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1. Predmluva

Zakladni a nenahraditelnou doménou spoluprace klinické hemato-onkologie a
patologie je nesporné diagnostika malignit. Bez povSimnuti by vS8ak nemély zlstavat
ani situace, pfi kterych se klinik obraci na patologa s Zadosti o ovéfeni nékterych
stavu, které mohou jako komplikace doprovazet intenzivni |é6bu hemato-
onkologickych pacienta.

Lécba hematologickych malignit pfedstavuje zasadni zatéZ pro pacienta, obzvlasté
jedna-li se o vysokodavkovanou chemoterapii zajiSténou autologni transplantaci
krvetvornych bunék nebo pfimo o transplantaci alogenni. Ve vétSiné téchto pfipadud
jsou pacientim podavana cytostatika v davkach, které kromé pripadné specifické
organové toxicity navozuji tézky uatlum krvetvorby, poSkozeni sliznic v oblasti
zazivaciho traktu a imunodeficienci s vysokym rizikem infekci. V budoucnu jsou pak
pacienti po intenzivni chemoterapii ohroZzeni 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 vSem, kdo mi pomohli realizovat postgradualni
doktorandské studium a tuto dizertaCni praci:

prof. MUDr. Michal Michal, prof. MUDr. Alena Skalova CSc., Doc. MUDr. Ludmila
Boudova Ph.D., prim. MUDr. Vladimir Koza, prim. MUDr. Petr MukenSnabl, MUDr.

Katefina Steinerova, Jana Skardova, Doc. MUDr. Dmitry V. Kazakov CSc.



2. Postizeni sliznice dutiny Ustni v ramci toxické mukozitidy
a reakce St épu proti hostiteli u pacient 0 po alogenni
transplantaci krvetvornych bun  ék s uzSim zam éfenim na

protokol p Fedtrasnsplanta €ni pfFipravy 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 Ustni (MDU) reprezentuje charakteristicky typ postizeni sliznic a
podslizniéni tkané vznikly v souvislosti s chemoterapii nebo aktinoterapii.
Synonymem pro MDU mUlZze byt vyraz stomatitida, ten se ale spiSe pouziva u
postiZzeni dutiny astni jiné etiologie (1). MDU omezuje peroralni pfijem, zvySuje
incidenci infekci, prodluZzuje hospitalizaci a zvySuje naklady (2). Pacienty po

transplantaci krvetvornych bunék je velmi negativné vnimana (3).

2.1.1.2. Patofyziologie MDU

Procesy podminujici rozvoj MDU jsou komplexni. Kromé epitelu se zmény odehravaji
i vsubmukdze, kde dochazi k poskozeni fibroblastd i endotelii spolu s agregaci
trombocytl v kapilarach. Podle S.Sonise (4) je definovano pét fazi prabéhu MDU -
Iniciace: pFfimé poSkozeni DNA, apoptéza epitelii bazalni vrstvy, endotelii a
fibroblastid v submukéze. Up-regulace: aktivace nuklearniho faktoru kappa B (NF-
kappaB), nadprodukce prozanétlivych cytokini (TNF-alfa, IL-1beta, IL-6), aktivace
sfingomyelindzy a ceramid-syntetazy, poskozovani tkané. Amplifikace: zvyraznéni
zmeén, pozitivni zpétna vazba procesu. Ulcerace: ztrata integrity sliznice, infekce,
zanét, fibrinova pablana na ulceracich. Hojeni: z oblasti submukdézy stimulace

migrace, proliferace a diferenciace epiteliadlnich bunék a vyhojeni defektl (4).

2.1.1.3. Klinicky obraz a souvislostip  fi MDU
Zmeény na sliznici jsou patrné nejcastéji 4-8 dni po chemoterapii a pretrvavat mohou

podle tize posSkozeni zhruba 7 az 14 dni. Lze pozorovat prosaknuti sliznic, na bukalni



sliznici a po okraji jazyka ,zebrovani“ z otisk( zubl (tzv. scalloping). Dale erytém,
atrofie (na jazyku vyhlazeni papil), defekty kryté pablanou odhojujici se od okrajl.
PoSkozen& bariéra usnadiuje pranik patogenim a zvySuje incidenci bakteriémie
viridujicich (alfa-hemolytickych) streptokokd (7,8) a pronikat mohou i Candida sp.,
Fusobacterium,  koagulaza-negativni  stafylokoky, Klebsiella  pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa (9).

MDU byva doprovazena dyskomfortem, bolestivosti, kterd muze vyzadovat i aplikaci
analgetik véetné opiata (10), muze byt porucha vnimani chuti, snizena salivace a
omezeni peroralniho pfijmu potravy i tekutin. V souvislosti s alogenni transplantaci
krvetvornych bunék nelze pominout ani vyznam v patogenezi akutni reakce Stépu
proti hostiteli (GvHD), kter4 je nejspiSe predisponovana vySSimi hladinami
prozanétlivych cytokinu, které jsou vyplavovany také pfi mukozitidé, a dale také
vlivem stfevni mikrofléry a prinikem bakterialnich toxina (6, 12, 13). Na druhé strané
akutni GVHD muze pfispét k modifikaci prab&éhu MDU ve smyslu del3iho pFetrvavani
slizni€niho postiZzeni dutiny Ustni (14).

2.1.1.4. Vyskyt MDU

Vyskyt variabilni v zavislosti na intenzité a typu chemoterapie. V pfipadé intenzivnich
vysokodavkovanych reziml s transplantaci krvetvornych bunék se objevuje u 60-
100% pacientd podle typu predtransplantacni pfipravy (11, 14). Pfi bézné
chemoterapii je vyskyt pfiblizné do 15%, u irinotecanu vice nez 20% a po lécbé 5-
fluorouracilem az u 40% pacientd (11, 15). Prabéh a vyskyt MDU neni pfi shodnych

rezimech chemoterapie stejny, ale méa individualni odliSnosti — viz Rizikové faktory.

2.1.1.5. Rizikové faktory MDU

S intenzitou chemoterapie a s ohledem na typ cytostatika se zvySuje incidence a tize
MDU. Mezi individudlni faktory byva zahrnovana fada proménnych, ale vétina je
neovéfena nebo kontroverzni. Nelze zatim jasné potvrdit, do jaké miry je rizikové
napf. Zzenské pohlavi, vliv véku, hodnoty body mass indexu (BMI) nebo obsah CD34+
bunék v autolognim Stépu perifernich krvetvornych bunék (10, 19-26). Kufactvi nema
negativni vliv (20, 22, 23, 27). Vyznamna je genetické predispozice k citlivosti na
cytostatika, polymorfismus enzymu zodpovédnych za degradaci 5-fluorouracilu a
metotrexatu (16, 17). U pacientt s psoriazou je nizSi riziko MDU nejspiSe pfi nizsi

tendenci k apoptdze (18).



