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2. Souhrn

Periferni kmenové bunky jsou v soucasné dob¢ hlavnim zdrojem hemopoetickych kmenovych
bunek pro ucely autolognich i alogennich transplantaci. Na souborech pacientd a darct, ktefi
byli mobilizovani k odbéru HSC, jsme studovali klinické 1 laboratorni premobilizacni a
pfedodbérové parametry a posuzovali jsme jejich schopnost predikovat efektivitu mobilizace.
Pfi mobilizaci pacientii s chronickou lymfatickou leukémii a mnohocetnym myelomem
kombinaci chemoterapie a rustového faktoru granulopoezy (G-CSF) byla zjisténa zavislost
hladiny CD34+ bunék cirkulujicich v periferni krvi na parametrech krevniho obrazu pied
zahdjenim mobilizace: hladina hemoglobinu, trombocyti. Pacienti s mnohocetnym myelomem a
s hemoglobinem > 108 g/l méli 3.35 x vyssi Sanci na uspéSnou mobilizaci ve srovnani s pacienty
s niz8i vstupni hodnotou. U pacientll s CLL byla dilezitym predikatorem vysledku mobilizace
doba od posledni chemoterapie do mobiliza¢niho pokusu (pii intervalu < 2 mésice pouze 8 %
uspésnych mobilizaci, pfi intervalu > 2 mésice 50 % uspésnych mobilizaci, p=0.0098).

Na souboru zdravych darct byl posuzovan zejména vliv véku darce na efektivitu mobilizace.
Ukéazalo se, Ze existuje negativni vztah mezi vékem darce a mnozstvim CD34+ bunck
vyplavenym do periferni krve (p<0.0001, r&= -0.40) nebo odebranym v aferéznim produktu
(p<0.0001, r= -0.39). Vyssi v€k alogenniho darce znamend zvySené riziko suboptimalni
mobilizace a ziskani nedostatecného transplantatu. Sledovali jsme také vyskyt nezadoucich
ucinkli mobilizace a odbér. Aferézy byly dobie tolerované u vSech déarcti, nicméné u starSich
jedincii byl zaznamendan vyssi vyskyt nezadoucich reakci (29 % vs.15 %, p=0.0096).

Byly testovany zmény plazmatickych hladin nékterych cytokinli a exprese nékterych
adhezivnich molekul na CD34+ buiikkach vyvolané¢ ptsobenim G-CSF. Pii porovnavani
pfedmobiliza¢nich hladin cytokini mezi dobfe a Spatné mobilizovatelnymi dérci byl nalezen
rozdil pro sSICAM-1 a hrani¢né i1 pro IL-6. Déle byl stanoven cut- off odliSujici Spatn¢ a dobie
mobilizovatelné darce jesté pied zahdjenim aplikace G-CSF, a to jak pro sSICAM-1 (cut-off 100
ng/ml, odds ratio 4.8, p=0.0206, 95 % CI: 1.27 — 18.11) tak pro IL-6 (cut-off 32 pg/ml, odds
ratio 15.6, p=0.0112, 95 % CI: 1.87 — 130.18). Vysetienim exprese adhezivnich molekul byl
zjistén negativni vztah mezi hladinou CD34+ bun¢k v den +5 mobilizace a expresi antigent
CDl1a (p=0.0002, r= -0.59) a CDI184 (p=0.0075, r= -0.44). SniZend exprese adhezivnich
molekul na mobilizovanych CD34+ buitkach odpovidala snizené adhezi k dienovému stromatu
a lepSi mobilizovatelnosti.

Déle jsme provétovali miru mezilaboratorni variability méteni CD34+ bunék, které je nezbytné
pro posuzovani efektivity mobilizace i kvality transplantatu. Opakované provedeni externi
kontroly kvality vedlo ke snizeni variability mezi jednotlivymi laboratoiemi.

Lze konstatovat, ze pti mobilizaci HSC je mozné stanovit prediktivni faktory, které spoluurcuji
vysledek mobilizace. Zadny z téchto faktor neni schopen samostatné piedpovédét vysledek
mobilizace, ale jejich kombinace muze prospektivné identifikovat Spatné mobilizovatelné

pacienty nebo darce a umoznit modifikaci mobiliza¢niho schématu.
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3. Summary

Nowadays, the peripheral blood stem cells are the preferred source of the hematopoietic stem
cells for autologous and allogeneic transplantations. We studied the clinical and laboratory
premobilization and precollection parameters on groups of patients and donors mobilized for
HSC collection and locked for their capability to predict the mobilization efficiency.

The mobilization of chronic lymphocytic leukemia and multiple myeloma patients using
combination of chemotherapy and granulocyte- colony stimulating growth factor (G-CSF)
revealed the relation between the circulating CD34+ level in peripheral blood and certain blood
count parameters before mobilization: haemoglobin level and platelets count. Multiple myeloma
patients with haemoglobin > 108 g/l had 3.35 x higher chance of successful mobilization in
comparison to those with lower entry levels. In CLL patients the time from the last
chemotherapy to mobilization attempt was an important mobilization result predictor (successful
mobilization rate only 8 % at interval <2 months vs. 50 % at interval > 2 months, p=0.0098).
The influence of the age on the mobilization efficiency was assessed in healthy donors groups
especially. It was found that there is a negative correlation between the donor’s age and the
amount of CD34+ cells mobilized into peripheral blood (p<0.0001, r= -0.40) or collected into
atheresis product (p<0.0001, re= -0.39). The higher age of an allogeneic donor means increased
risk of the suboptimal mobilization and inadequate graft. We also observed the frequency of
adverse reactions of the mobilization and collection procedures. Aphereses were well tolerated
in all donors, however in older ones the higher rate of adverse events was recorded (29 % vs. 15
%, p=0.0096).

The changes of the plasmatic levels of certain cytokines and the expression of adhesion
molecules on CD34+ cell caused by G-CSF were tested. When comparing the premobilization
cytokines levels between good and poor mobilized donors, the difference was found for sSICAM-
1 and borderline for IL-6. The cut-off, which might help to distinguish poor mobilizing donors
before starting the G-CSF, was determined for both sSICAM-1 (cut-off 100 ng/ml, odds ratio 4.8,
p=0.0206, 95 % CI: 1.27 — 18.11) and IL-6 (cut-off 32 pg/ml, odds ratio 15.6, p=0.0112, 95 %
CI: 1.87 — 130.18). The assessment of the adhesion molecules expression showed the negative
relation between the CD34+ level in the peripheral blood on day +5 and the expression of
antigens CD11a (p=0.0002, r=-0.59) and CD184 (p=0.0075, rs=-0.44).

Furthermore we examined the extent of the interlaboratory variability of the CD34+
enumeration. This test is necessary for evaluation of the mobilization efficiency and the graft
quality too. Repeated external quality control cycles resulted in the reduction of the variability
among the laboratories.

In conclusion, it might be stated that some predictive factors, which determine the mobilization
results, can be found for HSC mobilization. None of these factors itself is able to predict the
mobilization results, however their combination can prospectively identify poor mobilized

patients or donors and allow the modification of the mobilization protocol.
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Seznam zKkratek

CFU kolonie formujici jednotka (,,colony forming unit®)
CLL chronicka lymfaticka leukémie

CXCR4 chemokinovy receptor 4 (CD184)

EBMT Evropska skupina pro transplantaci kostni diené
G-CSF rustovy faktor granulopoezy (filgrastim)

HPC hemopoetické progenitorové buiky

HSC hemopoetické kmenové bunky

ICAM-1 ,.intracellular adhesion molecule*

ISHAGE »International Society for Hematotherapy And Graft Engineering*

NMDP ,National Marrow Donor Program*

MM mnohocetny myelom

MMP-9 »matrix metalloproteinase 9*

NHL nehodgkinovsky lymfom

PBSC periferni kmenové bunky (,,peripheral blood stem cells*)
SDF-1a »stromal cell-derived factor 1* (CXCL12)

TBV celkovy objem krve (,,total blood volume*)

VCAM-1 ,,vascular cell adhesion molecule-1

VLA-4 ,very late antigen-4* (CD49d)

WMDA ,, World Marrow Donor Association



4. Uvod do problematiky

4.1. Transplantace perifernich kmenovych bunék

4.1.1.

Transplantace HSC

Transplantace hemopoetickych kmenovych bun¢k je standardni 1écebnou procedurou u
fady hemato-onkologickych 1 jinych nadorovych onemocnéni. V roce 2007 bylo
v ¢eskych transplanta¢nich centrech provedeno celkem 322 autolognich a 211
alogennich transplantaci. V ramci celé Evropy nahlasila transplantacni centra sdruzena

v EBMT vice nez 20 000 novych transplantaci (data z vyrocni zpravy EBMT).

. Zdroje kmenovych bunék

Hemopoetické kmenové buniky (HSC) jsou nezadané, nespecializované buiiky schopné
vlastni sebeobnovy a diferenciace. Uvodnim krokem hematopoezy je diferenciace HSC
do hemopoetickych progenitorovych bunék (HPC), které¢ se dale zadavaji do
jednotlivych krvetvornych linii. Tradi¢nim zdrojem hemopoetickych kmenovych resp.
progenitorovych bunék byla kostni dien. Odhaleni schopnosti HSC migrovat z kostni
dfen¢ do periferni krve (mobilizace) a naopak se usazovat v kostni dfeni (homing)
zménilo postupné klinickou praxi a kmenové buiky se zacaly odebirat aferezou jako
periferni kmenové buniky (PBSC). V soucasné dob& jsou periferni kmenové bunky
preferovanym zdrojem HSC a jsou vyuzivany u témét 100 % autolognich (data
Transplanta¢ni sekce Hematologické spolecnosti CLS JEP) a u cca 3/4 alogennich
transplantaci (data NMDP/EBMT). Oproti kostni dfeni nabizeji PBSC vyssi davku
CD34+ bunék, rychlejsi ptihojeni, zkraceni doby hospitalizace, potenciondlné nizsi

riziko peritransplantacnich komplikaci, méné zatézujici metodu odbéru atd.

