intervals were certainly influenced by the SCT that
most patients received after salvage therapy with
IAPVP-16, comparison of the PFS and OS between
responders and non-responders showed significant
differences. The median PFS was 33 months for
responders and 11 months for non-responders
(p=0.05), while the median OS has not been reached
in responders and is 23 months in non-responders
(p=0.0005). Overall, nine patients have died from
progressive lymphoma at 6-58 months (median 27
months) from the start of IAPVP-16. Of the 35
responders, 14 did not proceed to SCT and their
median PFS and OS were 32 and 43 months, respec-

100 -
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20 4

0 T T T | E— T T —T T

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108
months

Figure 1. Overall survival and progression-free survival from
start of IAPVP-16 for all 44 patients.
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tively, while these intervals have not been reached in
the 21 responders who were transplanted (p=0.44
and p = 0.02 for PFS and OS between transplanted
and non-transplanted responders) (Figures 2 and 3).

Discussion

Follicular lymphomas is the most frequent of the
low-grade or indolent non-Hodgkin’s lymphomas.
Despite initial response to first line therapy with an
alkylating agent and/or an anthracycline-containing
combination regimen in most advanced cases, dis-
ease progression will eventually occur. With the clas-
sic CHOP (cyclophosphamide, adriamycin, vincri-
stine and prednisone) regimen, the response rate (CR
+ PR) ranges from 70-80%, but the median progres-
sion-free survival from remission is only two to three
years and the median overall survival from five to sev-
en years. Following a first progression, patients treat-
ed with conventional single-agent or combination

100 -

80 -

60 - SCT (n=21)

40 A

not SCT (n=14)
20 4

0 T T T T T T T T T

0 12 24 3 48 60 72 84 96 108
months

Figure 2. Progression-free survival in responders (n=35) sub-
mitted (n=21) or not submitted (n=14) to stem cell trans-
plantation (log rank, p=0.44).

100 - SCT (n=21)

80 A
60
not SCT (n=14)
40 A

20 A

0 v T T T T T T T

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108
months

Figure 3. Overall survival in responders (n=35) submitted
(n=21) or not submitted (n=14) to stem cell transplantation
(log rank, p=0.02).
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regimens have an overall median survival of 4.5 years
and a median failure-free survival of 1.7 years.® How-
ever, advanced disease at relapse and the duration of
the response are major determinants of short-term
outcome. In any case, for young patients the pre-
dicted overall survival is exceedingly short and novel
salvage approaches should be pursued. Unfortu-
nately, in low-grade lymphomas in general, and in FL
in particular, there has been no clear-cut survival
advantage of achieving a very good remission, even
CR, following either first-line or salvage regimens.
This is mostly due to the long survival seen in many
patients with active disease and the continuous pat-
tern of progression in patients in remission. Recent
evidence, however, suggests that the quality of the
remission obtained may have an impact on overall
survival. Thus, molecular remissions following either
hematopoietic SCT8 or prolonged multidrug salvage
chemotherapy®® have translated into a prolongation
in overall survival. These data suggest that obtaining
the best remission possible may be a first step in
reaching prolonged DFS and even the possibility of
cures in FL in young patients with advanced disease.

We have studied a novel salvage regimen which
combines drugs active against FL in previous studies.
The IAPVP-16 regimen produces a high rate of
responses over a relatively brief treatment period;
thus, the median time to achievement of remission
was only three months. Since inclusion criteria and
response definitions vary somewhat from one study to
another, we cannot definitively compare our response
rates to those in other previously published studies®
15 (Table 3), although they appear to be similar if not
higher. In an effort to prolong disease-free survival
following the excellent antitumor responses obtained
after IAPVP-16, the protocol was amended in 1992
so that all responding patients were to proceed to
SCT within three months after IAPVP-16. In this
respect, we previously showed that IAPVP-16 fol-
lowed by G-CSF is an excellent mobilization regimen
in patients with lymphoid malignancies,?2! obtain-
ing a mean of 13.3x108/kg CD34* cells with 1-3
leukaphereses. The excellent yield obtained with this
regimen allows the concurrent treatment of the
underlying lymphoma and the harvesting of sufficient
cells for ex vivo purging of the stem cells in most
patients.'” Current data, however, have somewhat
blunted the initial enthusiasm forautologous SCT in
FL, since there appears to be no plateau in DFS after
the procedure.?

The IAPVP-16 regimen produces significant hema-
tologic toxicity with few extrahematologic side effects.
Indeed, severe neutropenia lasted a median of five
days with G-CSF, and 66% of treatment cycles were
complicated by severe thrombocytopenia. Neu-
tropenic fevers led to hospital readmission following
60% of treatment cycles, a rate that was reduced to
25% by intensifying the antibacterial prophylaxis.?
Most patients with relapsed or refractory advanced
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Table 3. Studies of different regimens in patients with relapsed or primary refractory follicular and other low-grade lymphomas.

First author (year)[ref] N© of Regimen Patients responding - no. (%)
patients CR PR Total

Rodriguez-Monge (1997)& 35 DHAP 4 12 16 (45)
Rodriguez-Monge (1997)¢ 36 ESHAP 13 14 27 (75)
Cabanillas (1987)3 91 MIME 11 39 50 (55)
Rodriguez (1995)7 36 MINE-ESHAP 20 9 29 (81)
McLaughlin (1996)8 51 FMD 24 24 48 (94)
Zinzani (1995)° 18 FMP 4 9 13 (72)
Pigaditou (1993) 45 Fludarabine 4 16 20 (44)
Hochster (1992)11 25 Fludarabine 5 8 13 (52)
Saven et al (1996)12 23 2CdA-mitoxantrone 5 11 16 (70)
Hoffman (1994)13 21 2CdA 3 6 9 (43)
Kay (1992)14 40 2CdA 8 9 17 (43)
McLaughlin (1998)1s 166 IDEC-C2B8 8 70 78 (48)

DHAP: dexamethasone, cytarabine and cisplatin. ESHAP: etoposide, methylprednisolone, cytarabine and cisplatin. MIME: methylprednisolone, ifosfamide,
methotrexate and etoposide. MINE: methylprednisolone, ifosfamide, mitoxantrone and etoposide. FMD: fludarabine, mitoxantrone and dexamethasone.

FMP: fludarabine, mitoxantrone and prednisone. 2CdA: 2-chlorodeoxyadenosine.

low-grade lymphoma are above the age of 60-65
years, and this may partly explain why most salvage
regimens for these disorders are only mildly myelotox-
ic. Hematologic toxicity of IAPVP-16 is undoubtedly
the major factor limiting its use in elderly patients.

In summary, the IAPVP-16 regimen obtains a high
rate of complete and partial remissions in refractory
or relapsed FL, allowing most eligible patients to pro-
ceed with significant tumor reduction to high-dose
chemo-radiotherapy and a hematopoietic transplant.
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Resultados

5.2. Manuscrito nimero 2:

Movilizacion de células progenitoras a sangre periférica tras quimioterapia de rescate

tipo IAPVP-16 y G-CSF en sindromes linfoproliferativos

521 Resumen

En la actualidad los PHSP se utilizan con mayor frecuencia que la médula ésea en el
trasplante autogénico, en diversas hemopatias y por supuesto en el caso de los LNH. El nimero de
células CD34+ trasplantadas es un indice fiable del potencial de injerto. Segun algunos trabajos, la
administracion de 2 a 5 x 106/kg células CD34+ predice un prendimiento rapido y adecuado, mientras
que la dosis de 1 x 10%kg es la minima aceptada. Para obtener un buen in6culo las pautas de
movilizacion mas efectivas son que incluyen quimioterapia y factores de crecimiento hematopoyético.
En este trabajo analizamos la eficacia de un esquema poliquimioterapico original, IAPVP-16 mas G-
CSF, para la movilizacién de progenitores hematopoyéticos a sangre periférica. En un nimero
importante de casos la pauta se utiliz6 como terapia de rescate segln se ha descrito en el manuscrito

anterior.

El esquema poliquimioterapico IAPVP-16 incluye:
o ifosfamida 5 g/m2 administracion ev de 2 horas, dia 1.
e etopdsido (VP-16), 100 mg/m? administracion ev de 1 hora, dias 1 a 3.
e Ara-C, 1,2 g/m? cada 12 horas administracion ev de 2 horas, dias 1y 2.

e metilprenisolona, 80 mg/m? ev, dias 1 ab5.

Como factor de crecimiento hematopoyético se utilizo:

e G-CSF 5 pug/kg/ d desde el dia 6 del tratamiento hasta la finalizacion de las leucoaféresis.

77



Resultados

En este protocolo se incluyeron 45 pacientes diagnosticados de neoplasia linfoide en recaida
0 con enfermedad primariamente resistente, entre ellos 16 casos de linfoma folicular. Las
caracteristicas de los pacientes pre-movilizacion se resumen en la tabla 12. En ella se incluye el tipo
y estado de la enfermedad, asi como el nimero de lineas de tratamiento previamente recibidas.

El procedimiento de leucoaféresis se inici6 el dia que el paciente alcanz6 en sangre
periférica un valor superior a 1 x 109 | leucocitos y un nimero de células CD34+ de 2.5 / ul, medidas
por citometria de flujo. Se procesd diariamente un volumen mediano de 15 | por leucoaféresis hasta
consequir, si fue posible, una cifra de células CD34+ > 3 x 106/kg. Los productos de la aféresis se
criopreservaron en nitrégeno liquido hasta el dia del trasplante.

Se analizaron diversos pardmetros predictivos de la obtencion de un ndmero de células
CD34+ adecuado (> 2 x 108/kg) u 6ptimo (> 5 x 108/kg) en los productos de leucoaféresis. Para ello
utilizamos el test de 2 y dos modelos de regresion (anélisis multivariante) Ademas, estudiamos la
relacion entre la cifra de células CD34+ en sangre periférica y la obtenida en el producto de

leucoaféresis mediante regresion linear.

Se realizaron 45 procedimientos de movilizacién, con una mediana de 2 leucoaféresis

(extremos 1-4) por paciente. Los resultados se describen en la tabla 13.

En 41 pacientes (91%) se obtuvieron mas de 2 x 106 células CD34+/Kg y en 31 (70%) mas
de 5 x 10%/kg. La mediana de células CD34+ obtenidas fue de 3,2 x 106/kg por aféresis y de 8,4 x
108/kg por paciente. Es de destacar que 7 de 10 pacientes en los que habian fracasado intentos
previos de movilizacion obtuvieron mas de 2 x 108 células/kg, en un méximo de 3 aféresis. Cuatro

pacientes fracasaron (en 3 de ellos habian fracasado intentos previos).
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Tabla 1. Caracteristicas de los pacientes

Caracteristicas N° pacientes (%)
Total de pacientes 45
Sexo (hombres) 29 (64%)
Edad (mediana, extremos) 40(20-65)
Enfermedad

Linfoma folicular 16 (37%)

Linfoma del manto 2 (4%)

Linfoma difuso de células grandes 11 (24%)

Otros linfomas 5 (11%)

Enfermedad de Hodgkin 9 (20%)

Mieloma mdiltiple 2 (4%)
Estadio de Ann Arbor

I 5 (11%)

Il 11 (24%)

[ 7 (16%)

v 22 (50%)
Estado de la enfermedad

Primera RC/RP 10 (22%)

> Primera RC/RP 22 (49%)

Recaida quimiosensible 13 (29%)
Radioterapia previa 10 (22%)
N° de ciclos previos

Uno a seis 16 (36%)

> seis 29 (64%)
Fracaso en movilizacion previa 10 (22%)
Cifra de neutrdfilos basal

<1.5x109 9 (20%)

> 1.5 x 109 36 (80%)
Cifra de plaquetas basal

<150 x 109/ 10 (22%)

> 150 x 109/ 35 (78%)
Afectacion de MO 17 (38%)
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Tabla 13. Resultados de los procedimientos de movilizacion

N° total de procedimientos
NC total de leucoaferesis
Mediana de células CD34+ obtenidas (extremos)
Mediana de CFU-GM obtenidas (extremos)
Mediana de células CD34+ obtenidas por aféresis (extremos)
Resultados medios de la movilizacion
Fracaso (< 2 x 109/kg)

Adecuada (> 2 x 109/kg)
Optima (> 5 x 106/kg)

N° leucoaféresis para una recogida adecuada (41)

1

2

3

>3
Dias desde el inicio de IAP-VP16 hasta lal? aféresis (extremos)
Duracién mediana de la neutropenia (extremos)

Duracioén mediana de la trombocitopenia (extremos)

Fiebre neutropénica

45+

85

8,4 x 105/kg
(1,1-75)
35 x 10%/kg
(0,8-336)
3,2 x 108/Kg
(0,25-75,9)

4 (9%)

41 (91%)*
31 (70%)

28 (62%)
9 (20%)
3 (7%)
1 (2%)

12 (11-14)

5d (1-12)

34 (1-15)

19 (42%)

*se incluyen 4 fracasos de movilizacion. **Se incluyen 7 de los 10 pacientes que presentaron un

fracaso en movilizaciones previas.
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La toxicidad hematoldgica fue severa pero de corta duracion y se describe en la tabla 13. La
toxicidad extrahematoldgica fue leve.

En la tabla 14 se expone el andlisis de factores predictivos. Aquellos que influyeron
negativamente en la recoleccion de células CD34+ (analisis uni y multivariante) fueron los
antecedentes de fracaso en movilizaciones anteriores y un recuento plaquetario bajo (<150 x 109/1).

En lo referente a la relacion entre la cifra de células CD34+ en sangre periférica y la obtenida
en el producto de leucoaféresis, se hallé una buena correlacion entre la cifra de células CD34+
circulantes en sangre periférica el dia de la aféresis y los valores de células CD34+y de CFU-GM en
los productos de leucoaféresis. (r=0,93 y r=0.73, P<0,001). Calculamos mediante la ecuacion de la
regresion linear que un nimero > 17 CD34+ células / ul circulantes, en sangre periférica el dia de la
aféresis, predijo la obtencion de mas de 2 x 106/Kg células CD34+ en una sola leucoaféresis, en mas

del 90% de casos (figura 15).

Céulas 801

CD34+ x
10%kg

60 o

0 100 200 300 400 500

Células CD34+ / ul en sangre periférica

Figura 15. Regresion linear entre células CD34+ en sangre periférica y en el producto de

aféresis
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Tabla 14. Factores predictivos (andlisis univariante)

Movilizacion Adecuada Optima
Edad (afios)
<50 27129 (93,1%) 22129 (75,9%)
>50 14/16 (87,5%) 9/16 (56,3%)
P=0,4 P=0,15
Sexo
Hombres 26/29 (89,7%) 20/29 (69%)
Mujeres 15/16 (93,8%) 11/16 (68,8%)
P=0,5 P=0,62
Tipo de Enfemedad
LNH indolente y mieloma 18/20 (90%) 14/20 (70%)
LNH agresivo 15/16 (94%) 13/16 (81%)
Enfermedad de Hodgkin 8/9 (89%) 419 (44%)
P=0,9 P=0,16
Tiempo diagnéstico-movilizacion
<1afio 12/12 (100%) 12/12 (100%)
>1afio 29/33 (87,9%) 19/33(57,6%)
P=0,27 P=0,005*
Tiempo desde dltimo tratamiento
quimioterapico
<1mes 10/10 (100%) 9/10 (90%)
>1 mes 28/32(87,5%) 20/32 (62,5%)
P=0,32 P=0,1
Quimioterapia previa
1 a6 ciclos 16/16 (100%) 13/16 (81,3%)
> 6 ciclos 25/29 (86%) 18/29 (62,1%)
P=0,16 P=0,16
Fracaso de movilizacion previa
Si 7110 (70%) 3/10 (30%)
No 34/35 (97,1%) 28/35 (80%)
P=0,03* P=0,005*
RT previa
Si 7/10 (70%) 5/10 (50%)
No 34/35(97,1%) 26/35 (74.3%)
P=0,03* P=0,14
Afectacion de la médula 6sea
Si 15/17 (88,2%) 10/17 (58,8%)
No 26/28 (92,9%) 21/28 (75%)
P=0,49 P=0,21
Recuento basal de leucocitos
<1,5x 109 9/9 (100%) 6/9 (66.7%)
>1,5 x 109 32/36 (88,9%) 25/36 (69,4%)
P=0,4 P=0,58
Recuento basal de plaquetas
<150 x 1091 7110 (70%) 4/10 (40%)
>150 x 109/ 34/35(97,1%) 27135 (77,1%)
P=0,03* P=0,03*
Estado de la enfermedad
Remision completa / parcial 30/32 (93,8%) 22132 (68,8%)
Recaida sensible 11/13 (84,6%) 9/13 (69,2)
P=0,57 P=0,63

* Estadisticamente significativo

82



Resultados

En resumen, se llevaron a cabo 45 procedimientos de movilizacion con el esquema IAPVP-
16 mas G-CSF en 45 pacientes con neoplasias linfoides en fase avanzada, con una eficacia elevada.
Asi en el 91% de los casos se obtuvieron mas de 2 x 10° células CD34+/Kg y en el 70% mas de 5 x
108/kg, incluidos 7 de 10 pacientes en los que habian fracasado intentos previos de movilizacién. Los
factores que influyeron negativamente en la recoleccion de células CD34+ (andlisis uni y
multivariante) fueron los antecedentes de fracaso en movilizaciones anteriores y un recuento
plaguetario bajo (<150 x 10%1). Creemos que este tratamiento esta indicado especialmente en
pacientes que se traten con doble autotrasplante o en aquéllos en los que se prevea seleccion in vitro
de células CD34+, asi como en pacientes con fracaso previo de otras terapias de movilizacion.