2.1.2. Reakce St épu proti hostiteli (GVHD) v dutin & Ustni
2.1.2.1. Uvod a definice pojmu
Chronicka reakce Stépu proti hostiteli (GVHD, graft versus host disease) je projevem

imunitniho poSkozeni tkdné prijemce vlivem darcovskych T-lymfocytu ze Stépu.

2.1.2.2. Patofyziologie GVHD

GVHD vznika nasledkem interakci mezi darcovskymi T-lymfocyty pfenesenymi
$tépem a antigen-prezentujicimi bufikami pfijemce. Uvodnim krokem je vyplaveni
prozanétlivych cytokind (TNF-alfa, IL-1) napf. na zakladé tkanového poskozeni
vlivem pfedtransplantacni pfipravy (chemoterapie, aktinoterapie). Tato tzv.
~Cytokinova boure” aktivuje pfijemcovy antigen-prezentujici buriky. Vrcholem kaskady

je zapojeni NK-bunék, LGL-lymfocytl a rozvoj vlastniho tkariového poskozeni (28).

2.1.2.3. Klasifikace GVHD

RozliSujeme akutni nebo chronickou GVHD. Podle aktualnich doporuceni National
Institutes of Health (NIH) Consensus Conference je pro rozliSeni rozhoduji klinicky
obraz, nikoliv doba nastupu komplikace po transplantaci (meznik v den +100). Navic
je vymezen tzv. overlap syndrom s projevy akutni i chronické GVHD (41, 28).

Pfi akutni GVHD dominuje postizeni bazalni vrstvy epidermis, stfevniho epitelu a
Zlu€ovych cest s projevy kozniho erytému, bul i deskvamace (v téZzkych pfipadech),
rozvojem vodnatych prujmu a vzestupu bilirubinu. Chronickd GVHD se prezentuje ve
formé pfipominajici autoimunitni postizeni typu sklerodermie, Sjégrenova syndromu,

primarni biliarni cirhdzy, obliterujici bronchiolitidy atp.

2.1.2.4. Klinicky obraz GVHD v dutin & Ustni

Klinicky obraz pfi akutnim i chronickém postizeni muze pfipominat toxickou
mukozitidu dutiny Ustni v podobé erytému, atrofie, ulceraci a bolesti. V pfipadé
chronické GVHD jsou jako typické udavany lichenoidni zmény a hyperkeratoza.

PostiZeni slinnych Zlaz se projevuje snizenou tvorbou slin a pocitem suchosti (41).

2.1.2.5. Histologicky nalez p i GVHD v dutin é ustni
Histopatologické literatury o GVHD v Ustni dutiné je malo (48). V praxi se proto bézné

pouzivaji podobna kritéria jako pro hodnoceni GVHD v kdzi. Histologické nalezy



akutni GVHD v Ustni dutiné nejsou dosud podrobnéji charakterizovany. U chronické
GVHD se v Ustech popisuji: hydropické zmény epitelii v bazalni vrstvé, apoptoticka
téliska, lymfocytarni infiltrace a fokalni ¢i totalni odStépeni epitelu od subepitelialniho
pojiva (tzv. “cleavage") (48). Diferencialné diagnosticky pfichazi v tvahu lichen ruber
planus, lichenoidni reakce na protézu a Iékovy nebo virovy puvod. Ve slinnych
Zldzkach byvéa lymfocytarni infiltrat, atrofie acint a mirna intersticialni fibrotizace (48).
Lymfocytarni infiltrat je prevazné T-povahy (48, 49, 50). B-lymfocyty prakticky chybi,
ale plasmocyty a makrofagy byvaji pfitomny (48, 51).

2.1.2.6. Vyskyt GVHD

Incidence kolisa mezi 10-80% s ohledem na rizikové faktory, kam patfi pfedevSim
HLA kompatibilita darce a pfijemce, typ pfedtransplantacni pfipravy, typ prevence
GVHD, vék pfijemce, 5tép perifernich krvetvornych bunék a darkyné po opakovaném
teéhotenstvi (28). Sliznice dutiny Ustni muzZe byt postizena jak v rdmci akutni GVHD,
tak predevSim pfi GVHD chronické, kdy byva u 38%-46% transplantovanych,
respektive 54-80% pacientl s chronickou GVHD (29, 30, 31, 32).

2.1.3. Pripravné rezimy alotransplantaci krvetvornych bun ek

2.1.3.1 Konven €ni a redukované rezimy

V ramci registru EBMT (The European Group for Blood and Marrow Transplantation)
bylo v r.2000 evidovano 6404 alogennich transplantaci a v r.2006 jiz 9661 (33, 34).
Mezi standardni protokoly pfedtransplantacni pfipravy patfi rezim Bu/CY2/tATG
zahrnujici vysocedavkovany busulfan s cyklofosfamidem. Vyznam maji ¢im dal vice i
transplantace stzv. redukovanou intenzitou pfipravy, které jsou alternativou pro

starSi a predlécené pacienty z divodu niZSi toxicity (35).

2.1.3.2. Rezim FLU/MEL

Mezi protokoly sredukovanou intenzitou pripravy patfi rezimy FLU/CY s
fludarabinem a cyklofosfamidem nebo FLU/MEL s fludarabinem 125-150mg/m? a
melfalanem 140-180mg/m?®. FLU/MEL je uginny ve spektru hematologickych malignit,
ma potencial zajistit pfihojeni Stépu a minimum toxickych fatalnich komplikaci (36,
37, 38, 39, 40). | zde byla pozorovana toxicita dutiny ustni (37, 40). Publikované

zkuSenosti s FLU/MEL jsou vSak vice zaméfeny na pfihojeni Stépu, dobu do



progrese nebo relapsu nemoci, celkové preziti a vyskyt GVHD (36, 37, 38, 39, 40).
Specifikace a blizSi popis postizeni dutiny Gstni vramci MDU a GVHD jsou
v souvislosti s protokolem FLU/MEL nedostate¢né.

2.2. Cil préace:

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

predtransplantacni pfipravu a pfedevsim se zaméfenim na rezim FLU/MEL.

2.3. Metodika:

2.3.1. Pacienti a lé €ba

V obdobi 1/2005-12/2007 byli do prospektivniho sledovani na transplantaénim centru
Hematologicko-onkologického oddéleni FN v Plzni zafazeni pacienti, u kterych byla
zahdjena pfiprava k alogenni transplantaci krvetvornych bunék s konvencni
pfipravou BU/CY2+ATG nebo s redukovanou intenzitou pfipravy podle protokold
FLU/MEL, FLU/CY, Bu/FLU/ATG nebo HD-CY/ATG. Pacienti podepsali s |ébou a
sledovanim informovany souhlas. Sledovani bylo ukon&eno predCasné v pfipadé

amrti, podani nové chemoterapie, transplantace nebo infuze darcovskych lymfocytu.

