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. EKSTRAKORPORALNA FOTOFEREZA
U LIJECENJU KRONICNE REAKCIJE TRANSPLANTATA
PROTIV PRIMATELJA

EXTRACORPOREAL PHOTOPHERESIS
IN TREATMENT OF CHRONIC GRAFT VERSUS HOST DISEASE

INES BOJANIC, RANKA SERVENTI SEIWERTH, SANJA MAZIC, KLARA DUBRAVCIC,
DRAGO BATINIC, BRANKA GOLUBIC CEPULIC, BORIS LABAR*

Deskriptori: Bolest transplantata protiv primatelja — dijagnoza, lije¢enje; Fotofereza — metode; Transplantacija krvotvor-
nih mati¢nih stanica — neZeljeni u¢inci; Homologna transplantacija; Imunosupresivni lijekovi — terapijska
primjena; Kroni¢na bolest

Sazetak. Ekstrakorporalna fotofereza (EF) jest imunomodulatorna terapija koja se rabi u lijeCenju kroni¢ne reakcije tran-
splantata protiv primatelja (engl. chronic graft versus host disease, cGVHD). Tijekom EF-a leukaferezom se iz krvi izdvajaju
mononuklearne stanice, ex vivo im se dodaje 8-metoksipsoralen, stanice se ozrate UVA-zrakama i potom reinfundiraju
bolesniku. Cilj istrazivanja bio je procijeniti klini¢ki i imunomodulatorni u¢inak postupka EF-a u bolesnika s cGVHD-om.
Analiziran je 341 postupak EF-a u 7 bolesnika s cGVHD-om s medijanom EF-a po bolesniku 37 (raspon 13—131). U svih
bolesnika cGVHD se manifestirao koznim promjenama u kombinaciji sa simptomima drugih organskih sustava. EF su
provodene dva dana za redom: prvih mjesec dana svaki tjedan, sljedeca 2 mjeseca svaki drugi tjedan, a potom jednom na
mjesec. Medijan trajanja lijecenja postupkom EF-a iznosio je 10 mjeseci (raspon 2 do 58). EF je ve¢inom povoljno utjecao
na simptome cGVHD-a pa je u 6 bolesnika doslo do poboljsanja i/ili stabilizacije promjena koZe te bolje pokretljivosti
zglobova, a u 2 bolesnika s ulceracijama sluznice usne Supljine promjene su se u cijelosti povukle. Do klini¢kog poboljsanja
doslo je 2 do 3 mjeseca nakon pocetka EF-a, §to je omoguéilo znacajno smanjenje ili prestanak primjene glukokortikoida.
Nezeljene reakcije javile su se tijekom 4,9% postupaka. U bolesnika u kojih je doslo do poboljsanja klinickog stanja nor-
malizirale su se vrijednosti omjera CD4+/CD8+ stanica, kao i broj NK-stanica. Rezultati naseg istrazivanja pokazuju da
primjena EF-a povoljno utjece na simptome cGVHD-a i omogucuje snizenje doze kortikosteroida uz poboljSanje kvalitete
zivota bolesnika pa se stoga moze preporuditi za bolesnike koji ne odgovaraju na standardno lijecenje.

Descriptors: Graft vs host disease — diagnosis, therapy; Photopheresis — methods; Hematopoietic stem cell transplantation
— adverse effects; Transplantation, homologous; Immunosuppressive agents — therapeutic use; Chronic disease

