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Predmluva

Periferni kmenové buniky jsou vsoucasné dobé hlavnim zdrojem hemopoetickych
kmenovych bunc€k pro ucely autolognich i1 alogennich transplantaci. Mobilizace a odbér
téchto transplantati se tykd fady pacientd s hemato-onkologickymi onemocnénimi a také
zdravych darct ptibuznych i neptibuznych. Optimalizace procedury mobilizace a odbéru ve
smyslu dosazeni maximalni efektivity pfi zachovani co nejmensi zatéze a rizika pro
pacienta ¢i darce je dlouhodobym ukolem. V poslednich letech se vyrazné rozsitily nase
znalosti o mechanismech osidleni a mobilizace kmenovych bun¢k z kostni dfen€, coz ndm

dava moznost zlepSovat nase mobilizacni postupy a péci o pacienty resp. darce.
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Seznam zKkratek

ACD-A antikoagulacni roztok na bazi citratu

BM kostni dfent

CG cathepsin G

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

CXCL12 ,»stromal cell-derived factor 1o (SDF-1a)
CXCR4 chemokinovy receptor 4 (CD184)

EBMT Evropska skupina pro transplantaci kostni diené

ECM extracelularni matrix

G-CSF rustovy faktor granulopoezy (filgrastim)

GFP ,»green fluorescence protein‘

GVHD reakce Stépu proti hostiteli (,,graft versus host disease*)
Hb hemoglobin

HLA hlavni histokompatibilni systém

HPC hemopoetické progenitorové buinky

HSC hemopoetické kmenové bunky

ICAM-1 ,.intracellular adhesion molecule®

ISHAGE ,International Society for Hematotherapy And Graft Engineering*

LFA-1 ,leukocyte function-associated antigen-1*“ (CD11a)
NMDP ,National Marrow Donor Program*

MM mnohocetny myelom

MMP-9 ,matrix metalloproteinase 9*

NE neutrofilni elastdza

NHL nehodgkinovsky lymfom

PBSC periferni kmenové bunky (,,peripheral blood stem cells*)
SCF ,,stem cell factor*

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)

WBC leukocyty

WMDA ,,World Marrow Donor Association‘

DKMS »sDeutsche Knochenmarkspenderdatei‘
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1. Uvod do problematiky

1.1.

Transplantace perifernich kmenovych bun¢k

Transplantace HPC

Transplantace hemopoetickych kmenovych bun¢k je standardni 1é¢ebnou
procedurou u fady hemato-onkologickych i jinych nddorovych onemocnéni. V roce
2007 bylo v ¢eskych transplantac¢nich centrech provedeno celkem 322 autolognich
a 211 alogennich transplantaci. V ramci celé Evropy nahlasila transplantacni centra
sdruzend v EBMT vice nez 20 000 novych transplantaci (data z vyro¢ni zpravy
EBMT). Po podani vysoceddvkované chemoterapie nebo radioterapie maji
transplantované kmenové krvetvorné buiiky rekonstituovat nebo nahradit pacientiiv

hemopoeticky a imunitni systém.

Zdroje kmenovych bunck

Hemopoetické kmenové bunky (HSC) jsou nezadané, nespecializované bunky
schopné vlastni sebeobnovy a také diferenciace do jednotlivych krvetvornych fad.
HSC vytvareji vSechny bunécné linie hemopoetického systému vcetné erytrocytd,
trombocytl, myeloidnich a lymfoidnich bun¢k. Prvnim krokem hematopoezy je
diferenciace HSC do hemopoetickych progenitorovych bunék (HPC), které se dale
zadavaji do jednotlivych krvetvornych linii. Hemopoetické kmenové buiikky mohou
byt ziskdny z kostni diené, pupecnikové krve nebo mobilizované periferni krve.
Mobilizace HSC piedstavuje jejich Unik z kostni diené do periferni krve. Tento
proces odpovida fyziologickému uvolnéni kmenovych bunék z rezervoaru v kostni
dreni v reakci na stresové signaly pii poranéni nebo zanétu.

Tradi¢nim zdrojem hemopoetickych kmenovych resp. progenitorovych bunék byla
kostni dfen. Pozorovéni, ze v dob& rekonstituce krvetvorby po chemoterapii 1ze
nalézt progenitorové bunky v periferni krvi pacientii, vedlo k mySlence, ze
kmenové buiikky mohou byt ptfinuceny opustit kostni dient a mohou byt odebrany
aferezou jako periferni kmenové buniky (PBSC) a klinicky vyuZity. Odhaleni této
schopnosti HSC migrovat z kostni dien¢ do periferni krve (mobilizace) a naopak se
usazovat v kostni dieni (homing) zménilo postupné klinickou praxi.

Pocatky vyuziti PBSC k rekonstituci hematopoezy po myeloablativni chemoterapii
sahaji do 80. let. Nejprve byla k mobilizaci HSC z kostni dfené do periferni krve



vyuzivana pouze chemoterapie. Koncem 90. let, se zavedenim cytokini do
mobilizacnich schémat, se staly hemopoetické kmenové buiiky ziskané z periferni
krve hlavnim zdrojem autolognich i alogennich transplantati. V soucasné dobé
jsou periferni kmenové bunky preferovanym zdrojem HSC a jsou vyuzivany u
témét 100 % autolognich (data Transplantacni sekce Hematologické spolecnosti
CLS JEP) a u cca 3/4 alogennich transplantaci (data NMDP/EBMT). Zvysuje se
také podil transplantaci pupecnikové krve na celkovém poctu alogennich
transplantaci, ktery mize v nékterych centrech predstavovat az 20 %.

Oproti kostni dieni maji PBSC nékteré vyhody. Piedev§im nabizeji vyssi davku
CD34+ bunék, rychlejsi ptihojeni, zkraceni doby hospitalizace, potencionalné niZsi

riziko peritransplanta¢nich komplikaci, méné¢ zatéZzujici metodu odbéru atd.

Optimalni davka CD34+ bun¢k pro transplantaci

Hemopoetické kmenové/progenitorové buiiky se identifikuji a kvantifikuji pomoci
antigenu CD34+, ktery je exprimovan na jejich povrchu. Optimalni dadvka CD34+
bunék nutna ke zdarnému prubéhu transplantace se odviji od typu transplantace,
zdroje HSC, intenzity pfedtransplantacni pfipravy, zakladniho onemocnéni,
manipulace se Stépem atd. Za postacujici davku pro autologni transplantaci
povazuje vét§ina 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). Davka CD34+ bun¢k podand pii transplantaci ovliviiuje
rychlost rekonstituce krevniho obrazu (2, 3, 4) a také riziko komplikaci plynoucich
z pocytostatické pancytopenie (vyskyt infekci, délka hospitalizace, potieba
antibiotik, substituci, ristovych faktorti apod.). Optimalni davka kmenovych bunék
pro alogenni transplantaci neni jednozna¢né stanovena, zpravidla se za ni povazuje
mnozstvi CD34+ bunék 3 — 5 x 10%kg hmotnosti piijemce. Kazdopadné byla po
alogenni transplantaci pozorovana asociace nizké davky CD34+ bun¢k (< 1 x

10%kg) se zvysenym rizikem transplantaéni mortality a krat§im prezitim (5).

1.2. Mechanismus mobilizace

1.2.1.

Biologie a mechanismy mobilizace HPC
Za normalnich okolnosti (,,steady state®) jsou hemopoetické kmenové bunky

usidlené v kostni dfeni a v periferni krvi cirkuluji jen ve velmi malém mnoZzstvi
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(0.01 — 0.05 % leukocytil). Mnozstvi cirkulujicich progenitori mize byt zvySeno
jejich mobilizaci z kostni dfené pomoci cytokini a/nebo chemoterapie. Naopak po
transplantaci jsou podané HSC schopné osidleni kostni diené, kde dochazi k jejich

piihojeni a k obnov¢ trilinearni hematopoezy.

Mikroprostiedi kostni dfené¢

Hematopoeza je lokalizovana do spongiosni kosti. Vyvijejici se hemopoetické
buiikky se nachézeji v kostni dfeni do doby jejich vyzrani a uvolnéni do cévniho
feciste. Mikroprostfedi kostni diené je tvofeno populacemi stromalnich bungk,
osteoblastil a osteoklastll v extracelularni matrix bohaté na fibronectin, kolagen a
proteoglykany. HSC se nachazeji 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 dieni mySiho modelu byly
nalezeny dva typy téchto okrskii: endostalni (osteoblastické), ve kterych jsou HSC
v kontaktu s osteoblasty a endotelidlni (vaskuldrni), v nichz jsou HSC v blizkosti
vaskularnich sinust (6).

Sténa vaskularnich sinusi sestava sjediné vrstvy endotelidlnich buné¢k
s nekompletni basalni membranou. Skrze tyto sinusy vstupuji nové formované
HSC nebo zralé elementy do cirkulace. Na povrchu sinust jsou déale adventicialni
retikuldrni  buniky mesenchymalniho ptvodu. Tyto buiky se vétvi do
intertrabekularniho prostoru a vzajemnym kontaktem spoluvytvareji podporu pro
vyvijejici se kmenové bunky (7). Pfi vstupovani do mikrocirkulace tedy musi HSC
pronikat skrze vaskuldrni bariéru sestdvajici z endotelidlnich bunék, basalni
membrany a adventicidlnich bun¢k.

Kostni kortex a trabekuly jsou potazeny endostalnimi bunikami jako jsou
osteoblasty a osteoklasty, které pfispivaji k formovani osteoblastickych okrsk (7).
Existuje tésny vztah mezi osteogenesou a hematopoezou a osteoblasty hraji
dilezitou roli nejen ve vyvoji skeletu ale také v regulaci hematopoezy (8). Dochazi
k remodelaci kosti pisobenim osteoklastli/ osteoblasti. Pii (opakované) G-CSF
stimulaci se zvySuje pocet osteoklastll, které zprostiedkovavaji kostni resorpci a
uvolnéni kalcia. Zaroven produkuji interleukin 8 (IL-8) a matrix metalloproteinasu
9 (MMP-9), které plni své dalsi funkce v procesu mobilizace (1).

Jednou z dulezitych funkci okrskli je také regulace rovnovahy mezi bunécnou

sebeobnovou a diferenciaci, predevS§im prostiednictvim kontroly asymetrického/



1.2.3.

symetrick¢ého bunééného deleni. Pfi asymetrickém dé¢leni zlstavé jedna dcefina
bunka v okrsku jako buiika kmenova, zatimco druhd dcefind buiika opousti okrsek,
dale se déli a diferencuje. Pfi symetrickém déleni se kmenova buika rozdéli do

dvou identickych dcefinych bunék, které ob¢ ziistavaji v okrsku (9).

Mobilizace a homing

Mobilizace a homing hemopoetickych kmenovych bunék jsou zrcadlové procesy
regulované souhrou fady cytokinti, chemokinil a protedz. Za normalnich okolnosti
existuje v kostni dieni pool primitivnich kmenovych bunék, které kontinualné
produkuji velké mnoZstvi nezralych a vyzravajicich myeloidnich a lymfoidnich
elementli s omezenou zivotnosti, které jsou dale uvoliovany do periferni krve.
Pouze velmi malé ¢ast kmenovych bunék je také vyplavovana do cirkulace. Jejich
fyziologickou roli je pravdépodobné obnovovat mista poSkozené kostni dien¢.
Situace v okrscich kostni dfené je tedy vyrazn€ dynamickd, je spojend s velkym
obratem kmenovych bun¢k a zahrnuje procesy uvolnéni a migrace do cirkulace na
strané jedné, homingu a reengraftmentu do kostni dfen¢€ na strané druhé (10).

Oba typy okrskli — osteoblastické 1 vaskularni — hraji dilezitou roli v regulaci
mobilizace 1 navratu HSC zpét do kostni diené. Pii mobilizaci opoustéji HSC
osteoblasticky okrsek, dostavaji se do vaskuldrniho okrsku a vstupuji mezi
endotelidlnimi buitkami do cévniho fecisté, zatimco zaroven vyzravaji a diferencuji
(8). Homing je opakem tohoto procesu. HSC =z periferni cirkulace migruji
transendotelidlné do vaskularniho a nakonec zpét do osteoblastického okrsku.
Transendotelidlni migrace pfedpoklddd degradaci bazdlni membrany a vyzaduje
tedy produkci matrix- degradujicich enzymt — predevsim MMP-2 a MMP 9, které
jsou uvolnovany raznymi buikami (HSC, leukocyty, nadorové bunky atd.), viz
obrazek 1. a 2. Homing je relativné rychly proces trvajici hodiny, maximalné 1 — 2
dny. Usp&né osidleni lze v klinické situaci sledovat pomoci piihojeni a
rekonstituce hematopoezy po transplantaci.

Vazba hemopoetickych kmenovych bunc¢k v mikroprostiedi kostni diené je
zprostiedkovana celou fadou adhezivnich a chemotaktickych interakci. Adhezivni
molekuly (zejména integriny — VLA-4, VLA-5 a selektiny) zprostfedkovavaji
ptiblizeni a adhezi piihojujicich se progenitori k cévni sténé pred jejich extravazaci

a usidlenim v kostni dfeni. Naopak naruSeni téchto vazeb (down-regulace a
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degradace adhezivnich vazeb, desensitizace CXCR4/SDF-1la - viz déle) riznymi
mechanismy umoziiuje opacny proces — tedy mobilizaci HSC do periferni krve.

Pro mobilizaci lze vyuzit n€kolik riznych molekul s riznou kinetikou a riiznou
efektivitou. V souCasné dobé je hlavnim klinicky vyuzivanym mobilizaCnim
preparatem ristovy faktor granulopoezy (G-CSF, filgrastim), a to z dGvodu jeho
dobré efektivity, predvidatelnosti a bezpecnosti. Hemopoetické kmenové bunky
mobilizované G-CSF se pifihojuji diive nez buiky ziskané z kostni dfen¢ nebo
pupecnikové krve, coz vede k rychlejsi rekonstituci periferniho krevniho obrazu,

lymfocytarnich subpopulaci, a k niz§i mortalit¢ spojené s transplantaci.

Centralni role CXCR4/SDF-1a interakce

Chemokin SDF-la (CXCLI12) je produkovan osteoblasty v endostalnim okrsku
kostni dien¢ a stromalnimi bunikami. M4 vyznam nejen pro chemotaxi kmenovych
1 zralych krevnich bunék, ale uplatiiuje se 1 v B- lymfopoeze a myelopoeze. Jeho
receptor CXCR4 (= CD184) je exprimovan tadou tkani, vedle hemopoetickych
kmenovych bunék a endotelii (kostni dfené€) také epitelidlnimi, mozkovymi a
dalSimi bunkami (11, 12). SDF-1la pfedstavuje gradient, ke kterému HSC migruji,

a kterym jsou zachyceny v mikroprosttedi kostni dfen¢ (12). Genetické

vvvvvv

chemotaktickd osa CXCR4/SDF-1q. Transplantace mysich CXCR4™¢™€ HSC do
letalné ozarené mysi vede sice k homingu HSC do kostni diené, ale po nékolika
tydnech dochazi k dramatickému zvySeni poctu cirkulujicich HSC, coZ doklada
nepostradatelnost CXCR4 pro udrzeni HSC v kostni dieni (13). Jiny zvifeci
experiment vyuzil vlozeni sekvence kodujici fluorescenéni protein (GFP) do SDF-
la alely. To umoznilo vizualizaci bunék exprimujicich SDF-la v kostni dieni
fluorescenéni mikroskopii (6). Autoti prokazali, Ze HSC jsou v pfimém kontaktu
s dieniovymi stromalnimi bunikami siln€ exprimujicimi SDF-1a (tzv. CAR bunky =
CXCL12 abundandni retikularni buiiky), viz obrazek 1. Podani protilatky proti
CXCR4 brani u mysi ptihojeni lidskych SCID kmenovych bunék, naopak up-
regulace CXCR4 vede ke zvySené migraci a homingu zprostfedkovanym SDF-1la
(14).

Interakce mezi CXCR4 a jeho ligandem SDF-1a hraje tedy klicovou roli v regulaci
usidleni, migrace a mobilizace HSC v pribcéhu ,,steady state” hemopoezy a pii

mobiliza¢nim podnétu/poranéni (12).

-11 -
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Exprese CXCR4 na hemopoetickych kmenovych bunikach je dynamickd a
regulovana cytokiny a chemokiny. Expozice mobilizovanych CD34+ bunck stem
cell faktoru (SCF), IL-6, hepatocyte growth faktoru (HGF) nebo jejich kombinaci
znamena up-regulaci CXCR4 a zvySenou migracni aktivitu CD34+ bunck. Vlivem
cytokini muize byt intracelularni CXCR4 exprimovan na povrchu pivodné

CXCR4™¢ HSC (14).

Ostatni adhezivni interakce

Pro homing a udrzeni HSC v kostni dieni jsou vedle CXCR4/SDF-la cesty
dilezité jesté dalsi adhezivni interakce. Stromalni buiiky exprimuji VCAM-1, ktery
se vaze na sviyj integrinovy receptor VLA-4 na povrchu HSC. Na mysich modelech
vede zablokovani VCAM-1 nebo jeho receptoru ke zvysenému uvolnéni HSC do
periferni krve (15).

Vazba HSC ke stromdlnim bunkdm je zavisla také na pfitomnosti heparan
sulfatovych proteoglykani v extracelularni matrix, které jsou produkovany
stromalnimi buiikami. Tato vazba je uvolilovana heparanasou a pii pokusech na
transgennich mysich zvysSené¢ exprimujicich heparanasu byl pozorovan zvysSeny
pocet a migracni potencial HSC v periferni krvi (16). Hladiny SDF-1a v kostni
dfeni byly u téchto mysi signifikantné snizené, coz naznacuje urcitou vzajemnou
interakci mezi SDF-1a a heparanasou v procesu bunééné migrace zprosttedkované
heparanasou.

Pohyb HSC je ovlivnén také interakci antigenu CD44 a jeho ligandu — hyaluronové
kyseliny (HA). Homing CD34+ bunék mlze byt blokovan anti- CD44
monoklonélni protilatkou, solubilni hyaluronovou kyselinou nebo plsobenim
hyaluronidasy. CD44/HA interakce mize hrat roli v SDF-la dependentni
transendotelialni migraci (17).

Svoji dulezitou roli pfi homingu a mobilizaci hraje pravdépodobné také antigen
CD26 (DPPIV/dipeptidyl-peptiddiza 1V). CD26/DPPIV je extracelularni
membranové vazand peptiddza exprimovana na CD34+ buiikkach. CD26/DPPIV
$tépi N-konec polypeptidového fetézce se specifickou sekvenci a pii mobilizaci
§tépi chemokin SDF-la na neaktivni formu (18). Inhibice nebo ztrata CD26
aktivity vede k redukci mobilizace stimulované G-CSF a naopak zvySeni
migraéni aktivity k SDF-lo gradientu. U CD26™#™¢ mysi bylo mnozstvi

vyplavenych CD34+ bunék znatelné¢ nizSi nez u wild-type mysi v disledku
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1.2.6.

absence CD26/DPPIV aktivity (19). CD26 je tedy dilezitou komponentou této
cytokinové mobiliza¢ni cesty (20). BohuZel mechanismus, jakym je aktivita
CD26/DPPIV ovliviiovana resp. spousténa ptisobenim G-CSF, neni zcela jasny.
Uplatiluje se vSak i fada jinych antigenil a jejich vazebnych partnert jako tyrosin
kindzovy receptor c-kit/kit ligand, CD62L/CD62, P- a E- selektiny, dalsi integriny
jako LFA-1/ICAM-1 atd.