2.3.2. Protokoly p Fedtransplanta €ni pFipravy

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

« FLU/MEL: celkova 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
Byla zahajena v den predtransplantaéni pfipravy, provadéna 4x denné, v pfipadé
MDU i Castéji. Roztoky byly voleny s ohledem na pfani pacienta a byly nabizeny

pfipravky s obsahem chlorhexidinu, benzydaminu, fyziologicky roztok, roztok
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s obsahem lokalniho anestetika (trimecain) nebo Salvéjovy roztok. Chrup byl CiStén
mékkymi kartaCky po hlavnim jidle. V pfipadé krvacivosti dasni nebo bolestivosti byly
k ¢isténi doporuceny pouze roztoky. Snimatelné zubni nahrady byly odkladany
bé&hem noci, pfi péci o dutinu Ustni a pfi rozvoji MDU. V pfipadé GVHD postiZzeni ust
byly doporu€eny navic vyplachy s roztoky s dexamethasonem 0,2-0,4% a viskdzni
pfipravky s obsahem hyaluronatu. Amifostin, palifermin ani kryoterapie nebyly
v ramci profylaxe MDU aplikovany.

2.3.4. GVHD profylaxe

V rezimu BU/CY2/+ATG byl podavan Cyklosporin A (CyA) od dne -1 s Gpravou davky
dle hladin po dobu 6 mésicu pfi nepfitomnosti GVHD, a dale metotrexat (MTX)
15mg/m2 iv. v den + 1 a 10mg/m2 v den + 3, + 6 (individualné den +11) se
zajisténim aplikace leukovorinu. U nepfibuzenskych nebo HLA neshodnych
transplantaci byla doplnéna ,in vivo" T-deplece s antitymocytarnim globulinem (ATG).
V rezimu FLU/MEL, FLU/CY, Bu/FLU/ATG, HD-CY/ATG byl podavan CyA od dne -1
pred transplantaci s Upravou davky dle hladin s pfedpokladem podavani po 3 mésice
a modifikaci délky podavani s ohledem na GVHD, stav malignity a monitorovany
chimérismus v kostni dfeni. Doplnén byl dale MTX 10mg/m2 i.v.vden+ 1, + 3, + 6
(individuélné den +11) se zajiSténim aplikace leukovorinu. V protokolu Bu/FLU/ATG,
HD-CY/ATG byl navic podavan ATG.

2.3.5. Antimikrobiélni profylaxe

V ramci profylaxe bakterialnich infekci byly do doby pfihojeni Stépu podavany
chinolony, dale pak do ukon€eni imunosuprese amoxacilin-klavulanat nebo cefuroxim
a trimethoprim-sulfomethoxazol. Dale az do ukonceni imunosupresivni leécby byl
zajistén acyklovir a fluconazol nebo itrakonazol. Byla uplatiiovana pre-emptivni IéEba

cytomegalovirové infekce ganciclovirem nebo foscarnetem.

2.3.6. DalSi podp Urna pé ¢e

Pacienti byly umisténi na jednolizkovém pokoji s filtraci vzduchu HEPA filtry a
oSetfovani v rezimu ochranné (reverzni) izolace. Transfuze erytrocytd a trombocyt(
byly vzdy deleukotizované a ozarené davkou 25Gy. Filgrastim 5ug/kg/den byl
aplikovan v pfipadé BU/CY2/+ATG od dne +1 po transplantaci a v pfipadé FLU/MEL,
FLU/CY, BUu/FLU/ATG, HD-CY/ATG od dne +5.
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2.3.7. Monitorace, hodnoceni a definice

Sledovéani stavu sliznic rtd, bukélné, na jazyku a na patfe probihalo denné b&hem
hospitalizace od zahajeni pfedtransplantacni pfipravy a dale pfi pravidelnych
ambulantnich kontrolach v potransplantacnim obdobi.

Tize MDU byla hodnocena podle WHO kriterii se stupni 0 az 4 (0 = Z&dné, 1 = bolest
a zarudnuti, 2 = defekty a moznost jist tuhou potravu, 3= defekty a moznost pouze
tekutin a kaSi, 4= pfijem nemozny pro mukozitidu).

Diagnostika GVHD byla provadéna s ohledem na kritéria NIH (41) akceptovana
rovnéz vramci EBMT (28). Celkova tize akutni GVHD byla hodnocena podle
Glucksberga (42), chronicka GVHD pak podle NIH kriterii (41).

PostiZzeni 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 obtiZze a projevy bez vyznamného omezeni oralniho pfijmu, 2=
stfedné tézké obtize a projevy s Castené omezenym oralnim pfijmem, 3= tézké

postizeni s vyznamnym omezenim oralniho pfijmu).

2.3.8. Odbér a zpracovani vzorku sliznice dutiny ustni

PFi podezieni na GVHD dutiny Ustni u pacientu Ié€enych FLU/MEL a v souhlasu byly
vzorky sliznice dutiny uUstni odebirany stomatologem v mistni anestezii z oblasti
bukalni sliznice v misté lichenoidnich zmén. Vzorky (max. priméru 4 -11 mm) byly
fixovany v 10% pufrovaném roztoku formolu a nasledné zality do parafinovych bloku.
Rezy o tloustce 2 pym byly barveny hematoxylinem-eozinem. Histologicky odedet

probéhl na Siklové patologicko-anatomickém Ustavu LF UK a FN v Plzni.

2.3.9. Statistické zpracovani

Provedeno s vyuZitim programu GraphPad InStat - Statistica Software a byly pouzity
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 vyznané rozdily. Potencialni rizikové faktory MDU byly podrobeny
multivariantni analyze. Logisticka regrese byla pouZita k ovéfeni zavislosti vztahu
vyskytu MDU a akutni GVHD.
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2.4. Vysledky:

V obdobi 1/2005-12/2007 bylo do sledovani zafazeno 117 pacientu s medianem
doby sledovani 357 (6-1230) dni. Rezimy pFedtransplantacni pfipravy zahrnovaly
konvencéni Bu/CY2/+ATG (26%) a protokoly s redukovanou intenzitou FLU/MEL
(60%), FLU/CY (10%), BU/FLU/ATG (2%) a HD-CY/ATG (2%). Parametry souboru

jsou blize uvedeny v tabulce ¢.1.