Optimalni davka CD34+ bun¢k pro transplantaci

Hemopoetické kmenové buiiky se identifikuji a kvantifikuji pomoci antigenu CD34+,
ktery je exprimovan na jejich povrchu. Optimalni davka CD34+ buné¢k nutnd ke
zdarnému pribehu transplantace se odviji od typu transplantace, zdroje HSC, intenzity
predtransplantacni ptipravy, zakladniho onemocnéni, manipulace se Stépem atd. Za
postadujici davku pro autologni transplantaci povazuje vétsina center vice nez 2 x 10°
CD34+ bundk/kg hmotnosti pacienta. Davka 5 x 10%/kg je pak davkou optimalni, ktera
poskytuje rychly a predikovatelny engraftment (1, 2). Optimalni davka kmenovych
bun¢k pro alogenni transplantaci neni jednoznac¢né stanovena, zpravidla se za ni

povazuje mnozstvi CD34+ bun&k 3 — 5 x 10%kg hmotnosti prijemce.

4.2. Mechanismus mobilizace

4.2.1.

Biologie a mechanismy mobilizace HPC
Za normalnich okolnosti jsou HSC usidlené v kostni dieni a v periferni krvi cirkuluji jen
ve velmi malém mnozstvi (0.01 — 0.05 % leukocytil). Mnozstvi cirkulujicich progenitora

mize byt zvySeno jejich mobilizaci zkostni dfen¢ pomoci cytokinii a/nebo
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4.2.2.

4.2.3.

4.2.4.

4.2.5.

chemoterapie. Naopak po transplantaci jsou podané HSC schopné osidleni kostni diené,

kde dochézi k jejich ptihojeni a k obnové trilinedrni hematopoezy.

Mikroprostiedi kostni difené

Mikroprostiedi kostni dfené je tvofeno populacemi stromalnich bun€k, osteoblasti a
osteoklastil v extraceluldrni matrix bohaté na fibronectin, kolagen a proteoglykany. HSC
se nachdzeji ve specifickych oblastech kostni diené, které jim poskytuji nezbytné signaly
pro jejich sebeobnovu a diferenciaci. Tyto oblasti se oznacuji jako ,,stem cell niches*
(okrsky). V kostni dfeni mysiho modelu byly nalezeny dva typy téchto okrski:
endostalni (osteoblasticky), ve kterych jsou HSC v kontaktu s osteoblasty a endotelialni

(vaskularni), v nichz jsou HSC v blizkosti vaskulérnich sinust (3).

Mobilizace a homing

Mobilizace a homing hemopoetickych kmenovych bunék jsou zrcadlové procesy
regulované souhrou fady cytokinl, chemokinli a protedz. Za normalnich okolnosti
existuje v kostni dfeni pool primitivnich kmenovych bunék, které kontinualn¢ produkuji
mnozstvi nezralych a vyzravajicich myeloidnich a lymfoidnich elementii s omezenou
zivotnosti, které jsou dale uvolnovany do periferni krve. Pfi mobilizaci opousteji HSC
osteoblasticky okrsek, dostdvaji se do vaskularniho okrsku a vstupuji mezi
endotelidlnimi bunkami do cévniho feciste, zatimco zaroven vyzravaji a diferencuji (4).
Homing je opakem tohoto procesu. HSC z periferni cirkulace migruji transendotelialné
do vaskularniho a nakonec zpét do osteoblastického okrsku. Vazba hemopoetickych
kmenovych bunék v mikroprostiedi kostni diené je zprostfedkovana celou fadou
adhezivnich a chemotaktickych interakci. Adhezivni molekuly (zejména integriny —
VLA-4, VLA-5 a selektiny) zprostiedkovavaji ptiblizeni a adhezi ptihojujicich se
progenitori k cévni stén¢é pied jejich extravazaci a usidlenim v kostni dfeni. Naopak
naruseni téchto vazeb umoziuje opacny proces — tedy mobilizaci HSC do periferni krve.
Pro mobilizaci lze vyuzit nékolik rGznych molekul sriznou kinetikou a riznou
efektivitou. V soucasné dob¢ je hlavnim klinicky vyuzivanym mobilizaénim preparatem
rustovy faktor granulopoezy (G-CSF, filgrastim), a to z divodu jeho dobré efektivity,

predvidatelnosti a bezpecnosti.

Centralni role CXCR4/SDF-1a interakce

Chemokin SDF-1la (CXCL12) je produkovan osteoblasty a stromalnimi buitkami. SDF-
la predstavuje gradient, ke kterému HSC migruji, a kterym jsou =zachyceny
v mikroprosttedi kostni dien¢ (5). Genetické experimenty potvrzuji, ze pro udrzeni HSC
mezi CXCR4 receptorem a jeho ligandem SDF-la hraje tedy klicovou roli v regulaci
usidleni, migrace a mobilizace HSC v pribéhu ,steady state* hemopoezy a pii

mobilizacnim podnétu (5).

Ostatni adhezivni interakce



4.2.6.

4.2.7.

Pro homing a udrZeni HSC v kostni dfeni jsou vedle CXCR4/SDF-1a cesty dulezité jesté
dalsi adhezivni interakce. Stromalni buniky exprimuji VCAM-1, ktery se vaze na svijj
integrinovy receptor VLA-4 na povrchu HSC. Vazba HSC je zavisla také na pfitomnosti
heparan sulfatovych proteoglykanli v extraceluldrni matrix, které jsou produkovany
stromalnimi bunikami. Pohyb HSC je ovlivnén také interakci antigenu CD44 a jeho
ligandu — hyaluronové kyseliny. Svoji dilezitou roli pfi homingu a mobilizaci hraje
pravdépodobné i antigen CD26 (DPPIV/dipeptidyl-peptidaza 1V) - peptidaza, ktera pii

mobilizaci méni chemokin SDF-1a na jeho neaktivni formu (6).

Neptima mobilizace pomoci G-CSF

VétsSina dosud pouzivanych mobilizacnich preparatti ptsobi uvolnéni HSC nepiimo.
Indukuji myeloidni expanzi, aktivaci a degranulaci, které vedou k uvolnéni neutrofilnich
proteaz (neutrofilni elastaza, cathepsin G, MMP-9) v kostni dieni. Tyto proteazy $tépi a
inaktivuji nékteré adhezivni vazby jako CXCR4/SDF-1a, VCAM-1/VLA-4 a umoziuji
tak mobilizaci HSC (7). Typickym preparatem je jiz zminény rustovy faktor
granulopoezy (G-CSF), ktery je standardnim mobilizaénim cytokinem. Obdobné ale
mohou ptisobit i jiné neutrolily aktivujici cytokiny jako IL-8, GRO- (vaze se na CXCL2
receptor), které byly taktéz v minulosti jako mobiliza¢ni latky testovany. Pficinou down-
regulace SDF-1a je pfi aplikaci G-CSF vedle proteolytického pusobeni také snizeni
transkripce SDF-1a ve stromalnich buiikach (8). G-CSF tak reguluje expresi SDF-1a na
urovni mRNA.

Ptima mobilizace (CXCR4)

V soucasné dobé¢ je k dispozici nékolik antagonistii CXCR4, jeden z nich — plerixafor —
prosel jiz klinickymi studiemi faze II a III provedenymi na pacientech s NHL a MM i na
zdravych darcich (9, 10). Molekula byla piivodné vyvinuta jako protivirovy preparat
zabranujici vstupu HIV do CD4+ T- lymfocyti blokaci CXCR4 receptoru (11).
Plerixafor se véaze specificky na CXCR4 receptor a inhibuje SDF-la indukovanou
internalizaci CXCR4. Efekt plerixaforu je synergisticky s mobiliza¢nim potencidlem G-
CSF, proto se k mobilizaci pacientd i1 zdravych darci vyuzivd kombinace obou

preparata.

4.3. Ostatni mobiliza¢ni preparaty

Vedle jiz zminénych molekul existuje celda fada dalSich preparatd, které jsou schopné
indukovat mobilizaci HSC do periferni krve. Jejich pouziti miiZze produkovat transplantaty,

mezi kterymi jsou kvantitativni ale i kvalitativni rozdily. Pfehled mobiliza¢nich preparat

(6,12, 13):
skupina priklady ¢as do maximalni mobilizace
protilatky anti-VLA-4, anti-VCAM-1 1 -2 dny
) GROB, CTCE0021, CTCE0214, .
chemokiny 15 min - 2 hod
MIPla



4.4.

4.5.

4.5.1.

4.6.

4.6.1.

antagonisté receptort, plerixafor, Rho GTPase | - 6 hod
inhibitory signalnich cest inhibitor

Kvantifikace CD34+ bun¢k

Schopnost kvantifikovat CD34+ bunky je jednim ze zakladnich ptedpokladi spravného
nacasovani leukaferez, posouzeni efektivity mobilizace a kontroly kvality odebranych
transplantatt. VSeobecné ptijatym postupem pro méieni CD34+ bunék pomoci prutokové
cytometrie je tzv. ISHAGE protokol, ktery nabizi vysokou miru standardizace a
minimalizaci mezilaboratorni variability (14). S ohledem na zéasadni klinicky dopad
méfeni je nezbytné, aby byly laboratofe zapojené do vhodnych kontrolnich systémi a
kontinudlné ovétovaly piesnost a reprodukovatelnost svych méfeni (15).

