Univerzita Karlova v Praze

Lékarska fakulta v Plzni

DIZERTACNi PRACE

Klinicko-patologicky korelat komplikaci intenzivn é lé¢éenych
hemato-onkologickych pacient G s cilenym zam éfenim na

postizeni dutiny Ustni a p Fipad raritni sekundarni neoplazie.

MUDr. Samuel Vokurka

Plzern 2008



Univerzita Karlova v Praze

Lékarska fakulta v Plzni

DIZERTACNi PRACE

Klinicko-patologicky korelat komplikaci intenzivn é lééenych
hemato-onkologickych pacient G s cilenym zam éfenim na

postizeni dutiny Ustni a p Fipad raritni sekundarni neoplazie.

MUDr. Samuel Vokurka

Plzen 2008

Dizerta €ni prace doktorandského studia
Obor: patologie
Skolitel: Doc.MUDr.Ludmila Boudova, Ph.D.

Histopatologickd  €ast této dizerta €éni prace byla z ¢&asti podpo Fena
grantem IGA NR 9453-3/2007.



IO o =T [0 11 7 PR 4
2. Postizeni sliznice dutiny Ustni v ramci toxické mukozitidy a reakce St épu proti
hostiteli u pacient G po alogenni transplantaci krvetvornych bun &k s uzsim
zaméfenim na protokol p Fedtransplanta €ni pf¥ipravy FLU/MEL.
2.1. Pirehled o sou €éasném stavu problematiKy .........cccocceviiiiiiies vvvvvvviisisnns 5
2.1.1. Mukozitida dutiny Gstni (MDU)
2.1.1.1. Uvod a definiCe POJMU .......cveveeveeerieieeeeeeeeeeeeee e, 5
2.1.1.2. Patofyziologie MDU ..........coiiiiaiiiiiiiie e 5
2.1.1.3. Klinicky obraz a souvislosti pi MDU .........cccccccoveiiieiiiiiinee s, 6
2.1.0.4. VYSKYE MDU ...t 8
2.1.1.5. Rizikové faktory MDU ........cccooiiiiiiiiiiiiiiiieeee e eesieeieeeneeae e e s 8
2.1.2. Reakce St épu proti hostiteli (GVHD) v dutin = @ Ustni ..........cccceecinnnnnnnns 9
2.1.2.1. Uvod a definice pojmu GVHD .......c.cooevivieeeeeceeeeecee e 9
2.1.2.2. Patofyziologie GVHD .........coocciiiiiiiii e 9
2.1.2.3. Klasifikace GVHD ..........uuiiiiiiiiiiiiie e 10
2.1.2.4. Klinicky obraz GVHD dutiny Ustni ........cccccccveieiiiiiieeeeiiiee e, 10
2.1.2.5. Histologicky nélez pfi GVHD v dutiné Ustni a v kizi .................. 11
2.1.2.6. VYSKYE GVHD ..o 12
2.1.3. Pripravné rezimy alogennich transplantaci krvetvornyc hbunék ... 13
2.1.3.1 Konvenéni a redukované reZimy .........cccccvveveeeeeeeeesesccniineenenns 13
2.1.3.2. Pripravny rezim FLU/MEL .....ccccccccoiiiiiiiiiieeeeeee e 13
A O | I o] £ Tl PP 14
2.3. MetodiKa ZPraCOVANT ........ueeiiieiiiiiiiis ceriiiiieee e e e e ee e e e e e e aeaee e s e s nneeees 14
2.3.1. Soubor pacientt a le¢ha ..........cociiiiiiiiii 14
2.3.2. Protokoly predtransplantacni pApravy .......cccccocceveeeeeiviicnnvnnnnnn, 14
2.3.3. PE&Ce 0 dUtinU USENT ....eeeiiiiiiiiie e 14
2.3.4. GVHD Profylaxe ........cooouviiiiiiiiie et 15
2.3.5. Antimikrobialni profylaxe ..........coccoiiiiiiii 15
2.3.6. DalSi podplrnA 1EChA ........cevvvveeeieiiiiiece e 16
2.3.7. Monitorace, hodnoceni a definiCe .......ccccevviiieeiiiciiee e 16
2.3.8. Odbér histologickych VZOrka ..........cccevviiiiiiiiiiiiiicc e 16
2.3.9. StatistiCK& ZPraCoOVANT ......cveiviiiiiei i 17
FZ Y V£ 1= o 2 SRR SP 17
2.4.1. MDU v rAmci cel€ho SOUDOrU .......coocvviieiiiiiiie e, 18
2.4.2. MDU v rdmci FLU/MEL vS. BU/CY2 ... 19
2.4.3. Statisticka analyza potencialnich rizikovych faktord MDU ........... 23
2.4.4. Akutni GVHD a postizeni dutiny Ustni u FLU/MEL ...................... 24
2.4.5. Chronickd GVHD a postizeni dutiny astni u FLU/MEL ................ 24
2.4.6.Vztah MDU @ GVHD .....oooiviiic i 27
2.4.7. HiStologQiCKE NAIEZY ......cccvvviieeiiiiiie e 27
2.5, DISKUZE ... ettt e e et aneeeeeeeeeeees 31
2.6, ZAVBIY .ottt e e e e e aar s 36
2.7. Seznam POUZItE lIEIratUrY .........ccccciees wevvrrrviiieiersieerierrereeeerreeerrererrrrrerreereren 36
3. Kaposiho sarkom po alogenni transplantaci perif ~ ernich krvetvornych bun ék —
raritni SeKuNdarni NEOPIAZIE. .....cccvveviiiiiis e 43
3.1. Piehled o sou€asném stavu problematiky .............cccuee...e. 43
3.2, CHlPrACE oo 44
3.3. Metodika ZpraCoVANI .........cocceeveiiiiiieeiiiieee e 44
3.4, VYSIEdKY 44
3.5, DISKUZE .oeeiiiiiiiiiiitiee e 48
3.6, ZAVEIY oo 49
3.7. Seznam POUZIte lIteratury ..........ccccccevvveveveereeerererenereeerenene 49
STy A =T 1A (= 1= G 51
5. Prilohy — vzd élavaci a v édecké aktivity autora ve vztahu k tématu dizertace 52



1. Predmluva

Zakladni a nenahraditelnou doménou spoluprace klinické hemato-onkologie a
patologie je nesporné diagnostika malignit. Bez povSimnuti by vSak nemély
zustévat ani situace, pfi kterych se klinik obraci na patologa s Zadosti o ovéfeni
nékterych stavl, které mohou jako komplikace doprovézet intenzivni [é€bu
hemato-onkologickych pacientd.

LéCba hematologickych malignit pfredstavuje zasadni zatéZz pro pacienta,
obzvlasté jedna-li se o vysokodavkovanou chemoterapii zajiSténou autologni
transplantaci krvetvornych bunék nebo pfimo o transplantaci alogenni. Ve
vétSiné téchto pfipadd jsou pacientlim podavana cytostatika v davkach, které
kromé pfipadné specifické organové toxicity navozuji tézky utlum krvetvorby,
poskozeni sliznic v oblasti zaZivaciho traktu a imunodeficienci s vysokym
rizikem infekci. V budoucnu jsou pak pacienti po intenzivni chemoterapii
ohrozeni rovnéz vysSim rizikem sekundarnich malignit. V pfipadé alogenni
transplantace krvetvornych bunék je pak specifickou problematikou také reakce
Stépu proti hostiteli (GVHD).

Tato prace se zabyva problematikou postizeni sliznic dutiny astni pfi toxické
mukozitidé a pfi reakci Stépu proti hostiteli z pohledu klinika a patologa.
Soucasti prace je i popis pfipadu vzacného rozvoje Kaposiho sarkomu jako

sekundarni neoplazie po alogenni transplantaci krvetvornych bunék.

Rad bych zaroven podékoval vSsem, kdo mi pomohli realizovat postgradualni
doktorandské studium a tuto dizertaéni praci:

prof. MUDr. Michal Michal, prof. MUDr. Alena Skalovd CSc., Doc. MUDr.
Ludmila Boudova Ph.D., prim. MUDr. Vladimir Koza, prim. MUDr. Petr
Mukensnabl, MUDr. Katefina Steinerovéa, Jana Skardova, Doc. MUDr. Dmitry V.
Kazakov CSc.



2. Postizeni sliznice dutiny dstni
v ramci toxické mukozitidy a reakce St épu proti hostiteli
u pacient G po alogenni transplantaci krvetvornych bun  ék
s uzSim zam éfenim na protokol p Fedtransplanta €ni
pFipravy FLU/MEL

2.1. Prehled o sou €éasném stavu problematiky:

2.1.1. Mukozitida dutiny astni

2.1.1.1. Uvod a definice pojmu

Mukozitida dutiny dstni (MDU) reprezentuje charakteristicky typ lokalniho
postiZzeni sliznic a podslizniéni tkané vznikly v souvislosti s chemoterapii nebo
aktinoterapii. Synonymem pro MDU muze byt i vyraz stomatitida, nicméné ten
se spiSe pouziva u pfipadd postizeni dutiny Ustni jiné etiologie (1). MDU, ktera
postihuje celosvétové tisice onkologickych pacientd ro&né, predstavuje
vyznamnou komplikaci s nemalymi  nasledky, obzvlasté pak pfi
vysokodavkované chemoterapii. Omezuje peroralni pfijem, zvySuje incidenci
infekci, vede k prodlouzeni hospitalizace a vy$Sim celkovym nakladdm na Ié€bu
pacienta (2). Zfetelné negativné ovliviiuje pribéh onkologické IéCby. Pacienty
podstupujicimi transplantaci krvetvornych bunék je vnimana jako nejvice

vyCerpavajici a zneschopriujici komplikace (3).

2.1.1.2. Patofyziologie MDU

Procesy, které podminuji rozvoj a pribéh MDU, jsou komplexni a zdaleka
neodpovidaji puavodnim predstavam o této komplikaci, jako nasledku pouhé
doCasné zastavy regenerace bazalni vrstvy epitelu vlivem plsobeni cytostatik
nebo radiace. Ukazuje se, Ze vedle epitelialniho poSkozeni se velice podstatné
zmeény odehravaji zaroven v submukdze, kde dochazi k poSkozeni fibroblastd a
endotelii spolu s agregaci trombocytll v kapilarach. Vyvoj mukozitidy je
dynamicky proces, u kterého je v sou€asnosti podle S. Sonise (4) definovano

pét fazi pribéhu:



1) Iniciace: prakticky ihned v okamziku aplikace cytostatika nebo radiace
dochazi k pfimému poSkozeni DNA, nasledné apoptdze epitelii v bazalni vrstvé
sliznice a také apoptéze endotelii a fibroblastu v submukoéze. Uvoliuji se volné
kyslikové radikaly, které pak navozuji dalSi apoptézu bunék. Klinicky nejsou na
sliznici patrné zadné zmény.

