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Uvod: Patofyziologie aplastické anémie (AA) je mediovananitnim systémem: aktivované
cytotoxické T lymfocyty typ 1. Abnormalni imunitotpowd’ a deficity hematopoetickych
burgk je definovana geneticky: néklad mutace genu pro reparaci telomery, nebo fpauc
aktivatnich cest T bukk. Ve wtSing pripadi je efektivni imunosupresivnidba
antithymocytarnimi globuliny (ATGs) a cyklosporingaie s rizikem relapsu a vyvoje
klonalni krevni nemoci. Alogenni transplantace kreenych burk od HLA identického
darce je nejlepSi moznosttly pro mladé pacienty gakou AA.

Etiologie: Etiologicky se na vzniku AA podiliizné faktory: &ghotenstvi, eozinofilni fascitida,
v 10% pgipadi seronegativni hepatitida (dosud nebylo identifdoy infekni agens),
benzén, Iéky. U lékparava@podobr hraje roli rozdilny detoxikani metabolismus na
podkladt genetickych rozdil, jako napiklad u karbamazepinu, kde byla prokazana delece
v genech pro glutathione-S-transferazu ( GSTM1,G5Tdoz vedlo ke zvySené koncentraci
toxickych metabolii. Neexistuje Zzadnarpdstava o mechanismu vzniku AA u
chloramfenikolu, penicilaminu nebo zlata. Spouéké pravdpodobré mize zpisobovat
Utlum drerg jednak destrukci krvetvornych biky nebo mé#casto vyvolava imunitni reakci
na novy antigen.

Epidemilologie Prokehli dve velké epidemiologické studie v roce 1980 v Exrafdzraeli a

v roce 2006 publikovana studie z Thajska: incidei8ge na zapaé 2/milion obyvatel/rok a
v Asii 2-3 nasobavice.

Autoantigeny Byl proveden skreening na protilatkgtpnejriznéjSim peptidim: u 40%
pacienti byly nalezeny protilatky proti kinektinu ( Siroegprimovany protein). Jinym
antigenem byl diazepam vazajici protein-1, enzyenykje dilezity v oxidaci mastnych
kyselin a Siroce distribuovany ve tkanich. Releatichto autoprotilatek na patofyziologii
AA je nejasna.

Patofyziologie:Uginnost imunosupresivni terapie &$iny AA zistava nejlepsimikazem
imunitni patofyziologie nemoci:&sSina pacient se zlepsi pofechodné T buftné depleci
ATGs. S intenzitou imunosuprese @ista také podil ebnych odpogdi. V laboratornich
experimentech byly jako efektorovéitky identifikovany imunofenotypizaci aktivované
cytotoxické T lymfocyty, exprimujici Th1l cytokinpredevSimy interferon. Je moznarimno
detekovat CD8+lymfocyty v cirkulaci, oligoklonalakpanze CD8+CD28- bk je mozno
definovat. 1/ flowcytometricky podle T b&ného receptoru (TCR)f/rodiny 2/
spektrotypizaci detekci uhlového nggni CDR3 Useku 3/ sekvenaci CDR3 regionu k detekci
molekularniho klonotypu.. Ve&tSirg pripadi se zmenSuje nebo mizi tyto klony po &S
terapii a znovu se objevujfipelapsu nemoci. Velmitidka perzistuji tyto klony v remisi
nemoci, pravépdobort je to dikazem tolerance. Vliv Utoku T lymfodyha kostn iten maze
byt modelovun in vitro a in vivo, kdyinterferon a tumor necrosis factor¢ TNF-a) ve
zvySujici se davce vedou k redukcepolidskych hematopoetickych progeniidCytokiny
indukuji apoptozu CD34 cilovych béky minimalre casténe pres Fas-dependentni cestu.
Monoklonalni protilatky proty interferonu a TNFx mohou u laboratornich zwait zrusit
onemocgni. Neni jasné projsou T lymfocyty aktivovany, ale zvaySena exprdsé&\-DR2
SWEdCi pro rozpoznani antigenua sasre je prediktivni pro lepSi odpéd’ na terapii
cyklosporinem. Pro zvySenou imunitni odpdwswdci také polymorfismy v genech pro
cytokiny: nukleotidovy polymorfismus v TN&-promotoru, homozygocie pro variabilni
pocet repetici dinukleotidl (variable number of dinucleotide repeats) v geodiiiciy
interferon, polymorfismy v genu pro interleukinkonstitutivni exprese T-bet, coz je




