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1. UVOD

1.1. Transplantacija krvotvornih mati¢nih stanica

Transplantacija krvotvornih mati¢nih stanica (KMS) je metoda koja se vec
vise od 25 godina koristi u lijeCenju kongenitalnih i steCenih malignih bolesti
krvotvornog i imunosnog sustava, kao i nekih solidnih tumora. S obzirom na izbor
darivatelja razlikuju se transplantacija alogenih i transplantacija autolognih KMS.
Alogenom transplantacijiom se manje vrijedne KMS zamjenjuju zdravim
stanicama srodnih ili nesrodnih darivatelja. Transplantacija autolognih KMS je
metoda lijeCenja pri kojoj se bolest eradicira visokim dozama kemoterapije i/ili
zraCenja, a pri tome nastalo ireverzibilno oste¢enje koStane srzi se prevladava
infuzijom prethodno sakupljenih i zamrzavanjem o€uvanih KMS bolesnika.

Istrazivanja na laboratorijskim Zivotinjama provedena CcCetrdesetih i
pedesetih godina proslog stolje¢a utrla su put za transplantaciju KMS u ljudi.
Prva uspjesna transplantacija koStane srzi ucinjena je 1959. godine kod
identi¢nih blizanaca’, a tijekom slijede¢a dva desetljeCa postupno se razvila u
standardnu metodu lijeCenja.

Krvotvorne matic¢ne stanice su 1962. godine otkrivene u perifernoj krvi
misa2, a 1971. godine i u ljudi.® Valja istaknuti da se KMS u perifernoj krvi nalaze
u znacajno manjem broju nego u kostanoj srzi.* Razvoj aparata za aferezu, tzv.
stani¢nih separatora omogucio je sakupljanje velikog broja prastanica iz periferne
krvi.® Tijekom 1985. i 1986. godine nekoliko je centara iz razli€itih krajeva svijeta
izvjestilo o uspjesnoj transplantaciji autolognih KMS sakupljenih iz periferne
krvi.6-8 Prva transplantacija alogenih KMS sakupljenih s 10 postupaka afereze iz
periferne krvi nestimuliranog darivatelja ucinjena je 1989. godine.® Nakon §to je
uoceno da se primjenom Cinitelja rasta moze povecati broj krvotvornih prastanica
u perifernoj krvi 1993. godine ucinjena je prva uspjesna transplantacija alogenih
KMS sakupljenih iz periferne krvi nakon mobilizacije s Ccinitellem stimulacije
granulocitnih kolonija (engl. granulocyte colony stimulating factor; G-CSF).10

Primjena KMS iz periferne krvi postala je uCestalija nakon 1995. godine kad su



objavljeni rezultati nekoliko istrazivanja o uspjesSnoj transplantaciji KMS

sakupljenih nakon mobilizacije G-CSF-om.11-13

1.2. Krvotvorni sustav

Stanice svih krvnih loza nastaju proliferacijom i diferencijacijom krvotvornih
matiCnih stanica (KMS) (engl. haematopoietic stem cells, HSC) u
specijaliziranom krvotvornom tkivu procesom Kkoji se naziva hematopoeza.
Buduci da zrele krvne stanice imaju ograni¢en Zivotni vijek, one se moraju trajno
obnavljati, a opseg i brzinu obnove najbolje ilustrira podatak da se u Covjeka
svaki dan mora nadomjestiti 2x10'" eritrocita i 1010 leukocita.# Istovremeno KMS
moraju osigurati i svoj opstanak odredenim brojem dioba bez diferencijacije sto
im omogucuje njihova sposobnost samoobnavljanja (engl. self-renewal).
Usmijerenje loze (engl. lineage commitment) i diferencijacija KMS i njezinih
potomaka ovise o unutarnjim svojstvima stanica i vanjskim Cciniteljima iz
specijaliziranog  mikrookoliSa. Ravnoteza izmedu samoobnavljanja i
diferencijacije KMS jest dinamiCan proces koji se odvija u okviru fizioloskih
potreba organizma.
1.2.1. Hijerarhijski odnos stanica krvotvornog tkiva

S obzirom na stupanj diferencijacije, stanice krvotvornog tkiva su
hijerarhijski organizirane. Mozemo ih razvrstati u tri glavna odjeljka: a) odjeljak
matiCnih stanica (engl. stem cells); b) odjeljak prastanica (engl. progenitor cells)
koji obuhvaca i stanice-preteCe (engl. precursors); i c) odjeljak zrelih krvnih
stanica. Odjeljak mati¢nih stanica Cine multipotentne KMS i njihovo potomstvo s
dvije usmjerene KMS, od kojih je mijeloidna matiCna stanica zajednic¢ka za sve
stanice mijeloidne loze, a limfoidna mati¢na stanica za sve limfocite. Glavno
obiljezje ovog stanicnog odjeljka jest sposobnost samoobnavljanja i moguc¢nost
diferencijacije u sve krvotvorne loze. Mati¢nu stanicu karakteriziraju tri svojstva:
velika sposobnost samoobnavljanja, sposobnost multilinijske diferencijacije i
sposobnost obnove dugotrajne hematopoeze u letalno ozraCenom primatelju.

Samoobnavljanje je proces stvaranja stanice-kéeri s istovrsnim karakteristikama,



C¢ime se obnavlja odjeljak mati¢nih stanica. U stanju ravnoteze, vecina KMS
miruje u Go-fazi stani¢nog ciklusa, dok samo manji broj stanica obnavlja
hematopoezu.

Diferencijacijom multipotentnih maticnih stanica nastaju usmjerene
prastanice (engl. committed progenitor cells) koje su poznate i kao stanice koje /n
vitro stvaraju kolonije specijaliziranih stanica (eritrocitne, granulocitne, monocitne
i megakariocitne loze). Od usmjerenih prastanica nastaje mnogo nezrelih
krvotvornih stanica ili stanica-preteCa. Glavno obiljezje odjelijka prastanica i
stanica-preteCa jest njihova proliferativna aktivhost praéena diferencijacijom.
Diferencijacija jest regulirani proces sazrijevanja i usmjeravanja KMS u jednu
krvnu lozu. U tom procesu najprije nastaje multipotentna mati¢na stanica koja se
diferencira u neku od usmjerenih prastanica. Diferencijacijom stanica gubi se
sposobnost samoobnove i multilinijski potencijal, uz ocCuvanje proliferacijskog
potencijala. Usmjerene prastanice daju velik broj nezrelih stanica prete¢a koje
sazrijevaju u zrele stanice i koje se potom otpustaju u perifernu krv.

1.2.2. Prenatalni razvoj krvotvornog sustava

BioloSko ponasSanje i smjestaj krvotvornih stanica se mijenja tijekom
razvoja krvotvornog sustava. Tako se primjerice tijekom embriogeneze u
relativno kratkom vremenu mijenja kako sjediSte hematopoeze tako i vrste
nastalih stanica.’® Naime, KMS se prvo pojavljuju ekstraembrionalno u
Zzumanjcanoj vreci te intraembrionalno u paraaortalnoj spalanhopleuri, a potom
migriraju putem krvi u jetru te naposlijetku u koStanu srz. Hematopoeza u ljudi
zapocinje unutar ZzumanjCane vrece u obliku krvnih otocCi¢a koji se pojavljuju veé
15. dan nakon oplodnje.’> Nakon zumanjCane vrece, hematopoeza se pojavljuje
u dorzalnom mezenteriju embrija unutar aortalno-gonadalno-mezonefritiCkog
podrucja (AGM). U ljudi se KMS koje izrazavaju billeg CD34 nalaze u podrucju
AGM izmedu 30. i 37. dana trudnoce.’® Migracija KMS iz Zzumanj¢ane vrece i
podru¢ja AGM u fetalnu jetru odvija se tijekom 5. tjedna trudnoce, nakon ¢ega
krvotvorna aktivnost obaju primitivnih centara prestaje. Jetra je glavni krvotvorni

organ tijekom fetalnog razvoja, pri c¢emu je hematopoeza uglavhom ogranic¢ena



na eritropoezu. Od 8. tjedna fetalnog razvoja KMS fetalne jetre useljavaju se u
timus i osnovu kostiju, a od 12. tjedna i u slezenu. Za razliku od fetalne jetre,
hematopoeza u fetalnoj kostanoj srzi ogranicena je na mijelopoezu. Tijekom
fetalnog razvoja, duge kosti su gradene od hrskavice. Supljinu u dugim kostima
koja nastaje nakon apoptoze hondrocita naseljavaju KMS koje migriraju iz jetre
putem krvi i mezenhimske prastanice iz kojih se razvijaju ostale stanice kostane
srzi i osteoblasti. Kostana srz se pri rodenju sastoji samo od hematopoeznog
tkiva koje se tijekom zivota postupno zamjenjuje masnim tkivom. U odrasloj dobi
odnos masnog tkiva i hematopoeznog tkiva koStane srzi otprilike je podjednak.
1.2.3. Struktura koStane srzi

KMS odraslog organizma nalaze se primarno u kostanoj srzi. Struktura
kostane srzi prikazana je na slici 1.6 KoStana srZ je sloZeni organ koji tvore
krvotvorne stanice, stroma i venski sinusi koji ispunjavaju kostane Supljine
ispresijecane kostanim lamelama. Stromu cCini heterogena skupina stanica:
fibroblasti, adipociti, makrofagi, endotelne stanice, retikularne stanice i koStane
stanice. Stromalne stanice stvaraju bjelanCevine izvanstanicnog matriksa s
kojima tvore strukturnu i funkcijsku potporu hematopoezi. BjelanCevine
izvanstanicnog matriksa (fibronektin, kolagen, laminin, hemonektin i
glikozaminoglikani) su odgovorne za adheziju krvotvornih stanica za stromalne
stanice te za vezanje i predocCavanje Cinitelja rasta krvotvornim stanicama.4
lzravan dodir izmedu strome i krvotvornih stanica osiguravaju adhezijske
molekule iz obitelji imunoglobulina kao Sto su vaskularna adhezijska molekula-
VCAM-1 (engl. vascular cell adhesion molecule-1) i intercelularna adhezijska
molekula—ICAM (engl. intercellular adhesion molecule), potom one iz obitelji
adresina, integrina i sijalomucina (CD34, CD43 i CD164) te glikoproteina
(CD44).14
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Slika 1. Prikaz strukture kostane srzi16

Venski sinusi su specijalizirane venule koje tvore retikularnu mrezu
fenestriranih krvnih zila koje omogucuju prolazak stanica unutra i van cirkulacije.
Cine ih krvne Zile koje polaze iz kortikalnih kapilara endosta, a zavr$avaju u
sabirnim Zzilama koje ulaze u sistemsku vensku cirkulaciju. Ovu finu mrezu
sinusoidalnih krvnih zila zajedno drze stromalne stanice i ekstracelularni matriks.
Stijenka sinusa gradena je od endotelnih stanica i retikularnih stanica izmedu
kojih je isprekidana, tanka bazalna membrana. Endotelne stanice oblazu
unutrasnju stranu sinusa i izrazavaju adhezijske molekule VCAM-1 i E-selektin
koje sudjeluju u migraciji krvnih stanica u sinuse koStane srzi. Zajedno s
retikularnim stanicama one su izvor krvotvornih citokina. Tijela retikularnih
stanica Cine vanjski zid sinusa, a njihovi razgranati citoplazmatski izdanci ga
obuhvacaju i tvore adventicijski pokrov. Te stanice proizvode retikularna viakna
koja, zajedno sa citoplazmatskim izdancima, ulaze u hematopoetski odjeljak i
¢ine mrezu u kojoj su smjestene krvotvorne stanice. Uz sinuse se Cesto nalaze
megakariociti, retikularne stanice koje produciraju kemokin CXCL12 i
mezenhimske prastanice. Hematopoeza se odvia u ekstravaskularnim
prostorima. Zrele krvne stanice ulaze u cirkulaciju preko venskih sinusa kroz
prolaze koji nastaju u endotelu ili kroz endotelne citoplazmatske pore. Smatra se
da odrzavanje KMS takoder reguliraju perivaskularne retikularne stanice i

mezenhimske prastanice.



