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DARCOVSKE A LECEBNE AFEREZY

2997. EXTRAKORPORALNI
FOTOCHEMOTERAPIE

Gasova Z., Bhuiyan-Ludvikova Z., Bohmova M.
(Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha)

»~Extrakorporalni fotochemoterapie je postup, pri
némz se za pomoci techniky hemaferézy separuji mono-
nukledrni bunky (MNC) pacienta. Buniky se poté oSetti
fotosenzitivni latkou 8-methoxypsoralenem (8-MOP)
v koncentraci 200 ng/ml. Takto upravené burky se na-
sledné 0zati UV-A zafenim o vinové délce 320 az 400 nm
v davce 2 J/cm?. Koncentrat MNC se poté transfunduje
zpét do cirkulace pacienta.

Metoda je t¢inna v terapii onemocnéni, na jejichz
patogenezi se podileji T lymfocyty, jako napf. v tera-
pii koznich lymfomt z T lymfocytd (CTCL) a v terapii
akutni a chronické GVHD (aGVHD, cGVHD). ECP se také
zavadi do terapie nékterych imunitnich komplikaci po
organovych transplantacich srdce, ledvin a plic.

Na tcinnosti metody se podili nékolik na sebe na-
vazujicich postupti: separace mononuklearnich bu-
nék a fotomodifikace za pomoci 8-methoxypsoralenu
(8-MOP) a UVA- zafeni. 8-MOP patii do skupiny psora-
lenl, coz jsou tricyklické aromatické slouceniny, které
se fadi mezi furokumariny a které vykazuji vyraznou
absorbci UV-A zafeni. V burikach se vazi na DNA struk-
tury, kde po ozafeni UV-A dochdzi mezi bizemi DNA
k vytvoteni zkiizenych vazeb. Tyto zmény maji za na-
sledek inhibici syntézy DNA a tim inhibici proliferace
bunék. Stupen inhibice zavisi na koncentraci psorale-
nu, vinové délce a davce UV-A zareni a také na Cistoté
pripravenych bunék. Vyznamnéjsi pfimés erytrocytli
v pfipravku miiZe sniZit i¢innost oSetfeni bunék.

Pfesny mechanismus tc¢inku ECP nebyl doposud
vysvétlen. Fotoferéza vyvolava v oSetfenych burikach
zmény na molekularni a bunééné trovni, které u léce-
ného pacienta vyvolavaji zmény v imunitnich reakcich.

V mechanismu ECP se pfedpoklada kombinace na-
sledujicich jevi:

1 Fotodestrukce s naslednou eliminaci mononuklear-
nich bunék, k niz dochazi vlivem antiproliferacniho
ucinku 8-MOP a UV-A zateni.

2. Fotomodifikace dal§ich biomakromolekul, tj. protei-
nl alipidd s ovlivnénim funkci imunitniho systému.
Vliv na imunitni systém se vysvétluje tim, Ze ke
komunikaci mezi jednotlivymi ¢astmi imunitniho
systému dochdzi prostfednictvim interakci mezi
proteinovymi strukturami.

3. Uvolnéni cytokint, jako TNF-a, IL-1, IL-6 a IL-8 z 0za-
fenych mononukledrnich bunék.

4. Indukce apoptozy fotomodifikovanych mononukle-
arnich bunék.

5. Vliv ECP na vlastnosti monocytd a dendritickych
bunék (antigen prezentujicich bunék APC, DC).

6. V1iv zvySené apoptézy lymfocytl a aktivace mono-
cytl v dendritické buriky. Dendritické bunky (da-
le DC) nasledné fagocytuji apoptotické lymfocyty
a prezentuji znaky fagocytovanych bunék na svém
povrchu. DC jsou poté schopné aktivovat bud tvorbu
regulacnich T lymfocyth a tim navodit proces imuno-
tolerance nebo naopak aktivovat imunitni systém se
specifickou supresi patogenniho klonu T lymfocytt.
Témito jevy by se mohl vysvétlit efekt fotochemote-
rapie v ovlivnéni jak postransplanta¢nich komplikaci
jako GVHD tak i v terapii nidorovych onemocnéni,
napf. koznich lymfomt z T lymfocytd.

7. Ovlivnéni funkci imunitniho systému nemocného
procesem imunomodulace.

Pfesto, Ze se ECP provadi v mnoha transplantac¢nich
centrech, Ize vjejich postupech nalézt znacnou hetero-
genitu. V poslednich letech je patrna velka snaha nalézt
optimalni postup pro tc¢inné a bezpe¢né provadéni ECP.
Existuji rozdily ve skupinach pacienti, v technickém
provedeni vykont, v indikacich k vykon@im, v stano-
veni terapeutického rezimu, v optimalnim nacasovani
zahajeni a ukonceni série postupti, v ovéteni ii¢innosti
metody, v kontraindikacich postupii, v posuzovani
acinku ECP u pacientd a v kontrole i¢innosti terapie in
vitro (parametry koncentrat mononuklearnich bunék,
ucinnost fotomodifikace). ECP se obvykle provadi ve
spolupraci klinickych 1ékatfi a 1ékafd na aferetickych
nebo transfuznich centrech. Néktera pracovisté se za-
byvala zhodnocenim stavajicich postupt a formulaci
zavérl, které by mély pomoci v optimalnim provadéni
ECP (napft. Italska spolecnost pro hemaferézu a bunéc-
nou manipulaci a Italska skupina pro transplantaci
kostni dfené, 2013).

