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8. TRANSPLANTACE A BUNECNA TERAPIE

ALOGENNI TRANSPLANTACE
KRVETVORNYCH BUNEK - OVERENA

A STALE PERSPEKTIVNI BUNECNA
TERAPIE. AKTUALNI STAV A VYZVY DO
BUDOUCNOSTI

Jindra P.

Hematologicko onkologické oddeéleni, FN Plzeri

Alogenni transplantace krvetvornych bunék (aloHCT) je vysoce specia-
lizovand terapeutickd metoda, ktera je potencialné kurativni pro fadu
hematologickych i nehematologickych onemocnéni. Do dne$niho dne
bylo provedeno celosvétové jiz takrka 1,5 milionu transplantaci ve vice
nez 1 500 transplantacnich centrech a kazdy rok podstoupi tuto proce-
duru 10 0000 pacient(. Dle dat EBMT (Evropa) a CIBMTR (USA) ma pocet
provedenych transplantaci za rok stéle vzestupny trend. Tento fakt je
takika neuvéfitelny, pokud si uvédomime, ze jesté pocatkem 70. let 20.
stoleti se tato procedura zdéla neperspektivni - vzdyt z prvnich 200 pa-
cientll transplantovanych v letech 1957-1967 nepfezil nikdo, vsichni ze-
mieli bud na komplikace samotné transplantace anebo na rekurenci
nemoci (Bortin et al, 1970). Nastésti dalsi rozvoj na poli imunogenetiky,
profylaxe GVHD, vznik registrl neptibuznych darcd a pokroky v pod-
plrné 1écbé vedly k renesanci alogennich transplantaci v nasledujicich
letech. Priblizné od pocatku 90. let 20. stoleti prestala byt aloHCT ex-
perimentalni procedurou, ale stala se rutinni [é¢bou fady hematologic-
kych i nehematologickych onemocnéni. A prestoze byla v poslednich
dvou dekadach s nastupem novych Iékd (TKl inhibitory, bispecifické pro-
tildtky...) ¢i inovativnich bunécnych terapii (zejména CAR-T), opakované
znovu ,pohibivana”, zda se, Ze tato nejstarsi bunécna terapie si nadale
udrzi své nezastupitelné misto v terapii malignich i nemalignich nemoci.
Je ale logické, Ze jeji misto a vlastni provedeni je v soucasnosti zcela od-

liSné a Ize ocekavat, Ze se bude dale vyvijet.

Jak Ize tedy charakterizovat aktualni stav aloHCT?

- Pfes kontinualni pokroky v transplanta¢ni mediciné zistavaji nadale
Scyllou a Charybdou aloHCT relaps plivodni malignity a reakce
Stépu proti hostiteli (GVHD).

- S rozvojem registrli nepiibuznych darcl a s nastupem haploiden-
tickych transplantaci jiz nalezeni darce neni zasadni otazkou - darce
najdeme prakticky pro kazdého pacienta.

- Vékova bariéra se posunula smérem vzhlru —bézné transplantujeme
i pacienty starsi 70 let.

- Je k dispozici Siroké spektrum pfipravnych predtransplantacnich
rezimd (tzv. conditioning) s rlznym stupném myeloablace
aimunoablace.

- Jekdispozicisiroké spektrum profylaxe GVHD (ATG, potransplantacni
cyklofosfamid...).

- Hlavni indikaci aloHCT zGstavaji myeloidni malignity — pfedevsim
AML, MDS, ptipadné MPN.

A jakou Ize tedy predpokladat budoucnost aloHCT?

Bude zcela jisté vychazet z vySe uvedeného a bude nepochybné

snaha véechny moznosti optimalizovat pro konkrétniho pacienta

¢i konkrétni nemoc/stav nemoci. D4 se tedy fici, ze AloHCT bude

maximalné personalizovanad. K dosazeni tohoto cile bude nezbytné

pro specifického pacienta a diagndzu presnéji definovat:

- Optimalniho dérce (haploidenticky x nepfibuzny HLA shodny x
nepfibuzny neshodny).

