Povodné prace

Monitoring EBV infekcie u detskych pacientov po transplantacii
krvotvornych buniek (TKB)

Katarina Kovacova', Daniela Huckova', lIvana Bodova?, Julia Horakova?
"Medirex, a. s., Bratislava )
2Klinika detskej hematolégie a onkoldgie LF UK a NUDCH, TJKD, Bratislava

Epsteinov-Barrovej virus (EBV) je ubikvitarne rozsireny y-herpes virus. Po infikovani imunokompetentnych je-
dincov zvacsa navodi celozivotni asymptomaticku infekciu, avSak u imunokompromitovanych pacientov moéze
sposobit vazne komplikacie. U prijemcov krvotvornych buniek po alogénnej transplantacii (alo-TKB) moze EBV
infekcia viest k vzniku posttransplanta¢ného lymfoproliferativneho ochorenia (PTLD). EBV-PTLD je Zivotohrozu-
juca komplikacia s vysokou mortalitou 80 — 90 % a incidenciou medzi 0,5 — 1,3 %. U 71 detskych pacientov po
alo-TKB transplantovanych na Klinike detskej hematolégie a onkolégie LF a UK, Transplanta¢nej jednotke kost-
nej drene v Bratislave v obdobi rokov 2013 az 2017 bola sledovana hladina EBV DNA v suvislosti s vyskytom EBV
infekcie, moznymi rizikovymi faktormi jej vzniku a rozvoja EBV-PTLD. Kvantitativna real-time PCR metéda bo-
la uskuto¢nena zo vzoriek nezrazenej krvi u vSetkych pacientov. Vysoka hladina EBV DNA v krvi bola pozorova-
na v 57 % pripadov z aktivne infikovanych prijemcov (52 %). Zhodny nepribuzensky darca a CMV reaktivacia bo-
li asociované s vysokou virusovou hladinou EBV DNA. U 2 pacientov sa rozvinulo EBV-PTLD ochorenie. KI'G¢om
vCasnej liecby PTLD je pravidelné sledovanie hladiny EBV DNA metédou kvantitativhej PCR v korelacii s riziko-
vymi faktormi a klinickymi priznakmi pacienta. Imunoterapeuticka intervencia zahfiia redukciu imunosupresie
a podavanie anti-CD20 monoklonalnej protilatky (rituximab), adoptivhu imunoterapiu s podavanim EBV-$pecific-
kych T-buniek alebo infuzie darcovskych lymfocytov.
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Monitoring EBV infection in children patients after Hematopoietic Stem Cell Transplantation (HSCT)
Epstein-Barr Virus (EBV) is a ubiquitous y-herpesvirus. EBV usually established a lifelong asymptomatic infec-
tion in immunocompetent people. On the other hand, EBV can cause severe problems in immunocompromised
patients. In recipients of allogeneic hematopoietic stem cell transplant (allo-HSCT), EBV infection may progress
to the onset of a post-transplant lymphoproliferative disease (PTLD). EBV-PTLD is a life-threatening complication
with a high mortality rate of 80-90 % and incidence between 0.5 — 1.3 %. In 71 paediatric allogeneic allo-HSCT re-
cipients transplanted at Department of Paediatric Haematology and Oncology, Haematopoietic Stem Cell Trans-
plantation Unit, Comenius University Children’s Hospital, Bratislava between 2013 and 2017, there were inves-
tigated the impact of routine EBV DNA monitoring the incidence of EBV infection, the potential risk factors and
the development of EBV-PTLD. Quantitative real-time PCR assay was performed on all blood samples for all pa-
tients. High EBV DNAemia levels were observed in 57 % of the actively infected recipients (52 %). Matched-un-
related donor transplant and CMV reactivation were associated with the high viral load. Two patients developed
EBV PTLD. The key to the initiation of early treatment is regular EBV DNA PCR monitoring in correlation with clin-
ical symptoms and presence of risk factors. Immunotherapeutic intervention includes reduction of immunosup-
pression and administration of anti-CD20 monoclonal antibody (rituximab), adoptive immunotherapy with the
administration of EBV-specific T-cells or donor lymphocyte infusion (DLI).