2) ,Up-regulace*: pusobenim cytostatik, radiace a kyslikovych radikall
dochazi v epitelu a submukéze k aktivaci nuklearniho faktoru kappa B (NF-
kappaB), ktery zvySuje aktivitu desitek dalSich mediatord, coz vede k
nadprodukci prozanétlivych cytokin (napf. TNF-alfa, interleukin IL-1beta a IL-
6), které jsou zodpovédné za pokracujici poSkozovani tkané. Rovnéz je
aktivovana sfingomyelinaza a ceramid-syntetdza hydrolyzujici sfingomyelin
bunéénych membran.

3) Amplifikace: dominuje zvyraznéni biologickych zmén v epitelu a submukoze
diky pozitivni zpétné vazbé zvySujici nadale produkci cytokin( - napf. TNF-alfa
zpétné dale aktivuje NF-kappaB a rovnéz sfingomyelinazu. V této fazi jesté neni
celistvost sliznice porusSena, ale miZe se jiz objevovat napf. erytém.

4) Ulcerace: posSkozeni tkané dosahuje maxima. Nastava ztrata integrity
sliznice, vznikaji defekty obnazujici submukozu, ktera jiz neni chranéna pred
invazi mikroorganismu. ZvySuje se riziko systémovych infekci, nartstaji hladiny
cirkulujicich endotoxin a dochéazi ke stimulaci dalSi produkce cytokinu, zanétu,
apoptdzy a tak nadale k destrukci tkané. Rada defektt byva na povrchu kryta
fibrinovou pablanou.

5) Hojeni: s odstupem nékolika dni od iniciace klesd produkce cytokini a
vlivem signéld ze submukézy dochézi ke stimulaci migrace, proliferace a

diferenciace epitelii vedouci v kone€ném efektu k vyhojeni defektd (4).

2.1.1.3. Klinicky obraz a souvislostip i MDU

TfebaZe na buné&cné Urovni se poSkozeni epitelu a submukozy rozviji okamzité
po pusobeni cytostatik, makroskopické zmény na sliznici jsou patrné
s odstupem nékolika dni, nejCastéji v den 4 az 8 po chemoterapii, a pfetrvavat
mohou podle tize poSkozeni zhruba 7 az 14 dni. V Gvodu lze Klinicky v dutiné
astni pozorovat prosaknuti sliznic, které mivaji bélavy kolorit, obzvlasté pak na
bukalni sliznici a po okraji jazyka v mistech, kde se muze pfipadné objevit

Zebrovani zpuUsobené otisky zubl (tzv. scalloping). Dale mohou byt pfitomny



oblasti erytému, atrofie (dobfe patrna na jazyku s vyhlazenim papil) a radzné
rozsahlé a hluboké defekty kryté vétSinou bélavou, ¢i Zlutavou pablanou, ktera
se v prubéhu dalSich dni postupné od okraju odhojuje. V pfipadé tézkych MDU
se mohou objevovat krvacivé projevy, obzvlasté v obdobi trombocytopénie.
PoSkozena slizni¢ni bariéra usnadnuje pranik patogenim a zvySuje tak
incidenci bakteriémie viridujicich (alfa-hemolytickych) streptokokd, jako je napf.
Streptococcus mitis (7,8). Pronikat vS8ak mohou i jiné mikroorganismy: napf.
Candida sp., anaerobni Fusobacterium, koagulaza-negativni stafylokoky
(S.epidermidis) nebo G- tyCky Leptotrichia buccalis, Klebsiella pneumoniae, Ci
Pseudomonas aeruginosa (9).

MDU byva nezfidka doprovazena dyskomfortem az bolestivosti, kterd muze
pfipadné vyzadovat i aplikaci silnych analgetik v&etné opiatd (10). Pacienti dale
mohou pocitovat poruchu vnimani chuti, trpét snizenou salivaci a v celém

kontextu pak také omezenim peroralniho pfijmu potravy a pfipadné i tekutin.

Obr. €. 1: Mukositida dutiny Ustni v oblasti bukalni sliznice, vpravo
diftzni erytém a defekt kryty pablanou, na tvrdém patfe nevitalni
epitelie (nejednd se mykotickou infekci), den +10 po alogenni
transplantaci krvetvornych bunék po pripravé Bu/CY2/zATG (foto
autor).

V souvislosti s alogenni transplantaci krvetvornych bunék nelze pominout ani
mozny vyznam mukozitidy v patogenezi akutni reakce Stépu proti hostiteli
(GVHD), ktera je predisponovana vyssimi hladinami prozanétlivych cytokinu
vyplavovanymi rovnéz pfi mukozitidé, a dale také vlivem stfevni mikroflory a

pranikem bakterialnich toxind (6, 12, 13). Na druhé strané akutni GVHD muze



prispét k modifikaci pribéhu MDU po alogenni transplantaci krvetvornych bunék

ve smyslu delSiho pretrvavani postizeni dutiny ustni (14).

2.1.1.4. Vyskyt MDU

Vyskyt MDU je variabilni v zavislosti na intenzité a typu chemoterapie.
V pfipadé intenzivnich vysokodavkovanych rezim( zajisténych autologni nebo
alogenni transplantaci krvetvornych bunék se objevuje u vétSiny, respektive u
60-100% pacientl, s ohledem na typ pfedtransplantaéni pfipravy (11, 14). Pfi
béZné chemoterapii s cytostatiky jako jsou napf. antracykliny, ara-C, melfalan,
metotrexat, bleomycin, cyklofosfamid nebo ifosfamid je vyskyt MDU pfiblizné do
15%, u irinotecanu vice nez 20% a po Ié¢bé 5-fluorouracilem az u 40% pacientu
(11, 15). Prabéh a vyskyt MDU neni pfi shodnych rezimech chemoterapie

stejny, ale ma individualni odliSnosti s ohledem na pfitomnost dalSich faktoru.

2.1.1.5. Rizikoveé faktory MDU

Odhlédneme-li od jednozna&ného, vSeobecné akceptovaného a ovéfeného
faktoru onkologické Iécby, kdy s narlistem intenzity chemoterapie a s ohledem
na typ cytostatika nar(ista také incidence a tize MDU (viz vySe), zbyva kategorie
faktort individualnich. Mezi né byva v teoretické roviné zahrnovana cela fada
proménnych, z nichZz vSak bohuZel zatim naprosta vétSina zlastava neovéfena
nebo sporna. Zodpovédné zatim nelze definitivné a obecné potvrdit, zda Ize za
rizikové povazovat napf. Zzenské pohlavi, do jaké miry ovliviiuje pribéh MDU
pacientiv vék, hodnota body mass indexu (BMI), vstupni pocet neutrofili nebo
obsah CD34+ bunék v autolognim Stépu perifernich krvetvornych bunék (10,
19-26). Opakované vSak nebylo prokazano, Ze by kufactvi cigaret mélo
nezavisly negativné prognosticky vliv (20, 22, 23, 27).

Vyznamnou roli ve vnimavosti va¢i cytostatikiim hraji genetické predispozice,
jak lze dokladat napf. polymorfismem enzyma zodpovédnych za degradaci 5-
fluorouracilu a metotrexatu a stim souvisejicim vySSim rizikem toxicity u
pacientl s defekty funkce (16, 17). Genetické vlivy se uplatiiuji nejspiSe u
pacientl s psoriazou, u kterych lze pozorovat niZSi riziko MDU nejspiSe i

z duvodu niZ8i tendence bunék k apoptoze (18).



2.1.2. Reakce St épu proti hostiteli (GVHD) v dutin & Ustni

2.1.2.1. Uvod a definice pojmu

K jinému typu poSkozeni oralni sliznice v potransplantaénim obdobi muaze
dochazet v souvislosti s rozvojem reakce Stépu proti hostiteli (graft versus host
disease, GVHD), ktera je projevem imunitniho poSkozeni tkané pfijemce

darcovskymi T-lymfocyty pfenesenymi Stépem.

2.1.2.2. Patofyziologie GVHD

GVvHD postizeni vznika nasledkem d&etnych interakci mezi darcovskymi T-
lymfocyty pfenesenymi Stépem a antigen-prezentujicimi bunkami pfijemce-
pacienta. V pfipadé patofyziologie GVHD je uvodnim krokem celého déje
vyplaveni velkého mnoZstvi prozanétlivych cytokinu, jako jsou napf. TNF-alfa
(tumor necrosis factor alfa), IL-1 (interleukin-1), které se uvolni na zékladé
tkannového poskozeni vlivem predtransplantacni pfipravy (chemoterapie,
aktinoterapie), prestupem lipopolysacharidi pfes poSkozenou stfevni sliznici a
také vlivem zakladniho hematologického onemocnéni. Tato tzv. ,cytokinova
boufe" navozuje aktivaci pfijemcovych antigen-prezentujicich bunék (antigen
presenting cells, APC). V dalSi fazi reaguiji transplantované darcovské naivni T-
lymfocyty s APC, aktivuji se a dochazi k uvolnéni dalSiho mnozstvi cytokin(
TNF-alfa, IL-2 a INF-gama (interferon-gama). Vrcholem kaskady je pak
zapojeni NK-bunék (natural killer cells), LGL lymfocytd (large granular
lymphocytes) a rozvoj vlastniho tkaniového poskozeni (28). Projevem akutni
formy GVHD postihujici dominantné oblasti bazalni vrstvy epidermis, stfevniho
epitelu a ZluCovych cest, kde dochazi k apoptéze bunék s obrazem tzv.
.satelitnich* nekr6z (apoptotické epitelie s lymfocytarnim doprovodem), je pak
kozni erytém, buly i deskvamace (v tézkych pfipadech poskozeni), vodnaté
prijmy a vzestup hladin bilirubinu. Chronicka GVHD se naopak Kklinicky
prezentuje ve formé& pfipominajici spiSe autoimunitni postizeni typu
sklerodermie, Sjogrenova syndromu, primarni biliarni cirh6zy, obliterujici

bronchiolitidy atp.



2.1.2.3. Klasifikace GVHD

Podle aktualnich doporu€eni National Institutes of Health (NIH) Consensus
Conference, které jsou akceptovany vramci Evropské spole€nosti pro
transplantace krve a kostni dfené - EBMT (The European Group for Blood and
Marrow Transplantation), je pro rozliSeni mezi akutni nebo chronickou formou
GVHD rozhodujici Klinicky obraz, nikoliv doba nastupu komplikace po
transplantaci. Navic je rozliSen tzv. overlap syndrom, pfi kterém jsou pfitomny
projevy jak akutni, tak i chronické GVHD. Pavodni ¢lenéni na akutni GVHD
v pfipadé rozvoje komplikace do dne 100 po transplantaci, respektive

chronickou GVHD v pfipadé komplikaci od dne 100, jiZ neni aktualni (41, 28).