Finalmente, otra aportacion de nuestro trabajo es el hallazgo de una correlacion significativa
(r= 0,73, p < 0,001) entre el recuento de células CD34+ en la sangre periférica y el contenido de
células CD34+ y CFU-GM en el producto de aféresis. Asi una cifra > 17 células CD34+/ul en sangre
periférica predijo la obtencién de un nimero adecuado de células CD34+ en una sola leucoaféresis
en la mayoria de pacientes. Por tanto, este dato se puede utilizar como criterio de inicio de los

procedimientos de leucoaféresis en estos pacientes.
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Mobilization kinetics of peripheral blood progenitor cells after
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Summary:

We have explored the efficacy of salvage chemotherapy
combination, IAPVP-16 (ifosfamide 5 g/n? on day 1;
VP-16 100 mg/n? on days 1-3; ara-C 1.2 g/rff12 h on
days 1 and 2; methylprednisolone 80 mg/fhon days 1-
5) plus G-CSF for PBPC mobilization. This protocol
was used in 45 patients with relapsed or refractory
lymphoproliferative diseases who underwent 85 leu-
kaphereses. In 41 patients>2 x 10f/kg CD34" cells were
obtained after a median of two procedures. The median
number of CD34" cells harvested was 3.% 10°kg per
apheresis and 8.4x 1(f/kg per patient. Seven of 10
patients who had failed previous mobilization attempts
achieved more than 2 x 10° CD34" cells/kg in a
maximum of three aphereses. A history of previous
mobilization failure and a low platelet count (<150 x
10°/) negatively influenced the CD34 cell yield in univ-
ariate and multivariate analyses. A good correlation was
found between the circulating CD34 cellsjul and the
CD34" cells and CFU-GM in the leukaphereses products
(r =093 andr = 0.73, P < 0.001), and=17 CD34
cellsiul predicted the achievement of>2 x 10f/kg CD34"
cells in a single leukapheresis in more than 90% of
cases. IAPVP-16 plus G-CSF may be specially indicated
in tandem transplantations or CD34" selection and in
patients who have failed previous mobilization attempts.
Bone Marrow Transplantatioii2000) 26, 127-132.
Keywords: PBPC mobilization; lymphoma;
therapy

chemo-

CD34 cell dose between 2 and % 10°kg as being the
optimal for rapid engraftment. A threshold value of X0
10°/kg CD34 cells has been suggested as the minimum
number of cells required for autologous transplantatido.
obtain an adequate harvest there is evidence that more
CD34" cells can be collected following the administration
of chemotherapy and growth factors than after growth fac-
tors alon€'® Among the regimens with chemotherapy and
growth factors, the combination of CY and G-CSF or GM-
CSF has been the gold-standard for PBPC collection,
although other schemes have been used for this purpose in
lymphoma patients, and some of them could be more
effective.

We have explored an original combination, IAPVP-16
plus G-CSF, as chemotherapy to decrease tumor btirden
and also for PBPC mobilization. In this study we analyze
the predictive factors influencing the quality of harvests
obtained with this regimen, and we investigate whether the
number of CD34 cells in peripheral blood (PB) adequately
predicts the optimum time to start leukaphereses.

Materials and methods

Characteristics of the patients

Forty-five patients with relapsed or refractory lymphoma
underwent PBPC harvests after salvage chemotherapy with
the IAPVP-16 protocol followed by G-CSF. Patients were
treated between February 1991 and March 1997, and their
characteristics pre-salvage chemotherapy and mobilization
are shown in Table 1. Underlying disease was diagnosed
according to the REAL classification. Thirty-four patients

Pe.ripheral t_)lood progenitor cells (RBPC) are increasinglyyaq non-Hodgkin’s lymphoma (folliculan(= 16), mantle
being used instead of bone marrow in autologous transplansg|| (n = 2), diffuse large cellrf = 11) and othersn(= 5)),

tation for hematologic malignanciésThis approach short-

nine patients had Hodgkin's disease and two had multiple

ens the period of pancytopenia and may reduce the riskgyeloma. Peripheral granulocyte and platelet counts pre-

of infection and bleeding.Enumeration of CD3%cells in

mobilization were<1.5 X 10°1 and <150 X 10?1, in nine

PBPC harvests has been regarded as a reliable index ghq 10 patients, respectively. Sixteen patients had received
engraftment potential. Most groups have considered @ne chemotherapy regimen before IAPVP-16 and 29 more

Correspondence: Dr A Alg Servei d’'Hematologi Clinica, Hospital de
la Santa Creu i Sant Pau, Saint Antoni?Mlaret 167, 08025
Barcelona, Spain

Received 7 February 2000; accepted 18 April 2000

than one. At mobilization, 32 patients were in complete or
partial response and 13 in chemosensitive relapse. Of the 45
patients, 17 had histopathological evidence of bone marrow
involvement at mobilization. The median interval between
diagnosis and mobilization was 17 months (range 7-81).
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Tablel  Characteristics of the patients prior to mobilization with leukapheresis with a flow rate of 60—100 ml/min. Leuka-

IAPVP-16 plus G-CSF phereses were performed until a minimum target cell dose
of 3 X 10°kg CD34 cells was collected. Each leukapher-

Number of patients 45 esis product was cryopreserved with a controlled freezer

Sex (males) 29 (64%) and stored in liquid nitrogen until the day of transplan-

Age (median, range) 40 (20-65) tation’

Underlying disease

Follicular lymphoma 16 (37%) .

Mantle cell lymphoma 2 (4%) In vitro assays

g'tﬁléﬁ;;rgﬁoiﬂslymphoma 151 ((ff(%’)) _The number of CD34cells present in the circulation and

Hodgkin's disease 9 (20%) in the harvested products was assessed by flow cytometry

Multiple myeloma 2 (4%) (PE-8G12; Becton Dickinson, San Jose, CA, USA).
Ann Arbor stage at mobilization Colony-forming units granulocyte—-monocyte (CFU-GM)

I 5 (11%) were measured according to the Pike and Robinson agar

::I 171 ((12;;’//;’)) technique® Total numbers of colonies>50 cells) were

v 22 (50%) counted under an inverted microscope after 14 days.
Disease status at mobilization

First CR/PR 10 (22%) Statistical analysis

>1st CR/PR 22 (49%)

Chemosensitive relapse 13 (29%) Differences between categorical variables were measured
Previous radiation therapy 10 (22%) by the chi-square test. Two multivariate logistic regression
Previous chemotherapy models were created to ascertain which variables signifi-

One to six cycles 16 (36%) cantly predicted the achievement of an ‘adequate’ (more

More than six cycles 29 (64%) than 2.0x 10°/kg CD34 cells) and ‘optimal’ (more than
Previous mobilization failure 10 (22%) 5.0 X 10°kg CD34 cells) harvest. An univariate linear
ANC at mobilization regression test was used to study the relation between logar-

I igﬁ: e (ég@) ithm transformation of CD34cells yield and peripheral
Platelet count at mobilization CD34 ce_lls and CFU-GM coIIected_ in each _Ieu_k_aphere5|s.

<150 % 1P/l 10 (22%) We considered the results as statistically significant when

>150 x 107/l 35 (78%) P values were less than 0.05.

BM involvement at mobilization 17 (38%)

CR = complete remission; PR partial remission. Results

aNine patients failed cyclophosphamide 1.5 gfotus G-CSF and 1 mini-

BEAM plus G-CSF. We performed 45 mobilization procedures, with a median

of two consecutive leukaphereses (1-4) on an outpatient
basis. The mobilization regimen was well tolerated. The
Ten patients had failed previous mobilization attemptsmedian durations of neutropenia .5 x 10°%1) and throm-

(G-CSF plus CY 1.5 g/Min nine cases and the mini- bocytopenia €20 x 10°/1) were 5 (1-12) and 3 (1-15)
BEAM regimen plus G-CSF in one case). days, respectively. Non-hematologic toxicities were well
tolerated. There were 19 episodes of neutropenic fever (14
Mobilization of PBPC patients required re-admi;sion_p_rior to aphgresis) ar)d two

cases of grade 2 neurologic toxicity. The toxic re-admission
All patients received salvage chemotherapy with therate was 31% with a mean increase in hospitalisation of 2
IAPVP-16 protocol which includes: ifosfamide 5 ¢friav. days. Overall results of leukaphereses and PBPC collec-
on day 1; VP-16 100 mg/fi.v. on days 1-3; ara-C 1.2 tions are summarized in Table 2. Harvesting was started at
g/m?/12 h i.v. on days 1 and 2; methylprednisolone 80a median of 12 (11-14) days after the beginning of
mg/n? i.v. on days 1-5. Recombinant human G-CSFIAPVP-16.
(Filgrastrim; Amgen, Thousand Oaks, CA, USA) was given Forty-one patients (91%) achieved an ‘adequate’ (CD34
at a dose of 5ug/kg as a single daily subcutaneous injec-cells>2 X 10f/kg) and 31 (70%) an ‘optimal’ (CD34ells
tion, from day 6 of start of chemotherapy until the end >5 X 10f/kg) harvest. Four patients (one Hodgkin's and
of leukaphereses. two non-Hodgkin's lymphoma and one myeloma patients)
failed to mobilize CD34 cells in the PB. The median hum-
ber of CD34 cells harvested in the remaining cases was
8.4 X 1(P/kg (2.1-75) per patient and 3.23 10°/kg (0.25—
Leukaphereses were started when the patients reached mat®.9) per leukapheresis. A maximum of two leukaphereses
than 1 X 10° WBC/lI and PB counts of CD34cells were necessary to achieve an ‘adequate’ number of €D34
exceeded 2.5 petl. MNCs were collected by a continuous- cells in 82% of 45 cases.
flow blood cell separator COBE Spectra (Lakewood, CO, The median number of CD34ells harvested in the 10
USA) or Fenwal CS-3000 Plus (Baxter, Barcelona, Spain)patients with prior mobilization failures was 4.324 10°/kg

A median volume of 15 (8-23) liters was processed pel(1.14-5.48). In seven of these cases more than Zf/kg

Collection and cryopreservation of PBPC

Bone Marrow Transplantation
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Table2  Overall results of PBPC harvest (four mobilization failures and previous failure of mobilization were associated with
are included) decreased CD3<4ell yields in both adequat®(= 0.04 and
P =0.03) and optimalR® = 0.04 andP = 0.007) mobilizers.

A good correlation was found between logarithm trans-
formation of early morning circulating CD34cellsjul in

Total number of mobilizations 45
Total number of leukaphereses 85

Median CD34 cells harvested (range) 8:410°kg PB on the day of leukapheresis and the number of CD34
_ (1.1-75) cells obtained per leukapheresis<(0.93,P < 0.001), as is
Median CFU-GM harvested (range) 3510%kg shown in Figure 1. There was also a very good correlation

(0.8-336) between the CD34cells obtained in each leukapheresis
Median CD34 cells harvested per leukapheresis 8.20°/kg product and the CFU-GM content(: 0.73,P=< 0_001)_
gangel)l t — (0.25-75.9) With these data we calculated a linear regression equation
verall outcome ol mobilizations H H 3 H
Failures (2 x 10° CD34" cells/kg) 4 (9%) to pgedllct the nl;]mbezr< ofoglrculatlng I(IZIZ/)kgaﬂ;eI_Ish requeld
Adequate £2 x 10° CD34" cells/kg)t 41 (91%} to obtain more than X 10° CD34" cells/kg with a single
Optimal &5 x 10° CD34" cells/kg) 31 (70%) leukapheresis. A threshold early morning PB CD8dunt
No. leukaphereses for an adequate harvest 41) of 17 ceII_s/uI predicted an adequate harvest_ in 92% of
1 28 (62%) cases. This threshold was reached by 33 patients (73%).
2 9 (20%)
3 3 (7%)
>3 1 (2%) Di .
Days from start of IAPVP-16 to first apheresis 12 (11-14) IScussion
(range)

The results of this study indicate that IAPVP-16 chemo-
therapy plus G-CSF is a highly effective regimen for mobil-
ization of PBPC in patients with advanced lymphoma.
These results confirm earlier observations in smaller num-
bers of patient$,even when a lower dose of G-CSF was
used after chemotherapy An additional advantage is the
effectiveness of IAPVP-16 as salvage therapy in patients
with low-grade lymphoma?! thus allowing the simul-
CD34" cells were collected,with one to three apheresestaneous reduction of tumor burden and harvesting of PBPC
Table 3 shows clinical and mobilization data of these 10in preparation for an autologous stem cell transplant. Of
patients. special interest is the marked predictability of the first day
Table 4 shows the results of the univariate analysis obf mobilization, which occurred in all cases between days
factors possibly influencing an adequate and optimal haril and 14 of therapy and in 80% on day 12, thus allowing

Median duration of netropenia (range)
Neutropenic fever

5 days (1-12)
19 (42%)

Median duration of thrombocytopenia (range) 3 days (1-15)

ancluding seven of 10 patients who had failed previous mobilization
procedures.
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vest after IAPVP-16 plus G-CSF. A previous mobilization the exact scheduling of the aphereses procedures and reduc-

failure and a pretreatment platelet countl50 X 107 ing any last minute changes that alter the routine work of
negatively influenced the yield of these two CD3#ll tar-  the apheresis unit and stem cell processing laboratory. As
gets, while prior radiotherapy and a time interval of morepreviously reported in detaif, the regimen has little extra-
than 1 year from diagnosis to mobilization negatively hematologic toxicity, although severe pancytopenia occurs
influenced the first and second targets, respectively. Niné all cases and neutropenic fever occurred in 42% of treat-
of 10 (90%) patients with a low platelet count have receivedment cycles requiring hospital admission in 31%.
more than six cycles of chemotherapy, and only 20 of 35 To analyze the efficacy of this mobilization regimen we
(57%) patients with a normal platelet count have been sahose two target doses of harvested CD3#lls. An
heavily pre-treatedR = 0.05). adequate and an optimal harvest were defined as above 2
In two logistic regression models including the samex 10°/kg and 5 x 1&kg CD34 cells, respectively, since
variables, a premobilization platelet countl50 X 107 most studies have identified these two thresholds as being