Na zakladé stavajicich zkuSenosti a vysledkd 1ze
uvést:

1. Techniky pro provadéni ECP

Metoda extrakorporalni fotochemoterapie se mtize
provadét za pomoci techniky ,in line“, tj. jednoho
jednoticelového zafizeni pro separaci a fotomodifikaci
bunék (,,all in one*“) nebo za pomoci tzv. ,off line*
techniky, kterd vyuziva dvé nezavisla zatizeni jak pro
separaci mononuklearnich bunék (MNC) tak pro jejich
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fotomodifikaci. Tento rezim je méné nakladny a pii-
pravek je malo kontaminovany erytrocyty. Separator
muZe byt vyuzivany i pro jiné typy vykonti. Vyhodou
systému ,,in line“ je v§ak znacka CE, kterd zatim nebyla
,Off line* reZimu pfiznana. Proto je pfi zavadéni ,,off
line* techniky nutné pfedem provést standardizaci jed-
notlivych postupti: (i) vypracovani optimalniho rezimu
pro separace mononuklearnich bunék, (ii) stanoveni
koncentrace 8-MOP v koncentratech mononuklearnich
bunék, (iii) zajisténi ucinné ozatfovaci davky a (iv) oveé-
feni i¢innosti procesu za dodateéné kontroly reaktivi-
ty fotomodifikovanych lymfocytl pomoci funkénich
test (blastické transformace lymfocytl po stimulaci
fytohemaglutininem, PHA) nebo stanovenim apoptézy
T lymfocytl. Pokles hodnot indukované proliferace
lymfocyth na cca rezidualnich 10% se povazuje za do-
statecny pro oekavany efekt terapie.

2. ECP u pacientu s akutni a chronickou GVHD

V poslednich letech stoupa pocet alogennich
transplantaci kmenovych krvetvornych bunék a sou-
Casné také stoupa frekvence GVHD, ktera je pri¢inou
vyznamné morbidity a mortality nemocnych. ECP
je tc¢innym a bezpecnym postupem v terapii akutni
a chronické GVHD u détskych i u dospélych pacientd,
kteti jsou refrakterni na terapii kortikosteroidy a kalci-
neurinové inhibitory. ECP ma potencial omezit davku
podavanych kortikosteroidd.

Pfedpoklada se, ze u nemocnych s chronickou GVHD
miiZze ECP ovlivnit autoimunitni projevy onemocnéni
doposud nevyjasnénym mechanismem imunomodulace.
ECP je pravdépodobné schopna navodit inaktivaci auto-
reaktivnich klond T lymfocyth a tpravu dysfunkce imu-
nitnfho systému s potlacenim manifestace onemocnéni.

Vysledky ukazuji zlepSeni klinického stavu u ne-
mocnych predevsim s postiZzenim v kozni a hepatalni
lokalizaci a u déti s o¢ni formou onemocnéni. U visce-
ralnich forem onemocnéni je G¢innost mené patrna.

3. ECP je vhodnou metodou u pacienttii, u nichz je
dalsi imunosuprese nevhodna nebo kontraindiko-
vana.

Kortikosteroidy a jiné imunosupresivni latky poda-
vané v terapii GVHD jsou provazené vysokym rizikem
mortality v dsledku infekénich komplikaci. ECP ne-
vyvolava generalizovanou imunosupresi. V souvislosti
s provadénim ECP nebyl pozorovan zvyseny vyskyt
infek¢nich komplikaci.

4, Pfiprava pacienta k separaci MNC

Pfed zahdjenim ECP se posuzuje zplsobilost pa-
cientli k separacim MNC. Hodnoti se Zilni pristup,
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Klinicky stav pacienta, ptipadny vyskyt HIT, zndma
intolerance citratu nebo psoralenti, terapie ACE in-
hibitory, antiagregacni nebo antikoagulacni tera-
pie, kardiorespiracni funkce (ekg, echokardiografie),
funkce jater a ledvin, u febrilnich pacientd hladiny
prokalcitoninu, koagula¢ni testy a hladiny elektro-
lytdl. U pacientdl s anamnézou HIT nelze pouZit k an-
tikoagulaci separa¢niho okruhu heparin. U pacientt
na antiagregacni terapii je tfeba zajistit zménu na
alternativni antikoagulacni terapii. V téchto posled-
nich dvou situacich je nutné pouzit k antikoagulaci
pouze ACD-A. U plicnich forem GVHD je tfeba hodno-
tit respira¢ni funkce.

Separace MNC pro ECP je bezpednym postupem
s podobnou frekvenci nezadoucich reakci jako separace
PBPC (cca u 5% vSech vykonti). Déti s hmotnosti nizsi
nez 25 kg maji maly celkovy objem krve. Separace
mononukledrnich bunék 1ze u nich bezpecné provést
po predplnéni separa¢niho okruhu deleukotizova-
nymi a ozafenymi erytrocyty, jejichZ hematokrit je
upraveny na pozadovanou hodnotu (podle krevniho
obrazu pacienta a nafedéni transfuzniho pfipravku
v separa¢nim okruhu). Nezadouci reakce jsou mirné
a pfechodné.

5. Hematologické kontraindikace ECP

Je zadouci, aby pacienti méli pfedsepara¢ni hodnotu
hemoglobinu alespori 80 g/l a pocty trombocytl byly
vys§i nez 50x10°/1. Parametry Cerveného krevniho
obrazu pacienta lze upravit podanim transfuze ery-
trocytll. ECP se neprovadi, pokud je pocet leukocytl
nizsi nez 1x10°/1.

6. Nehematologické kontraindikace ECP

K nehematologickym kontraindikacim patii za-
vazna kardiovaskularni nebo ledvinna onemocnéni.
Zvys$ena teplota sama o sobé jesté nemusi byt kontra-
indikaci vykonu, avSak ECP se neprovadi u pacientt
v septickém stavu, i kdyz jsou afebrilni. Pacienti mo-
hou byt indikovani k vykontim az po zvladnuti infekce.