Prijelazni dio izmedu kosti i koStane srzi naziva se endosteum i u njemu su
smjestene kostane stanice osteoblasti i osteoklasti. Uz endostalni sloj stanica
nalaze se i brojne krvotvorne mati¢ne stanice. Dapace, upravo se na tom mjestu
smjestaju netom transplantirane krvotvorne matiCne stanice.'” Osteoblasti
potjeCu iz mezenhimske maticne stanice koja nosi billeg STRO-1, dok su
osteoklasti podrijetlom iz krvotvornih prastanica koje izrazavaju povrsinski biljeg
CD34+, ali ne i bilieg STRO-1. Osteoblasti i osteoklasti upravljaju Ciniteljima koji
reguliraju odrzavanje i smjestaj KMSa. Osteoblasti luce hematopoetske Cinitelje
rasta kao Sto su Cinitelj koji stimulira makrofagne kolonije (engl. macrophage
colony stimulating factor, M-CSF), Cinitelj koji stimulira granulocitne kolonije
(engl. granulocytne colony stimulating factor, G-CSF), interleukin 1 (IL-1),
interleukin 6 (IL-6) koji djeluju poticajno, ali i TGF-B (engl. transforming growth
factor beta) koji ima inhibicijsko djelovanje na stani¢ni ciklus.

Krvotvorne stanice u kostanoj srzi ¢ine hematopoetske traCke u kojima su
prastanice razliCitog stupnja zrelosti, od stanica koje mogu inicirati dugotrajnu
kulturu (engl. long term culture initiating cell, LTC-IC) i koje stvaraju otoCice
hematopoeze (engl. coblestone area-forming cell, CAFCs) do usmijerenih
klonogenih prastanica (engl. CFU-GM i BFU-E). Smjestaj krvotvornih stanica u
kostanoj srzi ovisi i o stupnju njihove diferencijacije. Nezrele stanice nalaze se
uglavnom subendostalno u izravhom dodiru s osteoblastima, dok zrelije stanice
eritrocitne, mijelocitne i megakariocitne loze tvore nakupine (otoCi¢e) izmedu
vaskularnih sinusa. SpecifiCan prostorni raspored loza krvnih stanica objasnjava
se specificnim adhezivnim signalima i raspolozivosti potrebnih Cinitelja rasta u

pojedinim dijelovima koStane srzi.

1.3. Krvotvorna mati¢na stanica

Mati¢ne stanice se definiraju kao populacija nediferenciranih stanica koje
imaju sposobnost samoobnavljaja, neograni¢enog dijeljenja i diferencijacije u
prastanice visoko specijaliziranih stanica.’® Samoobnavljanje je sposobnost

matiCne stanice da se podijeli na takav nacin da jedna ili obje stanice kéeri zadrzi



sve osobine stanice majke. Multipotentne matiCne stanice koje nalazimo u tkivu
odraslih osoba imaju sposobnost stvaranja vise stani¢nih loza. One se u tkivu
ve¢inom nalaze «uspavane» u stanju mirovanja, a u odredenim stadijima
zivotnog ciklusa ili nakon ozljede se aktiviraju i nadopunjuju populaciju zrelih
stanica. Aktivnosti ovih vaznih stanica su kontrolirane unutar ograni¢enog tkivhog
okolisa.

KMS jest prototip multipotentne mati¢ne stanice odraslog tkiva. Ona je
zajednicka ishodiSna stanica koja se diferencira u usmjerene prastanice
mijelopoeznog i limfopoeznog sustava iz kojih procesima proliferacije i
sazrijevanja nastaju sve funkcionalno zrele krvne stanice.’® U kostanoj srzi
matiCne stanice €ine samo 0,003% stanica, a samo 2% ovih stanica se u jednom
trenutku aktivno dijele.’® Od kad su Till i McCulloch pocetkom Sezdesetih godina
proSlog stoljeca prvi puta otkrili KMS u kostanoj srzi miSa, razvijene su brojne
metode koje su omogucile upoznavanje mnogih osobina ovih stanica.2® Danas je
poznato da odrzavanje KMS i reguliranje njihovog samoobnavljanja i
diferencijacije /n vivo ovisi o njihovom specificnom mikrookoliSu koji se naziva
hematopoetski induktivni mikrookolis$ ili «niSa» mati¢nih stanica.2?

1.3.1. Nida krvotvorne mati¢ne stanice

Schofield je sedamdesetih godina prvi put uveo pojam «nisa KMS» za
specifiCan mikrookoli§ KMS u kosStanoj srzi.2! Pretpostavio je da su KMS u
bliskom kontaktu s kosti te da je kontakt stanice sa stanicom odgovoran za njihov
neogranicen proliferacijski kapacitet, ali i za inhibiciju sazrijevanja KMS-a. «NiSe
KMS» su dugo vremena bile tek teorijski model na koji su ukazivali rezultati
istrazivanja koji su pokazali da transplantirane mati¢ne stanice prezivljavaju i
rastu samo u nekim podrucjima kosStane srzi. Tek je nedavno pojam «niSe KMS»
u kostanoj srzi podrzan i rezultatima istrazivanja vrste stanica i molekula koje ju
oblikuju. Otkrivene su mnoge razliCite vrste signala koji se izmjenjuju izmedu
matiCnih stanica i stanica «niSe», kao i signalni putevi koji nadziru odrzavanje,

samoobnavljanje i diferencijaciju mati¢nih stanica.



Hematopoetski mikrookolis je sloZzena prostorna struktura sposobna da
udomi KMS i omoguci joj samoobnavljanje, proliferiraciju i diferencijaciju u zrele
stanice svih krvnih loza. Buduci da se tkivne mati¢ne stanice odraslog organizma
kao sto su i KMS rijetko dijele, one mogu biti u stanju mirovanja tjednima ili ¢ak
mjesecima, te se smatraju metabolicki inaktivhima, a sluze kao priCuva stanica
koje se reaktiviraju kao odgovor na stres ili oStecenje. Stoga «niSa» mora pruziti i
uvjete u kojima ¢e KMS biti u stanju mirovanja dok se ne pokaze potreba za
samoobnavljanjem, diferencijacijom i proliferacijom. Vazno je naglasiti da prostor
niSe moze biti prolazno bez maticne stanice, a potom moze prihvatiti i odrzati
novo pridosSle transplantirane mati¢ne stanice.

Tek je primjena molekula na povrSini stanice iz obitelji SLAM (engl.
signaling lymphocte activation molecule) olakSala identifikaciju KMS
imunoflorescencijom u tkivnim presjecima. Bojenje presjeka kroz hematopoetsko
tkivo koStane srzi s ovim markerima otkriva prisustvo KMS u blizini endosteuma
(endostalna nisa) i oko venskih sinusa (vaskularna nisa). Slika 2. prikazuje model
«nise» KMS. Podru€je enosteuma oblozeno vecinom osteoblastima, tzv.
endostalna ili osteoblasticna niSa sadrzava najvise uspavanih KMS i stoga sluzi
za pricuvu stanica koje miruju.22 Istrazivanja provedena na viSe vrsta mutiranih
miSeva s osteCenjem hematopoeze zbog primarnog osteéenja u razvoju kosti
ukazuju da osteoblasti sudjeluju u stvaranju i funkciji mikrookolisa KMS.23
Dokazano je takoder da misji i ljudski osteoblasti izluCuju veliki broj citokina koji
potiCu proliferaciju krvotvornih stanica u kulturi, ¢ime se potvrduje da stanice koje
stvaraju kost podrzavaju i matiCne stanice. lako se osteoblasti koji izrazavaju N-
cadherin smatraju neophodnim i klju¢nim Ciniteljom za funkciju «endostalne nise
KMS», vjerojatno i druge vrste stanica kao sto su osteoklasti, stromalni fibroblasti
i endotelne stanice takoder doprinose stvaranju endostalne «niSe», njenoj

aktivnosti i arhitekturi.24
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Slika 2. Prikaz modela endostalne (A) i vaskularne (B) niSe kostane srzi'®

Buduéi da je veliki broj CD150+ KMS dokazan i uz enodotel venskih
sinusa koStane srzi smatra se da postoji i drugi specijaliziran mikrookolis KMS u
kostanoj srzi, tzv. «vaskularna niSa».25. 26 Sugiyama i sur. su pokazali da su
venski sinusi okruzeni retikularnim stanicama koje izluCuju neobi¢no veliku
koli¢inu kemokina CXCL12.27 Budu¢i da su retikularne stanice koje izrazavaju
CXCL12 prisutne i u blizini KMS uz endosteum ovi rezultati upucuju da i
vaskularna i endostalna niSa koriste neke zajedniCke mehanizme za odrzavanje
KMS.27 KMS koje su bile u stanju mirovanja odvajaju se od endostalne niSe i
migriraju prema srediStu kostane srzi u vaskularnu zonu gdje ponovno
uspostavljaju hematopoezu. Buduéi da je vecina proliferiraju¢ih krvotvornih
stanica u kontaktu s endotelnim stanicama venskih sinusa, vjerojatno je da
vaskularna niSa KMS u kostanoj srzi sadrzi viSe samoobnavljajucih stanica nego
uspavanih KMS. Smjestaj CD150+ KMS u blizini sinusa omogucuje im da stalno
nadziru u krvi koncentraciju Cinitelja koji odrazavaju stanje krvotvornog sustava.
U uvjetima hematoloSkog stresa, dolazi do brzog i snaznog odgovora, a ako je
potrebno vise KMS, one se mogu dodatno «regrutirati» iz endostalne nise.
Endotelne stanice su poznate da podrzavaju prezivljenje, proliferaciju i
diferencijaciju mijeloidnih i megakariocitnih prastanica, dok stromalne stanice
kostane srzi otpustaju Cinitelje koji inhibiraju sazrijevanje megakariocita. Moguce
je da se KMS smjestene u vaskularnoj i endostalnoj ,nisi“ slobodno izmjenjuju i

odrzavaju homeostazu u stalno promjenjivom krvotvornom okoliSu. Vaskularna



niSa sama ne moze odrzati dugotrajnu hematopoezu, pa se tako laboratorijskim
modelima u sluCaju nedostatka osteoblasta aktivira ekstramedularna
hematopoeza. Zato se smatra da je u koStanoj srzi vaskularna niSa sekundarna
niSa koja zahtjeva pritiecanje KMS iz primarne endostalne niSe. Udruzene
vaskularna i endostalna nisa tijesno suraduju u nadzoru nad mirovanjem i
samoobnavljanjem KMS, kao i nad stvaranjem ranih prastanica za odrzavanje
homeostaze ili pak u njenom ponovnom uspostavljanju nakon ostecenja kostane
Srzi.

Buduci da histoloSka analiza nije do sada otkrila samo jednu anatomski
ograni¢enu specijaliziranu regiju u podrucju endosteuma ili venskog sinusa za
koju se moze utvrditi da je samo ona sposobna udomiti KMS, ocito je da su po
povrsini mnogih venskih sinusa i po vecoj povrsini endosteuma razasute brojne
«fakultativne nise». Postojanje «fakultativne niSe» u hematopoetskom sustavu
moze biti kriticno za olakSavanje migracije KMS jer KMS recirkuliraju iz jedne
«fakultativne niSe» do druge, nasumce birajuci izmedu mnogo razliCitih lokacija
koje su sposobne poduprijeti njihovo odrzavanje.