Table 3 Essential clinical and mobilization data of 10 patients with previous mobilization failures
Underlying disease Previous mobilization Prior Previous Platelets in PB Ceefls/kg
chemotherapy radiotherapy
Myeloma CY 1.5 g/m + G-CSF >6 cycles Yes <150 x 10%I 1.16
High grade NHL CY 1.5 g/m+ G-CSF >6 cycles No >150 x 1071 5.09
High grade NHL CY 1.5 g/rh+ G-CSF >6 cycles No >150 x 1071 5.48
High grade NHL CY 1.5 g/i+ G-CSF >6 cycles Yes <150 x 171 1.2
Hodgkin's disease CY 1.5 gfn+ G-CSF <6 cycles Yes >150 x 1% 2.64
Hodgkin's disease CY 1.5 gfn+ G-CSF >6 cycles Yes >150 x 1071 1.14
Hodgkin's disease CY 1.5 gfn- G-CSF >6 cycles No <150 x 1?1 4.14
Hodgkin’s disease MiniBEAM+ G-CSF >6 cycles No >150 x 1% 4.17
Hodgkin's disease CY 1.5 gfn- G-CSF <6 cycles Yes >150 x 1071 3.99
Hodgkin's disease CY 1.5 gfn+ G-CSF >6 cycles No >150 x 10%I 5.47
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Table 4 Predictive factors for an adequate (CD3#lls=2 x 1(P/kg) and optimal (CD3#%cells=5 x 10°kg) harvesting of PBPC (univariate analysis)

Adequate harvest

Optimal harvest

Age (years)
<50 years
=50 years

Sex
Males
Females

Underlying disease
Low-grade NHL and myeloma
Intermediate and high NHL
Hodgkin’s lymphoma

Time diagnosis—mobilization
<1 year
=1 year

Time from last chemotherapy
<1 month
=1 month

Prior chemotherapy
One to six cycles
More than six cycles

Previous mobilization failure
Yes
No

Previous radiotherapy
Yes
No

Bone marrow involvement
Yes
No

Baseline WBC count
<1.5x 1091
>1.5x 107

Baseline platelet count
<150 x 1%/
>150 x 17/

Disease status
Complete or partial remission
Chemosensitive relapse

27/29 (93.1%)
14/16 (87.5%p = 0.4

26/29 (89.7%)
15/16 (93.8%P = 0.5

18/20 (90%)
15/16 (94%)
8/9 (89%)P = 0.9

12/12 (100%)
29/33 (87.9%)P = 0.27

10/10 (100%)
28/32 (87.5%)P = 0.32

16/16 (100%)
25/29 (869, = 0.16

7110 (70%)
34/35 (97.1%)P = 0.03*

7110 (70%)
34/35 (97.1%)P = 0.03*

15/17 (88.2%)
26/28 (92.9%)P = 0.49

9/9 (100%)
32/36 (88.9%)P = 0.4

7/10 (70%)
34/35 (97.1%)P = 0.03*

30/32 (93.8%)
11/13 (84.6R)= 0.57

22/29 (75.9%)
9/16 (56.3%)P = 0.15

20/29 (69%)
11/16 (68.8%)P = 0.62

14120 (70%)
13/16 (81%)
4/9 (44%)P = 0.16

12/12 (100%)
19/33 (57.6%)P = 0.005*

9/10 (90%)
20/32 (62.5%)P = 0.1

13/16 (81.3%)
18/29 (62.1%)P = 0.16

3/10 (30%)
28/35 (80%)P = 0.005*

5/10 (50%)
26/35 (74.3%)P = 0.14

10/17 (58.8%)
21/28 (75%)P = 0.21

6/9 (66.7%)
25/36 (69.4%)P = 0.58

4/10 (40%)
27/35 (77.1%)P = 0.03*

22/32 (68.8%)
9/13 (69.2%)P = 0.63

*Statistically significant.

the minimum safe number of PBPC and the optimal numbemedian of seven apheresis procedures. The median yield
for rapid trilineage engraftment, respectivéh®> More  per procedure thus appears to be higher with our regimen,
than 90% of our patients achieved an adequate and 70% afthough direct comparisons should be avoided since the
optimal harvest, including 7/10 who had failed a previouspatient populations may in fact differ in relevant prognostic
mobilization attempt. In nine of these 10 patients the prefactors for mobilization efficacy as well as technical differ-
vious mobilization chemotherapy used was CY 1.5%/m ences in venous access and/or the apheresis procedure
It is possible that a more intensive dose of CY would haveitself.

had the same effect as IAPVP-16 in mobilizing progenitor Of particular importance in clinical practice is the identi-
cells. Nevertheless, these high harvests with a median dfcation of patients who have an increased risk of failing to
only two leukapheresis procedures make this regimemobilize PBPC. In our series of patients factors adversely
especially attractive for patients who are included in tan-affecting the achievement of an adequate and/or optimal
dem transplant protocols or when CD3eell selection of harvest were a previous mobilization failure, a baseline pla-
PBPC is planned. Similar results have been reported witlelet count below 150 x #, prior radiotherapy and a time
other combination chemotherapy regimens including ifosfainterval from diagnosis to mobilization of more than 1 year.
mide and etoposide plus G-C8F Using single-agent These prognostic factors have been identified in previous
high-dose CY (4 g/f) plus G-CSF in patients with studies}*®-2° although well-known variables such as the
advanced lymphoid malignancies, Rosenfeldal® har-  number of prior courses of chemotherapy were not signifi-
vested a median of 13.8 x 4¥Rg CD34" cells but with a  cant in our study? It is interesting that our thrombopenic
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80 ~ In summary, IAPVP-16 chemotherapy followed by G-
CSF is a highly effective mobilization regimen for patients
with advanced lymphoma. Effective tumor cytoreduction
can be coupled with a very predictable PBPC harvesting,
and most patients who will not obtain an adequate harvest
can be identified by simple characteristics such as prior
mobilization failures and a baseline low platelet count.
Additionally, the early morning CD34PB count highly
correlates with the cell yield in the same day leuka-
pheresis procedure.

CD34+ cells x 106/kg
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5.3. Manuscrito nimero 3:

Trasplante autogénico de progenitores hematopoyéticos en linfoma folicular en fase

avanzada

5.3.1. Resumen

La utilizacion de terapia intensiva con soporte de progenitores hematopoyéticos autogénicos
se investiga como tratamiento de los pacientes con linfoma folicular y pronéstico de supervivencia
desfavorable.

En nuestro centro, 30 pacientes consecutivos diagnosticados de linfoma folicular en fase
avanzada recibieron un trasplante autogénico de progenitores hematopoyéticos. Las caracteristicas
de los pacientes se detallan en la tabla 15. Veintisiete pacientes habian recibido quimioterapia de
rescate antes del trasplante con el objetivo de alcanzar la mejor respuesta posible, 23 de ellos se
habian tratado con IAPVP-16.

El estado de la enfermedad previo al trasplante fue la primera remision completa en 7, la
segunda o posterior remision completa en 6, una remision parcial en 10, una recaida no tratada en 2
y enfermedad quimio-resistente en 5.

La fuente de PH fue en 8 casos la médula dsea y en 22 la sangre periférica. En 13 casos los
PH se trataron “ex vivo" con un método inmunomagnético que utiliza anticuerpos anti-B para la
deplecion de células B. Se obtuvo una mediana de deplecion de células B en médula ésea de 1,86
log (extremos1,37 a>2,02)yen SP de a 1,23 log (extremos 0,3 a > 2,13).

La mediana de células CD34+ infundidas de MO fue de 5,23 x 10%/kg en los casos no
tratados, y de 1,39 x 108/kg en los tratados “ex vivo”. En los TPH de SP la mediana de células CD34+

infundidas en los casos no tratados fue de 12 x 108/kg y en los no tratados de 6,5 x 106/kg.
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Resultados

Tabla 15. Caracteristicas de los pacientes

Caracteristicas NO
Total de pacientes 30
Hombres/Mujeres 17/13

Edad mediana (extremos)

45 afios (30-62)

Histologia
Folicular, nodular 24
Folicular, difuso 4
Folicular, transformado a LDCG 2
Estadio al diagnostico
Il 1
1l 7
\% 22
Tiempo mediano diagndstico - TAPH (extremos) 29 m (11-97)
NUmero mediano de terapias previas (extremos) 2 (1-4)
RT previa 3
Tratamiento de rescate pre-TAPH 27
Estado de la enfermedad
12 remisién completa 7
22 remision completa 6
18 remision parcial 4
22 remision parcial 6
Recaida no tratada 2
Enfermedad resistente 5
PHMO 8
Tratados 4
No tratados 4
PHSP 22
Tratados 9
No tratados 13

LDCG: Linfoma difuso de células grandes. TAPH: trasplante autogénico de progenitores hematopoyéticos.
PHMO: progenitores hematopoyéticos de médula 6sea. PHSP: progenitores hematopoyéticos de sangre
periférica. RT: radioterapia.
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Resultados

El acondicionamiento utilizado fue ciclofosfamida mas irradiacion corporal total en 29 casos

y el esquema poliquimioterapico BEAM en un paciente.

Los parametros analizados en este trabajo fueron:

1. Respuesta antitumoral en términos de respuesta completa, parcial 0 no-respuesta

2. Toxicidad relacionada con el tratamiento

3. Intervalo libre de progresion (ILP) postrasplante definido como el tiempo transcurrido desde
el dia del trasplante hasta la recaida, progresion, fallecimiento o el dltimo seguimiento. Este
intervalo se compard con el Ultimo obtenido en cada paciente, previo a la terapia de rescate
utilizada antes del trasplante.

4. Supervivencia libre de progresion (SLP), definida como el tiempo transcurrido desde el dia
del trasplante hasta la recaida o la progresion de la enfermedad, el fallecimiento o el dltimo
seguimiento.

5. Supervivencia global (SG), definida como el tiempo transcurrido desde el dia del trasplante

hasta el fallecimiento o el Gltimo seguimiento.

La SLP y la SG se calcularon segun el método de Kaplan-Meier. También se realizé un
estudio multivariante con diversas variables, para hallar factores predictivos de progresion y
supervivencia postrasplante. Las variables analizadas fueron: la edad inferior o superior a 45 afios, el
sexo, el tiempo desde el diagndstico al trasplante mayor 0 menor de 29 meses, la RC frente a la no-
obtencion de RC, el nimero de ciclos recibidos (1-2 frente a 2-4), la quimiosensibilidad, la fuente de

PH, y el tratamiento “ex vivo” de éstos.
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Resultados

Respuesta antitumoral

La respuesta obtenida con el tratamiento intensivo se recoge en la tabla 16.
Con una mediana de seguimiento de 19 meses (extremos1-89), 27 pacientes estaban vivos
y 8 recayeron 0 progresaron, con una mediana de tiempo hasta la recaida de 11 meses (extremos 6-

22) postrasplante.

Tabla 16. Seguimiento postrasplante

Pretrasplante Postrasplante Ultimo
n° (%) 3 meses seguimiento
n° (%) n° (%)

Remision Completa 13 (43) 24 (80) 20 (67)2
Remisién Parcial 10 (33) 4 (13) 2 (7)2
Enfermedad resistente 5(17) -
Vivo en progresion - - 5b
Recaida no tratada 2(7) -
Muertes relacionadas con el - 1 1
tratamiento
Muertes relacionadas con - - 20
progresion
Pacientes no evaluables para - 1
respuesta

aSeguimiento mediano en los pacientes en RC/RP: 17 (1-89) meses
bMediana de tiempo hasta la progresion:11 (6-22) meses (un paciente en RC tras irradiacion craneal)

88



Resultados

Recuperacién hematoldgica v toxicidad relacionada con el tratamiento:

Todos los pacientes alcanzaron la recuperacion neutrofilica (neutréfilos > 0.5 x 109/) y
plaguetaria (plaquetas > 20 x 109/1) en una mediana de 14 dias.

S6lo hubo una muerte relacionada con el procedimiento (un mes después del trasplante)
que corresponde a una mortalidad del 3%.

El 97% de los pacientes desarrollaron fiebre neutropénica y dos de ellos neumonia.

La toxicidad no hematoldgica fue reversible

En el tiempo de seguimiento de este trabajo no aparecieron complicaciones tardias como

sindrome mielodisplasico o leucemia aguda.

Supervivencia libre de progresion y supervivencia global:

La supervivencia global estimada a 2 afios fue del 83% (IC95%, 64%-100%) y la

supervivencia libre de progresion del 57% (IC95%, 34%-81%), (figura.16). Ninguna variable analizada

fue predictiva de la progresion o la supervivencia en nuestro estudio.

Supervivencia
global

Supervivencia
libre de progresion
24

0 T T T T T T T T T
0 12 24 3% 48 60 72 K4 9% 108

IMEECS

Figura 16. Supervivencia global y supervivencia libre de progresion

89



Resultados

Comparacion del intervalo libre de progresion preterapia de rescate sequido de trasplante y

postrasplante (tabla 17):

¢ Diecisiete pacientes evaluables
e Diez tenian un intervalo libre de progresion mayor postrasplante
e Cinco se hallaban en remisién pero con un seguimiento que aln no habia superado la

duracién de la respuesta pretrasplante.

e En dos pacientes la duracion del tiempo libre de progresion fue méas corta tras el trasplante.

Tabla 17. Comparacion del Intervalo libre de progresion pre'y postrasplante

Evaluable para conversion

10
LP postrasplante > pretrasplante
RC/RP pero sin alcanzar conversion 5
ILP postrasplante < pretrasplante 2
No Evaluable para conversion
Trasplante en primera respuesta 5
Muerte temprana relacionada con el tratamiento 1
Enfermedad primariamente refractaria en RC/RP postrasplante 7

ILP: Intervalo libre de progresion.

Por lo tanto, se obtuvo un importante nimero de respuestas que fueron de mayor duracion

que las alcanzadas previamente.
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Resultados

Concluimos que la terapia intensiva seguida de trasplante de progenitores hematopoyéticos
autogénicos, obtiene un alto porcentaje de remisiones, que con frecuencia se prolongan en el tiempo
mas que las obtenidas con anterioridad. En nuestro estudio, ninguna variable analizada fue predictiva
de progresion o supervivencia. Seria necesario un seguimiento mas prolongado para determinar si se
alcanza un "plateau” en la duracion de la respuesta y definir qué proporcion de pacientes podria ser

curarse con este procedimiento.
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Autologous stem cell transplantation in advanced follicular lymphoma.
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ABSTRACT

Background and Objective. The use of intensive ther-
apy supported by autologous stem cell transplanta-
tion (ASCT) is being investigated as treatment for
poor-prognosis follicular lymphomas (FL). A single-
center experience is herein reported.

Design and Methods. From September 1990 to Octo-
ber 1997, 30 consecutive patients (pts) with
advanced FL received transplants, 8 of bone marrow
and 22 of peripheral blood. Thirteen harvests were
purged by an immunomagnetic method using anti-B
antibodies. Twenty-seven patients received salvage
chemotherapy (CT) before ASCT with the objective of
reaching this procedure in the best possible
response. The disease status at ASCT was: 1st CR in
7 pts, =2 CR in 6 pts, PR in 10 pts, untreated
relapse in 2 pts and chemoresistant disease in 5 pts.

Results. There was only one transplant-related death
(one month after ASTC). With a median follow-up of
19 (1-89) months, 27 pts are alive, 8 pts have
relapsed/progressed at a median time of 11 (6-22)
months after ASCT. The estimated 2-year PFS and
0S are 57% (95% Cl, 34-81%) and 83% (95% Cl, 64-
100%). When comparing the progression-free interval
(PFI) before salvage CT and ASCT and the PFI after
ASCT, of 17 evaluable pts, 10 had a PFI after ASCT
longer than the previous interval, and 5 additional
pts remain in CR/PR with a follow-up that has not yet
reached the duration of pre-transplant response. By
contrast, 2 pts had a short post-transplant response.