ZAVER

Metoda ECP je alternativni, netoxicky imunote-
rapeuticky postup umoznujici zlepseni kvality Zivota
nemocnych pfi snizeni rozsahu celkové nespecifické
imunosuprese.

Pro nemocné s c-GVHD a CTCL predstavuje jednu
zmala moznosti potlaceni autoimunnich projevii one-
mocnéni a tpravu dysfunkce imunitniho systému.
Vyznamna je téZ moznost omezeni celkové nespecifické
imunosupresivni terapie pacienti se snizenim vyskytu
zavaznych infek¢énich komplikaci.
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2910. DARCOVSTVIi A ODBERY ALOGENNICH
HEMOPOETICKYCH KMENOVYCH BUNEK
Lysak D., Navratilova J., Hrabétova M., Jindra P.
(Hematologicko-onkologické oddéleni, FN, Plzeii)

Alogenni transplantace hemopoetickych kmeno-
vych bunék predstavuje dilezitou 1écebnou modalitu
v terapii fady hematologicko- onkologickych onemoc-
néni. V Evropskych transplantacnich centrech se ro¢né
provede kolem 16 tisic alogennich transplantaci (EBMT
survey 2013), v CR pfes 200 alogennich transplanta-
ci/ rok (242 za rok 2014). Celosvétové se zvysSuje pocet
transplantaci provedenych s neptibuznymi darci. Je
také patrny trend castéjsiho vyuzivani zahrani¢nich
nepiibuznych darcli, se kterymi se provadi cca 50 %
nepiibuzeneckych transplantaci (WMDA report 2014).
Nejcastéjsim zdrojem kmenovych bunék pro transplan-
taci jsou periferni kmenové burky (PBSC), které se
aplikuji ve zhruba 75 % pfipada.

Odbéry PBSC pro ucely alogenni transplantace se
provadéji cca od roku 1999. Standardni mobilizaéni
procedura obnasi 4-5 denni aplikaci ristového faktoru
granulopoezy (G-CSF, filgrastim) v davce cca 10 pg/kg/
den. Maximalniho hladiny vyplavenych CD34+ bunék
je dosazeno v den +5, kdy se zpravidla provadi prvni
aferéza. Obsah CD34+ bunék v aferéznim produktu
je urcen predevsim hladinou CD34+ bunék cirkulu-
jicich v periferni krvi darce a také parametry aferé-
zy. Neexistuji bohuzel spolehlivé parametry, které by
umoznily predikovat kvalitu mobilizace u konkrétniho
darce. Horsi odpovéd na filgrastim je mozZné pozorovat
u star$ich darcli, naopak lepsi mobilizovatelnost je
popisovana u darct s vys$sim body mass indexem.

Mobiliza¢ni efekt G-CSF je neprimy. Molekula ptiso-
bi myeloidni aktivaci s uvolnénim neutrofilnich prote-
az. Protedzy nasledné $tépi adhezivni vazby, které drzi
kmenové buniky v mikroprostredi kostni dfené. Obvykla
davka CD34+ bunék pro alogenni transplantaci se po-
hybuje mezi 3,0 aZ 5,0 x 10¢/kg hmotnosti piijemce,
za suboptimalni se povazuji transplantaty s obsahem
méneé nez 2,0 x 106/kg. Ve vyjimecnych piipadech je
mozné zvazit pfi mobilizaci zdravého darce i pouziti
plerixaforu, ktery v§ak neni v této indikaci schvaleny
aovéfeny. Svym pfimym zasahem do vazebné osy SDF-
-1a/CXCR4 vSak mlZe umoznit ispéSnou mobilizaci
iu darcli, ktefi neodpovidaji na G-CSF (poor mobili-
zers), nebo v pripadé, kdy je poZadovana megadavka
CD34+ bunék. SloZeni transplantat z PBSC a kostni
dfené (BM) je diky odlisnému zplisobu odbéru rozdilné.
PBSC maji zpravidla mensi objem, niz$i hematoKkrit,
proto pifipadna ABO inkompatibilita nepfedstavuje pri

vy

podani transplantatu zpravidla problém. Vyssi obsah

»comitted“ progenitori naopak nabizi o néco rychlejsi
engraftment. Odbér z periferni krve s sebou vsak nese
i cca 10x vySsi zastoupeni T-lymfocytd v porovnani
s kostni dfeni, které mohou zvySovat riziko vzniku
zejména chronické GVHD. Transplantace PBSC miize
byt spojena s niz§im rizikem relapsu a del$im EFS v po-
rovnani s kostni dfeni. Na druhou stranu nevedou tyto
vyhody, s vyjimkou pacientdi s pokro¢ilym onemocné-
nim, ke zlepSeni celkového preziti.

V soucasné dobé je davka CD34+ bunék event. CD3+
bunék hlavnim ukazatelem kvality §tépu. Mame malo
informaci o dal$ich subpopulacich CD34+ a imuno-
kompetentnich bunék, o jejich alo-reaktivité, vlivu
na imunitni rekonstituci a GVHD/GVL. Je znamo, Ze
expozice G-CSF zmirniuje alo-reaktivitu T-lymfocytil
jejich posunem k Th2 cytokinovému profilu. Pfesny
mechanismus neni zndmy, miZe byt zprostfedkova-
ny dendritickymi burikami. G-CSF v§ak neposkozuje
anti-leukemickou aktivitu T-lymfocyt{ a G-CSF mobi-
lizované T-lymfocyty si zachovavaji svou terapeutickou
aktivitu, jako konvencni nemobilizované DLI (donor
lymphocyte infusion). G-CSF také moduluje aktivitu
T, Které maji vyznam pro navozeni imunotolerance,
a dale jsou dlikazy o jeho nepfiznivém vlivu na funkci
NK bunék, ktery je vS§ak docasny a neovliviiuje nega-
tivné jejich GVL potencidl. Recentni analyza souboru
nemyeloablativnich transplantaci prokazala asociaci
mezi davkou CD8+ lymfocytil ve §tépu a niz§im rizikem
relapsu a naopak lepSim PFS a OS (1). Vys$si obsah CD8+
lymfocyth ve $tépu byl pfitomen zejména u odbéra od
mladych darcti. Vyssi pravdépodobnost ziskani Stépu
bohats$iho na T-lymfocyty piipadné NK buriky mtze byt
jednim z moznych vysvétleni vlivu véku darce na vy-
sledek transplantace. Nové mobiliza¢ni reZimy (napft.
pouziti plerixaforu) mohou mit odli$ny vliv na slozeni
Stépu, ale jejich dopad na rychlost hematopoetického
¢iimunitniho engraftmentu, na riziko GVHD ¢i relapsu
se bude muset teprve ovérit.