- Optimalni GVHD profylaxi (PTCY x ATG).

- Optimalni predtransplantacni pripravu.

- Optimalni misto aloHCT v ramci inovativnich (imuno)terapii (CAR-T,
bispecifické protilatky, inhibitory.

+ A naopak - optimélni misto cilené lé¢by (TKI inhibitory, protilatky)

v rdmci aloHCT at jiz v rdmci conditioningu ¢i udrzovaci l1é¢by.

Soubézné s tim samoziejmé bude pokracovat vyvoj novych 1ékl
v 1é¢bé a prevenci GVHD (JAK1/2, ROCK-II, SYK inhibitory) a obecné
i vyvoj v dalsich oblastech (antiinfekéni 1é¢ba apod.).

Je zfejmé, Ze nejstarsi ovéfend bunécna terapie — aloHCT zUstane
i v nejblizsich letech nezbytnou soucasti [é¢by fady hematologickych
onemocnéni, navic s potencialem dalsiho rozvoje v kontextu pokrok

v netransplantacnich postupech.

PROFYLAXE GvHD PO ALOGENNI
TRANSPLANTACI KRVETVORBY OD HLA
SHODNYCH NEPRIBUZNYCH DARCU
POMOCI POTRANSPLANTACNIHO
CYKLOFOSFAMIDU A ATG VEDE

K PODOBNYM VYSLEDKUM

Vydra J.', Jindra P.2, Valkova V., Karas M 2, Stastna Markova M.,
Lysak D.2, Novakova L., Sramek J.2, Hrabétova M.2, Cetkovsky P!
"Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha.

2 Fakutni nemocnice Plzeri

Uvod: Profylaxe GvHD vysokodavkovanym potransplanta¢nim
cyklofosfamidem (ptCy) vede k ptiznivym vysledklim u transplantaci
odHLA neshodnych darcd.Pouziti ptCy uHLA shodnych dérclijedosud
pfedmétem jisté kontroverze. Z toho dlivodu jsme retrospektivné
analyzovali vysledky transplantaci od HLA shodnych nepfibuznych
(MUD) dércl s pouzitim ptCy oproti antithymocytarniho globulinu
(ATG), v obou pfipadech se standardni profylaxi cyklosporinem
s mykofenoldtem nebo s methothrexatem.

Metody: Data o transplantacich provedenych v Ustavu hematologie
a krevni transplantace a ve Fakultni nemocnici Plzen byly ziskdny
z lokalnich transplantacnich databazi. Pripravny rezim byl bud myelo-
ablativni (Bu/Flu nebo Bu/Cy) nebo redukované intenzity (Flu/Mel).
GVHD profylaxe se skladala z ptCy, cyklosporinu a mykofenolat
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mofetilu (skupina ptCy) nebo z ATG, cyklosporinu a methothrexatu
(skupina ATG). Byly vypocteny odhady celkového preziti dle Kaplan-
Meiera, kumulativni incidence relapsu a NRM (kompetujici rizika),
hodnoty byly porovnény log-rank a Grayovym testem.

Vysledky: Do analyzy bylo zafazeno 383 pacientd, 315 ve skupiné
s ATG a 68 s ptCy. Celkové preziti po 2 letech bylo po ptCy 75,6 % (95%
Cl163-90%) a po ATG 72,6 % (95% C1 65,8—-80 %). Kumulativniincidence
NRM byla 9 % po ptCy a 19 % po ATG (p = 0,023), incidence relapsu

byla 28 % po ptCy a 38 % po ATG (p = 0,089). Incidence akutni GVHD
grade 1-2 byla 35 % po ptCy a 28 % po ATG (p = 0,56); incidence grade
3-4aGVHD byla 3,5 % po ptCy and 7,5 % po ATG (p = 0,28). Incidence
stfedné tézké a tézké chronické GvHD byla 4,2 % po ptCy a 18 % po
ATG (p = 0,03 pro stfedni a 0,3 pro téZkou cGVHD).