Tabulka ¢€.1:

Charakteristiky pacient G 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%
Diagnozy:

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 - téZzka aplasticka anémie 4

OMF - osteomyelofibréza 3
Predtransplanta €ni pfiprava:

FLU/MEL 71/ 117 (60%)

Bu/CY2/xATG 30 (26%)

FLU/CY 12 (10%)

HD-CY/ATG 2 ( 2%)

Bu/FLU/ATG 2 ( 2%)

HLA identicky darce:

92 /117 (78%)

Sourozenecky dérce:

417117 (35%)

Stép: periferni krvetvorné bunky : kostni dferi

90% : 10%

Obsah CD34+ bun &k ve &t &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 ramci celého souboru

V ramci celé skupiny transplantovanych doslo krozvoji MDU u 87/117 (74%)
pacientd. Incidence se liSila podle typu predtransplantacni pfipravy — protokol
Bu/CY2/+ATG: 100%, FLU/MEL: 78%, FLU/CY: 9% pacientd (p=0,0046). T&zka
MDU st.3-4 dle WHO byla pozorovana pouze po pripravé Bu/CY2/zATG (43%) a
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FLU/MEL (38%). Protokoly Bu/FLU/ATG a HD-CY nebyly dale analyzovany pro

Rl

Tabulka €.2:
Charakteristiky mukozitidy dutiny ustni (MDU) u pac ientt po alogenni

transplantaci krvetvornych bun  ék

Charakteristika

n=

117

MDU incidence:
v celém souboru
BUu/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%)

BUu/CY2/+tATG 13/30 (43%)

FLU/MEL 27/71  (38%)

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

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

Hodnoceno bylo 71 pacient alogenné transplantovanych po pripravé FLU/MEL a 30
pacientl po Bu/CY2/+ATG. Nebyly zjiStény statisticky vyznamné rozdily mezi obéma
skupinami ve smyslu zastoupeni pohlavi, sourozeneckych nebo HLA identickych
transplantaci, obsahu CD34+ bunék ve Stépu a hodnot clearance kreatininu a hladin
bilirubinu u pacientd. Statisticky vyznamné rozdily byly zastizeny jen v Cetné&jSim
zastoupeni starSich pacientl, Stépu perifernich krvetvornych bunék a c¢asnéjSi

e
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Tabulka €.3:

Charakteristiky srovnavanych soubor U FLU/MEL vs. Bu/CY2+ATG

Charakteristika FLU/MEL BUu/CY2/tATG 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

poéet CD34+ ve 3t épu (x10%kg ), 4,95 5,05 NS

median (1,6-15,2) (2,2-22,8)

clearance kreatininu (ml/s), median 15 1,8 NS
(0,4-3,0) (0,7-3,3)

bilirubin  (umol/l), 13 11 NS

median (6-52) (6-38)

granulocyty >1x10 %/ po 13 15

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

Po FLU/MEL meélo MDU 78% pacientll. U 38% bylo postizeni tézké (st.3-4 WHO)
s peroralnim pfijmem vylou¢enym nebo omezenym na tekutiny a kaSe. K rozvoiji
MDU doslo v medianu od dne 6 (2-10) po transplantaci, MDU pretrvavala 12 (1-34)
dni a ustupovala v medianu den 18 ( 9 - 37) po transplantaci. Vysledky srovnani
charakteristik se skupinou Bu/CY2/+ATG jsou v tabulce ¢.4 a v grafu 1 a 2 dale.

Tabulka €.4:
Charakteristiky MDU v souborech FLU/MEL vs. Bu/CY2
Charakteristika FLU/MEL Bu/CY2/£tATG p=

n= 71 30 -
MDU incidence 78 % 100 % 0.004
MDU st. 3-4 dle WHO, incidence 38 % 43 % NS
MDU max. stuperi dle WHO, median 2 (1-4) 2 (1-4) NS
MDU start od dne po transplantaci, median 6 (2-10) 5 (2-13) NS
MDU ustup dne po transplantaci, median 18 (9-37) 16 (9-35) NS
MDU trvani dni, median 12 (1-34) 11 (2-31) NS
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2.4.3. Statistick4 analyza potencialnich rizikovych faktor @ MDU

V multivariantni analyze celého souboru 117 pacientl byl jako nezavisly rizikovy
faktor pro incidenci a tizi MDU prokazan typ pfipravného predtransplantacniho
rezimu - Bu/CY2 vs. FLU/MEL vs. FLU/CY (p=0,0001). Nebyl prokadzan vliv véku,
pohlavi, body mass indexu, HLA kompatibility darce a pfijemce, typu Stépu, obsahu
CD34+ bunék ve Stépu, hladiny bilirubinu, clearance kreatininu, poc¢tu dni od
posledni chemoterapie, anamnézy MDU v minulosti a pfitomnosti zubnich protéz
nebo diabetu. V pfipadé souboru FLU/MEL byla MDU vyznamné castéji u zen (89%
vsS. 67%, p=0,045), u pacientd s davkou melfalanu =3,5mg na kilogram hmotnosti
pacienta (88% vs. 65%, p=0,037) a dale u pacientl s niz§im body mass indexem ( 26
(14-39) vs. 28 (17-43), p=0,018).

2.4.4. Akutni GVHD a postiZzeni dutiny Ustni u FLU/M  EL

Po FLU/MEL pfipravé bylo akutni GVHD postizeni sliznic patrné u 6/71 (8%),
respektive u 6/29 (21%) pacientu s klinicky zfejmou akutni GVHD. Nebyl signifikantni
rozdil v postizeni dutiny Ustni u FLU/MEL vs. BU/CY2/+ATG (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 den 113 ( 93-150) po transplantaci. U vSech
pacientt byla pro celkovou tizi GVHD vétSi nez st.2 dle Glucksberga zahajena lé¢ba

imunosupresi s cyklosporinem A a metylprednisolonem.

Subjektivni obtiZze: suchost Ust 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 max st. postizeni DU dle NIH (st. 0-3):  st.1- 5/6 (83%), st.2- 1/6 (17%), st.3- 0
Cetnost postizeni region G: bukélni oblast 6/6 (100%), jazyk 2/6 (33%), rty 1/6 (17%),
patro 1/6 (17%).

2.4.5. Chronickd GVHD a postizeni dutiny ustni u FL ~ U/MEL

Po FLU/MEL bylo postizeni dutiny ustni v ramci chronické GVHD patrné u 21/71
(29%), respektive u 21/29 (72%) pacientu s chronickou GVHD ( 17% pacientd mélo
v ramci chronické GVHD pfitomno pouze izolované postizeni dutiny Ustni). Nebyl
signifikantni rozdil v postizeni u FLU/MEL vs. BU/CY2/£ATG (29% vs. 20%, p=0,46).

PostiZzeni dutiny Ustni nastupovalo v medianu dne 230 (107-540) po transplantaci,
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pretrvavalo 135 (11-665) dni a ustupovalo dne 362 (178-835). U pacientQ
s izolovanym GVHD postizenim DU byla zajisténa lokalni lé¢ba s vyuzitim roztoku s
dexamethasonem, 18% pacientd bylo 1é€eno monoterapii s cyklosporinem a 65%

kombinovanou systémovou imunosupresi s cyklosporinem a metylprednisolonem.

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

Makroskopické zm ény sliznice: lichenoidni zmény 21/21 (100%), erytéem 8/21 (38%),
defekt-pseudomembrana 10/21 (48%), atrofie 3/21 (14%).

Cetnost max st. postizeni DU dle NIH (st.0-3):  st.1- 17/21(80%), st.2- 2/21(10%), st.3-
2/21(10%).

Cetnost postizenych region G: bukélni oblast 21/21 (100%), jazyk 9/21 (43%), rty 7/21
(33%), patro 7/21 (33%), soucasné postizeni vSech lokalit 4/21 (19%).