Projevem akutni formy GVHD postihujici dominantné oblasti bazalni vrstvy
epidermis, stfevniho epitelu a ZluCovych cest je kozni erytém, buly i
deskvamace (v tézkych pfipadech poSkozeni), vodnaté prajmy a vzestup hladin
bilirubinu. Chronicka GVHD se naopak klinicky prezentuje ve formé
pfipominajici spiSe autoimunitni postizeni typu sklerodermie, Sjogrenova
syndromu, primarni biliarni cirh6zy, obliterujici bronchiolitidy atp.
Priklady zakladnich klinickych projev 4 GVHD
akutni GVHD chronicka GVHD

kaze: kaze:

makulo-papularni exantém, buly, deskvamace | sklerodermie, lichenoidni exantém,

jatra: despigmentace, dystrofie nehtu, alopecie
cholestaticka hepatopatie og¢i:

GIT: keratokonjunctivitis sicca, blepharitis
nauzea, zvraceni, zelenavé vodnaté prijmy GIT:

striktury esofagu,
pohybovy aparat:
myositida, fasciitida
plice:

bronchiolitis obliterans

2.1.2.4. Klinicky obraz GVHD v dutin & Ustni
Klinicky obraz pfi akutnim i chronickém postizeni muze svymi projevy
pfipominat v rdzné intenzité klasickou toxickou MDU s pfitomnosti erytému,

atrofie, ulceraci a bolesti. V pfipadé chronické GVHD jsou jako typické udavany

10



predevsim lichenoidni zmény sliznice a také hyperkerat6za. PostiZzeni slinnych

714z se projevuje sniZzenou tvorbou slin a pocitem suchosti sliznice (41).

2.1.2.5. Histologicky nalez p fi GVHD v dutin é dstni a v k azZi

Histopatologické literatury o GVHD v Ustni dutiné je malo (48). Mikroskopicka
kritéria pro hodnoceni GVHD nejsou specialné vtéto lokalizaci pevné
stanovena a jsou analyzovana pouze v ojedinélych studiich. Vzacné jsou
zejména histologické informace o akutni formé GVHD (48). V praxi se proto
bézné pouzivaji podobna kritéria jako pro hodnoceni GVHD v klzi.

V kiZi se v pfipadé akutni GVHD kombinuji tyto nalezy: zanétlivy lymfocytarni
infiltrat na rozhrani epidermis a dermis (“interface dermatitis*) s vakuolizaci
(hydropickou zménou) bazalni vrstvy epidermis, apoptoticka téliska (neboli
cytoidni téliska, Civatta bodies) a satelitni nekrézy. Satelitni nekréza je
apoptotickad epitelialni bunka doprovazena lymfocyty. Dale byva pfitomna
exocytdza lymfocytu. V cévach muize byt patrny edém endotelii a lymfocytarni
infiltrace v cévni sténé i okoli. Kombinace téchto nalezl vSak nejsou pro GVHD
patognomické, nebot’ jsou pfitomny také u toxickych ¢&i alergickych Iékovych
reakci a virovych infekci. Histologicky pfichazi v diferencialni diagnéze v uvahu
dale také lichen planus a erythema multiforme.

Chronicka kozni GVHD miva lichenoidni charakter, maze vypadat velmi
podobné jako idiopaticky lichen planus. V ¢asné fazi chronické GVHD - stejné
jako u akutni GVHD - nachazime ,nterface dermatitis® — Cili pfevazné
lymfocytarni infiltrat v dermoepitelidini junkci, apoptotick& cytoidni téliska a
satelitni nekrozy, dale muze byt akantéza, hypergranuléza a inkontinence
pigmentu. V pozdni fazi chronické GVHD dochazi k atrofii epidermis
s vyhlazenim dermalnich papil a kfibréze povrchové i hluboké dermis,
napodobujici morfeu nebo systémovou sklerézu, pfiéemz znaky popsané u
CasnéjSich stadii mohou a nemusi byt zaroven pfitomny (56).

Histologické nalezy akutni GVHD v Ustni dutiné nejsou dosud podrobnéji
charakterizovany. U chronické GVHD se v Ustech popisuji v dosud nejvétsi
klinickopatologické studii tyto znaky: hydropické zmény epitelii v bazalni vrstve,
apoptoticka téliska, lymfocytarni infiltrace a fokalni ¢i totalni odStépeni epitelu

od subepitelialniho pojiva (tzv. “cleavage”) (48). Diferencialné diagnosticky
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pfichazi v uvahu lichen ruber planus, lichenoidni reakce na protézu a
samoziejmé i lékovy nebo virovy pavod.

Ve slinnych Zlazkach (hodnocenych obvykle v labialni sliznici) byva lymfocytarni
infiltrat, atrofie acind a mirna intersticialni fibrotizace (48). Lymfocytarni infiltrat
je pfevazné T-povahy; muze jit pfedevsim o CD8- nebo CD4-pozitivni lymfocyty
nebo o jejich smés. (48, 49, 50). B-lymfocyty prakticky chybi, ale plasmocyty a
makrofagy byvaji pfitomny (48, 51). Soares et al (48) zdUrazfuji vyznam
hodnoceni labialnich slinnych Zlazek, nebot v nich nasli histologické znamky
GVHD az u 100% pacientl, na rozdil od 77% vzork( se znaky GVHD, které

tvofila Ustni sliznice bez slinnych zlazek.

2.1.2.6. Vyskyt GVHD

Incidence kolisa mezi 10-80% podle pfitomnosti rizikovych faktor(, jak jsou HLA
kompatibilita darce a pfijemce, typ predtransplantacni pfipravy a prevence
GVHD, vék pfijemce, Stép perifernich krvetvornych bunék a darkyné po
opakovaném téhotenstvi (28). Sliznice dutiny Ustni byva postizena jak v ramci
akutni, tak predevsim pfi chronické GVHD, kdy tento problém ma 38% - 46%
transplantovanych, respektive 54 - 80% pacientt s chronickou GVHD (29-32).

Obrazek ¢€.2: postiZzeni dutiny dstni chronickou GVHD, 11 mésicu po
alogenni transplantaci perifernich krvetvornych bunék po pfipravé
FLU/MEL, lichenoidni postiZzeni difazné, bukalné pak atrofie a defekt
sliznice (foto autor).
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2.1.3. Pripravné rezimy alotransplantaci krvetvornych bun ék

2.1.3.1 Konven €éni a redukované rezimy

Alogenni transplantace krvetvornych bunék jsou zasadnim Ié€ebnym postupem
u pacientd s hematologickymi malignitami a tézkou aplastickou anémii. Nadale
nartstajici poc€et transplantaci svédci o jejich vyznamu - v ramci registru EBMT
(The European Group for Blood and Marrow Transplantation) bylo v roce 2000
evidovano 6404 transplantaci a v roce 2006 jiz celkem 9661 (33, 34).

Mezi  konvenéni a dlouhodobé zavedené standardni  protokoly
predtransplantaéni  pfipravy  patfi  rezim Bu/CY2/+ATG  zahrnujici
vysocedavkovany busulfan s cyklofosfamidem. Nezpochybnitelny pfinos a
zastoupeni vSak maji i transplantace s tzv. redukovanou intenzitou pfipravy,
které jsou alternativou pro starSi a predléCené pacienty, u kterych by
transplantace s klasickou standardni pfipravou nebyla proveditelnd z divodu

rizika vyrazné celkové toxicity (35).

2.1.3.2. ReZim FLU/MEL

Mezi protokoly s redukovanou intenzitou pfipravy patfi napf. rezimy FLU/CY s
kombinaci fludarabinu a cyklofosfamidu nebo FLU/MEL s fludarabinem
v celkové davce 125-150mg/m? a melfalanem v davce 140-180mg/m?. ReZim
FLU/MEL je dostate¢né ucinny v Sirokém spektru hematologickych malignit, ma
imunoablativni potencial zajistujici pfihojeni Stépu a je doprovazen minimem
toxickych fatéalnich komplikaci (36, 37, 38, 39, 40). Nicméné i zde byla
pozorovana Klinicky nezanedbatelnd slizni€ni toxicita v oblasti dutiny ustni (37,
40). Publikované zkuSenosti v pfipadé protokolu FLU/MEL jsou vSak obecné
vice zaméfeny na sledovani pfihojeni Stépu krvetvornych bunék, dobu do
progrese nebo relapsu nemoci, celkové preziti a vyskyt GVHD (36, 37, 38, 39,
40). Specifikace a bliZzSi popis charakteru postizeni dutiny dstni v ramci MDU a

GVHD jsou v souvislosti s protokolem FLU/MEL nedostatecné.
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2.2. Cil préace:

Charakterizovat klinické a morfologickeé rysy postizeni dutiny ustni v ramci MDU
a GVHD u pacientu po alogenni transplantaci krvetvornych bunék s ohledem na

predtransplantaéni pfipravu a predevsim se zaméfenim na rezim FLU/MEL.

2.3. Metodika:

2.3.1. Soubor pacient G a lé€ba

V obdobi 1/2005-12/2007 byli do prospektivniho sledovani na naSem
transplantanim centru Hematologicko-onkologického oddéleni FN v Plzni
zafazeni pacienti, u kterych byla zahajena pfiprava k alogenni transplantaci
krvetvornych bunék s konvenéni pfipravou Bu/CY2/zATG nebo s redukovanou
imunoablativni pfipravou podle protokold FLU/MEL, FLU/CY, Bu/FLU/ATG
nebo HD-CY/ATG. Pacienti podepsali sléCbou a sledovanim informovany
souhlas. Sledovéani pacienta bylo ukoneno pfed¢asné v pfipadé umrti, podani

nové chemoterapie, transplantace nebo infuze darcovskych lymfocytu.

2.3.2. Protokoly p Fedtransplanta €ni pfipravy

* BU/CY2/£ATG: celkova davka busulfan 16mg/kg p.o. nebo 12.8 mg/kg i.v.,
cyklofosfamid 120 mg/kg i.v., antitymocytarni globulin (ATG) u
nepribuzenskych nebo HLA neidentickych transplantaci 15 mg/kg i.v.

 FLU/MEL: celkové davka fludarabin 120 mg/m? i.v., melfalan 140mg/m?.

 FLU/CY: celkova davka fludarabin 75mg/m? i.v., cyklofosfamid 140mg/m?/den.

 BU/FLU/ATG: celkova davka busulfan 10mg/kg, fludarabin 180 mg/m? i.v.,
ATG 30mg/kg.

* HD-CY/ATG: celkova davka cyklofosfamid 200mg/kg, ATG 30mg/kg.

2.3.3. Pé€e o dutinu ustni

Péce o dutinu Ustni byla zahajena prvnim dnem pFedtransplantacni pfipravy.
Pravidelné vyplachy ust byly provadény 4x denné&, v pfipadé rozvoje MDU i
Castéji. Roztoky byly voleny s ohledem na pfani pacienta a standardné byly
nabizeny pfipravky s obsahem chlorhexidinu, benzydaminu, fyziologicky roztok,

roztok s obsahem lokélniho anestetika (trimecain) nebo Salvéjovy roztok. Chrup
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byl cistén mékkymi kartacky po hlavnim jidle. PFi krvacivosti dasni nebo
bolestivosti byly k €isténi doporu¢eny pouze roztoky. Snimatelné zubni ndhrady
byly odkladany na noc, pfi péci o dutinu Ustni a pfi rozvoji MDU. V pfipadé
GvHD postizeni byly doporu¢eno vySe uvedené oSetfovanis doplnénim
vyplachu roztoky s dexamethasonem 0,2-0,4% a viskOzni pfipravky s obsahem
hyaluronatu. Amifostin, palifermin ani kryoterapie nebyly v ramci profylaxe MDU

aplikovany.