Nedostatecna mobilizace mtize byt dana poskozenim mikroprostiedi kostni diené
nebo nedostatecnym poctem HSC. Postupy, které podporuji formovani kosti,
mohou zvysit pocet HSC v kostni dfeni a zlepSit vysledek mobilizace. Tento efekt
ma napiiklad parathormon. Parathormon chrani a udrzuje osteoblastické okrsky a
pool HSC pted skodlivym vlivem opakovanych chemoterapii. Studie na pacientech
Spatné¢ mobilizovatelnych G-CSF dokézala zafazenim parathormonu pfi druhém
mobilizaénim pokusu uspésné stimulovat 47 % pacientl a pfi tfetim mobilizaénim

pokusu 40 % pacientd (21).

Nepiima mobilizace pomoci G-CSF

Mobilizace indukovand G-CSF je vicestupiiovy proces, ktery spociva jednak
v naruseni mezibunéénych kontaktd st€penim adhezivnich vazeb a jednak v zasahu
do CXCR4/SDF-1a osy. VétsSina dosud pouzivanych mobiliza¢nich preparati
plsobi uvolnéni HSC neptfimo. Indukuji myeloidni expanzi, aktivaci a degranulaci,
které vedou k uvolnéni neutrofilnich proteaz (neutrofilni elastdza, cathepsin G,
MMP-9) v kostni dieni, kde se proteazy kumuluji a zvySuje se jejich koncentrace.
Tyto proteazy Stépi a inaktivuji nckteré adhezivni vazby jako CXCR4/SDF-1a,
VCAM-1/VLA-4 a umoziuji tak mobilizaci HSC (22). Typickym preparatem je jiz
zminény rastovy faktor granulopoezy (filgrastim, G-CSF), ktery je jiz druhé
desetileti standardnim mobilizacnim cytokinem. Obdobné ale mohou ptisobit i jiné
neutrolily aktivujici cytokiny jako IL-8, GRO-B (vaze se na CXCL2 receptor),
které byly taktéZz v minulosti jako mobiliza¢ni latky testovany. G-CSF indukuje
pfedevs§im akumulaci elastazy a cathepsinu G v kostni dfeni, mobilizace pomoci
interleukinu - 8 je spiSe zdvisla na aktivit¢ matrix metalloproteinazy 9 (MMP-9).
Detaily ukazuje obrazek 3.

Pti¢inou down-regulace SDF-la je pii aplikaci G-CSF vedle proteolytického
plsobeni také sniZeni transkripce SDF-1a ve stromalnich bunkach (23). G-CSF tak

reguluje expresi SDF-1a na Grovni mRNA. Pokusy potvrdily, Ze my$ deficientni na
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1.2.7.

neutrofilni protedzy je stale schopna reagovat mobilizaci HSC na aplikaci G-CSF
(24). Mechanismus je pravdépodobné nepiimy, zprostiedkovany myeloidnimi
buitkami kostni dfen¢. Samotné SDF-1a exprimujici bunky nenesou receptor pro
G-CSF.

Pii stimulaci G-CSF/chemoterapii dochéazi dale k down-regulaci exprese serine-
proteindsovych inhibitor (napf. al-antitrypsin = serpinal), které norméalné¢ mohou
blokovat proteolytickou aktivitu neutrofilni elastazy eventualné cathepsinu G
uvolnénych v kostni dieni. To umoznuje akumulaci protedz v mikroprosttedi kostni
drené (25).

Farmakokineticky je po subkutanni aplikaci filgrastimu dosazeno maximalni
sérové koncentrace béhem 2 — 8 hodin. Nejvyssi hladiny cirkulujicich CD34+
bun¢k je dosazeno za 6 - 12 hodin po injekci pii davee 5 pg/kg (26). Clearance G-
CSF se zvysuje s rostouci leukocytozou v pritbé¢hu stimulace a pro udrZeni ucinné
mobilizaéni hladiny je potieba dalsich davek. P¥i leukocytoze nad 20 x 10°/1 klesa
sérova hladina G-CSF po podani davky 10 pg/kg béhem 12 hodin pod hladinu 10
ng/ml, ktera poskytuje maximalni klonogenni stimulaci prekurzorii in vitro (27).
S ohledem na farmakokinetiku a relativné kratky eliminacni polocas filgrastimu (3
- 4 hodiny) je rozdéleni denni davky do dvou aplikaci efektivnéj$i ve srovnani

s aplikaci stejného mnozstvi v jedné denni davce (28).

Ptima mobilizace (CXCR4)

Pochopeni mechanismi, které se uplatiiuji pii migraci HSC z kostni dfen¢ do
periferni krve v pribéhu mobilizace, bylo ptedpokladem vyvoje novych
mobiliza¢nich latek pfimo zasahujicich HSC. VétSina dosud pouzivanych
mobilizacnich molekul ovlivituje podptrné buiiky (granulocyty, stromalni bunky,
osteoblasty), nikoliv samotné HSC (viz obrazek 3). Idedlnim cilem pro ptfimé
ptusobeni na HSC je chemokinovy receptor CXCR4, ktery je soucasti zdkladni

chemotaktické interakce udrzujici HSC v kostni dfeni, jak ukazuje obrazek:
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Mechanismus ucinku plerixaforu

)\
il
AM031oc/

SDF-1a

V soucasné dobé je k dispozici n€kolik antagonistt CXCR4. Jeden znich —
AMD3100 (plerixafor) — prosel jiz klinickymi studiemi faze II a III provedenymi
na pacientech s NHL a MM 1 na zdravych dércich (29, 30). Po podkozni aplikaci
navozuje rychlou mobilizaci CD34+ bun¢k s maximem za 4 - 9 hodin. Preparat
neni ristovym faktorem. Jde o malou bicyklamovou molekulu, ktera byla ptivodné
vyvinuta jako protivirovy preparat zabranujici vstupu HIV do CD4+ T- lymfocyta
blokaci CXCR4 receptoru (31). Plerixafor se vaze specificky na CXCR4 receptor a
inhibuje SDF-1a indukovanou internalizaci CXCR4. V rdmci testovani molekuly
byla po aplikaci 1éku zjistovana leukocytoza (32), kterd sméfovala dalsi vyzkum
k problematice mobilizace hemopoetickych kmenovych bunék z kostni diené.

Efekt plerixaforu je synergisticky s mobilizaénim potencidlem G-CSF, proto se
k mobilizaci pacientli i zdravych darcti vyuzivd kombinace obou preparatd.
CXCR4 miize byt exprimovan i na povrchu nddorovych buné€k, coz s sebou nese
riziko kontaminace autologniho transplantatu nadorovymi elementy. Na druhou
stranu muZze byt tento efekt vyuzit k modifikaci chemoterapeutickych reziml
v hemato-onkologii. Protoze receptor CXCR4 mize byt pifitomen i na
leukemickych bunkach, zkousi se plerixafor i jako sou¢ast chemoterapeutickych
lécebnych rezimi pro akutni leukémie. Jeho pouziti muze teoreticky zvysit
senzitivitu k chemoterapii mobilizaci leukemickych blasti do periferni krve nebo

narusenim interakce blasti s mikroprostiedim kostni dfen¢, kterd se podili na

-15 -



1.3.

chemorezistenci a odolnosti k chemoterapii indukované apoptoze (33). Plerixafor
mize takto ziskat své misto v rdmci zachrannych protokoll pro 1é¢bu refrakternich

a relabujicich akutnich myeloidnich leukémii.

Ostatni mobiliza¢ni preparaty

Vedle jiz zminénych molekul existuje celd fada dalSich preparatl, které jsou schopné
indukovat mobilizaci HSC do periferni krve (viz tabulka nize). Vyuzivaji riznych
mechanismi ucinku, z tohoto divodu se také jejich efektivita a kinetika odlisuje (34).
Jejich kombinace muze mit aditivni nebo synergisticky efekt a jejich pouziti mize
produkovat transplantaty, mezi kterymi jsou kvantitativni ale i kvalitativni rozdily.
Mobilizace ristovymi faktory a cytokiny nebo anti- integrinovymi protilatkami
vyzaduje pro dosazeni maximalniho efektu zpravidla nékolikadenni aplikaci. Naopak
mobilizace chemokiny nebo antagonisty je rychla a dosahuje maxima v minutach,

maximalné v hodinach.

Ptehled mobiliza¢nich preparati (18, 35, 40)

skupina priklady ¢as do maximalni mobilizace

chemoterapie cyklofosfamid, vepesid 1 —3 tydny

G-CSF, GM-CSF, stem cell
rustové faktory 4 — 6 dni
factor, IL-8, parathormon

protilatky anti-VLA-4, anti-VCAM-1 1 -2 dny

) GROB, CTCE0021, )
chemokiny 15 min - 2 hod
CTCE0214, MIPla

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

Vedle jiz zminovaného plerixaforu zasahujiciho do centralni chemokinové interakce
CXCR4/ SDF-1a se slibnymi jevi n€které dalsi latky jako napt. chemokiny GROB, ¢i
MIP1a, pepdidové analogy CTCE0021/CTCE0214 a dalsi. GROB (,,growth regulated
oncogene-f“, CXCL2) je ligandem chemokinového receptoru CXCR2 a pusobi
synergisticky s G-CSF. CTCE0021 a CTCE0214 jsou peptidové analogy SDF-1a.
Z4dny z uvedenych preparati neni t.¢. zatim testovan v klinickych studiich.

Ukazuje se, Ze transplantaty mobilizované G-CSF a nékterymi novymi molekulami

maji odlisSné vlastnosti ¢i kompozici. Transplantaty ziskané pomoci kombinace G-
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L.5.

CSF a plerixaforu vykazuji vys$i hladinu exprese integrinu VLA-4, 1épe migruji
podle SDF-la gradientu a rychleji se piihojuji (11). Mobilizace pomoci GROP
produkuje HSC se zvySenou schopnosti homingu a engraftmentu, lep$imi
adhezivnimi vlastnostmi a snad i lepSim piezitim (35). Pouziti klasické ,,cytokinové™
cesty a cesty ,.chemokinové“ muze tedy vést k ziskani transplantati s rliznymi

vlastnostmi.

Kvantifikace CD34+ bun¢k

Schopnost kvantifikovat CD34+ bunky je jednim ze zdkladnich piedpokladi
spravného nacasovani leukaferez, posouzeni efektivity mobilizace a kontroly kvality
odebranych transplantatti. VSeobecné pfijatym postupem pro méteni CD34+ bunck
pomoci prutokové cytometrie je tzv. ISHAGE protokol, ktery nabizi vysokou miru
standardizace a minimalizaci mezilaboratorni variability (36). Protokol vyuZzivajici
tiibarevné flowcytometrie umoziluje stanovit jak procentudlni zastoupeni tak
absolutni pocty CD34+ bunék. Pro urceni absolutnich hodnot slouzi bud’ vhodny
kalibrator vlozeny do analyzovaného vzorku (single platform metoda) nebo se pro
vypocet vyuzije koncentrace leukocytli stanovend hematologickym analyzatorem
(double platform metoda). Zaclenéni vhodného vitdlniho barviva (7-amino
actinomycin D, 7-AAD) umoznuje detekovat souCasné ve tietim optickém kanale
zivotnost bunék, kterd je dalsim dulezitym hlediskem pii posuzovani kvality
transplantatu. Pfes vyraznou redukci mezilaboratorni event. intralaboratorni
variability nelze hodnoty zmeéfené rliznymi laboratofemi povaZovat za zcela
ekvivalentni a tuto skutecnost je tieba si uvédomovat pfi vzajemném porovnavani dat.
Zaroven je nezbytné, aby byly vSechny laboratoie zapojené do vhodnych kontrolnich
systémi a kontinualné ovétrovaly presnost a reprodukovatelnost svych méteni (37).
Pro kvantifikaci CD34+ bun€k lze vyuzit i nékteré novéjsi metodiky zaloZené na
principu stanoveni enzymu aldehyddehydrogendzy (ALDH). Hemopoetické kmenové
bunky maji vysoky intracelularni obsah ALDH, ktera je schopna pfeménit vhodny
substrat na fluorescencni produkt stanovitelny pratokovu cytometrii. Produkt se
kumuluje ve vitalnich progenitorech podle miry aktivity ALDH a umoziuje stanovit

nejen procentualni zastoupeni ale soucasné 1 zivotnost HSC.

Mobilizace HPC pro autologni transplantaci (pacienti)
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1.5.1.

Mobiliza¢ni schémata

Cytostatika byla nepochybné prvnimi Iéky, které byly vyuzivany k mobilizaci HSC
v mnozstvi  dostatecném pro  zajisténi  vysoceddvkované chemoterapie.
Chemoterapie vede nejprve k Gtlumu kostni dfené nésledovanému rekonstituci
hematopoezy ze zbylych kmenovych bunck. V ramci této regenerace dochdzi
k mobilizaci HSC do periferni krve.

S nastupem rustovych faktorii granulopoezy se mobilizace zacala provadét aplikaci
cytokini nebo kombinace cytokini a chemoterapie. Nejcastéji pouzivanym
cytokinem k mobilizaci autolognich CD34+ bun¢k je G-CSF, podavany zpravidla
v davce 10 pg/kg/den v jedné nebo dvou dennich davkach po dobu 4 - 6 dni.
Leukaferezy se provadi ode dne +4 nebo +5 do doby nastfddani potfebné davky
krvetvornych kmenovych bunck.

Mobilizace kombinaci chemoterapie a G-CSF zpravidla umoziuje dosdhnout
vys$§ich hladin cirkulujicich progenitorti a ziskat cilovou davku HSC pii mensim
poctu leukaferez. Piiklad nejcastéji pouzivanych mobilizacnich chemoterapii viz

tabulka:

dg. chemoterapie slozeni citace
MM CY1.5-2.0 cyklofosfamid 116
NHL CY az 4.0 cyklofosfamid 116
DHAP dexametazon, cytarabin, cisplatina 129
DexaBEAM  dexametazon, carmustin, etoposid, cytarabin, 128
melphalan
ESHAP etoposid, methylprednisolon, cytarabin, cisplatina 126
HAM cytarabin, mitoxantron 127
ICE ifosfamid, carboplatina, etoposid 125

pozn.: vSechny protokoly v kombinaci s G-CSF

Po stimulaci samotnym G-CSF nebo kombinaci chemoterapie plus G-CSF muze
davku 2 x 10° CD34+ bunk/kg ziskat cca 60 % nebo az 90 % pacientd
s mnohocetnym myelomem respektive cca 30 % nebo vice nez 40 % pacientl
s nehodgkinovskym lymfomem (38). Rychlost pifihojeni i parametry pfeziti po
autologni transplantaci jsou stejné u transplantata ziskanych jak pomoci G-CSF tak
kombinaci chemoterapie plus G-CSF (39). Chemoterapie v mobiliza¢nim schématu
je bohuzel spojena s vys$im rizikem infekénich komplikaci, organové toxicity a

Castéj$i potebou hospitalizace. Kombinac¢ni stimula¢ni rezimy maji vSak své silné
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opravnéni u opakovanych mobilizaci (remobilizaci), kde mulze vét§i intenzita
schématu prolomit neuspéch ptredchoziho mobiliza¢niho pokusu, a také u pacientli
v parcialni remisi onemocnéni, kde mize ptispét k redukci zbylé nadorové masy.
Pacienti, u kterych Ize ocekavat na zaklad¢ prediktivnich faktori standardni prabéh
mobilizace, mohou byt UspéSn€ mobilizovani pouhym G-CSF a nemusi byt
vystaveni chemoterapii nebo podand chemoterapie miize byt méné intenzivni.
Naopak nelze od kombina¢nich stimulacnich rezimi ocekavat spolehlivé
odstranéni eventualni nddorové kontaminace transplantatu. Proto je vhodngjsi, tam
kde je to mozné, indikovat mobilizaci v dobé kompletni remise onemocnéni nebo
vyuzit naptiklad monoklonalnich protilatek k peritransplantacnimu in vivo ¢isténi

transplantatu nebo potransplantacni udrzovaci terapii.

1.6. Mobilizace HPC pro alogenni transplantaci (zdravi darci)

1.6.1.

1.6.2.

Mobiliza¢ni schémata

Pro mobilizaci zdravych darci je standardnim a obecné akceptovanym cytokinem
G-CSF (filgrastim). Jeho efektivita a bezpecnost je provéfena jiz cca patnactiletou
historii pouzivani. Vyuziva se nejen pro mobilizaci ptibuznych darcd, ale je

akceptovan také registry nepfibuznych darcti sdruzenymi do WMDA.

Vztah mobilizace a kompozice transplantatu

Mobilizaéni preparat ovliviiuje bunéénou kompozici transplantatu, coz ma vyznam
zejména u alogennich transplantaci. Produkty perifernich kmenovych bunék
ziskané pomoci G-CSF obsahuji 10 — 50 x vét§i mnozstvi CD3+ bun¢k nez kostni
drfen, coz se projevuje zvySenym rizikem chronické nikoliv vSak akutni 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¢énich komplikaci (1, 40 - 42). Produkty ziskané po
stimulaci perixaforem plus G-CSF vykazuji zvySenou expresi genli asociovanych

s DNA reparaci, anti- apoptotickymi mechanismy a bunéénou motilitou (18, 43).

1.7. Faktory ovlivitujici a predikujici vysledek mobilizace

Nalézt fungujici a pouzitelné faktory, které by umoznily pfedvidat vysledek

mobilizace a prospektivné identifikovat Spatné mobilizovatelné pacienty eventuelné
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1.8.

1.9.

darce, je velmi obtizné. Existuje vyrazna interindividudlni variabilita v odpovédi na
stimulaci. Diivodem mohou byt rizné faktory: snizena myeloidni expanze a aktivace,
snizend produkce protedz, omezeny pool kmenovych bunék v kostni dfeni,
suboptimalni mikroprostredi kostni dien¢ atd.

Je popséna cela fada klinickych a laboratornich prediktivnich faktori: typ a pocet
cyklt predchozi chemoterapie, typ zdkladniho onemocnéni, stav onemocnéni, doba
od posledni chemoterapie do mobilizace, odpovéd’ na uvodni 1écbu, postizeni kostni
dfené, vék, parametry krevniho obrazu apod. (7). Zadny z téchto parametrti viak
neumoziuje spolehlivou predpovéd’ vysledku mobilizace, nicméné jejich kombinace
muze u konkrétniho pacienta napovidat riziko obtizné mobilizace.

Vyuzitim pritokové cytometrie zkouseli néktefi autofi detekovat rozdily v expresi
nékterych adhezivnich molekul (VLA-4, 1-selectin, LFA-1, CD44, PECAM-1 atd.)
na povrchu CD34+ bun¢k mezi dobie a Spatné¢ mobilizujicimi jedinci. Intenzita
exprese VLA-4 (CD49d) a LFA-1 (CD11a) korelovala u zdravych darct s efektivitou

mobilizace dosahujice vySsich hodnot u §patné mobilizovatelnych darct (44).