transkrigni regulator, nutny k zagheni na Thl. Mutace PRF1 genu, gen pro perforerakt
je odpovdna za akteré gipady familiarni hemofagocytdzy. Mutace SAP, geaduici

maly modul&ni protein, ktery inhibuje produkgiinterferonu, ktera je podkladem X-vazané
lymfoproliferace, fatalniho onemo&mi asociovaného s aberantni imunitni odjldwna
herpesviry a aplastickou anémii. Transknipanalyza genomu T lymfodybd pacient

s aplastickou anémii zahrnuje komponenty vrozenity, etre Toll-like receptot a
natural killer bugk. Imunitni poSkozeni vede k selhaiék ( prdzdna tkn dle histologie,
malé mnozstvi nebo Zzadné CD 34+#kydle imunofenotypizace, minimalni mnozstvi
kolonii v dlouhodobych tk&vych kulturach). Kror kvantitativniho poskozeni jsou také
piitomny kvalitativni zrniny téchto burtk: nagiklad neadekvatni odp&¥ na hematopoetické
rastoveé faktory. Microarray zbyvajicich CD 34+ kkrod pacient s AA odhaluje
transkriptom, kde geny vedouci k apoptdéze maji gluuregulace. Podobmako u

normalnich CD34+ buik, které jsou vystaveny expoziginterferonem. Mim&gdnym rysem
leukocyti u AA jsou kratké telomery. U paciéns dyskeratosis congenita, forma vazana na
X chromozon, byla zjisha mutace DKC1 a mutace TERC, u padigkteri méli syndrom
vrozeného selhani kostniemhé a tim byla potvrzen geneticky podklad pro defieibmery.
Reparéni proces telomery je zaloZzen na RNA templatu ykiekddovan genem TERC, a na
telomeraze, coz je reverzni transkriptdza, kédoggmmem TERT, jsou prodluzovany
opakujici se nukleotidové struktury telomery.

Jiné proteiny jsou spojeny s reparan komplexem telomery, né&glad dyskerin, ktery je
kodovan genem DKC1. Systematickyipkum DNA pacient se ziskanou AA odhalil u
n¢kterych gitomnost mutace TERC a TERT ge¥ibuzni tchto pacient, kteri meli také
detekovanou mutaci génm¥li i pres normalni krevni obraz hypocelularinéd

s redukovanym pdem CD34+ bu#k., mensSi schopnost tvorby kolonii, zvySenou hladin
hematopoetickychistovych faktrd, kratké telomery. Klinicky projev onemaodmi je

v pozcjSim wku nezZ u dyskeratosis congenita a neni spojenickiypi anomaliemi.
Chromozomy jsou chr&ny nékolika proteiny, vazajicimi se na telomery, polyfiemy

v téchto genech (TERF1, TERF2) vitiemére souvisi s prevalenci AA ve srovnani se
zdravymi kontrolami. Nkolik pacienfi byli heterozygoti pro mutaci Schwachman-Bodian-
Diamond syndrom (SBDS) genuétgina tchto dti s vrozenou AA a mutaci SBDS genu
méla extréme kratké telomery. SBDS gen nemidnpou souvislost s repaiaim komplexem
telomery a nevaze se n& Wrozené mutace gérkddujicich proteiny repakaihodi
ochranného komplexu telomer jsou genetickeé rizikakéory ziskané AA, pravigbodobré
protoZe vedou k kvantitativni redukci hematopostatkkmenovych butk a také mohou vést
ke kvalitativni poruSe, ktera snizuje odolnost prounnré mediovanému poskozeni.
Zkraceni telomer je detekovano u 1/3 az Y2 pattis®tA, mutace jsou detekovany pouze

v meére nez 10% pipadi AA. Pravdpodobrg jde o poskozeni jinych génkteré maji vazbu

k repargnimu a ochrannému komplexu telomery. Druhou mozh@ste zkraceni telomery
je jen sekundarnim projevem replikace kmenowkipu