Ova sposobnost aktivacije «fakultativne niSe» moze biti mehanizam
odgovoran za jedinstven kapacitet krvotvornog sustava da kao odgovor na stres
dramati¢éno poveca broj mati¢nih stanica i hematopoezu. U slezeni i jetri se u
normalnim uvjetima nalazi mali broj mati¢nih stanica koje proizvode tek mali broj
krvih stanica, ali u uvjetima stresa koji potice pojaCanu hematopoezu u ovim
organima se mogu aktivirati velika podru¢ja ekstramedularne hematopoeze. Na
primjer, maligne bolesti krvotvornog sustava koje istiskuju hematopoezu kostane
srzi Cesto dovode do premjestanja vecine hematopoeze u slezenu i jetru. Kada
se to dogodi, unutar ovih organa se moze naci znaCajno povecan broj KMS i
drugih krvotvornih prastanica $to dokazuje da su jetra i slezena sposobni
aktivirati «fakultativne niSe» koje mogu poduprijeti i dugotrajno odrzati KMS i
hematopoezu. To€na priroda ovih niSa u jetri i slezeni jo$ nije razjasnjena, ali kao
i u kostanoj srzi, KMS su unutar slezene nadene primarno oko venskih sinusa $to

upucuje na postojanje vaskularne nise.
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1.3.2. Signalne molekule i receptori u nisi krvotvorne mati¢ne stanice

Interakcija KMS i stanica niSe, osobito osteoblasta, zahtjeva velik broj
molekula (kemokina, citokina, cadherina, integrina, signalnih molekula i
receptora). Neki od citokina su integralni membranski glikoproteini na stromalnim
stanicama, dok su drugi vezani na molekule izvanstanicnog matriksa. Adhezijske
molekule omogucuju fizicku vezu KMS i okoliSa vezanjem na ligande na
stromalnim stanicama ili na izvanstanichom matriksu. U njih ubrajamo integrine,
selektine, proteoglikane (CD34) i molekule iz imunoglobulinske skupine. Maticne
stanice imaju integrinske receptore, VLA-4 i VLA-5, Ciji je ligand fibronektin, ali i
VCAM-1 na stromalnim stanicama.'6

Ove razliCite vrste molekula posreduju u najmanje dvije skupine
interakcija. U prvu skupinu pripadaju medustanicna interakcija posredovana
adhezijskom molekulom VCAM1 i njenim receptorom VLA4 te interakcija
adhezijskih molekula i izvanstani¢énog matriksa kao Sto je vezanje CD44 za
osteopontin koji u matriks izluCuju osteoblasti. Druga je interakcija liganda i
receptora koji je izrazen na KMS ili osteoblastima kojom su aktivirani
intracelularni signalni putevi. Vecina izlu€enih signalnih molekula se veze na
povrSinu stanice ili izvanstanichog matriksa pa ne difundira daleko. Stoga su
Cvrsta adhezija i smjestaj KMS uz osteoblaste u niSi esencijalni za stvaranje
intercelularnog prostora u kojem se moze ostvariti uinkovita interakcija liganda i
receptora.

Citokin SCF (engl. stem cell factor) poznat i pod nazivom c-kit ili KIT ligand
moze biti vezan za membranu ili slobodan u topivom obliku. Slobodni SCF
nastaje alternativnim cijepanjem membranskog oblika SCF. SCF veze i aktivira
CD117 (c-Kit, KIT), koji je izrazen na svim KMS koje posjeduju sposobnost
ponovnog dugotrajnog naseljavanja, kao i na drugim maticnim stanicama. Put
SCF/KIT je klju¢an za dugotrajnu obnovu i odrzavanje svih krvotvornih stanica u
odraslom organizmu, a to postize utjecajem na aktivnosti endostalne nise KMS u
kostanoj srzi. SCF vezan na membrani osteoblasta snaznije aktivira KIT-a na

povrsini KMS nego topivi oblik SCF, a on je i snazan stimulator adhezije KMS-a i
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krvotvornih prastanica na stromalne stanica jer aktivira VLA4 i VLAS5. Sve to
ukazuje da membranski oblik SCF-a moze utjecati na adhezivhe osobine
endostalne niSe modificiranjem funkcije specifiCnih integrina i da je on vazna
komponenta koja regulira aktivhost stanica endostalne niSe odgovornih za
dugotrajnu obnovu KMS u kostanoj srzi. Membranski oblik SCF je takoder
potreban za proliferaciju i aktivaciju osteoblasta /7 vivo. No jo$ uvijek nije
razjasnjeno je li uCinak membranskog SCF direktan (zbog njegove sposobnosti
da osigura znacajnu aktivaciju KIT izrazenog na KMS) ili je indirektan (zbog
vazne uloge u odrzavanju osteoblasta u niSi).

Jedan od klju€nih Cinitelja za migraciju, zadrzavanje i mobilizaciju KMS
tijekom homeostaze i nakon ostecenja je kemokin CXCL12 (engl chemokine
ligand 12). On je izrazen na viSe vrsta stromalnih stanica kostane srzi, kao Sto su
osteoblasti i vaskularne endotelne stanice, a do izrazavanja i sekrecije CXCL12
dolazi kao odgovor na gubitak krvotvornih stanica zbog zraenja, kemoterapije ili
hipoksije. KMS migriraju specificno prema CXCL12, a ne niti prema ijednom
drugom pojedinachom kemokinu. BioloSki uc€inak CXCL12 posredovan je
njegovom sposobnos$¢éu da uzrokuje kretanje, kemotaksiju i adheziju KMS. U
stanicama koje izrazavaju njegov receptor CXCR4 (engl. CXC-kemokin
recepford), CXCL12 uzrokuje sekreciju matriks metaloproteinaza i angiogenicnih
Cinitelja kao Sto je VEGF (engl. vascular endothelial growth factor).

Za zadrzavanje KMS u koStanoj srzi vazna je i interakcija izmedu
adhezijske molekule na stromalnim stanicama VCAM-1/CD106 i njenog
receptora VLA-4 (integrin-a4B1) koji se nalazi na KMS. IstraZivanja su pokazala
da misevi s delecijom gena za VCAM-1 ili za VLA4 imaju velik broj KMS u
perifernoj krvi.'® Ovi rezultati upucuju da su kemotakticha os CXCR4/CXCL12 i
adhezivna interakcija VCAM-1/VLA-4 dva vazna puta koja zadrzavaju KMS
unutar kostane srzi.

Istrazivanja krvotvornog sustava /n vifro u stani¢noj kulturi pokazala su da
su za poticanje samoobnavljanja KMS potrebni signalni putevi Notch i i Wnt.28

Medutim, dokazano je i da delecija Notch-receptora i liganda ili delecija [3-
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catenina i y-catenina /n vivo nema utjecaja na odrzavanje KMS. To upucuje da
samoobanavljanje KMS /n vivo poti€u redundantni signali tako da odrzavanje
ovog tkiva ne ovisi samo o jednom signalnom putu. Raspodjela odgovornosti za
odrzavanje KMS na viSe primarnih i sekundarnih signala, od kojih je svaki vise ili
manje vazan u razliitim uvjetima, ojacava fleksibilnost i snagu krvotvornog
sustava.
1.3.3. Pokretljivost krvotvornih matiénih stanica

lako je velika ve¢ina KMS smjestena u kostanoj srzi, ipak te stanice
pokazuju znacajnu pokretljivost. Kao odgovor na specificne signale iz okoline
KMS mogu izaéi iz nise i ponovno uéi u endostalnu nisu KMS u kostanoj srzi
procesima koji se nazivaju mobilizacijom odnosno udomljavanjem. Ovi suprotni
bioloski procesi nadzirani su razliCitim molekularnim mehanizmima koji se
djelomi¢no preklapaju.'® Na udomljavanje, zadrzavanje i mobilizaciju KMS utjeCe
slozena kombinacija migracije, adhezije, proteolize i signalizacije koja se odvija
izmedu KMS i endostalne niSe kao i signala koji potjecCu iz periferije te se time
odreduje miruju li stanice u niSi ili KMS izlaze iz niSe kao odgovor na stres.

Masivna mobilizacija KMS javlja se kao odgovor na ostecenje kostane srzi
ili na primjenu mijelosupresivnih citostatika ili krvotvornih Cinitelja rasta.
Mobilizacija je posredovana otpustanjem neutrofilnih proteaza Sto dovodi do
degradacije signala koji ¢uvaju niSu i adhezivnih veza posredovanih s CXCL12,
VCAM1 i membranskim oblikom SCF.'7 Do izlaska KMS iz niSe ne dolazi samo
tijekom mobilizacije ve¢ takoder i u uvjetima homeostaze kad se mali broj KMS
stalno otpusta u cirkulaciju. lako nije razjasnjena tocCna fizioloSka uloga ovog
izlaska, one mogu biti brzo dostupan izvor KMS za ponovno naseljavanje
oStecenih podrucja kostane srzi. S druge strane, KMS koje cirkuliraju u krvi mogu
biti sekundarna posljedica trajnog fizioloSkog remodeliranja kosti, zbog Cega
dolazi do stalne razgradnje i izgradnju niSe KMS te stoga Cestog premjestanja
KMS.

Transplantirane KMS imaju sposobnost povratka i ponovnog naseljavanja

u niSu kosStane srzi, tzv. udomljavanja (engl. homing). Udomljavanje je specificno
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kretanje ili migracija KMS iz periferne krvi kroz endotelne stanice vaskularnih
sinusa (transendotelna migracija) u ekstravaskularne hematopoetske tracke
kostane srzi. Za udomljavanje KMS u niSi kostane srzi od velike su vaznosti neke
od adhezijskih molekula na povrSini stanice, u prvom redu selektini i integrini.
lako se udomljavanje smatra neselektivnim procesom koji se dogada s jednakom
ucestalos¢u kod vecine vrsta krvotvornih stanica, ipak je transendotelna migracija
u ekstravaskularne hematopoetske tracke kosStane srzi te smjeStanje u
endostalnu niSu KMS u kostanoj srzi specificna osobina karakteristiCa za mati¢nu
stanicu. Nakon naseljavanja koStane srzi dolazi do simetriCcne diobe KMS i
proizvodnje velikog broja krvotvornih prastanica i diferenciranih stanica (eng/.
engraftment).
1.3.4. Funkcijski testovi krvotvornih matiénih stanica

Nepostojanje jedinstvenog biljega kojim bi se dokazala KMS rezultiralo je
razvojem niza funkcijskih testova na osnovi kojih indirektno zakljuCujemo o
funkcijskoj sposobnosti mati¢nih stanica. Istinsku multipotentnu KMS definira
sposobnost ponovnog naseljavanja koStane srzi i dugotrajne obnove stanica svih
krvnih loza u primatelja (engl long-term repopulating activity, LTR), Sto se
dokazuje njenom sposobnoséu obnove hematopoeze nakon transplantacije u
primatelja kod koga je ucinjena potpuna mijeloablacija. Eksperimentalni /n vivo
model kojim se ispituje sposobnost KMS da trajno obnovi stanice svih krvnih loza
nakon transplantacije u letalno ozracenog primatelja je model transplantacije u
imunodeficijentne NOD/SCID miSeve (engl. non obese diabetic/severe combined
imunodeficient).

Analogni /n vitro model je dugotrajna kultura kostane srzi (engl. long term
bone marrow culture; L TBMC) kojom se oponasaju /n vivo uvjeti hematopoeze i
dokazuju stanice koje iniciraju dugotrajnu kulturu (engl. long-term culture initiating
cells, LTC-IC) i stanice koje stvaraju otoCice hematopoeze (engl. cobbelstone
area forming cells;, CAFC). Ovisno o trajanju dugotrajne kulture, razlikujemo LTC-

IC iz kultura stanica nakon 12. tjedna uzgoja za koje se smatra da su moguce
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KMS, i LTC-IC iz kultura stanica nakon 5.-8. tiedna uzgoja za koje se smatra da
su prastanice.

Prvi test za klonalnost krvotvornih prastanica bio je test stvaranja kolonija
na slezeni nakon infuzije kostane srzi u letalno ozraCenog misa.2® Kolonije su
bile, u stvari, klonovi hematopoetskih stanica podrijetlom iz jedne stanice,
nazvane CFU-S (engl. colony forming unit-spleen). Ovaj test prati stanice s
razli¢itim potencijalom repopulacije, ali ne obuvaca primitivnu KMS.

Krvotvorne prastanice (engl. hematopoetic progenitor cell, HPC) opisane
su kao stanice s ograniCenim potencijalom samoobnavljanja, ali velikim
proliferativnim potencijalom. Otkrivene su in vitro kao stanice koje stvaraju
kolonije blasta (engl. colony forming unit-blast; CFU-b/)ili stanice koje imaju veliki
proliferativni potencijal i koje stvaraju kolonije (engl. high proliferative potential —
colony forming cells, HPP-CFCs). CFU-blast su primitivnije stanice, pretezno u
stanju mirovanja i mogu stvoriti sekundarne kolonije svih loza. Tip kolonija koje
stvaraju HPP-CFC ovisi o kombinaciji i broju citokina koji se koriste za
stimulaciju.