Zavér: Profylaxe GvHD po alogenni transplantaci krvetvorby
s pouzitim ptCy a ATG vedla k podobnym vysledkim po transplantaci
od HLA shodnych nepfibuznych darct.
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LECBA TEZKYCH FOREM REAKCE STEPU
PROTI HOSTITELI POMOCI
MESENCHYMALNICH KMENOVYCH BUNEK -
VYSLEDKY KLINICKEHO HODNOCENI

Lysak D.!, Holubovéa M.2, Karas M.', Hrabétova M.!, Sramek J.|,
Boudova R.3, Steinerovd K., Vrbova J.', Jindra P!
'Hematologicko-onkologické oddéleni, FN Plzer

?Biomedicinské centrum, LF UK Plzeri

3Lékdrna, FN Plzeri

Reakce $tépu proti hostiteli (GYHD) predstavuje jednu ze zdvaznych
komplikaci po alogenni transplantaci krvetvornych kmenovych
bunék (aloSCT) a ma vyrazny vliv na morbiditu a mortalitu
transplantovanych nemocnych. Pfes pokroky v prevenci a [é¢bé
GVHD existuje stale skupina nemocnych s tézkymi formami steroidné
refrakterni GVHD (40-50 % akutni GVHD). Pro tyto nemocné se

ovéruji nové lécebné postupy véetné metod bunécné imunoterapie.

Analyzovali jsme data z akademického klinického hodnoceni
(EudraCT 2013-003626-88) urceného k lécbé GVHD pomoci
mesenchymalnich kmenovych bunék (MSC) za obdobi 2013-2020.
Léceno bylo 62 pacientd (aGVHD 44/cGVHD 18) se steroidné-
refrakterni/dependentni GVHD, ktefi byli transplantovani
s pfibuznym (MSD 13 %, haplo 22 %) pfip. nepfibuznym (MUD
47 %, MMUD 18 %) darcem pro myeloidni (74 %) ¢i lymfoidni (26 %)
malignitu. Pokrocild GVHD stupné lll/IV byla pfitomnd u 61 % aGVHD,
u 11 % pacientd s cGVHD $lo o extenzivni formu. VSichni pacienti byly
soucasné léceni standardni imunosupresi (kortikoidy, CsA, MMF, ECP).

Aplikovany byly 1-3 infuse MSC (jednotlivd ddvka medidn 3 x 10%/kg,
rozpéti 1-5 x 10°/kg) ve 3. intervalu (@GVHD), resp. 24 (cGVHD) mésicli
od transplantace (medidny). Lécivé pfipravky byly vyrobeny v rezimu
SVP tydenni rekultivaci z kryokonzervovanych MSC (meziproduktt)
izolovanych a expandovanych z kostni dfené zdravych darcu. Nebyla
pozorovana zadna infusni toxicita ani dlouhodobé vedlejsi ucinky.
Celkem 79 % (33/42) pacient(i s aGVHD dosahlo v den+14 odpovédi,
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ktera trvala v den+30 ~ORR a CR: 84 % (31/37) a 30 % (11/37). V pfipadé
chronické GVHD byla odpovéd pozorovana pouze u 39 % (7/18)
pacientll a to s medidanem 45 dn0. U aGVHD se podafilo v prabéhu
4 tydnl zredukovat davku kortikoidG u pfiblizné 90 % nemocnych,
po 6 mésicich byla davka snizena na 1/5 Gvodni hodnoty. V jednom
roce od aplikace MSC prezivalo 43 % (19/44) pacientl s aGVHD
a 89 % (16/18) pacientd s cGVHD. U zadného pacienta nebyl pozorovan
relaps onemocnéni po aplikaci MSC.