Nezadouci reakce v souvislosti s darovanim PBSC
mohou byt zpiisobeny vedlej§imi acinky filgrastimu
a nebo komplikacemi vyplyvajicimi z leukaferézy.
Podavani filgrastimu je u vétSiny darcl spojeno s rizné
vyjadfenymi ,flu-like“ symptomy, zejména bolestmi
kosti, svald ¢i hlavy, inavou, subfebriliemi. Tyto ob-
tiZe jsou ovlivnitelné béznymi analgetiky a vétSinou
nevyzaduji apravu davkovani G-CSF. Komplikace leu-
kaferézy zahrnuji zejména projevy citratové toxicity,
pripadné vasovagalni reakce. Vzacné nejsou ani kom-
plikace vznikajici v souvislosti s zilnim pfistupem, ze-
jména hematomy ¢i trombdzy v pfipadé zavedeni CZK.

Mobilizace a odbér PBSC jsou spojeny s typickymi
zménami v krevnim obraze. Leukocytoza zptisobena fil-
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grastimem dosahuje primérné 40 x 10°/1, pouze cca 20 %
darcti miva hodnoty leukocyti nad 50 x10°/1. Maximalni
akceptovatelna leukocytdza je arbitrarné stanovena na
70 x10°/1 a pfi jejim dosaZeni je nutné redukovat davku
filgrastimu. Nicméné darci s vy$simi hodnotami leuko-
cytl nemaji zpravidla vice nezadoucich projevi ¢i obtizi
zplsobenych filgrastimem. Hladina trombocytfi klesa
zejména po prvni aferéze a u ¢asti darc mtize dochazet
ke sniZeni aZ pod 100 x 10%/1.

Nejcastéjsimi subjektivnimi obtiZzemi darcti v sou-
vislosti s darovanim jsou tinava, bolesti, nespavost,
nevolnost nebo nauzea. Podobné priznaky lze pozorovat
iudarct kostni dfené, odlisné je ovSem jejich nacaso-
vani. Zatimco pfi odbéru PBSC se objevuji za 24 hodin
po prvni aplikaci filgrastimu a vrcholi zpravidla v den
+5, tedy v den prvni aferézy, pfi odbéru kostni dfené
zacinaji az pti vlastnim odbéru s maximem 24 - 48 ho-
din po odbéru. Bolesti v souvislosti s odbérem (vétSinou
mirné) zaziva témér 90 % darct. Pri odbérech PBSC se
jedna predevsim o bolesti muskuloskeletalniho cha-
rakteru, pripadné bolesti hlavy, které svého maxima
dosahuji v den +5. Naproti tomu odbéry kostni dfené
jsou zatizené zejména bolestmi v misté odbéru a nej-
intenzivnéji jsou vinimany cca 24 - 48 hodin po odbéru.
Vedle bolesti je vyznamnym vedlej§im uc¢inkem daro-
vani tinava, kterou udava druhy den po odbéru vétsi
cast darcti (cca 60 %). S odstupem meésice po odbéru
je pretrvavajici inava pfitomna uz jen u malé casti
darcti (cca 5 %). Celkové zotaveni darce po odbéru je po
darovani PBSC velmi rychlé (cca 1 tyden) v porovnani
s darci kostni dfené (cca 3 tydny).

Zavazné nezadouci reakce (SAE) u darct, tedy tako-
vé, které ohrozuji Zivot, vedou k neplanované hospita-
lizaci ¢i jejimu prodlouzeni nebo zptisobuji dlouhodobé
pretrvavajici zdravotni problémy, maji vétsinou akutni
charakter a odezni béhem nékolika dni. Jejich inci-
dence je pro odbéry PBSC cca 0,6 %, pro odbéry kostni
drené cca 4 x vySsi. Nejcastéji se jednd o neplanovanou
hospitalizaci na zakladé o¢ekavanych nezadoucich
ucinkt odbéru (bolesti, nauzea, slabost, kolapsovy
stav), méné Casto je divodem hospitalizace neoce-
kavana komplikace (infekce, bolest na hrudi apod.).
Dlouhodobé komplikace se symptomy pretrvavajicimi
déle nez 3 mésice jsou taktéZ vzacné (~0,06 %), nejcasté-
ji ve formé protrahovanych bolesti. Velmi vzacné jsou
Zivot ohrozujici komplikace (~0,01 %,).