Spatné mobilizovatelni pacienti a darci (,,poor mobilizers®)

Cast pacientii i darcli nereaguje na podany stimulaéni rezim a nevyplavi dostateéné
mnozstvi CD34+ bungk, které by umoznilo uspésnou aferezu a ziskéni potfebného
transplantdtu. Definice nedostatecné odpovédi na stimulaci je dana zpravidla
nedosazenim urcitého minimalniho poctu CD34+ bunck v periferni krvi (mezi 10 a
20 CD34+ bunck/pl) nebo neschopnosti ziskat minimélni akceptovatelny transplantat
(zpravidla > 2 x 10° CD34+ bunék/kg hmotnosti pifjemce) b&hem maximélniho poétu
vétSinou 5-ti aferez. Zatimco u zdravych darcii se setkdvame se selhanim mobilizace
maximalné u 5- 10 % jedinct (43), u pacientll miiZze tato skupina tvofit 20 - 40 %

mobilizaci v z&vislosti na typu onemocnéni, predchozi 1é€bé atd. (45, 46).

Remobilizace

Pti ziskani nedostatecného transplantatu se lze pokusit o opakovani mobilizace s
vyuzitim jiného mobilizacniho protokolu (remobilizaci) nebo lze spojovat produkty
ziskané z opakovanych mobiliza¢nich pokust. Existuji rizné strategie pro opakované
mobilizace, které zahrnuji zvySeni davky G-CSF, kombinaci s jinym cytokinem (GM-
CSF), kombinaci s chemoterapii, pouziti intenzivnéj$i chemoterapie, odbér kostni

dfen¢ atd. Pouziti standardnich schémat pii opakovanych mobiliza¢nich pokusech
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bohuzel selhava az u 70 — 80 % pacientl (38, 45). Pravé pro Spatné¢ mobilizovatelné

pacienty a darce je vhodné vyuzit nékterou z novych mobiliza¢nich molekul.

1.10. Komplikace mobilizace

Sledovani komplikaci plynoucich z podavéani rlstového faktoru granulopoezy ma

zasadni dilezitost zejména u zdravych darct, ktefi jsou tomuto preparatu vystaveni

zdivodu darovani a nikoliv vlastniho onemocnéni. V piipadé¢ pacientd jsou

komplikace neziidka obtizné¢ odlisitelné od projevi zdkladniho onemocnéni a jeho

kauzalni 1écby a jejich analyza je problematicka a také klinicky méné piinosna.

1.10.1.

1.10.2.

Casné komplikace

Aplikace filgrastimu zdravym darcim je dobie tolerovana a zpravidla spojena
pouze s mirnymi nezddoucimi u¢inky. Hlavnim vedlejSim t¢inkem podavani G-
CSF jsou kostni bolesti vyskytujici se az u 89 % darcli. Méné Casto se objevuji
ostatni obtize jako bolesti svall (49 %), nespavost (48 %), nauzea (26 %),
nechutenstvi (22 %) atd. Vétsinou jde o mirné priznaky (grade 1, CTC NCI), které
jsou zévislé na davce a které jsou omezeny na kratké obdobi stimulace a odeznivaji
obratem (max. do 2 — 4 dni) po vysazeni filgrastimu (31). Laboratorn¢ dochazi
vedle ocekavané leukocytozy k pfechodnému poklesu trombocytd a k jejich
navratu do ptedodbérovych hodnot v pritbé¢hu nékolika tydnti az mésict (47).

2007 bylo hlaseno 9 takovychto zdvaznych komplikaci na 8756 odbérii perifernich
kmenovych bun¢k nebo kostni dfené¢ od nepiibuznych darci, coz odpovidalo méné
nez 0.103 % odbért, tdaje WMDA). Filgrastim navozuje aktivaci koagulace i
endotelu a mtize zvySovat riziko vzniku trombotickych ptihod u predisponovanych
jedincii (48). Popsané piipady cerebro- nebo kardiovaskularnich ptihod, vzniklych
v souvislosti se stimulaci, jsou vSak ojedin€lé. Stejn¢ vyjimecnou komplikaci je

spontanni ruptura sleziny (49).

Pozdni komplikace

Dlouhodobé ucinky filgrastimu nejsou zdaleka tak dobife definované, a prestoze se
preparat v této indikaci pouziva jiz cca 15 let, nejsou stale vylouc¢eny pochybnosti o
jeho mozném vlivu na vznik hematologickych onemocnéni predevsim leukémii.

Tuto komplikaci je tieba aktudlné povazovat pouze za Cisté hypotetickou, protoze
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do soucasné doby nebyla prokazana Z4dna asociace mezi kratkodobou aplikaci G-
CSF zdravym déarcim a eventuelnim zvySenym vyskytem malignich onemocnéni.
Existuji mensi studie s medianem sledovani maximalné 3 roky, které neprokazaly
zvysené riziko vzniku leukémie ¢i jiného nddorového onemocnéni po stimulaci G-
CSF (50, 51). Ojedinélé ptipady darct, u kterych doSlo k rozvoji malignity,
nevybocovaly z ofekavané incidence nddorovych onemocnéni v dospélé populaci
ptislusného veéku. Z¢asti se navic jednalo o piibuzné darce pacientti s leukémii, kde
je riziko vzniku leukémie 2-3 x vys$i ve srovnani s ostatni populaci (52, 53). Vliv

G-CSF na vznik leukémie zlstava tedy spekulativni a dostupnd data se musi

interpretovat uvazlive.

1.11. Komplikace aferezy

Komplikace vzniklé v pribéhu aferez jsou castéjSi u autolognich odbéri nez u
zdravych darct. Vyplyva to zodliSné mobilizace ¢asto obsahujici stimulacni
chemoterapii, predléCeni pacientl, nizSich parametrti krevniho obrazu, castéjsi
nutnosti vyuzit jako Zzilni pfistup centralni zilni katétr atd. Frekvence komplikaci
udavand riznymi autory kolisa v Sirokém rozmezi od 6 % do cca 30 % (10, 31).
Nejcastéji se vyskytuji problémy zplsobené antikoagulaci (citratovad toxicita) a
komplikace ze strany Zilniho ptistupu (dokonce az okluze centralniho Zilniho katétru).
Hematologické komplikace zahrnuji pfechodnou anémii a trombocytopenii vyzadujici
nekdy substitucni terapii. Méné Casto se vyskytuje hypotenze, nauzea, nebo nékteré
dalsi komplikace souvisejici jiz spiSe s eventuelnim pfidruzenym onemocnénim.
Komplikace jsou vétSinou mirné a pouze 0.89 % reakci je klasifikovano jako
zavazné nezadouci reakce (31). Neziidka se objevuji - jako nasledek pripravného
rezimu - také infek¢ni komplikace ¢i febrilni neutropenie v terénu doznivajici
granulocytopenie, pfedchozi imunosuprese, poskozeni ptirozenych bariér, a to azu 16
% pacientt (10).

V piipadé¢ zdravych darci jsou zdvazné nezadouci reakce taktéz relativné vzacné (0.6
%), maji vétSinou akutni charakter a jsou rychle feSitelné. K jejich klasifikaci ve
smyslu zavaznych nezddoucich reakci Casto piispiva pouze nutnost hospitalizace
darce nebo jejiho prodlouzeni. Nejcastéjsimi symptomy jsou: vyraznéjsi citratova
toxicita, trombocytopenie, nauzea a zvraceni, komplikace centralniho zilniho katétru

(hematom, krvaceni), bolesti na hrudi atd. (47).
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Cile disertacni prace

Cilem disertacni prace je studium problematiky mobilizace a odbéru hemopoetickych

kmenovych bunék zperiferni krve. Hlavni zijem se soustiedi pfedevSim na

problematiku prediktivnich faktort efektivity mobilizace u pacientl 1 zdravych darci.

Prace se bude vénovat n¢kolika problémim:

1.

Sledovani pfedmobilizac¢nich a predodbérovych faktorti ze strany pacienta nebo
darce, kter¢é mohou pomoci odhadovat efektivitu stimulace a jeji vysledek.
Posouzeni prediktivniho vyznamu téchto parametrti.

Samostatné zhodnoceni vlivu véku alogenniho darce na efektivitu mobilizace mezi
pfibuznymi i nepfibuznymi darci.

Sledovani kinetiky vyplavovani CD34+ bun¢k do periferni krve po raznych
mobiliza¢nich schématech.

Vyskyt nezadoucich reakei a komplikaci mobilizace pomoci G-CSF a odbéru u
alogennich darci. Zhodnoceni vlivu eventudlnich ptidruzenych onemocnéni darce
na bezpecnost procedury.

Studium zmén hladin nékterych cytokinii a zmén exprese né€kterych adhezivnich
molekul na CD34+ buiikach vyvolanych stimulaci G-CSF u zdravych darct.
Posouzeni vyuzitelnosti téchto parametrt, jejichz vyvoj zrcadli zmény adhezivnich
interakci mezi hemopoetickymi kmenovymi bunkami a mikroprostiedim kostni

diené, jako prediktivnich faktort.
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3.

3.1.

3.1.1.

Metody a soubory pacientii

Pacienti

Analyzovany byly dva soubory pacientl s frekventnimi nadorovymi onemocnénimi
krvetvorby — chronickou lymfatickou leukémii (CLL) a mnohocetnym myelomem
mnohocetného myelomu nebyva ziskdni autologniho transplantitu zpravidla
komplikované. Problematika mobilizace pacientli s chronickou lymfatickou leukémii
po lécbé purinovymi analogy byla v dobé zahdjeni studie nejasnd a nutila nés
k analyze vlastnich zkuSenosti a k jejich porovnani se situaci u jiné hematologické

malignity typicky indikované k vysoceddvkované chemoterapii.

CLL pacienti

Studovéano bylo 56 pacientl s prognosticky nepfiznivou chronickou lymfatickou
leukémii. VSichni pacienti byli 1éceni kombinovanou chemoterapii fludarabin (30
mg/m” 1. — 3. den) a cyklofosfamid (250 mg/m* 1. - 3. den) v prvni linii 1é¢by
v letech 1998 - 2003. Pouze 12 % pacientil bylo kratce predléceno chlorambucilem
(medidn 4 cykly, maximalné 6 cykll). Po dosaZeni kompletni (CR, 16 pacientil)
nebo noduladrni/parcialni remise (nPR/PR, 40 pacientil) podle National Cancer
Institute Working Group kritérii byli pacienti mobilizovani z diivodu planované
konsolidace vysocedavkovanou chemoterapii. Pacienti byli indikovani k mobilizaci
pouze pokud méli ECOG (Eastern Cooperative Oncology Group) skore 0- 2,
normalni jaterni, rendlni a kardidlni funkce a v€k do 70 let. VSichni pacienti
podepsali informovany souhlas se zarazenim do léCebného protokolu schvaleny
lokalni etickou komisi. Detaily jsou uvedeny v tabulce 1. a grafu 1.

Mobilizaéni rezim byl tvofen kombinaci cyklofosfamidu v davce 3 g/m’® a
filgrastimu 10 pg/kg/den (ode dne +1) u 53 pacientll, 3 pacienti byli mobilizovéni
intenzifikovanym rezimem Dexa-BEAM (dexametazon 25 mg 10 dni, BCNU 60
mg/m’, etoposid 75 mg/m” a cytosin arabinosid 200 mg/m” po 4 dny a melphalan
20 mg/m®) plus G-CSF 10 pg/kg/den (ode dne +10). Filgrastim byl aplikovan
podkozné v jedné denni ddvce. Mobilizace byla zahdjena minimalné 2 mésice od
posledni chemoterapie, medidn intervalu mezi poslednim chemoterapeutickym
cyklem a mobilizaci byl 77 dni (rozmezi 35 — 242). Krevni obraz byl denné

analyzovan od dne +7, pii vzestupu leukocytd nad 0.5 x 10%/1 byly stanovovéany
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také CD34+ bunky v periferni krvi. Nafasovani aferez bylo fizeno vzestupem
hladiny CD34+ bun¢k nad 10.0/ul. Cilova davka CD34+ pro provedeni autologni

transplantace byla stanovena na > 2.0 x 10°/kg hmotnosti pacienta.

Mobilizaéni schéma — pacienti s chronickou lymfatickou leukémii nebo mnoho¢etnym myelomem

AFEREZY

§ 848
ol ostmiougkgden  |[[1))]]
e N I 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 mnohoéetny myelom 3 g/m? nebo 5 g/m?
CPA = cyklofosfamid

Leukaferezy byly provedeny na kontinudlnich separatorech krevnich elementt
(COBE Spectra, Caridian BCT). Pfi kazdé afereze byly zpracovany 3 — 4 objemy
krve (primér 17 litrti). Aferézni produkty byly kontrolované kryokonzervovany
v 10 % roztoku dimethylsulfoxidu a uchovany v tekutém dusiku. Sledovani

nezadoucich uc¢inku filgrastimu a aferéz nebylo cilem analyzy.

MM pacienti

Mobilizovano bylo 73 pacientd s mnohocCetnym myelomem po standardni 1é¢bé
protokolem VAD (vincristin, adriamycin, dexametazon), pouze 5 pacientl bylo
kratce ptedléceno alkylacnimi cytostatiky (melphalan, < 6 mésicii u vSech
nemocnych). Pacienti byli 1éCeni v letech 1999 — 2003. Jako mobiliza¢ni protokol
byl pouzit cyklofosfamid (3 g/m® 64 pacientil, 5 g/m® 9 pacientil) a filgrastim v
davce 10 pg/kg/den. Zakladni charakteristiky a parametry odpoveédi na tvodni
1é¢bu jsou uvedeny v tabulce 2.

Hodnoty krevniho obrazu a hladina CD34+ bunék v periferni krvi byly
monitorovany ode dne +7. Aferezy byly zahajovany pii vzestupu CD34+ bunéck
minimalné nad 10.0/ul. Cilem bylo ziskat minimalni davku CD34+ bun¢k > 4.0 x
10°kg hmotnosti pacienta k zajidténi dvou vysocedavkovanych chemoterapii

s autologni transplantaci.
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3.2.

Leukaferezy byly provedeny na kontinudlnich separdtorech krevnich elementii
(COBE Spectra, Caridian BCT). Pti kazdé¢ afereze byly zpracovany 3 — 4 objemy
krve (pramér 17 litri). Aferézni produkty byly kontrolované kryokonzervovany
v 10 % roztoku dimethylsulfoxidu a uchovany v tekutém dusiku. Sledovani

nezadoucich ucinki filgrastimu a aferéz nebylo cilem analyzy.

Zdravi darci

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

Prvni soubor byl tvofen celkem 224 darci, ktefi byli rozdéleni do dvou skupin podle
veéku. Skupina 103 darcti nad 50 let véku (58 muzi, 45 Zen) byla porovnavana se
skupinou 121 mladsich darci < 50 let (86 muzi, 35 Zen). StarSi darci byli piibuzni,
naopak mladsi darci byli vét§inou (69 %) nepfibuzni dobrovolnici z Ceského
narodniho registru darcti diené (CNRDD). Median véku darcti byl 59 (rozmezi 55 —
75) versus 29 (17 — 48) let. Bliz$i charakteristiky darcti sumarizuje tabulka 3.

Darci byli stimulovani filgrastimem v davce 11 pg/kg/den (medidn, rozmezi 9 - 16)
aplikovanym podkozné v jedné nebo dvou dennich davkach. Preparat byl podavan po
dobu 4 az 5-ti dnl, pouze u 5-ti darcti byla aplikace prodlouzena do Sesté¢ho dne.
Cilova davka CD34+ bun¢k byla > 4 x 10%kg hmotnosti pfijemce, minimalni

akceptovatelna davka > 2 x 10%/kg.

Mobilizaéni schéma — alogenni darci AFEREZY

1 1 &
_ swwee []11100]
I I I e e e B

den 0 den +1 den +2 den +3 den +4 den +5 den +6

monitorace CD34+

N
odbér vzorku odbér vzorku
na vysetieni na vysetreni cytokinu a
cytokint adhezivnich molekul
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3.2.1.

PfidruZzend onemocnéni darct byla skorovana podle Charlson Comorbidity Indexu
(54). Frekvence komorbidit byla vys$i mezi starSimi darci (54 %) ve srovnani
s mladsimi (6 %), p<0.0001. Blize ukazuje graf 2. (Fischertiv exaktni test).

Druhy soubor byl tvofen 60 darci (25 ptibuzni, 35 nepiibuzni) s medianem véku 39
(26 — 67) let. Darci byli stimulovani filgrastimem v ddvce 10 pg/kg/den aplikovanym
podkozné v jedné denni davce po dobu 5-ti dni. Aferezy byly zahdjeny v den +5 a
extendovany maximalné¢ do dne +6. Efektivita stimulace byla u tohoto souboru
posuzovana podle hladiny CD34+ bunék vyplavenych do periferni krve, kvalita
aferézniho produktu nebyla sledovana.

VSichni dérci podepsali informovany souhlas pied zahajenim aplikace ristového
faktoru granulopoezy. Klinicky relevantni nezddouci G¢inky filgrastimu a vlastniho
odbéru byly zaznamenavany u vSech darci do klinickych informacnich systému
podle zvyklosti jednotlivych pracovist’ a hodnoceny podle Common Toxicity Criteria
skoére (NCI CTC verze 3.0).

Leukaferezy byly provedeny na kontinualnich separatorech krevnich elementt
(COBE Spectra, Caridian BCT). Jako antikoagulant byl pouzit roztok ACD-A

v poméru 1: 11 — 14 k plné krvi. Detaily jsou uvedeny v tabulce 4.

Stanoveni CD34+ bunék a adhezivnich molekul

Krevni obraz a hladina CD34+ bunék byly u darci stanovovany rano pied kazdou
aferezou. Imunofenotypizace CD34+ bun¢k byla provadéna standardni
vicebarevnou pratokovou cytometrii na cytometru Coulter Epics XLII (software
systém II.). CD34+ buiky 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 CD1la, CXCRA4,
CD44, CD117, CD26, CD49d byly vySetiovany na CD34+ bunkach v den +5
stimulace jakmile byli darci hospitalizovani k odbéru PBSC. Pro vSechny analyzy

bylo pouzité ptimé znaceni a ,,lyse no wash* metoda (lyzace NH4Cl).

Tabulka protilatek pouzitych pro imunofenotypizaci

antigen klon fluorochrom vyrobce
CD34 581 PE Beckman  Coulter, Fullerton,
CD45 J33 FITC Beckman  Coulter, Fullerton,
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3.2.2.