2.3.4. GVHD profylaxe

V pripadé rezimu Bu/CY2/+ATG byl podavan Cyklosporin A (CyA) od dne -1
s Upravou davky dle hladin po dobu 6 mésicl v pfipadé nepfitomnosti GVHD, a
dale metotrexat (MTX) 15mg/m2 i.v. v den + 1 a 10mg/m2 v den + 3, + 6
(individualné den +11) se zajiSténim aplikace leukovorinu. PFi nepfibuzenskeé
nebo HLA neshodné transplantaci byla doplnéna ,in vivo* T-deplece s
antitymocytarnim globulinem (ATG).

V pripadé rezimu FLU/MEL, FLU/CY, Bu/FLU/ATG, HD-CY/ATG byl podavan
CyA od dne -1 pfed transplantaci s Upravou davky dle hladin s pfedpokladem
podavani po dobu 3 mésict a modifikaci délky podavani s ohledem na rozvoj
GVHD, stav malignity a stav chimérismu v kostni dfeni monitorovany po
transplantaci ve dnech +30, +60, +90 a déle. Doplnén byl dale MTX 10mg/m2
iv. v den + 1, + 3, + 6 (individualné den +11) se zajiSténim aplikace
leukovorinu. V protokolu Bu/FLU/ATG, HD-CY/ATG byl navic podavan ATG.

2.3.5. Antimikrobialni profylaxe

V ramci profylaxe bakterialnich infekci byly do doby pfihojeni Stépu podavany
chinolony (norfloxacin 800mg/den, ciprofloxacin 400mg/den) a dale pak do
ukon&eni imunosuprese amoxacilin-klavulanat (1875mg/den) nebo cefuroxim
(500mg/den), a trimethoprim-sulfomethoxazol (960mg/den, 3x tydné&). Pacienti
byli dale az do doby ukon€eni imunosupresivni léCby zajiSténi profylakticky
acyklovirem (800mg/den) a fluconazolem (200-400mg/den) nebo itrakonazolem
(400mg/den). Byla uplatiiovana pre-emptivni IéEba cytomegalovirové infekce

ganciclovirem nebo pfipadné foscarnetem.

15



2.3.6. DalSi podp arna pé ¢e

Pacienti podstupujici alogenni transplantaci krvetvornych bunék byly umisténi
na jednoltzkovém pokoji vybaveném uc&innou filtraci vzduchu HEPA filtry a byly
oSetfovani vrezimu ochranné (reverzni) izolace. Transfuze erytrocytl a
trombocytll byly vzdy deleukotizované a ozafené v davce 25Gy. Filgrastim
vdavce 5 ug/kg/den byl aplikovan v potransplantacnim obdobi v pfipadé
Bu/CY2/+ATG od dne +1 po transplantaci a v pfipadé FLU/MEL, FLU/CY,
Bu/FLU/ATG, HD-CY/ATG od dne +5.

2.3.7. Monitorace, hodnoceni a definice

Sledovani stavu dutiny Ustni v oblasti sliznic rtd, bukélné, na jazyku a patfe
probihalo u hospitalizovanych pacientd denné od zahajeni predtransplantaéni
pfipravy a nasledné pak v ramci pravidelnych ambulantnich kontrol
v potransplantacnim obdobi.

Tize MDU byla hodnocena podle kriterii WHO se stupni postizeni 0 az 4 (0 =
zadné, 1 = bolest a zarudnuti, 2 = defekty a moznost jist tuhou potravu, 3=
defekty a moznost pouze tekutin a kaSi, 4= pfijem nemozny pro MDU).
Diagnostika GVHD byla provadéna s ohledem na kritéria NIH - National
Institutes of Health (41) akceptovana rovnéz v rdmci EBMT (28). Celkova tize
akutni GVHD byla hodnocena podle Glucksberga (42), chronicka GVHD pak
podle NIH kriterii (41).

Postizeni dutiny Ustni souvisejici s GVHD reakci bylo hodnoceno podle kriterii
NIH - National Institutes of Health (41) se stupni postizeni 0-3 ( 0 = zadné
obtize a znamky postiZzeni, 1= mirné obtiZe a projevy bez vyznamného omezeni
oralniho pfijmu, 2= stfedné tézké obtize a projevy s CasteCné omezenym

oralnim pfijmem, 3= té€zkeé postizeni s vyznamnym omezenim oralniho pfijmu).

2.3.8. Odbér a zpracovani vzorku sliznice dutiny ustni

PFfi podezieni na rozvoj GVHD v oblasti dutiny dastni u pacientld Ié€enych
protokolem FLU/MEL a v pfipadé souhlasu pacienta byly vzorky sliznice dutiny
astni k histologickému zpracovani odebirany stomatologem v mistni anestezii
z oblasti bukalni sliznice v misté postiZzeni klinicky odpovidajicimu lichenoidnim
zménam. Vzorky Ustni sliznice (max. prméru 4 -11 mm) byly zpracovany

standardnim postupem: fixovany v 10% pufrovaném roztoku formolu a nasledné
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zality do parafinovych blokd. Rezy o tloustce 2 um byly barveny hematoxylinem-
eozinem. Histologicky ode&et prob&hl na Siklové patologicko-anatomickém
ustavu LF UK a FN v Plzni.

2.3.9. Statistické zpracovani

Porovnani charakteristik souborl bylo provedeno s vyuZzitim programu
GraphPad InStat - Statistica Software a byly pouZzity zakladni statistické testy
Mann-Whitney, Fisher a t-test. Rozdily mezi skupinami byly testovany na
hladiné vyznamnosti 95% a hodnoty p<0,05 byly povazovany za staticky
vyznaneé rozdily. Potencialni rizikové faktory MDU byly podrobeny multivariantni
analyze. Logisticka regrese byla pouZita k ovéfeni zavislosti vztahu vyskytu
MDU a akutni GVHD.

2.4. Vysledky:

V obdobi 1/2005-12/2007 bylo do prospektivniho sledovani zafazeno celkem
117 pacientl po alogenni transplantaci krvetvornych bunék. Median doby
sledovani pacientd byl 357 (6-1230) dni. Median véku transplantovanych
pacientl byl 53 (20-68) let a zastoupeni pohlavi bylo prakticky vyvazené (53%
muzl). Rezimy pfedtransplantacni pfipravy zahrnovaly konvenéni protokol
Bu/CY2/£tATG (26%) a protokoly s redukovanou intenzitou FLU/MEL (60%),
FLU/CY (10%), BU/FLU/ATG (2%) a HD-CY/ATG (2%).

Transplantaci s HLA identickym darcem a pfijemcem bylo 78%, s darcem
sourozeneckym pak 35%. Median obsahu krvetvornych CD34+ bunék
v transplantovaném &tépu byl 4,97 (1,6-22,8)x10%kg, pfitemZ v naprosté
vétSiné pripadd byly jako Stép pouzity periferni krvetvorné burky. Renalni
funkce a funkce jater byly u pacientd v souboru uspokojivé s medianem
clearance kreatininu 1,56 (0,4-3,8) ml/s a medidnem hladiny bilirubinu 12(6-52)
umol/l. Reparace granulopoézy po transplantaci s dosazenim hodnot
granulocyttl nad 1,0x10% nastala v medianu den 14 (0-34) po prevodu Stépu.

BliZe viz tabulka €.1 na dalSi strané (str.18).
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Tabulka €.1:

Charakteristiky pacient @ po alogenni transplantaci krvetvornych bun  ék.

Charakteristika

n= 117
délka sledovani (dny) 357 (6-1230)
vék (roky) 53 (20-68)
pohlavi —muzi : zeny 53% : 47%
diagndzy:

AML — akutni myeloidni leukémie 47 1 117 (40%)

ALL — akutni lymfoblasticka leukémie 13

NHL — nonhodgkinsky lymfom 13

CLL — chronicka lymfocytarni leukémie 12

MDS — myelodysplasticky syndrom 7

MM — mnohocetny myelom 7

CML — chronicka myeloidni leukémie 6

HL — Hodgkindv lymfom 5

SAA - téZka aplasticka anémie 4

OMF — osteomyelofibr6za 3
pfedtransplanta €ni pFiprava:

FLU/MEL 71/117 (60%)

Bu/CY2/+tATG 30 (26%)

FLU/CY 12 (10%)

HD-CY/ATG 2 ( 2%)

Bu/FLU/ATG 2 ( 2%)
HLA identicky darce: 92 /117 (78%)
Sourozenecky darce: 41 /117 (35%)
Stép: periferni krvetvorné buriky / kostni dferi 90% / 10%
Obsah CD34+ bun &k ve 5t &pu (x10°kg ), median 4,97 (1,6 - 22,8)
Clearance kreatininu (ml/s), median 1,56 (0,4 - 3,8)
Bilirubin (umol/l), median 12 (6 - 52)
Granulocyty nad 1x10 /I po transplantaci od dne, median 14 (0-34)

2.4.1. MDU v rédmci celého souboru

V ramci celé skupiny transplantovanych doSlo k rozvoji MDU u 87/117 (74%)
pacientl. Incidence se vSak vyrazné liSila podle typu predtransplantaéni
pfipravy — v pfipadé protokolu Bu/CY2/+ATG dosahovala 100%, pfi FLU/MEL
78% a jen minimalné se objevila pfi FLU/CY s postizenim 9% pacientd
(p=0,0046). Tézka MDU st.3-4 dle WHO byla pozorovana pouze po pfipravé
Bu/CY2/+tATG (43%) a FLU/MEL (38%). Protokoly Bu/FLU/ATG a HD-CY
nebyly dale analyzovany s ohledem na minimalni ¢etnost.