Diilezitou problematikou je sledovani dlouhodo-
bych ucinkd G-CSF, pfedevs$im vyskytu nadorovych
onemocnéni u darci PBSC. Zejména v minulych letech
existovala obava z pfipadného leukemogenniho poten-
cidlu filgrastimu a z rizika zvySeného vyskytu hemato-
logickych nadorovych onemocnéni u mobilizovanych
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darct. Aktualni data ukazuji, Ze incidence nadorovych
onemocnéni je stejnd u darch PBSC i darch kostni
drené (~0,8%), a zaroven je nizsi v porovnani s béznou
populaci. Filgrastim tedy nezvySuje riziko hematolo-
gickych malignit a mobilizaci pomoci filgrastimu lze
povazovat za bezpecnou. Pfi analyze chromozomalnich
abnormalit po stimulaci G-CSF neprokazaly studie
jakoukoliv perzistujici abnormalitu v CD34+ nebo mo-
nonukledrnich bunikach. Nékteré studie nalezly pouze
prechodné zmény v genovém expresnim profilu, jejichz
vyznam je nejasny (2). Nicméné pfes vysokou bezpec-
nost darovani PBSC je nezbytné s ohledem na moznost
vyskytu dlouhodobych komplikaci sledovat zdravotni
stav darce nejen v dobé odbéru a bezprostfedné po ném,
ale musi byt provadéna i dlouhodoba dispenzarizace.
Jeji minimalni doporucené trvani je 10 let.

Nékteré skupiny darctt podstupujicich odbér maji
sva specifika. Zeny darkyné maji vyssi riziko neza-
doucich reakci, které souvisi, vedle jejich casto nizsi
hmotnosti, s ¢astéjsi nutnosti zavedeni CZK a horsi
toleranci aferézy. Pfibuzni darci byvaji ¢asto starsi,
neziidka komorbidni a riziko nezadoucich reakci pri
odbéru véetné SAE je u nich vyssi. Pfestoze standardy
péce o pribuzné darce resp. kritéria posuzovani jejich
zdravotni zpiisobilosti se mohou mirné lisit, mélo by se
s ptibuznymi darci zachazet stejné jako s nepribuznymi
a to vCetné dispenzarizace po odbéru.

Darcovstvi alogennich hemopoetickych kmenovych
bunék je bezpecnou procedurou s nizkou mirou rizika
pro darce. Vétsi ¢ast odbért se provadi u neptibuznych
darcli. Pro péci o darce se uplatnuji standardy stano-
vené svétovou asociaci darci (WMDA) a narodnimi
regula¢nimi autoritami. Zptisob odbéru PBSC se miize
do budoucna ménit s pfichodem novych mobiliza¢nich
molekul, které umozni ovlivilovat bunécné sloZeni
transplantatu a prizplisobovat je charakteristikaim
pacienta a jeho onemocnéni. Zakladni pravidla dar-
covstvi, zejména ochrana zdravi a anonymity darce,
vSak z@istanou trvale platna.

Prdcebyla podpofena grantem MZ CR-RVO (Fakultni nemoc-
nice Plzefi-FNPI, 00669806), grantem MZ 15-30661A a grantem
Nadace pro transplantaci kostni drené.

1. Reshef R, Huffman AP, Gao A et al. High Graft CD8 Cell Dose Predicts
Improved Survival and Enables Better Donor Selection in Allogeneic
Stem-Cell Transplantation With Reduced-Intensity Conditioning. J
Clin Oncol 2015; 33(21): 2392-2398.

2. Shaw BE, Confer DL, Hwang W, Pulsipher MA. A review of the ge-
netic and long-term effects of G-CSF injections in healthy donors:
a reassuring lack of evidence for the development of haematological
malignancies. Bone Marrow Transplant 2015; 50: 334-340.
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2891. REOFEREZA - KLINICKY VYZNAM
REOLOGICKYCH, TECHNICK?CHOA DALSICH
HEMAFERETICKYCH UKAZATELU UCINNOSTI
Lanska M., Blaha M., Zik P. (IV. interni hematologickd
Klinika, Fakultni nemocnice, Hradec Kraloveé)

Lékarska reologie je v soucasnosti rychle se roz-
vijejicim oborem, protozZe vzhledem Kk technickému
pokroku lze 1é¢ebné ovlivnit nékteré tézké poruchy
v mikrocirkulaci. Jedna se o védni obor studujici krevni
fluiditu a aplikujici vysledky tohoto vyzkumu do Kkli-
nické praxe hlavné v oblasti mikrocirkulace. V klinické
praxi je dlilezita reologicka tiprava zejména snizenim
viskozity pomoci eliminace nadmérné zvysenych tzv.
reologickych Ciniteld (jde obycejné o nékteré vysoko-
molekularni proteiny).

Reoferéza spojuje moznosti hemaferézy (1écebné
metody, kterd se zabyva separaci krevnich slozek) a 1é-
karské reologie. Hlavnim cilem reoferézy je zlepSeni
cirkulace v mikrofecisti. Hlavnimi determinantami
pritoku organy je stav cév a reologické charakteristiky
krve. Dale je priitok zavisly na funkénim stavu celé
kapilarni sité jako ,,mikrocirkula¢niho niché“. K vy-
znamnym zméndm v mikrocirkulaci mtze dochazet na
podkladé zmén kteréhokoliv vyse uvedeného paramet-
ru. Uplatnéni reologickych faktorti v patologii chorob
ivyznam reologickych vlastnosti krve jsou v poslednich
letech pfedmétem intenzivniho vyzkumu.

K ovlivnéni reologickych vlastnosti krve 1ze pouzit
3 hlavni 1é¢ebné modality: hemodiluci, infuzni tera-
pii a aferetické metody. Hemodiluce spociva v odbéru
plné krve pacientovi s cilem sniZzeni hematokritu a tim
ovlivnéni reologickych podminek. Efekt 1é¢by je krat-
kodoby, laboratorni zmeény jiZ nejsou detekovatelné
za 24 hod od procedury. Efekt infuzni terapie je pouze
pfechodny, nékolik hodin trvajici, proto tato metoda
nenasla vyznamné uplatnéni v reoterapii.