Graf €.3:

Incidence mukositidy dutiny Gstni, akutni a chronic ké reakce
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2.4.6. Vztah MDU a GVHD

Stav, kdy doSlo krozvoji akutni GVHD u pacienta s jeSté nezhojenou MDU byl
v celém souboru transplantovanych pacientd pozorovan u 50% (11/22) pacientd 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).
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2.4.7. Histologické nélezy:

Histologické hodnoceni bylo verifikovano u pfipadd klinicky zfejmého GVHD
postizeni dutiny Ustni po pfipravé FLU/MEL. Z celkem 27 pfipadd GVHD bylo na
zakladé souhlasu 14 pacienttd odebrano 14 vzork( 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 diagn6zy a dale byla pozdéji jesté provedena
revize vSech hodnotitelnych vzorka.

Pfi revizi provadéné histopatologem Slo o ,slepé hodnoceni®, kdy jedinou informaci u
histologického preparatu byla klinicka diagn6za GVHD (jako kriterium pro zafrazeni
do studie), bez znalosti doby po transplantaci, makroskopického vzhledu a podobné.
Byly hodnoceny znaky jako u GVHD v kazi (56) a rysy popsané v jediné obsahlejsi
klinicko-histopatologické studii o GVHD v Ustni dutiné (Soares et al., 48). Tyto
zakladni charakteristiky jsou uvedeny v tabulce &. 5, ktera uvadi souc¢asné vysledky
hodnoceni souboru histologickych vzorku.

Na zakladé pritomnosti uvedenych znakl, z nichz za nejddlezitéjSi povazujeme
“interface dermatitis* s apoptézami vc€etné satelitnich nekroz, 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 nepovaZzujeme to za
diagnosticky signifikantni.

Odstépeni epitelu od subepitelialniho 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 vzorkl (33%), obsahovaly fibrézu, atrofii acint a zanétlivy infiltrat (fotografie €. 9 a
10). Vyrazny edém subepitelidiniho vaziva s extravazaty erytroctl byl patrny v 1

pfipadé chronické GVHD.
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Tabulka €. 5:
Histologické nalezy GVHD dutiny Ustni u pacient @ po alogenni transplantaci

krvetvornych bun ék po p Fipraveé FLU/MEL.

Znak Po €et pFipad 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
Apoptézy, 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%)
Spongioza 2 (17%) 0 1 (12,5%)
Dysplazie keratinocyt U 2 (17%) 0 2 (25%)
Eosinofily 6 (50%) 3 (75%) 3 (38%)
(1 vyrazné) (1 vyrazné)
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%)
Fibroza slinnych Zlaz 3 1 2
Atrofie acin G 3 1 2
Zanétlivy infiltrat 4 1 3

Poznadmka: Vyraz “interface dermatitis* pouzivame v Ustni dutiné jako terminus technicus pfevzaty
z kdze, protoze pregnantné popisuje mikroskopicky nalez a je v histopatologické praxi zazity
(s védomim, Ze vyraz dermatitis neni v Ustni dutiné zcela na misté).

2.5. Diskuze:
Cilem prace bylo charakterizovat klinické a morfologické rysy postiZzeni dutiny astni
vramci MDU a GVHD u pacientd po alogenni transplantaci krvetvornych bunék

s ohledem na prFedtransplantacni pfipravu a pfedevSim se zaméfenim na rezim

FLU/MEL, o jehoz oralni toxicité zatim nejsou publikovany prakticky Zzadné
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zkuSenosti a soucCasné v pisemnictvi chybi i pfehledné Udaje o charakteristikach
akutni GVHD v oblasti dutiny ustni.

Do prospektivniho sledovani byl zafazen reprezentativni pocet 117 pacientd
léCenych alogenni transplantaci krvetvornych bunék. VétSina byla transplantovana
po pfipravé FLU/MEL (n=71) a dale po Bu/CY2/xtATG (n=30). Charakter
predtransplantacni 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%), dale 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. VySsSi vék, zastoupeni Stépu
perifernich krvetvornych bunék a c¢asnéjSi reparace granulopoézy u pacientl
s FLU/MEL vyplyva jiz z podstaty tohoto protokolu s redukovanou intenzitou, ktery je
primarné uréen pro starSi a silné predléené pacienty (35, 36, 37, 38, 39, 40).

MDU po pfipravé FLU/MEL se ve srovnani s konvenénim BU/CY2/zATG vyskytla
sice statisticky signifikantné meéné (78% vs. 100%, p=0,0046), ale z pohledu
klinického 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, ustup MDU ) byly v obou skupinach srovnatelné. Rozdil
véku pacientd mezi skupinami nejspiSe nemél na MDU vliv. Dosavadni prace nic
takového neprokazuji nebo maji vysledky protichadné (10, 19, 20, 22, 23, 24, 25, 43)
a navic ani v rdmci naSeho sledovani a statistickych analyz toto nebylo potvrzeno.
Vyskyt MDU (78%) ve sledované skupiné FLU/MEL pacientd 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 85% zase zaradil do
sledovani i pacienty s pfipravou doplnénou o celotélové ozafeni nebo
vysokodavkovany cytosin-arabinosid.

Vyznamnou roli v oralni toxicité protokolu FLU/MEL nesporné hraje melfalan, ktery je
jinak zodpovédny za MDU v pfipadé monochemoterapie s melfalanem v ramci
vysokodavkované pripravy prfed autologni transplantaci perifernich krvetvornych
bunék (24, 43). U fludarabinu naopak takova toxicita popsdna nebyla. Na druhé
strané je vSak nutno podotknout, Ze na rozvoj a charakter MDU mohl mit vliv kromé

samotné chemoterapie v predtransplantacni pripravé také metotrexat aplikovany
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v ramci prevence GVHD, jak bylo potvrzeno v nékolika sledovanich (44, 45, 46).
Zhodnotit vliv metotrexatu nebo fludarabinu na toxicitu v naSi kohorté vSak nelze
s ohledem na charakter sledovani, ktery by jinak vyZadoval zajistit pocetnéjSi a také
kontrolni skupiny pacientd bez aplikace metotrexatu nebo fludarabinu, coz prakticky
nelze realizovat.