Keywords: Epstein-Barr Virus, post-transplant lymphoproliferative disease (PTLD), Hematopoietic Stem Cell
Transplantation (HSCT), rituximab
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Uvod Ochorenie vyvolané infekciou EBV nie je preventabilné o¢-

Epsteinov-Barrovej virus (EBV) patri medzi ludské herpe-
tické virusy (l'udsky herpes virus 4, HHV-4). Clovek je jedi-
nym prirodzenym hostitelom. Ide o ubikvitarne rozsireny vi-

rus s vyskytom viac ako 90 % v dospelej populdcii. Zdrojom

nakazy je chory jedinec alebo bezpriznakovy nosic, ktory vy-
lu€uje virus slinami. Zaznamenal sa vS§ak aj prenos mater-

skym mliekom, krvou, transplantatmi a pohlavnym stykom®,

kovanim a nie su k dispozicii ani iné hromadné preventivne
opatrenia na zabranenie prenosu EBV. Primarna infekcia EBV
u deti vo vacsine pripadov prebieha asymptomaticky alebo
ju sprevadzaju nespecifické syndrémy. Vyvoj syndrému in-
fekénej mononukledzy je charakteristicky pre primoinfekciu
v adolescentnom veku, ked' st mladi dospeli infikovani EBV
prostrednictvom bozkavania (kissing disease). Inkubacny
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Cas trva obycajne 6-8 tyzdnov. Hlavnymi cielovymi bunka-
mi EBV su B-lymfocyty, ktoré su napadané po tom, o sa vi-
rus namnozi v epitelidlnych bunkach orofaryngu. Infikova-
né B-lymfocyty aktivuju imunitnd odpoved, sprostredkovanu
predovsetkym cytotoxickymi T-lymfocytmi a NK bunkami,
ktoré s schopné zlikvidovat vacsinu infikovanych buniek.
Napriek tomu malé ¢ast napadnutych B-lymfocytov preziva
a stdva sa rezervoarom dozivotnej perzistencie virusu v orga-
nizme. Tazkosti spojené s reaktivaciou EBV alebo s chronic-
kou perzistentnou infekciou su CastejSie pritomné u pacien-
tov s oslabenou imunitnou odpovedou. EBV infekcia sa ¢asto
dava do suvislosti s niektorymi druhmi lymfémov a neoplazii
(Burkittov lymfém endemicky, Hodgkinov lymfém asociova-
ny s AIDS, non-Hodgkinov lymfém mozgu asociovany s AIDS,
periférny T-bunkovy lymfém, extranodalny NK-/T-lymfém, nie-
ktoré typy karcinomu nosohltana, zazivacieho traktu a zried-
ka i karcindmu prsnika).

Posttransplantacné lymfoproliferativhe ochorenie
(PTLD)

Posttransplantacné lymfoproliferativne ochorenie (PTLD)
je heterogénna skupina ochoreni. Pri¢inou vzniku PTLD je
potlacenie imunitného systému a sucasne chronicka anti-
génna stimuldcia zo strany transplantatu. Svetova zdravot-
nicka organizacia na zaklade morfologickych, imunofenoty-
pickych, genetickych a klinickych vlastnosti definuje 4 hlavné
kategorie PTLD: 1. v¢asné (skoré) lézie, 2. polymorfna PTLD,
3. monomorfna PTLD a 4. klasicky Hodgkinov lymfém — ty-
pu PTLD. Priblizne 80 % PTLD vzniknutych po transplanta-
cii krvotvornych buniek (TKB) alebo solidnych organov (SOT)
ma spojitost s EBV. Pred rokom 2000 bola mortalita na PTLD
priblizne 85 %®@. V sicasnosti umiera priblizne jedna treti-
na z diagnostikovanych PTLD pacientov®. Infikované B-lym-
focyty nekontrolovatelne proliferuju a imunosuprimované
T-lymfocyty nie su schopné zvladnut infekciu. Ide o reakti-
vaciu virusu po transplantacii alebo o primarnu infekciu zis-
kanu od darcu. Priblizne 20 % PTLD je EBV-negativnych, ich
etioldgia nie je celkom objasnena. EBV-pozitivnhe PTLD vzni-
kaju skor, vacsinou 6 — 10 mesiacov po transplantacii, zatial
¢o EBV-negativne PTLD neskoér, 4-5 rokov po transplantacii®.
Priemerny vyskyt PTLD po alogénnej transplantacii krvotvor-
nych buniek sa pohybuje okolo 3 %. U detskych pacientov
je vo vSeobecnosti incidencia PTLD vysSia ako u dospelych,
pravdepodobne z dovodu vy$sej incidencie negativnheho EBV
sérostatusu®. U prijemcov po prijati Stepu sa pohybuje od
1,2 % v pripade zhodného pribuzenského darcu, do 2,8 % od
nezhodného pribuzenského darcu a od 4,0 % v pripade zhod-
ného nepribuzenského darcu, do 11,2 % v pripade nezhodné-
ho nepribuzenského darcu®. Frekvencia PTLD u prijemcov
solidnych orgdnov zavisi od typu transplantovaného orga-
nu. Najnizsie riziko je pri transplantacii oblicky (1-2 %), stred-
né riziko (2-3 %) sa uvadza pri transplantacii peCene a srdca
a najvyssie riziko vzniku PTLD maju prijemcovia srdce — pld-
ca (7 — 9 %) alebo pecen - ¢revo (7 — 11 %)®. Vacsina PTLD
u prijemcov organového transplantatu ma povod v B-lymfo-
cytoch prijemcu, zatial ¢o u prijemcov kmenovych krvotvor-
nych buniek ma PTLD pdvod vacsinou v darcovskych B-lym-
focytoch®™. Frekvenciu a zavaznost PTLD ovplyviuju rozne
rizikové faktory, medzi ktoré patria: detsky alebo vyssi vek
pacienta (deti do 5. roka Zivota, pacienti nad 50 rokov), EBV