Klonalni evoluce: Klinicky AA existuje spateé s jinou hematologickou nemogi,se mize
do ni vyvinout. Typicky jde o paroxysmalnidm hemoglobinurii (PNH) anebo o
myelodysplasticky syndrom (MDS). Imunitni procesSkumzujici tké se jevi jako
prekancerdza také u jinych onema&ch chronicka hepatitida a hepatocelularni karcinom
ulcerativni kolitida a karcinom tlustéhdeta a jiné. Velmi citlivymi metodami iiieme
detekovat klonalni onemoéni v patatku AA ( flowcytometrie pro PNH, FISH pro MDS).
PNH: Vice nez 50% pacieht pancytopenii méfgomnu populace PNH bk, jednoduse
detekovatelnou flocytometricky Zidodu abscence glykosilfosfatidylinositolové kotkyera
vazecetné membtrdnové proteinygwbdem je somatickd mutace PIG-A genstSiha klori
je mala a nevede ke klinické manifestaci hemolyalymtrombdzy. Benové PNH btiky si
zachovavaji proliferani kapacitu ve tkdovychg kulturach a nemaji zvySenou expresi Fas.



Microarray ukazuje, Ze ostatniiky dierg s normalnim fenotypem maji poruchu ggmo
apoptozu jako CD34+ lislky u aplastické anémie, zatimco OIG-A negativhnkIBNH klon)
ma transkripci podobnou CD34+itkém zdravych dafc