Podle pozorovani v této praci byla v pfipadé FLU/MEL protokolu zastizena vyznamné
zvySena incidence MDU u Zen, jak bylo pozorovano také pfi sledovani u soubort
autologné transplantovanych po piipravé s melfalanem 200mg/m? nebo ,BEAM* (10)
nebo pfi Ié¢bé 5-fluorouracilem (52). Dale byla tendence k vysSi incidenci MDU u
pacientu s niz§im body mass indexem (BMI). Za témito faktory se vSak muze skryvat
vliv vy3Si obdrzené davky melfalanu na kilogram télesné hmotnosti, kdyZ u pacientd
se stejnym télesnym povrchem bude absolutni aplikovana davka melfalanu vzdy
stejna (140mg/m?), ale pacienti s niz&i hmotnosti, respektive niz&im BMI (vétSinou
Zeny) musi z&konité obdrzet vice mg melfalanu vztazené na kilogram hmotnosti.
Tento vliv davky byl prokdzan 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 pacientl nasledné postizenych GVHD.
U poloviny pacientd s MDU pfetrvavajici vden 21 a déle po transplantaci byla
pfitomna situace, kdy se pfi stale trvajici MDU souc€asné rozvinula i akutni GVHD s
medidanem 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 na blizkou provazanost procesu hrajicich roli pfi
patogenezi MDU i akutni GVHD, kdy ¢asnd GVHD muze podporovat perzistenci
pavodné toxické mukozitidy a naopak prolongovana MDU dale zvySuje riziko akutni
GVHD (47, 54).

BohuZzel, z bézného klinického pohledu izolovaného ¢isté na dutinu dstni, a ani
histologickou verifikaci, neni mozné jednoznacné odliSit etiologii postizeni dutiny
astni u téchto pfipadd, kdy se prakticky jeSté neodeznéla MDU piekryva 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 postiZzeni dutiny uUstni v téchto pfipadech Ize
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povaZzovat 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 tfi tydny po
transplantaci zasadni vliv na probihajici celkovou Ié&ebnou strategii a navic o
zahajeni 1é¢by akutni GVHD rozhoduji pfedevSim projevy postizeni klze, jater a
stfeva a nikoliv dutiny Ustni, kterd navic pfi akutni GVHD nebyvéa zasaZena izolované
— narozdil od pfipadud pfi chronické GVHD.

PFi pouze izolovaném pohledu do dutiny astni mze byt problematické i rozliSeni zda
jde o postizeni akutni nebo chronickou GVHD. Zakladni problémy pacienta, jako je
dyskomfort, bolest a suchost dutiny Gstni Ize zastihnout u obou forem GVHD.
Makroskopické zmény byly rovnéz vétSinou obdobné a to v€etné lichenoidnich zmén,
které byly patrné v naSem souboru nej¢astéji bukalné u pacientl s aktivni chronickou,
ale i akutni GVDH. V literatufe jsou lichenoidni zmény uvadény jako charakteristicky
rys chronické GVHD dutiny Ustni a Udaje o charakteristikdch akutni GVHD v dutiné
astni  jsou naprosto ojedinélé (53). Snad C¢astecné spolehlivéjSim voditkem
v klinickém odliSeni akutni a chronické GVHD 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 davodu v€asnych zachytl GVHD reakci a zahdjeni
patficné imunosupresivni IéEby branici progresi postizeni do tézkych forem.

Pouze podle histologického obrazu a bez znalosti klinického kontextu také neni
odliSeni akutni a chronické GVHD dutiny ustni mozné. Histologické nalezy byly
v naSem souboru velmi podobné jak u pfipadl, které byly na zakladé klinického
obrazu klasifikovany jako akutni (4 vzorky), tak i u chronickych GVHD (8 vzorku).
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 vc€etné satelitnich nekr6z. Vyraz “interface dermatitis”
pouzivame v kontextu sdutinou U(stni jako terminus technicus pfevzaty
z problematiky kze, protoZze pregnantné popisuje mikroskopicky nalez a je
v histopatologické praxi zaZzity (s védomim, Ze vyraz dermatitis neni ve vztahu
k dutiné Ustni zcela na misté). V 50% pfipadd vSech GVHD byly eosinofily ve

stromatu, coz néktefi autofi povazuji za znak svédcici spiSe pro alergicky pavod,
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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), neprokazali. Slinné Zlazky byly zachyceny ve 4 z 12
vzorkl (33%), obsahovaly fibrozu, atrofii acint a zanétlivy infiltrat. Soares et al (48)
upozoriiuji na diagnosticky vyznam postizeni slinnych Zlaz, které je CastéjSi a
vyraznéjSi nez postiZzeni okolni sliznice.

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

OdliSeni zda postizeni dutiny Ustni souvisi s akutni nebo chronickou GVHD m{ize byt
opét pfinosné pro studie sledujici incidenci a charakter téchto komplikaci u
transplantovanych pacientll. Spravné posouzeni postizeni dutiny Ustni mize mit vliv i
pfi rozhodovani o Ié¢bé chronické GVHD, kdy s ohledem na intenzitu a extenzitu
projevl byva upravovana medikace (41, 55).

PostiZeni sliznic dutiny ustni v ramci akutni GVHD bylo u FLU/MEL a BU/CY2/tATG
rezimu prakticky minimalni a srovnatelné v Cetnosti do 8%. Paklize bychom pfifadili i
vySe zmiflované 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 pacientt nizsi
incidenci (29%), nez bylo popisovano v pfipadé pomérné Sirokého 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 predtransplantacni pfipravy a doba sledovani byla vyrazné delSi
s medianem 1792 (964-4374) dni ve srovnani s naSimi 346 (6-1230) dny, coz ztéZuje
moznost srovnani. Lze predpokladat, Ze v pfipadé delSiho sledovani by jesté
incidence v naSem souboru mohla narlst. V Buscové souboru se pfi medianu rozvoje
v den 148 objevovala chronicka GVHD dutiny Ustni az do dne 925 a v nasSem

souboru se pfipad objevil zatim nejdéle vden 540 po transplantaci. V kazdém
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pripadé Ize i tak povazovat vyskyt postizeni pacientt chronickou GVHD v dutiné ustni
po FLU/MEL pfipravé za vyznamny.

U vétSiny FLU/MEL pacientll s GVHD dutiny Ustni se jednalo o mirn&jSi postiZzeni (st.
1 dle NIH) doprovazené predevSim pocitem suchosti sliznic, dyskomfortem az
bolesti, nicméné bez omezeného per oralniho 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 zmény
sliznice v bukalni oblasti, jak u akutni tak i chronické GVHD, a v celkem 12
reprezentativnich vzorcich odebranych k histologickému ovéreni u pacientti s GvHD
dutiny Ustni (4x Klinicky akutni GvHD, 8x chronickdA GvHD) byl popsan piné
odpovidajici patologicky korelat, tedy nalez satelitnich nekréz a lymfocytarniho, resp.
Jnterface 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. MuzZe jit o rozdilnost danou metodikou imunohistochemie,
velikosti sledovanych soubort nebo fazi GVHD (48) - pro klinickou praxi vSak tato

problematika neni dalezita.

2.6. Zaver:

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

Prace pfinesla informace o histologickych rysech akutni GVHD v oblasti dutiny ustni,
pfi¢emZ tomuto tématu rovnéz neni v literatufe prakticky vénovana pozornost.

Bylo zaznamenano zfetelné prolinani makroskopickych a histologickych
charakteristik v pfipadé chronické i akutni GVHD dutiny astni, coZ neni v dostupné
literatufe zvlast zmifovano.