sérostatus prijemcu a darcu, primarne imunodeficity (hlavne
Xviazané lymfoproliferativne ochorenie, Wiskottov-Aldrichov
syndrom, familidrna hemofagocytova lymfohistiocytéza), in
vivo alebo in vitro T-bunkova deplécia, redukovany pripravny
rezim s pouzitim anti-tymocytového globulinu (ATG) alebo
pouzitim alemtuzumabu (anti-CD52), nepribuzna/nezhodna
transplantdcia, pupoc¢nikova transplantdcia, choroba Stepu
proti hostitelovi GVHD (graft versus host disease), CMV in-
fekcia.

Diagnostika

V¢asna diagnéza EBV-PTLD je klG¢om adekvatneho te-
rapeutického zdsahu a ma dominantné postavenie vo vy-
bere liecebného postupu, pretoze EBV-PTLD mava rychly
a progresivny priebeh. V diagnostike EBV-PTLD okrem Kli-
nickych priznakov, ktoré mézu byt ¢asto nespecifické (ho-
rucka, lymfadenopatia, hepatosplenomegdlia, respiracné zly-
havanie, CNS symptomatoldgia, multiorganové zlyhavanie)
a orgadnového postihnutia, ma délezité postavenie sledova-
nie hladiny EBV DNA metdédou PCR. Tato metéda ma vyso-
ki senzitivitu, ale samotny vzostup hladiny EBV DNA nemu-
si byt vzdy Specificky pre rozvoj EBV-PTLD. Pri interpretacii
a hodnoteni vysledku EBV DNA néloze je potrebné zohladnit
aj vySetrovany material, v ktorom bola naloz EBV DNA stano-
vena — vysetrenie z plnej krvi, z plazmy, zo séra alebo z mo-
nonuklearnych buniek v periférnej krvi pacienta. Incidencia
EBV DNA-émie sa pohybuje medzi 0,1 — 63 % a zavisi od typu
transplantatu, senzitivity metddy, definovanej hladiny DNA-
émie a natasovaniu monitorovania EBV DNA.

Podla odportcani z ECIL-6 (European Conference on In-
fection in Leukemia-6) je potrebné tyzdenné monitorovanie
hladiny EBV DNA minimalne 4 mesiace po transplantacii®.
Cut-off hladiny EBV DNA pre riziko vzniku PTLD nie si de-
finované. V literatire sa uvadzaju nasledujice hodnoty na
podanie preemptivnej terapie: viac ako 50 000 EBV kopii/ml
séra®, viac ako 10 000 képii/pg PBMC(9, 1 000 koépii/ml"
alebo viac ako 300 képii/105 PMNC(2,

Samotna pritomnost EBV DNA v krvi pacienta nemusi zna-
menat EBV asociované PTLD ochorenie. Na definitivne po-
tvrdenie je nevyhnutny histologicky dékaz z patologického
loziska postihnutého orgdnu. Odporu¢anou metédou, ktora
ma velku senzitivitu a $pecifickost je detekcia RNA kddova-
nej EBV pomocou in situ hybridizacie (EBER-ISH) so znace-
nymi fluorescenénymi sondami. Metdda imunohistochemic-
kého dbkazu virusovych proteinov ma dobru $pecifickost, ale
nizsiu senzitivitu, virusové proteiny su variabilne exprimova-
né v PTLD biopsiach. Detekcia EBV DNA metédou PCR v pa-
tologickych loziskach ma vysoku senzitivitu, ale nizku pre-
diktivnu hodnotu.