Pro kvantifikaci CD34+ bunék lze vyuzit i nékteré novéjsi metodiky zalozené na principu
stanoveni enzymu aldehyddehydrogenazy (ALDH). Hemopoetické kmenové builky maji
vysoky intracelularni obsah ALDH, kterd je schopna pfeménit vhodny substrat na

fluorescencéni produkt stanovitelny pritokovu cytometrii.
Mobilizace HPC pro autologni transplantaci (pacienti)

Mobilizaéni schémata

Cytostatika byla prvnimi Iéky, které byly vyuzivany k mobilizaci HSC v mnozstvi
dostate¢ném pro zajisténi vysocedavkované chemoterapie. S nastupem riistovych faktorti
granulopoezy se mobilizace zacala provadét aplikaci cytokinli nebo kombinace cytokinli
a chemoterapie. Po stimulaci samotnym G-CSF nebo kombinaci chemoterapie plus G-
CSF miize minimalni davku 2 x 10° CD34+ bunék/kg ziskat cca 60 % nebo az 90 %
pacientll s mnohocetnym myelomem respektive cca 30 % nebo vice nez 40 % pacientl
s nehodgkinovskym lymfomem (16). Rychlost piihojeni i parametry pieziti po autologni
transplantaci jsou stejné u transplantatti ziskanych jak pomoci G-CSF tak kombinaci
chemoterapie plus G-CSF (17). Chemoterapie v mobilizacnim schématu je bohuzel
spojena s vysSim rizikem infekénich komplikaci, orgdnové toxicity a cast&jsi potiebou
hospitalizace. Kombinacni stimula¢ni rezimy maji vSak své silné opravnéni u
opakovanych mobilizaci, kde mulze vétsi intenzita schématu prolomit neuspéch
pfedchoziho mobiliza¢niho pokusu, a také u pacientli v parcialni remisi onemocnéni, kde

muze prispét k redukci zbylé nddorové masy.
Mobilizace HPC pro alogenni transplantaci (zdravi dérci)

Mobiliza¢ni schémata

Pro mobilizaci zdravych darct je standardnim a obecné akceptovanym cytokinem
filgrastim. Jeho efektivita a bezpecnost je provéfena jiz cca patndctiletou historii
pouzivani. Vyuziva se nejen pro mobilizaci piibuznych darct, ale je akceptovan také
registry nepfibuznych darcti sdruzenymi do WMDA.

4.6.2. Vztah mobilizace a kompozice transplantatu

-10 -



4.7.

4.8.

4.9.

4.10.

Mobiliza¢ni preparat ovliviiuje bunécnou kompozici transplantitu, coz méa vyznam
zejména u alogennich transplantaci. Produkty perifernich kmenovych bunék ziskané
pomoci G-CSF obsahuji 10 — 50 x vétsi mnozstvi CD3+ bunck nez kostni dfen, coz se
projevuje zvySenym rizikem chronické formy reakce Stépu proti hostiteli. Pfi porovnani
transplantaci PBSC a kostni dfené¢ neni signifikantni rozdil v celkovém pieZiti, naopak
pacienti profituji z rychlejSiho ptihojeni a nizsiho rizika infek¢nich komplikaci (1, 13,
18, 19).

Faktory ovlivilyjici a predikujici vysledek mobilizace

Nalézt fungujici a pouzitelné faktory, které by umoznily predvidat vysledek mobilizace a
prospektivné identifikovat Spatné mobilizovatelné pacienty eventuelné darce, je velmi
obtizné. Existuje vyraznd interindividudlni variabilita v odpovédi na stimulaci. Je
opakované popsana cela fada klinickych a laboratornich prediktivnich faktort: typ a pocet
cykli predchozi chemoterapie, typ zakladniho onemocnéni, stav onemocnéni, doba od
posledni chemoterapie do mobilizace, odpovéd’ na uvodni 1é€bu, postizeni kostni dfen,
v&k, parametry krevniho obrazu apod. (20). Zadny z tdchto parametri viak neumoZiiuje
spolehlivou ptedpovéd vysledku mobilizace, nicméné jejich kombinace mulze u

konkrétniho jedince napovidat riziko obtizné¢ mobilizace.

Spatn& mobilizovatelni pacienti a dérci (,,poor mobilizers*)

Cést pacientdi i darcti nereaguje na podany stimulaéni rezim a nevyplavi dostate¢né
mnozstvi CD34+ bunc¢k, které by umoznilo UspéSnou aferezu a ziskani potiebného
transplantatu. Definice nedostatecné odpovédi na stimulaci je dana zpravidla nedosazenim
urc¢itého minimalniho poctu CD34+ bunck v periferni krvi (mezi 10 a 20 CD34+ bunék/ul)
nebo neschopnosti ziskat minimalni akceptovatelny transplantat (zpravidla > 2 x 10°
CD34+ bunck/kg hmotnosti pfijemce) béhem maximalniho poctu vétSinou 5-ti aferez.
Zatimco u zdravych darct se setkdvame se selhanim mobilizace maximalné u 5 - 10 %
jedinct (21), u pacientli mlize tato skupina tvofit 20 - 40 % mobilizaci v zavislosti na typu

onemocnéni, predchozi 1é¢be atd. (22, 23).

Remobilizace

Pti ziskéni nedostatecného transplantatu se 1ze pokusit o opakovani mobilizace s vyuZzitim
jiného mobilizacniho protokolu (remobilizaci). Existuji rizné strategie pro opakované
mobilizace, které¢ zahrnuji zvySeni davky G-CSF, kombinaci s jinym cytokinem,
kombinaci s chemoterapii, pouziti intenzivnéj$i chemoterapie, odbér kostni dien¢ atd.
Pouziti standardnich schémat pii opakovanych mobiliza¢nich pokusech bohuzel selhava az
u 70 — 80 % pacientt (16, 22).

Komplikace mobilizace
Sledovani komplikaci plynoucich z podavani ristového faktoru granulopoezy ma zasadni
dilezitost zejména u zdravych darct, ktefi jsou tomuto preparatu vystaveni z divodu

darovani a nikoliv vlastniho onemocnéni.
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4.10.1. Casné komplikace

Aplikace filgrastimu zdravym déarcim je dobfe tolerovana a zpravidla spojend pouze
s mirnymi nezaddoucimi U¢inky. Hlavnim vedlejSim ucinkem podavani G-CSF jsou
kostni bolesti vyskytujici se az u 89 % déarc. Mén¢ Casto se objevuji ostatni obtize jako
bolesti svali (49 %), nespavost (48 %), nauzea (26 %), nechutenstvi (22 %) atd.
VétSinou jde o mirné ptiznaky (grade 1, CTC NCI), které jsou omezeny na kratké obdobi
stimulace a odeznivaji obratem (max. do 2 — 4 dni) po vysazeni filgrastimu (11).
bylo hlaseno 9 zavaznych komplikaci na 8756 odbéri perifernich kmenovych bunék
nebo kostni dfené od neptibuznych darcti, coZ odpovidalo méné nez 0.103 % odbéra,
udaje WMDA).

4.10.2. Pozdni komplikace
Dlouhodobé ucinky filgrastimu nejsou zdaleka tak dobie definované, a piestoze se
preparat v této indikaci pouziva jiz cca 15 let, nejsou stale vylouceny pochybnosti o jeho
mozném vlivu na vznik hematologickych onemocnéni ptedevSim leukémii. Tuto
komplikaci je tieba aktualné povazovat pouze za Cisté hypotetickou, protoze do soucasné
doby nebyla prokdzana zadnd asociace mezi kratkodobou aplikaci G-CSF zdravym

darctim a eventuelnim zvySenym vyskytem malignich onemocnéni.

4.11. Komplikace aferezy

Komplikace vzniklé v prubéhu aferez jsou Castéjs$i u autolognich odbérit nez u zdravych
darct. Vyplyva to zodlisSné mobilizace casto obsahujici stimula¢ni chemoterapii,
predléceni pacientd, niz§ich parametri krevniho obrazu, ¢astéjs$i nutnosti vyuzit jako Zilni
ptistup centralni Zilni katétr atd. Frekvence komplikaci uddvand rGznymi autory kolisa
v Sirokém rozmezi od 6 % do cca 30 % (11, 24). Nejcastéji se vyskytuji problémy
zpusobené antikoagulaci (citratova toxicita) a komplikace ze strany zilniho pfistupu.
Komplikace jsou vétSinou mirné a pouze 0.89 % reakci je klasifikovano jako zavazné
nezadouci reakce (11). V ptipadé zdravych dérch jsou zavazné nezadouci reakce taktéz
relativné vzacné (0.6 %), maji vétSinou akutni charakter a jsou rychle fesitelné. K jejich
klasifikaci ve smyslu zavaznych nezddoucich reakci cCasto pfispivd pouze nutnost
hospitalizace darce nebo jejiho prodlouZeni. NejcastéjSimi symptomy jsou: vyraznéjsi
citratova toxicita, trombocytopenie, nauzea a zvraceni, komplikace centrdlniho zilniho
katétru, bolesti na hrudi atd. (25).
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5.  Cile disertacni prace

Cilem disertacni prace je studium problematiky mobilizace a odbéru hemopoetickych

kmenovych bunék z periferni krve. Hlavni zajem se soustfedi pfedevSim na problematiku

prediktivnich faktort efektivity mobilizace u pacienti i zdravych dérci. Prace se bude

vénovat n¢kolika problémiim:

1.

Sledovani premobiliza¢nich a pfedodbérovych faktorli ze strany pacienta nebo darce,
kter¢é mohou pomoci odhadovat efektivitu stimulace a jeji vysledek. Posouzeni
prediktivniho vyznamu téchto parametra.

Samostatné zhodnoceni vlivu véku alogenniho déarce na efektivitu mobilizace mezi
pfibuznymi i neptibuznymi dérci.

Sledovani kinetiky vyplavovani CD34+ bunék do periferni krve po rtznych
mobiliza¢nich schématech.

Vyskyt nezadoucich reakci a komplikaci mobilizace pomoci G-CSF a odbéru u
alogennich darcii. Zhodnoceni vlivu eventudlnich ptfidruZzenych onemocnéni darce na
bezpecnost procedury.