MDS: U menSkasti pacient se rozvine aneuploidie: r@sgji monosomie 7, trisomie 8.
MDS s trisomii 8 chromozomu je spjata s velky mrabjch imunitnich abnormalit, Ze se
podoba AA. Pacienti odpovidaji na imunosupresarajtii, maji expanzi oligoklonalnich T
lymfocyta. Aneupoidni biiky maji zvySenou expresi antigenu WT1, jsou rozgoany
oligoklonalnimi T lymfocyty, ale nejsou zf@ny vlivem poruchy regulace antiapoptotickych
geni: c-myc, survivin, CDK1. Zd4 se, Zeiika s trisomii 8 chromozomu je odolna proti
cytotoxickému utoku T lymfocyit Monozomie 7 chromozomu gastou cytogenticko
uabnormalitou u AA, ale ma horSi prognozu, kdy eatiipodlehnou refrakterni cytopenii
nebo dojde k rozvoji akutni leukémie. Vyvoj monozemchromozomu ma vztah k pouziti
exogenniho G-CSF, tak jak séibe stat u l&ené €Zké vrozené neutropenie. Laboratorni
studie bugk kostni dené pacient s AA a MDS dokazuji, Ze monozomie 7 se rozvifie p
abnormalni hladi& cytokini: vysoké koncentrace G-CSF vede k selekcikukteré nesou
kratkou isoformu G-CSF receptoru, ktery vede pdupeoliferaci ale ne k diferenciaci.
Terapie:U t¢Zké AA jsou jedinou moznosti terapie imunosupresao alogenni
transplantace krvetvornych btk Imunosupresivni terapie §@stji pouzivana z dvodu
nedostatku HLA identického darcesku pacienta a zidvodu bezprogednich ekonomickych
nakladi na transplantaci. U paciént celkové remisiastava krevni obrazasto pod
normalni hranici, ale je adekvéatni k molirgnoti infekci a nevyZzaduje transfuze¢tSina
specialist pouziva rezimy kombinované s ATG a cyklosporin€sf\), podle vysledk
velkych studii z roku 1990. Nejtsi zkuSenosti jsou s kekym ATG, @&koliv nedavno bylo
povoleno pouziti kratich ATG v USA, které jsou mnohentiagjSi v terapii rejekce &pu po
transplantaci solidnich orgér probiha studiefiimo srovnavajici tyto typy ATG jako terapie
prvni volby u AA). ATG je cytolyticke, je produkomé zviaty imunizovanymi proti lidskym
thymocytim, ne lymfocytm. ATG je imunomodukni stejrg jako lymfocytotoxické. Davky
ATG jsou empirické. Toxicita ATG je alergicka reakiethem podani heterogenniho proteinu.
Po podani vysoké davkglhem rékolika malo dni dojde k formaci imunitnich kompiea
minimalizace rizika rozvoje sérové nemoci je z&ngt pokud pacient neprodukuje vlastni
protilatky proti cizimu proteinudnem tydne az 10 dni po expozici. Cyklosporin ma
selektivni efekt na funkci T lymfoctptimou inhibitaci jadernych reguaich proteird, coz
vede k redzukci proliferace a aktivace T lymfacyf¢Zzka AA miZze odpo¥dét na terapii
CsA samotnym, ale je mé&efektivni nez samotné ATG nebo nez kombinace AT&.C
CsA ma spoustu vedlejSicliipkt, ale po redukci davky jsou dibzviadnutelné, vhodné je
udrzovat hladinu CsA 200 ng/mL. Udrzeni hodnot kibw obrazu je mozno dosahnout jen
velmi nizkou davkou CsA i po dobgkolika let. Vysledky kombinované imunosupresivn
iterapie jsou rozdilné viznych studiich, také zistodu nejednotnosti paramétremise. Vice
nez 60% paciefdtodpovi Ehem 3-6 misial po kaiském ATG. Dlouhodoba prognéza je
predikovanaasnou odpoidi,kdy dojde ke vzestupu retikulo@ya destiek nad 50x10exp9/I
béhem 3 ndsiax po terapii. Po kilském ATG asi 50% paciantma l&ebnou odposd’ a
vétSina z nich ma dlouhodobégiiti. Vysledky imunosupresivni terapie maji vzkahweku
pacienta: 5-letéieZziti nad 90% majidi, zatimco dosfi nad 60 let maji 5-letéipziti 50%
podle nedavno publikovanych studii. Relaps, ktergtigfinovany konzervati¥jasko nutnost
nové imunosupresivn iterapie,dasty a vyskytuje se u 30-40% pacierRokud je relaps
definovany jako nova pt#ba transfuzni terapie, tedyhiem 3 let dojde k relapsu u 12%
pacienti dle evropskych studii. Nové podani CsA obykle Zidpevni obraz, aleckdy je
nutné druhé podani kekého nebo kraliho ATG. Relaps obvykle neznamena horsi
prognozu, ale nemusi byt vzdy v§i@lny. Mnohem zavaiijsi nez relaps je vyvoj



klonalniho onemoami: PNH, MDS, leukémie. Klonalni onemadager typu MDS nebo akutni
leukémie se v dlouhodobém horizontu vyvine u 15%qud.

Intenzifikace imunosupresivn iterapigibe mit zvySeny piet remisi. Snaha zvysit efekt
ATG+CsA vSak vedla ke zklamanim: megadavky metlegprsolonu vedly jen ke zvySeni
toxicity, G-CSF a GM-CSF jako rutinni séast kombinované imunosuprese ma v¢asnosti
negativni vysledek-nevedly ke zvySenidbnych odpo&di nebo mensSimu vyskytu infekci.
V sowasnosti probiha velka studie, ktera b§lardefinitivrné odpowdét na Ulohu G-CSF