Interpretation and Conclusions. High-dose therapy fol-
lowed by ASCT obtains a high rate of responses, fre-
quently longer than any previous PFI. Additional fol-
low-up is necessary to determine whether there is
any “plateau” in response duration and to define what
proportion of pts may be cured with ASCT in this set-
ting.
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of the low-grade or indolent lymphomas. Even
in advanced stages, FL usually respond to initial
conventional chemo-radiotherapy, but subsequent
relapse or progression occurs in virtually all patients
over the following months. Durable remissions are
infrequent and progression to an advanced, unre-
sponsive phase is almost constant.? The use of
intensive therapy supported by autologous hemato-
poietic stem cell transplantation (ASCT) is being
investigated in FL. Young patients with advanced dis-
ease and expected short progression-free and over-
all survival seem to be the best population for this
procedure, with the hope of prolonging these inter-
vals. Although initial results of ASCT appeared
promising, the indolent course of these lymphomas
precludes any definite conclusions based on short-
term observations.*14 For this reason the benefit of
ASCT in FL remains unproven. Greater complexity
has been added with the introduction of sophisti-
cated in vitro purging methods aimed at eliminating
lymphoma cells. The clinical impact of using these
purged products is controversial.14-16
We studied the role of high-dose therapy sup-
ported by ASCT in patients with primary refractory
or relapsed advanced FL. The main parameter ana-
lyzed was whether the progression-free interval (PFI)
after transplantation was longer than the last PFI
before the procedure. We also evaluated overall sur-
vival (OS), progression-free survival (PFS) and pro-
cedure-related toxicity.

Follicular lymphomas (FL) are the most frequent

Design and Methods

Inclusion criteria

Patients with advanced FL defined according to
the REAL classification were eligible for ASCT, with
central histology review for referred patients; histo-
logic samples from patients treated before 1995
were reviewed to confirm the diagnosis of FL accord-
ing to the REAL classification. Patients with relapsed
or refractory disease, and patient in first response if
refractory to front-line CT with CHOP, were includ-
ed. Only exceptionally were patients with FL trans-
planted for chemoresistant disease. Most consecu-
tive patients treated at our institution with relapsed
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Table 1. Patients’ characteristics.

Characteristics No.
Total no. of patients 30
Sex 17M/13F
Median age (range) 45 yrs. (30-62)
Histology
Follicular, nodular 24
Follicular, diffuse 4
Follicular, transformed to DLCL 2

Stage at diagnosis

Il 1
1l 7
% 22

Median time from diagnosis to ASCT (range) 29 mo.(11-97)
Median number of prior CT regimens (range) 2 (1-4)
Prior radiotherapy 3
Salvage therapy pre-ASCT 27

Disease status at ASCT
1stcomplete remission
>2nd complete remission
1¢ partial remission
2nd partial remission
Untreated relapse
Chemoresistant

BMT
Purged
Unpurged

PBSCT
Purged
Unpurged

ol
BON rro IO AO~N

DLCL: diffuse large cell ymphoma; ASCT: autologous stem cell transplant;
CT: chemotherapy.

FL were eligible, provided that they had chemosensi-
tive or untreated disease, and that at least 2x108/kg
nucleated cells were available for BMT or 2x10%/kg
CD34+ cells for peripheral blood stem cell transplan-
tation (PBSCT). No transplantation for FL at our
institution has been excluded from this report.

Patients

Patients had to be between 18 and 65 years of age
and have adequate organ function in order to under-
go ASCT. Thirty patients were judged appropriate can-
didates and received an ASCT between September

1990 and October 1997. The main characteristics of
the series appear in Table 1. Twenty-seven patients
received salvage CT before ASCT with the objective of
reaching the transplant in the best possible response;
most of these patients (n=23) received the IAPVP-16
regimen.'” Restaging confirmed the achievement of at
least a PR in 23 cases and less than a PR in four cases.

Bone marrow and peripheral blood stem cell
harvests

BM harvest was done in eight patients, while the
remaining 22 received PBSC. Thirteen harvests (4 BM
and 9 PBSC) were immunologically purged using
immunomagnetic beads coated with sheep anti-
mouse immunoglobulins (Dynabeads® M450, Dynal,
Oslo, Norway) and a cocktail of monoclonal anti-
bodies CD19, CD20, CD22, CD23 and CD37 (Bax-
ter®).18.19 Results of the purging strategy were ana-
lyzed with nested PCR amplification of the major
breakpoint region (MBR) and minor cluster region
(mcr) of the bcl-2/1gH rearrangement for t(14;18)
translocation, both in initial, adsorbed (positive) and
final fractions. The log depletion was calculated as
the log of the ratio of initial absolute number of tar-
get antigen-positive cells/final absolute number of
target antigen-positive cells.

The median number of nucleated cells (NC) and
CD34+ cells infused are given in Table 2. The B-cell
depletion obtained with the immunomagnetic
method ranged from 1.37 to >2.02 log reduction
(median >1.86) in ABMT and 0.3 to >2.13 log
(median >1.23) in PBSCT, with a median yield of
64.5% (range 53.2-74) NC and 78.5% (range 63.8-
94.1) CD34+ cells during the purging procedure in
the case of ABMT. In APBSCT the median NC yield
was 76.9% (range 64.7-87.5) and the median CD34*
cells yield 71.6% (range 61.5-98.6).

Conditioning regimen

Twenty-nine of the 30 patients received cyclophos-
phamide (60 mg/kg on two consecutive days) plus
hyperfractionated TBI (2-2.5 Gy per fraction, twice
daily on three consecutive days for a total of 12-13.5
Gy). One patient received the BEAM regimen (BCNU,
VP-16, Ara-C and melphalan). After ASCT one

Table 2. Results of bone marrow and peripheral blood stem cell harvests.

Bone marrow Peripheral blood stem cells
Total Unpurged Purged Total Unpurged Purged p

Nucleated cells/kg (108)

Median 1.50 277 0.47 5.79 8.01 3.53 0.03

Range 0.14-17.80 1.90-17.80 0.14-1.10 1.83-12.80 2.25-12.80 1.83-7.41
CD34+/kg (108)

Median 1.60 5.23 1.39 7.71 12 6.50 0.05

Range 0.66-8.90 1.57-8.90 0.66-2.70 3.80-44.10 3.80-44.10 3.80-16.40




352 R. Lopez et al.

patient received local radiotherapy due to pre-trans-
plant bulky abdominal disease.

Supportive measures

Patients were treated in private rooms with reverse
isolation and a diet low in bacteria and fungi. They
did not receive either antibacterial or antifungal pro-
phylaxis; antiviral prophylaxis consisted of oral acy-
clovir. Parenteral antibiotics were started if there was
fever = 38°C during neutropenia and maintained
until the patient was apyrexial for at least 3 days.
Granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF) was
given when clinically indicated.

Response criteria

Before and 3 and 12 months after ASCT, disease
response was assessed with standard radiologic and
histologic methods and was defined as follows: com-
plete remission (CR) was when there was no mea-
surable disease and no BM involvement by conven-
tional histology; partial response (PR) consisted of
decrease by at least 50% of all measurable lesions
before treatment with BM involvement of less than
20%; the no response (NR) category included cases
not qualifying for PR or progressive disease (PD);
finally, PD reflected involvement of new sites after
treatment, recurrence in originally involved sites,
increase by more than 25% in original tumor masses
and/or reappearance of detectable BM involvement.

Statistical considerations

The main parameters analyzed were transplant-
related toxicity, response, progression-free interval,
comparison of PFI after ASCT with the last PFI pre-
ASCT to assess possible conversion of remission
duration by the transplant, PFS (interval from day of
ASCT until relapse, disease progression, death or last
follow-up) and OS (interval from the day of ASCT
until death or last follow-up). The closing date for
analysis was March 31, 1998. Continuous variables
were compared by non-parametric tests (Mann-
Whitney’s U test). Time dependent events were ana-
lyzed with the Kaplan-Meier method, and the log-
rank test was used to assess univariable prognostic
factors. Multivariable analysis was performed by
means of the Cox proportional hazards method.

Results

Hematologic recovery

All patients engrafted (ANC >0.5x109/L) at a
median of 14 (range 9-31) days and recovered
platelets >20x10%/L at a median of 14 (7-70) days
post-transplant. The median times to neutrophil and
platelet recovery in purged and unpurged SCT were:
neutrophils on day +14 (10-31) and +13 (9-17) (p=
NS), respectively; platelets on day +17 (8-70) and
+13 (7-46) (p= NS), respectively. APBSCT recipients
and ABMT recipients engrafted neutrophils at a
median of 13 (9-31) days and 15 (11-25) days post-

trasplant (p=NS), respectively; platelet recovery
occurred at a median of 13 (9-46) days and 24 (13-
70) days (p=0.005), respectively.

Toxicity

After ASCT 29 of 30 (97%) patients developed neu-
tropenic fever, with two cases of pneumonia. There
was one transplant-related death (3%) due to idio-
pathic pneumonia, one month after ASCT. There
were no other significant procedure-related toxicities,
nor have there been any late complications such as
secondary myeloid malignancies.

Response and survival after ASCT

One patient died (day +37) and was unevaluable
for response. Disease status at various time intervals
in the remaining 29 patients is shown in Table 3. At
3 months post-transplant 24 patients were in CR
(including 13 patients who were in CR before trans-
plant), four in PR and one was not evaluated at 3
months. Eight patients have progressed or relapsed
at a median of 11 months after the procedure (range
6 to 22 months); two of them have died, one isin CR
at 46 months+ after cranial irradiation of a central
nervous system relapse and the other five are alive
with disease at a median of 16 months (8-22) from
progression. One of the patient with transformed dis-
ease is alive in remission and the other is dead from
progression. With a median follow-up of 19 (1-89)
months, 27 patients are alive, 20 in CR, two in PR
and five with active disease under palliative therapy.
Figures 1 and 2 show the Kaplan-Meier curves for
PFS and OS after ASCT. The median OS after ASCT
has not been reached, and the estimated 2-year PFS
and OS are 57% (95% Cl, 34-81%) and 83% (95% Cl,
64-100%), respectively.

Univariable and multivariable analyses performed
to identify prognostic factors for progression after
transplantation included age (< and = 45 years), sex,
time from diagnosis to ASCT (< and = 29 months),
disease status at ASCT (CR vs. not in CR), number of

Table 3. Outcome following ASCT.

Pre-ASCT  After ASCT ~ Last
n° (%) 3 months follow-up*
n° (%) n° (%)

Complete remission 13(43) 24(80) 20(67)°
Partial remission 10(33) 4(13) 2(7)°
Chemoresistant 5(17) - -
Alive with progressive disease - - 5%
Untreated relapse 2(7) - -
Treatment-related death - 1 1
Progression-related death - - 2¢
Patients not evaluated for response - 1 -

*Median of 19 (1-89) months; °median follow-up for patients in CR/PR:
17 (1-89) months; “median time to progression: 11 (6-22) months (one
patient is in CR after cranial irradiation). ASCT: autologous stem cell trans-
plant.
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Progression-free survival

Months

Figure 1. Progression-free survival.

Overall survival

Months

Figure 2. Overall survival.

have obtained response conversion and five are in CR
but have not reached the conversion duration, while
two patients had a shorter time PFl post-transplant
than the pre-ASCT interval.

Discussion

Our results confirm the high rate of responses
obtained with ASCT for patients with advanced FL.
Thus, three months post-transplant, 86% of the
patients were in CR and 14% in PR, with improvement
in response (PR to CR, or NR to PR/CR) in 14 cases.
With a median follow-up of 19 months, 67% remain
in CR and 7% in PR. Additionally, among 17 patients
evaluable for remission conversion, 10 have had a con-
version of the PFI after the transplant, while five are
too early but remain in remission. The main handicap
of our study is the relatively short follow-up after trans-
plant. In most previous studies, despite high rates of
response after transplant, a continuous rate of
relapse/progression is subsequently observed.*12 Fur-
thermore, there is no evidence that OS is prolonged,
and ASCT may simply prolong PFS in absence of an
impact on survival. Unfortunately, without controlled
studies any modification in OS cannot be proven.

Our patients have an estimated 2-year PFS and OS
of 57% and 83%, respectively. Previous studies which

included from 21 to 100 cases reported PFS of 53%
to 75% at 2 years and 44% to 55% at 4 years, while
the estimated OS rates ranged from 80% to 90% and
65% to 75%, respectively.414 As stated, however,
relapses continue to occur even more than 5 years
after the procedure, and longer follow-up is heeded
to see whether a plateau in PFS occurs. One difficul-
ty in comparing our results with those from other
institutions is that the patient characteristics, stem
cell sources, conditioning regimens and purging
methods have varied markedly. For instance, while
we attempted to include only patients with chemo-
sensitive disease, others have autografted more
chemoresistant cases, with shorter PFS and OS.913
Even in chemosensitive patients, however, bad results
have been reported; for instance, Verdonck et al.
recently reported on 18 patients with chemosensitive
FL who underwent an ASCT, and who had 2-year
DFS and OS of 22% and 33%, respectively.20

Transplant-related mortality (TRM) was low in our
experience, with there being only one such event, giv-
ing a rate similar to the currently accepted one of less
than 5% in patients autografted for lymphoid malig-
nancies.1® Also important, we have not observed any
late complications such as secondary myelodysplasia
or AML, which have raised significant concern in oth-
er institutions.821-22 However, the median time for
developing these myeloid malignancies was 34 months
(range 5-101) in those studies, and we may see such
late complications in the future, especially when con-
sidering that most of our patients were heavily pre-
treated before ASCT.

It is of the utmost importance to identify which
patients are most likely to benefit from an ASCT, at
least in terms of prolonged PFS. In our patients, none
of the variables analyzed were predictive of progres-
sion after the procedure. This may be due to the fact
that only eight progressions have occurred post-
transplant, and that the numbers of patients in each
group are small. In previous studies few factors pre-
dicting outcome have been consistently identified,
although in two independent series the number of
previous CT regimens correlated with the risk of

Table 4. Comparison of last PFl and post-ASCT PFI.

Evaluable for conversion
PFI post-ASCT longer than last PFI before ASCT 10 pts
CR/PR but have not reached the conversion
duration of response 5 pts
PFI post-ASCT shorter than the last PFI before ASCT 2 pts
Not evaluable for conversion
ASCT in first response 5 pts
Early TRM 1pt
Primary refractory cases in CR/PR after ASCT 7 pts

PFI: Progression free interval. ASCT: Autologous stem cell transplant. TRM:
Transplant related mortality.
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relapse failure.8? Investigators from the Dana-Farber
Cancer Institute studied the influence of various clin-
ical and biologic parameters on the duration of PFS
and OS both in relapsed FL*> and in high-risk patients
in first remission.® In both situations, bcl-2 rearrange-
ment negative BM studied by a sensitive PCR method
and/or a persistent negativity of the patient’s BM and
peripheral blood by PCR post-transplant were asso-
ciated with prolonged progression-free survival, while
positive PCR post-transplant predicted relapse. The
Turin Group reported their experience with molecular
monitoring of minimal residual disease after ASCT in
follicular and mantle cell ymphomas, and concluded
that autografting with PCR-negative harvest is asso-
ciated with durable clinical and molecular remis-
sions.?* Other investigators have not found this cor-
relation between PCR-negativity of the infused stem
cells or of the patients’ BM or peripheral blood post-
ASCT and the PFS,814.16 suggesting that the inability
to purge the stem cells or to obtain a PCR negative
state after the procedure may be a surrogate marker
for a more aggressive disease.?> We did not look at
this aspect in the current study and the role of bcl-2
status on the results of ASCT is now being prospec-
tively evaluated at our institution.

In conclusion, in our experience ASCT for advanced
FL obtains high rates of clinical responses and fre-
quent remission inversions. Early TRM is low. Longer
follow-up is necessary to identify any late complica-
tions, as well as to determine the rate of long-term
PFS and OS. Better clinical and biologic prognostic
factors for failure-free survival after ASCT, as well as
refinements in PBSC harvesting and purging meth-
ods, should identify which patients with advanced FL
are likely to benefit from an autograft, and alterna-
tively which should proceed to other promising ther-
apies under investigation such as allogeneic SCT20.26.27
monoclonal antibody-targeted therapies or other
experimental treatments.2829
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CORRESPONDENCE

Autologous or Allogeneic Stem Cell Transplantation in Advanced Low-Grade Lymphomas?