Summary. Extracorporeal photopheresis (ECP) is an immunomodulatory therapy which has been used in the treatment of
chronic GVHD (cGVHD). ECP involves separation of the mononuclear cells with leukapheresis, followed by ex vivo
administration of 8-methoxypsoralen and UV-A radiation and reinfusion to the patient. Aim of the study was to evaluate
clinical and immunomodulatory effect of ECP procedures in patients with cGVHD. We analyzed 341 ECP procedures
performed in 7 patients with cGVHD; median ECP per patient was 37 (range 13—131). All patients suffered from skin
changes in combination with impaired joint mobility and symptoms of oral disease. ECP procedures were performed for
two consecutive days: in initial phase weekly, followed by every two weeks and than monthly according to clinical re-
sponse. Median of ECP treatment duration was 10 months (range 2—-58). The effect of ECP in patients with cGVHD with
skin and joint involvement was mostly beneficial: 6 patients experienced either improvement or stabilization in skin chang-
es and joint mobility. In 2 patients who suffered from oral disease, the total recovery was observed. Clinical response was
typically delayed until 2 to 3 months, and reduction in glucocorticoid dose was observed. Adverse reactions were observed
in 4.9% procedures. In patients who responded to ECP treatment, CD4+/CD8+ ratio and number of NK cells were norma-
lized. ECP proved to be an efficient and safe procedure that may be recommended for patients with cGVHD who do not
respond to conventional therapy.
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Kroni¢na reakcija transplantata protiv primatelja (engl.
chronic graft versus host disease, cGVHD) vode¢i je uzrok
morbiditeta i mortaliteta koji nije vezan uz povrat bolesti te
znacajnog smanjenja kvalitete Zivota bolesnika lijeCenih
transplantacijom alogenih krvotvornih mati¢nih stanica
(KMS).! Tako patofiziologija cGVHD-a nije potpuno raz-
jasnjena, smatra se posljedicom aktivnosti davateljevih alo-
reaktivnih limfocita T, limfocita B i NK-stanica koji u ko-
nacnici uzrokuju upalu, fibrozu, sklerozu i atrofiju koze,
sluznice usta, suznih zlijezda, pluca, gastrointestinalnog
trakta, jetre, misica i zglobova.> Glukokortikoidi u dozi od 1
mg/kg tjelesne tezine u kombinaciji s inhibitorom kalcineu-
rina ciklosporinom A prva su linija lije¢enja cGVHD-a.! Za
bolesnike koji ne odgovaraju na ovo lijeenje jo§ ne postoji

standardni opéeprihvacen pristup pa se u drugoj liniji lije-
¢enja primjenjuje vise imunosupresivnih lijekova: mofetil
mikofenolat, sirolimus, azatioprin, pentostatin i monoklon-
ska antitijela protiv limfocita T ili limfocita B. Perzistirajuci
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cGVHD dovodi do trajnih o$tecenja tkiva i invaliditeta, a
primjena glukokortikoida do te$kih nuspojava kao Sto su
oportunisticke infekcije, intolerancija glukoze koja zahtije-
va primjenu inzulina, avaskularna nekroza glave femura,
hipertenzija, atrofija koze, katarakta, osteoporoza, a u djece
zastoj rasta.’

Ekstrakorporalna izvantjelesna fotofereza (EF) ve¢ se 20
godina rabi u lije¢enju cGVHD-a u bolesnika u kojih unato¢
primjeni visokih doza imunosupresivnih lijekova nije uspo-
stavljena kontrola bolesti. Postupak EF sastoji se od tri dije-
la: 1. prikupljanja mononuklearnih stanica iz periferne krvi
bolesnika postupkom leukafereze, 2. dodavanja fotoaktivne
tvari 8-metoksipsoralena (8-MOP) prikupljenim mononuk-
learnim stanicama i njihovo izlaganje ultraljubicastim
zrakama A (UVA) i 3. transfuzije ozracenih stanica natrag u
cirkulaciju bolesnika. Danas je EF prihvacena kao sigurna
i neSkodljiva imunoterapijska metoda koja djeluje imuno-
modulatorno na cGVHD, a bez generalizirane imunosupre-
sije.?

Cilj istrazivanja bio je procijeniti klinicki i imunomodu-
latorni uc¢inak postupka EF u bolesnika s cGVHD-om, kao i

pracenje nezeljenih reakcija. Osim toga, analiziran je i
ucinak EF-a na vrijednosti subpopulacija limfocita u krvi
bolesnika, kao i na tijek bolesti.

Bolesnici

U razdoblju od 2007. do 2011. godine u Klinickom zavo-
du za transfuzijsku medicinu i transplantacijsku biologiju
Klini¢koga bolnickog centra Zagreb postupkom EF-a lije-
¢eno je 7 bolesnika u kojih se nakon transplantacije KMS-a
razvio cGVHD. U toj je skupini bilo 5 muskaraca i 2 Zene
zivotne dobi izmedu 12 i 69 godina (medijan 29 godina).
Dva su bolesnika lije¢ena transplantacijom KMS-a zbog
aplasti¢ne anemije, dva zbog akutne limfaticke leukemije i
tri zbog akutne mijeloi¢ne leukemije. Cetiri su bolesnika
transplantirana koStanom srzi srodnih davatelja, dva bolesni-
ka perifernim KMS-om srodnog, a jedna bolesnica perifer-
nim KMS nesrodnog davatelja. Svi davatelji bili su Zenskog
spola. U svih se bolesnika cGVHD manifestirao koznim
promjenama u kombinaciji sa simptomima drugih organ-
skih sustava, primjerice smanjenom pokretljivosti zglobova,