Studium zmén hladin nékterych cytokini a zmén exprese nékterych adhezivnich
molekul na CD34+ buiikach vyvolanych stimulaci G-CSF u zdravych dérct. Posouzeni
vyuzitelnosti téchto parametril, jejichZz vyvoj odrazi zmény adhezivnich interakci mezi
hemopoetickymi kmenovymi bunkami a mikroprostiedim kostni diené, jako

prediktivnich faktori.

6. Metody a soubory pacienti

6.2. Pacienti

6.2.1.

6.2.2.

Analyzovany byly dva soubory nemocnych s frekventnimi nadorovymi onemocnénimi

krvetvorby — chronickou lymfatickou leukémii (CLL) a mnohocetnym myelomem (MM).

CLL pacienti

Studovéano bylo 56 pacientl s chronickou lymfatickou leukémii lé€enych chemoterapii
fludarabin a cyklofosfamid v prvni linii 1é¢by v letech 1998 - 2003. Pouze 12 % pacientl
bylo kratce ptedléCeno chlorambucilem (medidn 4 cykly, maximalné¢ 6 cykld). Po
dosazeni kompletni (CR, 16 pacientll) nebo nodularni/parcidlni remise (nPR/PR, 40
pacientll) podle NCI kritérii byli pacienti mobilizovani z divodu planované konsolidace
vysocedavkovanou chemoterapii. Mobilizacni rezim byl tvofen kombinaci
cyklofosfamidu v davce 3 g/m” a filgrastimu 10 pg/kg/den (ode dne +1). Mobilizace byla
zahdjena minimalné¢ 2 mésice od posledni chemoterapie, median intervalu mezi
poslednim chemoterapeutickym cyklem a mobilizaci byl 77 dni (rozmezi 35 — 242).
Cilova davka CD34+ pro provedeni autologni transplantace byla stanovena na > 2.0 x

10%/kg hmotnosti pacienta.

MM pacienti
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Mobilizovano bylo 73 pacientli s mnohoc¢etnym myelomem po 1écbé protokolem VAD,
pouze 5 pacienti bylo kratce piedléceno alkylacnimi cytostatiky (melphalan, < 6
mésict). Pacienti byli 1éCeni v letech 1999 — 2003. Jako mobilizacni protokol byl pouzit
cyklofosfamid (3 g/m? 64 pacienti, 5 g/m” 9 pacientd) a filgrastim v davce 10 pg/kg/den.
Cilem bylo ziskat minimalni davku CD34+ bungk > 4.0 x 10°kg hmotnosti pacienta

k zajisténi dvou vysocedavkovanych chemoterapii s autologni transplantaci.

Mobilizaéni schéma — pacienti s chronickou lymfatickou leukémii nebo mnohocetnym myelomem

AFEREZY

§ 44l
ol dgestmiowghgien | [[]][]]
e N T i

den 0 den +1 den+2----- den +7 den +8 den +9 den+10----- den +14

monitorace CD34+ bunék

pozn.: pro CLL davka cyklofosfamidu 3 g/m?, pro mnohocetny myelom 3 g/m? nebo 5 g/m?
CPA = cyklofosfamid

6.3. Zdravi darci

Analyzovany byly dva soubory po sob¢ jdoucich zdravych darct, kteti byli mobilizovani
v obdobi 1/2000 az 6/2008.

Prvni soubor byl tvofen celkem 224 darci, kteti byli rozdéleni do dvou skupin podle véku.
Skupina 103 darcti nad 50 let v€ku byla porovnavana se skupinou 121 mladSich darct <
50 let. Star$i darci byli ptibuzni, naopak mladsi darci byli vétSinou (69 %) nepiibuzni
dobrovolnici z Ceského narodniho registru darcti dfend. Median véku darci byl 59
(rozmezi 55 — 75) versus 29 (17 — 48) let. Darci byli stimulovani filgrastimem v davce 11
pg/kg/den (median, rozmezi 9 - 16) aplikovanym podkozné v jedné nebo dvou dennich
davkach. Preparat byl podavan po dobu 4 az 5-ti dna. Cilova davka CD34+ bunék byla > 4
x 10%kg hmotnosti prijemce, minimalni akceptovatelna davka > 2 x 10%kg.

| Mobilizaéni schéma — alogenni darci | AFEREZY
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6.3.1.

6.3.2.

7.2.

PfidruZena onemocnéni darct byla skorovana podle Charlson Comorbidity Indexu (26).
Frekvence komorbidit byla vy$si mezi star§imi dérci (54 %) ve srovnani s mlad$imi (6 %),
p<0.0001.

Druhy soubor byl tvoten 60 darci (25 pfibuzni, 35 neptibuzni) s medidnem véku 39 (26 —
67) let. Darci byli stimulovani filgrastimem v davce 10 pg/kg/den aplikovanym podkozné
vjedné denni davce po dobu 5-ti dni. Efektivita stimulace byla u tohoto souboru
posuzovana podle hladiny CD34+ bun¢k vyplavenych do periferni krve, kvalita aferézniho
produktu nebyla sledovana.

Klinicky relevantni nezadouci ucinky filgrastimu a vlastniho odbéru byly zaznamenavany

u vSech dércti a hodnoceny podle Common Toxicity Criteria skore (NCI CTC verze 3.0).

Stanoveni CD34+ bun¢k a adhezivnich molekul

Imunofenotypizace CD34+ bun¢k byla provadéna standardni vicebarevnou pritokovou
cytometrii na cytometru Coulter Epics XLII (software systém II.). CD34+ bunky byly
kvantifikovany podle ISGAGE protokolu, ,,double platform* metodou. Ke stanoveni byl
vyuzit nasledujici panel protilatek: anti-CD34-PE, anti-CD45-FITC a 7-AAD. Adhezivni
molekuly CD11a, CXCR4, CD44, CD117, CD26, CD49d byly vySetiovany na CD34+
bunkach v den +5 stimulace, jakmile byli darci hospitalizovani k odbéru PBSC.

Stanoveni cytokinti

Pro studii byly zvoleny takové analyty, o kterych jsme se na zaklad¢ literarnich dat
domnivali, Ze mohou byt ovlivnény procesem mobilizace. Koncentrace cytokini (SDF-
la, sSICAM-1, sVCAM-1, MMP-9, 1L-6, IL-8, fractalkine, TNFa, VEGF a E-selectin)
byly detekovany pomoci ELISA metod nebo vyuzitim multiplexové technologie. Vzorky
séra a plazmy darct byly odebirany pted zahajenim stimulace (den +0) a pfed prvni
aferezou (den +5). Ve vzorcich séra byla stanovena hladina IL-6, IL-8, fractalkine,
TNFa, VEGF a ve vzorcich plazmy hladiny sSICAM-1, sVCAM-1, MMP-9, E-selektin
pomoci multiplexové imunoanalyzy vyuzivajici xMAP technologii (LUMINEX). M¢feni
prob&hlo na pfistroji Luminex 100 (Luminex Corporation, Austin, USA). Ve vzorcich
plazmy byla déle stanovena hladina SDF-1a metodou ELISA. VSechna stanoveni byla
provedena v dubletu.

Na souborech pacientll nebyla tato analyza provadéna, protoze jsou zde k dispozici jiné
prognostické faktory a lze také oCekéavat vyrazné vétsi biologickou variabilitu analytil

danou zakladnim onemocnénim a jeho 1écbou.

Vysledky

Uvod.

Na testovanych souborech jsme posuzovali efektivitu mobilizace, jejiz métitkem byla
maximalni hladina CD34+ bunék vyplavenych do periferni krve a mnozstvi progenitori
odebranych pfti afereze. Hledali jsme predstimula¢ni a predodbérové klinické a laboratorni

parametry, které by mohly korelovat s efektivitou mobilizace, a které by mohly slouzit
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jako prediktivni faktory umoziujici odhadovat vysledek celé procedury u konkrétniho

pacienta nebo zdravého darce.
7.3. Mobilizace HPC kombinaci chemoterapie a G-CSF u pacientii s CLL

7.3.1. Kinetika parametrt krevniho obrazu a cirkulujicich CD34+ bun¢k

Cely soubor 56 pacientii s chronickou lymfatickou leukémii byl rozdélen do dvou skupin
podle schopnosti dosahnout minimalni hladiny cirkulujicich CD34+ bun¢k v periferni
krvi (> 10 bunék/pl) a/nebo nastiadat pozadovany autologni transplantat (> 2.0 x 10°/kg
CD34+ bunc¢k). Mobiliza¢ni procedura byla uspéSnd u 23 pacientd (dobie
mobilizovatelni, 41 %), k selhani stimulace doslo u 33 pacientli (Spatn€ mobilizovatelni,
59 %). Mezi skupinami nebyl rozdil ve véku, pohlavi, stadiu onemocnéni v dobé
diagnozy, dobé od diagnézy do mobilizace a kvalit¢ remise v dobé mobilizace.
Ptedstimulacni parametry krevniho obrazu (leukocyty, hemoglobin a trombocyty) byly
signifikantné vyssi ve skupiné tspésSné mobilizovanych, naopak selhani mobilizace bylo
spojeno s niz§imi hodnotami..

Maximalni hladina CD34+ bun¢k dosaZena v periferni krvi po dobu monitorace — mezi
dny +9 az +12 — byla 25.0/ul u uspésné mobilizovanych a 3.4/ul u nonrespondera
(mediany, p<0.0001). Kinetika leukocyti byla v obou skupinich stejna (p=0.6909),
zatimco kinetika CD34+ méla jiny pribéh (p<0.0001, parametricka repeated ANOVA),
jak dokléadaji grafy:

Wertieal bars denate 0.85 confidence mtervals Vertical bars denote 0,85 confidence intenvals
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Podle Spearmanovy analyzy koreloval pocet CD34+ bunck pozitivné s nékterymi
predaferetickymi parametry krevniho obrazu jako jsou trombocyty (p=0.0037, rs=0.40),
hemoglobin (p=0.0004, r=0.47), leukocyty (p=0.0003, r,=0.49) a negativn¢ s vékem
pacienta (p=0.0156, r&=-0.34).