v kombinované terapii AA. DalSimi imunosupresivigié Ize pouzit v terapii AA je
mykofenolat mofetil (MMF), ktery selektiwnoslabuje aktivované lily inhibici inosine
monofosfat dehydrogenazy, coz blokuje proliferativ@vanych lymfocyti. Kombinace
MMF s ATG+CsA nevedla v NIH studii u 104 pacigéhie zlepSeni kebné odpogdi (62%),
snizeni relaps(37%), vyvoje klonalniho onemoémi, pouze snizila nutnou davku CsA.
Ctytleté pgeZiti pro vdechny pacienty bylo 80%, prépdoobr pro lepsi podfirnou terapii
nez z divodu lepsSiho efektu. Sirolimus, ktery blokuje s#raronin kinazu, fisobi synergicky
s csA v tk&ovych kulturach a klijicky u transplantaci.. Pokefhk byl testovan v kombinaci
s ATG+CsA u AA, vysledky nebyly lepsSi nez vysledkghto agens samotnych. Pouziti
cyklofosfamidu vychazi ze zkuSenosti autologni afyriavetvorby u pacienta s AA po
piipravném transplatdaim reZzimu s cyklofosfamidem. Cyklofosfamid byl pdwpakovag
také v 80tych letech, kdy nebylo vSude dostupné ADI@B8 dive neléenych pacierit byla
lé¢ebna odpo¥ d u 74%, pedpokladanéieziti 86%. Ale studie NIH byldasré pozastavena
pro rozvoj vysokého patu mykotickych infekci a vyS8i umrtnosti v rameni

s cyklofosfamidem a vysSimu §a relaps a evoluce klonalnich nemoci.. V sagné dob
neni Zadny osidceny algorytmus pro terapii paciénkteti jsou refrakterni na ATG.
Transplantace od alternativniho darce je zvaZzovaaéi po selhani 1 cyklu ATG, u
dosglych v pripack selhani 2 cyKi. Lécebna odpodd’ na druhy cyklus ATG je od 22-64%.
Odpowd na druhy cyklus vijpact podani kraiiho ATG je 30-77%. Po cyklofosfamidu,
jako terapii druhé linie, byla popsangdéna odposd’ 50%. Treti podani imunosupresivni
terapie niize mit benefit jen u paciantktei meli alespai prechodnou odpad’ na edchozi
lécbu. ZlepSeni feziti pacieni s refrakterni AA vlivem podjrné terapie komplikuje
rozhodnuti o vysoce rizikoveé transplantaci.. Bgtéean alemtuzumab, humanizovana
monoklonalni protilatka anti CD 52 ( antigen preoeany na vSech lymfocytech), ktery ma
efeit u lymfoproliferativnich nemoci, GVHD, autoimitnich nemociCtyiti pacienti z 8
refrakternich na kissky ATG, odpo¥déli na alemtuzumab. Terapigstiré zavazné
pancytopenie zalezi na klinickych projevechktefi pacienti progreduji d@&zke AA, jini
jsou stabilni, bez nutnosti jakékoliv terapie. & yelmi malo klinickych studii zagfenych
na stedre t¢Zkou AA. Imunosupresivni terapietde zlepSit pancytopenii, nejefekjsi je
kombinace ATG+CsA, ale obvykle jsou pouzivany seku&. Daclizumab, humanizovana
monoklonalni protilatka proti interleukin-2 recepipzlepSila krevni obraz u 6 z 16 pacient
Jestlize je zachivana miniméalni hematopoetickddanknohou byt efektivni androgeny. In
vitro androgeny zvySuiji aktivitu telomerazy u lyoof/th a CD34+ buik.

Alogenni transplantace od HLA identickéhidbmzného darce paipravném rezimu

s cyklofosfamidem neni myeloablativni, ale je dtt®& imunosupresivni. Alogenni
transplantace od HLA identického darce ¥yiéetSinu pacient, dle IBMTR z roku 2000 je
5-leté geziti 77%. V pipack déti a pacieni s minimalnim psétem transfuzi je totoipZziti 80-
90%. Rejekce 8pu je spiSe historicky problém, v sagnosti nentasta z dvoducasné
indikace transplatnace a takétwddu még imunogennich transfuznichiipravki (
deleukotizace transfuznichipravka, trombocyty z cytaferézy).ipravné rezimy bez
radioterapie nyni pravidelrumozni pihojeni a vyhneme se pozdnim komplikacim z radiace.
Studie z posledni doby, kde bylégravnaym rezimem ATG+cyklosofamid transplantovano
81 pacieni doslok gihojeni S&pu u 96%, 3 ze 4 paciénfisgsre absolvovali