Kratkotrajnim uzgojem stanica kostane srzi procjenjuje se klonogena
sposobnost usmjerenih krvotvornih prastanica bez sposobnosti samoobnavljanja
(engl. linage commited HPC). To su stanice koje stvaraju granulocitno-
makrofagne kolonije (engl. colony forming unit-granulocyte/macrophage, CFU-
G/M) ili eritroidne Kkolonije (engl. burst forming unit-erytroid, BFU-E) u
polucévrstom mediju s Ciniteljima rasta.

1.3.5. Fenotip krvotvornih matinih stanica

Razvoj funkcijskih testova prati i napredak u odredivanju fenotipa
krvotvornih stanica proto¢nom citometrijom pomoc¢u monoklonskih protutijela koja
specificno prepoznaju molekule na povrsini stanice.

KMS se nalaze u populaciji krvnih stanica koje na membrani izrazavanju
billeg CD34. Taj bilieg nalazi se na 0,1% mononuklearnih stanica iz periferne krvi
te na 1-2% mononuklearnih stanica iz mobilizirane periferne krvi, koStane srzi i

krvi iz pupkovine.’ Populacija CD34+ stanica je heterogena, a sastoji se od
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multipotentnih i usmjerenih prastanica, a samo mali odjeljak Cine pluripotentne
KMS. Te najprimitivnije stanice karakterizirane su izrazajem biljega Sca1 (eng/.
stem-cell antigen 1), CD90/Thy-1, CD117/c-Kit, CD133 i FIk-2/FIt-3, odnosno
neizrazajem diferencijacijskih biljega loze (Lin-), HLA-DR i biljiega CD38 (56,61).
KMS koje posjeduju sposobnost dugotrajnog ponovnog naseljavanja kostane srzi
nazivaju se LSK (Lin-Sca1+Kit+) stanice jer se nalaze u populaciji stanica koje
izrazavaju biliege Sca1 i c-Kit, a ne izrazavaju biljege koji se normalno nalaze na
stanicama koje su ve¢ usmjerene u jednu krvnu lozu.'4

lako se smatralo da su samo CD34+ stanice odgovorne za glavninu
hematopoetske aktivnosti u kosStanoj krzi i obnavljanje hematopoeze u
imunokompromitiranog subletalno ozracenog NOD/SCID primatelja, ipak su
istrazivanja pokazala da i populacija CD34- stanica ima aktivhost maticnih
stanica te da i iz njih mogu nastati CD34+ stanice.3? Ocito je da fenotip KMS
varira sa stupnjem njihove aktivacije te da se CD34 antigen reverzibilno izrazava
na mati¢nim stanicama i prastanicama.3!' Moguce je da se biljieg CD34+ izrazava
na aktiviranim maticnim stanicama koje se samoobnavljaju ili diferenciraju, dok

stanice u mirovanju ponovno preuzimaju CD34- fenotip.32. 33

1.3.6. Plastiénost krvotvorne mati¢ne stanice

Pored uloge u obnavljanju tkiva u kojem su smjesStene, mati¢ne stanice
karakterizira i nedavno otkriveno jedinstveno biolosko svojstvo plasticnosti.
Smatralo se da su mati¢ne stanice odraslog organizma ireverzibilno usmjerene
samo u tkivo u kojem se nalaze. Medutim, istrazivanja su pokazala da i maticne
stanice odraslog organizma imaju sposobnost diferencijacije u zrele stanice koje
nisu u izravnoj vezi s tkivom iz kojeg potjeCu matic¢ne stanice. To svojstvo naziva
se plasti¢nost maticnih stanica. Na primjer, stanice koStane srzi mogu se /n vitroi
/n vivo diferencirati u stanice mezenhima (fibroblaste, masne stanice, endotelne
stanice, osteoblaste, hondroblaste, stanice glatkih miSi¢a, stanice srcanih
miSica), jetrene stanice i neuroektodermalne stanice.3* Mogucnost diferencijacije
maticnih stanica u zrele stanice razliCitih tkiva pruza nadu u razvoj novih oblika

stani¢ne terapije, u prvom redu degenerativnih i metabolickih bolesti.
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1.4. lzvori krvotvornih mati¢nih stanica

Danas su za potrebe transplantacije na raspolaganju tri izvora KMS, a to
su kostana srz, periferna krv i krv iz pupkovine. Odluka o odabiru izvora KMS
ovisi u prvom redu o osnovnoj bolesti i raspolozivosti darivatelia KMS. U
autolognoj transplantaciji danas se preferiraju KMS iz periferne krvi. U alogenoj
transplantaciji na odluku utje€e dob i sklonost darivatelja te iskustva
transplantacijskog centra. Krv iz pupkovine se vecinom koristi kao izvor
nesrodnih KMS kad u obitelji nema HLA-podudarnog darivatelja, a ucestalost
primjene ovisi o raspolozivosti podudarnih doza pohranjenih u banci krvi iz
pupkovine.

lako je potvrdena obnova funkcije koStane srzi nakon transplantacije KMS
iz sva tri izvora, poznato je da postoje brojne kako kvantitativne tako i kvalitativne
razlike izmedu transplantata sakupljenih iz razli€itih izvora KMS.3% Glavne razlike
izmedu izvora KMS prikazane su u tablici 1.

IzvjeS¢e European Blood and Marrow Transplantation Group (EBMT) o
transplantaciji KMS u 2007. godine pokazalo je da je u Europi u 613 centara u 42
drzave ucinjeno 25563 «prvih» transplantacija i to 15491 (61%) je bilo autolognih
i 10072 alogenih.36 Potrebno je istaknuti da su prema tom izvjeS¢éu za autolognu
transplantaciju u 98% sluCajeva koristene KMS sakupljene iz periferne krvi, a
samo u 2% sluCajeva iz koStane srzi. Za potrebe alogene transplantacije prema
tom izvjeS¢u, kostana srz je koriStena u 23% slucajeva, krv iz pupkovine u 6%
slucajeva, a periferna krv u 71% slucajeva, Sto ukazuje na povecanje primjene

KMS iz periferne krvi.
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Tablica 1. lzvori krvotvornih matié¢nih stanica

Izvori

Obiljezja transplantata

Kostana srz

- tradicionalni® izvor KMS

-sakupljanje u operacijskoj sali u opcoj anesteziji

-10-20 mL/kg TT primatelja

-stanice s jezgrom: 2-4x108/kg TT

-CD34+ stanice: 2-3x10%/kg TT

-CD3+ stanice: 1-2x107/kg TT

-nuspojave sakupljanja: bol, infekcija, ozljeda Zivca na mjestu vadenja;
komplikacije anestezije

-prednost: manji broj T limfocita u transplantatu

Periferna
krv

-neophodna mobilizacija KMS: kemoterapijom i/ili krvotvornim
Ciniteljima rasta

-jednostavno sakupljanje stani¢nim separatorom: 1-3 leukafereze
-CD34+ stanice: 2-10x108/kg

-CD3+ stanice: 20-40x107/kg TT

-vrlo mali broj nuspojava: tromboza ili infekcija katetera,
trombocitopenija, hipokalcemija, hipotenzija

-komplikacije primjene krvotvornih €initelja rasta

-CeSc¢a primjena u autolognoj transplantaciji: brzi hematoloski oporavak,

manja kontaminacija tumorskim stanicama

Krv iz
pupkovine

-jednostavno sakupljanje bez rizika za darivatelja
-lakSa dostupnost transplantata u kratem vremenskom roku
-moguca transplantacija i u slu¢aju djelomi¢ne HLA podudarnosti
-varijabilan volumen krvi (50-150 mL) i stoga ograni¢en broj stanica
-prosjec€an apsolutni broj stanica u transplantatu:

-stanice s jezgrom: 8x108

-CD34+ stanice: 2x108
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Brojni su razlozi za povecanu primjenu KMS iz periferne krvi. Kod
bolesnika s koStanom srzi zahvaéenom malignim stanicama, kao i kod koStane
srzi koja je fibrozirala zbog prethodnog zraCenja podrucja zdjelice, sakupljanje
KMS iz periferne krvi ostaje alternativa za sakupljanje transplantata
zadovoljavajuce kvalitete koji nije kontaminiran malignim stanicama. Velika
prednost sakupljanja KMS iz periferne krvi je u tome $to se broj krvotvornih
prastanica u perifernoj krvi moze ciljano povecati /n vivo postupkom moblizacije
primjenom mijelosupresivnih doza kemoterpije i/ili odredenih citokina.37. 38 Buduci
da se u produktu leukafereze uz KMS nalaze i usmjerene mijeloidne prastanice i
stanice-preteCe, nakon transplantacije KMS iz periferne krvi oporavak funkcija
kosStane srzi je brzi nego nakon transplantacije kostane srzi sto je jedan od
glavnih razloga da se danas Cak u slucaju kad je koStana srz bolesnika

prihvatljiva za transplantaciju preferiraju KMS sakupljene iz periferne krvi.

1.5. Mobilizacija krvotvornih mati¢nih stanica u perifernu krv

U uvjetima homeostaze u cirkulaciji se nalazi tek mali broj KMS pa se u
perifernoj krvi nalazi manje od 0,05% CD34+ stanica.3® Prva transplantacija
alogenih KMS prikupljenih iz periferne krvi 1989. godine ucinjena je zbog
jedinstvene KkliniCke situacije kada je HLA-identiCan srodni darivatelj odbio
sakupljanje KMS iz koStane srzi u opcoj anesteziji, ali je pristao na sakupljanje
KMS iz periferne krvi postupkom leukafereze.® KMS su sakupljene iz periferne
krvi tog nestimuliranog darivatelja tijekom 10 postupaka afereze. Biopsija koStane
srzi primatelja ucinjena 27. dana nakon transplantacije sakupljenih stanica je
pokazala prihvacanje sve tri loze. To je bio dokaz da se KMS mogu sakupiti iz
periferne krvi i u uvjetima homeostaze te da se nakon njihove transplantacije
moze postici trajni oporavak funkcije kostane srzi.

Medutim, kao problem pri koristenju krvi kao izvora KMS istaknuo se veliki
broj postupaka leukafereze potrebnih za sakupljanje dovoljnog broja stanica. U
svrhu smanjenja broja leukafereza trebalo je u cirkulaciji povecati broj krvotvornih

prastanica i stanica-prete€a. Mobilizacija KMS oznacCava poticanje izlaska KMS iz
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kosStane srzi u cirkulaciju i dogada se kao odgovor na stres ili oStecenje stanica
kostane srzi. Brz ali prolazan porast broja KMS u krvi zabiljezen je nakon fiziCke
aktivnosti, stresa izazvanog primjenom adrenokortikotropnog hormona, primjene
endotoksina, sintetickog polianiona dekstran sulfata*® i protutijela protiv
adhezijske molekule VLA-4 (anti-VLA4, anti-CD49d).41 Za potrebe transplantacije
KMS se mogu mobilizirati u perifernu krvi na vise nacina: mijelosupresivhom
kemoterapijom, krvotvornim ciniteljima rasta, interleukinom-7 (IL-7), IL-3, IL-12,
SCF i FIt3 ligandom ili njihovom kombinacijom, te novim agensima kao $to su
AMD3100 i pegilirani krvotvorni Cinitelji rasta.

1.5.1. Mobilizacija mijelosupresivhom kemoterapijom

O znacajanom porastu broja krvotvornih prastanica u perifernoj krvi 2 do 3
tiedna nakon mijelosupresivne kemoterapije izvjesteno je jo§ 1976. godine.42
CitotoksicCni lijekovi oStecuju stanice koStane srzi, a kao reakcija na ostecenje
preostale se KMS umnozavaju da bi obnovile koStanu srz. Tijekom rane faze
oporavka hematopoeze dolazi do mobilizacije KMS iz koStane srzi u krv.

Za mobilizaciju se koriste razliCiti kemoterapijski protokoli, a najceSce
ciklofosfamid u dozi od 4 do 7 g/m. 2. 37 Primjena citotoksicne kemoterapije je
ucinkovita metoda mobilizacije za bolesnike koji su prethodno primili minimalne
doze kemoterapije i koji nisu zra¢eni. Medutim, bolesnici koji su prethodno primili
visoke doze kemoterapije ili radioterapije mogu biti refraktorni na mobilizaciju
samo kemoterapijom s ili bez dodavanja citokina.