Pfi testovani mnohondsobnou regresi se jako nezavislé faktory ovliviiujici vysledek
mobilizace ukéazaly hladina hemoglobinu pied stimulaci (p=0.0127, Beta=0.31), v&k
pacienta (p=0.0132, Beta= -0.39) a ptedevsim doba od posledni chemoterapie (p=0.0004,
Beta=0.43). Pro uspéSnou mobilizaci by interval mezi posledni chemoterapii a
mobilizaci nemél byt krat$i nez 2 mésice (pii intervalu < 2 mésice pouze 8 % uspésnych

mobilizaci, pii intervalu > 2 mésice 50 % tspésnych mobilizaci, p=0.0098).
7.3.2. Remobilizace
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Cast pacienti (11 pacientli) s CLL jsme po piedchozi netsp&iné mobilizaci kombinaci
cyklofosfamidu a G-CSF remobilizovali samostatnym filgrastimem podavanym ve
vyssich davkach (20 — 25 pg/kg/den). Median intervalu od ptfedchozi mobilizace byl 7
meésict (3 — 12) a doba od posledni davky fludarabinu do remobilizace byla 9 mésict (5
— 15). Maximalni hladina CD34+ bunék v periferni krvi — 8.0/ul — byla dosaZena v den
+5 (4 — 6). Pouze u 4 pacientil byly zahajeny aferezy, které vedly k nedostatenym
vytézkam s medianem 0.6 x 10°/kg CD34+ bungk.

7.4. Mobilizace HPC kombinaci chemoterapie a G-CSF u pacientti s MM

7.4.1.

Kinetika parametrti krevniho obrazu a cirkulujicich CD34+ bun¢k

Soubor 73 pacientd s mnoho¢etnym myelomem byl opét rozdélen do dvou skupin podle
schopnosti ziskat davku CD34+ bundk (> 4.0 x 10°kg) nezbytnou k zajiiténi dvou
autolognich transplantaci jedinou aferezou. Naplnit cilovy pozadavek jednim odbérem se
podafilo u 71 % pacientl (skupina A), zatimco u zbylych 29 % byla potieba vice nez
jedna afereza (median 2, skupina B). Obé skupiny byly srovnatelné s ohledem na vék,
pohlavi, stadium onemocnéni v dob¢ diagndézy a odpovéd’ na uvodni chemoterapii.
Z parametrti krevniho obrazu ptfed mobilizaci byla mezi skupinami hrani¢né odliSna
pouze hladina hemoglobinu (p=0.0363).

Pomoci mnohonasobné regrese jsme testovali vliv piedmobiliza¢nich parametri
krevniho obrazu, v€ku a doby od diagnézy na efektivitu mobilizace (hladinu CD34+
v periferni krvi pied prvni aferezou). Zavislost byla pfitomna pouze pro hladinu
hemoglobinu (p=0.0118, Beta=0.28). Hladina hemoglobinu zaroven negativné
korelovala s poctem dni do vzestupu CD34+ buné€k v periferni krvi a zahdjeni leukaferez
(p=0.0035, r=-0.32).

Pro hladinu hemoglobinu jsme nalezli cut- off, které napomahd odlisit hafe
mobilizovatelné jedince. Pacienti s hemoglobinem > 108 g/l maji 3.35 x vysS$i Sanci na
uspésnou mobilizaci ve srovnani s pacienty s nizs§i vstupni hladinou (p=0.0363, odds
ratio 3.35, 95 % CI: 1.08 — 10.39).

Kinetika CD34+ bun¢k byla odlisna a to zejména na zacatku monitorovaciho obdobi
(den +8 az +10). Hladina CD34+ bun¢k pted prvni aferezou byla vyrazné vyssi ve
skupin€¢ A — median 97.0/ul vs. 28.0/ul (p<0.0001).

7.5. Mobilizace zdravych déarct pomoci G-CSF

7.5.1.

Kinetika parametrti krevniho obrazu a cirkulujicich CD34+ bun¢k

Na souboru 224 darct jsme sledovali vyvoj parametrd krevniho obrazu v pribéhu
mobilizace a porovnavali jsme rozdily mezi skupinou starSich (> 50 let) a mladsich (< 50
let) darcti. Pocty leukocytli mezi dny 4 — 6 byly v obou skupinach obdobné a dosahovaly
maxima v den +5 s medidnem 43.2 x 10°/1 u star§ich a 41.7 x 10°/1 u mladsich (ns,
neparametricky medianovy test). Absolutni hodnota CD34+ bunék v den +5 byla vSak u
mladych darcti téméf dvojnasobna ve srovnani se starSimi (72.0 vs. 37.0 bunék/ul,

p<0.0001, neparametricky medidnovy test), jak doklada graf:
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Analyza celého souboru Spearmanovymi pofadovymi korelacemi prokazala silnou
zavislost mezi vékem darce a hladinou CD34+ bunék v periferni krvi vden +5
(p<0.0001, r= -0.40). Multivariantni analyza pomoci mnohonasobné regrese potvrdila
nezavisly negativni dopad véku (p<0.001, Beta= -0.36) a pozitivni dopad hladiny
leukocytli v den +5 (p<0.0001, Beta=0.48) na hladinu CD34+ bunék v periferni krvi
pred aferezou. Ostatni parametry jako davka filgrastimu, frekvence aplikace nebyly

statisticky vyznamné.

7.5.2. Aferézni produkt
Median poctu aferez nutnych k ziskani pozadovaného transplantatu byl 2 v celém
souboru (1 — 4). Béhem prvni aferezy se podatilo u starSich darct nastfadat median 2.37
(0.49 — 11.56) x 10°kg CD34+ bun&k, zatimco u mladsich bylo dosaZeno davky 4.22
(0.51 —12.79) x 10°kg (p<0.0001, neparametricky medianovy test), viz graf:
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Pti linearni regresi se projevil vliv véku na vytézek CD34+ bun¢k (p<0.0001, r= -0.39,
Spearmanova potradova korelace). 39 % mladSich darcti nastfadalo cilovou davku
CD34+ bunék jednou aferezou, v ptipad¢ starSich darcti postacovala jedind afereza pouze
u 9 % darci (p<0.0001). Naopak 7 % starSich a pouze 0.8 % mladSich darct
nezareagovalo na filgrastim a bylo u nich konstatovano selhani mobilizace
s neschopnosti ziskat alespoi minimalni akceptovatelny transplantat > 2.0 x 10%kg
(p=0.0164, chi- kvadrat test). Multivariantni analyza mnohondsobnou regresi nasledné
potvrdila v€k (p=0.0392, Beta= -0.12), hladinu CD34+ (p<0.0001, Beta=0.68) a
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7.5.3.

7.5.4.

trombocytl (p=0.0144, Beta=0.14) jako statisticky signifikantné¢ nezavislé proménné,
které¢ spoluurcuji vysledek aferezy. Pocet CD34+ bunck v periferni krvi byl podle
ocekavani nejsilnéjsim prediktivnim faktorem, ovSem jeho hodnoty vyznamné souvisely

s vékem darce.

Nezadouci t¢inky stimulace a aferezy u zdravych darcii

Mobilizace 1 afereza byly u vSech darcti dobfe tolerovany, nevyskytly se Zadné zavazné
nezadouci reakce. Vedlejsi ucinky aplikace filgrastimu se presentovaly bez ohledu na
veék darce (41 % starSich resp. 49 % mladSich darct, p=0.1680, chi-kvadrat test) a
zahrnovaly zejména: vyrazné bolesti kosti (33 %), bolesti hlavy (10 %), ,,flu-like*
syndrom (7 %). Méné Casto byla pozorovana unava (2 %) a subfebrilie (1 %). Ptiznaky
byly mirné az stfedni intenzity (median toxicity 2 podle CTC NCI). Nezadouci reakce
spojené s vlastni aferezou byly Castéjsi u starSich darci (29 % versus 15 %, p=0.0096,
chi-kvadrat test). 64 % téchto reakci u starSich darci se objevilo u subjekti

s komorbiditami. Nejcastéjsi reakce jsou sumarizovany v grafu:
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Kinetika a prediktivni vyznam cytokini pii G-CSF mobilizaci

Na druhém souboru 60 zdravych darci jsme se zabyvali sledovanim vyvoje hladin
nékterych cytokint a exprese adhezivnich molekul v pribéhu mobilizace.
Spearmanovymi potfadovymi korelacemi byl zjistén pozitivni vztah mezi hladinou
CD34+ bunék v periferni krvi darce v den +5 a hladinami sVCAM-1 (p<0.0001, r=0.55)
a sICAM-1 (p=0.0011, r=0.41) taktéz v den +5. Zaroven byl nalezen hrani¢ni negativni
vztah mezi hladinou IL-6 v den +0, tedy pred stimulaci, a hladinou CD34+ bun¢k v den
+5 (p=0.0861, rs= -0.23). Tento analyt bude dale sledovan na vétsim souboru darci.