To the Editor: with a continuous rate of relapse and with the development of
secondary myelodysplastaHowever, we feel that this procedure

In the November 15, 1997 issue Bfood, Verdonck et dl reported  offers a better perspective than that reflected in the report by Verdonck
their results with autologous and allogeneic bone marrow transplantagt g|1 Allogeneic transplantation merits further research.

tion (BMT) in patients with refractory or recurrent low-grade non- The short-term risks of this procedure have to be seriously taken
Hodgkin's lymphoma. Their experience deserves several commentgpyo account, and despite a likely graft-versus-lymphoma effect,

because, in our opinion, the investigators describe an unrealisticallyjisease recurrence remains a problem in a significant proportion of
good outcome after allotransplantation and nonrepresentative PO%atients

results in autologous recipients.
Ten patients received an allogeneic BMT in their series. Despite the

fact that 7 of them had chemotherapy-resistant disease, all allografted Rosario Lpez

patients achieved a complete remission after the procedure. In addition, Rodrigo Martino

there were no relapses at a median follow-up of 41 months. Transplant- Salut Brunet

related mortality occurred in 3 patients, which is a relatively low rate for Jorge Sierra

a series with a median age of 43 years. To our knowledge, only one Clinical Hematology Division

other series has reproduced such impressive results after allogeneic Hospital de la Santa Creu i Sant Pau
transplantation for follicular lymphontaln that study, the MD Ander- Barcelona, Spain

son team reported 8 survivors in a series of 10 patients with advanced

chemoresistant diseadein contrast, most BMT groups have less

encouraging experience in this setting. A recent report from the

IBMTR?3 has summarized the results obtained in 81 patients who REFERENCES
received an allograft for poor-risk low-grade lymphoma. It is notewor- 1. Verdonck LF, Dekker AW, Lokhorst HM, Petersen EJ, Nieuwen-
thy that the 3-year relapse rate was 24% and the transplant—relateﬁuis HK: Allogeneic versus autologous bone marrow transplantation for
mortality was 44%. These findings translated into a 43% disease-free ) -

) ) refractory and recurrent low-grade non-Hodgkin’s lymphoma. Blood
survival and a 46% overall survival. These data probably appear more
realistic to many physicians involved in this field, ie, advanced 90:4201, 1997_ . .
low-grade lymphomas do relapse after allogeneic transplant and 2. van Besien KW, Khourl IF, Glr.alt S’_A' McCarthy P, Mehra R,
treatment-related mortality is considerable, at least as high as seen findersson BS, Przepiorka D, Gajewski JL, Bellare N, Nath R,
other situations in groups of patients of comparable age. However, th&omaguera JF, McLaughlin P, Korbling M, Deisseroth AB, Cabanillas
report of Verdonck et &l provides further support for the con- F Champlin RE: Allogeneic bone marrow transplantation for refractory
tinuing clinical research in the application of allogeneic stem cell and recurrent low-grade lymphoma: The case for aggressive manage-
transplantation for the management of low-grade lymphoproliferativement. J Clin Oncol 13:1096, 1995
disorders. 3. van Besien KW, Rowlings PA, Sobocinski KA, Philips G, Vose J,

On the other hand, the results of the study of Verdonck etvith McCarthy P, Klein JP, Champlin R, Horowitz MM: Allogeneic bone
autologous BMT are unreasonably poor. In their group of 18 patientsmarrow transplantation for low grade lymphoma. Blood 86:209a, 1995
all with advanced but chemosensitive disease, the 2-year progressiofiabstr, suppl 1)
free survival was only 22% and the probability of relapse was as high as 4. Horning SJ: High-dose therapy and transplantation for low-grade
83%. Fifteen of the 18 patients relapsed, despite the fact that, in allymphoma. Hematol Oncol Clin North Am 11:919, 1997
instances, the procedure was performed as treatment for chemosensitives | gpez R, Martino R, Sureda A, Moz L, Domingo-Albs A,
disease. More specifically, 11 of 12 patients autografted in partialgrynet S: Stem cell transplantation in advanced follicular and mantle-
remission relapsed, in addition to 4 of 6 patients in complete remission.g| lymphomas. Blood 90:404b, 1997 (abstr, suppl 1)
before transplantation. This relapse rate is much higher than that g " Grippen JG, Neuberg D, Freedman AS, Gimmi CD, Pesek KW,
reported by other studi&$® and compares unfavorably with our own Barber M, Saporito L, Woo SD, Coral F, Spector N, Rabinowe SN,
results® At our institution, we have autografted 27 patients (median age,:rossbard ML, Ritz J, Nadler LM: Detection by polymerase chain

46 years) suffering ”O’?“ relapsed or primary refractory_low-grade reaction of residual cells with the bcl-2 translocation is associated with
lymphoma. After a median follow-up of 16 months, 6 patients have.

progressed between 6 and 19 months posttransplantation. The estimatl?pgreased risk of relapse after.autologous bone marrow transplantation
2-year progression-free survival is 67@ur results are similar to those © B-cell Iymphomg. Blood 81‘3449’ 1993
of previous reports showing disease-free survival rates of 53% to 76% 7'_ Bastion Y, Brice P, Ha|oun C, Sonet.A, Salles G'_ Marolleau ‘]'_3'
at 2 years and 43% to 59% at 4 ye#fsTreatment-related mortality ~ =SPinouse D, ReyesF, Gisselbrecht C, Coiffer B: Intensive therapy with
after autotransplantation is usually low, usually less than 10% (4% inPeripheral blood progenitor cell transplantation in 60 patients with poor
our series). To justify the discrepancies observed, a shorter follow-up oPrognosis follicular lymphoma. Blood 86:3257, 1995
our patients compared with those of the series of Verdonck evald 8. Rohatiner AZS, Johnson PWM, Price CGA, Arnott SJ,
be argued. However, in their report, 14 of the 15 relapses were observefimess JAL, Norton AJ, Dorey E, Adams K, Whelan JS, Matthews J,
in the first 16 months after autograft, the median follow-up time of our MacCallun PK, Oza AM, Lister TA: Myeloablative therapy with
series. autologous bone marrow transplantation as consolidation therapy for
We recognize that autologous transplantation is associatedecurrent follicular lymphoma. J Clin Oncol 12:1177, 1994
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Immunomagnetic bone marrow (BM) and peripheral blood progenitor
cell (PBPC) purging in follicular lymphoma (FL)

GA Martin-Henad, M Picon?, A Limén!, M Carmona, B Amillt, C Azquetd, R Lope?Z,
E GonZéez-Barc& A Graren& and S Brunétand J Gara

1Department of Cryobiology and Cell Therapy, Cancer Research Institute, Clinical Hematology Di¢idwspital de la Santa Creu

i Sant Pau ancd®Hospital Duran i Reynals, Barcelona, Spain

Summary:

Twenty-nine B cell follicular lymphoma (FL) patients
had their BM (n = 12) or PBPC ( = 17) purged using
a panel of monoclonal antibodies and immunomagnetic
beads (IMB). The median recovery of nucleated cells
(NC) and CD34* cells was 59.3% (40.5-74) and 56.1%
(30.8-82.9) in BM and 77.2% (64.7-88.3) and 73.5%
(61.5-98.6) in PBPC P < 0.0005). A median of>1.62
and >1.02 log of target cell depletion was achieved as
judged by flow cytometry analysis in BM and PBPC,
respectively. Of 29% of initial harvests that had a bcl2
PCR-amplified signal, 37.5% became PCR negative in
the final purged products. Absorbed cells containing
IMB-target cell complexes gave bcl2 rearrangement sig-
nal in 20% of samples in which the start and final
purged components were negative. Twenty-three of 26
patients receiving an autologous purged product are
evaluable for engraftment. Median time to reach an
ANC > 0.5 x 10%I and platelet count >20 x 10%I was
21 (11-43) and 41 days (13-70) for BMn(= 9) and 14
(10-31) and 14 (8-37) for PBPC(= 14) autografted
patients (P=0.01 and 0.001). One patient did not
engraft and was rescued with a back-up BM. These data
demonstrate that this indirect immunomagnetic tech-
nique is able to achieve a high grade of lymphoma cell
depletion in BM and PBPC and that these purged pro-
ducts are capable of rapid engraftment after autolog-
ous transplantation.

Keywords: immunomagnetic purging; follicular lym-
phoma

Additionally, by applying sensitive detection techniques,
lymphoma cells can be detected in histologically normal
BM grafts in 20—70% of patients after high-dose therapy
as well as in PBPC after mobilizatién'® The contribution

of these graft contaminating malignant cells to relapse after
transplantation remains controversial. Nevertheless, gene-
marking studies of autografted cells have shown that tumor
cells remaining in the graft contribute to relap$é?
Another indirect line of evidence has been reported by
Sharpet al® in lymphoma patients who had their marrows
studiedin vitro utilizing a tumor cell culture method. Those
patients in whom lymphoma cells could be detected had a
poorer survival than patients autografted with marrow in
which tumor cells could not be grown in culture. Another
report from the Dana-Faber Cancer Institute in patients with
FLs has shown that efficient BM purging, evaluated by a
PCR technique, improved the disease-free survival.
Consequently, a number of attempts have been made to
treat the grafex vivowith a variety of methods including
chemotherapeutic or immunological agefits?

Monoclonal antibodies (MoAb) can be used in different
ways; one of them is the immunomagnetic technique where
a combination with iron-containing polymer beads coated
with a secondary polyclonal Ab is used. Afterwards, im-
munomagnetic beads (IMB)-target cell complexes can be
separated by exposing the cell suspension to a magnetic
field. This method has been used to purge grafts from
patients with acute lymphoblastic leukemia (ALY)neuro-
blastoma? non-Hodgkin’s lymphoma¥ multiple mye-
loma?® and some non-hematological tuméts.

In this work, we report our experience on purging of
lymphoma cells from BM and PBPC, using a panel of
MoAb and IMB following a technique first developed by
Kvalheim et al??2®* The main parameters analyzed were

High-dose myeloablative therapy with autologous hematogffectiveness of lymphoma cell purging, nucleated and pro-

poietic progenitor cell rescue is being used with increasingenitor cell recovery and hematopoietic engraftment after
frequency to treat patients with follicular lymphomas (FL) aytologous transplantation, comparing BM and PBPC.
who fail to achieve a complete remission (CR) or relapse

after conventional therapies or in poor-risk patients in first
CR2®However, the main problem of this approach is the
high percentage of relapses after transplantéti@i

involvement is common in FL at diagnosis and relapse.

Patients and methods

Patients

Correspondence: Dr GA MarniiHenao, Department of Cryobiology and Twenty_nine patients with FL were enrolled in this StUdy
Cell Therapy, Cancer Research Instit'ute, Hospital Duran i Reynals, Avdgrom June 1994 until February 1998. Thirteen were female

Castelldefels Km 2,7, L’'Hospitalet de LLobregat, 08907 Barcelona, Spainand_ 16 male with a median_ age of 43 years (range 19-57).
Received 3 August 1998; accepted 20 October 1998 Until October 1995 purging was performed on BM
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harvests. Subsequently, PBPC harvests were used unless both unpurged back-up 210° CD34" cells/kg) and
the initial cellularity was insufficient for purging. Twelve for ‘ex vivd treatment (at least 4 10°kg). The purging
patients were eligible for BM and 17 for PBPC purging. protocol was done following the manufacturer’'s recommen-
BM biopsies and aspirations were performed at the time otflations (Baxter Healthcare). The working buffer used
evaluation and before purging. Only patients with less tharthroughout the purging procedure consisted of "(4g**-
20% B lymphocyte BM infiltration after induction or sal- free PBS (Braun, Boulogne, France) with 1% HSA
vage therapy were eligible for purging. Before purging, (Grifols) and 5% (v/v) sodium citrate (Baxter Healthcare).
nine patients had detectable B cells (median 5%, range 3EK products were washed to remove platelets, incubated
20) in BM aspirates. The bcl2/IgH rearrangement status ofith 0.1% (w/v) human Ig (Grifols) and resuspended in
the BM samples was known in 10 patients at diagnosis omedium to give an approximate cell concentration of
at the time of evaluation and nine of them were positive.1 x 1(® cells/ml. The cells were then incubated with the
Nineteen patients were in first or subsequent CR, nine ipool of Ab (1 mg of each, 15 min, RT, with gentle shaking)
partial remission (PR) and one in relapse. and washed twice to remove excess Ab. All of these steps
were performed in the Cobe 2991 cell processor (Cobe
BCT). Afterwards, cells were transferred to a Lifecell bag
(Baxter) and adjusted with buffer to a final cell concen-
BM: At least 2x 10°/kg body weight nucleated cells (NC) tration of approximately ¥ 10° cells/ml. The cells were
were collected in BM harvests. BM purging was performedincubated for two rounds with IMB at a ratio of 0.7 IMB
according to an indirect immunomagnetic method prefper NC at 4C for 30 min with gentle shaking. Separation
viously described by Kvalheinet aP? with some modifi- of IMB-target cell complexes was performed with the
cations. The working buffer used consisted of 0.9% sodiunMaxSep device (Baxter).
chloride (Baxter, Deerfield, IL, USA) containing 1% (w/v)  The different purging protocols applied on BM and
human serum albumin (HSA, Grifols, Barcelona, Spain)PBPC were based on the different cellular composition
and 1% (v/v) sodium bicarbonate (Pharmacia Ibericapetween both sources of progenitors and no obvious
Spain). Light-density mononuclear cells (LDCs) were iso-influence on the purging results was noted.
lated using Ficoll-Hypaque (1.077 g/ml; Pharmacia, Cell viability was evaluated by Trypan Blue dye
Uppsala, Sweden) in a Cobe 2991 cell processor (Cobexclusion in fresh and purged products. All cell counts
BCT, Lakewood, CO, USA¥ When the cellularity during the procedure were obtained using a Coulter JT3
obtained after Ficoll isolation was higher thanx40”  counter (Coulter Electronic, Hialeah, FL, USA).
LDCs/kg body weight, a fraction of £ 10" LDCs/kg was
cryopreserved as a back-up. LDCs were incubated at a con;
contration of 2-3 107 cells/mil with & pool of GMP elinical _ Mionoclonal Ab
grade B cell Ab (CD19, CD20, CD22, CD23 and CD37, The following GMP clinical grade Ab were used in this
Baxter Europe, Unterschleissheim, Germany), 1 mg oftudy: HD237 (IgG2h with specificity for CD19), L-3bg3
each, at 4C for 30 min with gentle shaking. Cells were (IgG1, anti-CD20), HD239 (IgG2b anti-CD22), HD50
washed twice and resuspended to a final concentration ¢fgG2h,, anti-CD23) and HD28 (IgG2aanti-CD37). These
approximately 5< 107 cells/ml in a Lifecell bag (Baxter). Ab were purchased by Baxter (Baxter Europe, Unter-
A sample was taken out to calculate the percentage of targsthleissheim, Germany). In 9/29 pool of four MoAb was
cells. Cells were incubated for two rounds with previouslyused for transient supply problems.
washed IMB coated with sheep antimouse immunoglobulin
(SAM-IMB, Dynabeads M-450; Dynal, Oslo, Norway) to
give a SAM-IMB/target cell ratio of 20:1, which had been
found to be optimal in preclinical experiments (data notA sample of BM-LDCs or LK was taken out before purging
shown). The cell suspension was incubated & for 30  and after the first and second round of incubation. The PE-
min with gentle shaking. Separation of IMB—target cell CD34 (HPCA-2; IgG1, Becton Dickinson, San Jose, CA,
complexes was performed by using the MaxSep MagnetitJSA) was used to assess the percentage of CD34-positive
Cell Separator (Baxter) according to the manufacturer'scells pre- and post-purging. Indirect immunofluorescence
instructions. studies were performed to assess the percentage of target
cells at each step during the treatment. Cell samples
PBPC: PBPC were collected after different chemotherapy(5 x 10° cells) with surface-bound primary MoAb (those
mobilization regimens (IAPVP-16: ifosfamide 5 g/mv. used for the immunomagnetic purging) were incubated with
day 1, VP-16 100 mg/fi.v. days 1-3, Ara-C 1.2 g/fl2  fluorescein isothiocyanate (FITC) goat-anti-mouse poly-
hi.v. days 1-2, methylprednisolone 80 m§/iv. days 1- clonal Ab (Gam-FITC; Dako, Glostrup, Denmark). Double
5 (n=7) or cyclophosphamide 1.5 gfday 1i.v. (=10)) staining with PE-CD34 and Gam-FITC was performed
followed by recombinant human G-CSF, administered s.cbefore and after purging to assess the percentage of CD34
at a daily dose of 5-1Qg/kg/day starting the day after cells that co-expressed target-positive cells. Markers of cell
the completion of chemotherapy. Leukapheresis (LK) wagiability, propidium iodide (IP; Sigma Chemical, Saint
initiated at a CD34cell count>2.5x 10°/I. All collections  Louis, MO, USA) or 7-aminoactinomycin-D (7-AAD; Mol-
were performed using the COBE Spectra (COBE) orecular Probes, Eugene, OR, USA) were also included. Cells
CS3000 (Fenwal, Baxter Healthcare). LK were performedncubated with the nonbinding isotype Ab were used as
daily until adequate numbers of CD3dells were collected controls to define the nonlabeled population. Erythrocytes

BM and PBPC harvest and immunomagnetic purging

Cytometry analysis
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were lysed from a sample using ammonium chloride lysisThe sensitivity of the analysis was estimated by concurrent %81
A gate identifying CD34 cells was drawn in a dual-para- amplification of log dilutions of Karpas 422 cells (a bcl-
meter cytogram of side scatter (SS) and fluorescence aft@/IgH rearranged cell line obtained from the ATCC) in nor-
excluding dead cells. Similarly, positive events with lymph-mal cells (buffy coat cells from healthy donors) which

oid morphology (as defined by SS) above the negative corproved to be 1C.

trol were considered as target-positive cells. FS, SS (linear

amplification) and fluorescence signals (logarithmic

amplification) were determined for each cell and stored inPurging efficiency

list mode data files. Flow cytometry was performed on an -~ ) ) } ]
Epics-XL-MCL cytometer (Coulter Electronic) equipped The specific cell depletion yield was determined using the

with 488 nm excitation argon laser. following formula: depletion [logF log,, (total positive
cells pre-purging/total positive cells post-purging). Total

) positive cells were obtained by multiplying the percentage
Clonogenic assays of lymphoid-GamFITC-positive cells by the cell count and

Clonogenic assays were performed in the LDCs-BM and/0lume of the specimen. . .