retransplantaci. Dlouhodsélpreziva 88% pacieiit DalSim gipravnym rezimem je
kombinace cyklofosfamid a fludarabin s nebo bez Amé&také vysoké procentdilpojeni
Sttpu dokonce w¥ce transfundovanych, kfedostaly PBSC gsice po selhani
imunosupresivni terapie. GVHGOigtava vaznym problémem pro starSi pacientgs putinni
profylaxi CsA. Zka GVHD je u osob pod 20 let 15-20%, pro ostasuiby 40-45%.

V Seattlu se chronickd GVHD rozvinula u 41% padiekte’i Zili déle nez 2 roky po
transplantaci. Fdani ATG nebo alemtuzumabuigre redukovat frekvenci a tizi aGVHD.
Alogenni transplantace od shodnéhotitapzného darce ma v 15% rejeka@pit, riziko
GVHD lI-IV stupre 48%, redpokladané 5 let&gviti 39%. Mortalita je dvojndsobna nez u
transplatnaci od HLA identickéhdipuzného darce. Nejsij$im prediktivnim faktorem je
vék pacienta, ale vliv ma také uravehody 1 HLA fidy a doba od diagn6zy. Transplantace
alternativnim darcem vyzaduiji radiaci k dosazéifiggeni Stpu, jednak z dvodu typu darce
ale také obvykle ziovodu vySSiho petu transfuzi. Byla publikovana stuide 62 padient

s SAA, refrakternich na imunosupresivni terapigfikbodstoupily nefibuzenskou
translantaci od shodného déarce pipravném rezimu cyklofosfamid, ATG, celtuivé
ozé&eni: selhani 8pu 2%, aGVHD II-1V 70%, cGVHD 52%, celkové pre&ti%. Evropsky
protokol nahrazuje zéani fludarabinem pro néjpuzné nebo neshodnélpuzné darce: 73%
pacienti preziva 2 roky. GVHD je relativni velmi nizké, rejekstpu je u 1/3. Btska
nemocnice Milwaukee zavedlaipravny rezim cytosine arabinosid, cyklofosfami@| T

s dlohodobym prezitim 50% paciérd nizkou GVHD. Jsou nutné studie k rozhodnutirykte
z piipravnych rezinm je optimalni a jakasrg indikovat nepibuzenskou transplantaci. HLA
neshodny darce je Iépe tolerovantippct transplantace pupeikove krve. \étSinou jsou
piijemci jen malé &i. Dle zprdvy NMDP doSlo kifhojeni u méw nez poloviny z 19
piijemal a wtSinou fetily z divodu autologni obnovy nebo retransplantaé¢ezi po
haploidentickych transplantacich je velmi Spatné.

Zawr:Terapie AA v poslednich 25 letech zlepSila dlodibioé geziti pacieni na vice nez
75%. Je vSak nutno igsnit nejvhod#si pripravny rezim, zlepSit v alternativniho dérce
testovanim dafcna vysokeé rozliSeni. U transplantaci ptrpkové krve je nutno klastidaz
na vyssi pdet burtk ve Stpu. U AA jsoou testovany nové imunosupresivni IéRpakované
podani imunosuprese nabizi moznost obnovy krvesmors% pacierit, obvykle inicali je
podavan kasky ATG a potom krati ATG, alemtuzumab a cyklosofamid. Rezidualni
krvetvorba niize byt expandovana ex vivo, riitgad pouzitim Hox box proteinu. &feni
aktivity oligoklonalnich T lymfocyd, stanoveni kvantity a funkce kmenovych &kinvyzkum
genetickych rizikovych faktdr, které postihuji kemnovou bku a maji vliv na imunitni
odpowd pomize definovat, jakym zisobem dochazi k destrukci krvetvorby u AA.
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