CDl1a MEM-25 FITC Invitrogen, Carlsbad, USA

CXCR4 12G5 PE Invitrogen, Carlsbad, USA
CD44 M7 FITC eBioscience, San Diego, USA
CDI117 95C3 PE Beckman Coulter, Fullerton,
CD26 2A6 FITC Iegigscicence, San Diego, USA
CD49d 9F10 PE eBioscience, San Diego, USA
CD34 581 PC5 Beckman Coulter, Fullerton,
CD45 133 ECD g:ciman Coulter, Fullerton,
7-AAD NA NA g?ciman Coulter, Fullerton,
ALDH NA NA ISI‘[:r?l Cell, Vancouver, Canada

FITC — fluorescein isothiocyanate, PE — phycoerythrin, PC5 - phycoerythrin-cyanin
5, ECD — phycoerythrin + texas red

Stanoveni cytokint

Pro studii byly zvoleny takové analyty, o kterych jsme se na zakladé¢ literarnich dat
domnivali, ze mohou byt ovlivnény procesem mobilizace. Koncentrace cytokinli
(SDF-1a, sSICAM-1, sVCAM-1, MMP-9, IL-6, IL-8, fractalkine, TNFa, VEGF a E-
selectin) byly detekovany pomoci ELISA metod nebo vyuzitim multiplexové
technologie. Vzorky séra a plazmy darcti byly odebirany pred zahdjenim stimulace
(den +0) a pted prvni aferezou (den +5), bezprostitedné¢ zamraZeny na -80 °C a
nasledné testovany do 6-ti meésici od odbéru. Pred analyzou byly vzorky
rozmrazeny pii pokojové teploté a centrifugovany po dobu 2 min pii 10000 g. Ve
vzorcich séra byla stanovena hladina IL-6, IL-8, fractalkine, TNFa, VEGF a ve
vzorcich plazmy hladiny sICAM-1, sVCAM-1, MMP-9, E-selektin pomoci
multiplexové imunoanalyzy vyuzivajici xMAP (LUMINEX) technologii.
K analyze byly vyuzity soupravy Human Cardiovascular Disease Panel 1 a Human
Cytokine Lincoplex kit (Millipore Corporation, Billerica, USA). Pro kazdou
analyzu bylo pouzito 25 pl vzorku, pted analyzou HCVDI panelu byly vzorky
natfedény 1:100. Méteni probéhlo na pfistroji Luminex 100 (Luminex Corporation,
Austin, USA). Ve vzorcich plazmy byla déale stanovena hladina SDF-1a metodou
ELISA soupravou Quantikine Human CXCLI12/SDF-la (R&D Systems,

Minneapolis, USA). VSechna stanoveni byla provedena v dubletu.
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Vypoctené variacni koeficienty (CV %) pro jednotlivé analyty z multiplexové

analyzy vzorkil v dubletu:

sICAM-1 sVCAM-1 MMP-9 IL-6 IL-8 fractalkine TNFa VEGF

CV% CV% CV% CV% CV% CV% CV% CV%
prumeér 6,25 7,13 7,60 11,38 12,28 6,57 10,82 9,58
median 4,55 5,33 6,04 3,85 11,12 0,00 5,22 4,80

Principem multiplexové imunoanalyzy je vazba analytu na protilatku navdzanou na
povrchu barevné kddovanych mikrokulicek. MnozZstvi navazané latky je stanoveno
diky druhé protilatce spojené s fluorescenéni molekulou. Méfeni probihd na
specidlnim pritokovém cytometru, ktery urcuje jednim laserem spektralni kod
kulicky (druh analytu) a druhym laserem mnoZzstvi navdzané druhé protilatky
(kvantitu analytu). Graficky vystup analyzy ukazuje obrazek 6. Koncentrace
jednotlivych analytii jsou vypocéteny na zaklad¢ standardnich kalibra¢nich kiivek
(55).

Na souborech pacientil nebyla tato analyza provadéna, protoze jsou zde k dispozici
jiné prognostické faktory a Ize také ocekavat vyrazné vétsi biologickou variabilitu

analytd danou zakladnim onemocnénim a jeho 1écbou.

3.3. Statistické hodnoceni

Ve vSech skupindch a podskupinach byly stanoveny zakladni statistické
charakteristiky. K popisu distribuce sledovanych proménnych byly vytvofeny
Box&Whisker diagramy. Porovnani proménnych bylo provedeno pomoci
neparametrického medianového testu, dale byl pouzit neparovy T- test, Mann-
Whitney test, chi-kvadrat test a Fischerliv exaktni test. Parova data byla analyzovana
znaménkovym testem. Vztahy mezi proménnymi byly testovany vyuzitim
Spearmanovych korelac¢nich koeficientii, Pearsonovych korela¢nich koeficienti a
vyjadieny graficky linedrni regresi. Kategorické proménné byly popsany
kontingen¢nimi tabulkami a analyzovany pomoci chi-kvadrat testu dobré shody.
Zmény trendii sledovanych proménnych v €ase a jejich porovnani bylo provedeno
Friedmanovou a parametrickou ANOVou. Multivariantni analyza byla zpracovana
pomoci mnohonasobné regrese. Ke statistickému hodnoceni byly pouzity software
CRAN 2.4.0 (freeware), Statistica 98 Edition (StatSoft Inc., Tulsa, USA), GraphPad
Instant software 3.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, USA).
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4. Vysledky

4.1.

4.2.

4.2.1.

Uvod.

Na testovanych souborech jsme posuzovali efektivitu mobilizace, jejiz métitkem byla
maximalni hladina CD34+ bunck vyplavenych do periferni krve a mnoZstvi
progenitorii odebranych pii afereze. Hledali jsme ptedstimulacni a pfedodbérové
klinické a laboratorni parametry, které by mohly korelovat s efektivitou mobilizace, a
které by mohly slouzit jako prediktivni faktory umoziujici odhadovat vysledek celé

procedury u konkrétniho pacienta nebo zdravého darce.

Mobilizace HPC kombinaci chemoterapie a G-CSF u pacientli s CLL

Kinetika parametrti krevniho obrazu a cirkulujicich CD34+ bun¢k

Cely soubor 56 pacienti s chronickou lymfatickou leukémii byl rozdélen do dvou
skupin podle schopnosti dosdhnout minimalni hladiny cirkulujicich CD34+ bun¢k
v periferni krvi (> 10 bunék/ul) a/nebo nastfadat pozadovany autologni transplantat
(> 2.0 x 10%kg CD34+ bun&k). Mobilizaéni procedura byla Gisp&§na u 23 pacientii
(dobfe mobilizovatelni, 41 %), k selhdni stimulace doSlo u 33 pacientl (Spatné
mobilizovatelni, 59 %). Mezi skupinami nebyl rozdil ve véku, pohlavi, stadiu
onemocnéni v dobé diagnozy, dobé od diagnézy do mobilizace a kvalité remise
v dobé mobilizace. Predstimula¢ni parametry krevniho obrazu (leukocyty,
hemoglobin a trombocyty) byly signifikantné vyssi ve skupiné uspésné
mobilizovanych, naopak selhani mobilizace bylo spojeno s niz§imi hodnotami (viz
tabulka 1.).

Maximalni hladina CD34+ bun¢k dosazena v periferni krvi po dobu monitorace —
mezi dny +9 az +12 — byla 25.0/ul u GspéSné mobilizovanych a 3.4/ul u
nonresponderit (mediany, p<0.0001). Pouze u pacientt stimulovanych protokolem
DexaBEAM byl peak CD34+ bunék ptitomen pozdé€ji - vden +16. Kinetika
leukocytli byla v obou porovnavanych skupinach stejnd (p=0.6909, parametricka
repeated ANOVA), zatimco kinetika CD34+ méla jiny priabéh (p<0.0001,
parametrické repeated ANOVA), jak dokladaji grafy 3a.+3b. a 4a.+4b.

Podle Spearmanovy analyzy koreloval pocet CD34+ bun¢k pozitivné s nékterymi
predaferetickymi parametry krevniho obrazu jako jsou trombocyty (p=0.0037,
1=0.40), hemoglobin (p=0.0004, r~=0.47), leukocyty (p=0.0003, r~0.49) a
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4.2.2.

negativné s vékem pacienta (p=0.0156, r,= -0.34). Trombocyty nad 120 x 10°/
byly ptfitomné u 91 % uspésné vs. u 57 % neuspesné mobilizovanych pacientd,
leukocyty nad 5.0 x 10°/1 u 74 % vs. 36 % a hemoglobin nad 130 g/l u 87 % vs. 64
%. Data ukazuji, ze pacienti s dlouhotrvajici pancytopenii po fludarabinu nejsou
schopni mobilizovat dostate¢né mnozstvi hemopoetickych kmenovych bunék.
Pii testovani mnohonéasobnou regresi (,,general linear model®) se jako nezavislé
faktory ovliviiyjici vysledek mobilizace ukdzaly hladina hemoglobinu pied
stimulaci (p=0.0127, Beta=0.31), veék pacienta (p=0.0132, Beta= -0.39) a
piredev§im doba od posledni chemoterapie (p=0.0004, Beta=0.43). Doba mezi
posledni davkou fludarabinu a mobilizaci se ukazala byt dosti zasadni a pro
uspéSnou mobilizaci by neméla byt krat$i nez 2 mésice (pii intervalu < 2 mésice
pouze 8 % uspéSnych mobilizaci, pfi intervalu > 2 mésice 50 % uspésnych
mobilizaci, p=0.0098). Samotny pocet cykli podané standardni chemoterapie
nemél na vysledek mobilizace v naSem souboru vliv. Regresni funkce méla tvar:
Peak CD34+ = -5.46 - 0.055 x vék - 0.021 x doba_od dg + 0.067 x
doba od CHT +0.053 x PLT pted +0.412 x Hb pted - 0.140 x WPB_pied

Aferézni produkt

Spearmanova potadova korelace prokazala silnou zavislost mezi hladinou
cirkulujicich CD34+ bunék v periferni krvi pfed aferezou a vytézkem CD34+
bunék/kg hmotnosti pacienta v aferéznim produktu (p<0.0001, r=0.6509), jak
doklada graf 5. Celkova davka CD34+ bun¢k odebrand u uspésné mobilizovanych
pacientt byla 3.3 x 10%kg (2.15 — 17.4). K ziskani dostate¢ného transplantatu byly
potfeba nejcastéji dvé aferezy (median, rozmezi 1 — 5), které byly provedené ve
dnech +9 az +11 od zahijeni mobilizace. Pouze u pacient stimulovanych
protokolem DexaBEAM se aferezy odehravaly pozdéji (od dne +16).

Hladina cirkulujicich CD34+ bunék v periferni krvi nad 10.0/pl umoziuje
predjimat UspéSnou mobilizaci. Neznamend to ale, ze vSichni pacienti, ktefi
dosahnou této hodnoty, musi ziskat pozadovany transplantat. Jeden z pacientl
v naSem souboru nenastfadal pres vyplaveni uvedeného mnoZzstvi CD34+ bunck
dostatecny St€p z divodu rychlého poklesu hladiny progenitorti v nasledujicich
dnech a nutnosti ukonceni série aferez.

VSichni uspéSné mobilizovani pacienti byli autologné transplantovéani. Jako

conditioning byl pouzit cyklofosfamid v davce 200 mg/kg. Engraftment byl u
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viech pacientd rychly — granulocytd > 0.5 x 10°/1 bylo dosaZeno v den +10 a

trombocytil > 20 x 10°/1 bez potieby substituci v den + 11 (mediany).

Remobilizace

Cast pacientdl (11 pacientll) s CLL jsme po piedchozi nelispé$né mobilizaci
kombinaci cyklofosfamidu a G-CSF remobilizovali samostatnym filgrastimem
podavanym ve vysSich davkadch (20 — 25 pg/kg/den). Medidn intervalu od
predchozi mobilizace byl 7 mésict (3 — 12) a doba od posledni davky fludarabinu
do remobilizace byla 9 mésici (5 — 15). Maximalni hladina CD34+ bunck
v periferni krvi — 8.0/ul — byla dosazena v den +5 (4 — 6). VSechny remobilizace
byly neuspésné. Pouze u 4 pacienti byly zahijeny aferezy, které vedly

k nedostateénym vytézkiim s medianem 0.6 x 10°/kg CD34+ bun&k.

4.3. Mobilizace HPC kombinaci chemoterapie a G-CSF u pacienti s MM

4.3.1.

Kinetika parametrti krevniho obrazu a cirkulujicich CD34+ bun¢k

Soubor 73 pacientli s mnohocetnym myelomem byl opét rozdélen do dvou skupin
podle efektivity mobilizace resp. schopnosti ziskat poZadovanou davku CD34+
bundk (> 4.0 x 10°kg) nezbytnou k zajidténi dvou autolognich transplantaci
jedinou aferezou. Naplnit cilovy pozadavek jednim odbérem se podatilo u 71 %
pacientil (skupina A), zatimco u zbylych 29 % byla potieba vice nez jedna afereza
(medién 2, skupina B), z toho u 4 pacientli byl ziskan pouze jeden transplantat. Ob¢
skupiny byly srovnatelné s ohledem na v&k, pohlavi, stadium onemocnéni v dobé
diagnozy a odpoveéd’ na tivodni chemoterapii. Z parametrti krevniho obrazu pred
mobilizaci byla mezi skupinami hrani¢né odliSnd pouze hladina hemoglobinu
(p=0.0363). Detaily ukazuje tabulka 2.

Vyuzitim Spearmanovy pofadové korelace jsme prokdzali vztah mezi hladinou
hemoglobinu pfed mobilizaci a mnozstvim CD34+ bun¢k v periferni krvi pacienta
v den prvni aferézy (p=0.0159, r;=0.27). Hladina hemoglobinu zaroven negativné
korelovala s potem dni do vzestupu CD34+ bunék v periferni krvi a zahajeni
leukaferez (p=0.0035, r&=-0.32). Pomoci mnohondsobné regrese jsme testovali vliv
pfedmobilizacnich parametri krevniho obrazu, véku a doby od diagnézy na
efektivitu mobilizace (hladinu CD34+ v periferni krvi pfed prvni aferezou).

Zavislost byla pfitomna pouze pro hladinu hemoglobinu (p=0.0118, Beta=0.28).
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Pomoci logistické regrese a kontingencnich tabulek jsme nalezli pro hladinu
hemoglobinu cut- off, které napomaha odlisit hife mobilizovatelné jedince.
Pacienti s hemoglobinem > 108 g/l maji 3.35 x vys$i Sanci na uspéSnou mobilizaci
ve srovnani s pacienty s nizsi vstupni hladinou (p=0.0363, odds ratio 3.35, 95 %
CI: 1.08 — 10.39).

Kinetika CD34+ bun¢k a trombocyti byla odliSna a to zejména na zalatku
monitorovaciho obdobi (den +8 az +10). Hladina CD34+ bunc¢k pted prvni
aferezou byla vyrazn¢ vyssi ve skupiné A — medidn 97.0/ul vs. 28.0/ul (p<0.0001).
Taktéz hladina trombocyti pfed prvni aferezou byla ve skupiné A vyssi s
medianem 71 x 10°/1 vs. 42 x 10°/1 (p=0.0489), s naslednym poklesem vlivem
aferéz a G-CSF.

Aferézni produkt

Mobilizace byla uspé$na u vSech pacienti s mnohocetnym myelomem. 94 %
nemocnych ziskalo dva transplantaty, 6 % nemocnych pouze jeden transplantat,
nebylo konstatovano selhani mobilizace. Aferezy byly ve skupiné A zahdjeny diive
(den +8 vs. den +9) nez ve skupiné B. Dle ofekavani byla také celkovd odebrana
mnozstvi CD34+ bunék vyssi: 9.7 x 10%kg vs. 6.7 x 10°kg hmotnosti pacienta

(mediédny). Blizsi udaje v tabulce 5.

4.4. Mobilizace zdravych darcti pomoci G-CSF

44.1.

Kinetika parametrti krevniho obrazu a cirkulujicich CD34+ bun¢k

Na souboru 224 darct jsme sledovali vyvoj parametrii krevniho obrazu v pribéhu
mobilizace a porovnavali jsme rozdily mezi skupinou starsich (> 50 let) a mladSich
(< 50 let) darcti. Pocty leukocytti mezi dny 4 — 6 byly v obou skupinach obdobné a
dosahovaly maxima v den +5 s medidnem 43.2 x 10/ u star$ich a 41.7 x 10°/1 u
mladSich (ns, neparametricky medidnovy test), jak ukazuje graf 6. CD34+ bunky
vykazovaly v periferni krvi statisticky signifikantni vzestup mezi dny +4 a +5 u
mladsich (p<0.0001) i u starSich darct (p=0.0086, znaménkovy parovy test). Viz
graf 7. Absolutni hodnota CD34+ bunék v den +5 byla vSak u mladych darca témér
dvojndsobnd ve srovndni se starSimi (72.0 vs. 37.0 bunck/pl, p<0.0001,

neparametricky medidnovy test), jak doklada graf 8.
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Analyza celého souboru Spearmanovymi pofadovymi korelacemi prokéazala silnou
zavislost mezi vékem darce a hladinou CD34+ bunck v periferni krvi v den +5
(p<0.0001, r&=-0.40). Pokud byly darci > 50 let a < 50 let analyzovani samostatn¢,
veék jiz dle ptedpokladu nehral v rdmci vice homogennich soubori roli. Detaily
zobrazeny v grafu 9. Pfi univariantni analyze jsme nalezli negativni korelaci véku
(p<0.0001, r&= -0.40) a pozitivni korelaci leukocytd (p<0.0001, r=0.32) a
trombocytl (p<0.0001, r,=0.28) s hladinou CD34+ bunék v periferni krvi v den +5
(Spearmanova poradova korelace). Multivariantni analyza pomoci mnohonasobné
regrese potvrdila nezavisly negativni dopad véku (p<0.001, Beta= -0.36) a
pozitivni dopad hladiny leukocytii v den +5 (p<0.0001, Beta=0.48) na hladinu
CD34+ bunék v periferni krvi pied aferezou. Vysledna funkce méla tvar:

CD34/ul =51.9 + (vek * - 0.998) + (davka C-GSF * - 1.131) + (aplikace * 3.348) +

(WBC den+5 * 1.626) + (PLT den+5 * - 0.009)
Ostatni parametry jako davka filgrastimu, frekvence aplikace nebyly statisticky

vyznamne.

Aferézni produkt

Kvalita odebranych produkti byla sledovana vyuzitim fady kritérii. Hlavnim
parametrem byl obsah CD34+ bunék, dale byly méteny: obsah leukocytii, obsah
CD3+ T-lymfocytt, zivotnost leukocytq, sterilita produktu, ABO krevni skupina,
nepravidelné protilatky v ABO systému, infek¢ni markery (anti-HIV1/2, HBsAg,
anti-HBc, anti-HCV, p24Ag, syfilis).

Medidn poctu aferez nutnych k ziskani pozadovaného transplantatu byl 2 v celém
souboru (1 — 4). Pouze v pfipadé, kdy se nepodafilo nastfadat minimalni
akceptovatelnou davku progenitor, byly aferezy rozsifeny na 3 — 4 procedury. U
starSich darcii bylo castéji nezbytné provést vice nez 1 aferezu (viz graf 10.).
Ziskané vytézky CD34+ bunék byly pfepocitany na kilogram hmotnosti dérce, aby
bylo mozno kompenzovat hmotnostni rozdily mezi darci. Obsah CD34+ bunck
v transplantatu koreloval s hladinou CD34+ bun¢k v periferni krvi pied aferezou
(p<0.0001, Spearmanova potadova korelace), jak doklada graf 11.

Béhem prvni aferezy se podafilo u star§ich darct nastfddat medidn 2.37 (0.49 —
11.56) x 10°kg CD34+ bung&k, zatimco u mladsich bylo dosazeno davky 4.22 (0.51
— 12.79) x 10%kg (p<0.0001, neparametricky medidnovy test). Vysledky aferez

s ohledem na v€k darce jsou uvedeny v tabulce 6. Linearni regrese potvrdila vliv
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véku na vytézek CD34+ bunck (p<0.0001, r= -0.39, Spearmanova poradova
korelace). Udaje dopliiuje graf 12a. + 12b.