Terapia

V&asna a adekvatna liecba EBV-PTLD u imunodeficient-
nych pacientov vychadza z aktualnych vysledkov sledova-
nej nadloze EBV DNA metddou kvantitativnej PCR v korela-
cii s rizikovymi faktormi a klinickymi priznakmi. U rizikovych
pacientov sa odporuca profylakticka antivirusova liecba
(acyklovir, gancyklovir) s pravidelnym podavanim sérovych
imunoglobulinov, ktora vsak pri rozvinutom PTLD uZz nema
terapeuticky vyznam. Preemptivna liecba, ako aj samotna
lieCba EBV-PTLD, zahffia imunoterapeutickd intervenciu, pri
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ktorej v prvom kroku sa odportca redukcia imunosupresie
v pripade, ak pacient nema zavaznu GVHD. ZniZenie alebo
vysadenie imunosupresie vedie k urychlenej regeneracii imu-
nitného systému. Ak sa znizenim imunosupresie u pacien-
ta navodi aspon parcidlna Uprava imunitného systému, mo-
Ze byt Uspesna aj eradikacia EBV infikovanych B-lymfocytov.
Nasledne v druhom kroku v zavislosti od klinického Stadia
sa zacina podavanie anti-CD20 monoklonalnej protilatky (ri-
tuximab) v monoterapii, pripadne v kombinéacii s chemote-
rapiou, v davke 375 mg/m?, raz do tyzdna do negativity EBV
DNA. ZvycCajne su potrebné 1 — 4 davky rituximabu. Terapeu-
ticka odpoved samotného rituximabu sa udava 90 % pri pre-
emptivnej liecbe, 65 % pri samotnej liecbe PTLD a v kombina-
cii s redukciou imunosupresie dosahuje vySe 80 %. Rituximab
by sa mal pouzit v preemptivnej terapii PTLD len vtedy, ak
sa predpoklada rychly a agresivny priebeh PTLD, pretoze po-
davanie rituximabu u pacientov este viac prehibi imunodefi-
cienciu. Antivirotika, ktoré sa pouzivaju pri liecbe inych her-
petickych virusov (napr. acyklovir, gancyklovir) maji na EBV
obmedzeny ucinok, kedze pésobia len pri replikacii DNA vi-
rusu. Proliferujuce bunky v PTLD lézii su predominantne la-
tentne infikované, preto je liecba PTLD neefektivna. Pre ri-
zikovych pacientov sa antivirotika pouzivaju v profylaxii.
V terapii sa vyuziva aj inflizia donorskych lymfocytov (DLI),
ktora u séropozitivnych darcov obsahuje aj EBV-Specifické
T-bunky. Velkou nevyhodou DLI je zvy$ené riziko vzniku taz-
kej az fatalnej GVHD. Terapia pomocou poddvania EBV-Spe-
cifickych T-buniek je vysokoefektivna, viac ako v 90 % v pri-
pade preemptivnej liecby a priblizne v 75 % pri liecbe PTLD.
Na rozdiel od DLI nema zdvaznejsie komplikacie. Jej nevyho-
dou je staZzena dostupnost v mnohych transplantacnych cen-
trdch. Radioterapia sa pouziva vynimocne, vyuzitie ma len
pri kontrolovanej lokdlnej l1ézii PTLD. Jednoznacnou indika-
ciou na zacCatie chemoterapie je progresia PTLD u pacientov,
ktori neodpovedali na imunoterapeuticku intervenciu a lie¢-
bu rituximabom. Chemoterapia musi byt dékladne zvazena
pre jej toxicitu, zvysené riziko infekénych komplikacii a riziko
potlaCenia alogénneho Stepu. Z novsich terapeutickych po-
stupov sa skusa podavanie monoklonalnych protilatok an-
ti-CD19, anti-CD21, anti-CD24, anti-CD30.

Material a metédy

Metéda

Vzorky boli vySetrované v tyzdennych intervaloch pocas
prvych asi 100 dni po transplantdcii, neskor s nizSou frekven-
ciou a v zavislosti od klinického stavu pacienta. Monitorova-
nie EBV infekcie sa uskutocnilo zo vzorky pInej krvi (komer¢-
na odberova skimavka s EDTA). DNA bola izolovana z 200
pl krvi s pouzitim komercnej izolaénej supravy MagNA Pure
LC Total Nucleic Acid Isolation Kit (ROCHE, Nemecko) a s vy-
uzitim pristroja MagNA Pure LC 2.0 (ROCHE, Nemecko). Na-
sledne sa uskutoc¢nila amplifikacia, detekcia a kvantifikacia
EBV DNA pomocou real-time PCR s pouzitim diagnostickej
supravy Epstein-Barr Virus (EBV) PCR Kit (GeneProof, Ceska
republika) na analyzétore Rotor-Gene RG-3000 (Corbett Re-
search, Australia). Detekcia EBV je zaloZena na principe am-
plifikacie Specifickej sekvencie DNA génu kédujiceho nuk-
ledrny antigén 1 (EBNA 1) a merania narastu koncentracie
amplifikaéného produktu v priebehu PCR pomocou fluores-