Klinické hodnoceni prokazalo, ze infuze mesenchymalnich
kmenovych bunék u transplantovanych pacientd je bezpecnou
formou imunoterapie, kterd muaZe potencovat efekt dalsi
imunosupresivni/imunomodulaéni terapie, umoznit zmirnéni
symptomatologie GVHD a redukovat davku kortikosteroidd. Prokazat
nezavisly efekt MSC je obtizné s ohledem na fadu dalsich proménnych
a variabilitu souboru a vysledek studie odpovida dosavadni literarni
zkusenosti, kterd potvrzuje bezpecnost, ale ne vzdy jednoznacné také
ucinnost. Presto se podani MSC stalo pro fadu pracovist v¢. naseho
standardni metodou lécby téZzkych forem zejména akutni reakce $tépu
proti hostiteli a to v rezimu ¢asné indikace a aplikace opakovanych
davek MSC.

Podporeno grantem MZ CR-RVO (Fakultni nemocnice Plzeri-FNPI,
00669806).

VYUZITI NK BUNEK V RAMCI

PREVENCE RELAPSU U PACIENTU

S HEMATOLOGICKYMI MALIGNITAMI

PO ALOGENNI TRANSPLANTACI
KRVETVORNYCH BUNEK - KLINICKA
STUDIE FAZE IB/II

Sramek J., Holubovéa M2, Lysék D.', Chena D!, Karas M.,
Hrabétova M., Steinerova K.', Boudové R.!, Vrbova J.", Paurova |,
Jindra P!

"Hematologicko-onkologické oddéleni, FN Plzer

?Biomedicinské centrum, LF UK, Plzer

Relaps predstavuje nejcastéjsi pricinu umrti pacientd po alogenni
transplantaci krvetvornych kmenovych bunék (aloSCT). Pacienti
s rizikovym onemocnénim dle disease risk indexu (DRI), ¢i nemocni
smeéfitelnourezidudininemocnipo aloHSCT majivysoké riziko relapsu
onemocnéni s omezenymi terapeutickymi moznostmi. Adoptivni
imunoterapie pomoci ex vivo expandovanych a aktivovanych NK
bunék predstavuje potenciondlni Ié¢ebnou modalitu prevence
relapsu.

Cilem unicentrické klinické studie faze Ib/Il (EudraCT-2018-
-001562-42) je ovéfeni bezpecnosti aplikace Ié¢ivého pfipravku (LP)
z kultivovanych NK bunék a vyhodnoceni variability kompozice
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vyrobenych LP. Sekundarnimi cili jsou monitorace imunitni
rekonstituce a sledovani parametrl MRD, RFS, OS a vyskytu GvHD
béhem 12mési¢niho folow-up.

Do klinické studie jsou zafazovani pacienti po aloHSCT pro
hematologickou malignitu s rizikovym onemocnénim definovanym
dle DRI jako high a/nebo very high, ¢i nemocni s prokazovanou MRD
po transplantaci. NK bunky jsou izolovany z mononuklearni frakce
autolognich leukocytl ziskanych leukaferezou mezi 2 a 4 mésicem
po alloHSCT. Nasleduje in vitro kultivace, expanze a aktivace pomoci
IL-2 a feeder cells po dobu 3 tydn. Aplikaci LP NK bunék predchazi
lymfodeplecni chemoterapie (Cyklofosfamid 300 mg/m? a Fludarabin
30mg/m? v den -6 az -3). Podani tfi ddvek LP NK bunék v davce
0,5-1,5 x 10’/kg probiha ve dnech den+0, den+14 a den+30.

Dosud bylo zafazeno 10 pacientd, aplikace byla realizovana u osmi
(4 x AML, 1 X ALL, 2 X MM, 1 X cHL), medién véku byl 56 let, DRI high/very
high u 50 %, MRD poz. 50 %. Bylo aplikovano 22 LP z NK bunék, median
davky 1,5 x 10e7/kg, viabilita 99,5 %, Cistota 98,9 %, exprese aktivac¢niho
znaku NKG2D 100 %, cytotoxicka aktivita (procento mrtvych bb. linie
K562) 83,7 % (mediany). Nebyla pozorovéna zddna infuzni toxicita
a klinicky vyznamné AE souvisejici s podanim LP. Kinetika lymfocytarnich
populaci ukazala u vétsiny pacientd vzestup NK bunék v krvi trvajici
nékolik tydnG. Median RFS a OS od aplikace LP byl 4,4 mésice, resp.
6,8 mésice. Nova aktivita GvHD byla pozorovéana u dvou pacientt (25 %).