Nejvétsi uplatnéni prinesly az aferetické metody.
Viskozita plazmy je jednim z urcujicich faktorti krevni-
ho pritoku mikrocirkulaci, proto byla vyvijena snaha
najit zplisob ovlivnéni viskozity plazmy vyhodnym
pozménénim sloZeni plazmy. Postupnym rozvojem
aferetickych technik byly zavadény nejdiive neselek-
tivni metody vymeény plazmy (vyménna plazmaferé-
za), po semiselektivni azZ vysoce selektivni adsorpce
patologickych substanci (heparinem indikovana li-
pidaferéza, pfima adsorpce LDL cholesterolu (DALI),
imunoadsorpce, kaskadova filtrace). Bylo zjisténo, Ze
¢im specifictéjsi je afereticka procedura, tim vice klesa
reologicka efektivita.

V literatufe ¢asto nachizime nékolik odlisSnych
nazvi pro jednotlivé aferetické metody. Membranova

diferencni filtrace je synonymem pro dvojitou, nebo
kaskadovou filtraci plazmy ¢ili filtra¢ni plasmaferézu.
Plazma prochazi dvéma filtry. Borberg zavedl pojem
,<rheohemapheresis“ pro svoji modifikaci metodiky.
Plazma je primarné ziskavana ne filtrem, ale centrifu-
gaci separatorem krevnich télisek. Teprve pak dochazi
kjejimu prichodu ,,druhym stupném - cilovym filtrem.
Z tohoto hlediska je spravné pouzivat nadale pojem
kaskadova metoda, ale nejde jiz o dvoji filtraci. Na
nasem pracovisti pouzivime Borbergovu metodu, pro
nasi modifikaci kaskadové filtrace pouzivame pojem
reoferéza, nebo reohemaferéza.

Reoferéza je modifikace diferen¢ni filtrace plazmy,
kdy se pouziva specialni sekundarni plazmaticky filtr
s relativné malymi otvory, nazyvany reofiltr, ktery
z protékajici plazmy eliminuje exaktné definované
spektrum proteinti s vysokou molekularni hmotnosti
(nad 150 000 Daltontl). Jedna se zejména o: fibrinogen,
a2-makroglobulin, imunoglobulin M, LDL cholesterol,
vonWillebrandtiv faktor, trombomodulin, fibronek-
tin. Eliminace téchto proteinti vede ke snizeni krevni
i plazmatické viskozity, dale ke zlepSeni agregabili-
ty a flexibility erytrocytl. Vysledkem snizené krevni
i plasmatické viskozity je zlepSeni krevniho priitoku
mikrocirkulaci a 1é¢ebné piiznivé ovlivnéni nékterych
poruch v mikrocirkulaci. Dochazi k priznivym zmé-
nam cytokind a adheznich molekul, dale ke zvySené
produkci NO endotelem, a ke zlepSeni deformability
erytrocyti.

Reoferéza je indikovana v 1écbé onemocnéni s pro-
kazanou nebo divodné predpokladanou poruchou mik-
rocirkulace. Tato 1é¢ba byla v ramci studii vyuzita u vé-
kem podminéné makularni degenerace sitnice (VPMD),
nahlé idiopatické ztraty sluchu (sudden idiopathic sen-
sorineural hearing loss - SISHL), u perifernich tepen-
nich onemocnéni - zejména na dolnich koncetinach,
dale byla studovana u onemocnéni koronarnich tepen,
cévni mozkové piihody, ,uveal effusion“ syndromu,
trombdzy centralni retindlni zily.

Podle literarnich dat jsou nejvétsi zkusSenosti s pou-
zitim reoferézy u vékem podminéné makularni degene-
race sitnice a nahlé idiopatické ztraty sluchu, kde jsou
k dispozici randomizované studie. Americka spolecnost
pro aferézy (ASFA - American Society for Apheresis)
jednou za 2 roky na zakladé systematické revize vSech
dostupnych aktualnich informaci a dikazt vydava
pravidla (guidelines) pro pouziti aferéz u jednotlivych
chorob. Podle nejnovéjsi edice je reoferéza indikovana
u VPMD - kategorie I (vSeobecné uznavana terapie,
vétSinou v prvni linii terapie), sila dtikazii 1B a SISHL
- kategorie 1II (optimalni Gloha aferézy neni urcena,
rozhodnuti nutno individualizovat), sila dikaza 2A.
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Vékem podminéni makularni degenerace sit-
nice (VPMD) je degenerativni onemocnéni sitnice,
zplisobujici progresivni zmény vizu pacientt a je nej-
Castéjsi pricinou praktické slepoty lidi nad 60 let v in-
dustrializovanych zemich. Pfes vSechny nové poznatky
v diagnostice a 1é¢bé zlistavd VPMD nevylécitelnym
onemocnénim. K zavaznym ztrdtam vizu dochdazi pti-
blizné u 10-15 % nemocnych. Dosud byly publikovany
kasuistiky nebo série nemocnych, dvé kontrolované
studie a pét randomizovanych kontrolovanych praci,
které svédci o spéchu reoferézy u suché formy AMD.
Tuto chorobu dosud nelze vylécit, ale uvedené prace
svédci o moznosti zadrzet jeji progresi nebo dokonce
zlep§it stav nemocnych na dlouhou ¢asovou periodu.

Nahla ztrata sluchu (SISHL) je nejcastéji defino-
vana jako ztrata sluchu nejméné o 30 dB ve 3 sousedi-
cich frekvencich v ténové prahové audiometrii, ktera
vznikla za méné nez 72 hodin. Nahla ztrata sluchu
miiZe pfedstavovat izolovany problém, nebo pfiznaky
jiného, napt. systémového onemocnéni. Specifickou
pric¢inu se podati zjistit asi v10% ptipadi, pro zbyvajici
pripady se pouziva termin idiopaticka ztrata sluchu.