K rozvoji MDU doSlo vcelém souboru medianu od dne 5 (2-13) po
transplantaci. Postizeni pretrvavalo s medianem 12 (1-34) dni. K Ustupu
komplikace dochazelo v medianu den 17 (9-37) po transplantaci. Viz také dale

tabulka €.2, grafy €. 1, 2, 3, 4 a obrazek ¢.3 a 4 na nasledujicich stranach.
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Tabulka ¢€.2:
Charakteristiky mukozitidy dutiny ustni (MDU) u pac

ientt po alogenni

transplantaci krvetvornych bun  ék

Charakteristika

n=

117

MDU incidence:
v celém souboru
Bu/CY2/+ATG
FLU/MEL
FLU/CY

87/117 (74%)
30/30 (100%)
55/71 (78%)
112 (9%)

MDU st. 3-4 dle WHO, incidence:

v celém souboru

40/117 (34%)

Bu/CY2/£tATG 13/30 (43%)

FLU/MEL 2771 (38%)

FLU/CY 0/12  (0%)
MDU max. stupe f dle WHO, median 2 (1-4)
MDU start, median den po transplantaci 5 (2-13)
MDU trvani, median dny 12 (1-34)
MDU ustup, median den po transplantaci 17 (9-37)

2.4.2. MDU v ramci FLU/MEL vs. Bu/CY2

Hodnoceno bylo 71 pacientd po pripravé FLU/MEL a 30 pacientd po
Bu/CY2/xATG. Nebyly zjistény statisticky vyznamné rozdily mezi obéma
skupinami v zastoupeni pohlavi, sourozeneckych nebo HLA identickych
transplantaci, obsahu CD34+ bunék ve Stépu a hodnot clearance kreatininu a
hladin bilirubinu. Statisticky vyznamné rozdily byly zastizeny v CetnéjSim

zastoupeni starSich pacientu, Stépu perifernich krvetvornych bunék a ¢asnéjsi

e
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Tabulka €.3:

Charakteristiky srovnavanych soubor

U FLU/MEL vs. Bu/CY2+ATG

Charakteristika FLUMEL |Bu/CY2/zATG p=

n= 71 30 -
vék (roky), median 56 (23-68) 35 (20-55) < 0.0001
pohlavi - muzi 51 % 57 % NS
darce St épu — sourozenec 44 % 24 % NS
HLA identicky darce 79 % 73 % NS
Stép: periferni krvetvorné buriky 100 % 67 % < 0.0001
pocéet CD34+ ve St épu (x10%kg ), 4,95 5,05 NS
median (1,6-15,2) (2,2-22,8)

clearance kreatininu (ml/s), 1,5 1,8 NS
median (0,4-3,0) (0,7-3,3)

bilirubin  (umol/l), 13 11 NS
median (6-52) (6-38)

granulocyty > 1x10 /I 13 15

po transplantaci od dne, median (0-26) (11-34) 0.0007

Po pfipravé FLU/MEL doSlo krozvoji MDU u 78% pacienta. U 38% bylo
postizeni tézké se stadii 3-4 dle WHO s peroralnim pfijmem vylou¢enym nebo
omezenym pouze na tekutiny a kaSe. K rozvoji MDU doSlo v medianu od dne 6
(2-10) po transplantaci, postizeni pretrvavalo celkem 12 (1-34) dni a k Ustupu
komplikace dochazelo v medianu den 18 (9-37) po transplantaci. Vysledky
srovnani charakteristik se skupinou Bu/CY2/+ATG jsou uvedeny v tabulce €. 4 a

v grafu 1 a 2. Viz také obrazky ¢. 3 a 4.
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Tabulka ¢€.4:

Charakteristiky MDU v souborech FLU/MEL vs. Bu/CY2

Charakteristika FLUMEL  Bu/CY2/xATG p=
n= 71 30 -
MDU incidence 78 % 100 % 0.004
MDU st. 3-4 dle WHO, incidence 38 % 43 % NS
MDU max. stupen dle WHO, median 2 (1-4) 2 (1-4) NS
MDU start od dne po transplantaci, 6 (2-10) 5 (2-13) NS
median
MDU trvani dni, median 12 (1-34) 11 (2-31) NS
MDU Ustup od dne po transplantaci, 18 (9-37) 16 (9-35) NS
median

Obrazek ¢€.3: Mukozitida dutiny Ustni — v sublingualni oblasti pritomen
erytém a centralné defekt kryty pablanou, den +9 po alogenni transplantaci
krvetvornych bunék po pripravé FLU/MEL (foto autor).
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Obrazek €. 4: Mukozitida dutiny Ustni — bukalné vilevo centralné pritomen

defekt

kryty pablanou a v okoli erytém, den +12 po alogenni transplantaci

krvetvornych bunék po pripravé FLU/MEL (foto autor).
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Graf €. 2:

Incidence postizeni mukositidou dutiny Ustni v akut alni den
po alogenni transplantaci krvetvornych bun &k s p fipravou
Bu/CY2/+ATG, FLU/MEL, FLU/CY
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2.4.3. Statisticka analyza potencialnich rizikovych faktor i MDU

V souboru FLU/MEL neprokéazala univariantni analyza korelaci mezi vyskytem
MDU a vékem pacientl. Vyznamné ¢astéji byla MDU pfitomna u Zen (89% vs.
67%, p=0,045), u pacientd s davkou melfalanu =23,5mg na kilogram hmotnosti
pacienta (88% vs. 65%, p=0,037) a dale u pacientd s nizSim body mass
indexem (BMI), kde s ohledem na rozloZeni mediant hodnot a jejich rozptyl
neslo o klinicky zasadni a kvantitativné zretelné vymezeni (26 (14-39) vs. 28
(17-43), p=0,018).

V multivariantni analyze celého souboru 117 pacientl byl jako nezavisly rizikovy
faktor pro incidenci a tizi MDU prokazan vliv pfipravného pfedtransplantacniho
rezimu - Bu/CY2 vs. FLU/MEL vs. FLU/CY (p=0,0001). Nebyl prokazan vliv
véku, pohlavi, body mass indexu, HLA kompatibility darce a pfijemce, typu
Stépu, obsahu CD34+ bunék ve Stépu, hladiny bilirubinu, clearance kreatininu,
poctu dni od posledni chemoterapie, anamnézy MDU v minulosti a pfitomnosti

zubnich protéz nebo diabetu.
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2.4.4. Akutni GVHD a postiZzeni dutiny Ustni u FLU/M  EL

Akutni GVHD byla pfitomna u 29/71 (41%) pacienti po predtransplantacni
pripravé FLU/MEL s medianem nastupu reakce vden 25 (15-158) po
transplantaci. Tize GVHD dle Glucksberga (0-4) odpovidala st.1: 4%, st.2: 69%,
st.3: 23%, st.4: 4% pacientd. Cilové organy byly postizeny v ¢etnosti: kize
86%, gastrointestinalni trakt 75% a jatra 41%.

Postizeni sliznic dutiny dstni bylo patrné u 6/71 (8%), respektive u 6/29 (21%)
pacientl s akutni GVHD. Nebyl signifikantni rozdil ve skupiné FLU/MEL vs.
Bu/CY2/zATG (8% vs. 4%, p=0,67). Nastup postizeni dutiny ustni byl
v medianu dne 85 (40-140) po transplantaci, v délce trvani 24(7-54) dni a
s Ustupem v medianu dne 113 (93-150) po transplantaci. U vSech pacientl byla
pro celkovou tizi GVHD vétSi nez st. 2 dle Glucksberga zahjena systémova

lé€ba s cyklosporinem A a metylprednisolonem.

Cetnost maximalniho stupn & postizeni DU dle NIH (st. 0-3):

st.1-5/6 (83%), st.2-1/6 (17%), st.3-0

Subjektivni obtize:

suchost sliznice 4/6 (67%), bolest 2/6 (33%), bez problémd 1/6 (17%).
Makroskopické zm ény:

lichenoidni zmény 5/6 (83%), erytém 2/6 (33%), defekt-pseudomembrana 1/6 (17%),
atrofie 1/6 (17%).

Cetnost postizeni region G:

bukélni oblast 6/6 (100%), jazyk 2/6 (33%), rty 1/6 (17%), patro 1/6 (17%).

2.4.5. Chronicka GVHD a postiZzeni dutiny astni u FL ~ U/MEL

K rozvoji chronické GvHD po FLU/MEL pfipravé doSlo rovnéz u 29/71 (41%)
pacientl s medianem nastupu reakce v den 225 (107-540) po transplantaci.
Intenzita GvHD podle globalniho skéringu NIH byla: mirna 10/29 (35%), stfedni
14/29 (48%), tézka 5/29 (17%). K postizeni organt dochazelo v Cetnosti: kiize
76%, jatra 27%, oCi 17%, gastrointestinalni trakt 17% a plice 10%. Izolovana
GvHD dutiny Ustni byla pfitomna u 5/29 (17%) pacienta.

24



Postizeni sliznic dutiny Ustni bylo patrné u 21/71 (29%), respektive u 21/29
(72%) pacientu s chronickou GVHD. Postizeni nastupovalo v medianu dne 230
(107-540) po transplantaci, pretrvavalo 135 (11-665) dni a ustupovalo
v medianu dne 362 (178-835). Nebyl signifikantni rozdil v postizeni u FLU/MEL
vs. BU/CY2/+ATG (29% vs. 20%, p=0,46).

U 5/29 (17%) pacientd sizolovanym GVHD postizenim dutiny ustni byla
zajisténa lokalni lé¢ba s vyuzitim roztoku s dexamethasonem, 18% pacientu
bylo Ié€eno systémové monoterapii s cyklosporinem a 65% kombinovanou

imunosupresi s cyklosporinem a metylprednisolonem.

Cetnost maximalniho stupn & postizeni DU dle NIH (st.0-3):

st.1-17/21 (80%), st.2 - 2/21 (10%), st.3 - 2/21 (10%).

Subjektivni obtize:

suchost sliznic 15/21 (71%), bolest 11/21 (52%), dyskomfort 6/21 (29%), bez
problémd 3/21 (14%).

Makroskopické zm ény sliznice:

lichenoidni zmeény 21/21 (100%), erytém 8/21 (38%), defekt-pseudomembrana 10/21
(48%), atrofie 3/21 (14%), hyperkerat6za 2/21 (9%)

Cetnost postizenych region  G:

bukalni oblast 21/21 (100%), jazyk 9/21 (43%), rty 7/21 (33%), patro 7/21 (33%),
soucasné postizeni vSech lokalit 4/21 (19%).

Obréazek €. 5: Chronickd GVHD - lichenoidni zmény na rtech, bukalné a
na jazyku, atrofie sliznice vpfedu na jazyku a dale pak hyperkerat6za, 18
mésict po alogenni transplantaci krvetvornych bunék po pripravé FLU/MEL
(foto autor).
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Obréazek €.6: chronickd GVHD, lichenoidni postiZzeni sliznice difizné, bukélné
atrofie a defekt sliznice s lemem erytému, 11 mésicu po alogenni transplantaci
perifernich krvetvornych bunék po pripravé FLU/MEL (foto autor).

Graf ¢. 3:

Incidence mukositidy dutiny Ustni, akutni a chronic ké reakce
Stépu proti hostiteli (GVHD) v dutin & Ustni u pacient G po
alotransplantaci krvetvornych bun &k po p fiprav é FLU/MEL
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2.4.6. Vztah MDU a GVHD

Stav, kdy dosSlo k rozvoji akutni GVHD u pacienta s jeSté nezhojenou MDU byl
v celém souboru transplantovanych pozorovan u 50% (11/22) pacienta s MDU
perzistujici v den +21 a déle. Vedle toho pak byla u pacientd s takto
protrahovanou MDU také signifikantné zvySena incidence akutni GVHD (68%
vs. 32%, p=0,005). Logisticka regrese potvrdila vyznamnou zavislost akutni
GVHD na tizi a protrahovaném trvani MDU (p=0,044, p=0,005).

2.4.7. Histologické nalezy:

Histologické hodnoceni bylo verifikovano u pfipadd Klinicky zfejmého GVHD
postiZzeni dutiny astni po pfipravé FLU/MEL. Z celkem 27 pfipadi GVHD bylo
na zakladé souhlasu 14 pacientd odebrano 14 vzorkd bukalni sliznice. Dva
vzorky byly zhmozdéné odbérem a byly hodnoceny patologem jako
nereprezentativni.

