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Souhrn

Vychodiska: Leukemie z darcovskych bunék (DCL) jsou relativné vzacnou, ale jiz dobie dokumen-
tovanou komplikaci transplantace krvetvornych bunék. Publikovany byly vétSinou situace, kdy
DCL vznika de novo u piijemce krvetvornych bunék. Pozorovdni: Popisujeme piipad, kdy u dob-
rovolného nepfibuzného darce Ceského narodniho registru darct diené (CNRDD) doslo s néko-
likaletou latenci po darovani k rozvoji chronické lymfocytarni leukemie (B-CLL). Z archivni DNA
izolované kratce pred darovanim krvetvornych bunék bylo nasledné retrospektivné zjisténo, ze
subklinicky klon CLL byl pfitomny jiz v dobé darovani, nicméné s ohledem na Umrti nemocné
kratce po transplantaci nemohlo dojit k pfipadnému rozvoji DCL. Pfipad dobfe dokumentuje
dlouhou dobu od vzniku klonu B-CLL do pIného rozvoje klinicko-laboratorni symptomatolo-
gie. Jsou diskutovany medicinské i etické otazky, které pfinasi izolovana detekce hematologické
malignity, at jiz pouze u darce, ¢i pouze u piijemce. Zdvér: Pripad dokumentuje rostouci riziko
rozvoje nejriznéjsich forem DCL, a tim dokladé nezbytnost dlouhodobého sledovani darct krve-
tvornych bunék nejen z hlediska zdravi darce, ale i z hlediska potenciélniho rizika pro piijemce.
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Summary

Background: Donor cell leukemia (DCL) is a relatively rare but well documented complication
of hematopoietic stem cell transplantation. So far, publications described only DCL arising de
novo in the recipient. Observation: In this study, we describe a case of chronic lymphocytic
leukemia (B-CLL) developing in a volunteer unrelated donor from the Czech National Marrow
Donors Registry (CNMDR) several years after donation. From archival DNA sample, we have
retrospectively found that subclinical CLL clone was already present at the time of donation
but early death of recipient prevented eventual development of DCL. This case documents well
the long period between detection of B-CLL clone and full development of clinical-laboratory
symptomatology. The medical and ethical questions posed by an isolated case of detection
of hematological malignancy present either only in the donor or only in the recipient are dis-
cussed. Conclusion: The case demonstrates the increasing risk of development of various forms
of DCL and thus highlights the need for long-term monitoring of stem cell donor, not only in
terms of health of donor but also in terms of potential risks for the recipient.
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Uvod

Leukemie z darcovskych bunék (donor
cell leukemia - DCL) je sice relativné
vzacnou, ale dobfe popsanou kom-
plikaci transplantace krvetvornych
bunék (TKB). Poprvé byla dokumento-
vana jiz v roce 1971 [1] a do soucasnosti
bylo popsano vice nez 50 pripadd [2-4].
Vétsina publikovanych pfipadd popisuje
vznik DCL de novo u ptijemce krvetvor-
nych bunék. Nas pripad ale popisuje si-
tuaci, kdy u dobrovolného nepfibuz-
ného darce Ceského narodniho registru
dérca diené (CNRDD) doslo s nékolika-
letou latenci po darovani k rozvoji chro-
nické lymfocytarni leukemie (B-CLL).
Z archivni DNA bylo nasledné retrospek-
tivné zjisténo, ze subklinicky klon CLL
byl pfitomny jiz v dobé darovani, nic-
méné vzhledem k umrti pfijemce casné
po transplantaci nemohlo dojit k pfipad-
nému rozvoji DCL. Pfipad dokumentuje
jak dlouhou dobu od vzniku klonu B-CLL
do plIného klinicko-laboratorniho ob-
razu, tak nezbytnost dlouhodobého sle-
dovani darcl krvetvornych bunék nejen
z hlediska zdravi darce, ale i z hlediska
potenciélniho rizika pro pfijemce.