OdliSeni akutni nebo chronické GVHD dutiny astni vyZzaduje zhodnoceni GVHD
aktivity a klinicko-patologického obrazu u pacienta jako celku. Izolovany morfologicky
makroskopicky a histologicky nalez muze byt obdobny u obou forem postizeni.
Protokol FLU/MEL lze povazovat stejné jako BU/CY2/+tATG za vysoce toxicky pro
oblast dutiny Ustni. Protokol FLU/CY takovy potencial nema.
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Tézké formy oralni GVHD jsou po FLU/MEL ojedinélé, ale s ohledem na délku
pretrvavani i nizSich stupil postiZzeni se jedn& o klinicky vyznamny problém.

Podrobna charakteristka MDU a GVHD u vyznamnych protokold hemato-
onkologické Ié€by a individudlnich rizikovych faktord ma vyznam pro hledani postup
omezujicich toxicitu a pro definovani vyrazné ohroZzenych skupin pacientl, ktefi by

mohli profitovat z cilenych lIé€ebnych a predevsim profylaktickych postupa.
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55. Standardni operacni postup (SOP) €.121A/01 Nemoc z reakce Stépu proti hostiteli
(GVHD) — lé¢ba chronické GVHD, Hematologicko-onkologické oddéleni Fakultni nemocnice
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2.8. Summary:

In this thesis section “Oral Mucositis (OM) and oral Graft versus Host Disease
(GVHD) in patients after allogeneic stem cells transplantation and with focus to
FLU/MEL conditioning regimen” the author deals with following issues:

1. Literature overview: The overall negative impact of OM is mentioned and the
complex pathogenesis, clinical characteristics, incidence and factors
influencing both OM and GVHD are described. The histological features of
GVHD and classification of it are mentioned, too. Conventional and reduced-
intensity conditioning transplant regimens, including FLU/MEL are presented.

2. Methodological section:  Prospective observational study of 117 patients
after allogeneic stem cells transplantation with BU/CY2/zATG (26%),
FLU/MEL (60%), FLU/CY (9%), BU/FLU/ATG (2%) and HD-CY/ATG (2%)
conditioning regimens. OM assed according to WHO criteria, GVHD assessed
according to NIH criteria accepted by the EBMT. The statistical univariate
analysis performed by means of GraphPad In Stat - Statistica Software (Man-
Whitney, Fisher, t-test), p<0,05 considered significant. Multivariate analysis
used in OM risk factors assessment.

3. Results: The OM incidence was significantly dependent on pre-transplant
conditioning regimen (Bu/CY2/+tATG: 100%, FLU/MEL: 78%, FLU/CY: 9%,
p=0,0001) in multivariable analysis. OM kinetics and severe OM (gr.3-4 WHO)
were comparable in FLU/MEL vs. Bu/CY2/+ATG. In FLU/MEL patients, OM
more often observed in women compared to men (89% vs. 67%, p=0,04) and
in patients with lower body mass index (26 (14-39) vs. 28 (17-43), p=0,01).
Incidence of acute GVHD was significantly higher in patients with OM
persisting over day +21 post-transplant (68% vs. 32%, p=0,005) and logistic
regression proved significant dependence of acute GVHD on severity and
duration of OM (p=0,04). In FLU/MEL, acute oral GVHD was observed in 8%

31



of patients with onset in median of day 85 (40-140) post-transplant and with
duration of 24 (7-54) days, the bucal mucosa was affected in 100% and
lichenoid changes observed in 83% patients. In FLU/MEL, chronic oral GVHD
was observed in 29% of patients with onset in median of day 230 (107-540)
post-transplant and with duration of 133 (7-54) days, the bucal mucosa was
affected in 100% and lichenoid changes observed in 100% patients. In 14/27
FLU/MEL patients histology of bucal mucosa presenting clinically with
lichenoid features (4 cases acute and 8 chronic GVHD) was analyzed, in
100% samples the apoptotic bodies and interface inflammation was observed.
No specific characteristic features were found in acute and chronic GVHD.

. Conclusions: Characteristics of OM and oral GVHD were analyzed in
patients after allogeneic stem cells transplantation and the FLU/MEL
conditioning regimen was in focus. The FLU/MEL and BU/CY2/+tATG posses
high oral-toxicity potential, contrary to FLU/CY. Severe oral GVHD is rare in
FLU/MEL patients, however, with respect to long-time duration of the
complication this can be considered as clinically significant problem. It can be
complicated to distinguish acute and chronic GVHD if not assessed in holistic
clinical context — morphological and histological features are similar in both
forms of GVHD. Lichenoid changes were observed both in acute and chronic
oral GVHD in this cohort of patients, which stays in contrast to literature data
where lichenoid changes are considered significant for chronic GHVD.

Curiously, literature describing oral GVHD features is remarkably rare.
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3. Kaposiho sarkom po alogenni transplantaci perif  ernich

krvetvornych bun ék — raritni sekundarni neoplazie.

3.1. Prehled o sou éasném stavu problematiky

Kaposiho sarkom (KS) se manifestuje v podobé hyperpigmentovanych, az syté
fialovych koZnich papul a plakd. Postihovat mudze i sliznici dutiny Gstni,
gastrointestinalni trakt, lymfatické uzliny a plice. Histologicky je reprezentovan
proliferaci neoplastickych vietenitych endotelii vytvarejicich Sterbinovité prostory
s 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 kbédovani gent stimulujicich angiogenezu. Studie klonality navic
odhaluji monoklonalini i polyklonalni rysy (1,2,3,4). Rada faktor( a interakci mize hrat
roli v patofyziologii — napf. glukokortikoidy podporuji rast bunéénych linii KS (5) a
soubézné probihajici infekce nejspiSe také maji vyznam (1,15,16). Spontanni
regrese KS se objevuji, zvlasté u iatrogeniho podtypu sarkomu u pacientl 1é&enych
imunosupresivy a po transplantacich organt. Prevalence KS u pacientl po
transplantaci ledvin se blizi 4% (6). Po transplantacich krvetvornych bunék je raritni,
ackoliv HHV-8 séropozitivita je i zde obecné vysokd - 12% kanadskych a 18%
francouzskych pacientu (7,8). Doposud, podle dostupnych literarnich sdéleni, bylo
popsano do deset pfipadid KS po alogenni transplantaci krvetvornych bunék a

v Ceské republice se jedna o prvni takovy pfipad (9,10,11,12,13).

3.2. Cil prace

Popsat klinicko-patologické charakteristiky raritni sekundarni neoplazie po alogenni

transplantaci krvetvornych bunék.