cencne znacenych sond. Hladina EBV DNA bola vyjadrena
v képiach/ml krvi. Pacienti boli rozdeleni na zéklade hodno-
ty EBV DNA do nasledujucich rizikovych skupin: nizke riziko
s negativnym nalezom EBV DNA a hladinou EBV DNA niz-
Sou ako 10000 kopii/ml, stredné riziko s hladinou 10 000 -
100 000 kopii/ml a vysoké riziko pre hladinu EBV DNA vys-
Siu ako 100 000 kopii/ml. Okrem stanovenia EBV DNA boli
pacienti monitorovani pre CMV infekciu.

Statisticka analyza

Boli porovnavané vysledky stanovenia EBV DNA s vysky-
tom rizikovych faktorov u pacientov. Udaje boli analyzované
pomocou Statistického softvéru OpenEpi, verzia 3.01 (http://
www.openepi.com/Menu/OE_Menu.htm) a chi-kvadrat test
bol pouzity na vyhodnotenie Statistickych rozdielov. P hod-
nota mensia ako 0,05 bola povazovana za indikator Statis-
tickej vyznamnosti.

Subor pacientov

V obdobi od roku 2013 az po oktéber 2017 bolo u 93 det-
skych pacientov (59 chlapcov a 34 dievcat) uskutocnena
transplantacia krvotvornych buniek na Transplantacnej jed-
notke kostnej drene na Klinike detskej hematolégie a onko-
I6gie LF a UK v Bratislave. Priemerny vek pacientov v ¢ase
transplantéacie bol 8 rokov (v rozsahu od 0 az 20 rokov) s me-
didnom 7 rokov. Z celkového poctu 93 pacientov (100 trans-
plantacii) bola u 22 (22 %) pacientov uskutocnena autolégna
transplantacia u 71 (78 %) pacientov alogénna transplanta-
cia. Sedem pacientov podstupilo alogénnu transplantdciu
krvotvornych buniek dvakrét (3 chlapci a 4 dievéatd). EBV
sérostatus pacientov po autolognej transplantacii bol nasle-
dujuci: 8 EBV séronegativny, 12 séropozitivny, u 2 nebol idaj
dostupny. EBV sérostatus prijemca/darca (R/D = recipient/
donor) v ¢ase alogénnej transplantéacie bol u 71 pacientov
nasledujlci: R+/D+u 42 (59 %) pacientov, R+/D-u 5 (7 %) pa-
cientov, R—/D— u 3 (4 %) pacientov, R—/D+ u 6 (9 %) pacien-
tov. EBV sérostatus darcu nebol dostupny v 15 (21 %) pripa-
doch, z nich 13 (18 %) R+/D? a 2 (3 %) R-/D. Najcastejsimi
diagnézami pacientov po alogénnej transplantacii boli lymfa-
ticka leukémia 26 (37 %) a myeloicka leukémia 14 (20 %).
Prehl'ad diagnéz udava tabulka 1.

U pacientov po alogénnej transplantacii bol v 17 (24 %)
pripadoch zhodny v HLA pribuzensky darca (darca — suro-
denec, len v jednom pripade matka) a v 54 (76 %) pripadoch
zhodny v HLA nepribuzensky darca. Zdrojom krvotvornych
buniek bola v 45 (63 %) pripadoch kostna dren, 26 (37 %)
periférne bunky. Pripravny rezim s redukovanou intenzitou
(RIC = reduced-intensity conditioning) malo 19 (27 %) pacien-
tov a myeloablativny pripravny rezim (MAC = myeloablative

Tabulka 1. Zastupenie diagnéz u 71 pacientov po alogénnej TKB
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¢. dg. nazov diagnézy pocet
C91 Lymfatickd leukémia 26
Cc92 Myeloicka leukémia 14
D61 Iné aplastické anémie 8
D81 Kombinovana imunitna nedostato¢nost 7
D46 Myelodysplastické syndromy 6
C93 Monocytova leukémia 2
Ostatné 8
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conditioning) malo 51 (73 %) pacientov. U pacientov, ktori
podstupili dve transplantacie, 6 z nich malo myeloablativny
pripravny rezim a 1 pacient redukovany pripravny rezim.