39 % mladsich darci nastfadalo cilovou davku CD34+ bunék jednou aferezou,
v ptipadé€ starSich darct postacovala jedina afereza pouze u 9 % darct (p<0.0001).
Naopak 7 % starSich a pouze 0.8 % mladSich darcli nezareagovalo na filgrastim a
bylo u nich konstatovano selhani mobilizace s neschopnosti ziskat alespon
minimalni akceptovatelny transplantat > 2.0 x 10%kg (p=0.0164, chi- kvadrat test).
Medidny hodnot celkovych davek CD34+ bunék vyjadfenych na kilogram
hmotnosti ptijemcii byly 5.26 x 10%kg (0.45 — 15.12) u starsich a 7.66 x 10°/kg
(1.18 — 32.67) u mladsich darcti (p=0.0021, neparametricky medidnovy test), jak
ukazuje graf 13.

Porovnavali jsme také efektivitu odbéru vztazenou k darci (,,donor related
collection efficiency*) vyjadienou jako procento CD34+ bunck odebranych
z celkového mnozstvi CD34+ bunék v periferni krvi darce pied zahdjenim aferezy.
Pouzili jsme vzorec:

obsah CD34+ v produktu

donor related CE (%) =
CD34+/pl v periferni krvi x TBV darce

Efektivita odbéru byla v obou skupinach stejnd 93.6 versus 92.4 % (p=0.52).
Celkova davka T- Ilymfocytd (CD3+ bunék) byla signifikantné vyssi
v transplantatech odebranych od starsich darcti (pramér 2.56 vs. 1.88 x 10'°,
p=0.0051). Vysvétlenim jsou pravdépodobné Castejsi aferezy pii nizs§im zastoupeni
CD34+ bungk a srovnatelné distribuci lymfocytarnich subpopulaci v periferni krvi.
Nasledné¢ byl vytézek CD34+ bunck/kg hmotnosti darce odebrany v den +5
testovan univariantni analyzou a byla zjiStovana zavislost proménnych, které byly
kandidaty prediktivnich faktort. Vytézek negativné koreloval s vékem (p<0.0001,
rs= -0.39) a pozitivn¢ s hodnotami leukocyt (p<0.0001, r=0.30), CD34+ bunéck
(p<0.0001, r=0.80) a trombocyti (p<0.0001, r=0.33) v periferni krvi darce v den
+5 (Spearmanova potfadova korelace). Multivariantni analyza mnohonasobnou
regresi nasledné potvrdila vék (p=0.0392, Beta= -0.12), hladinu CD34+ (p<0.0001,
Beta=0.68) a trombocyti (p=0.0144, Beta=0.14) jako statisticky signifikantné

nezavislé proménné, které spoluurcuji vysledek aferezy. Pocet CD34+ bunck
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4.4.4.

v periferni krvi byl podle ocekdvani nejsiln¢jSim prediktivnim faktorem, ovSem
jeho hodnoty vyznamné souvisely s vékem darce. Vysledna funkce méla tvar:
CD34+/kg/den+5 = 0.581 + (vek * - 0.019) + (davka G-CSF * - 0.008) + (aplikace
*-0.034) + (WBC den+5 * 0.006) + (CD34 den+5 * 0.042) + (PLT den+5 * -
0.006)

Nezadouci tcinky stimulace a aferezy u zdravych darcii

Mobilizace i1 afereza byly u vSech darci dobie tolerovany, neobjevily se zadné
zévazné nezadouci reakce. Vedlejsi ucinky aplikace filgrastimu se vyskytovaly bez
ohledu na vék 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 (medidn toxicity 2 podle
CTC NCI) a fesitelné pomoci neopidtovych analgetik. Pouze u dvou darct si akutni
toxicita filgrastimu vyZzadala redukci davky rtstového faktoru. U jednoho starSiho
darce byl zaznamendn paroxysmus supraventrikuldrni tachykardie a u jiného
piechodné rozkolisdni arteridlni hypertenze. Ob¢ komplikace nevyzadovaly
preruSeni stimulace a byly vyfeSeny béhem kratké doby.

Nezadouci reakce spojené s vlastni aferezou byly Castéjsi u starSich darct (29 %
versus 15 %, p=0.0096, chi-kvadrat test). 64 % téchto reakci u starSich darct se
objevilo u jedincii s komorbiditami. Nejcastéjsi reakce jsou sumarizovany v grafu
14. Hladina trombocytii klesala v diisledku aplikace filgrastimu a zejména vlivem
aferez u viech darcii. Byly pozorovany trombocytopenie pod 100 x 10%/1, a to u 19
% starsich a 2 % mladsich darcii (median 84 x 10°/1, 38 — 93 x 10”/1), oviem bez

jakychkoliv klinickych projevt.

Kinetika cytokint pti G-CSF mobilizaci

Na druhém souboru 60 zdravych darct jsme se zabyvali sledovanim vyvoje hladin
nekterych cytokint a exprese adhezivnich molekul v pribéhu mobilizace.

Hladiny nékterych cytokinii po expozici darcii rastovému faktoru granulopoezy
stoupaly (hladiny vden +5 = den prvni aferezy ve srovnani s hladinami ptfed
mobilizaci): SICAM-1 (p<0.0001), sVCAM-1 (p<0.0001), MMP-9 (p=0.0039), IL-
6 (p=0.0133), TNFa (p<0.0001) a E-selektin (p<0.0001). Hladiny SDF-la
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(p=0.0002) a IL-8 (p=0.0013) se sniZzovaly a hladiny fraktalkinu a VEGF ziistavaly

beze zmény (parovy znaménkovy test). Grafy 15a. — 15d. zobrazuji tyto zmény.

Prediktivni vyznam cytokint

Spearmanovymi pofadovymi 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, rs=0.41) taktéz v den +5. Zarovenn byl nalezen
hrani¢ni negativni vztah mezi hladinou IL-6 v den +0, tedy pfed stimulaci, a
hladinou CD34+ bun¢k v den +5 (p=0.0861, rs= -0.23). Tento analyt bude dale
sledovan na vétsim souboru darci. Priklad uvedeny v grafech 16a. — 16b.

Dale byli darci rozdéleni do dvou skupin podle efektivity mobilizace, tedy podle
hladiny CD34+ bunék v periferni krvi v den +5 podavani filgrastimu. Jako hranice
pro odliSeni dobie a $patné¢ mobilizovatelnych darct byla stanovena hodnota 40.0
CD34+/ul. 78 % darct dosahlo hladin nad tuto hodnotu a 22 % darct pod tuto
hodnotu, tito dérci byli nasledné oznaceni jako Spatné mobilizovatelni. Mezi obéma
skupinami déarci byly Wilcoxonovym testem zjiStény statisticky signifikantni
rozdily v hladinach nékterych analytt: sSICAM-1 v den +0 (p=0.0369) a v den+5
(p=0.0023), sVCAM-1 v den +5 (p=0.0117), IL-8 v den +5 (p=0.0473) a hrani¢ni
rozdil pro IL-6 v den +0 (p=0.0776). Detaily viz tabulka 7. a grafy 17a. — 17b.
Pouzitim kontingenc¢nich tabulek a logistické regrese byly hodnoty SICAM-1 a IL-
6 v den +0 (tedy pied mobilizaci) testovany jako mozné predikatory efektivity a
vysledku stimulace. Hladina sSICAM-1 pod cut- off 100 ng/ml znamenala cca 5 x
vy$si riziko nedostate¢né mobilizace (odds ratio 4.8, p=0.0206, 95 % CI: 1.27 —
18.11). Naopak v ptipad¢ IL-6 znamenaly hladiny nad cut-off 32 pg/ml cca 16 x
vysSsi riziko nedostatecné mobilizace (odds ratio 15.6, p=0.0112, 95 % CI: 1.87 —
130.18).

Sensitivita SICAM-1 jako predikatoru vysledku mobilizace byla ,,pouze” 69 %,
tedy 69 % darct s hodnotou SICAM-1 < 100 ng/ml bude mit pocet CD34+ buné¢k
v den +5 stimulace pod 40.0/ul, specificita markeru je ,,pouze® 70 %, tedy 70 %
darct s SICAM-1 > 100 ng/ml by mélo vyplavit nad 40.0/ul CD34+ bunck. Blize
viz ROC kfivka graf 18. Pro IL-6 byla sensitivita 92 %, tedy 92 % darci s hladinou
IL-5 > 32 pg/ml bude mit pocet CD34+ bunck v den +5 mobilizace pod 40.0/ul,
specificita je pouze 57 %, tedy 57 % darct s hodnotou IL-6 < 32 pg/ml vyplavi nad
40.0/pl CD34+ bungk.
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4.5.

Adhezivni molekuly na CD34+ burnikach

Imunofenotypizace adhezivnich molekul na povrchu CD34+ bun¢k vden +5
mobilizace ukdazala statisticky nevyznamné rozdily v procentudlnim zastoupeni
elementl exprimujicich tyto antigeny mezi skupinami dobfe a Spatné
mobilizovatelnych darc. Pouze u antigenu CDI184 byla patrnd hrani¢né nizsi
exprese ve skupin¢ dobfe mobilizovatelnych darct, jak ukazuje tabulka 8.

Na druhou stranu byl nalezen negativni vztah mezi hladinou CD34+ bunék
v periferni krvi a expresi dvou adhezivnich molekul (v %): CD11a (p=0.0002) a
CD184 (p=0.0075, Spearmanova potadova korelace).

Pro posouzeni event. rozdill v distribuci adhezivnich molekul s ohledem na
efektivitu mobilizace byla testovana také intenzita exprese jednotlivych antigenii
vyjadiena v relativnich jednotkdch (Mnl). V tomto piipad¢ byly znaky CDlla
(p=0.0040) a CD184 (p=0.0418) vyjadieny signifikantn¢ méné na CD34+ buiikach
od dobfe mobilizovatelnych darcl, viz tabulka 9. a obrazek 4. Spearmanova
poradova korelace potvrdila negativni vztah mezi intenzitou exprese znaku CD11a

a hladinou CD34+ bunék v periferni krvi v den +5 (p=0.0050).

Kontrola kvality transplantatu

Ve snaze ovéfit spravnost kvantifikace CD34+ bunc¢k jako jednoho z hlavnich
parametri kontroly kvality transplantatu jsme provedli dva testy, které mély ovéfit
miru variability méfeni v riznych laboratofich resp. transplantacnich centrech a
vzajemnou reprodukovatelnost vysledk.

Nejprve jsme retrospektivné porovnali  vysledky méfeni CD34+ bunék
v transplantatech od nepiibuznych darci, které byly prostfednictvim CNRDD
vyménény mezi nasim transplantatnim centrem a partnerskymi centry v riznych
zemich. Analyzovéano bylo celkem 84 produktii (56 % export, 44 % import). Mediany
procentudlniho zastoupeni CD34+ bunck byly dle naSich méfeni 0,54 % (0,18 —
1,54), dle méfeni partnerskych center 0,46 % (0,10 — 2,06). Rozdily v absolutnich
mnozstvich CD34+ bun&k byly 3,76 (0,31 — 12,21) x 10° vs. 3,87 (0,42 — 13,50) x
10°. Spearmanovymi poradovymi korelacemi bylo prokazano, Ze si vysledky naseho i
partnerskych center odpovidaji jak pro procento CD34+ buné¢k (p<0.0001, r=0.8509)
tak pro jejich mnozstvi CD34+ x 10® (p<0.0001, 1,=0.9434). Dokladaji grafy 19a. —
19b.
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Jako dalsi krok jsme iniciovali provedeni externi kontroly kvality pro stanoveni
CD34+ bunék v ramci ¢eskych transplantacnich center. V prub¢hu roku 2008 jsme ve
dvou kolech rozeslali do 10-ti transplantacnich center kontrolni vzorky stabilizované
mobilizované periferni krve. Vzorky byly zméfeny v kazdé laboratoii standardnim
zpusobem. Nasledné jsme porovnavali mezilaboratorni variabilitu.

Ke zhodnoceni variability jsme vytvofili specifické skore, které vychazi z porovnani
naméfené hodnoty ve zkoumané laboratofi k ,,rozptylu® namétenych hodnot stejného
vzorku mezi vSemi zkoumanymi laboratofemi. Skore ukazuje, zda se hodnota
naméfend v dané konkrétni laboratofi odliSuje (i neodliSuje) od hodnoty naméiené
pravé polovinou ostatnich laboratoii a dokéze tedy porovnat odchylky méteni napfic
laboratofemi. Rozptyl spravnych hodnot zkoumaného parametru je takovy interval,
ktery je naméfen praveé polovinou vSech laboratofi a lezi okolo stiedni hodnoty. Tedy
rozsah ,,spravného méfeni* lezi mezi 25-tym a 75-tym kvantilem. Pokud se naméiena
hodnota dané laboratofe nachazi uvnitt uvedeného intervalu, je méfeni posouzeno
jako ,,spravné“ (skore v intervalu -1 az +1), lezi-li mimo interval, je rozhodnuto o
tom, ze méfeni je ,,odlehlé* (skore mimo interval -1 az +1).

Pfi prvnim kontrolnim cyklu jsme zaznamenali zna¢nou variabilitu méfeni s fadou
odlehlych hodnot. Pfi druhém kontrolnim cyklu byla jiz variabilita méteni podstatné
niz8i a také primérné skore jednotlivych laboratofi (pocitano pro vSechny parametry
— WBC, CD34+ %, CD34+/ul - v daném kontrolnim cyklu) se snizilo z 20,39 na
8,09. Detaily ukazuji grafy 20a. - 20b.

Piestoze kvantifikace CD34+ bunck pritokovou cytometrii je vedle pocitani CFU
stale hlavnim ukazatelem ,,potence* transplantatu, prosazuji se i nové metody detekce
kmenovych bunék. Jednou z téchto metod je stanoveni aktivity enzymu aldehyd-
dehydrogenazy (ALDH). Hemopoetické kmenové buiiky maji intracelularné vysoky
obsah ALDH. Tyto buiky mohou byt detekovany pomoci substratu ALDH, ktery je
enzymaticky preménovan na fluorescencni produkt. Produkt se kumuluje ve
viabilnich bunikach a umoziuje tak méfeni ALDH aktivity a zivotnosti bun¢k na
prutokovém cytometru. V ramci testovani a implementace této metody jsme
analyzovali vzorky z autolognich transplantatt u 50 pacientd s NHL. Pfi souc¢asném
méfeni poctu HSC obéma metodami jsme prokdzali dobrou korelaci stanoveni
progenitori pomoci CD34+ antigenu a ALDH (viz graf 21. a obrazek 5.), bez
statisticky signifikantniho rozdilu hodnot (p<0.0001, r=0.9765).
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5.1.

Diskuse

Efektivita mobilizace je dana predevsim faktory ze strany pacienta eventuelné darce,
mén¢ pak faktory ze strany metody odbéru a kvality pfistroje. Faktory ze strany
pacienta/darce jsou velmi pestré (viz bod. 1.7.). Bohuzel Zadny z nich neni schopen
spolehlivé a samostatné piredpovidat vysledek mobilizacniho pokusu, a proto je tieba

tyto ukazatele vzdy posuzovat komplexné.

Faktory ovliviiujici efektivitu mobilizace u pacientt

Jednim ze zékladnich faktorti ovliviiujicich nebo dokonce znemoziujicich mobilizaci
je typ a mnozstvi predchozich chemoterapii. Neé&kteii autofi definovali pocty
chemoterapii spojené s rizikem nedostate¢né mobilizace. Seggewissova se setkala se
signifikantné niz§im mnozstvim odebranych CD34+ buné¢k u pacientti, ktefi byli pred
mobilizaci 1éceni vice nez 6 cykly chemoterapie (56). Vysledek mobilizace je urcen
také typem chemoterapie podané v rdmci standardni 1é€by malignity. Drake sestavil
skérovaci systém zalozeny na ,,stem cell toxicité™ jednotlivych cytostatik a dolozil, ze
expozice pacienta cytostatikiim s vysokym skore limituje budouci mobilizaci, a ze
pouziti takovychto cytostatik by mélo byt pfed planovanou indikaci k odbéru
autologniho transplantatu minimalizovano (57). Néktera cytostatika jako alkylaéni
latky, purinové analoga prokazateln€ snizuji pravdépodobnost Gspésné mobilizace.
Fludarabin patii mezi zakladni cytostatika pouzivana k lécbé CLL. Cytostatikum je
uvadeéno jako jedna z pficin Spatnych mobilizacnich vysledkl u téchto pacientd (58,
59). V nékterych citovanych souborech vSak byla fada pacientl pfedlécena dal§imi
chemoterapiemi, které mohou negativné ovliviiovat odbér HSC (60). Naopak existuji
prace dokladajici uspé€Snou mobilizaci pacientti 1é€enych pouze fludarabinem ve
srovnani s pacienty 1éGenymi je§té jinymi liniemi chemoterapie (61). Rada autort
potvrzuje, ze piedchozi 1écba fludarabinem nebrani GspéSnému ziskéni autologniho
transplantatu (62). V nasi analyze byla jedinym rizikovym faktorem nedostate¢né
mobilizace doba od posledni davky fludarabinu, interval mensi nez 2 mésice byl
spojen s nedostate€nou mobilizaci. Vliv intervalu od posledni chemoterapie do
mobilizace potvrdili i jini autofi (61, 63). Pravdépodobné je nepiiznivy dopad
cytostatické 1écby na mikroprostiedi kostni dien¢ doc¢asny a dostatecné dlouhé obdobi
bez dalsi toxicity umoziiuje obnovu funkce a mobilizacni kapacity kostni dren¢.

Ostatni sledované parametry — doba od diagnézy, pocet cykli fludarabinu, stav
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5.2.

onemocnéni resp. postizeni kostni dfen¢ pfed mobilizaci — nemély na vysledek
mobilizace vliv. Tato skutecnost mlize byt ovSem modifikovdna tim, ze vSichni
pacienti dostali stejny pocet cyklid fludarabinu (median 4 cykly). Intenzita uvodni
chemoterapie musi byt tedy vyvazena. Na jedné strané by méla umoznit dosazeni
maximalni 1é¢ebné¢ odpovedi, minimalizaci nddorové infiltrace kostni diené a tim
padem ziskdni $tépu bez nadorové kontaminace. Na druhé strané by neméla jeji
toxicita limitovat mobiliza¢ni pokusy.

Vyrazné nepiiznivy efekt na mobilizovatelnost ma radioterapie. Z tohoto divodu je
vhodné zatadit ji az na zavér lécebného planu a provést odbér autologniho
transplantatu jeste pred ozarenim.

Pro odhad vysledku mobilizace 1ze u pacientii vyuzit také parametry krevniho obrazu
pred stimulaci. V nasich souborech jsme nalezli zavislost mezi hodnotami leukocytt,
trombocyti resp. hemoglobinu pfed stimulaci ahladinou CD34+ bun¢k pied
aferezou. Prokazovali jsme také jejich signifikantni rozdily mezi dobife a Spatné
mobilizovatelnymi pacienty. PredevS§im hladina hemoglobinu méla vyznamny
prediktivni charakter, jak u pacientl s mnohocetnym myelomem, tak u pacientl
s CLL. Jednozna¢né hranice nelze z nasi prace stanovit, nicméné hladina > cca 110
g/l byla spojena s vyssi pravdépodobnosti uspésné mobilizace. Naopak dlouhodoba
pancytopenie indikovala vysoké riziko selhdni mobilizace zejména po standardnich

stimulaénich protokolech zalozenych na cyklofosfamidu.