Tablica 1. Obiljezja bolesnika, transplantata KMS-a i postupaka EF-a
Table 1. Patient characteristics, HSC transplant and ECP data

Spol, Prethodno Trajanje Stanje pri
dob Izvor Srodstvo lijecenje Ukupan lijeenja Odgovor posljednjem
(god.) Dijagnoza KMS-a davatelja Simptomi cGVHD-a cGVHD-a br. EF-a EF-om (mj.)/ naEF pracenju
/Sex,  Diagnosis HSC /Donor  /cGVHD symptoms / Prior Total ECP treatment / Response to / Status
age source  relation c¢GVHD No. of ECP  duration ECP at last
(yrs) treatment (months) follow-up
M24 AA KS sestra koza: generalizirani eritem, prednizon, 52 13 poboljsanje  ziv
M 24 BM / sister suhe o¢i, suhoca i ulceracije CSA, MMF / improved / alive
sluznice usne Supljine, / prednisone,
anoreksija, proljevaste stolice, CSA, MMF
gubitak TT
/ skin: erythema, dry eyes,
xerostomia, oral mucosal
ulceration, anorexia, diarrhea,
weight loss
MI12 AA PKMS  sestra koza: sklerodermiformne prednizon, 127 58 poboljsanje,  ziv
M 12 PBSC  /sister promjene, kontraktura CSA, MMF stabilno / alive
zglobova / prednisone, / improved
/ skin: sclerodermatous CSA, MMF stable
changes, joint contractures
729 ALL KS sestra koza: sklerodermiformne prednizon, 55 12 poboljsanje,  ziv
F29 BM / sister promjene, anoreksija, CSA stabilno / alive
proljevaste stolice, gubitak TT / prednisone, / improved
/ skin: sclerodermatous changes, CSA stable
anorexia, diarrhea, weight loss
7.69 AML PKMS  nesrodni  koza: sklerodermiformne prednizon, 28 7 djelomicno Ziv
F 69 PBSC  /unre- promjene, suhe o¢i, kontrakture ~ CSA poboljsanje  /alive
lated zglobova / prednisone, / partial
/ skin: sclerodermatous changes, ~CSA response
dry eyes, joint contractures
M18 AML KS sestra koZza: generalizirani eritem, prednizon, 13 2 pogorsanje umro
M 18 BM / sister proljevaste stolice, gubitak TT MMF, ATG / worsened / deceased
/ skin: erythema, diarrhea, / prednisone,
weight loss MMF, ATG
M36 ALL KS sestra koza: sklerodermiformne prednizon, 29 3 djelomi¢no Ziv
M 36 BM / sister promjene, kontrakture zglobova ~ CSA, MMF poboljsanje  /alive
/ skin: sclerodermatous changes, / prednisone, / partial
joint contractures CSA, MMF response
M58 AML PKMS  sestra koza: generalizirani eritem, prednizon, 37 5 poboljsanje,  ziv
M 58 PBSC  /sister suhe o¢i, suhoca i ulceracije CSA, MMF stabilno / alive
sluznice usne Supljine, / prednisone, / improved
anoreksija, gubitak TT CSA, MMF stable

/ skin: erythema, dry eyes,
xerostomia, oral mucosal
ulceration, anorexia, weight loss

AA=aplasti¢na anemija/aplastic anemia; AML=akutna mijeloi¢na leukemija/acute myeloic leukemia; ALL=akutna limfaticka leukemija/acute lymphatic
leukemia; KS=kostana srzZBM=bone marrow; PKMS=periferne krvotvorne mati¢ne stanice; PBSC=peripheral blood stem cells; CSA=ciklosporin A /cyclo-
sporin A; MMF=mofetil mikofenolat / mofetil mycophenolate; ATG=antitimocitni globulin / antithymocyte globulin
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suho¢om o¢iju, suhofom i ulceracijama sluznice usne Sup-
ljine te proljevastim stolicama. U lije¢enju cGVHD-a pri-
mijenjena je kombinacija viSe imunosupresivnih lijekova uz
prednizon ¢ija je primjena bila pradena teskim nezeljenim
reakcijama kao $to su poremecen metabolizam glukoze od
intolerancije do dijabetesa melitusa te osteoporoza. Lijecenje
EF-om zapocelo je od 8 do 68 mjeseci (medijan 12 mjeseci)
nakon transplantacije KMS-a. ObiljeZja bolesnika i tran-
splantata KMS-a prikazana su u tablici 1.