Dale byli darci rozdéleni do dvou skupin podle efektivity mobilizace. Jako hranice pro
odliSeni dobie a Spatn¢ mobilizovatelnych darch byla stanovena hodnota 40.0 CD34+/ul
v den +5. 78 % darcti dosahlo hladin nad tuto hodnotu a 22 % darcti pod tuto hodnotu,
tito darci byli nasledné¢ oznaceni jako Spatné¢ mobilizovatelni. Mezi obéma skupinami
darct byly Wilcoxonovym testem zjiStény statisticky signifikantni rozdily v hladinach
nekterych analytt: sSICAM-1 vden +0 (p=0.0369) a v den+5 (p=0.0023), sVCAM-1
vden +5 (p=0.0117), IL-8 vden +5 (p=0.0473) a hrani¢ni rozdil pro IL-6 v den +0
(p=0.0776). Detaily viz grafy:
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Pouzitim kontingen¢nich tabulek a logistické regrese byly hodnoty sICAM-1 a IL-6
v den +0 (tedy pfed stimulaci) testovany jako mozné predikatory efektivity a vysledku
stimulace. Hladina sSICAM-1 pod cut-off 100 ng/ml znamenala cca 5 x vyssi riziko
nedostateéné mobilizace (odds ratio 4.8, p=0.0206, 95 % CI: 1.27 — 18.11). Naopak
v pripadé IL-6 znamenaly hladiny nad cut-off 32 pg/ml cca 16 x vyssi riziko
nedostate¢né mobilizace (odds ratio 15.6, p=0.0112, 95 % CI: 1.87 — 130.18).

Adhezivni molekuly na CD34+ burikach

Imunofenotypizace adhezivnich molekul na povrchu CD34+ bun¢k v den +5 mobilizace
prokézala negativni vztah mezi hladinou CD34+ bunék v periferni krvi a expresi dvou
adhezivnich molekul (v %): CD11a (p=0.0002, r= -0.59) a CD184 (p=0.0075, r=-0.44,
Spearmanova potadova korelace). Pro posouzeni event. rozdilii v distribuci adhezivnich
molekul sohledem na efektivitu mobilizace byla testovdna také intenzita exprese
jednotlivych antigenti vyjadiena v relativnich jednotkach (Mnl). Také v tomto piipadé
byly znaky CDI11a (p=0.0040) a CD184 (p=0.0418) vyjadieny signifikantné mén¢ na
CD34+ bunikach od dobtfe mobilizovatelnych darca.

Kontrola kvality transplantatu

Ve snaze ovéfit spravnost kvantifikace CD34+ bunék jako jednoho z hlavnich parametrt
kontroly kvality transplantatu jsme provedli dva testy, které mély ovéfit miru variability
meéieni v riznych laboratofich a vzajemnou reprodukovatelnost vysledk.

Nejprve jsme retrospektivné porovnali vysledky méfeni CD34+ bunék v transplantatech
od nepiibuznych darct, které byly prostiednictvim CNRDD vyménény mezi nasim
transplantacnim centrem a partnerskymi centry v rtiznych zemich. Analyzovano bylo
celkem 84 produktl (56 % export, 44 % import). Medidany procentudlniho zastoupeni
CD34+ bun¢k byly dle nasich méteni 0,54 % (0,18 — 1,54), dle méfeni partnerskych center
0,46 % (0,10 — 2,06). Rozdily v absolutnich mnozstvich CD34+ bunék byly 3,76 (0,31 —
12,21) x 10® vs. 3,87 (0,42 — 13,50) x 10°. Spearmanovymi pofadovymi korelacemi bylo
prokazano, ze si vysledky naseho i partnerskych center odpovidaji jak pro procento
CD34+ bunék (p<0.0001, r=0.8509) tak pro jejich mnozstvi - CD34+ x 10° (p<0.0001,
15=0.9434), viz graf:
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Jako dalsi krok jsme iniciovali provedeni externi kontroly kvality pro stanoveni CD34+
bun¢k v ramci Ceskych transplantacnich center. V priubéhu roku 2008 jsme ve dvou kolech
rozeslali do 10-ti transplantacnich center kontrolni vzorky stabilizované mobilizované
periferni krve. Pfi prvnim kontrolnim cyklu jsme zaznamenali zna¢nou variabilitu méteni
s fadou odlehlych hodnot. Pii druhém kontrolnim cyklu byla jiz variabilita méfeni
podstatné nizsi a také prumérné skore jednotlivych laboratofi se snizilo z 20,39 na 8,09.
Ptestoze kvantifikace CD34+ bunék pritokovou cytometrii je vedle pocitaini CFU stale
hlavnim ukazatelem ,,potence* transplantatu, prosazuji se i nové metody detekce
kmenovych bunék. Jednou ztéchto metod je stanoveni aktivity enzymu aldehyd-
dehydrogenazy (ALDH). V ramci testovani a implementace této metody jsme analyzovali
vzorky z autolognich transplantati u 50 pacienti s NHL. Pfi sou¢asném méteni poctu HSC
obéma metodami jsme prokazali dobrou korelaci stanoveni progenitor pomoci CD34+
antigenu a ALDH, bez statisticky signifikantniho rozdilu hodnot (p<0.0001, r=0.9765).

Diskuse

8.1. Faktory ovliviiujici efektivitu mobilizace u pacientl

Jednim ze zakladnich faktort ovliviujicich nebo dokonce znemoziujicich mobilizaci je typ
a mnozstvi predchozich chemoterapii. Nékteti autofi definovali pocty chemoterapii spojené
s rizikem nedostate¢né mobilizace. Seggewissova se setkala se signifikantn€ niz§im
mnoZstvim odebranych CD34+ bungk u pacientl, ktefi byli pfed mobilizaci 1é€eni vice nezZ 6
cykly chemoterapie (27). Vysledek mobilizace je urcen také typem chemoterapie podané
v ramci standardni 1écby malignity. Nekterd cytostatika jako alkylacni latky, purinova
analoga prokazatelné snizuji pravdépodobnost tspésné mobilizace (28).

Fludarabin pouzivany k 1écb&é CLL je citovan jako jedna z pfi€in Spatnych mobiliza¢nich
vysledkl u téchto pacientti (29, 30). Na druhou stranu fada autorti potvrzuje, ze piedchozi
lécba fludarabinem nebrani uspésnému ziskadni autologniho transplantatu (31). V nasi
analyze byla jedinym rizikovym faktorem nedostate¢né mobilizace doba od posledni davky
fludarabinu, interval mensi nez 2 meésice byl spojen s nedostateCnou mobilizaci. Vliv
intervalu od posledni chemoterapie do mobilizace potvrdili 1 jini autofi (32, 33).

Pravdépodobné je neptiznivy dopad cytostatické 1é¢by na mikroprostiedi kostni diené
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docasny a dostatecné dlouhé obdobi bez dalSi toxicity umoziuje obnovu funkce a
mobilizacni kapacity kostni diené.

Pro odhad vysledku mobilizace lze u pacientli vyuzit také parametry krevniho obrazu ptred
stimulaci. V naSich souborech jsme nalezli zavislost mezi hodnotami leukocytt, trombocytl
resp. hemoglobinu pred stimulaci a hladinou CD34+ bungk pied aferezou. Prokazovali jsme
také jejich signifikantni rozdily mezi dobfe a Spatn¢ mobilizovatelnymi pacienty. Pfredevsim
hladina hemoglobinu mé¢la vyznamny prediktivni charakter, jak u pacientti s mnohocetnym
myelomem, tak u pacientil s CLL. Jednozna¢né hranice nelze z nasi prace stanovit, nicméné
hladina > 110-120 g/l byla spojena s vyssi pravdépodobnosti uspésné mobilizace. Naopak
dlouhodobd pancytopenie indikovala vysoké riziko selhani mobilizace zejména po

standardnich stimula¢nich protokolech zalozenych na cyklofosfamidu.

8.2. Faktory ovliviiujici efektivitu mobilizace u darci

Informaci o faktorech, které spoluurcuji vysledek mobilizace u zdravych dércii, neni mnoho.
Diskutuje se vliv véku darce, pohlavi, davky a zplsobu aplikace ristového faktoru atd.
V soucasné dobé je standardnim a vSeobecné akceptovanym davkovanim filgrastimu 10
png/kg/den, vyssi davky se nedoporucuji pro vyrazny narust projevi akutni toxicity a jsou
opodstatnéné pouze v ojedinélych ptipadech obtizné¢ mobilizovatelnych darcti. V naSem
souboru jsme zavislost vysledku mobilizace na rezimu davkovani ani na davce filgrastimu
nepozorovali, ddvkovani se vSak pohybovalo v relativné uzkém rozmezi (9 — 16 pg/kg/den).
Mensi vytézky CD34+ bunék, uvadéné pii odbéru zen v porovnani s muzi (34, 35), souvisi
sniz§i hmotnosti a celkovym objemem krve i kostni hmoty u Zen. Po odstranéni
hmotnostnich rozdili vyjadienim vytéZku na kg hmotnosti darce nebo litr TBV byly
v naSem souboru vytézky srovnatelné bez ohledu na pohlavi, podobn¢ jako u jinych autorti
(36).

Hladina CD34+ bunc¢k ovSem korelovala u naSich darct pozitivné predodberovymi
hladinami leukocytl s trombocytl. Tuto zévislost potvrdili 1 jini autofi (37). Pfes tento
vztah mezi hladinou leukocytl a CD34+ bunék se nejevi samotnd hodnota leukocytt jako
vhodny parametr pro rozhodovani o zahdjeni leukeferez a je tfeba vzdy vychazet
z koncentrace CD34+ bun¢k.

Pocet darcti, u kterych doSlo k selhani mobilizace, se pohyboval od 0.8 % do 7.0 %
v zavislosti na véku. Ings ve své studii - na souboru déarcti s medidnem véku 38 let - oznacil
2 % darcti jako neschopné ziskat minimalni $tép (35). Lze predpokladat ze s rostoucim
vékem se podil obtizné mobilizovatelnych darcti zvySuje a roste riziko ziskani

suboptimalniho transplantatu (blize viz. bod 8.3.).