Faktory ovliviiujici efektivitu mobilizace u dérct

Informaci o faktorech, které spoluurcuji vysledek mobilizace u zdravych darct, neni
mnoho. Diskutuje se vliv véku darce, pohlavi, davky a zptsobu aplikace rtstového
faktoru atd. Nékteti autofi prokdzali vyssi efektivitu G-CSF pii jeho aplikaci ve dvou
dennich davkéach. Kroger ve své crossover studii zaznamenal u déarct signifikantni
nartst hladiny CD34+ bunck po ¢tvrté davce filgrastimu rozdélené do dvou dennich
davek (64). Tento zpusob podavani je vSak pro darce méné pohodlny a vzhledem
k tomu, Ze by aplikace méla byt vzdy v rukou zdravotnika, i obtizn¢ realizovatelny.
Mnozstvi CD34+ bunck je ovliviiovano samoziejmé i davkou filgrastimu. Davky ~
10 pg/kg/den nebo vyssi jsou efektivnéjsi nez davky kolem 5 pg/kg/den (65, 66, 67).
V soucasné dobé je standardnim a vSeobecné akceptovanym davkovanim 10
png/kg/den, vyssi davky se nedoporucuji pro vyrazny narust projevi akutni toxicity

filgrastimu a jsou opodstatnéné pouze v ojedinélych ptipadech obtizné
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mobilizovatelnych darcli. V naSem souboru jsme zavislost vysledku mobilizace na
rezimu davkovani ani na davce filgrastimu nepozorovali, davkovani se vSak
pohybovalo v relativné tizkém rozmezi (9 — 16 pg/kg/den). Mensi vytézky CD34+
bunck, uvadéné pii odbéru Zen v porovnani s muzi (67, 68), souvisi s niz§i hmotnosti
a celkovym objemem krve i kostni hmoty u zen. Po odstranéni hmotnostnich rozdili
vyjaddienim vytézku na kg hmotnosti darce nebo litr TBV byly v naSem souboru
vytézky srovnatelné bez ohledu na pohlavi, podobné jako u jinych autorti (69).

Pii hodnoceni laboratornich dat lze u zdravych darct také vysledovat vztah hladiny
mobilizovanych CD34+ bun¢k k nékterym parametrim krevniho obrazu. Hodnota
leukocytl event. trombocytl pred stimulaci koreluje v n€kterych pracich s hodnotou
cirkulujich progenitor (67, 69). NaSe multicentrickd data tuto analyzu bohuzel
neumoznila.

Hladina CD34+ buné¢k ovSem korelovala u naSich darct pozitivné predodbérovymi
hladinami leukocytii s trombocytii. Tuto zadvislost potvrdili 1 jini autoii (70). Ptes
tento vztah mezi hladinou leukocyti 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 darct, u kterych doslo k selhdni mobilizace, se pohyboval od 0.8 % do 7.0 %
v zé&vislosti na v€ku. Stuart ve své studii - na souboru darct s medidnem veku 38 let -
oznacil 2 % darct jako neschopné ziskat minimalni $tép (68). Lze predpokladat ze
s rostoucim vékem se podil obtizné¢ mobilizovatelnych darcti zvysSuje a roste riziko

ziskani suboptimalniho transplantatu (bliZze viz. bod 5.3.).

Vliv véku darce na efektivitu mobilizace

Veék pacientii indikovanych k alogenni transplantaci hemopoetickych kmenovych
bun¢k se v poslednich letech zvysil. Diky dostupnosti nemyeloablativni
predtransplantacni pfipravy a zlepSeni podptrné 1€cby mize byt transplantacni postup
nabidnut i star§$im nemocnym. Indikace zahrnuji nejen akutni leukémie, ale také
chronicka maligni onemocnéni jako lymfomy, chronickou lymfatickou leukémii
eventualné mnohocetny myelom. Vysledky této 1écby jsou velmi povzbudivé a
dosahuji vice nez 50 % dvouletého preziti u akutni myeloidni leukémie (71, 72) a
ptes 70 % dlouhodobého pieziti u chronické lymfatické leukémie (73).

Lécba hemato-onkologickych nemocnych vyssiho véku s sebou nese potiebu odbéru
hemopoetickych kmenovych bun¢k od starSich ptibuznych darcii. Odbéry perifernich

kmenovych bunék od starSich jedincli jsou spojeny s nékterymi specifickymi
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problémy. Rada autori povazuje vy3si vék darce za duleZity rizikovy faktor
ovlivitujici resp. limitujici efektivitu mobilizace (67, 69, 74 - 76), jini autofi tuto
skutecnost nepotvrzuji (77 - 80). Vypovédni hodnota nékterych téchto studii je ovSem
omezena pro nedostatecnou velikost soubort a relativné nizky vék darct (s medianem
pod 50 let).

Odpovéd’ zdravého jedince na G-CSF je velmi variabilni a $patné mobilizovatelni
darci se nachézeji ve vSech vékovych skupinach. Né&kteti znich nejsou schopni
nastiadat minimalni davku - 2 x 10%kg CD34+ bun&k na kg hmotnosti piijemce -
doporucovanou pro alogenni transplantaci. V nasem souboru byla frekvence selhani
mobilizace 7 % u starSich a 0.8 % u mladSich darcti. Vék darce negativné koreloval
s mnozstvim CD34+ bunék ve stimulované periferni krvi 1 v aferéznim produktu.
V ramci jednotlivych v€kovych skupin, analyzovanych oddélené, vsak tento vztah jiz
nebyl dle ocekavani statisticky vyznamny. Také podle jinych praci je ve vékové
skupiné¢ pod 50 let riziko nedostate¢né mobilizace méné pravdépodobné (68).

Pti odbérech zdravych darct je vzdy nasi snahou ziskat optimalni transplantat,
zaroven vSak minimalizovat rizika a nepohodli darce, omezit co nejvice dobu
podavani a ddvku G-CSF a pocet aferez. Idedlni by byla moznost ptedjimat vysledek
stimulace, pfedem identifikovat darce se suboptiméalni odpovédi na G-CSF a
reagovat na tuto skute¢nost Upravou stimula¢niho rezimu: zvySenim davky G-CSF
nebo v budoucnu pouzitim nekteré nové stimulacni molekuly — napt. plerixaforu.
Bohuzel zadny universalni prediktivni faktor neni k dispozici, nicméné specificka
skupina darct jako jsou star§i lidé muize s sebou nést zvySené riziko nedostatecné
mobilizace.

Vék darce je jednim non-HLA faktor ovliviiujicich vysledek transplantace. Proces
vyhleddvani darce by mél zahrnovat jak optiméalni HLA shodu tak ostatni non-HLA
faktory véetn¢ véku. Ukazuje se, Ze dlouhodobé preziti po nepiibuzenecké alogenni
transplantaci s mladym pIné HLA kompatibilnim darcem je minimalné stejné jako pfi
pouziti star§iho ptibuzného dérce (81). Vyuziti mladého neptibuzného darce muze
dokonce dle nékterych praci snizit riziko GVHD a zlepsit vysledek transplantace (81,
82). Typ darce se jiz nezda byt pro alogenni transplantace starych pacientll zdsadnim
prognostickym faktorem (83, 84). Hlavni vliv na vysledek 1écby ma v dobé¢ HLA
typizace vyuzivajici vysokého rozliSeni nikoliv v€k darce, ale jiné prognostické
faktory jako cytogenetika, stav onemocnéni atd. Samoziejmé vyhledavani
nepiibuzného darce neni vzdy mozné nebo efektivni a starsi ptibuzny genoidenticky
sourozenec zlstava Casto jedinym dostupnym darcem. Pfesto by search k ovéreni
dostupnosti neptibuzného darce mél byt zvazovan, zejména u pacientl s frekventnimi

HLA fenotypy.
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Vliv véku se jako jeden zptedmobilizacnich faktorli uplatituje i u pacienti.
Neexistuje sice zddna veékova hranice, za niz by nebylo mozné uspésny odbér provést,
nicméné s vékem se dle fady praci mnozstvi ziskatelnych CD34+ bun¢k snizuje (85).
Také my jsme pozorovali negativni korelaci v€ku s hladinou CD34+ bun¢k u

pacienti s CLL.

Kinetika CD34+ bun¢k pii mobilizaci

MozZnost stanoveni optimalniho okamziku pro odbér hemopoetickych kmenovych
bun¢k z periferni krve pfinasi fadu logistickych i ekonomickych vyhod. BohuZzel u
pacientii s hematologickymi malignitami se mtze kinetika CD34+ bun¢k znac¢né¢ lisit
v zavislosti na fadé¢ proménnych. Kinetika hladin CD34+ v periferni krvi je dana
pfedevs§im pouzitym stimula¢nim rezimem, tedy hlavné typem zvolené chemoterapie,
kterd se kombinuje s G-CSF. Pfi pouziti mén¢ intenzivnich protokoli, zalozenych na
rtizné davkovaném cyklofosfamidu (1. 5 — 7.0 g/m?), nastava prvni afereza jiz cca od
dne +9, zatimco u intenzivnéjSich protokoli (DexaBEAM, HAM apod.) je tieba
s odbérem pocitat aZ po dni +14. U vyrazné predléenych nemocnych se miZe peak
CD34+ bungk v periferni krvi jesté dale posouvat (56). Maximalnich hladin CD34+
bun¢k v nasich souborech pacienti mobilizovanych kombinaci cyklofosfamid plus G-
CSF bylo v periferni krvi dosahovano ve dnech 9 — 12.

Z téchto divodi je jedinou cestou individudlni urceni optimdlniho dne odbéru
zalozené na denni monitoraci krevniho obrazu a CD34+ bunck, namisto pevné
stanovené¢ho dne ocekdvané efektivni mobilizace pro dany stimulacni rezim.

Zdravi dérci dosahuji pfi mobilizaci pomoci G-CSF maximalni hladiny leukocyt
v den +6 a maximdlni hladiny CD34+ bun¢k v den +5 eventudlné +6 (65, 66, 86).
Podobna kinetika vyplyva i1 z nasi pfedchozi analyzy (76). K maximéalnimu vzestupu
hladiny CD34+ bun¢k dochazelo mezi dny +4 a +5. Optimalni nacasovani prvni
aferery je na den +5, pfi potfebé dvou aferez nasleduje dalsi odbér v den +6, kdy je

hladina CD34+ bungk sice niZsi nez v den +5, ale stale prevySuje hodnoty ze dne +4.

Nezadouci G€inky mobilizace G-CSF a aferezy

Pti odbéru zdravych darcii — piibuznych i neptibuznych — je prioritou Cislo jedna
ochrana zdravi darce a minimalizace rizika komplikaci plynoucich z darovani. Na
rozdil od pacientii, kde jsou procedury souvisejici s odbérem autolognich HSC
jednim z mnoha rizik vyplyvajicich ze zékladniho onemocnéni a jeho 1écby,

podstupuje zdravy darce v souvislosti s darovanim zdravotnické vykony, které sam
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nepotiebuje. Proto je na prevenci a monitorovani eventualnich nezadoucich ucinkt
darovani kladen mimotadny diraz.

Mirnou akutni toxicitu G-CSF (grade 1 dle CTC NCI), ktera se projevuje predevsim
bolestmi kosti a svalli a unavou, udava az 80 % darcl/pacientd (47). V naSem
souboru byla aplikace G-CSF spojena s akceptovatelnou akutni toxicitou, kterd se
vyskytovala ve stejné mife v obou skupindch — starSich i mladSich — darct (40 — 50
%). Komplikace aferezy jsme zaznamenali Castéji (starsi darci 29 %, mladsi darci 15
%) v porovnani s jinymi pracemi (7 %), nicméné tento rozdil mize byt dan odliSnym
vyhodnocovéanim citratové toxicity jako jedné zhlavnich komplikaci (31).
Kazdopadné pouze 1 % komplikaci bylo hodnoceno jako zavazné, coZ odpovida
literarnim udajim i datim z registrti darca (31, 87).

Nezadouci reakce spojené s mobilizaci a odbérem CD34+ bunék jsou zpravidla
porovnavany s rizikem odbéru kostni diené. Afereza se jevi jako méné invazivni
v porovnani s aspiraci kostni dfen¢ a celkovou anestézii. Je ovSem potieba skute¢né
podrobné¢ zhodnotit zdravotni stav darce v pribéhu procesu posuzovani jeho
zdravotni zpisobilosti a dle potfeby rozsifit standardni vySetfovaci postup o dalsi
metody a testy, které si vyzddd zhodnoceni anamnézy darce resp. jeho dalsi
ptidruzené choroby. Filgrastim miiZe napiiklad interferovat s koagulacnimi funkcemi
a potencionaln¢ stimulovat vyskyt trombotickych a vaskularnich pifihod (88), coz si
musime uvédomit zejména u darct s projevy aterosklerozy.

Zvlastni skupinou darct z hlediska moznych komplikaci spojenych s odbérem jsou
star$i darci. Tito jedinci maji riznd pifidruZzend onemocnéni, ktera mohou sniZzovat
jejich toleranci mobilizace i odbéru. Existuji prace dokladajici bezpecnost odbéru
CD34+ bun¢k u darcti nad 60 let véku véetné téch, ktefi maji n¢jaké komorbidity
(89). Rozsahleji vSak tato problematika nebyla dosud studovana. Otdzkou je nejen,
zda jsou tito darci dostate¢né efektivni k ziskani uspokojivého transplantétu, ale také,
zda jsou dostatecné zdravi, aby mohli podstoupit odbér bez zdravotnich nasledk a to
bez ohledu na jejich pfidruzend onemocnéni ? Je vibec rozumné a bezpecné zadat
tyto silné¢ motivované¢ darce o darovani ? Nebo je spravnéjSim feSenim hledat
mladého neptibuzného darce ? Nase zkuSenost potvrzuje, Ze star$i jedinci mohou byt
vyuziti jako darci krvetvornych bunék pro alogenni transplantaci. Mohou podstoupit
darovani s relativné nizkym rizikem bez ohledu na jejich komorbidity. OvSem u
vSech starSich darcii by méla byt posouzena nejen jejich legislativou pozadovana

zpusobilost, ale dikladné také jejich fakticka tnosnost k odbéru.
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Nezéadouci reakce a komplikace u pacientt stimulovanych kombinaci chemoterapie a
rustového faktoru granulopoezy jsou pochopitelné vyrazné frekventnéjsi a pestiejsi a
vyplyvaji z myelotoxicity stimulaéni chemoterapie, prechodné pancytopenie i
zékladniho onemocnéni a jeho piedchozi 1éCby. Jejich porovnani je pii pestrosti

stimula¢nich rezimu obtizné a ani literatura je komplexné neuvadi.

Pozdni Gi¢inky mobilizace G-CSF u zdravych darci

Zvlastni kapitolou je problematika hypotetického dlouhodobého efektu filgrastimu u
zdravych darct a sice jeho mozné asociace s leukemogenezi a vyvojem maligniho
onemocnéni (leukémie) u darce. Riziko se doposud nepodafilo prokédzat a
k zodpovézeni této otazky je tieba vyuzit data zregistrG darct, které koncentruji
velké mnozstvi darct resp. odbérii a dlouhodobé je sleduji.

Nejveétsi americky registr darch (NMDP) informoval o souboru cca 4000 darct
sledovanych minimalné rok po odbéru (pouze 897 darch déle nez 4 roky), mezi
kterymi se vyskytlo 20 ptipadi nddorovych onemocnéni riznych organti. Neobjevila
se zadnd hematologickd malignita (90). Némecky registr darci (DKMS) pfi
vyhodnoceni skupiny cca 7000 darcii odebranych po stimulaci G-CSF nezjistil
zvySeny vyskyt malignit (91). Také EBMT nenalezla pii retrospektivnim
vyhodnoceni dat alogennich darcti odebranych v letech 1990 az 2003 rozdily ve
vyskytu hematologickych malignit mezi darci kostni dfen¢ a perifernich kmenovych
bun¢k (92).

Zkugenosti Ceského narodniho registru darcti dfené (CNRDD) a Hematologicko-
onkologického oddéleni FN Plzenn odpovidaji citovanym tudajim. Z celkového poctu
250 mobilizovanych alogennich darci byl vznik néadorového onemocnéni
zaznamenan pouze u tii pfibuznych darct (ca plic, NHL, AML). 80 % darct bylo
sledovano minimalné po dobu jednoho roku (93).

Pii pouziti dat z registri s velkymi pocty darcti 1ze konstatovat, Ze po aplikaci G-CSF
nedochazi ke zméné vyskytu naddorovych onemocnéni, nebot” mnozstvi uvadénych
malignit odpovidéd ocekavané incidenci v dospélé populaci a nelisi se signifikantné od
vyskytu mezi jedinci, ktefi nebyli G-CSF exponovani.

Nedostatkem vétSiny studii (z jednoho centra i registri darcil) je omezend doba
sledovani, kterd ziidka vyrazngji ptresahuje jeden rok. Tim se snizuje vypovédni
hodnota dat i pies velké pocty sledovanych jedincii v téchto souborech. Doba

sledovani je krat§i nez doba potiebnd ke vzniku maligniho onemocnéni a pfi
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extrémné nizkém riziku musi byt darci sledovani fadu let, aby mohlo byt eventudlni
zvySené riziko vzniku leukémie prokazano. K posouzeni rizika by bylo potieba
sledovat vice nez 2000 darct po dobu minimalné¢ 10 let, aby bylo mozno detekovat
desetindsobné zvyseni rizika vzniku leukémie po podani G-CSF. Detekce mensiho
rizika, které predpoklddame, by vyzadovala samoziejmé véEtsi soubory (94).
Dosavadni data tedy mohou byt nepfesna. Situaci ztézuje také fakt, ze dlouhodoby
kontakt s darci je Casto z rznych divodi problematicky. Obecné jsou pro detekci
takto malého rizika vzniku nadorového onemocnéni potieba velké soubory darct a

kvalitni data z registrii tak piedstavuji jedinou alternativu.

Prediktivni vyznam cytokint

Mechanismy a regulace homingu a uvoliiovani hemopoetickych kmenovych bun¢k
do- a z kostni diené, které zahrnuji komplex interakci mezi adhezivnimi molekulami,
chemokiny, cytokiny, proteolytickymi enzymy, stromalnimi, endotelidlnimi a
hemopoetickymi buitkami, nejsou dosud zcela prostudované. Jejich odhaleni nam
pomaha pochopit, pro¢ nékteti jedinci mobilizuji dostate¢nd mnozstvi CD34+ bunck
a jini nikoliv, a davd nam moZnost hledat nové cesty a nové postupy umoziujici
zvysit efektivitu mobilizace.