Metode

Postupak EF-a proveden je »off-line« metodom.> Mono-
nuklearne stanice prikupljene su leukaferezom stani¢nim
separatorom COBE Spectra poluautomatskim postupkom
(MNC-program, verzija 6.0) (Caridian BCT, SAD). Obi-
ljezja postupka i produkta leukafereze prikazana su u tablici
2. Venski je pristup u 4 bolesnika ostvaren putem perifernih

Tablica 2. ObiljeZja postupka i produkta leukafereze
Table 2. Leukapheresis procedure and product characteristics

medijan (raspon)
median (range)

b I b, 703120
Trajanje leukafereze (min)
Leukapheresis duration (min)
Obraden volumen pune krvi (mL)
Inlet whole blood volume (mL)

170 (167-273)

8016 (4732-18199)

Ulazni protok krvi (mL/min)

Inlet whole blood flow rate (mL/min)
Volumen produkta leukafereze (mL)
Volume of leukapheresis product (mL)

39,6 (29,3-58,4)
153 (63-202)

Prinos stanica u produktu leukafereze
Yield of cells per single leukapheresis procedure
TNC (x10%kg)
TNC (x10%kg)
MNC (x107/kg)
MNC (x107/kg)
Limfociti (x10%/kg)
Lymphocytes (x10%/kg)
Htc (%) nakon razrjedenja fiziolo§kom otopinom
Htc (%) post saline dilution

1,21 (0,45-5,79)
11,1 (4,0-50,1)
0,77 (0,27-4,63)

1,07 (0,01-2,13)

TNC = ukupan broj stanica s jezgrom, total nucleated cells; MNC = mono-
nuklearne stanice, mononuclear cells; Htc = hematokrit, hematocrit

vena, a u 3 je bolesnika za postupak leukafereze bilo potreb-
no postaviti dvoluminalni centralni venski kateter. Svakom
leukaferezom ukupni volumen krvi bolesnika obraden je
dva puta, a cilj je bio prikupiti vise od 3x107 limfocita po kg
tjelesne tezine. Tijekom leukafereze bolesnici su za sprje-
Cavanje pojave simptoma hipokalcemije primali infuziju
kalcij glukonata.

Prikupljene mononuklearne stanice prenesene su u vre-
¢icu propusnu za UVA-zrake Extracorporeal UVA Bag Set
(Cell Max GmbH, Njemacka) i razrijedene fizioloskom
otopinom do volumena od 300 mL nakon ¢ega je dodano
100.000 ng fotoaktivne supstancije 8-MOP (Gerot, Au-
strija). Stanice su potom ozracene aparatom za zracenje
(PUVA Combi-Light UVA Illuminator, Njemacka) UVA-
-zrakama valne duljine 350 nm dozom od 2 J/cm?. Ozrade-
ne stanice transfundirane su natrag bolesniku. Bolesnici su
pazljivo praceni tijekom leukafereze i reinfuzije uz biljeze-
nje nezeljenih reakcija.

EF su provodene ambulantno, uvijek dva dana za redom:
prvih mjesec dana svaki tjedan, sljede¢a 2 mjeseca svaki

drugi tjedan, a potom jednom na mjesec. Svi su bolesnici uz
EF prema potrebi primali imunosupresivnu terapiju, koja je
postepeno smanjivana ovisno o klinickom odgovoru.

U uzorcima krvi bolesnika uzetim prije i nakon svakog
postupka EF-a te u produktu leukafereze prije i nakon
ozracivanja analiziran je broj leukocita, mononuklearnih
stanica, trombocita i hematokrit. Subpopulacije limfocita T
(CD3+, CD3+4+, CD3+8+, omjer CD4+8+ stanica), limfo-
cita B (CD 19+), i NK-stanice (CD56+) u perifernoj krvi
analizirane su jednom na mjesec tijekom provodenja EF-a.
Kodjednogbolesnika zbog tehni¢kih razloga nisu odredivane
subpopulacije limfocita. Broj krvnih stanica i diferencijalna
krvna slika analizirani su hematolo§kim brojac¢em Advia
120 (Bayer, SAD), dok su subpopulacije limfocita analizi-
rane tehnikom protoéne citometrije proto¢nim citometrom
FACS Calibur (Becton Dickinson, SAD). Rezultati su izra-
zeni kao medijan i raspon.