Soucasny stav znalosti 1é¢by SISHL 1ze shrnout jako
neuzavieny. Byly publikovany série nemocnych, 1
nekontrolovand a 2 randomizované a kontrolované
studie. Metodika provadéni aferézy neni jednotna
a soubory lé¢enych nemocnych nejsou plné srovna-
telné a dosud nejsou dostatecné velké k definitivnim
zavérim. Filtrace plasmy jako doporucovana jako al-
ternativa konvencni empirické terapie, neni vétSinou
metodou prvni volby. Na nasem pracovisti jsme metodu
reoferézy pouzili v ramci grantového projektu jako dru-
hou linii 1é¢by pfi netispéchu kortikosteroidni terapie.

Nezadouci uéinky reoferézy jsou vétsinou identic-
ké s jinymi aferetickymi metodami. Specifickou kom-
plikaci, se kterou se setkdvame u vykont se sekundarni
filtraci plasmy, je bradykininova reakce. Vyskytuje se
u pacientti, ktefi uzivaji ACE-inhibitory a projevuje
se zarudnutim, hypotenzi, bradykardii a dusnosti.
Proto by u pacientti podstupujicich sekundarni filtraci
plazmy mél byt ACE inhibitor vysazen alespor 24 hod
pred vykonem. Také v registru WAA (World Apheresis
Association) jsou nezadouci ucinky sledovany a hod-
noceny. U reoferéz bylo pozorovano 9,1% nezadoucich
reakci, vétSinou byly mirné, nebyly zaznamenany
zavazné komplikace.

ZAVER:

Reoferéza je nova lécebnd metoda pro fadu one-
mocnéni s poruchou mikrocirkulace. Pfi dlouhodobém
sledovani jsou vysledky velice pfiznivé u makularni
degeneraci sitnice, u dalSich diagnéz nutno vyckat
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vysledkidl dalsich studii. Jedna se o relativné naklad-
nou, specializovanou péci, vyzadujici vySkoleny tym
a mezioborovou spolupraci.

2859. HAND-FOOT SYNDROM -
PLAZMAFEREZA, JAKO MOiNOSTOﬁEgENI'
NEKTERYCH TOXICKYCH PROJEVU
PBOTINADOBOVE LEéBY VYUZivAlJici
LATKY NA BAZI NANOCASTIC

Filip S., Kubeéek O., Martinkova J., Spacek J.,
Malakova J., Lanska M., Hodek M., Blaha M.
(Klinika onkologie a radioterapie LFUK, Hradec Krdlové;
Gynekologickd a porodnickd klinika, Hradec Krdlové; Ustav
lékaFské diagnostiky a biochemie, Hradec Krdlové; IV. Interni
hematologicka klinika, Hradec Krdloveé)

Uvod: Palmo-plantarni erytrodysestézie (PPE,
hand-foot syndrom) je pfi terapii liposomalnim pegy-
lovanym doxorubicinem (PLD) spolecné s mukositidou
nejcastéjsi davku limitujici toxicitou. Incidence se
pfi pouziti standardniho schématu (50 mg/m2 kazdé
4 tydny) pohybuje okolo 50 % pro jakykoliv grade a 20 %
pro grade 3 a 4. Presto, Ze PPE nepredstavuje zivot
ohrozujici komplikaci, mtiZe nepfiznivé ovlivnit kvali-
tu Zivota a vést k nutnosti redukce davek, prodlouzeni
intervalu mezi davkami, nebo dokonce preruseni
1é¢by. Obtize se obvykle vyvinou za 14-21 dni po do-
konceni 3. cyklu chemoterapie. Na syndrom zpravidla
upozorni prodromy v podobé parestezii koncetin,
které predchazeji o 3-5 dnii kozni pfiznaky. Syndrom
klinicky kulminuje vyskytem bolestivého erytému
a otoku kiize v mistech vystavenych zvySenému tla-
ku, zejména dlani rukou a plosek nohou. Nasleduje
deskvamace kliZe a reepitelizace. Podle recentnich
zkuSenosti némeckych autori 1ze snizit vyskyt PPE
pomoci extrakorporalni eliminace urcité frakce PLD
po nasyceni tumoru. Optimalni je vyuzit kaskadové
filtrace plazmy. Metoda a soubor nemocnych: Metodu
»Kinetc targeting* s vyuzitim plasmafiltrace jsme
zavedli a provedli 34 vykont u 9 Zen; prumeérny vék
57 let (47-67 let) s karcinomem ovarii (stadium IIIA-C).
Nemocnym byla aplikovdna chemoterapie PLD v davce
50 mg/m2 kazdé 4 tydny (4-6 cykl). Plasmafiltrace by-
la provedena od 2 cyklu chemoterapie. Vysledky: Podle
nasich dosavadnich zkuSenosti u 9 nemocnych Zen 1é-
cenych PLD pro platinarezistentni karcinom ovarii, se
jevi pouziti plasmaferézy jako 1é¢ebné metody Gspés-
nou moznosti prevence PPE. Tuto toxickou komplikaci
(grade 3) jsme zaznamenali jenom u jedné nemocné
1éCené PLD s pouzitim plasmaferézy. V diisledku roz-
voje PPE bylo nutné 1écbu prerusit a posléze ukoncit
pro dalsi komplikovany klinicky pribéh onemocnéni.
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Diskuse a zavér: Pouziti plasmaferézy v této indikaci
ukazuje jasny benefit této metody. Podle literatury
by mél byt vyskyt PPE pfi nami podané davce PPL asi
50%. Pfi vyuziti eliminace nadbyte¢ného mnozstvi
PPL po nasyceni tumorosni tkané byl vyskyt podstatné
nizsi - jen ujedné nemocné. V nasem dalsim vyzkumu

vy v

se zameétfime na zvétSeni souboru nemocnych a blizsi

LABORATORNI

2970. VYUZITi CELOEXOMOVEHO
SEKVENOVANI V PREDNASKA

Stafio Kozubik K., Pil K., Radova L., Smida M.,
Réblova K., Plevova K., Pospisilova S., Doubek M.
(CMBGT, IHOK EN a CEITEC MU, Brno; CEITEC MU,
Brno)