PBPC cells before and after purging. For patients enrolled Purging efficiency was monitored by determining the
before 1997, cells were cultured in 0.9% methylcelluloser€duction in the total number of target antigen-positive
(Sigma, Renfrewshire, UK) in IMDM (Gibco, Life Techno- Ce€lls, including normal B and lymphoma cells. In addition,
logies, Paisley, UK) supplemented with 30% FBS (Gibco,using an established cell line, the limit for sensitivity detec-
Life Technologies), 1% deionizated BSA (Sigma tion of cells by flow cytometry was set at 0.1%. When posi-
Chemical) with 2 m I-glutamine, 2-ME (Merk) 16'm, tive cells were not detectable in the final product, the target
2U/ml of rh-erythropoietin (Boehringer Mannheim, Cell contamination was considered to be less than 0.1%.
Mannheim, Germany), 100 ng/ml of rh-GM-CSF Nonspecific cell loss was calculated by the difference
(Boehringer Mannheim) and 10 ng/ml of rh-IL-3 (Sandoz, between cell loss shown during the purging procedure and
Vienna, Austria). After 1997, a commercially prepared Cell loss due to specific (target) cell removal.
methylcellulose-based medium with rh-SCF, rh-IL-3, rh-

GM-CSF and rh-erythropoietin (Stem Cell Technologies, , , i

Vancouver, Canada) was used. Assays were run in tripliCryopreservation, storage and infusion

cate. Cells were plated at 96ells/ml. Cultures were incu-
bated at 37C and 5% CQ. Colonies were enumerated
using an inverted microscope after 12—14 days of culture

Purged LDCs-BM or PBPC were concentrated by centri-
fugation and resuspended in 50 ml of PBS. An equal vol-
ume of cryopreservation solution consisting of 20% dime-
thylsulfoxide (DMSO, Sigma Chemical, Irvine, UK) and
DNA preparation and PCR amplification 8% HSA in PBS was added to achieve a final DMSO and
I4—|SA of 10% and 4%, respectively. Cells were then cooled
in a programmed freezer following standard procedures and
tored in liquid N until reinfusion. Unpurged LDCS-BM or
BPC saved as back-up were cryopreserved in autologous
lasma and DMSO (10%) and stored in the same con-
itions. On the day of infusion, bags were thawed in 237
water bath. Bag contents were aspirated into 60 ml syringes
and injected through a central venous catheter. A sample
was obtained after thawing for cell counts and hematopo-
ietic progenitor cell culture.

DNA was isolated by classical techniques (proteinase-
digestion and phenol chloroform extracticfi}-or samples
attached to IMB a magnetic field was applied before pheno,
extraction in order to remove the beads. PCR amplification
of the t(14,;18) bcl-2/IgH rearrangement was undertaken i
the presence of g of genomic DNA, 67 m Tris-HCI
(pH 8.8), 16.6 M (NH,),SO,, 0.01% Tween-20, 2.5m
MgCl,, 0.2 nm dNTPs, 25 pmol oligonucleotide primers
specific for the MBR region of the bcl2 geneGCTTTA-
GAGAGTTGCTTTACGTG-3) and the JH segments of the
IgH gene (5ACCTGAGGAGACGGTGACC-3%" and
1U Taqg polymerase (DNA-Polymerase-C; Bio 101, La
Jolla, CA, USA) in a total volume of 50l. Amplification

was performed for 35 cycles on a Hybaid (Teddington,z|| patients received cyclophosphamide (60 mg/kg i.v. 2

Middlesex, UK) apparatus with the following protocol: 1 consecutive days) plus hyperfractionated TBI (2-2.5 Gy per
min at 94C, 1 min at 63C and 1 min at 7 increased fraction, twice daily on 3 consecutive days), as the

to 10 min in the last cycle. To ensure that DNA could beconditioning regimen.

amplified in all samples, a 172 bp fragment of the unre-

arranged bcl2 gene was amplified using thé- 5

primer specified above, under the same conditionsu.l10

of PCR amplified products were separated on a 1.5% agddata are shown as median and range. Statistical analysis in
rose gel, transferred to a nylon membrane (Hybond-NSPSS 7.5 software was performed using the Wilcoxon rank
Amersham, Buckinghamshire, UK) and hybridized with antest and Spearman coefficient correlation. Time-dependent
internal 32P-bcl2  probe (5GGCCTGTTTCAACACA- variables were compared between the two groups using the
GACCC-3) labeled with T4 polynucleotide kinase log rank test. AP value lower than 0.05 was considered
(Pharmacia) according to the manufacturer’s instructionssignificant.

Conditioning regimen
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Results Purging efficiency by flow cytometry

BM vs PBPC:Purging efficiency as determined by the
reduction in the total number of target antigen-positive cells
Results of the purging procedures are shown in Table 1. measured by flow cytometry was1.62 log (0.96>2.67)

on BM and>1.02 log (0.14>1.6) on PBPCP =0.001).

BM and PBPC processing

BM: A median of 3.35< 10° NC/kg were harvested (range
1.8-6.2). After density gradient centrifugation, the medianOne vs two cyclesThe log of target cell depletion (for
number of NC/kg body weight was of 0.681¢° (range both BM and PBPC) was-1.04 (0.15>2.21) and>1.18
0.24-1.48) with a yield of 17.4% (6.3—42). In 6/12 patients,(0.14—=>2.67) after the first and second course of immuno-
a fraction of LDCs representing 0x110°/kg was set aside magnetic purging, respectively & 0.001).
and cryopreserved as back-up. The remaining six patients
had a back-up of PBPC or BM prior purging or were har-Four vs five MoAb:In nine cases, all of them from PBPC,
vested before transplant. four instead of five MoAb were used. The log of target cell

After the first cycle of purging a median of 0.3210°/kg  depletion in PBPC tended to be higher with the use of five
NC (range 0.12—-0.97) was recovered (yield of 68.2%; rangé¢eight cases)vs four (nine cases) MoAb>1.03 (0.14—
51.1-87.4). Nonspecific cell losses ranged from 0 to 40.3%>1.6) vs >0.75 (0.28>1.18), respectively, although the
(median 28.2%) and this occurred mostly during the firstdifferences were not significant.
IMB cycle (median 19.6%). Cell viability pre- and post-
purging was of 39% (range 95-99) and 97% (range 90_gsburging efficiency by PCR detectable lymphoma cells
PBPC: A median of two LK per patient (range 1-4) was All purging procedures were assessed for bcl-2 translo-
performed. A cellular fraction of & 10° CD34'/kg was cation by PCR in the initial, in the first cycle absorbed
taken out and cryopreserved as back-up in all patients. Th@ositive) and in the final (negative) cellular fraction.
numbers of LK needed to complete the whole procedurdRkesults are shown in Figure 1. Eighty-three of 87 samples
were: one (five patients), two (six patients) and three omwere evaluable for PCR in all the above mentioned frac-
more (six patients). The recovery of NC after the first cycletions. Two out of 12 patients (16.6%) and 6/16 (37.5%)
of purging was 81% (range 68.5-91.4). Nonspecific celwere PCR positive in BM and PBPC harvests, respectively.
loss was 19% (2.8—-35.1), most of this during the first cycleTherefore, 28.5% of fresh samples had a PCR-amplified
of separation (median 16.4%). Cell viability before andsignal. In the final purged products, no PCR signal could
after purging was 98% (range 90-99) and 97% (rangde detected in 22/27 (81.4%) evaluable samples. PCR per-
89-99). formed in the first-cycle cellular fraction containing IMB—

In the final purged BM and PBPC products a correlationtarget cell complexes resulted in PERroducts in 12/28
was found between CD34cells’lkg and CFU-GM/kg samples (42.8%). With the use of four MoAb, from 5/9
(r =-0.85,P < 0.0005). samples that were PGRIin the initial and/or absorbed

Table 1 Processing results

BM PBPC P
(n=12p (n=17)
Initial cellular fraction
NC/kg (1C) 0.68 (0.24-1.48) 5.8 (2.4-10.2) —
CD34/kg (10) 1.3 (0.27-4.3) 8.8 (3.9-26.3) <0.0005
CFU-GM/kg (16) NA 7.4 (0.6-27.0)
CD34 (%) 2.7 (1-7.5) 1.4 (0.65-4.1) —
Target cells (%) 3.2 (1-20.7) 0.9k0.1-3.2) <0.0005
CD34/target cells (%) 31.4 (2.7-64.8) 0.1 (0.0-1.4) <0.0005
Purged cellular fraction after second cycle
NC/kg (1C) 0.3 (0.11-1.1) 4.3 (1.8-7.4) —
CD34/kg (10) 0.78 (0.12-2.74) 6.5 (3.4-16.4) <0.0005
CFU-GM/kg (16) 0.27 (0.01-2) 7.5 (1.2-15.6) <0.0005
CD34 (%) 2.2 (0.7-8) 1.26 (0.69-3.6) —
Target cells (%) 0.1 <£0.1-0.9) <0.1 (<0.1-0.6) NS
CD34/target cells (98) 2.2 (<0.1-6.1) <0.1 (0.0-0.6) 0.01
Global results
Yield NC (%) 59.3 (40.5-74) 77.2 (64.7-88.3) <0.0005
Yield CD34 (%) 56.1 (30.8-82.9) 73.5 (61.5-98.6) 0.001
Yield CFU-GM (%) NA 72.3 (11.5-343)
Log >1.62 (0.96>2.67) >1.02 (0.14>1.6) 0.001

Anitial cellular fraction on BM are light-density cells.

bPercentage of CD34cells that co-express antigen-positive target cells. Data are shown in median and range.
NC = nucleated cells; Log depletion logarithm;

NA =not available.
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| UPN | | Source || Start Absorbed Final Table 2 Hematological recovery
314 BM ¢} O O BM PBPC P
315 BM O O O
319 BM o 0 n 9 14
321 BM ° PY ° ANC >0.5x 10% 21 (11-43) 14 (10-31) 0.01
320 BM o o o Platelets>20 x 107/l 41 (13-70) 14 (8-37) 0.001
521 BM © - © Median and range.
332 BM O O O
339 BM ® ® ° Thawing and infusion
zgi ::j: 2 o 2 Median yield of NC and CFU-GM after thawing was 87.9%
265 M o o o (68.6-104.7) and CFU-GM 87.7% (46-104.2) for BM and
378 BM o ~ j 90.8% (43.4-127) and 26.6% (11—155) for PBPC, respect-
ively. The low recovery of CFU-GM in PBPC seems to
326 || PBPC © o °© us to be a consequence of our previous clonogeneic assay
394 || PBPC © o protocols. Cell viability was 92% (43-99) and 77% (40—
454 || PBRC o ® 0 91) for BM and PBPC purged products, respectively.
467 PBPC [ 4 L 4 L
546 PBPC O O Engraftment
22; ';g';i ; : 2 To date, 26_patients have been transplanted (_11 BM and
506 PBPC o ~ o 15 PBPC) with these purg(—;-d products. One patient did not
508 PBPC o o o engraft and was rescued W|Fh back-up marrow. That patient
619 PBPC o . ° developed a myelodysplastic syndrome 2 years after trans-
plant. There were two deaths, one on day 23 from ABMT
622 1| PBPC © ¢ o with no signs of platelet engraftment and the other on day
628 | | PBPC ¢ o i 16 from PBPC infusion. Those patients were not evaluable
611 || PBPC o o o for engraftment.
640 | | PBPC ® . 0 The median number of NC/kg and CD34ells/kg
691 | | PBPC ® g O infused were 2.% 107/kg (1.1-11.0) and 0.68 10f/kg
714 PBPC o O o (0.12-2.7) for BM and 4.6 10%kg(1.8-7.4) and
6.3x 10°kg (3.8-16.4) for PBPC (cell number pre-
® = Positive

O = Negative
* =Non-evaluable

cryopreservation).

Data for hematological engraftment are shown in
Table 2.

Recipients of autologous PBPC had a faster ANC

Figure 1 Lymphoma cell detection by molecular analysis. Bcl2/IgH >0.5x 10%I recovery (median 14 days; 95% confidence
rearrangement in the start (initial) adsorbed (positive) and final (purgedjnterval (Ch=12.16) than recipients of autologous BM

cellular fractions.

cellular fraction, three became PCR negative in the final
product. In four cases five MoAb were used and gave PCR
results in the initial and/or absorbed cellular fraction; three
became PCR negative in the final purged product. We next
analyzed whether the ability to purge BM or PBPC of 3
bcl2/igH detectable cells by PCR correlated with the §
patients’ clinical characteristics. Higher frequencies of £
PCRt+ harvests were found in patients in PR or relapse

CR (40vs 22.2%), and in those with histological BM infil-
tration (33.3vs 26.3%), although without significant differ-
ences. In the same way, patients in CR or those without
BM infiltration by histology at purging had a higher per-
centage of PCR-negative purged products (88.20% and

84.2 vs 75%), although again it did not reach statistical
significance. Similarly, a higher frequency of P€R
samples was found in the absorbed-cellular fraction in CR

(median 21 days; (13.29)) as shown in Figuré>2=(0.01).

1.0 =
0.8
0.6
0.4
O PBPC
02 4 A BM
P=0.01
0.0 T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Time (days)

vs PR or relapsed patients (44v$ 40%, P=NS) and in  Figyre 2 Time to achieve granulocyte0.5x 1(°/ after BM or PBPC

those without BM infiltration (47.4/s 33.3%,P = NS).

transplantation® = 0.01).
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10 7 (Figure 5). No correlation was demonstrated between CFU-
GM/kg infused and granulocyte or platelet recovery.
When analyzing BM autografts, we could not find any
correlation between NC/kg, CFU-GM/kg and CD34
cells/kg infused and granulocyte or platelet recovery. How-
ever, when the whole series was analyzed, including all
BM and PBPC transplants, both CD3gells/kg and CFU-
GM/kg infused were negatively correlated with granulocyte
engraftment =-0.59, P=0.003) and 1(=-0.58,
P =0.01), respectively. These parameters also reached a
significant correlation for platelet engraftment:. CD34
cells’kkg ¢=-0.44, P=0.03), CFU-GM/kg (=-0.49,
P =0.04).