Rezultati

U 7 bolesnika sveukupno je proveden 341 postupak EF-a;
medijan 37 postupaka EF-a po bolesniku (raspon 13-131).
Medijan trajanja lije¢enja postupkom EF-a iznosio je 10
mjeseci (raspon 2 do 58 mjeseci). U tablici 1. prikazani su
podaci o postupcima EF-a i njihovu u¢inku na simptome
c¢GVHD-a. U 6/7 bolesnika doglo je do pobolj$anja ili stabi-
lizacije promjena koze te bolje pokretljivosti zglobova.
Potpuni odgovor, tj. potpuno povlacenje koznih promjena
zabiljezeno je u 4/7 bolesnika, a djelomican odgovor u 2/7
bolesnika. U dva bolesnika s promjenama sluznice usne
Supljine doslo je tijekom EF-a do potpunog oporavka. Kli-
nicko je poboljsanje nastupilo 2 do 3 mjeseca od pocetka
EF-a. Lijecenje EF-om omogucilo je potpuni prestanak
primjene glukokortikoida u 3 bolesnika, u 2 je omogucilo
snizenje doze glukokortikoida (vise od 50% od pocetne
doze lijeka), dok je jedan bolesnik unato¢ primjeni EF-a
ostao ovisan o visokim dozama glukokortikoida. Jedan bo-
lesnik umro je zbog progresije simptoma cGVHD-a 2 mje-
seca od pocetka lije¢enja EF-om. Vrijednosti subpopulalcija
limfocita prije pocetka lijeCenja EF-om i nakon zavrsetka
EF-a prikazane su u tablici 3.

Nezeljene reakcije javile su se tijekom 17/341 (4,9%) po-
stupaka EF-a. U 3 bolesnika venski se pristup nije mogao
ostvariti putem perifernih vena te je morao biti postavljen
centralni venski kateter. U jednog od tih bolesnika lije¢enje
EF-om prekinuto je zbog infekcije katetera, a u drugog je
nakon 3 mjeseca doslo do o$tecenja katetera te je bilo po-
trebno postaviti novi kateter. Unato¢ infuziji kalcija, blagi
simptomi hipokalcemije javili su se tijekom 8 leukafereza.
Do porasta temperature doslo je u jednog bolesnika nakon
Cetvrte reinfuzije ozracenih stanica. Dva su bolesnika lije-
¢ena zbog infektivnih komplikacija na plu¢ima, a tada su uz
provodenje EF-a lijeceni prednizolonom u dozi od 1 mg/kg
TT i mofetil mikofenolatom.

Unato¢ smirivanju simptoma cGVHD-a, dva su bolesnika
na vlastiti zahtjev prekinula daljnje lijeCenje EF-om nakon
7, odnosno 13 mjeseci jer su postupak smatrali prezahtjev-
nim.

Rasprava

Na temelju opazanja da limfociti T propadaju pod utje-
cajem 8-MOP i ultraljubi¢astog zracenja Edelson i sur.*
iznasli su metodu ekstrakorporalne fotofereze koja omo-
gucuje izdvajanje bolesnikovih stanica iz cirkulacije, nji-
hovo izlaganje fotoaktivirajucoj supstanciji psoralenu i
ultraljubicastom svjetlu te vracanje bolesniku. EF je prvo
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Tablica 3. Subpopulacije limfocita periferne krvi prije pocetka lijecenja EF-om i nakon zavrsetka EF-a
Table 3. Peripheral blood lymphocyte subsets at start of ECP and after ECP

Lije¢ Vjesn 2013; godiste 135

Subpopulacije limfocita / Lymphocytes subsets

Spol, dob (god) / (normalan raspon / normal range)

Sex, age (yrs) CD3+4+ CD3+8+ gﬁf‘;/ /Crlzgg CD19+ CD56+
(30-55%) (16-39%) (({ 9.3.4) (4-14%) (10-31%)
M 24 prije EF-a 264 37 0,74 10 & 17 &
M 24 before ECP
nakon EF-a 184 29 > 0,84 197 71
after ECP
M 12 prije EF-a 191 16 & 12 27 30 &
M1 before ECP
nakon EF-a 204 141 14 347 22 ¢
after ECP
729 prije EF-a 141 46T 034 277 71
F29 before ECP
nakon EF-a 41 & 37 & 1,1 & 8§ 14 &
after ECP
769 prije EF-a 42 < 27 0,54 21 61
F 69 before ECP
nakon EF-a 50 > 27 12 20 11
after ECP
M 36 prije EF-a 21 33 0,6 4 357 61
M 36 before ECP
nakon EF-a 16 4 18 <> 0,9 > 7o 18 <>
after ECP
M 58 prije EF-a 1l 747 0,14 56 9l
M 58 before ECP
nakon EF-a 161 577 041 4 16 &
after ECP