1.5.2. Mobilizacija krvotvornim €initeljima rasta

Godine 1988. opazeno je da citokini koji djeluju kao krvotvorni Cinitelji
rasta povecCavaju broj prastanica u krvi bolesnika s malignim bolestima.43
Otkriveno je nekoliko egzogenih krvotvornih citokina koji mogu uz minimalnu
toksicnost mobilizirati krvotvorne prastanice u cirkulaciju. Za mobilizaciju se
najceSce koriste Cinitelj stimulacije granulocitnih kolonija (engl. granulocyte
colony stimulating factor, G-CSF) i Cinitelj stimulacije granulocitno-makrofagnih
kolonija (engl. granulocyte macrophage colony stimulating factor, GM-CSF).

Utvrdeno je da je G-CSF ucinkovitiji od GM-CSF-a u mobilizaciji prastanica u
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sakupljanju autolognih KMS u bolesnika s razli€itim vrstama malignih bolesti. Od
drugih citokina koji se eksperimentalno primjenjuju za mobilizaciju najceSce se
spominju trombopoetin (TPO), FLT 3 ligand (FLT-3I), SCF i IL-8, IL-7, IL-3 te IL-
12.44

U posliednje se vrijeme u KliniCkoj praksi za mobilizaciju najcesée
primjenjuje filgrastim (NEUPOGEN, Amgen Inc., Thousand Oaks, California,
SAD), ljudski G-CSF proizveden rekombinantnom DNA tehnologijom. Filgrastim
proizvodi bakterija Escherichia coli u koju je ubaen gen za G-CSF. Njegova
sigurnost i uCinkovitost potvrdena je tijekom 20 godina dosadasnje primjene. U
autolognih darivatelja G-CSF se primjenjuje dnevno supkutano u dozi od 10
pg/kg/dan sam tijekom 5 dana ili u kombinacii s mijelosupresivnhom
kemoterapijom. Porast KMS u perifernoj krvi je vecCi kada se kemoterapija
kombinira s primjenom krvotvornih Cinitelja rasta.3” Krvotvorni Cinitelji rasta
omogucili su mobilizaciju KMS u perifernu krv i kod zdravih darivatelja. Filgrastim
se u alogenih darivatelja najceSce primjenjuje supkutano u dozi od 10 ug/kg na
dan kroz 4 do 5 dana.'”

Primjena G-CSF-a se dobro podnosi, iako se blaga do umjerena bol u
kostima javlja u ¢ak 80% darivatelja. Osim boli u kostima opisane su i druge
nuspojave G-CSF-a: glavobolja, slabost, mucnina i povecanje temperature. Te
nuspojave ublazava peroralna primjena analgetika, obi¢no paracetamola, a
nestaju jedan do dva dana nakon posljednje injekcije G-CSF-a. Valja spomenuti
da G-CSF uzrokuje prolazno povecanje alkalne fosfataze i laktat dehidrogenaze
koje se 4 tjedna nakon prestanka primjene vracaju na osnovne vrijednosti. Kao
ozbiljnu nuspojava primjene G-CSF-a valja istaknuti poveéanje slezene do koje
dolazi u gotovo svih darivatelja. Buduc¢i da su sporadicni sluCajevi rupture
poveCane slezene opisani kako u bolesnika tako i u zdravih darivatelja,
preporucuje se ultrazvu¢no pracenje veliCine slezene zbog spreCavanja ove
ozbiljne nuspojave. Dugotrajni u€inak G-CSF-a na zdrave darivatelje joS nije
poznat, ali do sada nije opazena niti jedna ozbiljna nuspojava u darivatelja kojima

su prije 3 do 6 godina KMS mobilizirane u perifernu krv s G-CSF-om.45
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1.56.3. Mehanizam mobilizacije krvotvornih mati¢nih stanica

Sudbina KMS je vecinom regulirana djelovanjem njene neposredne
okoline. Vecina agenasa koji se zadnjih dvadesetak godina koriste za
mobilizaciju KMS aktiviraju mijeloidne stanice uz otpustanje proteaza.'” Oni
direktno ili indirektno uzrokuju ekspanziju, aktivaciju i degranulaciju mijeloidnih
stanica unutar kostane srzi, a to dovodi do otpustanja enzima elastaze, katepsina
G i matriks metaloproteinaze-9 (MMP-9) iz neutrofilnih granula. Ove proteaze
naizmjeni¢no cijepaju i inaktiviraju CXCL12, CXCR4 i VCAM-1 te zato KMS
mogu izacéi iz koStane srzi (Slika 3.).'7 Na primjer, kemokini koji aktiviraju
neutrofile kao Sto su IL-8 ili Gro-B (engl. growth-regulated profein () brzo
aktiviraju neutrofile pa ve¢ 2 sata od njihove primjene dolazi do mobilizacije
KMS.46 NajceS¢e koristen agens za mobilizaciju jest G-CSF koji stimulira
ekspanziju i aktivaciju mijeloidnih i granulocitnih prastanica u kostanoj srzi.
Nakon nekoliko dana povecava se broj zrelih granulocita u perifernoj krvi koji
otpustaju veliki broj aktivnih neutrofilnih serinskih proteaza i uzrokuju mobilizaciju
KMS. Tijekom mobilizacije G-CSF-om inhibirana je funkcija osteoblasta, a to se
smatra uzrokom bolova u kostima koji se javljaju u vecéine davatelja.4”
Mijelosupresivha kemoterapija najprije ostecCuje stanice kostane srzi, a potom 1
do 2 tjedna nakon zavrSene kemoterapije nastupa oporavak hematopoeze s
povecanjem broja mijeloidnih prastanica i izlaskom KMS iz kosStane srzi u
cirkulaciju. Primjena G-CSF ili kemoterapije smanjuje aktivnost inhibitora
serinskih proteaza, npr. a 1-antitripsina (serpinal), koji bi inace blokirali
proteolitiCku aktivnost elastaze i katepsina G otpustenih iz neutrofila. Smanjena
aktivnost inhibitora omogucuje u kostanoj srzi nakupljanje ove dvije serinske
proteaze u njihovom aktivnhom obliku. Neizrazavanje VCAM-1 nakon primjene G-
CSF-a posljedica je otpuStanja elastaze i katepsina G iz neutrofila, jer je
ekspresija VCAM-1 odrzana nakon primjene G-CSF-a u miSeva s homozigotnom
delecijom gena za ove dvije proteaze. Smanjenje izrazaja (eng/l. downregulation)
CXCL12, do koje dolazi u stromi kostane srzi miSeva mobiliziranih G-CSF-om i

ciklofosfamidom je slozenije jer ukljuCuje proteolizu CXCL12 s proteazama iz
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neutrofila kao i istovremeno smanjenu transkripciju CXCL12.47 To objasnjava
zasto miSevi kojima od rodenja nedostaju ove proteaze ipak kao odgovor na G-
CSF mobiliziraju KMS.17

Endotelne stanice

Citokini
Citotoksiéni lijekovi
Antagonisti integrina

Endotelne stanice

Fa v Vo N
—Fibronektin

f’—‘m
Stromalna stanica

Slika 3. Uloga adhezijskih molekula u mobilizaciji CD34+ krvotvorne maticne
stanice iz koStane srzi u perifernu krv48

1.5.4. Cinitelji koji utjedu na uspjeh mobilizacije krvotvornih matiénih stanica

Vise Ccinitelja utjeCe na uspjeh mobilizacije KMS, a to su dob i spol
darivatelja te vrsta, nacCin primjene i doza krvotvornih Cinitelja rasta. U alogenih
su darivatelja muski spol i mlada Zivotna dob povezani s veéim prinosom CD34+
stanica.3 Zenski spol je identificiran kao prediktor za slabiju mobilizaciju prema
rezultatima istrazivanja Stockerl-Goldstein i sur. koji izvjeS¢uju da je kod
bolesnica manja vjerojatnost da ¢e dobro mobilizirati KMS u odnosu na muske
bolesnike.3® U autolognoj transplantaciji vazni Cinitelji su bolesnikova dijagnoza i
stanje bolesti, vrsta i broj prethodnih kemoterapijskih ciklusa ili zracenja primjenih
prije mobilizacije. U bolesnika s AML loSa mobilizacija KMS opisana je u 17 do
81% sluCajeva.’® Smatra se da je najvazniji prognostiCki Cinitelj za loSu
mobilizaciju broj prethodnih ciklusa kemoterapije i prethodno zracenje.3®

IzloZzenost bolesnika toksi¢nim lijekovima kao $to su karmustin (BCNU) i melfalan
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vrlo nepovoljno utjeCe na prinos KMS. Kod bolesnika koji su prethodno primili
velik broj (>6) ciklusa kemoterapije dolazi do kumulativnog osteéenja
hematopoeze. Stoga sakupljanje KMS treba razmotriti u ranom stadiju bolesti
prije nego Sto nastane oStecenje koStane srzi. Primjena G-CSF-a u dvije
podijeljene doze rezultira vec¢im prinosom KMS od pojedinacne doze kako u
zdravih darivatelja tako i u bolesnika.44

Unato€ brojnim mobilizacijskim protokolima jo$S uvijek preostaje dio
bolesnika kod kojih nije moguce sakupiti dovoljan broj KMS. Bolesnici se
smatraju «loSim» mobilizatorima ako je broj CD34+ stanica u perifernoj krvi maniji
od 20x1068/L ili je broj sakupljenih CD34+ stanica maniji od 2x108/kg TT.4° Prema
rezultatima istrazivanja kod kojih je primjenjena kombinacija kemoterapije i G-
CSF-a, ¢ak 20% do 40% bolesnika su «loSi» mobilizatori. Valja istaknuti da i kod
alogene transplantacije od 5% do 10% zdravih darivatelja ne uspije mobilizirati
dovoljan broj CD34+ stanica.

Prevladavanje problema «loSih» mobilizatora je izuzetno vazno i s
ekonomskog aspekta jer su kod njih veci trosSkovi poslijetransplancijske podrske.
Pod time se podrazumijeva znacajno duzi boravak u bolnici, kao i eventualna
potreba za sakupljanjem kostane srzi.

Problem pronalazenja pouzdanog prediktora loSe mobilizacije vjerojatno je
posljedica toga $to na varijabilnost odgovora na mobilizaciju utjeCe viSe Cinitelja,
primjerice slabija aktivacija granulocita, manja koliina proteaza kao i smanjen
broj KMS u kostanoj srzi ili pak suboptimalni hematopoetski mikrookolis.

1.5.5. Moguénosti za poboljSanje mobilizacije krvotvornih mati€nih stanica

U bolesnika koji su u perifernu krv mobilizirali mali broj stanica mogu se
primjeniti sljedeci postupci: 1. remobilizacija istim ili intenzivnijim protokolom
(citokini i kemoterapija za bolesnike koji su prvo mobilizirani samo s citokinima ili
vise doze kemoterapije za bolesnike ve¢ mobilizirane kemoterapijom); 2.
primjena novih mobilizacijskih agensa i 3. leukafereze velikog volumena krvi.39

Najjednostavnije rijeSenje je ponoviti mobilizaciju KMS s G-CSF-om,

sakupiti maksimalni moguci broj CD34+ stanica te bolesnika transplantirati s
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produktima leukafereze prikupljenim tijekom obje mobilizacije. Remobilizacija
moze biti uspjeSna u odredenoj skupini bolesnika, ali ju prate dodatni troSkovi i
morbiditet. Analiza sakupljanja autolognih KMS u 269 bolesnika kod kojih se
tijekom prve mobilizacije nije sakupio dovoljan broj CD34+ stanica pokazala je da
je ¢ak u 81,6% bolesnika i druga mobilizacija bila neuspjeSna. Kada su spojeni
produkti sakupljeni tijekom obje mobilizacije, 28,1% bolesnika joS uvijek nije
imalo transplantat.’” Ovi rezultati zorno ilustriraju potrebu za manje zahtjevnim,
transplantacije. Stoga se danas razmatra primjena druge generacije
mobilizacijskih agenasa kao S$to su modificirani oblik G-CSF-a, antagonisti
CXCR4 koji su usmijereni direktno na KMS te agensi koji povecavanjem broja
osteoblasta povecavaju i ukupan broj KMS u kostanoj srzi.
1.5.5. 1. Modificirani oblik G-CSF