0.8

0.6

Probability

0.4

0.2 A

Discussion

0.0 T
0 11 20 3 4 50 60 70 8  The results presented in this report show that our B cell
Time (days) immunomagnetic purging method is capable of obtaining a
high level of lymphoma cell depletion in FL patients. The
purging efficiency as measured by flow cytometry was
higher than 1.62 and 1.02 log in BM and PBPC, respect-
ively. We also found that a second cycle of purging added
Similarly, platelet recovery was significantly faster with a statistically significant higher target cell depletion as com-
PBPC (median 14 days; (12.16)) than with BM transplantgoared with only one cycle, in agreement with our previous
(median 41 days; (25.57)) as shown in Figuré®3:(0.001).  work with purging in ALL® However, the limited number
For autologous PBPC transplants, there was a negative copf target cells in the PBPC before and after purging as well
relation between the number of CD3#ells/kg infused and as the limited and nonspecific flow cytometry analysis
the days to neutrophil recovery £ —0.59,P = 0.02). Those  using our approach hindered a correct analysis of B lym-
patients receiving a median of 23L0° (range 6.5-16.4) phocyte contamination since in many samples it was below
CD34" cells/lkg (1=7) had a median time to granulocyte our limits of detection.
engraftment of 12 days (11.13) (range 10-17) as opposed More interesting results could be obtained from the data
to 14 days (11.17) (range 12-31) for those patients trans3f PCR analysis. In two out of 12 BM and six out of 16
planted with 4.3x 1C° (range 3.8-6.2)n(=8) (P=0.02) as PBPC harvests, bcl2 translocated lymphoma cells were
shown in Figure 4. These differences were not found wherletected by PCR. Thus, 28.5% of pre-purging samples were
comparing platelet recovery between these two group®CR+ which is similar to other reports.The two BM-
(median 14 days (9.19) and 12 (8.16), respectively,0.5)  purged products remained PE€Rfter purging but 50% of

Figure 3 Time to achieve platelets20 x 10%I after BM or PBPC trans-
plantation P =0.001).

1.0 * 10 ¢
........................... e —
0.8- 0.8
> 061 > 06
; ;
3 °
& 04A o 0.4
=6.
O =65 & =6.5
021 & <65 0.2 #<65
P=0.02 P=0.5
0.0 T 0.0 T
0 30 40 0 30 40
Time (days) Time (days)

Figure 4 Granulocyte recovery in PBPC transplanted patients with Figure 5 Platelet recovery of>20x 10°1in PBPC transplanted patients
6.5x 10° CD34" cells/kg (solid line) or more compared with lower CD34  with 6.5x 10° CD34" cells/kg (solid line) or more compared with lower
cells/kg (dashed line)R=0.01). CD34 cells/kg (dashed line)R=0.5).
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PBPC products became PCR negative. Interestingly, imlucts. These data are also in agreement with the results58
20% of the samples in which we were unable to detecfrom other groups$??® The BM- and PBPC-purged pro-
malignant cells by PCR in the pre- and post-purgingducts showed normah vitro growth as determined by
samples, the cellular fractions containing the IMB—targetclonogenic assays, indicating that immunomagnetic purging
cell complexes were PCR This means that this purging did not negatively affect progenitor cell proliferation.
strategy was highly effective and was able to concentrate Purged BM and PBPC products showed norimavivo
enough tumor cells in the absorbed fraction to allow theirproliferation capacity. Engraftment was complete and fast
detection by PCR. Therefore, in those samples the fresim all but one evaluable patient. Median time to reach an
cellular fraction was likely to be contaminated by malignantANC >0.5x 10°/1 was 21 and 14 days for BM and PBPC
cells, although below our limit of detection by PCR. Over- autografts, respectively. Platelet counts over x|
all, 42.8% of the samples were PCR positive in the freshwere achieved on day 41 and 14 with BM and PBPC auto-
and/or absorbed cellular fraction and only 18.5% of thengrafts, respectively. These figures are comparable to those
were positive in the purged product. Thus, 42% of patient®bserved after transplantation of unmanipulated products
were purged to PCR negativity. Several additional patientgontaining similar numbers of LDCs or CD34ells2°-32
had a clear reduction in the intensity of the bcl2/IgH ampli-In this series the humber of CD34ells/kg infused with
fied band in the purged product as compared to the staRBPC-purged products negatively correlated with the speed
and absorbed cellular fraction. This indicates that purgingf neutrophil recovery after transplantatiom 5-0.59,
was efficient in the reduction of the tumor burden to someP =0.02). Granulocyte engraftment was 2 days shorter for
extent. Similar results have been reported by Gribben those patients transplanted with a median of ¥1%Ff
al**using three MoAb and three cycles of complement lysisCD34" cells/kg as compared to those transplanted with
with a 3—-6 log killing of tumor cell line and achieving a 4.3x 10° CD34" cells/kg (12 vs 14 days, respectively,
PCR bcl2 translocation-negative purged BM in 50% ofP =0.02). These data are also similar to other series that
patients with FL. A similar éx vivo approach used by reported a faster neutrophil recovery with the infusion of
Johnsoret aP® was able to obtain a PCR-negative purgedhigher numbers of CD34cells32*3In PBPC autografts, the
BM product in 14% of 29 patients with FL. The Dana- minimum number of CD34cells/kg infused was so high
Faber group® also compared the efficiency of lymphoma that it did not allow us to appreciate significant differences
cell depletion in BM with complement-mediated lysis andin platelet recovery. No discernible effect on platelet recov-
IMB. Their results indicated that the latter method achievecery in patients receiving high numbers of CD3zells/kg
a better tumor cell depletion. Similarly, Kvalheigt aP>  has been shown by othetsAlso, the absence of a signifi-
reported a tumor cell depletion of more than 5 logs withcant correlation between engraftment and the number of
this methodology as judged by clonogenic assays in experprogenitor cells infused in the BM setting may result from
mental models using a lymphoma cell line. the limited number of patients autografted. However, plate-
In our study, no significant association was foundlet and neutrophil recovery significantly correlated with
between disease status or BM infiltration by lymphomaboth CD34 cells/kg and CFU-GM/kg infused, when the
cells at purging and the ability to deplete bel2ells from  whole series was analyzed, which includes a broader range
BM or PBPC. Association between tumor bulk in BM and of progenitors.
inability to purge detectable lymphoma cells by PCR was From the data presented in this report, we cannot con-
shown by Gribberet al,** who could purge only two out clude which progenitor cell source is better in terms of
of 11 BM harvests from patients with more than 10% of purging. PBPC are increasingly replacing BM as the source
BM infiltration. Similarly, Negrin et aP reported that of progenitor cells for autologous transplant because it
patients with BM involvement at purging had a significant facilitates progenitor cell collection, decreases the time to
higher percentage of PGRpurged BM products as com- granulocyte and platelet engraftment, and is associated with
pared with patients who were morphologically normal.decreased procedure-related toxiéitylt has also been
Although our results show that purging efficacy tended toreported that there are no differences in the concentration
be better in patients in CR and without BM involvement of bcl-2/IgH rearranged cells between BM and PBPC using
by histology, most of our purging procedures were perfor-a nested quantitative competitive PCR technitfuelow-
med with PBPC and the contribution of BM involvement ever, the higher cell number in PBPC than in BM gratfts,
by lymphoma cells in effectiveness of PBPC purgingmight suggest a higher level of contamination by lym-
remains to be determined. phoma cells. Despite its efficiency, the main limitation of
Recovery of NC and CD34cells is also high and repro- PBPC purging with this immunomagnetic method is the
ducible with this technique. Median yield of NC was of higher cost of the procedure, since a mean of 10 times more
59.3% and 77.2% in BM and PBPC products, respectivelyMB are required than when BM is used. However, the fast
(P < 0.0005). The higher cell loss found in BM products neutrophil and platelet engraftment showed with PBPC in
was due to specific target cell loss since no differences wereelation to BM predict potential benefits in terms of num-
found in nonspecific cell loss between BM and PBPC. Webers of red blood cell and platelet transfusions and time to
also obtained a higher yield of CD34ells in PBPC than discharge from hospit&P.
in BM-purged products (73.5%s 56.1%, respectively, In summary, our data demonstrate that immunomagnetic
P =0.001). BM harvests had a significantly higher percentpurging in BM as well as in PBPC is a safe and reprodu-
age of CD34 cells that co-expressed antigens in the B cellcible procedure and that the purged products are capable
pool than PBPC. Thus, recovery of CD34ells was of normal engraftment after autologous transplantation. It
expected to be lower when purging B cells from BM pro- is also able to obtain a substantial degree of lymphoma cell
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depletion as shown by the absence of bat2lls in nearly uninvolved bone marrow by a culture techniq@&ood 1992;

half of the purged products using a very sensitive PCR tech- 79 1074-1080. _
nique. Although no conclusive evidence exists showing al4 Gribben JG, Freedman AS, NeubergeDal Immunologic
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Discusion

El linfoma folicular es el tipo histolégico mas frecuente entre los linfomas no-hodgkinianos
indolentes. A pesar de la alta frecuencia de respuestas obtenidas después de un primer tratamiento,
la progresion de la enfermedad es la norma. Con el esquema clasico CHOP, el porcentaje de
remisiones oscila entre el 60 y 80%, pero la mediana de supervivencia libre de progresion se sitlia
entre 2 y 3 afios y la mediana de supervivencia global entre 5y 7 afios.

Después de una primera progresion, los pacientes tratados con quimioterapia estandar
tienen una mediana de supervivencia global de 4,5 afios y de supervivencia libre de progresion de 1,7
afios13. En el caso de los pacientes jovenes, dicha supervivencia debe considerarse extremadamente
corta y por ello hay que proponerse nuevas terapias de rescate.

En los linfomas indolentes, y en concreto en el linfoma folicular, no existen resultados
definitivos que demuestren una prolongacion de la supervivencia en los pacientes que consiguen una
remision clinica completa versus aquéllos en remisién parcial. Ello es debido, por un lado, a la
supervivencia prolongada que se observa en muchos pacientes con enfermedad activa y por otro, al
patrén continuo de recaidas en los pacientes en remision. No obstante, actualmente existe una
evidencia clara que la calidad de las respuestas obtenidas puede tener impacto sobre la
supervivencia global. Asi, la presencia de una remision completa molecular tras quimioterapia de
rescate?* o TPH!3140 se traduce en una mayor supervivencia en algunos estudios. Estos datos
sugieren que para alcanzar una SLP prolongada, o incluso la curacion, el primer paso seria la
obtencion de la mejor respuesta posible.

Mediante el trasplante de progenitores hematopoyéticos los pacientes reciben dosis altas de
quimioterapia, asociadas 0 no a radioterapia, y posteriormente células madre hemopoyéticas para
restablecer la mielopoyesis deprimida tras el tratamiento. Con la intensificacion en la dosis de
tratamiento se pretende vencer la resistencia de la enfermedad linfoproliferativa a la quimioterapia
estandar. La toxicidad medular puede resolverse gracias al soporte con PH.™

En el trasplante autogénico, los PHSP se utilizan con mayor frecuencia que la médula 6sea.

El nimero de células CD34+ trasplantadas es un indice fiable del potencial de injerto. Para obtener el
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mejor indculo, las pautas de movilizacion suelen utilizar la combinacién de quimioterapia y factores de
crecimiento.

En las dos Ultimas décadas, hemos asistido a un incremento constante del ndmero de
pacientes con LF tratados con TPH, tanto autogénico como alogénico. Diversas razones pueden
explicar este hecho: los buenos resultados iniciales obtenidos en pacientes con enfermedad
avanzada y la disminucion de la toxicidad relacionada con el procedimiento. La morbi-mortalidad
debida al tratamiento intensivo se ha reducido gracias a los avances en el soporte de estos
pacientes, a la aplicacion de regimenes de acondicionamiento menos tdxicos, a la utilizacion de PH
de sangre periférica que reduce el periodo de pancitopenia, a un mayor control de las infecciones, y
en el caso del trasplante alogénico, a la mejora en la profilaxis y el tratamiento de la enfermedad del

injerto contra el huésped.

En los trabajos que conforman esta tesis se exponen los resultados del tratamiento de
pacientes con LF en fase avanzada con el esquema IAPVP-16, una pauta poliquimioterapica de
rescate disefiada en el Hospital de la Santa Creu i Sant Pau, y del ulterior trasplante autogénico.
Estos resultados describen la eficacia de este esquema como terapia antitumoral y como pauta de
movilizacién de progenitores hematopoyéticos hacia la sangre periférica. También, se analiza la

eficacia del trasplante autogénico en esta enfermedad.

6.1. Tratamiento de rescate con quimioterapia tipo IAPVP-16 en pacientes con linfoma

folicular refractario o en recaida

En este trabajo se estudia un nuevo esquema de rescate, que combina farmacos que
previamente se han demostrado activos frente al LF y que configuran el esquema IAPVP-16. Este

tratamiento se administr6 a 44 pacientes en recaida, remision parcial o primariamente refractarios,
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con una edad mediana de 49 afios. Se obtuvo con rapidez un alto porcentaje de respuestas, un 80%,
de las que el 41% fueron completas, tras un corto periodo de tratamiento. La mediana de tiempo para
la obtencién de la remisidn en nuestros pacientes fue de sélo 3 meses.

De las variables analizadas como posibles factores predictivos de respuesta (sexo, edad,
quimiosensibilidad, IPI, tiempo desde el diagnoéstico hasta el inicio del tratamiento con IAPVP-16 y
numero de lineas de tratamiento recibidas previamente) sélo el IPI bajo/ intermedio-bajo, frente a alto/
intermedio-alto se asocié de forma significativa a una mayor proporcion de respuestas (86% frente al
43%, respectivamente, P < 0,02).

Debhido a que los criterios de inclusion y la definicion de respuesta varian de un estudio a
otro, no podemos comparar de una manera estricta nuestros resultados con los obtenidos en trabajos
realizados en otros centros con diversas modalidades de tratamiento de segunda linea, como las
combinaciones quimioterapicas DHAP, ESHAP o MIME, la utilizacion de los analogos de las purinas
en monoterapia o0 en combinacion, o la terapia con antiCD20 (ver tabla 3 del Manuscrito 1). Nuestro
porcentaje de respuestas parece similar o incluso superior en algunos casos. Asi, el tratamiento con
DHAP o MIME permite alcanzar alrededor de un 50% de respuestas y el tratamiento con ESHAP s6lo
0 alternado con MINE, consigue hasta un 80% de remisiones?”. Con fludarabina y cladribina, el
porcentaje de respuestas en monoterapias2% llega al 50%, y en combinacién con otros agentes,
como los esquemas FCM y FMD, se alcanza el 90%.4950 Rituximab en monoterapia obtiene entre un
48% y un 57% de respuestas segun las series, con minima toxicidad,%° y administrado con
quimioterapia tipo CHOP el indice de respuestas puede llegar al 95%.50 La combinacion de rituximab

con interferén alcanza el 70% de respuestasé!y con fludarabina més mitoxantrone el 95%.52,

Con el objetivo de prolongar la SLP después de la respuesta al IAPVP-16, el protocolo se
modifico en 1992 de modo que todos los pacientes que respondieron recibieron un TPH en los 3
meses siguientes. Como hemos expuesto anteriormente el esquema IAPVP-16 seguido de G-CSF es

un excelente tratamiento de movilizacion de células progenitoras a sangre periférica en neoplasias
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linfoides. Por lo tanto, este esquema permitio tratar concomitantemente la enfermedad de base y al
mismo tiempo obtener suficientes células progenitoras para la realizacion de un trasplante
hematopoyético en la mayoria de pacientes.