Vysledky

Pocas obdobia roku 2013 az po oktéber 2017 bola reali-
zovana transplantacia krvotvornych buniek u 93 pacientov,
z toho 22 (24 %) podstupilo autolégnu a 71 (76 %) alogénnu
transplantaciu. V skupine pacientov po autoldgnej transplan-
tacii bolo vySetrenych 116 vzoriek, s priemerom 5 vySetreni
na pacienta. U ziadneho pacienta z tejto skupiny nenastala
EBV primoinfekcia ani EBV reaktivacia v sledovanom obdobi.
V skupine pacientov po alogénnej transplantacii bolo usku-
to¢nenych 1710 vySetreni, s priemerom 24 vySetreni na pa-
cienta. U 34 (48 %) pacientov nenastala EBV primoinfekcia
ani EBV reaktivacia. EBV DNA pozitivita bola zaznamenana
u 37 (52 %) pacientov. U 16 (23 %) pacientov bola hladina
EBV DNA menej ako 10 000 képii/ml s medianom 1 800 ké-
pii/ml (rozsah: 360 — 8 100 képii/ml). Hladinu EBV DNA v roz-
medzi 10 000 az 100 000 képii/ml malo 11 (15 %) pacientov
s medianom 23 400 képii/ml (rozsah: 12 000 - 85 000 kopii/
ml). V pripade 10 (14 %) pacientov dosiahla hladina EBY DNA
hodnotu vyssiu ako 100 000 kopii/ml s medidnom 292 000
képii/ml (rozsah: 107 000 - 6 000 000 kopii/ml) (graf 1).

Reaktivacia EBV nastala v rozmedzi 14 az 355 dni po trans-
plantacii s medianom 41 dni po transplantacii. U pacientoy,

Graf 1. Kvantitativne stanovenie EBV DNA u pacientov po alogé-
nnej TKB

11 (15 %i .

Graf 2. Nastup EBV reaktivdcie po TKB

W negat.
H < 10 000 képii/ml

10 000 - 100 000 képii/ml
= > 100 000 kopii/ml

u ktorych hladina EBV DNA nepresiahla 10 000 képii/ml, bol
median ¢asu reaktivacie 57 dni (rozsah: D+21 az D+355),
u pacientov s hladinou EBV 10 000 az 100 000 képii/ml bol
median 34 dni (rozsah: D+18 az D+254) a u pacientov s hla-
dinou viac ako 100 000 képii/ml bol median 31 dni (rozsah:
D+14 az D+110) (graf 2).

Dizka trvania EBV virémie sa pohybovala v rozmedzi 1 az
210 dni s medidnom trvania 25 dni. U pacientov, u ktorych
hladina EBV DNA nepresiahla 10 000 kopii/ml, bol median
dizky trvania virémie 11 dni (rozsah: 1 az 210 dni), u pacien-
tov s hladinou EBV 10 000 az 100 000 kopii/ml bol median
55 dni (rozsah: 14 az 189 dni) a u pacientov s hladinou
viac ako 100 000 képii/ml bol medién 28 dni (rozsah: 17 az
57 dni) (graf 3).

Pre hodnotenie suvislosti charakteristik pacienta a riziko-
vych faktorov s rizikom reaktivacie EBV DNA boli pacienti
rozdeleni do skupiny s hladinou EBV DNA menej ako 10 000
kopii/ml, resp. viac ako 10 000 képii/ml. ZvySené riziko reak-
tivacie EBV sa nepotvrdilo v stvislosti s pohlavim (P = 0,249),
s diagnézou (P = 0,801), s povodom stepu (P = 0,480), s EBV
sérostatusom prijemca/darca (P = 0,215) a s typom priprav-
ného rezimu (P = 0,1486). Naopak chi-kvadrat test ukazal vy-
znamnu asociaciu medzi hladinou EBV DNA viac ako 10 000
képii/ml a typom darcu (P = 0,014) a vyskytom CMV reakti-
véacie (P = 0,005).