Adoptivni imunoterapie NK burfikami v uvedeném designu
klinické studie byla bezpecna, nebyla pozorovdna zadna infuzni
toxicita. Vyrobené Iécivé pripravky byly vysoce standardizované,
s nizkou interindividualni variabilitou. U¢innost imunoterapie nelze
zatim posoudit vzhledem k malému poctu pacientl, nicméné
byl pozorovan relativné vysoky pocet pozdnich relapst, ktery Ize
v dané populaci nemocnych predpokladat. K zajisténi vyssi ucinnosti
imunoterapie NK bunkami budou pravdépodobné nutné dalsi
intervence napfi. kombinace s chemoterapii a/nebo cilenou terapii
k ovlivnéni leukémickych kmenovych bunék, ¢i genové manipulace
s pfipravou CAR-NK bunék.

Prdce byla podpofena grantem MZ-CR-RVO (Fakultni nemocnice Plzen-
FNPI, 00669806).

PREDTRANSPLANTACNI INFEKCE

COVID-19 ZVYSUJE RIZIKO REAKTIVNI
HEMOFAGOCYTARNI LYMFOHISTIOCYTOZY
UNEMOCNYCH PO ALOGENNI
TRANSPLANTACI KRVETVORNYCH BUNEK
Raida L., Kuba A., Skoumalova I., Jurdnova J., Papajik T.

Hemato-onkologickd klinika LF UP a FN Olomouc

Uvod: Reaktivni hemofagocytéarni lymfohistiocytéza (HLH)
predstavuje klinicky zdvazny systémovy zanétlivy proces
vyplyvajici z dysfunkce imunity nemocného. Spoustécimi faktory
této nekontrolované sekundarni zanétlivé reakce jsou obvykle

infekce nebo nadorova onemocnéni. V soucasnosti velmi aktualni

infekce COVID-19 je pak provazena relativné ¢astym vyskytem této
komplikace.

Cil: Retrospektivné analyzovat vliv vybranych faktord, vc.
prokazané infekce COVID-19 na rozvoj reaktivni HLH po alogennich
transplantacich krvetvornych bunék (alloHSCT) v pandemickych
letech 2020/2021.

Soubor nemocnych a metody: V obdobi 2020/2021 podstoupilo
alloHSCT 37 nemocnych s vékovym medidnem 45 (18-64) let. Median
jejich potransplanta¢niho sledovani byl 314 (38-790) dnu. Pred
a potransplantacni infekce COVID-19 byly potvrzeny u sedmi (18,9 %),
resp. osmi (21,6 %) pfijemcl. HLH byla diagnostikovana u 12 (32,4 %)
pacientll v medianu 70 (14-220) dn( po transplantaci. Metodami
univariacni a multivariacni statistické analyzy byl vyhodnocen vliv
jednotlivych faktor( na rozvoj potransplantacni reaktivni HLH.
Vysledky: Pfijemci s rozvojem HLH méli vyznamné nizsi po-
transplanta¢ni absolutni pocty lymfocytl (ALC) 0,5 (0,05-1,1)
vs. 1,2 (0,05-2,8) x 10%I, p = 0,002 a hladiny IgG 5,4 (3,6-12,9) vs.
8,7 (0-14,2) g/l, p = 0,007. Pfedtransplantacni infekce COVID-19 zvy-
Sila pravdépodobnost rozvoje HL 71,4 % (95% Cl 42,8-100 %) vs.
26,4 % (95% Cl 9,8-43 %), p = 0,01. Multivaria¢ni analyza potvrdila
ALC < 0,8 x 10%1, RR 8,3 (95% Cl 1,4-52,6), p = 0,02 a predtransplan-
tacniinfekci COVID-19 RR 5,3 (95% Cl 1,5-19,2), p = 0,01 jako jediné ne-
zavislé prediktory zvy3eného rizika rozvoje HLH po alloHSCT.