La comparacién de la SLP y la SG entre los pacientes que respondieron y que no
respondieron al tratamiento con IAPVP-16 (hubieran o no recibido TPH), muestra diferencias
estadisticamente significativas; asi, la mediana de SLP fue de 33 meses en los que respondieron vs
11 meses en los que no respondieron (P=0,05). Del mismo modo, la mediana de la supervivencia
global no se alcanzé en los que presentaron respuesta y fue de 23 meses en los que no respondieron
(P=0,0005). La respuesta favorable a la quimioterapia IAPVP-16 se asocié a una prolongacion de la
supervivencia.

El tratamiento con IAPVP-16 se toler6 bien en la mayoria de los pacientes. No hubo ningun
fallecimiento relacionado con la terapia. Dicho esquema produjo una toxicidad hematoldgica grave.
Se observd trombocitopenia intensa en el 66% de los ciclos, aungue no hubo episodios hemorragicos
graves. Se evidencié neutropenia intensa en todos los ciclos y en el 56% de ellos se acompafié de
fiebre neutropénica, aunque sélo 4 episodios se consideraron graves. Los episodios de fiebre
neutropénica obligaron a reingreso hospitalario en el 60% de los ciclos. Es de destacar que este
indice se redujo al 25% al intensificarse la profilaxis antibacterianal® La toxicidad no hematoldgica
fue leve 0 moderada ya que la mayoria de los pacientes con linfoma indolente en recaida o refractario
tienen mas de 60 6 65 afios, la toxicidad hematoldgica del esquema IAPVP-16 es sin duda el mayor

factor limitante para su uso en los pacientes de edad avanzada.

En resumen, el esquema IAPVP-16 obtiene un alto porcentaje de respuestas completas y
parciales en LF refractarios o en recaida, con toxicidad aceptable. Ello permite en la mayoria de los

pacientes llegar a la fase de TPH con una 6ptima reduccion tumoral.
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6.2. Movilizacién de células progenitoras a sangre periférica tras quimioterapia de rescate

tipo IAPVP-16 y G-CSF en sindromes linfoproliferativos

Los resultados del tratamiento IAPVP-16 como pauta para movilizar células progenitoras a
sangre periférica indican que el esquema es muy Util en pacientes con linfoma en fase avanzada,
ademas de tener una excelente eficacia antitumoral.

En el estudio que presentamos se tratd a 45 pacientes diagnosticados de neoplasias
linfoides (LNH, linfoma de Hodgkin y mieloma mdltiple) en recaida o primariamente refractarios. La
toxicidad fue similar a la descrita en el primer trabajo.

Para analizar la eficacia en la movilizacion de nuestro esquema se definieron dos dosis de
células CD34+. Una recoleccion adecuada se defini6 como la obtencion entre 2 y 5 x 108/Kg células
CD34+, y dptima como la obtencion de > 5 x 108/Kg células CD34+. La mayor parte de los estudios
realizados a este respecto identificaron estas dos cifras como las que garantizan un injerto correcto
en el caso de la primera y favorecen un injerto rapido de las tres lineas hematopoyéticas en el caso
de la segunda.8485

En mas del 90% de nuestros pacientes se consiguié una recogida adecuada, y en mas del
70% ésta fue dptima, incluidos 7 de 10 pacientes en los que otros intentos de movilizacion anteriores
habian fracasado. La mediana de células CD34+ obtenidas fue de 8,4 x 108/Kg. Esto se consiguid
con tan solo una mediana de 2 leucoaféresis. Estos resultados hacen al esquema IAPVP-16
especialmente atractivo en pacientes incluidos en protocolos de doble trasplante, o de seleccion de
células CD34+ “ex vivo”.

Otras combinaciones han obtenido resultados similares, Weaver publicd en 1997 los
excelentes resultados obtenidos con ciclofosfamida, etopésido y G-CSF en pacientes con diferentes
tipos de neoplasias, con una mediana de 2 leucoaféresis consiguié en el 91% de los pacientes una
cifra adecuada de células CD34+.1%0 Qtros autores han utilizado combinaciones de etopésido y G-

CSF, con o sin ifosfamida, en pacientes con neoplasias linfoides en fase avanzada, algunos de ellos
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con fallo de movilizacién previo, y han obtenido una cifra adecuada del 86% al 100% de casos.101-103
La administracién de ciclofosfamida y G-CSF no ha conseguido en general resultados tan
Optimos.%.171

De particular importancia en la préctica clinica es la identificacion de los pacientes con
riesgo de fracaso en la movilizacién. En nuestra serie, los factores que influyeron negativamente en la
obtencion de un nimero adecuado u 6ptimo de células CD34+ fueron: fracaso previo de movilizacion,
recuento plaquetario < 150 x 109, radioterapia previa y un intervalo de tiempo mayor a un afio entre
diagndstico y tratamiento de movilizacion. Estos factores prondsticos se han identificado también en
estudios previos.8-92 En cambio, existe otro factor negativo identificado en otros estudios, el nimero
de lineas de tratamiento recibidas previamente, que en nuestro trabajo no resultd estadisticamente
significativo.

Pensamos que una observacion interesante de nuestro estudio fue el valor predictivo del
recuento plaquetario basal, que es supuestamente un marcador de la reserva medular en pacientes
muy tratados. Este parametro lo estudio previamente Weaver® quien lo consider6 el mas importante.

Otra cuestion de especial interés en el tratamiento con IAPVP-16 es la capacidad de
predecir el primer dia de movilizacion efectiva de células CD34+. Esta ocurrié en todos los casos
entre los dias 11y 14 desde el inicio del tratamiento. En el 80% de ocasiones, esta movilizacion tuvo
lugar en el dia 12, lo que permitié programar adecuadamente las aféresis y reducir los cambios en la
programacion que alteran la dinamica de trabajo en la unidad de aféresis y en el laboratorio de
procesamiento de los productos de aféresis.

Otra aportacion interesante de nuestro estudio fue identificar la correlacion que existe entre
el recuento de células CD34+ en la sangre periférica a primera hora de la mafiana y el contenido de
células CD34+ y CFU-GM en el producto de aféresis obtenido ese mismo dia. En nuestro estudio
existid una correlacion estadisticamente significativa (r=0,73, p<0,001) entre ambas variables. Esta
correlacion también la observaron otros autores.%172:174 E| recuento de células CD34+ en la sangre

periférica a primera hora de la mafiana debe utilizarse como criterio para el inicio de los
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procedimientos de leucoaféresis. Asi, una cifra > 17 células CD34+/ul en sangre periférica predijo la
obtencion de un nimero adecuado de células CD34+ en una sola leucoaféresis en la mayoria de
pacientes (92%). Otros autores han identificado otros valores que van hasta 50 células CD34+/ul en
sangre periférica® (ver tabla 5 Manuscrito 3). No obstante se deben evitar comparaciones entre
estudios porque la poblacion de pacientes y el tratamiento de movilizacion utilizado fueron diferentes,
asi como los métodos de identificacion de las células CD34+ y los volimenes procesados en las

leucoaféresis.

Por todo lo anteriormente descrito, podemos decir que el esquema IAPVP-16 seguido de G-
CSF es altamente efectivo como tratamiento movilizador de PHSP en pacientes con neoplasias
linfoides incluidos los linfomas indolentes en fase avanzada, inclusive en aquéllos con antecedentes

de fracaso de movilizacién previo.
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6.3. Trasplante autogénico de progenitores hematopoyéticos en linfoma folicular en fase

avanzada

Presentamos en este trabajo los resultados del tratamiento con trasplante autogénico en 30
pacientes con LF en fase avanzada (primera remision completa con factores de mal prondstico,
segunda remision completa, remisién parcial, recaida sensible y enfermedad resistente). Los PH
procedian de MO en 8 y de SP en los 22 restantes. En 13 casos los PH se trataron “ex vivo” con un
método inmunomagnético que utiliza anticuerpos anti-B para la deplecion de células B

Segun nuestros resultados, la realizacion de un TAPH ofrece un porcentaje alto de
respuestas en pacientes con LF en fase avanzada. Asi, a los 3 meses del trasplante, el 86% de los
pacientes se hallaban en remision completa y el 14% en remisién parcial, con una mejora en el
estado de la enfermedad en 14 casos de 30 (de respuesta parcial a completa y de no-respuesta a
respuesta parcial). Con un seguimiento mediano de 19 meses, el 69% persistia en remisién completa
y el 7% en remision parcial.

Ademas, de 17 pacientes evaluables para la comparacion del intervalo libre de progresion
pre y postrasplante, diez casos habian superado la duracion de la respuesta en el intervalo
postrasplante, y 5 permanecian en remision sin haberlo superado todavia.

Una limitacion de este trabajo es el seguimiento todavia limitado de los pacientes tras el
procedimiento. En la mayoria de estudios publicados, a pesar del nimero elevado de respuestas con
el tratamiento intensivo, existe un patron continuo de recidiva de la enfermedad; y no existe por el
momento una evidencia definitiva de que la terapia intensiva prolongue la supervivencia. 105 131-146

Nuestro estudio presenta una supervivencia libre de progresion y supervivencia global
estimada a 2 afios del 57 % y 83 %, respectivamente. Estudios previos han obtenido resultados
similares, 131146 aunque es dificil comparar nuestra serie con las de otras instituciones, ya que existen
entre ellas diferencias en pardmetros como el estado de la enfermedad al trasplante, la fuente de los

PH, el esquema de acondicionamiento y la utilizacién o no de diferentes técnicas de tratamiento “ex
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vivo” de los progenitores. Respecto a pacientes con enfermedad en recaida o resistente, en el DFCI
se trataron 153 pacientes que presentaron una SLP y una SG estimada a 8 afios de 42% y 66%
respectivamente.13! En el S.Bartholomew's Hospital se habian tratado 99 pacientes, la SLP y SG
estimada a 5 afios fue del 63% y 69%, respectivamente.132 En ambos centros los PH procedian de
MO y habian sido tratados con AcMo anti-B. Bierman publicé los resultados obtenidos en 100
pacientes, la SLP y SG a 4 afios se estimo en el 44% y 65%, respectivamente, en este caso los PH
no fueron tratados “ex vivo" y procedian de MO y SP.13 El grupo de Lyon traté 60 pacientes y la SLP
y SG estimada a 2 afios fue del 53% y 86% respectivamente, la fuente de PH fue la SP y tampoco se
trataron “ex vivo".13 En cuanto a los resultados del trasplante autogénico en pacientes en primera
remision, en algunas de las series mas importantes publicadas como son las del DFCI, Turin y
Stanford, las SLP y SG estimadas a 3, 9 y 10 afios respectivamente, se encuentran alrededor del
60% la primera y el 80% la segunda.140-142

La mortalidad relacionada con el procedimiento fue baja, un Unico caso de 30 pacientes, es
decir, menor al 5% como se acepta generalmente. Durante el seguimiento del estudio no observamos
complicaciones tardias, como el desarrollo de sindrome mielodisplasico o de leucemia aguda
secundaria. Es preciso un seguimiento mas prolongado para descartar con mayor seguridad la
aparicion de estas complicaciones en nuestra serie.

Es evidente que seria de gran importancia la identificacion de los pacientes que podrian
realmente beneficiarse de la terapia intensiva, en términos de supervivencia libre de progresion. En
nuestra serie, ninguna de las variables analizadas tuvo valor predictivo de progresion tras el TPH.
Esto podria deberse a la gran eficacia del procedimiento, con sdlo 8 casos de progresion en el tiempo
de seguimiento del estudio.

En diversos estudios publicados se han detectado algunos factores pron6sticos para
progresion postrasplante. El nimero de lineas de tratamiento previamente recibidas fue un factor
negativo en varias series.1¥3.134 En cambio, la ausencia del reordenamiento para bcl-2 postrasplante

se asocid a una mayor SLP, en un estudio llevado a cabo por investigadores del DFCI, en pacientes
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en recaidal’® y en primera remision considerados de alto riesgo,’° tratados con trasplante

autogénico.

En conclusion, el trasplante hematopoyético autogénico en los pacientes diagnosticados de
LF en fase avanzada permitio obtener, en nuestra experiencia, un alto porcentaje de respuestas, en
general mas prolongadas que la duracién de la remision previa. Ademéas la mortalidad relacionada
con el procedimiento fue muy baja. Evidentemente, es necesario un seguimiento mas prolongado
para identificar posibles recaidas tardias y complicaciones a largo plazo derivadas del tratamiento.
Sélo asi se podrd determinar con mayor precision la mejora 0 no de la supervivencia libre de
progresion y la supervivencia global que puede aportar este procedimiento. Asimismo, seria
necesario hallar factores pronésticos que identificaran qué grupo de pacientes podria beneficiarse de

esta terapia y cual no.
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7.1.

1.

Tratamiento de rescate con quimioterapia tipo IAPVP-16 en pacientes con linfoma

folicular refractario o en recaida

El esquema IAPVP-16 permite obtener una proporcion elevada de respuestas completas (41%) y
de respuestas parciales (39%) en pacientes diagnosticados de LF refractario o en recaida, lo que
hace posible que la mayoria de los pacientes candidatos puedan alcanzar la fase de TAPH con

una 6ptima reduccién tumoral.

Consideramos que el perfil de toxicidad es aceptable. A pesar de que la toxicidad hematol6gica
fue intensa, no hubo complicaciones hemorragicas graves y sélo aparecieron complicaciones
infecciosas severas en 4 casos. No hubo fallecimientos relacionados con el tratamiento y la

toxicidad no hematoldgica fue leve 0 moderada y siempre reversible.

El Indice Prondstico Internacional (bajo/ intermedio-bajo frente a alto/ intermedio-alto) fue el Gnico
parametro predictivo de la respuesta al tratamiento. La tasa de respuestas en el grupo con IPI
bajo/intermedio- bajo fue del 86% frente al 43% en el grupo con IPI alto/ intermedio-alto P <

0,02.
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7.2.

1.

Movilizacion de células progenitoras a sangre periférica tras quimioterapia de rescate

tipo IAPVP-16 y G-CSF en sindromes linfoproliferativos

El esquema IAPVP-16 mas G-CSF es un tratamiento movilizador de progenitores
hematopoyéticos a sangre periférica efectivo en pacientes con neoplasias linfoides en fase
avanzada, incluso en aquéllos en los que otras pautas previas fracasaron. En el 91% de los

pacientes se obtuvo méas de 2 x 106 células CD34+/Kg y en el 70%, méas de 5 x 106CD34+/kg.

La toxicidad hematoldgica fue intensa, pero de corta duracion. La toxicidad no hematoldgica fue

leve.

Los factores que significativamente influyeron negativamente sobre el nimero de células CD34+
recogidas fueron los antecedentes de fracaso en movilizaciones anteriores y un recuento

plaguetar bajo, previo al tratamiento movilizador (<150 x 109/1).

Se hall6 una buena correlacion entre la cifra de células CD34+ circulantes en sangre periférica el
dia de la aféresis y la cifra de células CD34+ y de CFU-GM en los productos de leucoaféresis
(r=0.93 y r=0.73, p<0.001). Mediante la ecuacion de la regresion linear, calculamos que un
numero > 17 CD34+ células / ul circulantes en sangre periférica el dia de la aféresis predijo la
obtencién de méas de 2 x 108/Kg células CD34+ en una sola leucoaféresis, en mas del 90% de

Casos.
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7.3. Trasplante autogénico de progenitores hematopoyéticos en linfoma folicular en fase

avanzada

1. En nuestra experiencia el TPHA en pacientes con LF en fase avanzada obtiene o mantiene una

alta proporcion de respuestas.

2. Las respuestas se prolongan en el tiempo mas que el Gltimo periodo de remision, en la mayoria

de los pacientes.

3. Latoxicidad relacionada con el procedimiento fue baja, con un solo fallecimiento, lo que supone
una mortalidad del 3%. Es necesario un seguimiento mas prolongado para identificar con

precision la frecuencia de complicaciones tardias.

4. La supervivencia global estimada a 2 afios fue del 83% (IC95%, 64%-100%) y la supervivencia

libre de progresion del 57% (1IC95%, 34%-81%).

5. Ninguna variable analizada fue predictiva para progresion o supervivencia en nuestro estudio, lo

que se debe probablemente a la baja frecuencia de eventos observados.
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