<> = vrijednosti unutar normalanog raspona / values within normal range
= poviSene vrijednosti u odnosu na normalan raspon / above normal range
= snizene vrijednosti u odnosu na normalan raspon / below normal range

uspjesno primijenjena za lije¢enje T-stani¢nog koznog lim-
foma,* a i danas je prihvacena kao standardna metoda lije-
¢enja bolesnika s eritrodermijskom fazom mycosis fungo-
ides.> Potom je EF pokazala uspjeh u lijeCenju refrakternih
oblika autoimunosnih bolesti sistemske skleroze i reuma-
toidnog artritisa.” Budué¢i da cGVHD ima brojne klinicke i
histopatoloske sli¢nosti s autoimunosnim bolestima, vise je
autora primijenilo EF za lijeCenje cGVHD-a u bolesnika
koji su bili refraktorni na lijecenje glukokortikoidima.*’ Cilj
uvodenja EF u terapiju cGVHD-a jest imunomodulacijskim
djelovanjem posti¢i kontrolu bolesti ili barem omoguditi
snizenje doze glukokortikoida i time izbjeci njihove neze-
ljene ucinke.

Od prvog izvjeséa Owisanowskog i sur. o uspjesnoj pri-
mjeni EF-a u bolesnika s cGVHD-om objavljeno je vise
retrospektivnih te dva prospektivna istrazivanja o u¢inkovi-
tosti EF-a u bolesnika s cGVHD-om rezistentnim na glu-
kokortikoide.®!! Retrospektivna su istraZivanja pokazala da
je lijecenje EF-om uspjesno u dvije trec¢ine bolesnika s
c¢GVHD-om ovisnih o glukokortikoidima, a da do klinickog
poboljsanja dolazi od 3 do 6 mjeseci od pocetka lijecenja.!*!12
U slucaju cGVHD-a koze i sluznice usne Supljine potpuni
odgovor postignut je u 75—-100% bolesnika, jetre u 30-80%,
zglobova u 50%, a u cGVHD-u gastrointestinalnog trakta u
0-50% bolesnika.®'*1? Rezultati multicentriénoga prospek-
tivnog randomiziranog istrazivanja, koje je provedeno u bo-
lesnika s cGVHD-om koze rezistentnih na lijecenje gluko-
kortikoidima pokazali su nakon 12 tjedana statisticki zna-
¢ajnu razliku u uspjehu lije¢enja izmedu skupine bolesnika
lije¢ene standardnom imunosupresivnom terapijom (N=47),
u odnosu na skupinu koja je uz to dodatno lijecena i po-
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stupkom EF-a (N=48)."* Naime, u 40% bolesnika koji su uz
standardno lije¢enje lijeCeni i postupkom EF-a nakon 12
tjedana doslo je do znaCajnog smanjenja ili potpunog ne-
stanka promjena na kozi, dok je u drugoj skupini isti u¢inak
postignut samo u 10% bolesnika (p<0,001). U navedenom
istrazivanju, kao i u brojnim drugima, primjena EF-a omo-
gudila je snizenje doze glukokortikoida i poboljsala kvalite-
tu zivota bolesnika. Daljnju primjenu EF-a tijekom 24 tjed-
na pratilo je brze povlacenje promjena na kozi. Isti su auto-
ri proveli istrazivanje u kojem je sudjelovalo 29 ispitanika
koji su inicijalno bili randomizirani samo na standardno
lije¢enje.'* Nakon 24 tjedna lijeenja postupkom EF-a u
31% bolesnika postignut je potpuni ili djelomi¢ni odgovor,
a u 33% bolesnika doza glukokortikoida sniZena je za vise
od 50%. Sto se ti¢e ostalih organa, najbolji su rezultati po-
stignuti u bolesnika s promjenama sluznice usne Supljine
koje su u 70% bolesnika nestale nakon 24 tjedna primjene
EF-a.