V celkem 12 vzorcich (4x pacient s klinicky akutni GVHD, 8x s klinicky
chronickou GVHD) odebranych v medianu dne 165 (78-420) po transplantaci
bylo provedeno bézné histologické hodnoceni v dobé diagnézy a dale byla
pozdéji jesté provedena revize vSech hodnotitelnych vzorkd.

PFi revizi provadéné histopatologem Slo o ,slepé hodnoceni“, kdy jedinou
informaci u histologického preparatu byla klinickd diagnéza GVHD (jako
kriterium pro zafazeni do studie), bez znalosti doby po transplantaci,
makroskopického vzhledu a podobné. Byly hodnoceny znaky jako u GVHD
v kGZi (56) a rysy popsané v jediné obsahlejsi klinicko-histopatologické studii o
GVHD v Gstni dutiné (Soares et al., 48). Tyto zakladni charakteristiky jsou
uvedeny v tabulce &. 5, ktera uvadi soucasné vysledky hodnoceni souboru

histologickych vzorku.
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Tabulka €. 5:
Histologické nalezy GVHD dutiny Ustni u pacient G po alogenni

transplantaci krvetvornych bun &k po p fipravé FLU/MEL.

Znak Po et pFipadt Pripady Pripady
GVHD aGVHD cGVHD
(celkem: 12) (4) (8)
“Interface dermatitis” 12 (100%) 4 (100%) 8 (100%)
Hydropické zm ény bazalni | 10 (83%) 4 (100%) 5 (63%)
vrstvy epitelu
Lymfocytarni infiltrat 12 4 (100%) 8 (100%)
Vv junkci
Apoptozy, satelit nekrozy 12 (100%) 4 (100%) 8 (100%)
Atrofie epitelu 3 (25%) 1 (25%) 2 (25%)
Akantéza 7 (58%) 3 (75%) 4 (50%)
Parakerat6za 3 (25%) 1 2 (25%)
Spongidza 2 (17%) 0 1(12,5%)
Dysplazie keratinocyt G 2 (17%) 0 2 (25%)
Eosinofily 6 (50%) 3 (75%) 3 (38%)
(1 vyrazne) (1 vyrazne)
Cleavage 0 0 0
Fibréza stromatu 0 0 0
Edém pojiva 1 (8%) 0 1(12,5%)
Slinné Zlazy 4 (33%) 1 (25%) 3 (38%)
Fibréza slinnych Zlaz 3 1 2
Atrofie acin G 3 1 2
Zanétlivy infiltrat 4 1 3

Poznamka: Vyraz “interface dermatitis“ pouZivame v Ustni dutiné jako terminus technicus
prevzaty z kuze, protoZze pregnantné popisuje mikroskopicky nalez a je v histopatologické
praxi zazity (s védomim, Ze vyraz dermatitis neni v Gstni dutiné zcela na misté).

Na zakladé pfitomnosti uvedenych znakul, z nichz za nejdulezitéjSi povazujeme
“interface dermatitis” s apopt6zami v€etné satelitnich nekroz ( viz obrazek €. 7 a
8), jsme stanovili, Ze nalezy jsou v souladu s klinickou diagnézou GVHD.
Nebyly patrny histologické vlastnosti, které by umoznily mikroskopicky rozliSit
akutni GVHD od chronické. U akutni GVHD jsme nasli Castéji eozinofily a

akantdzu, ale nepovazujeme to za diagnosticky signifikantni.
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Obr. €. 7: Excize bukalni sliznice (hematoxylin-eosin): uprostfed v bazalni vrstvé
epitelu satelitni nekréza. Subepitelidlné mirny, prevazné lymfocytarni infiltrat,
ojedinéle eozinofil a extravazace erytrocytu. Lehky edém pojiva a mirna spongiéza
(foto: P.MukenSnabl).

Obr. €. 8: Excize bukalni sliznice (hematoxylin-eosin): uprostfed v epitelu
prokrojena stromalni papila, vedle ni satelitni nekréza. Spongi6éza. Lehce
naznac¢eno odchlipeni epitelu od subepiteliainiho pojiva — cleavage (foto:
P.Mukensnabl).
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Odstépeni epitelu od subepitelialnino pojiva (cleavage) jsme neprokazali —
naznak tohoto jevu jsme pozorovali vzacné, je na fotografii €. 8, ale takovou to
velmi drobnou zménu jsme hodnotili jako ,negativni“. Cleavage v ramci zanétu
by mélo byt odliSeno od arteficialnich trhlin vzorku, které jsou Casté. Slinné
Zlazky byly zachyceny ve 4 z 12 vzorka (33%), obsahovaly fibrozu, atrofii acinG
a zanétlivy infiltrat (fotografie €. 9 a 10). Vyrazny edém subepitelialniho vaziva

S extravazaty erytroctl byl patrny v 1 pfipadé chronické GVHD.

Obr. €. 9: Excize bukdlni sliznice (hematoxylin-eosin):  dlazdicovy epitel
s parakerat6zou, pod nim mirny lichenoidni infiltrat. SmiSena slinna zlaza s atrofii
acind, fibrézou a chronickym zanétlivym infitratem (foto: P.Mukensnabl).

Obr. ¢€.10: Detail: smiSena slinna Zlaza s atrofii acind, fibré6zou a chronickym
zanétlivym infitrdtem (foto: P.Muken3nabl).
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2.5. Diskuze:

Cilem prace bylo charakterizovat klinické a morfologické rysy postiZeni dutiny
astni v ramci MDU a GVHD u pacientl po alogenni transplantaci krvetvornych
bunék s ohledem na predtransplantacni pfipravu a pfedevsim se zaméfenim na
rezim FLU/MEL, o jehoz oralni toxicité zatim nejsou publikovany prakticky
zadné zkusSenosti a souCasné v pisemnictvi chybi i prehledné Udaje o
charakteristikach akutni GVHD v oblasti dutiny ustni.

Do prospektivniho sledovani byl zafazen reprezentativni pocet 117 pacient(
lé€enych alogenni transplantaci krvetvornych bunék. VétSina byla
transplantovana po pfipravé FLU/MEL (n=71) a déle po Bu/CY2/+tATG (n=30).
Charakter predtransplanta¢ni pfipravy byl v multivariantni analyze statisticky
signifikantné (p=0,0001) prokazan jako nezavisly rizikovy faktor pro vyskyt MDU
u jednotlivych rezimd s maximem toxicity v ramci Bu/CY2/tATG (100%), déle
FLU/MEL (78%) a minimem vyskytu po FLU/CY (9%).

S ohledem na Cetnost v souborech byly dalsi analyzy zaméfeny na FLU/MEL a
BU/CY2/£tATG. Mezi obéma skupinami nebyly vyznamné rozdily v zakladnich
demografickych a transplantaénich charakteristikach. Vyssi vék, zastoupeni
Stépu perifernich krvetvornych bunék a CasnéjSi reparace granulopoézy u
pacientll s FLU/MEL vyplyva jiz z podstaty tohoto protokolu s redukovanou
intenzitou, ktery je primarné urcen pro starSi a silné pfedléCené pacienty (35,
36, 37, 38, 39, 40).

MDU po pfipravé FLU/MEL se ve srovnani s konvenénim BU/CY2/ATG
vyskytla sice statisticky signifikantné méné (78% vs. 100%, p=0,0046), ale
z pohledu Kklinického stale ve velmi vyznamné dulezitosti. Obzvlasté pak
s ohledem na to, Ze incidence tézké MDU st. 3-4 dle WHO a rovnéz dalSi
popisované charakteristiky této komplikace (nastup, trvani, astup MDU ) byly
v obou skupinach srovnatelné. Rozdil véku pacientd mezi skupinami nejspise
nemél na MDU vliv. Dosavadni prace nic takoveho neprokazuji nebo maji
vysledky protichadné (10, 19, 20, 22, 23, 24, 25, 43) a navic ani v ramci naseho
sledovani a statistickych analyz toto nebylo potvrzeno.

Vyskyt MDU (78%) ve sledované skupiné FLU/MEL pacientl byl lehce nizsi,
nez pozorovano u Krogera et al. (37) s incidenci 88%, ten ale pouzival k

hodnoceni toxicity jiné metodiky nez podle WHO. Aisa et al. (40) s incidenci
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85% zase zaradil do sledovani i pacienty s pfipravou doplnénou o celotélové
ozafeni nebo vysokodavkovany cytosin-arabinosid.

Vyznamnou roli v orélni toxicité protokolu FLU/MEL nesporné hraje melfalan,
ktery je jinak zodpovédny za MDU v pfipadé monochemoterapie s melfalanem
v ramci vysokodavkované pfipravy pred autologni transplantaci perifernich
krvetvornych bunék (24, 43). U fludarabinu naopak takova toxicita popséana
nebyla. Na druhé strané je vSak nutno podotknout, Ze na rozvoj a charakter
MDU mohl mit vliv kromé& samotné chemoterapie v predtransplantacni pfipravé
také metotrexat aplikovany vramci prevence GVHD, jak bylo potvrzeno
v nékolika sledovanich (44, 45, 46). Zhodnotit vliv metotrexatu nebo fludarabinu
na toxicitu v nasi kohorté v3ak nelze s ohledem na charakter sledovani, ktery by
jinak vyzadoval zajistit poCetnéjSi a také kontrolni skupiny pacient bez aplikace
metotrexatu nebo fludarabinu, coz prakticky nelze realizovat.

Podle pozorovani vtéto praci byla v pfipadé FLU/MEL protokolu zastizena
vyznamné zvySena incidence MDU u Zen, jak bylo pozorovano také pfi
sledovani u souborl autologné transplantovanych po pfipravé s melfalanem
200mg/m? nebo ,BEAM“ (10) nebo pfi lé¢bé 5-fluorouracilem (52). Déle byla
tendence k vyssi incidenci MDU u pacientd s nizSim body mass indexem (BMI).
Za témito faktory se vSak muze skryvat vliv vySSi obdrzené davky melfalanu na
kilogram télesné hmotnosti, kdyZ u pacientd se stejnym télesnym povrchem
bude absolutni aplikovana davka melfalanu vzdy stejnd (140mg/m?), ale
pacienti s nizSi hmotnosti, respektive nizSim BMI (vétSinou Zeny) musi zakonité
obdrzet vice mg melfalanu vztazené na kilogram hmotnosti. Tento vliv davky byl
prokazan i v nasem souboru v univariantni analyze, kde vyskyt MDU koreloval
statisticky signifikantné s vysSi davkou melfalanu na kilogram hmotnosti (< 3,5
vs. = 3,5mg/kg).