Mobilizace HSC je spojena se zménou hladiny fady cytokini, chemokint, eventualné
solubilnich adhezivnich molekul. Vlivem G-CSF stoupa hladina MMP-9, IL-6,
sVCAM-1, sICAM-1, klesé hladina SDF-1a, jiné analyty jako TNF-a zlstavaji beze
zmény (95 - 98). Podobnou dynamiku mély tyto analyty i v nasi analyze, pouze TNF-
a mél tendenci k vzestupu. MMP-9 se pfi mobilizaci kumuluje v kostni dieni i1
plazmé. Solubilni adhezivni molekuly (sVCAM-1, sICAM-1) jsou odstépovany
z povrchu stromdlnich bunék a nésledné se zvysuje jejich hladina v periferni krvi. G-
CSF dale snizuje sekreci a koncentraci SDF-1a v kostni dieni (99, 100) a velikost
tohoto poklesu odpovidéa rozsahu HSC mobilizace (23).

Dosquetovd nalezla u pacienti s mnohocCetnym myelomem stimulovanych
chemoterapii plus G-CSF vztah mezi hladinou CD34+ bun¢k a sVCAM-1 v den
aferezy (101). Nas soubor potvrdil tuto pozitivni zavislost a zaroveil ukazal negativni
korelaci platnou pro IL-6.

IL-8 se spolupodili na spousténi migrace HSC z kostni dfené do periferni cirkulace.
Podle Watanabeho hladina IL-8 stoupa plsobenim G-CSF a odpovida mnozZstvi

CD34+ bunék v periferni krvi (102). Tuto zéavislost ovSem jini autofi nepotvrzuji
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(101). V naSem souboru IL-8 dokonce klesal (a jeho hladina byla signifikantné nizsi u
obtizné¢ mobilizovatelnych darcli) a informace o jeho dynamice jsou tedy znacné
kontroverzni. Rozdilné zavéry mohou byt také ovlivnény volbou vstupniho materialu
pro multiplexovou analyzu. V naSich korela¢nich experimentech jsme pro IL-8
prokazali vyznamné vyssi koncentrace IL-8 v séru ve srovnani s EDTA plazmou
(sérum/plazma index 7.66), viz graf 22.

Hladiny uvedenych analyti se 1iSi také mezi skupinami dobife a obtizné
mobilizovatelnych darci. Tuto zavislost jsme nalezli vden +5 pro sICAM-I,
sVCAM-1, IL-8 a pfedevSim 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 %
pravdépodobnosti Spatné¢ mobilizovatelné darce jesté pred zahdjenim podavani G-
CSF a celého procesu darovani. Méfeni hladin téchto analyti muze slouzit
k prospektivni identifikaci darcii nebo pacientdi, ktefi se pravdépodobné budou
obtizn¢ mobilizovat (zejména v kombinaci s vy$§im vékem darce), a umoznit tak
rozhodnuti o volbé vhodnéjsiho mobiliza¢niho protokolu — vyssi davka filgrastimu,

kombinace cytokint, nové mobiliza¢ni molekuly atd.

Prediktivni vyznam adhezivnich molekul

Adhezivni molekuly na povrchu CD34+ bunck se Ui¢astni procesu mobilizace HSC.
Mobilizace vyvoland G-CSF vede ke zméndm exprese nékterych téchto antigend.
Mobilizace je spojena s down-regulaci CD44, CD49d (VLA-4), CD184 (CXCR4) na
CD34+ bunkach v kostni dfeni ve srovnani se stavem pred mobilizaci a jejich
uvolnénim z kostni diené do periferni krve (103). Exprese CD49d a CD11a (LFA-1)
na CD34+ buikach kostni dfen¢ se snizuje po jejich mobilizaci do periferni krve
resp. aferézniho produktu (103, 104 - 106). Také exprese CD184 je vlivem G-CSF na
cirkulujicich progenitorech redukovana (10, 107). Intenzita exprese adhezivnich
molekul CD11la, CD49d i CD62L pied- a po aplikaci G-CSF zdravym déarcim je
vyznamné omezena (108).

Neékteré prace prokazuji negativni  korelaci exprese CD49d s mnozstvim
mobilizovanych CD34+ bunék (109). Nase data tuto skutecnost nepotvrzuji, nicméné
snizenou expresi na CD34+ builkkdch dobie mobilizovatelnych déarci jsme
zaznamenali u antigend CD184 a CD11a.

Rada praci tedy prokazuje inverzni vztah mezi expresi adhezivnich molekul na

CD34+ buiikdch a kvalitou mobilizace. SniZeni exprese téchto antigenli na

- 48 -



5.9.

mobilizovanych CD34+ bunikach odpovidd snizené adhezi k dfefiovému stromatu.
HSC dobfe mobilizovatelnych darct exprimuji méné intenzivné tyto molekuly
(predevsim CD49d, CD184) nez je tomu u $patné mobilizovatelnych jedincti. Nase
vysledky dokladaji negativni korelaci pro CD184 a CD11a, nikoliv v§ak pro CD49d.
Bohuzel Zadny z téchto parametri neumoznuje samostatné dostateéné spolehlivou

predikci vysledku mobilizace.

Remobilizace

Pacienti, u kterych selhala mobilizace a pro které je vysocedavkovana chemoterapie
optimalni 1é¢ebnou modalitou, mohou byt indikovani k dal§im mobiliza¢nim
pokustim. Zasadnimi otazkami pii jejich planovani je =zvoleni vhodného
mobilizatniho rezimu a také nacasovani remobilizace. Opakovani stejného
mobiliza¢niho schématu vétSinou nevede k uspéchu. Neékteti pacienti mobilizovani
kombinaci chemoterapie plus filgrastim mohou byt uspésné remobilizovani pouze
rustovym faktorem (110), nejlépe ve vyssich davkach (az 20 — 30 pg/kg), nebot’ u
pacientll i zdravych darct je prokdzana zavislost ziskané davky CD34+ bunék na
davce G-CSF (111, 112). NaSe limitovand zkuSenost sremobilizaci pomoci
vysocedavkovaného G-CSF u 11 $patné mobilizovatelnych pacientit s chronickou
lymfatickou leukémii bohuzel ukézala malou efektivitu tohoto postupu - u zddného
nemocného se nepodafilo ziskat dostateCny transplantat. Pri¢inou je pravdépodobné
predléceni fludarabinem, které brani UspéSné mobilizaci G-CSF bez ohledu na
ziskat minimalni §t&p (> 2 x 10°kg) maximéln& u 10 — 20 % pacientii s CLL (113,
114).

Kombinované chemoterapie jako DexaBEAM, IVE, HAM atd. mohou byt feSenim
pro ¢ast Spatn¢ mobilizovatelnych pacientt. Jejich pouziti nabizi u refrakternich ¢i
relabujicich lymfomu cca 90 % Sanci na optimalni mobilizaci ve srovnani s cca 70 %
pravdépodobnosti u ,klasického* mobiliza¢niho cytostatika tedy cyklofosfamidu a
ziskand mnozstvi CD34+ bun€k jsou az dvojnasobné vyssi (115, 116). Tyto
protokoly jsou ovSem vyrazné¢ myelosupresivni a je tfeba pocitat s prodlouzenou
kinetikou mobilizace, s vy$§im vyskytem infek¢nich komplikaci a vétsi morbiditou

(116).
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Pacienti s mnohoc¢etnym myelomem mohou profitovat z tandemovych autolognich
transplantaci. Pokud se z divodu suboptimalni mobilizace podafi nastfadat pouze
jeden autologni transplantat, je teoreticky mozné se pokusit o novou aferezu v dobé
rekonstituce krvetvorby po vysocedavkované chemoterapii a prvni transplantaci.
Schwella dokézal ve svém souboru provést druhou sérii aferéz a ziskat druhy
transplantat u 80 % pacientl piihojujicich se po prvni autologni transplantaci. Kvalita
druhého transplantatu byla sice nizsi (3.6 x 10°%kg vs. 6.4 x 10%kg), nicméng
skupiny tuto moznost potvrzuji. 33 % pacientll v nasem souboru vyplavilo v dobé
pfihojeni dostatecné mnozstvi CD34+ bunck (= 10/ul minimaln€ dva dny po sob¢)
slibujici ziskani minimalniho $tépu (118). Ve Schwellové i nasi analyze vSak byly
uspésné potransplantacni mobilizace zaznamendny u pacientd, kterym byl
transplantovan bohaty §t&p (6.5 vs. 2.5 x 10%kg resp. 9.66 vs. 4.65 x 10%/kg), takZe

vyuzitelnost tohoto postupu u skute¢nych ,,poor mobilizers* je sporna.

Postup u ,,poor mobilizers*

Namisto ,,ex post“ feSeni neuspéSnych mobilizaci se jako idedlnéjs$i jevi postup
prospektivni identifikace rizikovych pacientii nebo darci pomoci vhodnych
prediktivnich faktorti. Tim je teoreticky mozné modifikovat pfedem mobiliza¢ni
schéma a eventualné vyuzit nové mobiliza¢ni molekuly.

V ptipadé¢ zdravych darcti je aktudlné¢ jedinou mozZnosti feSeni nedostatecné
mobilizace zvySeni davky G-CSF nebo doplnéni odbéru kostni diené. Také zde by
identifikace vhodného predikatoru, naptiklad hladiny ur¢itého chemokinu stanovené
pfed mobilizaci, mohla pomoci v¢as reagovat a zvolit vhodny typ odbéru nebo
upravit davkovani G-CSF.

Dosud je toto prospektivni odhalovani Spatné mobilizovatelnych jedinci casto
obtizné a jakykoliv dalsi prediktivni faktor, mtze zvySit nasi schopnost reagovat

diive nez v dobé ocekavaného vzestupu CD34+ bunck a aferéz.

Variabilita méfeni CD34+ bunck mezi centry

Hodnoceni efektivity mobilizace, porovnani riznych mobiliza¢nich schémat a
mobiliza¢nich vysledkli mezi jednotlivymi jedinci i riiznymi pracovisti predpoklada
dostupnost spolehlivé metody kvantifikace CD34+ bunck s minimalni intra- a

interlaboratorni variabilitou. Zdrojem variability jsou zpiisob zpracovani vzorku,
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pouzité reagencie, pouzity cytometricky protokol a analyza dat a samoziejmé i
zkuSenost laboratofe. Pfed zavedenim standardizovanych protokolt byly rozdily
naméfenych hodnot CD34+ bunék mezi laboratofemi v fadu desitek procent (119).
Akceptovanim jednotnych protokolt, predevsim tzv. ISHAGE platformy (36), a
implementaci systémli externi kontroly kvality doSlo k vyraznému omezeni
standardizace méfeni CD34+ bunék mezi evropskymi transplantacnimi centry.
Nalezli jsme dobrou korelaci mezi méfenimi provedenymi na stejnych transplantatech
v raznych centrech (120). Ovéfili jsme také pozitivni dopad externi kontroly kvality
na mezilaboratorni variabilitu métfeni v ramci ¢eskych transplantacnich center. Jiz po
prvnim kontrolnim cyklu doslo k poklesu primérného skore urcujiciho odchylku
méteni napfic¢ laboratofemi ze 20.39 na 8.09. Uvedené tdaje dokladaji pretrvavajici
dulezitost standardizace této zakladni cytometrické metody, dilezitost organizovani
cykli externi kontroly kvality a riznych workshopti. Vystupem je nejenom kontrola a
zlepSeni reprodukovatelnosti a porovnatelnosti vysledkt, ale tyto aktivity slouzi také
pro testovani zpusobilosti pracovnikd cytometrickych laboratofi.

Nevyhodou obvykle pouzivanych ukazatelli kvality transplantatu — obsah CD34+
bunc¢k a viabilita — je skutecnost, Ze nevypovidaji o ristovém potencidlu Stépu.
Vysettrovani kolonie formujicich jednotek (CFU) je Casove narocné, zatizené urcitym
subjektivismem. Objevuji se vSak nové instrumentalni proliferacéni testy. Jednim
znich je detekce progenitorovych bunék pomoci stanoveni aldehyddehydrogenasy,
kterd oproti stanoveni CD34+ imunofenotypu vypovida o aktivit¢ HSC a jejich
schopnosti tvofit kolonie. Kvantifikace CD34+ bunék imunofenotypizaci a
stanovenim ALDH aktivity dobie koreluje. AvSak pii poskozeni bunék — napf.
nevhodnym transportem — zlstdva exprese CD34+ znaku zachovana, ale obsah
ALDH pozitivnich bun¢k klesa, coz se projevuje zhorSenou rlstovou funkci a
opozdénym rozvojem darcovského chimerismu (121). Jinym proliferacnim testem je
luminiscenc¢ni stanoveni intracelularni koncentrace ATP v kmenovych buiikach, ktera

se meni pii jejich proliferaci (122).

Mobilizace v regenerativni medicing
Problematika mobilizace kmenovych bun¢k krvetvorby pronikd také mimo oblast
hemato-onkologie. Rada autorti zabyvajicich se regenerativni medicinou prokazuie,

Ze po posSkozeni nékterych nehematopoetickych organti dochazi k mobilizaci HSC do
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periferni krve. Stimulem muze byt chirurgicky vykon — po resekci jater dochézi ke
zvySeni hladiny CD34+ bunék v periferni krvi (6.5 versus 0.7 bunék/ul u kontrolni
skupiny), nebo ischemicka léze, kterda vede k uvolnéni signali pro mobilizaci
kmenovych bunék krvetvorby (123, 124). Bohuzel 1é¢ebné vyuziti aplikace G-CSF je
v téchto situacich zatim spiSe zklamanim a nejsou také zodpovézeny dulezité otazky
nacasovani, davkovani i vlastniho mechanismu uc¢inku (ptimy projektivni ucinek vs.
zprostfedkovany mobilizaci HSC) rlstového faktoru. Lze ocekavat nové studie
vyuzivajici kombinace riistovych faktorti nebo kombinace cytokini s ptimou aplikaci

kmenovych bun¢k do postizené tkang.
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Zavéry

Z uvedenych vysledkt vyplyva, ze byly zcela naplnény hlavni cile disertacni prace a to

piedevsim:

6.1.

6.2.

6.3.

6.4.

6.5.

Na souborech pacientii i zdravych darci byly nalezeny nékteré faktory, které

ovlivituji efektivitu mobilizace a mohou, zejména ve své kombinaci, slouzit jako

prediktivni ukazatele vysledku mobilizace:

¢ pied zahdjenim mobilizace: pacienti - hladina hemoglobinu, trombocytii, doba
od posledni chemoterapie, vék; darci - vék

® pred odbérem: pacienti a darci - hladina leukocytii, trombocytii, CD34+ bunék

Hladina hemoglobinu pied mobilizaci umeozZiiuje u pacientii s mnohocetnym
myelomem odliSit jedince s vyS$Sim rizikem problematické mobilizace. U
pacientii s CLL hraje dileZitou roli doba od posledni chemoterapie do
mobilizace. Pokud je tento interval KkratSi neZ 2 mésice, vyrazné roste

pravdépodobnost selhani mobilizace.

Bylo potvrzeno, Ze vys$si vék darci je spojen s vy$Sim rizikem obtiZzné mobilizace
a s CastéjSi potiebou vice neZ jednoho odbéru k ziskini poZadované davky
CD34+ bunék. Pri kumulaci véku s ostatnimi rizikovymi faktory a s
prihlédnutim Kk pridruZenym onemocnénim darce je tieba zvaZovat
v konkrétnich pripadech alternativniho darce nebo v budoucnu pouziti jiné

mobiliza¢ni molekuly.

Ukazalo se, Ze kinetika vyplavovani CD34+ bunék do periferni krve je dosti
uniformni po stimulaci samostatnym G-CSF a naopak silné variabilni po
reZimech kombinujicich chemoterapii + G-CSF. Sledovani kinetiky je hlavnim

voditkem umoziiujicim spravné nacasovani aferéz.

Vyhodnocenim neZadoucich reakci bylo zjiSténo, Ze mobilizace perifernich
kmenovych bunék pomoci G-CSF a jejich odbér aferézou jsou u zdravych darci
spojeny s prijatelnou mirou ¢asnych neZadoucich u€inkid. I u starSich darca

s pridruZzenymi chorobami jde o bezpefnou a dobie tolerovanou metodu.

-53 -




6.6.

6.7.

6.8.

6.9.

Oteviena ziistaiva problematika dlouhodobych nepfFiznivych ucinki, které
nebyly dosud jednozna¢né prokazany, a k feSeni této otazky je nezbytné vyuzit

velkych souborii z registri darcii a genetické epidemiologické studie.

Byly testovany nové laboratorni parametry vyplyvajici ze souc¢asnych znalosti
procesu mobilizace a bylo potvrzeno, Ze nékteré z nich maji potencial stat se
prinosnymi prediktivnimi faktory. Asociaci s efektivitou mobilizace vykazuji
nékteré adhezivni molekuly (CD184, CD11a) a zejména hladiny nékterych
cytokinii/chemokint (IL-6, SICAM-1) detekované pied mobilizaci.

IL-6 a sICAM-1 stanovené pied mobilizaci jsou hlavnimi kandidaty
pouzitelnych prediktivnich faktori. Lze pro né stanovit vhodné cut-off odliSujici
Spatné a dobfe mobilizovatelné darce. Jejich zarazeni do kontextu ostatnich
prediktivnich faktord miiZze zvySit pravdépodobnost uspéSného odhaleni Spatné

mobilizovatelného jedince pied zahdajenim mobilizacniho pokusu.

Oproti piivodné stanovenym ciliim byla navic ovéfena mira mezilaboratorni
variability méFeni CD34+ bunék jako hlavniho parametru kontroly kvality
transplantatu a byl potvrzen zna¢ny vyznam externi Kkontroly kvality pro

sniZovani této variability v naSich podminkach.

Byla zavedena nova metoda detekce hemopoetickych kmenovych bunék pomoci

stanoveni aldehyddehydrogenazy pritokovou cytometrii.
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9. Prilohy (tabulky, grafy a obrazky)

Tabulka 1. Soubor pacientii s CLL mobilizovanych kombinaci chemoterapie a G-CSF

Charakteristiky v dobé mobilizace (den +0). Nepdrovy T- test, Mann- Whitney test.

vSichni dobre Spatné
pacienti mobilizovatelni  mobilizovatelni p
(n=56) (n=23) (n=33)
veék v dobé mobilizace 56 (35-68) 52 (45-67) 57 (35-68) ns
pohlavi (muzi : Zzeny) 44:12 19:4 25:8 ns
stadium onem. pii dg. (Rai)
0-2 43 20 23
ns
>3 13 3 10
predchozi 1écba
7 2 5 ns
chlorambucilem (pocet cykli)
pocet cykla FLU + CY 4 (3-6) 4 (3-6) 4 (3-6) ns
doba od diagnézy do
. 11 (5-67) 12 (3-66) 10 (5-67) ns
mobilizace (mésice)
interval mezi posledni
_ 77 (35-242) 79 (35-198) 76 (39-242) ns
chemoterapii a mobilizaci (dny)
<2 mésice (pac. 12 1 11
(pac, 0.0098
> 2 mésice (pac.) 44 22 22
kvalita remise pfed mobilizaci*
CR 16 5 11
ns
nPR/PR 40 18 22
hodnoty KO pted mobilizaci
leukocyty (x 10°/1) 5.2 6.3 (2.4-14.8) 4.5 (2.5-9.0) 0.0062
trombocyty (x 10°/1) 143 164 (71-418) 140 (58-248) 0.0093
hemoglobin (g/1) 139 145 (113-174) 135 (95-154)  0.0054
peak CD34+ v periferni krvi <0.000
8.5 25 (11-262) 3.4 (0.2-9.6)
(bb./ul) 1
CD34+ vytézek (x 10%kg) 3.3(2.15-17.4) NA

*CR = kompletni remise, nPR = nodularni parcidlni remise, PR = parcialni remise, NA

= not applicable
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Tabulka 2. Soubor pacienti s MM mobilizovanych kombinaci chemoterapie a G-CSF
Charakteristiky v dobé mobilizace (den +0). Nepdrovy T- test, Mann- Whitney test,

Fischeriiv exaktni test.

vsichni pacienti skupina A skupina B p

pacienti 73 52 21
muzi/zeny 41/32
veék, median 56 (36 —70) 55 56 ns
hemoglobin (g/1), median 122 (76 — 155) 126 116 0.0363
trombocyty (x10°/1), median 238 (137 —-472) 237 251 ns
predléceni alkyla¢nimi cyto

ano 68 (93 %)

ne 5(7 %)
ot ool OS ases e
postiZeni kostni diené (%) 4 (1-280) 3 5 ns

stav onemocnéni

CR 10 (14 %) 7 3 ns
<CR 63 (86 %) 45 18 ns
doba od diagnozy (mésice) 5(2-126) 5 5 ns
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Tabulka 3. Soubor zdravych darci mobilizovanych filgrastimem
Demograficka data a parametry krevniho obrazu v den +5 mobilizace. Nepdarovy T- test,

Mann- Whitney test, Fischeruv exaktni test.