8.3. Vliv véku darce na efektivitu mobilizace
V¢ek pacientl indikovanych k alogenni transplantaci hemopoetickych kmenovych bunék se v
poslednich letech zvysil. Diky dostupnosti nemyeloablativni ptfedtransplantaéni pfipravy a
zlepSeni podplirné lécby muiize byt transplantacni postup nabidnut i star§Sim nemocnym.
Lécba hemato-onkologickych nemocnych vysSitho véku znamend potiebu odbéru

hemopoetickych kmenovych bunék od starSich ptibuznych darci. Odbéry perifernich
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kmenovych bunék od starSich jedincl jsou spojeny s nckterymi specifickymi problémy.
Rada autori povazuje vys$si vék darce za dtlleZity rizikovy faktor ovliviiujici resp. limitujici
efektivitu mobilizace (34, 36, 38 - 40), jini autofi tuto skute¢nost nepotvrzuji (41 - 44).
Vypovédni hodnota nekterych téchto studii je ovSem omezend pro nedostateCnou velikost
soubort a relativné nizky veék darcti (s medianem pod 50 let).

Odpovéd’ zdravého jedince na G-CSF je velmi variabilni a Spatn¢ mobilizovatelni dérci se
nachdzeji ve vSech vékovych skupinach. Néktetfi z nich nejsou schopni nastfadat minimalni
davku - 2 x 10%kg CD34+ bunék na kg hmotnosti pfijemce - doporuéovanou pro alogenni
transplantaci. V naSem souboru byla frekvence selhani mobilizace 7 % u star§ich a 0.8 % u
mladSich darcii. VEk darce negativné koreloval s mnozstvim CD34+ bunék ve stimulované
periferni krvi i v aferéznim produktu.

Pii odbérech zdravych dérct je vzdy nasi snahou ziskat optimalni transplantat, zaroven vSak
minimalizovat rizika a nepohodli darce, omezit co nejvice dobu podavani a davku G-CSF a
pocet aferez. Idealni by byla moznost predjimat vysledek stimulace, pfedem identifikovat
darce se suboptiméalni odpovédi na G-CSF a reagovat na tuto skutecnost upravou
stimulacniho rezimu: zvySenim davky G-CSF nebo v budoucnu pouZzitim nékteré nové
stimula¢ni molekuly — napt. plerixaforu. Bohuzel zadny universalni prediktivni faktor neni
k dispozici, nicméné specifickd skupina darcii jako jsou star$i lidé muZze s sebou nést
zvySené riziko nedostate¢né mobilizace.

Vliv véku jako jednoho z premobilizaénich faktorh se uplatiiuje i u pacientli. Neexistuje sice
z4dna veékova hranice, za niz by nebylo mozné uspesny odbér provést, nicméné s vékem se
dle fady praci mnozstvi ziskatelnych CD34+ bunék snizuje (45). Také my jsme pozorovali

negativni korelaci véku s hladinou CD34+ bunék u pacienti s CLL.

8.4. Kinetika CD34+ bungk pti mobilizaci

Moznost stanoveni optimalniho okamziku pro odbér hemopoetickych kmenovych bunék
z periferni krve pfinasi fadu logistickych i ekonomickych vyhod. BohuZel u pacientii
s hematologickymi malignitami se muze kinetika CD34+ bunék zna¢né liSit v zavislosti na
fad¢ proménnych. Kinetika hladin CD34+ v periferni krvi je dana pfedevSim pouzitym
stimulacnim rezimem, tedy hlavné typem zvolené chemoterapie, kterd se kombinuje s G-
CSF. Pifi pouziti méné€ intenzivnich protokold, zaloZzenych na rizné davkovaném
cyklofosfamidu (1. 5 — 7.0 g/m?), nastava prvni afereza jiz cca od dne +9, zatimco u
intenzivngjsich protokolti (DexaBEAM, HAM apod.) je tfeba s odbérem pocitat az po dni
+14. U vyrazné predlécenych nemocnych se miize peak CD34+ bun¢k v periferni krvi jesté
dale posouvat (27). Maximalnich hladin CD34+ bunck v naSich souborech pacientl
mobilizovanych kombinaci cyklofosfamid plus G-CSF bylo v periferni krvi dosahovano ve
dnech 9 — 12.

Zdravi darci dosahuji pfi mobilizaci pomoci G-CSF maximalni hladiny leukocytl v den +6 a
maximalni hladiny CD34+ bun¢k v den +5 eventualné +6 (46, 47, 48). Podobna kinetika
vyplyva 1 z nasi ptredchozi analyzy (40). K maximalnimu vzestupu hladiny CD34+ bunc¢k
dochazelo mezi dny +4 a +5.
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8.5. Nezadouci t€inky mobilizace G-CSF a aferezy

Pti odbéru zdravych darct je prioritou Cislo jedna ochrana zdravi darce a minimalizace
rizika komplikaci plynoucich z darovani. Mirnou akutni toxicitu G-CSF (grade 1 dle CTC
NCI), kterd se projevuje predevsim bolestmi kosti a svalli a inavou, udava az 80 % darci
(25). V naSem souboru byla aplikace G-CSF spojena s akceptovatelnou akutni toxicitou,
ktera se vyskytovala ve stejné mife v obou skupindch — starSich 1 mladsich — darct (40 — 50
%). Komplikace aferezy jsme zaznamenali Castéji (stars$i darci 29 %, mladsi darci 15 %)
v porovnani s jinymi pracemi (7 %), nicméné tento rozdil mize byt dan odliSnym
vyhodnocovanim citratové toxicity jako jedné z hlavnich komplikaci (11). Kazdopadné
pouze 1 % komplikaci bylo hodnoceno jako zavazné, coz odpovida literarnim tdajim 1
datim z registra darct (11, 49).

Zvlastni skupinu déarct z hlediska moznych komplikaci spojenych s odbérem jsou star$i
darci. Tito jedinci maji riznd ptidruzena onemocnéni, ktera mohou snizovat jejich toleranci
mobilizace 1 odbéru. Existuji prace dokladajici bezpecnost odbéru CD34+ bunék u déarch nad
60 let véku vcetné téch, kteti maji néjaké komorbidity (50). Rozsahleji vSak tato
problematika nebyla dosud studovana. Otazkou je nejen, zda jsou tito darci dostate¢né
efektivni k ziskani uspokojivého transplantatu, ale také, zda jsou dostatecné zdravi, aby
mohli podstoupit odbér bez zdravotnich nasledkii a to bez ohledu na jejich piidruzena
onemocnéni ? Je viibec rozumné a bezpecné zadat tyto silné¢ motivované darce o darovani ?
Nebo je spravnéjs§im feSenim hledat mladého neptfibuzného darce ? NaSe zkuSenost
potvrzuje, ze starsi jedinci mohou byt vyuziti jako darci krvetvornych bunck pro alogenni
transplantaci. Méla by vSak u nich byt posouzena nejen legislativou pozadovana zptsobilost,
ale diikladné také jejich fakticka tnosnost k odbéru.

Nezéadouci reakce a komplikace u pacientli stimulovanych kombinaci chemoterapie a
rustového faktoru granulopoezy jsou pochopitelné vyrazné castéjsi a pestiejsi a vyplyvaji
z myelotoxicity stimula¢ni chemoterapie, prechodné pancytopenie i zékladniho onemocnéni

a jeho ptedchozi 1écby.

8.6. Pozdni u¢inky mobilizace G-CSF u zdravych darci

Zvlastni kapitolou je problematika hypotetického dlouhodobého efektu filgrastimu u
zdravych darci a sice jeho mozna asociace sleukemogenezi a vyvojem maligniho
onemocnéni (leukémie) u darce. Riziko se doposud nepodaftilo prokazat a odpoveédét na tuto
otazku se pokouseji registry darcu, které¢ koncentruji velké mnozstvi darcti resp. odbért a
dlouhodobé je sleduji. AvSak ani na téchto datech zahrnujicich tisice darci nebyl dosud
zvyseny vyskyt malignit pozorovan (51, 52, 53).

Zkusenosti Ceského narodniho registru darci diené (CNRDD) a Hematologicko-
onkologického oddéleni FN Plzen odpovidaji citovanym udajim. Z celkového poctu 250
mobilizovanych alogennich dérct byl vznik nadorového onemocnéni zaznamendn pouze u
tii piibuznych darct (ca plic, NHL, AML). 80 % darcti bylo sledovano minimalné po dobu
jednoho roku (54). Aktudln¢ Ize konstatovat, ze po aplikaci G-CSF nedochézi ke zméné

vyskytu nadorovych onemocnéni, nebot’ mnozstvi uvadénych malignit odpovida ocekavané
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incidenci v dospé€lé populaci a nelisi se signifikantné od vyskytu mezi jedinci, ktefi nebyli
G-CSF exponovani.

Nedostatkem vétSiny studii je omezena doba sledovani, kterd snizuje vypovédni hodnotu dat
1 pfes velké pocty sledovanych subjektii. Doba sledovani je krat$i nez doba potiebnéd ke
vzniku maligniho onemocnéni a pfi extrémné nizkém riziku musi byt darci sledovani fadu
let, aby mohlo byt eventualni zvySené riziko vzniku leukémie prokazano. K posouzeni rizika
by bylo potteba sledovat vice nez 2000 darci po dobu minimalné 10 let, aby bylo mozno
detekovat desetindsobné zvyseni rizika vzniku leukémie po podéni G-CSF. Detekce mensiho
rizika, které pfedpokladame, by vyzadovala samoziejmé vétsi soubory (55). Dosavadni data

tedy mohou byt neptesna.

8.7. Prediktivni vyznam cytokinti

Mobilizace HSC je spojena se zménou hladiny fady cytokinl, chemokinl, eventudlné
solubilnich adhezivnich molekul. Vlivem G-CSF stoupé hladina MMP-9, IL-6, sVCAM-1,
sICAM-1, klesa hladina SDF-1a, jiné analyty jako TNF-a zlstavaji beze zmény (55 - 59).
Podobnou dynamiku mély tyto analyty 1 v nasi analyze.