U na$oj skupini od sedam bolesnika EF je ve¢inom po-
voljno utjecala na simptome cGVHD-a pa je tako u 6 bole-
snika doslo do poboljsanja i/ili stabilizacije skleroderma-
toznih promjena te do bolje pokretljivosti zglobova. U 4
bolesnika nastupilo je potpuno povlacenje koznih promje-
na, a djelomican odgovor bez progresije simptoma postig-
nut je u jo$ 2 bolesnika. U 2 bolesnika koji su imali ulcera-
cije sluznice usne Supljine, a koje su onemogucavale uzi-
manje hrane, promjene su se u cijelosti povukle tijekom
primjene EF-a. Do klinickog pobolj$anja doslo je 2 do 3
mjeseca nakon pocetka EF-a. U naSih je bolesnika EF
takoder, uz klinicko poboljsanje, omogucio znacajno sma-
njenje ili prestanak primjene glukokortikoida.
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Prikupljanje mononuklearnih stanica za potrebe EF-a
tehnicki je zahtjevno jer treba prikupiti pripravak s velikim
brojem limfocita koji sadrzava minimalnu koli¢inu eritroci-
ta. Ciljni broj limfocita prikupljen je u svih nasih bolesnika.
Kod nekih je to bilo tesko posti¢i zbog malenog broja leuko-
cita u perifernoj krvi prije leukafereze, Sto je zahtijevalo
modifikaciju i produzenje postupka prikupljanja stanica
leukaferezom. Hematokrit je u nasim pripravcima leukafe-
reze bio nizak, §to je izuzetno vazno jer veéi udio eritrocita
onemogucuje UVA-zrakama pristup do ciljnih mononuk-
learnih stanica i time oslabljuje u¢inak ozrac¢ivanja.

Mehanizam djelovanja EF-a nije potpuno razjasnjen. Is-
trazivanja su pokazala da tijekom EF-a dolazi do apoptoze
limfocita T, diferencijacije monocita u dendriti¢ke stanice
koje potom fagocitiraju apoptotske limfocite, promjene
obrasca proizvodnje citokina iz proupalnih u protuupalne
citokine, poticanja stvaranja regulatornih limfocita T uz
uspostavljanje imunosne tolerancije.>!>! S obzirom na to
da je tijekom EF-a manje od 10% cirkuliraju¢ih limfocita
izlozeno djelovanju 8-MOP i UVA-zracenju, malo je vje-
rojatno da je apoptoza limfocita jedini mehanizam odgovo-
ran za opazeni terapijski u¢inak.'” Postupak EF-a ne induci-
ra apoptozu monocita, ve¢ fotoaktivacija izaziva njihovu
diferencijaciju u nezrele plazmacitoidne dendriti¢ke stanice
sposobne fagocitirati apoptotske limfocite. Aktivnost fo-
toaktiviranih monocita i fagocitoza apoptotskih limfocita
uzrokuju promjene imunosnog odgovora putem razlicitih
efektorskih mehanizama koji ukljucuju dendriti¢ke stanice,
regulacijske stanice i promjenu obrasca citokinskog od-
govora. IzvijeSteno je da lijeenje EF-om uzrokuje brojne
promjene imunosnog statusa bolesnika, ukljucujuéi nor-
malizaciju omjera CD4+/CD8+ stanica, povecanje broja
CD4+CD25+ regulacijskih limfocita T, povecanje broja
CD3-/CD56+ NK-stanica, smanjenje sposobnosti stanica
koje predo¢avaju antigen i dendritickih stanica u stimulaciji
limfocita T te supresiju CD8+ efektorskih limfocita T.!>1%1
U bolesnika s razvijenim cGVHD-om opazen je deficit re-
gulacijskih limfocita T, a normalizacija njihovih vrijednosti
povezana je s klinickim pobolj$anjem.?2? Alcindor i sur. i
Seaton i sur. izvijestili su o normalizaciji omjera CD4+/
CD8+ stanica zbog smanjenja broja CD8+ stanica te o po-
vecanju broja NK-stanica.!'®?® U na$ih bolesnika omjer
CD4+/CD8+ stanica bio je sniZen prije pocetka EF-a, dok
se tijekom EF-a normalizirao u bolesnika u kojih je doslo do
poboljsanja klini¢kog stanja; sli¢no je opazeno i za kretanje
broja NK-stanica.

Lijecenje EF-om primjenjuje se i u odraslih bolesnika i u
djece.?* Na$§ najmladi bolesnik lije¢en EF-om imao je 12
godina, a najstarija bolesnica 69 godina, §to upucuje na to
da nema dobne granice za primjenu ovog postupka. Bole-
snici su postupke EF-a dobro podnosili uz mali broj blagih
nuspojava. Vise je radova pratilo ucestalost nuspojava
tijekom EF-a te je izvijeSteno o niskoj incidenciji nuspoja-
va.”® Nuspojave koje se javljaju tijekom leukafereze nisu
specificne za EF, obi¢no su blage i reverzibilne. Osim
uobicajenih problema s venskim pristupom valja istaknuti
da tijekom EF-a volumen krvi u ekstrakorporalnoj cirkula-
ciji iznosi 250 mL, $to odrasli bolesnici dobro podnose, dok
je u djece potrebna dodatna pozornost. Nuspojave izazvane
toksi¢noScu citrata sprjecavaju se preventivnom infuzijom
kalcija. Budud¢i da se na pocetku lije¢enja EF primjenjuju
intenzivno svaki tjedan, moze se javiti anemija i/ili trombo-
citopenija koja moze zahtijevati transfuzijsko lijecenje. Vo-
lumen ozracenih stanica razrijedenih fizioloskom otopinom
zbog potreba zracenja moze izazvati volumno preopterece-