> 50 let (n=103) <50 let (n=121) p
vék (roky, median) 59 (55-75) 29 (17-48) na
pohlavi (muzi : Zeny) 1.3:1 24:1 0.0379
hmotnost (kg) 83 75 0.0448
G-CSF davka (ug/kg/day) 13 (8-17) 10.8 (8.5-16) 0.0017
parametry KO den +5 (priméry)

leukocyty (x 10°/1) 43.2 41.7 ns

trombocyty (x 10°/1) 160 206 <0.0001

CD34+ buiiky (x 10°/1) 45 81 <0.0001
centralni zilni katétr 43 (42 %) 32 (26 %) 0.0156
komorbidity 56 (54 %) 7 (6 %) < 0.0001
nezadouci ucinky G-CSF 42 (41 %) 60 (49 %) ns

Tabulka 4. Parametry leukaferez u zdravych darci

Neparovy T- test, Mann- Whitney test.

pramer >50let (n=103) <50 let (n=121) p
zpracovany objem krve (ml) 13 3000 14 840 <0.0001
¢as procedury (min) 246 240 ns
komplikace aferezy 30 (29 %) 18 (15 %) 0.0096
spotieba ACD-A (ml) 786 1061 <0.0001
hladina trombocyti po 1. afereze (x 10°/1) 136 154 0.0013
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Tabulka 5. Detaily aferéznich produkti u pacientii s mnoho¢etnym myelomem

Neparovy T- test, Mann- Whitney test.

vSichni pacienti  skupina A skupina B P
pocet aferez 118 71 47
pocet aferez na pacienta 1,6 1(1-2) 2 (2-3)
> 4x10°%/kg CD34+ pomoci:
1 aferezy 33 pac. 33(63%) 0(0%)
2 aferez 34 pac. 19(37%) 15(71 %)
> 2 aferez 6 pac. 0 (0 %) 6 (29 %)
den 1. aferezy, median 10 (8-15) 11 (9-13)
hodnoty KO pfi 1. afereze, median
leukocyty x 10%/1 11.1(2.3-33.7) 12.6 7.0 ns
trombocyty x 10%/1 69 (10-205) 71 42 0.0489
CD34+/ul 71 (10-500) 97 28 0.0001
CD34+ x 10%kg, median 9.0 9.7 6.7 0.0001
NC x 10%kg, median 6.0 55 7.0
Tabulka 6. Vysledky aferez u zdravych darci s ohledem na vék darce
Chi- kvadrat test
prumér > 50 let (n=103) <50 let (n=121) p
CD34+ x 10%kg darce/1. afereza 2.72 4.81 <0.0001
CD34+ x 10%kg darce/litr zpracované krve 0.21 0.33 0.0004
celkova davka CD3+ x 10" 2.56 1.88 0.0051
CD34+ > 4 x 10°kg ptijemce 67 (65 %) 98 (81 %) 0.0069
CD34+ < 2 x 10°kg ptijemce 7(7 %) 1 (0.8 %) 0.0164
1 afereza k dosazeni cilové davky 99 %) 47 (39 %) <0.0001
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Tabulka 7. Zmény hladiny cytokini vyvolané aplikaci G-CSF zdravym darcim

Porovnavany jsou hodnoty ze dne +0 (pfed stimulaci) a ze dne +5 (paty den aplikace

filgrastimu). Wilcoxoniiv parovy test.

Spatné dobre
median mobilizovatelni mobilizovatelni p
(n=13) (n=47)
SDF-1 1917,0 1798,1 ns pg/mL
ICAM 89,3 112,4 0,0369 ng/mL
VCAM 854,5 819,9 ns ng/mL
MMP_9 109358,2 88601,5 ns pg/mL
E IL-6 32,0 17,8 0,0776  pg/mL
3 IL-8 24,9 14,0 ns pg/mL
fractalkine 32,0 32,0 ns pg/mL
TNF-a 32,0 10,8 ns pg/mL
VEGF 92,3 124,8 ns pg/mL
E-selectin 27,9 22,7 ns ng/mL
Spatné dobre
median mobilizovatelni mobilizovatelni p
(n=13) (n=47)
SDF-1 1464,5 1570,0 ns pg/mL
ICAM 122,9 176,6 0,0023 ng/mL
VCAM 947,3 1152,7 0,0117 ng/mL
MMP_9 131892,1 156147,6 ns pg/mL
Y IL-6 32,0 22,7 ns pg/mL
E IL-8 32,0 8,8 0,0369 pg/mL
fractalkine 32,0 32,0 ns pg/mL
TNF-a 14,3 19,1 ns pg/mL
VEGF 76,3 123,6 ns pg/mL
E-selectin 49,8 52,2 ns ng/mL
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Tabulka 8. Procento exprese nékterych adhezivnich molekul na povrchu CD34+
bunék v PB v den +5
Primérna procenta exprese adhezivnich molekul na CD34+ buitkach se mezi skupinami

dobfie a Spatné¢ mobilizovatelnych darct nelisila. Wilcoxoniiv parovy test.

Spatn¢ dobrie
% exprese (prumer) mobi(lrii(i\;telni mobi(lrili(:‘\;e;telni p
CDlla 92.4 85.7 ns
CD184 96.2 91.6 0.0654
CD44 99.9 99.9 ns
CD117 60.0 54.1 ns
CD26 30.9 27.9 ns
CD49d 933 93.9 ns

Tabulka 9. Intenzita exprese nékterych adhezivnich molekul na povrchu CD34+
bunék v PB v den +5
Medién intenzity exprese adhezivnich molekul — CD11a a CXCR4 — byl signifikantné niz$i

u dobie mobilizovatelnych darcti. Wilcoxoniiv parovy test.

intenzita (MIn) exprese P atne , .d'obre ,
T mobilizovatelni mobilizovatelni p
(n=13) (n=47)

CDl1a 4.90 3.15 0.0040
CD184 4.17 3.71 0.0403
CD44 35.60 37.90 ns
CD117 2.37 2.15 ns
CD26 0.93 0.93 ns
CD49d 3.57 3.27 ns
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Graf 1. Poc¢et chemoterapii FLU+CPA u pacientii s CLL pred mobilizaci

Ptedchozi chemoterapie mohou byt jednim z faktorG limitujicich Uspé€Snou mobilizaci

zejména u preparati s vyznamnou ,stem cell toxicitou“ jako je fludarabin. Median

fludarabin, CPA =

predchozich chemoterapii

cyklofosfamid
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Graf 2. Frekvence komorbidit v souboru zdravych darci

v

’ .

Frekvence komorbidit byla vy$s§i mezi starSimi darci (54 %) ve srovnani s mlads$imi (6 %),

p<0.0001. Hodnoceno dle Charlson Comorbidity Indexu. Fischeriiv exaktni test.
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Graf 3a. + 3b. Kinetika leukocyti pii mobilizaci pacientii s CLL
Podobna kinetika leukocytii u Gspésn€ mobilizovanych CLL pacientl a u non- responderd.

Multiple Box diagram a Whisker diagram (p=0.6909, parametricka repeated ANOVA).

Median; Box: 25%, 75%; Whisker: Non-Qutlier Min, Non-Outlier Max
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Graf 4a. + 4b. Kinetika CD34+ bunék v periferni krvi pfi mobilizaci pacienti s CLL
Odlisna kinetika CD34+ bunék u uspéSné mobilizovanych CLL pacientl a u non-

respondert. Multiple Box diagram a Whisker diagram (p<0.0001, parametricka repeated
ANOVA).

Median; Box: 25%, 75%; Whisker: Non-Outlier Min, Non-Outlier Max
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Graf 5. Vztah mezi mnoZstvim CD34+ bunék v periferni krvi a aferéznim produktu
(CLL pacienti)

Mezi hladinou cirkulujicich CD34+ bunck v periferni krvi pred aferezou a vytézkem
CD34+ bunék/kg hmotnosti pacienta v aferéznim produktu existuje silnd korelace

(p<0.0001, r=0.6509). Spearmanova poradova korelace.
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Graf 6. Vyvoj hladin leukocyti v pribéhu mobilizace zdravych darci

Kinetika leukocytt byla stejnd ve skupiné starSich i mladSich darcti s maximem v den +5
(median 432 x 10°/1 vs. 41.7 x 10°/1, ns.). Neparametricky medidnovy test, multiple
Box&Whisker diagram.
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Graf 7. Vyvoj hladin CD34+ bunék v pribéhu mobilizace zdravych darci

CD34+ bunky vykazovaly statisticky signifikantni vzestup mezi dny +4 a +5 u mladSich

(p<0.0001) 1 u starSich darct (p=0.0086), ovsem absolutni hodnoty byly u mladsich darct

vys$i — viz. graf 8. a 9. Znaménkovy parovy test, multiple Box&Whisker diagram.
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Graf 8. Rozdily hladin cirkulujicich CD34+ bunék mezi star§imi a mlad$imi dérci

Absolutni hodnota CD34+ bunék v den +5 byla u mladych darct téméf dvojnasobna ve

srovnani se star§imi (72.0 vs. 37.0 bunek/pl, p<0.0001). Neparametricky medianovy test.
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Graf 9. Zavislost mnoZstvi vyplavenych CD34+ bunék na véku zdravého darce
Linedrni regrese prokazala silnou korelaci mezi vékem darce a hladinou CD34+ bunék

v periferni krvi v den +5 (p<0.0001, rs= -0.40, Spearmanova poradova korelace). Scatter

diagram.
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Graf 10. Pocet aferez nezbytny k ziskani pozadovaného transplantatu u zdravych
darci
Ve skupiné starSich darct bylo castéji nutné provadét vice nez 1 aferezu k ziskani

pozadované davky CD34+ bundk >4 x 10°/kg hmotnosti piijemce (85 % vs. 60 %).
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Graf 11. Vztah mezi mnozstvim CD34+ bunék v periferni krvi a feréznim produktu

(zdravi darci)
Obsah CD34+ bungk v transplantatu koreluje s hladinou CD34+ bun¢k v periferni krvi

pied aferezou (p<0.0001). Spearmanova poradova korelace.
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Graf 12a. + 12b. Zavislost mnoZstvi odebranych CD34+ bunék na véku zdravého
darce
Linearni regrese prokdzala vliv véku déarce na odebrané mnozstvi CD34+ bunék/kg

hmotnosti darce (p<0.0001, r= -0.39, Spearmanova poradova korelace). Scatter diagram.
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Mnozstvi odebranych CD34+ bunék/kg hmotnosti darce v den +5 bylo vyssi ve skupiné
darcti <50 let ve srovnani se skupinou > 50 let: 4.22 vs. 2.37 x 10%kg (mediany, p<0.0001,

neparametricky medidnovy test). Box diagram.
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Graf 13. Porovnani celkového odebraného mnozstvi CD34+ bunék mezi star§imi a
mladSimi darci

Celkové mnozstvi CD34+ bun¢k/kg hmotnosti piijemce ziskané z celé aferetické série bylo
niz§i u starsich darct: 5.26 x 10°%kg (0.45 — 15.12) vs. 7.66 x 10%kg (1.18 — 32.67),
p=0.0021. Neparametricky medidnovy test.
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Graf 14. Komplikace aferézy u zdravych darct

Nezéadouci reakce spojené s aferezou byly castéjsi u starSich darca (29 % versus 15 %,

p=0.0208). Chi-kvadrat test.
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Graf 15a. — 15d. Zména hladiny cytokini po stimulaci G-CSF u zdravych darct

Vlivem stimulace G-CSF hladiny nékterych cytokinil stoupaji — napt.: ICAM (p<0.0001), VCAM (p<0.0001), MMP-9 (p=0.0039), hladiny jinych
klesaji — napt.: SDF-1a (p=0.0002). Parovy znaménkovy test.
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ng/mL

Graf 16a. — 16b. Korelace mezi hladinou CD34+ bunék v den +5 a hladinou nékterych cytokini v den +0 resp. den +5

Byla zjiSténa pozitivni korelace mezi hladinou CD34+ buné¢k v periferni krvi darce v den +5 a hladinami VCAM (p<0.0001, r,=0.55) vden +5 a

zaroven hrani¢ni negativni korelace s hladinou IL-6 v den +0, tedy pied stimulaci (p=0.0861, rs= -0.23). Spearmanova poradova korelace.
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Graf 17a. — 17b. Rozdily hladin ICAM a IL-6 mezi Spatné a dobi'e mobilizovatelnymi
darci

Mezi Spatné€ a dobie mobilizovatelnymi darci (cut- off 40.0 CD34+ bunck/pl v den +5) byly
nalezeny rozdily v hladinach ICAM v den +0 (p=0.0369) a hrani¢né také IL-6 (p=0.0776)

v den +0 (pted stimulaci). Wilcoxoniiv test.

300
275 | ICAM den +0
250 ¢
225 ¢
200 ¢
175 ¢
150 ¢
125 ¢
100 +
75 ¢ I
50 ¢
25+

<40 == 40
CD 34plus PB

200 | IL-6 den+0

160 |

120 |

80 ¢

40 |

1
H O

CD 34plus PB

- 88 -



Graf 18. Hladina ICAM v den +0 jako predikator vysledku mobilizace
Pomoci ROC kiivky byla testovdna sensitivita (69 %) a specificita (70 %) sICAM-1 jako
prediktivniho faktoru vysledku mobilizace pfi cut- off 100 ng/ml.
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Graf 19a. — 19b. Porovnani kvantifikace CD34+ bunék mezi transplanta¢nimi centry

na exportovanych/importovanych transplantatech.

Porovnani % zastoupeni CD34+ bunck (p<0.0001, r:=0.8509, Spearmanova potadova

korelace). Bland-Altmaniv graf.
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Graf 20a — 20b. Mezilaboratorni kontrola kvality stanoveni CD34+ bunék.

Zatazeno celkem 10 laboratoii pii transplantacnich centrech v CR. Organizovano HOO FN

Plzen. 20a.: Skore jednotlivych laboratoti pro WBC, CD34+%, CD34+/ul v ramci jednoho

kontrolniho cyklu. 20b.: SniZeni mezilaboratorni variability stanoveni CD34+/ul mezi

dvéma konsekutivnimi kontrolnimi cykly. Vypocet skore viz text.
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Graf 21. Porovnani kvantifikace hemopoetickych progenitorovych bunék.
Immunofenotypizace ~CD34+ antigenu versus stanoveni enzymatické aktivity
aldehyddehydrogenazy (p<0.0001, rs=0.9765, Spearmanova poradova korelace). Bland-
Altmaniv graf.
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Graf 22. Porovnani hladin IL-8 paralelné méfenych v séru a v EDTA plazmé
Koncentrace n¢kterych analyti se mohou liSit v séru a plazmé¢. Hodnoty IL-8 v korelaénim
experimentu na pacientech s kolorektalnim karcinomem byly v séru vice nez 7 x vyssi

oproti plazmé (median 11.03 vs 1.88 pg/ml), graf poskytla Mgr.Jindra Vrzalova.
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Obrazek 1. Homing a mobilizace hemopoetickych progenitorovych bunék do a z kostni diené.

Mobilizace a homing hemopoetickych progenitorovych buné¢k jsou zrcadlové procesy regulované souhrou fady cytokind, chemokint a protedz. Pro
homing je nezbytna aktivace adhezivnich molekul a SDF-10/CXCR4 osy, mobilizace cytokiny je zprostiedkovana neutrofilnimi protedzami
degradujicimi adhezivni vazby (modifikovano dle Weidt C., Cur Stem Cell Res Ther 2007).
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Obrazek 2. Osteoblastické a vaskularni okrsky (,,niches*) v kostni dieni

HPC se nachazeji ve specifickych oblastech kostni dfen¢ oznaCovanych jako ,,stem cell niches* (okrsky). V kostni dieni existuji dva typy téchto
okrskii: endostalni (osteoblasticky) a endotelidlni (vaskularni). Oba typy okrskl hraji dilezitou roli v regulaci mobilizace i homingu HPC zpét do
kostni dfen€. Pfi mobilizaci opousti HPC osteoblasticky okrsek, dostava se do vaskularniho okrsku a vstupuje podél endotelidlnich bun¢k do
cévniho feciSté. Homing je opakem tohoto procesu, HPC z periferni cirkulace migruji transendotelidlné do vaskuldrniho a nakonec zpét do
osteoblastického okrsku (modifikovano dle Yin T, J Clin Invest 2006).
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Obrazek 3. Mobilizace CD34+ bunék zavisla (A.) a nezavisla (B.) na proteazach

Za klidového stavu jsou HPC vazany v extraceluldrni matrix adhezivnimi molekulami exprimovanymi stromalnimi buiikami a osteoblasty. A.
Mobilizace pomoci cytokint (G-CSF, IL-8, GROp) iniciuje uvolnéni a akumulaci neutrofilnich proteaz, které $t€pi adhezivni vazby. B. Samotny
G-CSF pfispiva k mobilizaci down-regulaci SDF-1ao mRNA ve stromélnich buiikéch a osteoblastech. Nepiimo plisobi antagonisté receptort (jako

napftiklad plerixafor) nebo inhibitory signalnich cest.
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Obrazek 4. Rozdil exprese znaku CD11a mezi dobie a Spatné mobilizovatelnym

darcem (histogramy z pritokového cytometru, analyza software EXPO 32), modelovy

priklad.
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Obrazek 5. Stanoveni hemopoetickych kmenovych bunék imunofenotypizaci pomoci
znaku CD34+ a detekci aldehyd- dehydrogeniazy vramci jednoho vzorku.
(histogramy z priitokového cytometru, analyza software EXPO 32), modelovy piiklad.
Procento CD34+ a ALDH + bun¢k identické, zaroven detekovéna viabilita bunék pomoci

7-AAD a ALDH (4 barevna analyza: CD45-PC5/CD34-PE/ALDH/7-AAD).
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Obrazek 6. Stanoveni hladiny cytokini u darce xMAP technologii, 6plex Kit
(Luminex), priklad.
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