3.3. Metodika zpracovani

Kazuistika pacientky s nové diagnostikovanou akutni B-lymfoblastickou leukémii
s pfitomnosti Ph-1 chromozomu a pozitivitou fazniho genu BCR-ABL v dobé od
2/2004 na Hematologicko-onkologickém oddéleni FN v Plzni. Zpracovani tkané
sarkomu na Siklové patologicko-anatomickém UGstavu v Plzni histologicky a
molekularné-geneticky PCR analyzou tkané na prikaz DNA sekvenci HHV-8 viru

s pouzitim primeru Kaposi's Sarcoma-associated Herpesvirus ( KSHV-1: 5'-
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AGCCGAAAGGATTCCACCAT-3" a KSHV-2: 5°-TCCGTGTTGTCTACGTCCAG-3").
Stanoveni populaci CD-4, CD-8, CD-19, CD-16 a CD56 pozitivnich lymfocytd
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 zdrave,
58-leté a HIV negativni pacientky diagnostikovana akutni B-lymfoblasticka leukémie
s pfitomnosti Ph-1 chromozomu a pozitivitou fuzniho 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 aZ -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
ktze, st. Il dle Glucksberga, bez histologické verifikace, byla ode dne +23 po
transplantaci doplnéna pavodni imunosupresivni [é€ba s cyklosporinem A o
metylprednisolon v davce 2mg/kg/den s postupnou redukci v nasledném obdobi.
V den +120 byla Ié¢ba cyklosporinem A ukonéena a davka kortikoidu v té dobé jiz
sniZzena na 4mg ob den. Nasledné pro novy rozvoj histologicky verifikované GVHD
od dne +140 s postizenim kuze, stfevni sliznice a jater byla pavodni kombinovana
imunosuprese opét ode dne +150 plné obnovena. V potransplantacnim obdobi do
dne +160 probéhly opakované infek&ni komplikace v&etné invazivni aspergilové
plicni infekce a enterokolitidy s pozitivitou Clostridium difficile, Pseudomonas
aeruginosa, methicilin-rezistentnino Staph. aureus (MRSA) a Candida albicans a
celkem 5x byla metodikou PCR-DNA prokazana reaktivace cytomegalovirové (CMV)
infekce s dosaZzenim clearance viru pfi preemeptivni 1éEbé 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, viceCetné tmavsi, az syté fialove,
nebolestive, 3-10mm veliké papuly s hladkym lesklym povrchem. Histologické
vySetifeni nodulu prokazalo proliferaci vietenitych, atypickych endotelii s pfitomnosti
PAS pozitivnich globuld, pfitomnost abnormalnich cév, depozita hemosiderinu a



extravazaty erytrocytd. Molekularné-geneticky PCR analyzou byly v tkani prokazany
DNA sekvence HHV-8 viru s pouzitim primeru Kaposi's Sarcoma-associated
Herpesvirus (14). Hladiny imunoglobulind pacientky se v té dobé pohybovaly na
hodnoté 1gG 4,0 g/l, IgA 0,3 g/l and IgM 0,2 g/l. Po¢et CD4 pozitivnich lymfocytu (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.

V obdobi dni +180 az 350 byla vybrana loziska KS na hlavé a koncetinach
oSetfovana bariovym laserem (595nm, Candela) s efektem v podobé CasteCné
regrese oSetfovanych lozisek. PFiblizné ode dne +270, kdy jiz nedoSlo k vyskytu
zadné vyznamné infekce a imunosupresivni |éCba s metylprednisolonem byla
redukovana na 4mg ob den, zaCalo dochézet k pozvolné sponténni regresi KS.
Pocet CD4 pozitivnich lymfocytl (T-helper) se pohyboval nad 240/ul. Od dne +390
zlstaly v misté plavodnich postizeni jiz jen rezidualni pigmentace. V den +1500
(respektive 4,2 roku po transplantaci) v ¢ervnu 2008 pretrvava u pacientky kompletni
remise ALL a KS.

3.5. Diskuze:

Diagn6za Kaposiho sarkomu u naSi pacientky je s ohledem na klinicko-patologické
charakteristiky jednoznacna. Vedle tézké potransplantaéni imunodeprivace, jako
potencialné primarni pfi€iny podporujici rozvoj KS, zde stoji za povSimnuti pfedevsim
soubéh manifestace KS s vyskytem zavaznych infekci, véetné CMV, které mohou
podle nékterych autort (1,15,16) pravdépodobné potencovat vyvoj tohoto sarkomu,
napf. podporou aktivity viru HHV-8. Nicméné vtomto pfipadé mulze soubéh
manifestace KS se zavaznymi infekcemi (vCetné opakované reaktivace CMV)
vyplyvat pravé ztézkého imunodeficitu u této pacientky s ALL, po alogenni
transplantaci krvetvornych bunék a GVHD postizenim vyZadujicim kombinovanou
imunosupresivni 1é¢bu a dlouhodobé uzivani kortikoidu. A naopak, KS regredoval,
stejné jako se jiz neobjevily zavazné infekce az s odstupem fady meésicl po
transplantaci pfi vysazovani imunosupresiv. Sérum pacientky ani darce nebylo
testovano na pfitomnost HHV-8 DNA sekvenci nebo HHV-8 protilatek a tak cesta
prenosu viru HHV-8 (Stép, transflize nebo endogenni reaktivace) zistava neznama.

Pfipad podporuje pozorovani, ktera neprokazala efekt antivirové |éCby
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s ganciclovirem nebo foscavirem na potlaeni sarkomu u transplantovanych

pacientu, i kdyZ tato virostatika inhibuji replikaci viru HHV-8 in vitro (1).

3.6. Zaver:

V souladu s cilem prace bylo upozornéno na pripad raritni sekundarni neoplazie po
alogenni transplantaci krvetvornych bunék a byla popsana Kklinicko-patologicka
charakteristika tohoto individualniho pfipadu. Sledovani dalSich pfipadd pacientl
s KS po transplantacich a podpora vyzkumu etiopatogeneze a epidemiologie jsou

v s

nadéale nezbytné pro bliz8i pochopeni podstaty této komplikace.
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3.8. Summary
Kaposi's sarcoma after allogeneic peripheral stem ¢  ell transplantation — rare

secondary neoplasia.
The iatrogenic subtype of Kaposi's sarcoma (KS) is predominantly observed in renal
transplant patients. Its occurrence after stem cell transplantation is extremely rare. In
a 58-year-old woman with B-ALL, the KS had developed in the period of days +90-
120 after sibling donor allogeneic peripheral stem cell transplantation. The KS
presented as multitude 3-5mm papules of dark blue, purplish color. Histologically,
haphazardly oriented fascicles of spindled cells separated by irregular vascular
lumina or slit-like vessels and rare hyaline PAS-positive globules were identified.
HHV-8 DNA sequences were detected by PCR-primers KSHV-1 a KSHV-2. The
onset of KS in the patient correlated with CMV reactivations, suggesting that perhaps
CMV infections could aggravate it. Treatment with ganciclovir and foscavir did not
resulted in KS regression. The KS spontaneously and gradually regressed within
days +270-390 post-transplant, when no CMV or any other clinically important
infection was evident, and immunosuppressive treatment was reduced. Further
observations of KS and HHV-8 after organ transplantation are necessary to help

understand the nature of this complication.
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