Jedan od problema s rekombinantnim G-CSF kojeg proizvode bakterije je
taj da se radi o neglikoliziranom proteinu pa ga je zbog relativho brzog uklanjanja
iz plazme potrebno primjenjivati dnevno u obliku injekcija. Da bi se usporilo
njegovo uklanjanje iz plazme rekombinantni G-CSF je pegiliran, tj. kemijski
konjugiran s polietilen glikolom (PEG). Osim Sto usporava uklanjanje iz plazme,
pegiliranje G-CSF-a smanjuje i promjene u njegovoj bioraspolozivosti.
Komercijalno dostupan pegilirani G-CSF (pedfilgrastim ili Neulasta; Amgen Inc,
Thousand Oaks, California, SAD) je kovalentni konjugat filgrastima i
monometoksipolietilen-glikola koji se primjenjuje u jednoj injekciji od 12 mg.50
Pegiliranjem filgrastima nastaje ve¢a molekula od priblizno 39 kDa s poluzivotom
od oko 33 sata. Duzi poluzivot pedfilgrastima omogucuje bolje planiranje, a za
bolesnike je pogodniji zbog smanjenog broja potrebnih injekcija; to znac¢ajno
pridonosi bolesnikovoj udobnosti te omogucuje vecu fleksibilnost vremena
sakupljanja bez opasnosti da ¢e se propustiti optimalno vrijeme sakupljanja.
IstraZivanja provedena na miSevima i zdravim dobrovoljcima pokazala su da je
jedna injekcija pegfilgrastima uginkovita u stimulaciji mobilizacije KMS. Stovise,

maksimalni broj KMS u perifernoj krvi je i 3 puta vecCi nego nakon dnevne
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primjene filgrastima, a i maksimalni se broj CD34+ stanica javlja jedan do dva
dana ranije nego nakon dnevne primjene.
1.5.5.2. Antagonisti CXCR4 receplora

Vecdina mobilizacijskih agenasa usmjerena je na akcesorne stanice kao
Sto su granulociti, osteoblasti i stromalne stanice, a ne na same KMS.
Kemokinski receptor CXCR4 je idealna meta za direktnu mobilizaciju KMS,
buduci da je izrazen na svim krvotvornim prekursorima i neophodno je potreban
za zadrzavanje KMS u kostanoj srzi. Antagonisti CXCR4 snazno sinergisticki
djeluju s G-CSF-om i imaju mobilizacijski u€inak u svih ispitanih vrsta sisavaca i u
ljudi. Od svih do sada identificiranih antagonista CXCR4, spoj AMD3100 je jedini
koji je ve¢ u trecoj fazi klinickih istrazivanja.'” Molekula AMD3100 prvi je put
opisana zbog njene snazne i selektivne inhibicije replikacije virusa HIV tipa 1i 2
koja nastaje zbog vezanja na kemokinski receptor CXCR4 koiji koristi virus HIV-a
za ulaz u CD4+ stanicu. Interakcija izmedu CXCL12 i CXCR4 regulira
udomljavanje i migraciju mati¢nih stanica. AMD3100 reverzibilno inhibira vezanje
CXCR4 s njegovim ligandom CXCL12 Sto uzrokuje mobilizaciju CD34+ stanice u
perifernu krv. Primijenjen u ljudi kao jedna subkutana injekcija, maksimalnu
koncentraciju u plazmi doseze ve¢ za 30 do 60 minuta, dok mu je poluzivot 3
sata. Nakon injekcije optimalne doze AMD3100 od 240 pg/kg u zdravih
darivatelja se izmedu 4. i 6. sata broj CD34+ stanica povec¢a 12 puta.5
Sakupljanje CD34+ stanica jednako je ucinkovito nakon mobilizacije s jednom
dozom AMD3100 (240 pg/kg) kao i nakon 5 dana primjene G-CSF-a. AMD3100
primjenjen 5. dan znacCajno povecava broj CD34+ stanica i u darivatelja koji su
prethodno tijekom 4 dana stimulirani G-CSF-om. Zanimljivo je da CD34+ stanice
mobilizirane istodobnom primjenom G-CSF-a i AMD3100 u usporedbi s CD34+
stanicama mobiliziranim samo s G-CSF-om pojaCano izrazavaju gene Kkoji
stanicu Stite od apoptoze, reguliraju stani¢ni ciklus i oStecenje DNA, kao i
transport kisika.52 Buduc¢i da je CXCR4 izrazen i na mnogim tumorskim
stanicama, osobito osteotropnim tumorima, postoji potencijalni rizik mobilizacije i

ovih malignih stanica.”
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U tijeku su ispitivanja i novih antagonista CXCR4, tzv. CXCL12 mimetskih
peptida rezistentnih na egzopeptidazu (engl. exopeptidase-resistant CXCL 12-
mimetic peptide.). Jedan od njih je CTCE-0021 koji brzo mobilizira
polimorfonuklearne neutrofile i krvotvorne prastanice u perifernu krv te ima
sinergisti¢ki u€inak s G-CSF-om.46
1.5.5.3. Mobilizacijski agensi koji djeluju na kost

Slabiji odgovor na mobilizaciju moze biti ili posljedicom smanjenog broja
KMS u kosStanoj srzi ili oSte¢enog mikrookoliSa koStane srzi. Istrazivanja na
miSevima upucuju da tijekom mobilizacije s G-CSF-om oko 20% KMS iz koStane
srzi migrira u krv.53 Stoga bi povecanje ukupnog broja KMS u kostanoj srzi
trebalo pridonijeti mobilizaciji veéeg broja KMS u perifernu krv. lIstrazivanja
upucuju da primjena agenasa koji stimuliraju stvaranje kosti moze povecati broj
KMS u kostanoj srzi, sto bi potom dovelo i do pove¢ane mobilizacije KMS.17. 54
Svakodnevna primjena paratirodinog hormona (PTH) u miseva tijekom 5 tjedana,
koji je povecao aktivnost osteoblasta i stvaranje kosti udvostrucio je broj KMS
mobiliziranih G-CSF-om.%% Ova istrazivanja Adamsa i sur. takoder je pokazala da
primjena PTH poboljSava odgovor na mobilizaciju G-CSF-om u slu¢ajevima kada
je prethodna primjena velikih doza kemoterapije iscrpila zalihu KMS.%> Primjena
PTH podrzava endostalnu «niSu KMS» povecanjem broja KMS stanica unutar
klinickog ispitivanja na 20 bolesnika koji su prethodno loSe odgovorili na
mobilizaciju G-CSF-om pokazala je da je nakon 14 dana od primjene PTH 40%
bolesnika mobiliziralo zadovoljavaju¢i broj CD34+ stanica nakon dodatne
primjene samo G-CSF-a.%¢ Ovi rezulati upucuju da primjena agenasa Kkoji
povecCavaju stvaranje kosti moze zastiti KMS od Stetnog ucinka uzastopnih
ciklusa mijelosupresivne kemoterapije te obnoviti uCinkovitost mobilizacije u

autolognih darivatelja.
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1.6. Obiljezja transplantata krvotvornih mati¢nih stanica iz periferne krvi
Neposredni ciljevi reinfuzije KMS su potpuna obnova mati¢nih stanica u
kostanoj srzi te najbrzi moguci hematoloski oporavak neutrofila i trombocita uz
Sto maniji broj nuspojava i troSkova lijeCenja koji prate citopenije. Ti se ciljevi
mogu posti¢éi samo primjenom transplantata koji sadrzi dovoljan broj KMS.
Unato€ znacCajnom napretku metoda dijagnostike, to¢an identitet multipotentne
krvotvorne mati¢ne stanice i njenih brojnih stanica potomaka usmjerenih u
pojedine krvne loze joS uvijek nije poznat. Stoga se postavlja i pitanje toCne
definicije doze mati¢nih stanica, odnosno optimalnog omjera mati¢nih stanica i
prastanica sakupljenih iz periferne krvi potrebnih za osiguranje trajnog
hematopoetskog oporavka u optimalnom vremenskom razdoblju. U praksi se kao
indikatori dovoljnog broja mati¢nih stanica u transplantatu koriste dva empirijski
identificirana parametra: broj CD34+ stanica i broj krvotvornih kolonija u
kratkotrajnoj kulturi stanica. Za ocjenu kvalitete transplantata ovi pokazatelji se
izrazavaju kao broj stanica po kilogramu tjelesne tezine. Opce je prihvaéena
primjena trenutne tjelesne tezine, ali razmatra se i primjena idealne tjelesne
tezine koja se izaCunava standardnom formulom koja ukljuuje visinu i spol
primatelja, buduc¢i da prema rezultatima viSe istrazivanja bolje korelira s
hematoloSkim oporavkom nakon autologne i alogene transplantacije.®” lako ovi
pokazatelji dobro koreliraju s brzinom hematoloSkog oporavka u nizu bolesnika,
oni ipak ne mogu uvijek to¢no predvidjeti ishod transplantacije za svakog
bolesnika. Ponekad se opaza varijabilnost u hematoloSkom oporavku bolesnika
Cak i kad su ovi pokazatelji koji utjeCu na brzinu oporavka u zadanim granicama.
Strah od kasnog zatajenja funkcije transplantata KMS iz periferene krvi
koji je bio prisutan na pocCetku primjene tih stanica nije se ostvario. Imunofenotip
mobiliziranih KMS iz periferne krvi je sliCan, ali ne i identiCan imunofenotipu
stanica iz kostane srzi.58 Prisutnost «ranih» tj. neusmjerenih mati¢nih stanica u
mononuklearnim stanicama sakupljenim leukaferezom potvrduje se klinickim
opazanjem trajnog hematoloSkog oporavka nakon mijeloablativhe kemoterapije,

kao i primjenom sve sofisticiranijin analiza protocnom citometrijom koje nalaze i
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do 6% CD34+ lin- stanica u produktu leukafereze.®8 U produktu leukafereze se
uz maniji broj «ranih» maticnih stanica nalazi heterogena mjesavina ranih i kasnih
usmjerenih prastanica. Smatra se da su ove stanice odgovorne za ubrzanje
oporavka hematopoeze koji se vidi nakon transplantacije KMS iz periferne krvi.
Oporavak neutrofila nakon transplantacije KMS iz periferne krvi (medijan 8 do 14
dana u vecini istrazivanja) je znac€ajno brzi nego nakon transplantacije kostane
srzi, a podjednako brz kao nakon transplantacije koStane srzi uz primjenu
krvotvornih Cinitelja rasta GM-CSF ili G-CSF.4° Nakon transplantacije KMS iz
periferne krvi opazen je i zna€ajno brzi oporavak megakariocita i trombocita.
Trombociti dosezu vrijednosti iznad 20x109/L, odnosno 50x10%L dva tjedna
ranije u usporedbi s transplantacijom kostane srzi. Ovaj ubrzani oporavak
hematopoeze prati smanjena potreba za transfuzijskim lijeCenjem, manji broj
epizoda sepse, znacajno manja primjena antibiotika, kao i kra¢i boravak u bolnici
nakon transplantacije.