Popis pripadu
46lety muz, dlouholety darce krve, byl
v roce 2006 odeslan transfuznim oddé-

lenim na Hematologicko-onkologické
oddéleni FN Plzen pro opakované za-
chycenou leukocytézu s lymfocytézou
(KO: leukocyty 15,1 x 10°/L, Hb 135 g/I,
trombo 182 x 10%I. Diferencialni obraz:
neutrofily 0,21; lymfocyty 0,76; mo-
nocyty 0,03; ojedinéle Gumprechtovy
stiny). Byla stanovena diagnéza B-CLL,
st. | dle Raie s pakety uzlin v retroperi-
toneu a s nemutovanou sekvenci IgVH
gend, ¢ili slo o prognosticky nepfiznivou
CLL. Od prosince 2006 bylo podano cel-
kem 5 cyklli chemoimunoterapie v kom-
binaci R-FC (rituximab, fludarabin, cy-
klofosfamid), kterou bylo dosazeno
kompletni remise trvajici az do roku
2010. Jiz vstupné viak bylo anamnes-
ticky zjisténo, Ze nemocny byl od roku
1992 registrovan jako dobrovolny nepfi-
buzny darce kostni dfené v Ceském na-
rodnim registru darc(i dfené (CNRDD)
v Plzni. O onemocnéni darce byl proto
obratem informovan CNRDD, protoze
v zafi 2000, tedy 6 let pfed stanove-
nim diagnézy CLL, byla darci po Iékar-
ském vysetteni a stanoveni jeho zpUso-
bilosti k odbéru podle platnych pravnich
norem CR [5] a mezinarodnich dopo-
ruceni [6,7] odebrana kostni dfen, jez
byla transplantovdna nepfibuznému
pfijemci, 50leté pacientce s diagnézou
B akutni lymfoblastické leukemie. Pa-
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Obr. 1. Relativni kvantifikace klonu B-CLL u darce. 1. DNA izolovana v dobé daro-
vani kostni drené - rok 2000, tj. 6 let pied klinickou dg. B-CLL 2. DNA z roku 2007,
tj. 2 roky po klinické dg. B-CLL se zbytkovou nemoci ve dieni. Jasné prokazana pfitom-
nost klonu 6 let pfed klinickym rozvojem B-CLL.

cientka vsak 18 mésicli po transplantaci
zemfiela v kompletni remisi na potrans-
planta¢ni komplikace, pficemz kontrolni
vySetieni kostni diené 15 mésicl po
transplantaci neprokazalo zadnou sig-
nifikantni patologii; archivni DNA z to-
hoto vzorku nebyla jiz bohuzel k dispo-
zici. Bylo zjisténo, Ze odbér kostni difené
probéhl bez komplikaci, dérce byl po da-
rovani dle tehdejsich standard( Registru
sledovan 1 rok ve svém spadovém dar-
covském centru a nebyla zjisténa zadna
patologie. Nasledné jako darce krve
opét pravidelné daroval krev, pficemz
ani zde nebyly do roku 2006 detekovany
zadné klinické ani laboratorni patologie.
Vzhledem k tomu, Ze u déarce byla k dis-
pozici archivni DNA izolovana z periferni
krve v dobé odbéru kostni diené, poku-
sili jsme se retrospektivné stanovit, ne-
byl-li klon B-CLL pfitomen jiz v dobé da-
rovani. Analyza byla provedena dle jiz
dfive publikované metodiky [8]. Stru¢né
feceno, byly navrzeny klon-specifické
primery amplifikujici oblast FWR1 az
CDR3 a tato oblast byla molekuldrné vy-
klonovana pro ptipravu kvantifika¢niho
standardu. Pro RQ-PCR detekci byla po-
uzita LNA-modifikovana sonda pro ro-
dinu VH3. Pomoci RQ-PCR byla na cDNA
z obdobi diagnézy a z obdobi dércovstvi
stépu amplifikovana hledana klonalni
sekvence. Jako kontrolni gen byl pouzit
ABL. Pro vypocet relativni exprese IgVH
byl pouzit vztah 2-DDCt. Z doby zachytu
onemocnéni viak byla k dispozici pouze
RNA, kterou neni mozné pfimo kvantita-
tivné srovndvat s archivni DNA pacienta
(darce) v dobé odbéru. Proto bylo prove-
deno jen pfimé srovnani archivni DNA
dérce s DNA kostni dfené jiz po chemo-
terapii, tedy z doby, kdy byl dle flowcy-
tometrické analyzy pfitomen jiz pouze
10% klon B-CLL. Vysledek (obr. 1) vsak
pfesto jasné prokdzal, Ze u pacienta byl
v periferni krvi jiz v dobé darovani, tedy
6 let pred klinickym rozvojem, jasné pfi-
tomen klon B-CLL.