Prednaska bude cilena zejména na laboratorni as-
pekty této problematiky. Pokusi se o vysvétleni principu
NGS, uvedeni historie NGS a konkrétni postup aplikace
exomového sekvenovani na pripadové studii. Zmini
také problematicka mista dané metodiky (BiolT, zku-
Senosti s vyhodnocovanim NGS dat a pouzivanim NGS
metodiky v laboratofi).

Lidsky genom obsahuje cca 3,2 *10° parti bazi. Pouze
<2 % genomu tvoii kédujici genové sekvence. Gen je
tvofen introny, exony a neprekladanymi iisekyna 3’a’5’
koncich. VSechny exony (kédujici sekvence) se oznacuji
»exom” . Exom obsahuje cca 85 % znamych mutaci, které
podminuji onemocnéni. Sekvenovani nové generace
(NGS -z anglického ,,Next Generation Sequencing*) na-
chazi stale vétsi uplatnéni nejen v klinickém vyzkumu,
ale také v klinické diagnostice. Tato technologie umoz-
nuje precist sekvenci lidského genomu za vyznamné
nizsi cenu a krat$i dobu nez klasické Sangerovo sek-
venovani. Zatimco klasické sekvenovani (sekvenovani
prvni generace = Sangerovo sekvenovani) detekuje DNA
nukleotidy v fadé jeden po druhém, NGS funguje na
principu masivniho paralelniho sekvenovani. Tim se
stanovi sekvence az stovek milionti bazi soucasné.

Vyhodou NGS je flexibilita: v jednom béhu Ize sek-
venovat a) konkrétni iisek DNA (gen/geny), b) protein
kodujici DNA (exom), c) celou DNA (genom). Lze vy-
uzit nastavitelné senzitivity metody: podle mnozstvi
genetické informace k vySetfeni volime vysokou senzi-
tivitu pro detekci napf. somatickych mutaci nebo nizsi
senzitivitu pro vySetfeni napt. zarodecného genomu.
V soucasnosti je cilené, celoexomové i celogenomové
sekvenovani povazovano za vhodnou a praktickou vari-

2

antu testovani pro klinické acely. S jejich vyuzitim lze

hodnoceni jak klinickych parametri (nutri¢ni stav,
imunologicky profil), tak ,benefit cost* vzhledem
k moznosti doporucit tuto metodu jako standardni
postup u nemocnych s vysokym rizikem PPE (malnu-
trice, chronicka Zilni insuficience dolnich koncetin,
imunokompetence atd.) 1éCenych PLD. Prace byla
podpofena grantem AVZ MZ 16-30366A.

DIAGNOSTIKA

Yov Y

detekovat varianty napfic Sirokym spektrem aplikaci:
napt. v populacni genetice, u klinicky podminénych
onemocnéni nebo u nddorovych onemocnéni. Volba
mezi celoexomovym nebo celogenomovym sekvenova-
nim zavisi na cené a pottfebé znalosti nekédujicich dat
pro stanoveni diagnézy.

V hematologii 1ze exomové sekvenovani vyuzit k de-
tekci kauzalnich gend a jejich variant napf. u mono-
gennich onemocnéni, ale také ke stanoveni diagnézy
tam, kde je fenotyp onemocnéni podminén vyskytem
mutace v celé fadé gentl nebo kde je vySetfovany tisek
DNA prilis rozsdhly. Mezi nemoci, unichz je stanoveni
diagnozy rychlejsi a levnéjsi pomoci celoexomového
sekvenovani, patfi napt. Long QT syndrom u ¢lovéka,
SCID a kardiomyopatie. V klinické hematologii exis-
tuje fada potencidlnich aplikaci pro cilené exomové
sekvenovani: hemolytickd anemie nezndmého ptvo-
du, kongenitalni neutropenie, aplasticka anemie ad.
Celoexomové sekvenovani se vyuziva pro diagnostické
Ucely u nasledujicich klinickych syndromii: Fanconiho
anemie, neuroacanthocytosis syndromy a Diamond-
Blackfanova anemie. Rada hematologickych onemoc-
néni je nejasné etiologie, pfestoze jde ¢asto o gene-
ticky podminéna onemocnéni. Exomové sekvenovani
je vhodné také v pripadech geneticky podminéného
hematologického onemocnéni nejasného ptivodu pro
detekci kauzalni varianty (napf. u trombocytopenii).

Pro identifikaci hereditarnich germinalnich mutaci
je zapotfebi ziskat biologicky material (napt. perifer-
ni krev a z ni izolovanou DNA) nejen od nemocnych,
ale také od zdravych ¢lenfl rodiny. Po provedeni NGS
analyzy ziskame stovky az tisice variant. Nasleduje
bioinformaticka a biostatisticka analyza dat: srovnani
ziskanych dat s referenc¢ni sekvenci, stanoveni odchy-
lek od reference, vylouceni populacnich a rodinnych
variant a identifikace potencidlné kauzalnich variant.
Pritomnost potencialné kauzalni varianty je tfeba ové-
fit alternativni sekvenacni metodou. Optimalni by bylo
provést funkéni test potencidlné kauzalnich variant pro
stanoveni jejich patogenity.
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