Diskusia

EBV-PTLD je vzacna, ale ¢asto fatalna komplikacia po
alogénnej transplantacii krvotvornych buniek. Rychla diag-
nostika je nutna pre zacatie terapie s cielom zabranit vzni-
ku samotného ochorenia. Sucasné lieCebné stratégie, ako
podavanie anti-CD20 monoklonalnej protilatky (rituximab)
a EBV-$pecifickych cytotoxickych T-lymfocytov, signifikant-
ne znizuju riziko smrti po rozvoji EBV PTLD ochorenia. V ob-
dobi od roku 2013 do oktdébra 2017 na Transplantacnej
jednotke kostnej drene na Klinike detskej hematolégie a on-
kolégie LF a UK v Bratislave bolo transplantovanych 93 det-
skych pacientov. Autoldégna transplantacia sa uskutocnila

Graf 3. Dizka EBV virémie po TKB v mesiacoch
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u 22 pacientov a alogénna transplantacia u 71 pacientov.
Monitoring EBV infekcie bol realizovany u vsetkych pacien-
tov pomocou kvantitativnej real-time PCR. Ako materidl na
vySetrenie bola pouzitd nezrazena krv s EDTA. U 34 (48 %)
pacientov po autolégnej transplantdcii nenastala EBV primo-
infekcia ani EBV reaktivacia. Ako uvadzaju aj iné studie('4'
incidencia EBV DNA v krvi je po alogénnej transplantacii vy-
sokd, v sledovanom subore bola 52 %. Podla odporucani
z ECIL-6 (European Conference on Infection in Leukemia-6)
je potrebné tyzdenné monitorovanie hladiny EBV DNA mini-
malne 4 mesiace po transplantacii®. V sledovanom subo-
re k reaktivacii EBV dochddzalo najCastejsie v prvych dvoch
mesiacoch (70 %) po transplantécii. Median ¢asu pre rozvoj
EBV PTLD po TKB sa udava 2 az 4 mesiace. Rozvoj PTLD ne-
skér ako po 12 mesiacoch po TKB sa opisuje len v 4 % pri-
padov. Pripady PTLD vyskytujuce sa viac ako po 5 rokoch od
TKB su extrémne vzacne®. V nasom subore sa vyskytli 2 pri-
pady pacientov s EBV PTLD ochorenim, u oboch so zaciat-
kom v druhom mesiaci po TKB. V literature sa uvadzaju rozne
hladiny EBV DNA pre podanie preemptivnej terapie od 1 000
kopii/ml az 50 000 képii/mlI©101112_ Vzhladom na to boli pa-
cienti v sledovanom subore rozdeleni do 3 rizikovych skupin.
Hladina EBV DNA nizsia ako 10 000 képii/ml predstavovala
nizke riziko rozvoja PTLD, hladina 10 000 az 100 000 kopii/
ml stredné riziko a hladina vyssia ako 100 000 kdpii/ml vy-
soké riziko. U vSetkych 16 pacientov, u ktorych hladina EBV
DNA nepresiahla 10 000 képii/ml, samovolne poklesla do ne-
gativity. Pacienti nemali Ziadne klinické priznaky EBV infek-
cie a nebola im podavana terapia. V skupine 11 pacientov
s hladinou EBV DNA medzi 10 000 — 100 000 képii/ml, 10
pacienti nevykazovali Ziadne symptémy EBV infekcie a ne-
bola im podana terapia. Hladina EBV DNA u nich postupne
klesla do negativity. Len v jednom pripade bola pacientovi
podana preemptivne terapia pri hladine 62 000 képii/ml EBV
DNA v 3 davkach rituximabu (D+56, D+63, D+71). Na 75. den
od transplantdcie nastala negativita EBV DNA. U 10 pacien-
tov s hladinou vysSou ako 100 000 képii/ml sa prejavovali
znamky EBV infekcie, dvom z nich nebola podana terapia ri-
tuximabom, 6 pacientom bola preemptivne podana terapia.
Dvaja pacienti, u ktorych bolo histologicky potvrdené EBV-
PTLD ochorenie, podstupili cielenu terapiu. Prvym z nich bol
StvorroCny chlapec po alogénnej nepribuzenskej transplan-
tacii kostnej drene s lymfatickou leukémiou, s EBV sérosta-
tusom R+/D?, so zhodou v HLA systéme 9/10, s MAC rezi-
mom. Posttransplantac¢nou komplikaciou bola akdtna GVHD