Zaveér: Tyto pilotni vysledky poukazuji na vyznamné riziko rozvoje
reaktivni HLH po alloHSCT u nemocnych s anamnézou infekce
COVID-19 a pretrvavajici tézkou alteraci adaptivni imunity.

POINT-OF-CARE VYROBA CD19 CAR-T
POMOCI NEVIROVE TECHNOLOGIE
piggyBac - ZKUSENOSTI Z AKADEMICKE
KLINICKE STUDIE FAZE 1

Vydra J.!, Babulikova J.!, Bielik L.!, Stach M.!, Petra¢kova M., Mucha M.,
Rychld J.!, Kastankova .}, Sroller V., Kral V.2, Lesny P., Otéhal P.

'Ustav hematologie a krevni transfuize, Praha

2Jstav molekuldrni genetiky, AV CR, Praha

Vyroba komer¢nich produktd CAR-T bunék je komplikovéna
vysokymi naklady, dlouhou dodaci |Ihiitou a nutnosti prepravy
hluboce zmrazeného produktu na zna¢né vzdélenosti. Vyroba CAR-T
lymfocytd v misté aplikace (point-of-care) mlze pfekonat vétsinu
téchto prekazek a podpofit vyzkum a vyvoj novych typG CAR-T.
Vyroba CAR-T se v soucasnosti bézné provadi pomoci lentivirli nebo
retrovirl coz vyzaduje velmi komplikovanou a zdlouhavou pfipravu
certifikovanych virovych vektor(. Alternativni postupy jsou zalozeny
na nevirovych metoddach nejcastéji pomoci transpozonu jako je napf.
piggyBac. V uplynulych letech se v UHKT poda¥ilo zavést vyrobu
CD19-specifickych CAR-T bunék (UHKT-CAR19) pomoci piggyBac
transpozonu a v neddvné dobé také zahdjit jejich klinické testovani
u pacientu s r/r B-ALL/B-NHL (CART19 Cells Effects in Patients With
Relapsed or Refractory Acute Lymphoblastic Leukemia and Non-
Hodgkin's Lymphoma, NCT05054257).
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Pripravek byl poddn dvéma pacientliim s refrakterni CD19+
malignitou (pacient 1: B-ALL po 2x alo-SCT+ 1x tisa-cel; pacient
2: folikularni lymfom po ASCT). Pfed podanim UHKT-CAR19 byla
aplikovana standartni lymfodeplece (FluCy) a nasledné davka
0,5 x 10°/kg CAR-T. Lécba byla tolerovana bez vyznamnych projevi
toxicity (max. CRS grade 1). U prvniho pacienta s ALL byly UHKT-
CAR19 detekovéany v periferni krvi v D26 pomoci pritokové
cytometrie a tento pacient je v soucasnosti v CR. Druhy pacient s FL
doséahl kompletni regrese kréni lymfadenopatie a je v CR dle PET/CT
v D30, avsak CAR-T v periferni krvi nebyly detekovany.

Nevirové metody pfipravy CAR-T bunék zalozené na transpozonech
maji nizsi pozadavky na biologickou bezpecnost ve vyrobni facilité
v porovnani s viry (BSL1 vs. BSL2) a umozni rychlejsi a jednodussi
schvalovaci proces. Jedna se o univerzalni platformu, ktera by mohla
najit vyuziti pro vyrobu novych experimentalnich pfipravk{ pro prvni
faze klinického testovani - v soucasnosti na nasem pracovisti probiha
vyvoj podobnych CAR-T specifickych na antigen CD123 pro lécbu
AML a nového typu enhancovanych CD19 CAR-T bunék. Zavedeni
GMP vyroby geneticky modifikovaného lécivého pripravku je dllezity

krok pro dalsi vyvoj této terapeutické metody i pro jiné typy nadord.
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