Stejné jako Woo et al. (47) bylo pozorovano delsi pretrvavani MDU u pacientu
s téZkou formou MDU (st. WHO 2-4) nebo u pacientu nésledné postizenych
GVHD. U poloviny pacientt s MDU pretrvavajici vden 21 a déle po
transplantaci byla pfitomna situace, kdy se pfi stale trvajici MDU soucasné
rozvinula i akutni GVHD s medianem nastupu v den 20 ( 15 - 30). Na druhé
strané, obecna incidence akutni GVHD byla vyznamné vySSi u pacientd
s prolongovanou MDU. Multivariantni analyza pak prokazala vyznamnou

zavislosti akutni GVHD na tiZi a prolongovanosti MDU. Tato pozorovani ukazuji
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na blizkou provazanost procest hrajicich roli pfi patogenezi MDU i akutni
GVHD, kdy &asna GVHD mulZe podporovat perzistenci puvodné toxické
mukozitidy a naopak prolongovana MDU dale zvysSuje riziko akutni GVHD (47,
54).

Bohuzel, z béZného klinickeého pohledu izolovaného €isté na dutinu ustni, a ani
histologickou verifikaci, neni mozné jednoznacné odliSit etiologii postiZzeni
dutiny astni u téchto pripadu, kdy se prakticky jesté neodeznéla MDU prekryva
s jiz aktivni akutni GVHD probihajici u pacienta, a navic MDU prolongovana
nad den +21 po transplantaci byla pozorovana také po autolognich
transplantacich (10, 43) bez vyskytu GVHD. OdliSeni etiologie postizeni dutiny
astni v téchto pfipadech Ize povazovat za pfinosné v pfipadé studii sledujicich
efekt medicinskych nebo oSetfovatelskych postupl v profylaxi a terapii MDU
nebo akutni GVHD. V bézné klinické praxi nema rozliSeni MDU nebo GVHD
dutiny ustni v dobé ftfi tydny po transplantaci zasadni vliv na probihajici
celkovou léCebnou strategii a navic o zahajeni lécby akutni GVHD rozhoduji
pfedevsSim projevy postiZzeni klze, jater a stfeva a nikoliv dutiny Ustni, ktera
navic pfi akutni GVHD nebyva zasazena izolované — narozdil od pfipadd pfi
chronické GVHD.

Pfi pouze izolovaném pohledu do dutiny astni maZe byt problematické i
rozliSeni zda jde o postizeni akutni nebo chronickou GVHD. Zakladni problémy
pacienta, jako je dyskomfort, bolest a suchost dutiny Ustni Ize zastihnout u obou
forem GVHD. Makroskopické zmény byly rovnéz vétSinou obdobné a to véetné
lichenoidnich zmén, které byly patrné v naSem souboru nejCastéji bukalné u
pacientl s aktivni chronickou, ale i akutni GVDH. V literatufe jsou lichenoidni
zmény uvadény jako charakteristicky rys chronické GVHD dutiny Ustni a idaje o
charakteristikach akutni GVHD v dutiné Ustni jsou naprosto ojedinélé (53). Snad
dutiny Ustni by mohla byt pfitomnost velmi intenzivnich lichenoidnich zmén
v nékolika regionech dutiny Ustni a dale nalez hyperkeratézy, ktery byl zde
v kohorté zastizen jen u chronické GVHD — nicméné zcela vyjime¢né a snad i
z duvodu v€asnych zachytl GVHD reakci a zahdjeni patfi€éné imunosupresivni
|éCby branici progresi postizeni do tézkych forem.

Pouze podle histologického obrazu a bez znalosti klinického kontextu také neni

odliSeni akutni a chronické GVHD dutiny astni mozné. Histologické nalezy byly
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v naSem souboru velmi podobné jak u pfipadu, které byly na zakladé klinického
obrazu klasifikovany jako akutni (4 vzorky), tak i u chronickych GVHD (8
vzorkd). Nebyla patrna mikroskopicka kritéria pro jejich rozliSeni. Vyrazny edém
subepitelialniho vaziva s extravazaty erytroctl, jako znamka akutniho prabéhu,
byl patrny v jednom pfipadé chronické GVHD, coz vSak muze znamenat i akutni
exacerbaci chronického procesu. Histologicky jsme jinak typicky nachazeli
“interface dermatitis“a apoptézy a vcetné satelitnich nekr6z. Vyraz “interface
dermatitis* pouzivame v kontextu s dutinou Ustni jako terminus technicus
prevzaty z problematiky kiiZze, protoze pregnantné popisuje mikroskopicky nalez
a je v histopatologické praxi zaZzity (s védomim, Ze vyraz dermatitis neni ve
vztahu k dutiné astni zcela na misté). V50% pfipadd vS8ech GVHD byly
eosinofily ve stromatu, coz néktefi autofi povazuji za znak svédcici spiSe pro
alergicky pavod, neni vSak specificky (56). Pouze v 1 pfipadé chronické GVHD
byly eosinofily markantni. OdStépeni epitelu od subepitelialniho pojiva (tzv.
cleavage) jsme, na rozdil od Soarese et al (48), neprokézali. Slinné zlazky byly
zachyceny ve 4 z 12 vzorkl (33%), obsahovaly fibrézu, atrofii acint a zanétlivy
infiltrat. Soares et al (48) upozornuji na diagnosticky vyznam postiZzeni slinnych
Zlaz, které je CastéjSi a vyraznéjSi nez postizeni okolni sliznice.

Diferencialni diagnéza GVHD v kizi a podobné i v dstni dutiné zahrnuje
zejména toxické Ci alergické leékové reakce a virové infekce, dale lichen ruber
planus a lichenoidni reakci na protézu. U pozdnich forem chronické GVHD
v kGiZzi se vyviji fibr6za histologicky neodliSitelna od systémové sklerdzy, kterou
jsme neidentifikovali v Zzadném pfipadé GVHD v Ustni sliznici (56).
Pfipominame, Ze histologické zmény u GVHD v astni dutiné nejsou
patognomické. Podobné ani vkuzi, sniz jsou u téchto pacientd vétsi
diagnostické zkuSenosti, nemlze byt GVHD diagnostikovana vyluéné
histologicky, ale mikroskopicky nélez m& byt hodnocen vzdy v kontextu
klinického obrazu a laboratornich vysledka.

OdliSeni zda postizeni dutiny ustni souvisi s akutni nebo chronickou GVHD
muze byt opét pfinosné pro studie sledujici incidenci a charakter téchto
komplikaci u transplantovanych pacientd. Spravné posouzeni postiZzeni dutiny
astni maze mit vliv i pfi rozhodovani o 1é€bé chronické GVHD, kdy s ohledem

na intenzitu a extenzitu projevu byva upravovana medikace (41, 55).



Postizeni sliznic dutiny ustni vramci akutni GVHD bylo u FLU/MEL a
BU/CY2/+ATG reZimu prakticky minimalni a srovnatelné v Cetnosti do 8%.
Paklize bychom pfifadili i vySe zmifiované pacienty s prekryvajici se MDU a
akutni GVHD, pak by tato incidence vzrostla, ale to by byla jiz spekulace.
Postizeni dutiny astni chronickou GVHD mélo v této kohorté FLU/MEL pacient
sledovani po alogenni transplantaci krvetvornych bunék (n=147) u Busca (30),
kde incidence dosahovala az 54%. Do Buscova souboru byly ale zafazeni
pacienti bez ohledu na protokol pfedtransplantacni pfipravy a doba sledovani
byla vyrazné delSi s medianem 1792 (964-4374) dni ve srovnani s naSimi 346
(6-1230) dny, coZz ztéZuje moznost srovnani. Lze pfedpokladat, Ze v pfipadé
delSiho sledovani by jesté incidence v naSem souboru mohla narlst. V Buscové
souboru se pfi medianu rozvoje v den 148 objevovala chronickd GVHD dutiny
astni az do dne 925 a v naSem souboru se pfipad objevil zatim nejdéle v den
540 po transplantaci. V kazdém pfipadé lze i tak povazovat vyskyt postizeni
pacientt chronickou GVHD v dutiné ustni po FLU/MEL pfipravé za vyznamny.

U veétSiny FLU/MEL pacientd s GVHD dutiny Gstni se jednalo o mirnéjSi
postizeni (st. 1 dle NIH) doprovazené predevSim pocitem suchosti sliznic,
dyskomfortem az bolesti, nicméné bez omezeného per orélniho pfijmu. Obtize
vSak mély pomérné protrahované trvani s medianem 135 (11-665) dni a
pacienti je vnimali vesmés negativné.

Makroskopicky byly v 96% pfipadll GVHD dutiny Ustni pozorovany lichenoidni
zmeény sliznice v bukalni oblasti, jak u akutni tak i chronické GVHD, a v celkem
12 reprezentativnich vzorcich odebranych k histologickému ovéfeni u pacientt
s GvHD dutiny ustni (4x klinicky akutni GvHD, 8x chronicka GvHD) byl popsan
plné odpovidajici patologicky korelat, tedy nalez satelitnich nekréz a
lymfocytarniho, resp. ,interface inflammation®, a to jak u chronické tak u akutni
formy GVHD. Diverzita T-lymofycytarni populace popisovand nékterymi autory
(48, 49, 50) v infiltratu nema zcela jasny vyznam. Muze jit o rozdilnost danou
metodikou imunohistochemie, velikosti sledovanych soubort nebo fazi GVHD

(48) - pro klinickou praxi vSak tato problematika neni dalezita.
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2.6. Zaver:

Prace charakterizovala klinické a morfologické projevy dutiny dstni v ramci
MDU a akutni a chronické GVHD u pacientl po alogenni transplantaci
krvetvornych bunék se zaméfenim na protokol FLU/MEL, u kterého podobna
problematika doposud nebyla takto viibec zpracovana.

Prace pfinesla informace o histologickych rysech akutni GVHD v oblasti dutiny
astni, pficemz tomuto tématu rovnéZz neni v literatufe prakticky vénovana
pozornost.

Bylo zaznamenano zfetelné prolinani makroskopickych a histologickych
charakteristik v pfipadé chronické i akutni GVHD dutiny Ustni, coz neni v
dostupné literatufe zvlast zminovano.

OdliSeni akutni nebo chronické GVHD dutiny Ustni vyZzaduje zhodnoceni GVHD
aktivity a Kklinicko-patologického obrazu u pacienta jako celku. lzolovany
morfologicky makroskopicky a histologicky nalez muze byt obdobny u obou
forem postizeni.

Protokol FLU/MEL Ize povaZovat stejné jako BU/CY2/ATG za vysoce toxicky
pro oblast dutiny Ustni. Protokol FLU/CY takovy potencial nema.

Tézké formy oralni GVHD jsou po FLU/MEL ojedinélé, ale s ohledem na délku
pretrvavani i nizSich stupnl postizeni se jedna o klinicky vyznamny problém.
Podrobna charakteristika MDU a GVHD u vyznamnych protokolli hemato-
onkologické lé¢by a individuélnich rizikovych faktor ma vyznam pro hledani
postupu omezujicich toxicitu a pro definovani vyrazné ohroZzenych skupin
pacientll, ktefi by mohli profitovat zcilenych |é¢ebnych a predevSim

profylaktickych postupd.
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3. Kaposiho sarkom po alogenni transplantaci
perifernich krvetvornych bun  ék — raritni sekundarni

neoplazie

3.1. Prehled o sou éasném stavu problematiky

Kaposiho sarkom (KS) se typicky manifestuje na ki{zi v podobé vice€etnych
hyperpigmentovanych, az syté fialovych koZnich papul a plakd. Postihovat
muze i sliznici dutiny astni, gastrointestinalni trakt, lymfatické uzliny a plice.
Histologicky je KS reprezentovan proliferaci neoplastickych vietenitych endotelii
vytvarejicich Stérbinovité prostory obsahuijici erytrocyty. V patologické tkani jsou
pak pravidelné detekovany sekvence DNA lidského herpetického viru 8 (Human
herpesvirus 8, HHV-8), ktery je mimo jiné zodpovédny za kddovani genl
stimulujicich angiogenezu. Studie klonality navic odhaluji jak monoklonalni, tak
polyklonalni rysy (1,2,3,4) této neoplazie.