Empirijski je utvrdeno da za uspjeSan hematoloski oporavak minimalni broj
stanica s jezgrom (engl. total nucleated cell, TNC) u transplantatu kostane srzi
iznosi 2x108/kg, a optimalni 3x108/kg. U procjeni kvalitete transplantata KMS iz
periferne krvi broj TNC ima manje znacenje jer se u produktu leukafereze nalazi
veliki broj prastanica i stanica-preteCa usmjerenih u pojedine loze krvnih stanica.
Mobilizacija mijenja vrstu stanica koje se nalaze u mononuklearnoj frakciji stanica
u perifernoj krvi, a time i vrijednost odredivanja broja mononuklearnih stanica kao
mjere kvalitete transplantata. Mobilizacijski protokoli s kemoterapijom i/ili
Ciniteljima rasta povecavaju brojnost i heterogenost stanica, a to potvrduju
rezultati brojnih istrazivanja koji upu¢uju na 10 do 100 puta povecanje broja CFU-
GM i/ili CD34+ stanica nakon primjene samo jedne metode mobilizacije ili ¢ak
porast od 100 do 500 puta uz sinergistiCki ucCinak kombinirane primjene
kemoterapije i GCSF-a.4°

Broj krvotvornih kolonija u kratkotrajnoj kulturi stanica koristi se kao mjera
predikcije kvalitete transplantata joS od osamdesetih godina proslog stoljec¢a. |

danas je misljenje brojnih klinicara s dugogodis$njim iskustvom u transplantaciji da
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je rije€ o parametru koji najbolje odrazava kvalitetu transplantata $to potvrduje i
njegova dobra korelacija s potpunim oporavkom hematopoeze u ocCekivanom
vremenskom razdoblju. U vecini istrazivanja nije potvrdena prednost odredivanja
broja CFU-GEMM ili BFU-E umjesto CFU-GM kolonija. Kao kod infuzije koStane
srzi, odnos izmedu broja CFU-GM Kkolonija i brzine oporavka hematopoeze je
linearan samo unutar odredenog raspona. Za kostanu srz minimalna doza CFU-
GM kolonija za postizanje oporavka hematopoeze je 1x104/kg. Brzina oporavka
raste s porastom broja kolonija od 1 do 10 x104/kg, a plato se doseze pri
15x104/kg.4°® Za transplantat KMS mobiliziranih u krv minimalni broj CFU-GM
kolonija iznosi 10x104/kg, a plato se dosize pri 30 ili ¢ak 50x104/kg.4°

Minimalna doza CD34+ stanica u transplantatu KMS iz periferne krvi je
2x108/kg, a optimalna od 3 do 5x106/kg.4® Opisana je jaka linearna korelacija
broja CD34+ stanica s oporavkom granulocita ili trombocita, ali i ovdje kao i kod
broja CFU-GM kolonija €ini se da postoji prag broja CD34+ stanica iznad kojeg
se ne moze povecati brzina oporavka. Bender i sur. su u svom pregledu
hematoloskog oporavka nakon transplantacije KMS prikupljenih leukaferezom
nasli brzi oporavak granulocita i trombocita u bolesnika Ciji je transplantat
sadrzavao viSe od 3x106/kg TT CD34+ stanica.>® Kod transplantatata koji sadrzi
od 3 do 5x108 CD34+ stanica/kg TT medijan oporavka trombocita bio je 12 dana,
a kod transplantata s 5x106 CD34+ stanica/kg TT medijan je bio 9 dana.s®
Daljnim poveéanjem broja transplantiranih stanica dodatno se ne skracuje

vrijeme potrebno za oporavak funkcije kostane srzi.

1.7. Sakupljanje krvotvornih matiénih stanica iz periferne krvi

Cilj sakupljanja KMS iz periferne krvi je sa $to manjim brojem postupaka
leukafereze sakupiti dovoljan broj CD34+ stanica za transplantaciju. Stoga je
veoma vazno zapocCeti sakupljanje u trenutku kada se u perifernoj krvi bolesnika
nalazi najveci broj CD34+ stanica. Do povecanja broja KMS u perifernoj krvi ne
dolazi uvijek u isto vrijeme jer bolesnici razliCito reagiraju na moblizaciju zbog

ucinka dobi, dijagnoze, vrste i trajanja prethodnog lijeCenja. Za odabir optimalnog
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vremena za pocetak sakupljanja nakon mobilizacije kemoterapijom i G-CSF-om
predlozeno je nekoliko pokazatelja u perifernoj krvi: leukociti, mononuklearne
stanice i CD34+ stanice. Buduci da se broj leukocita u perifernoj krvi moze brzo
odrediti, u mnogim centrima leukafereza zapoc€inje na dan kada je broj leukocita
veC¢i od 1x109/L. Medutim, broj leukocita i mononuklearnih stanica odreden
neposredno prije pocCetka leukafereze pokazuje vrlo slabu korelaciju s brojem
CD34+ stanica sakupljenih tijekom leukafereze. lzmedu apsolutnog broja CD34+
stanica u perifernoj krvi prije leukafereze i broja CD34+ stanica sakupljenih u
produktu dokazana je dobra korelacija. Brojna istrazivanja su se bavila pitanjem
koji je najmanji broj CD34+ stanica u perifernoj krvi kada ima smisla zapoceti
leukaferezu.6' Danas se smatra da su vrijednosti CD34+ stanica manje od
10x108/L nedovoljne za pocetak sakupljanja KMS, te da je najbolje zapoceti
leukaferezu kada je broj CD34+ stanica u perifernoj krvi veéi od 10x106/L.49
Fabritiis i sur.8' su pokazali da u bolesnika koji u krvi imaju =220x108/L CD34+
stanica postoji znaCajna vjerojatnost da se jednim postupkom sakupi ciljni broj
CD34+ stanica, dok oni s <20x108/L CD34+ stanica trebaju za to viSe od jedne
leukafereze. Nakon svakog postupka leukafereze odreduje se sakupljen broj
CD34+ stanica i leukafereza se nastavlja slijedecih dana dok se ne sakupi ciljni
broj stanica. Koliki ¢e broj postupaka leukafereze biti potreban za sakupljanje
cilinog broja stanica ovisi o stupanju mobilizacije KMS u perifernu krv,
pravovremenom pocetku sakupljanja, kao i tehnici sakupljanja. Primjena
ucinkovite tehnike sakupljanja je vazna jer utjeCe direktno na sveukupni broj
CD34+ stanica u produktu, a time smanjuje broj potrebnih leukafereza, razdoblje
primjene citokina i troSkove sakupljanja.
1.7.1. Stani€ni separatori za sakupljanje krvotvornih mati¢nih stanica

Za sakupljanje KMS iz periferne krvi koriste se staniCni separatori.
Postupkom leukafereze se iz periferne krvi izdvajaju mononuklearne stanice
buduci da se CD34+ stanice koje su veliCine manjeg limfocita nalaze upravo u
frakciji limfocita i monocita, dok se ostale krvne stanice vracaju bolesniku. Svi

stanicni separatori djeluju na principu izdvajanja stanica raslojenih
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centrifugiranjem krvi kojoj je dodana antikoagulantna otopina. Puna krv se
tijekom diferencijalnog centrifugiranja raslojava u slojeve s obzirom na specificnu
gustoCu krvnih sastojaka: eritrocite, granulocite, limfocite i monocite, trombocite
te plazmu. Ako se Zeli sakupiti KMS, tada treba sakupljati sloj izmedu granulocita
i trombocita. Buduéi da slojevi stanica nisu ostro razgranieni, tijekom
leukafereze se sakuplja i dio stanica s obje strane sloja mononuklearnih stanica.
Hematokrit produkta se tijekom leukafereze prilagodava u rasponu od 2% do 3%.
Sakupljanje vece koli€ine eritrocita tijekom leukafereze nije pozeljno jer moze u
darivatelja izazvati anemiju. PreviSe eritrocita u produktu leukafereze moze
takoder tijekom reinfuzije transplantata u primatelja izazvati nuspojave. Poznato
je da eritrociti nakon odmrzavanja hemoliziraju i oslobadaju slobodni hemoglobin
u transplantat, a velika koli¢ina slobodnog hemoglobina je toksi¢na i u primatelja
moze ostetiti funkciju bubrega. Tijekom leukafereze se uz mononuklearne stanice
takoder sakupljaju i trombociti. Vazno je da se tijekom leukafereze sakupi $to
manje trombocita jer se na taj nacin izbjegava nastanak trombocitopenija u
darivatelja, kao i stvaranje ugrusaka u produktu leukafereze zbog prevelikog
broja trombocita.
1.7.1.1. Virste stanicnih separatora

Stani¢ni separatori koji se koriste za sakupljanje krvnih sastojaka kao sto
su trombociti, eritrociti i plazma mogu se koristiti i za sakupljanje KMS-a. Ovisno
o vrsti stanica koje se Zele sakupiti koriste se razliCiti kompjutorski programi koji
nadziru rad separatora uz primjenu odgovarajucih setova za jednokratnu
primjenu. KMS se iz periferne krvi mogu sakupljati s viSe vrsta staniCnih
separatora koji se medusobno razlikuju po venskom pristupu, volumenu krvi koji
se nalazi izvantjelesno u stanichom separatoru tijekom sakupljanja, gubitku
eritrocita i trombocita te ucCinkovitosti sakupljanja. Uz bolju ucCinkovitost
sakupljanja, ciljni broj stanica moze biti sakupljen u kraéem razdoblju uz obradu
manjeg volumena Kkrvi i s manjim brojem potrebnih postupaka leukafereze. Na

trziStu se trenutno nalazi nekoliko stanicnih separatora razlicitih proizvodaca.
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Gambro: Spectra (Gambro BCT, Lakewood, CO, SAD) je sustav s
kontinuiranim protokom koji koristi separacijsku komoru u obliku omce i zahtjeva
dvostruki venski pristup. Spectra ima dva programa za sakupljanje KMS. MNC
program (Verzija 4.7, 5.1, 6.1 i 7.0) koristi jednokanalnu separacijsku komoru, a
Auto PBSC program (Version 6.1) koristi dvokanalnu separacijsku komoru. MNC
program je poluautomatski pa operater moze nadzirati sakupljanje stanica uz
kolorogram (engl. colored scale). Operater podesava protok pumpe separatora i
na taj naCin nadzire boju produkta u liniji za sakupljanje. Produkt treba biti svijeto
ruziCaste boje Sto odgovara vrijednosti hematokrita od 2% do 3%. Auto PBSC
program u cijelosti automatski nadzire postupak sakupljanja na osnovi podataka
o bolesniku i broju stanica u perifernoj krvi koji su uneseni na pocetku procedure.

Baxter: Baxter CS 3000 Plus (Baxter Biotech, Deerfield, IL, SAD) je
stani¢ni separator s kontinuiranim protokom s dvije serijske separacijske komore
za izolaciju mononuklearnih stanica. Amicus je separator nove generacije Kkoji
automatski sakuplja MNC s jednostrukom komorom, a proces izdvajanja odvija
se u fazama. Mononuklearne stanice se intermitentno sakupljaju u vrecicu s
produktom.

Fresenius: StaniCni separator Fresenius AS 104 (Fresenius USA, Walnut
Creek, CA, SAD) s kontinuiranim protokom Kkoristi dvostupanjsku separacijsku
komoru. U prvoj fazi sakuplja se plazma bogata trombocitima i mononuklearnim
stanicama koje se koncentriraju su slijede¢oj fazii COM.TEC separator
(Fresenius Hemocare Bad Homburg, Njemacka) ima dva programa, LP-MNX koji
koristi jednostupanjsku komoru i LP-KMS-Lym program koji koristi dvostupanjsku
komoru.

Haemonetics: Haemonetics MCS Plus (Haemonetics Corp., Braintree,
MA, SAD) je separator s intermitentnim protokom koji za separaciju krvi koristi
Lathamovu kuglu u obliku zvona. Zbog diskontinuiranog protoka krvi koristi samo

jedan venski pristup, ali postupak leukafereze zbog toga traje znacajno duze.
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1.7.1.2. Venski pristup

Postupak leukafereze u odraslih bolesnika zahtjeva kontinuirani protok krvi
kroz stani¢ni separator od 50 do 100 mL/min. Ovakav protok krvi se moze postici
kroz periferne vene kubitalne regije ako su dovoljno Siroke za igle promjera 16-18
gauge za uzimanje i najmanje 19 gauge za vracanje krvi. Preporuka je da se
uvijek kada je moguce koriste periferne vene jer se na taj naCin izbjegavaju
brojne komplikacije povezane s centralnim venskim pristupom. Vise od 60%
bolesnika kod kojih se planira sakupljanje KMS postupkom leukafereze nemaju
adekvatne periferne vene kojima bi bilo moguce ostvariti zadovoljavajuci protok
za pumpe staninog separatora.62 Oko 10% zdravih darivatelja alogenih KMS
takoder zahtjeva postavljanje centralnog venskog katetera zbog neadekvatnih
periferninh vena.63 Venski kateteri su jedino praktiCno rijeSenje za bolesnike s
neodgovarajucim perifernim venama. Vecina bolesnika kod kojih se planira
postupak leukafereze ve¢ imaju centralni venski kateter zbog primjene
kemoterapije. Medutim, u pravilu je rije€ o jednostrukim kateterima uskog lumena
i mekane stijenke koji nisu pogodni za visoke protoke krvi koji su potrebni za
postupak leukafereze. NajcesSée se za centralni venski pristup koriste posebni
kateteri namjenjeni za hemodijalizu i aferezu. Oni omogucuju veci protok krvi jer
imaju veliki lumen i debele Cvrste stijenke kako ih negativni tlak koji stvara
stani¢ni separator tijekom uzimanja krvi ne bi sljepio. Kateteri za aferezu mogu
biti jedno ili dvoluminalni. Cvrsta stijenka im je izradena od poliuretana ili
silikonske gume. Poliuretanski kateteri su ¢vrSci i namijenjeni za primjenu u
kracem vremenskom razdoblju do 3 tjedna iako se u pravilu vade veé¢ nakon
zavrSetka sakupljanja.t4 Kateteri proizvedeni od silikonske gume, buduci da se
mogu sigurno ostaviti na mjestu duze vremensko razdoblje, postavljaju se u
slucajevima kad se isti kateter Zeli koristiti kako za postupak sakupljanja KMS
tako i tijekom transplantacije.