Diskuze

Rozvoj leukemie po TKB obvykle pred-
stavuje relaps ptvodniho onemocnéni.
Nicméné vzacné se mlze leukemie roz-
vinout i de novo z transplantovanych
krvetvornych bunék darce a pak hovo-
fime o tzv. leukemii z darcovskych bunék
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(DCL). S rozvojem molekuldrnich tech-
nik umoznujicich jednoznac¢né stanovit
pavod leukemie bylo v poslednich le-
tech publikovano pomérné velké mnoz-
stvi pfipadd DCL a nékteré prace uvadéji
az 5% incidenci [9]. V posledni dobé tato
problematika vzbuzuje jesté vétsi pozor-
nost, a to ze dvou dlivodu. Jednak se alo-
genni TKB staly standardni procedurou
i u pacientt starsich 50 let, pficemz v pfi-
padé pfibuzenskych transplantaci jsou
pak logicky starsi i darci (sourozenci).
Jelikoz incidence vétsiny hematologic-
kych malignit roste s vékem, tak by pfi-
rozené mélo stoupat i riziko rozvoje DCL,
at jiz kvali véku pfibuzného darce, ¢i vli-
vem véku pfijemce. Je-li podpdrnym
faktorem pfirozené snizena protinado-
rova imunita u starsich pfijemcl a/nebo
darcq, je vsak v tuto chvili pouhou hy-
potézou a neexistuji Zddna publikovana
data podporujici tuto teorii. Druhym fak-
torem je castéjsi pouzivani rlstovych
faktor(i granulopoézy (filgrastim, G-CSF)
jako mobiliza¢niho prostiedku pred od-
béry perifernich krvetvornych bunék.
V souvislosti s jeho podavanim se spe-
kuluje o zvySeném riziku rozvoje hema-
tologickych malignit [10,11]. Nicméné
v rozsahlych analyzach evropskych ¢i
americkych registra nebyla u darct vy-
stavenych G-CSF potvrzena vyssi in-
cidence hematologickych malignit ve
srovnani s béznou populaci [12,13].
V soucasnosti tedy nejsou zadné jed-
noznac¢né dikazy o mozném zvyseném
vyskytu malignit u darc( vystavenych
G-CSF, a tudiz ani neexistuji data o pfi-
padné vyssi incidenci DCL jako ddsledku
transplantace krvetvornych bunék darce
vystavenych G-CSF. V naSem pfipadé
vsak darce daroval kostni dfen, a nebyl
tedy vystaven Ucinku G-CSF.
DCL je v zdsadé mozno rozdélit na
2 hlavni skupiny:
1. ptipady, kdy je malignita aktivné
pfimo transplantovéna od darce;
2. ptipady, kdy se malignita rozvine az
po transplantaci, a to pouze u pfi-
jemce [14].

V prvni skupiné je maligni klon u darce
pfitomen jiz v dobé darovéani, DCL u pfi-
jemce vznika relativné kratce po trans-
plantaci a tatdz malignita se dfive ¢i poz-
déji rozviji i u darce. Typicky se jedna

o indolentni lymfoidni malignity [14],
coz je pochopitelné, nebot ty maji ob-
vykle delsi dobu od detekce klonu k pl-
nému klinicko-laboratornimu obrazu,
a tudiz nejsou béhem predtransplantac-
niho vysetieni darce zjistény. Ve druhé
skupiné k rozvoji malignity u darce z nej-
raznéjsich divodl obvykle nikdy ne-
dojde a ani maligni klon neni zpravi-
dla detekovan, nebot v etiopatogenezi
malignity hraje klicovou roli alterované
mikroprostfedi kostni dfené imuno-
suprimovaného pfijemce. U téchto pfi-
padu je typicka delsi doba od transplan-
tace k detekci DCL, pficemz je zajimavé,
ze tento typ DCL predstavuji takika vy-
hradné myeloidni hematologické malig-
nity (AML, CML, MDS) a je spise asocio-
vany s mladsimi darci [3,14].