V patofyziologii a epidemiologii KS muze hrat roli cela fada faktort a interakci —
napf. glukokortikoidy vyuzZivané pfi imunosupresivni 1é€bé pfimo podporuji rist
bunécnych linii sarkomu (5) a soubézné probihajici jiné infekce pravdépodobné
rovnéz maji vyznam v jeho etiopatogenezi (1,15,16). Spontanni regrese KS se
mohou objevit, obzvlasté u iatrogeniho podtypu sarkomu, ktery postihuje
pacienty lé€ené imunosupresivy a po transplantacich organu.

Prevalence KS u pacientll po transplantaci ledvin se blizi 4% (6). Na druhé
strané, u pacientl po transplantacich krvetvornych bunék je KS raritni, ackoliv
HHV-8 séropozitivita je v této populaci obecné vysoka - 12% kanadskych a 18%
francouzskych pacientt (7,8).

Doposud, podle dostupnych literarnich sdéleni, bylo popsano do deseti pripad
vyskytu KS po alogenni transplantaci krvetvornych bunék po myeloablativni
nebo nemyeloablativni pFipravé, pricemz v Ceské republice se jedna o prvni
takovy pfipad (9,10,11,12,13).
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3.2. Cil prace

Popsat Klinicko-patologické charakteristiky raritni sekundarni neoplazie po

alogenni transplantaci krvetvornych bunék.

3.3. Metodika

Kazuistika 58-leté a HIV negativni pacientky s nové diagnostikovanou akutni B-
lymfoblastickou leukémii s pfitomnosti Ph-1 chromozomu a pozitivitou fuzniho
genu BCR-ABL v dobé od 2/2004 na Hematologicko-onkologickém oddéleni FN
v Plzni.

VySetieni tkané sarkomu na Siklové patologicko-anatomickém Ustavu v Plzni
histologicky a dale molekularné-geneticky PCR analyzou tkané na prukaz DNA
sekvenci HHV-8 viru s pouzitim primeru Kaposi's Sarcoma-associated
Herpesvirus ( KSHV-1: 5-AGCCGAAAGGATTCCACCAT-3" a KSHV-2: 5'-
TCCGTGTTGTCTACGTCCAG-3").

Stanoveni populaci CD-4, CD-8, CD-19, CD-16 a CD56 pozitivnich lymfocytu
v periferni krvi pratokovou cytometrii (FACS) na Hematologicko-onkologickém
oddéleni FN v Plzni.

3.4. Vysledky:
V 2/2004 byla na Hematologicko-onkologickém oddéleni FN v Plzni u jinak

zdravé, 58-leté a HIV negativni pacientky diagnostikovana akutni B-
lymfoblasticka leukémie s pfitomnosti Ph-1 chromozomu a pozitivitou fazniho
genu bcr-abl. Indukéni 1éEbou ( prednison, vinkristin, idarubicin) bylo dosazeno
hematologické kompletni remise. V 4/2004 po pfipravé s redukovanou
intenzitou podle protokolu FLU/MEL (fludarabin 30mg/m? vden -5 a? -2,
melfalan 140mg/m? v den -1) podstoupila pacientka transplantaci perifernich
krvetvornych bunék od HLA-identického bratra. Kompletni molekularni remise a
plny darcovsky chimérismus byl dosazen ve 30. dni (den +30) od transplantace.
Pro rozvoj akutni reakce Stépu proti hostiteli (GVHD) s postizenim kaze, st. I
dle Glucksberga, bez histologické verifikace, byla ode dne +23 po transplantaci
doplnéna plvodni imunosupresivni lé€ba s cyklosporinem A o metylprednisolon
v davce 2mg/kg/den s postupnou redukci v nasledném obdobi. V den +120 byla

lécba cyklosporinem A ukonCena a davka kortikoidu v té dobé jiz snizena na



4mg kazdy druhy den. Nasledné vSak pro novy rozvoj histologicky verifikované
GvHD od dne +140 s postizenim kuUZze, stfevni sliznice a jater byla puvodni
kombinovand imunosuprese opét ode dne +150 plné obnovena.
V potransplantaénim obdobi do dne +160 probéhly u pacientky opakované
infekéni komplikace v&etné invazivni aspergilové plicni infekce a enterokolitidy
s pozitivitou Clostridium difficile, Pseudomonas aeruginosa, methicilin-
rezistentniho Staph. aureus (MRSA) a Candida albicans a celkem 5x byla
metodikou PCR-DNA prokazana reaktivace cytomegalovirové (CMV) infekce
s dosazenim clearance viru pfi preemeptivni |é€bé s ganciclovirem nebo

foscavirem.

V pribéhu dni +90 az +120 se postupné na koncetinach, trupu a hlavé
pacientky rozvinuly, vedle jiz pfitomnych petechii a sufuzi, vice€etné tmavsi, az
syté fialové, nebolestivé, 3-10 mm veliké papuly s hladkym lesklym povrchem

(viz obrazky €. 1 a 2).

Obrazek €.1: Loziska Kaposi sarkomu na trupu, vedle petechii a sufuzi



Obréazek €.2: Lozisko Kaposi sarkomu na predlokti

Histologické vySetfeni nodulu prokéazalo proliferaci vietenitych, atypickych
endotelii s pfitomnosti PAS pozitivnich globuld, pfitomnost abnormalnich cév,

depozita hemosiderinu a extravazaty erytrocytu (viz obrazky €. 3, 4, 5).

Obrazek €.3: Kaposi sarkom v excizi z predlokti
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Obrézek €. 5: Kaposi sarkom

Molekularné-geneticky PCR analyzou byly v tkani prokdzany DNA sekvence
HHV-8 viru s pouzitim primeru Kaposi's Sarcoma-associated Herpesvirus (14).
Hladiny imunoglobulinii se u pacientky v té dobé pohybovaly na hodnotach IgG
4,0 g/l, IgA 0,3 g/l and IgM 0,2 g/l. PoCet CD4 pozitivnich lymfocyta (T-helper)
byl 133/uL, CD8 (T-suppressor) 93/uL, CD-19 (B-cells) 8/uL, CD-16 a CD-56
(NK cells) 78/uL.
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V obdobi dni +180 az 350 byla vybrana loziska KS na hlavé a koncetinach
oSetfovana bariovym laserem (595nm, Candela) s efektem v podobé &astecné
regrese oSetfovanych loZisek. Pfiblizné ode dne +270, kdy jiZz nedoslo k vyskytu
zadné vyznamné infekce a imunosupresivni lé¢ba s metylprednisolonem byla
redukovana na 4mg ob den, zaCalo dochazet k pozvolné spontanni regresi KS.
Pocet CD4 pozitivnich lymfocytd (T-helper) se pohyboval nad 240/ul. Od dne
+390 zustaly v misté pUvodnich postiZeni jiz jen rezidudlni pigmentace. V den
+1500 (respektive 4,2 roku po transplantaci) v ervnu 2008 pfetrvava u

pacientky kompletni remise ALL a KS.

3.5. Diskuze:

Diagn6za Kaposiho sarkomu u naSi pacientky je s ohledem na Klinicko-
patologické charakteristiky jednozna¢na. Vedle t&zké potransplantaéni
imunodeprivace, jako potencialné primarni pfi€iny podporujici rozvoj KS, zde
stoji za povSimnuti pfedevsSim soubéh manifestace KS s vyskytem zavaznych
infekci, véetné CMV, které mohou podle nékterych autord (1,15,16)
pravdépodobné potencovat vyvoj tohoto sarkomu, napf. podporou aktivity viru
HHV-8. Nicméné soubéh manifestace KS se zavaznymi infekcemi (v€etné
opakované reaktivace CMV) mulze vyplyvat pravé z tézkého imunodeficitu u
této pacientky s ALL, po alogenni transplantaci krvetvornych bunék a GVHD
postizenim vyZadujicim kombinovanou imunosupresivni |é¢bu a dlouhodobé
uzivani kortikoidu. A naopak, KS regredoval, stejné jako se jiz neobjevily
zavazné infekce az s odstupem fady mésicl po transplantaci pfi redukci a
vysazovani imunosupresiv. Bohuzel sérum pacientky ani darce nebylo
testovano na pfitomnost HHV-8 DNA sekvenci nebo HHV-8 protilatek a tak
cesta prenosu viru HHV-8 (5tép, transfize nebo endogenni reaktivace) zlstava
neznama.

Tento pfipad souCasné podporuje pozorovani, ktera neprokazala efekt
antivirové lé€by s ganciclovirem nebo foscavirem na potladeni sarkomu u
transplantovanych pacientli, i kdyz tato virostatika, v€etné cidofoviru, maji

potencial inhibovat replikaci viru HHV-8 in vitro (1).
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3.6. Zavéry:

Byly popsany klinicko-patologické charakteristiky raritni sekundarni neoplazie
po alogenni transplantaci krvetvornych bunék. Sledovani dalSich pripadu
pacientd s KS po transplantacich a podpora vyzkumu etiopatogeneze a
epidemiologie jsou nadale nezbytné pro blizSi pochopeni podstaty této

komplikace.
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4. Seznam zkratek
AA — aplasticka anémie

APC — antigen presenting cells

ALL- akutni lymfoblastické leukémie

AML - akutni myeloidni leukémie

Ara-C — cytarabin, cytostatikum

ATB — antibiotika

ATG — antithymocytarni globulin

BMI — body mass index

CIMF - chronicka idiopaticka myelofibroza

CLL — chronické lymfaticka leukémie

CyA — cyklosporin A

EBMT — Evropska spoleCnost pro transplantace krve a kostni dfené (The
European Group for Blood and Marrow Transplantation)

G-CSF - rastovy faktor granulopoezy

GIT — gastrointestinalni trakt

GVHD - graft versus host disease, reakce Stépu proti hostiteli

HLA — human leukocyte entigen

IL - intereukin

INF - interferon

KS — Kaposiho sarkom

LGL — large granular lymphocyte

MDS — myelodysplasticky syndrom

MDU — mukozitida dutiny ustni

MH — morbus Hodgkin

MM — mnohocetny myelom

MTX — metotrexat

NHL — non-hogkinsky lymfom

NIH — National Institutes of Health

NK — natural killer

OMF — osteomyelofibroza

SAA — severe aplastic anemia

TNF — Tumor necrosis factor

WHO — World Health Organization
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