Graf 4. Monitoring EBV DNA u Stvorro¢ného pacienta s EBV-PTLD

(D+26). Pozitivny nalez EBV DNA bol prvykrat zaznamenany
na 30 den po TKB. Od D+41 nastalo zvac¢senie lymfatickych
uzlin, febrility a hepatosplenomegalia. V D+43 bola zazna-
menand maximalna hladina EBV DNA (6 000 000 képii/ml),
¢o viedlo k podozreniu na lymfoproliferativhe ochorenie aso-
ciované s EBV. Bola podana prva davka rituximabu. Na D+45
sa vykonala exstirpdcia lymfatickej uzliny a histologicky na-
lez potvrdil difazny velkobunkovy B-lymfém. Na D+50 pri hla-
dine EBV DNA 745 000 képii/ml bola podana uz cielene dru-
ha davka rituximabu, na D+58 tretia a na D+64 Stvrta davka
rituximabu, ndsledkom ¢oho poklesla hladina EBV DNA az
do negativity. Na D+90 nastali d'alSie komplikacie ako respi-
racna insuficiencia, trombocytopénia, hepatosplenomegalia
a pacient bol so zhorsenym klinickym stavom prelozeny na
ARO. Na D+95 pacient v dosledku multiorganového zlyhania
exitoval. Na grafe 4 je zndzornend hladina EBV DNA v zavis-
losti odo dna po TKB.

Druhym pacientom bol osemnastrocny chlapec po alo-
génnej nepribuzenskej transplantdacii periférnych buniek
s myeolickou leukémiou, s EBV sérostatusom R—/D+, v zho-
de v HLA systéme 10/10, s MAC rezimom. Posttransplantac-
nou komplikaciou bola CMV a EBV reaktivacia. 32 dni po TKB
bol pacient EBV DNA negativny. Od D+41 nastalo zvacsenie
lymfatickych uzlin a febrility. V D+41 bola prvykrat zazname-
nana pritomnost EBV DNA v krvi a zaroven bola aj maximalna
(336 000 kopii/ml). Bola podana prva davka rituximabu. Na
D+47 bolo histologicky potvrdené EBV PTLD. Na D+48 pri hla-
dine EBV DNA 317 500 képii/ml bola podana cielene druha
davka rituximabu, na D+55 tretia a na D+63 Stvrta davka. Hla-
dina EBV DNA poklesla v D+74 az do negativity. Na grafe 5
je znazornena hladina EBV DNA v zavislosti odo dia po TKB.

Pravdepodobnostreaktivacie EBV apripadnerozvoja PTLD
mozu zvySovat niektoré charakteristiky pacienta a rizikové
faktory, medzi ktoré patria: detsky alebo vyssi vek pacien-
ta, EBV sérostatus prijemcu a darcu, primarne imunodefici-
ty, in vivo alebo in vitro T-bunkova deplécia, redukovany pri-
pravny rezim s pouzitim anti-tymocytového globulinu (ATG)
alebo pouzitim alemtuzumabu (anti-CD52), nepribuzna/ne-
zhodna transplantacia, pupocnikova transplantdcia, ochore-
nie GVHD, CMV infekcia. U prijemcov Stepu po nepribuzen-
skej transplantacii je incidencia EBV-PTLD 2,6 — 3,3 % pre
myeloablativny pripravny rezim (MAC) a 7 — 12,9 % pre pri-
pravny rezim s redukovanou intenzitou (RIC). Obaja pacienti,
u ktorych sa rozvinulo EBV-PTLD, podstupili myeloablativny
pripravny rezim. V zhode s predchadzajlcou stadiou® sme

Graf 5. Monitoring EBV DNA u osemndstro¢ného pacienta s EBV-
PTLD
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potvrdili, ze zvySené riziko reaktivacie EBV DNA je aj u prijem-
cov po TKB od nepribuzenského darcu. ZvySenu hladinu EBV
DNA nad 10 000 képii/ml malo 20 (37 %) z 54 pacientov po
nepribuzenskej transplantacii a len 1 (6 %) pacient zo 17 po
pribuzenskej transplantacii krvotvornych buniek, co méze su-
visiet s pouzitim anti-tymocytového globulinu (ATG), ktory je
asociovany s rizikom vzniku EBV infekcie aj s rizikom rozvo-
ja PTLD®@'718) Preukéazala sa vyznamna asociacia medzi hla-
dinou EBV DNA vysSou ako 10 000 kopii/ml a vyskytom CMV
reaktivacie. V skupine pacientov, v ktorej nastala CMV reakti-
vdcia, bola EBV DNA viac ako 10 000 kopii/ml dokazanav 10
z 18 (56 %) pripadov, zatial ¢o v skupine pacientov bez CMV
reaktivacie sa zvysena hladina EBV DNA objavilav 11 (21 %)
z 53 pripadov. ZvySené riziko reaktivacie EBV sa nepotvrdi-
lo v suvislosti s pohlavim, diagnézou, povodom Stepu, s EBV
sérostatusom prijemca/darca a s typom pripravného rezimu
pred transplantdaciou.
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