U naseho ptipadu nedoslo pro rela-
tivné ¢asné umrti pfijemce na potrans-
planta¢ni komplikace k rozvoji B-CLL
u pfijemce, nicméné, jak doklada pfi-
tomnost klonu v dobé darovani (obr. 1),
v pfipadé jejiho vzniku by se jednalo jed-
noznacéné o pfimy pfenos malignity. PFi-
padné srovnani jednotlivych dynamik
rozvoje B-CLL u pfijemce a darce by bylo
nesporné zajimavé a mohlo by pfispét
k poznani mechanizmu transformace
(pre)malignich bunék dérce v rozdilném
imunitnim a genetickém prostredi pfi-
jemce [3].

Sala-Torra et al v souboru 12 pfipadl
DCL [14] popisuji celkem 3 pfipady do-
kumentovaného prenosu CLL nepfibuz-
nym darcem. V jednom pfipadé byla
u darce klinicky diagnostikovana CLL
jiz 2 roky po TKB, a pfestoze moleku-
larni pfitomnost CLL byla u pfijemce zjis-
téna kratce po TKB, ke klinickému rozvoji
doslo az po 12 letech. Naopak u dru-
hého pacienta byla situace opa¢na — CLL
se dfive rozvinula u pfijemce. U posled-
niho pacienta byl pouze detekovan klon
a dalsi sledovani nebylo pro ¢asné umrti
mozné. Dva publikované pfipady pre-
nosu CLL u sourozeneckych TKB nepod-
poruji hypotézu vlivu rozdilného gene-
tického prostredi a imunitniho systému,
nebot klinicky pribéh byl vzdy podobny
u prijemce i darce, v jednom pfipadé in-
dolentni [15] a podruhé agresivni [16].

Detekce malignity u dérce ¢i malignity
z dércovskych bunék u pfijemce pfinasi
nékteré dalsi zdvazné etické problémy

tykajici se nejen darce, ale i pfijemce. Pri-
marné je na misté otazka, jak hluboce
vysetfovat darce pred vlastnim darova-
nim krvetvornych bunék. U pfibuznych
darcl pro pacienty s CLL ¢i s rodinnou
anamnézou CLL je doporucovan sy-
stematicky screening neinvazivnimi cit-
livymi metodami, jako je napt. flowcy-
tometrie lymfocytd periferni krve [16].
V pfipadé zdravych nepiibuznych darct
viak tento postup nelze univerzalné
aplikovat a mél by byt aplikovén indi-
vidualné pouze u starsich darcl s pra-
kaznou rodinnou zatézi CLL. Jesté slo-
Zitéjsi je otazka informovani a dalsiho
sledovani darce v pfipadé, ze se u pfi-
jemce jeho bunék rozvinula DCL. Z do-
savadnich dat je zfejmé, Ze ne u viech
darcl vznikne stejna DCL jako u jejich
piijemce [2,14], zvl&sté je-li darcovskou
leukemii u pfFijemce myeloidni malig-
nita. | s ohledem na relativni vzacnost
piipadl je logické, Ze univerzalné platna
doporuceni neexistuji, obecné je na
misté vzdy pfisné individualni pfistup
k informovani dérce a peclivé sledovani
s prislusnymi fyzikalnimi i laboratornimi
vysetfenimi. Analogicky postup by mél
byt zvolen i v pfipadé pfijemce, u jehoz
darce je nasledné diagnostikovana he-
matologicka malignita.

Lze shrnout, Ze nds$ pfipad v souladu
s literdrnimi daty doklada rostouci frek-
venci detekce nejriizngjsich forem DCL.
To jen podtrhuje nezbytnost dlouhodo-
bého (nékolikaletého) prospektivniho
a jasné definovaného aktivniho sledo-
vani darct krvetvornych bunék, tak jak je
vyzadovano Ceskou legislativou [5] i do-
porucenimi mezinarodnich autorit [6,7].
V souvislosti s tim je potésujici, Ze od
roku 2005 je politika sledovani nepiibuz-
nych darct CNRDD a pfibuznych darch
prostiednictvim HOO FN Plzen v plném
souladu s témito pozadavky [17,18].
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BOD, Zapis ze shromazdéni ¢lent Ceské onkologické spole¢nosti J. E. Purkynég, konané 20. dubna 2012 v ramci Brnénskych onko-
logickych dn(i a Zapis ze schlize vyboru Ceské onkologické spole¢nosti dne 15. 5. 2012 v Thomayerové nemocnici v Praze nalez-
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