Dosquetova nalezla u pacientli s mnoho¢etnym myelomem stimulovanych chemoterapii plus
G-CSF vztah mezi hladinou CD34+ bunék a sVCAM-1 v den aferezy (60). NaS soubor
potvrdil tuto pozitivni zavislost a zaroven ukazal negativni korelaci platnou pro IL-6.
Hladiny uvedenych analytt se lisi také mezi skupinami dobfe a obtizné¢ mobilizovatelnych
darct. Tuto zavislost jsme nalezli v den +5 pro sICAM-1, sVCAM-1, IL-8 a predevsim
v den +0 (pfed mobilizaci) pro sSICAM-1 a IL-6. Pro tyto dva analyty jsme byli schopni
stanovit cut-off, ktery odliSuje s cca 70 % pravdé€podobnosti Spatné¢ mobilizovatelné darce
jesté pred zahajenim podavani G-CSF a celého procesu darovani. Méfeni hladin téchto
analyti muze teoreticky slouzit k prospektivni identifikaci dérct, ktefi se pravdépodobné

budou obtizn¢ mobilizovat (zejména v kombinaci s vys$§im vékem darce).

8.8. Prediktivni vyznam adhezivnich molekul

Mobilizace vyvolana G-CSF vede ke zméndm exprese nékterych adhezivnich molekul na
povrchu CD34+ bun¢k. Mobilizace je spojena s down-regulaci CD44, CD49d (VLA-4),
CD184 (CXCR4) na CD34+ bunkach v kostni dfeni ve srovnani se stavem pied mobilizaci
(61). Pfi porovnani intenzity exprese adhezivnich molekul pted- a po aplikaci G-CSF
zdravym déarciim je pfitomna vyznamna redukce exprese CD11a, CD49d i CD62L (62).

Rada praci prokazuje inverzni vztah mezi expresi adhezivnich molekul na CD34+ buiikach a
kvalitou mobilizace (63, 64). HSC dobfe mobilizovatelnych darcti exprimuji méné
intenzivné tyto molekuly (pfedev§sim CD49d, CD184) nez je tomu u Spatné
mobilizovatelnych jedincl. SniZeni exprese adhezivnich molekul na mobilizovanych CD34+
bunikach odpovidé snizené adhezi k dfenovému stromatu. Nase vysledky dokladaji snizenou
expresi CD184 a CD11a na CD34+ bunkach dobfe mobilizovatelnych dérci a také negativni
korelaci s mnozstvim CD34+ bun¢k pro CD184 a CD11a. BohuZzel zadny z téchto parametrti

neumoziuje samostatné dostatecné spolehlivou predikci vysledku mobilizace.
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8.9. Remobilizace

Pacienti, u kterych selhala mobilizace a pro které je vysocedavkovana chemoterapie
optimalni 1é¢ebnou modalitou, mohou byt indikovani k dal§$im mobilizaénim pokustim.
Zasadnimi otdzkami pfii jejich planovani je zvoleni vhodného mobiliza¢niho rezimu a také
nacasovani remobilizace. Opakovani stejného mobilizacniho schématu vétSinou nevede
k uspéchu. Nékteti pacienti mobilizovani kombinaci chemoterapie plus filgrastim mohou byt
uspesné remobilizovani pouze rastovym faktorem (65), nejlépe ve vyssich davkach (az 20 —
30 pg/kg), nebot’ u pacientt i zdravych darci je prokdzana zavislost ziskané davky CD34+
bunék na davce G-CSF (66, 67). NaSe limitovand zkuSenost sremobilizaci pomoci
vysocedavkovaného G-CSF u pacientli s chronickou lymfatickou leukémii bohuzel ukazala
malou efektivitu tohoto postupu - u zadného nemocného se nepodatilo ziskat dostatecny
transplantat. K obdobnym zavérti dospéli i jini autofi, ktefi byli schopni ziskat minimalni
Stép (=2 x 106/kg) maximalné u 10 — 20 % pacientli s CLL (68, 69).

8.10. Variabilita méteni CD34+ bunék mezi centry

Hodnoceni efektivity mobilizace, porovnani riznych mobilizanich schémat a mobilizanich
vysledkli mezi jednotlivymi jedinci i riznymi pracovisti predpokladd dostupnost spolehlivé
metody kvantifikace CD34+ bun€k s minimalni intra- a interlaboratorni variabilitou. Pted
zavedenim standardizovanych protokolll se pohybovaly rozdily namétenych hodnot CD34+
bun¢k mezi laboratofemi v fadu desitek procent (70). Akceptovanim jednotnych protokola,
predevsim tzv. ISHAGE platformy (14), a implementaci systému externi kontroly kvality
potvrdili dobrou uroven standardizace méfeni CD34+ bunék mezi evropskymi
transplantacnimi centry. Nalezli jsme dobrou korelaci mezi méfenimi provedenymi na
stejnych transplantatech v riznych centrech (71). Ovéftili jsme také pozitivni dopad externi
kontroly kvality na mezilaboratorni variabilitu méfeni v rdmci Ceskych transplantacnich
center. JiZz po prvnim kontrolnim cyklu doSlo k poklesu primérného skore urcujiciho
odchylku meéfeni napii¢ laboratofemi ze 20.39 na 8.09. Uvedené¢ udaje dokladaji
pretrvavajici dulezitost standardizace této zakladni cytometrické metody, dilezitost
organizovani cykli externi kontroly kvality a riznych workshopt.

Nevyhodou obvykle pouzivanych ukazatelti kvality transplantatu — obsah CD34+ bungk a
viabilita — je skute¢nost, ze nevypovidaji o ristovém potencidlu Stépu. VysSetfovani kolonie
formujicich jednotek (CFU) je Casové naroc¢né, zatizené urcitym subjektivismem. Objevuji
se vSak nové instrumentdlni proliferacni testy. Jednim z nich je detekce progenitorovych
bun¢k pomoci stanoveni aldehyddehydrogenasy, ktera oproti stanoveni CD34+
imunofenotypu vypovida o aktivit¢ HSC a jejich schopnosti tvofit kolonie. Kvantifikace
CD34+ bunék imunofenotypizaci a stanovenim ALDH aktivity dobfe koreluje.
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9. Zavéry

Z uvedenych vysledk vyplyva, Ze byly zcela naplnény hlavni cile disertaéni prace a to

piedevsim:

9.1. Na souborech pacientll i zdravych darct byly nalezeny nékteré faktory, které ovliviiuji
efektivitu mobilizace a mohou, zejména ve své kombinaci, slouzit jako prediktivni ukazatele
vysledku mobilizace:
= pied zahdjenim mobilizace: pacienti - hladina hemoglobinu, trombocytl, doba od posledni

chemoterapie, vek; darci — vék

= pied odbérem: pacienti a darci - hladina leukocytt, trombocyt, CD34+ bun¢k

9.2. Hladina hemoglobinu pfed mobilizaci umoziiuje u pacientd s mnohocetnym myelomem
odlisit jedince s vyssim rizikem problematické mobilizace. U pacientii s CLL hraje dtlezitou
roli doba od posledni chemoterapie do mobilizace. Pokud je tento interval krat§i nez 2

mésice, vyrazné roste pravdépodobnost selhdni mobilizace.

9.3. Bylo potvrzeno, ze vyssi veék darcii je spojen s vysSim rizikem obtizné mobilizace a
s Cast&jsi potfebou vice nez jednoho odbéru k ziskani pozadované davky CD34+ bunék. Pti
kumulaci véku sostatnimi rizikovymi faktory a s pfihlédnutim k pfidruzenym
onemocnénim darce je tfeba zvazovat v konkrétnich piipadech alternativniho darce nebo

v budoucnu pouziti jiné mobiliza¢ni molekuly.

9.4. Ukézalo se, ze kinetika vyplavovani CD34+ buné¢k do periferni krve je dosti uniformni po
stimulaci samostatnym G-CSF a naopak silné variabilni po reZimech kombinujicich
chemoterapii + G-CSF. Sledovani této kinetiky je hlavnim voditkem umoznujicim spravné

nac¢asovani aferéz.

9.5. Vyhodnocenim nezadoucich reakci bylo zjisténo, Ze mobilizace perifernich kmenovych
bun¢k pomoci G-CSF a jejich odbér aferézou jsou u zdravych déarct spojeny s pfijatelnou
mirou Casnych nezddoucich Uc€inkd. I u starSich darca s pfidruZzenymi chorobami jde o
bezpecnou a dobie tolerovanou metodu. Oteviend zlstdva problematika dlouhodobych
nepiiznivych ucinkt, které nebyly dosud jednoznacné prokazany, a k feSeni této otazky je

nezbytné vyuzit velkych souborti z registrii darct a genetické epidemiologické studie.

9.6. Byly testovany nové laboratorni parametry vyplyvajici ze soucasnych znalosti procesu
mobilizace a bylo potvrzeno, Ze nckteré znich maji potencidl stit se piinosnymi
prediktivnimi faktory. Asociaci s efektivitou mobilizace vykazuji nékteré adhezivni
molekuly (CD184, CDl1la) a zejména hladiny nékterych cytokinti/chemokini (IL-6,
sICAM-1) detekované pfed mobilizaci.

9.7.1IL-6 a sICAM stanovené pied mobilizaci jsou hlavnimi kandidaty pouzitelnych
prediktivnich faktor. Lze pro né stanovit vhodné cut- off odliSujici Spatné¢ a dobie

mobilizovatelné darce. Jejich zatazeni do kontextu ostatnich prediktivnich faktori miize
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zvysit pravdépodobnost uspéSného odhaleni Spatné mobilizovatelného jedince pied

zahajenim mobiliza¢niho pokusu.

9.8. Oproti pivodné stanovenym ciliim byla navic ovéfena mira mezilaboratorni variability
méteni CD34+ bunek jako hlavniho parametru kontroly kvality transplantatu a byl potvrzen

zna¢ny vyznam externi kontroly kvality pro sniZovani této variability v naSich podminkach.

9.9. Byla zavedena nova metoda detekce hemopoetickych kmenovych bun¢k pomoci stanoveni

aldehyddehydrogenazy prutokovou cytometrii.
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