nje u djece, kao i u odraslih bolesnika s hipertenzijom, za-
tajenjem bubrezne funkcije i sl., §to zahtijeva primjenu diu-
retika ili antihipertenziva. U jednog je naSeg bolesnika
tijekom Cetiriju postupaka EF-a nakon reinfuzije ozracenih
stanica opaZeno povisenje temperature, §to je vjerojatno po-
sljedica otpustanja citokina iz fotomodificiranih stanica.’
Dva su bolesnika tijekom provodenja EF-a lije¢ena zbog in-
fektivnih komplikacija na plu¢ima, koje vjerojatno nisu di-
rektna posljedica EF-a, ve¢ imunopareze koja se nalazi u
bolesnika s cGVHD-om lije¢enih imunosupresivnom tera-
pijom. Vazno je istaknuti da do danas u literaturi nema
izvjeS¢a o povecanoj ucestalosti infekcija ili malignih bole-
sti u bolesnika koji su lije¢eni EF-om tijekom nekoliko go-
dina.

Iako se EF ve¢ 20 godina rabi za lijeCenje cGVHD-a,
ipak se jo§ traze odgovori na nekoliko pitanja. Organizacija
lije¢enja EF-a zahtjevna je osobito za bolesnike koji zive
izvan mjesta provodenja lijeCenja EF-om zbog potrebe
Cestog i redovitog dolaska na postupak. Stoga je suradljivost
1 motivacija bolesnika tijekom lije¢enja EF vrlo vazna. Kao
$to je i naSe istrazivanje potvrdilo, prvi se rezultati javljaju
nakon 2 do 3 mjeseca, $to zahtijeva strpljivost i bolesnika i
lije¢nika koji su indicirali primjenu postupka EF-a. Dvoje
nasih bolesnika prekinulo je lijeenje EF-om na vlastiti
zahtjev nakon 7, odnosno 13 mjeseci iako je doslo do kli-
ni¢kog poboljsanja jer su postupak smatrali prezahtjevnim.
Lijecenje EF-om traje prilicno dugo, godinu dana ili ¢ak
dulje, a tijekom tog vremena potrebno je odrzati odgovara-
juéi venski pristup. Venski je pristup optimalno ostvariti
putem perifernih vena. Na Zzalost to nije uvijek moguce
postici jer je rije¢ o bolesnicima koji su prethodno primili
veliku koli¢inu intravenske terapije koja je ostetila vene, a i
promjene na kozi izazvane cGVHD-om onemogucavaju
zadovoljavajuéi pristup perifernim venama. Tako je i kod
nasa tri bolesnika morao biti postavljen centralni venski ka-
teter, §to znacajno smanjuje kvalitetu zivota bolesnika.

Bududi da se EF primjenjuje s razli¢itom ucestalosti ovi-
sno o centru u kojem se provodi, tesko je sa sigurnosti pro-
cijeniti potreban broj ciklusa u mjesecu i potrebno trajanje
lijeCenja pa se postavlja pitanje standardnog protokola
lije¢enja cGVHD-a postupkom EF-a. Smatra se da valja
odustati od daljnjeg EF-a i potraziti druge oblike lijecenja
ako nakon 3 myjeseca redovite primjene EF-a ne nastupi
barem djelomi¢no poboljSanje. Greineix i sur. randomizira-
nim su kontroliranim istrazivanjem pokazali da se protokol
primjene EF-a treba dodatno intenzivirati provodenjem
ciklusa od dva postupka EF-a svaki tjedan prva 3 mjeseca, a
potom 2 puta na mjesec najmanje sljedec¢a 3 mjeseca, §to za
bolesnike moze biti zahtjevno, ali rezultati pokazuju da je
uéinkovito.!>!

Rezultati naseg istrazivanja pokazuju da lijeGenje postup-
kom EF-a povoljno utjee na simptome cGVHD-a i omo-
gucuje snizenje doze kortikosteroida uz poboljsanje kvalite-
te zivota bolesnika i prihvatljivu ucestalost nuspojava. Sto-
ga, iako je rije¢ o zahtjevnom nacinu lijecenja, EF se moze
preporuciti bolesnicima s cGVHD-om koji ne odgovaraju
na standardno lijecenje.
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