Kateteri se mogu postaviti u venu subklaviju, unutarnju jugularnu ili pak u
femoralnu venu. Svaka od navedenih lokacija ima svoje prednosti i nedostatke.

Tako je primjerice prednost femoralnog katetera Sto se moze brzo postaviti i sto
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ne zahtjeva radioloSku kontrolu poloZaja. lako njegovo postavljanje prati maniji
broj nuspojava, nedostatci su veéi rizik infekcije i ograniCena pokretljivost
bolesnika. Vena subklavija i unutarnja jugularna vena su pogodne za kateter za
aferezu, iako je postavljanje ¢esto pra¢eno komplikacijama. Uz pneumotoraks ili
hematotoraks, opisane su i druge komplikacije kao Sto su infekcije i tromboza.
No, s druge strane istrazivanja pokazuju da je incidencija komplikacija
leukafereza putem katetera postavljenih u veni subklaviji bila je jednaka kao i kod
procedura ucinjenih putem perifernih vena.®> Valja istaknuti da postavljanje
katetera za aferezu u venu subklaviju moze u svakodnevnom klinickom radu
predstavljati problem jer je vecina bolesnika ve¢ prethodno tom mjestu imala
postavljen kateter za primanje kemoterapije pa stoga ne ¢udi da je kod nekih od
njih ta vena trombozirala. Prema rezultatima istrazivanja Haire i sur., trombi
mogu sprijeciti slijede¢u kateterizaciju vene subklavije ¢ak u 14% bolesnika.66
Buduci da je poznato da se vene za koje je ultrazvuénim pregledom utvrdeno da
su okludirane ne mogu uspjesSno kateterizirati, kod tih bolesnika treba Koristiti
alternativne puteve za postavljanje katetera.

Prohodnost katetera se izmedu postupaka leukafereze odrzava ispiranjem
i konzerviranjem katetera s otopinom heparina. Trombocitopenija izazvana
heparinom i tromboza su rijetke, ali teSke komplikacije pa neki centri izbjegavaju
primjenu heparina za konzerviranje katetera. U istrazivanju provedenoj medu
bolesnicima s malignim bolestima koji su imali centralni venski kateter zbog
leukafereze nije bilo znacajne razlike u pojavi tromba oko katetera, bez obzira je
li kateter bio konzerviran s heparinom (100 i.j./mL fizioloSke otopine) ili samo
fizioloSkom otopinom.63
1.7.1.3. Sprjecavanje zgrusavanya tijekom leukafereze

Budu¢i da je krv u izvantjelesnoj cirkulaciji izlozena ne-endotelnim
povrSinama, tijekom leukafereze dolazi do aktivacije sustava zgrusavanja krvi. Za
sprjeCavanje zgruSavanja krvi tijjekom postupka leukafereze neophodna je
infuzija velike koli€¢ine antikoagulantne otopine. NajceSce koriSten antikoagulans

jest otopina citrata koji sprjeCava zgruSavanje stvaranjem nedisociranih
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kompleksa kalcijevog citrata i inhibiranjem agregacije trombocita.
Antikoagulantna otopina izbora za sakupljanje KMS danas je ACD-A (engl. Acid
Citrate Dextrose Formula-A), sterilna otopina limunske kiseline, natrijevog citrata
i dekstroze. Jedna litra ACD-A sadrzi 14,15 g citrata iz natrijevog citrata i 7,18 g
citrata iz limunske kiseline, a to ukupno iznosi 21,33 g citrata.

Tijekom sakupljanja, puna krv se pumpa u stani¢ni separator uz ulazni
protok od 50 do 100 mL/min i mijeSa se s antikoagulansom u razli¢itim omjerima,
najcesce u omjeru 12:1. Uz takav omjer u jednoj minuti se infundira od 4,2 do 6,6
mL ACD-A Ssto znaCi od 89,5 do 141 mg iona citrata. Tako se, primjerice, u
standardnom postupku ukupan volumen krvi odraslog bolesnika obradi 2 do 3
puta, Sto iznosi 8 do 12 litara krvi uz infuziju od 833 do 1000 mL ACD-A u
vremenu od 180 do 240 minuta. Volumen infundiranog citrata razlikuje se ovisno
o vrsti stani¢nog separatora.

U sakupljanju KMS tijekom postupka leukafereze velikog volumena krvi
uspjesno se koristi kombinirana formula citrata i heparina. U tom se slucaju ACD-
A infundira s punom krvi u omjeru 24:1, a 6 i.j. heparina se dodaje na svaki
mililitar ACD-A. Heparin je potrebno takoder dodati u vreCicu s produktom
leukafereze zbog sprjeCavanja stvaranja ugruSaka. Heparin se kao jedini
antikoagulans koristi samo u bolesnika koji su alergicni na citrat.

SprjeCavanje zgruSavanja krvi bolesnika tijekom sakupljanja KMS iz
periferne krvi je vazno kako zbog osiguranja sigurnosti bolesnika tako i zbog
kvalitete koncentrata KMS. Nedovoljna ili neto€na primjena antikoagulansa
tijekom postupka moze aktivirati koagulaciju i uzrokovati pojavu ugrusaka tijekom
postupka i to kako u stani€énom separatoru tako i u sakupljenom produktu. S
druge strane, suviSak citrata u krvi bolesnika moze uzrokavati simptome
hipokalcemija uslijed smanjenja razine ioniziranog kalcija, a u tezim sluCajevima
moze uzrokovati i krvarenje.
1.7.1.3.1. Nuspojave citrala

lako se tijekom leukafereze bolesniku vraca citrirana krv, citrat u bolesnika

ne uzrokuje sistemsko sprjeCavanje zgruSavanja jer se metabolizira i redistribuira
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u cirkulaciji. Citrat na sebe veze ionizirani kalcij Sto uzrokuje prolazno smanjenje
vrijednosti ioniziranog kalcija u krvi. Hipokalcemija je dobro poznata nuspojava
infuzije citrata i javlja se u 39%% do 48% bolesnika.t8. 69 Simptomi toksiCnosti
citrata su parestezije, glavobolja, mucnina i obi¢no imaju mali klinicki znacaj, ali
ponekad mogu izazvati i znaCajan morbiditet. U djece se toksi¢nost citrata moze,
osim parestezijama i muéninom, ocitovati nemirom, tahikardijom i hipotenzijom.

Simptomi hipokalcemije mogu se sprijeciti jednostavnim mjerama, kao §to
su smanjenje brzine protoka krvi kroz stani¢ni separator i/ili intravenskom
primjenom soli kalcija.6® Osoblje koje skrbi za bolesnike tijekom afereze mora biti
educirano za prepoznavanje znakova i simptoma toksi¢nosti citrata te mora znati
zapoceti s odgovarajuc¢im lijeCenjem. Osobitu pozornost treba obratiti kod djece i
bolesnika manje tjelesne tezine jer su u njih i u€estaliji simptomi hipokalcemije.”0

lako neki autori kod pojave simptoma hipokalcemije preporucCuju tek
smanjenje brzine protoka, Haire i Sniecinski smatraju da je za eliminiranje
simptoma gotovo uvijek potrebna intravenska primjena kalcija.”! Kalcij glukonat
se primjenjuje jako sporo u dozi od 5 mL Sto sadrzi 45 mg kalcija (2,25 mEq)
tijekom 5 do 10 min. Ako simptomi hipokalcemije i nakon te terapije ustraju,
potrebno je dodati jo§ 5 mL kalcij glukonata, do ukupno 20 mL.

Danas se smatra da zbog velike ucCestalosti pojavu simptoma
hipokalcemije treba sprijeCiti profilaktickom primjenom kalcija. Jedna skupina
autora smatra da simptomi hipokalcemije mogu biti vrlo jednostavno sprijeCeni
tako da bolesnik prije postupka leukafereze popije ¢asu mlijeka ili otopinu soli
kalcija.” Medutim, vecina autora smatra da peroralna primjena kalcija nije
dostatna pa se u vecini centara primjenjuje profilakticka infuzija kalcija koja
prema rezultatima istrazivanja smanjuje incidenciju simptoma hipokalcemije od
65 do 90%.68 ProfilaktiCka infuzija kalcija moze se primjeniti u fiksnoj dozi od 1,1
mg/kg/sat ili u dozi prilagodenoj volumenu infundiranog citrata Sto iznosi 0,5 mg
kalcija/mL ACD-A antikoagulantne otopine. Za djecu se profilakticki primjenjuju
viSe doze kalcija nego u odraslih (0,6 mg kalcija/mL ACD-A).”" Kod bolesnica s

volumenom krvi manjim od 4500 mL svakako je potrebna profilakticka primjena
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kalcija jer je kod njih i najveéa ucCestalost simptoma hipokalcemije.®8. 70 Tijekom
intravenske primjene Kkalcija nije nikada opazeno zgruSavanje krvi u setu za
aferezu ili u kateteru.

Unato€ dokazanoj ucinkovitosti kontinuirane profilaktiCke primjene kalcija
na smanjenje reakcije izazvanih citratom tijekom leukafereze, uvijek trebaju biti
na umu i moguce nuspojave primjene kalcija. Bolesnike svakako tijekom infuzije
kalcija treba upozoriti na mogucnost navale osjecaja topline i pojave metalnog
okusa u ustima. Kao osobito ozbiljnu nuspojavu primjene kalcija valja spomenuti
mogucnost pojave vazodilatacije te povecani rizik sr€anih aritmija. Stoga
bolesnici koji su prethodno imali sréanu aritmiju ili sr€anu insuficijenciju, a osobito
oni lijeCeni digitalisom, ne bi smijeli tijekom leukafereze primati intravensku
nadoknadu kalcija.”!
1.7.1.4. Nuspojave leukafereze

Tijekom leukafereze ne ocekuje se znacCajni gubitak eritrocita pa bi
vrijednost hemoglobina trebala ostati konstantna. lzuzetno rijetko moze nastati
gubitak eritrocita kad se na kraju postupka zbog tehnickih problema sa stani¢nim
separatorom ne moze isprati i vratiti krv iz separatora. No, buduci da se tijekom
leukafereze uz mononuklearne stanice sakuplja i dio stanica iz sloja trombocita
uvijek dolazi do smanjenja broja trombocita. Ovisno o vrijednostima prije afereze
broj trombocita se obi¢no smanjuje za 20% do 30% nakon zavrSetka procedure.
Minimalni broj trombocita prije zapocinjanja leukafereze za bolesnike iznosi
30x10%L, a za zdrave darivatelje 80x109L. Ako je broj trombocita manji od
prihvatljivog, bolesnik treba primiti transfuziju ozraenih trombocita sa smanjenim
brojem leukocita, dok u slu€aju zdravog darivatelja leukaferezu treba nastaviti tek
nakon oporavka broja trombocita.

Na pocCetku leukafereze kod vecine bolesnika, a osobito kod onih manje
tielesne tezine, dolazi do smanjenja tjelesne temperature zbog hladenja krvi
tijekom prolaska kroz cijevi stanicnog separatora i infuzije otopina koje su sobne
temperature. Hipotermija se moze sprijeciti primjenom grijaca za krv. Zamjeceno

je da se primjenom grijaCa za krv moze smanijiti i uCestalost simptoma
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hipokalcemije. KliniCka i laboratorijska istrazivanja su pokazala da hipotermija
uzrokuje viSe metabolickih poremecaja, a izmedu ostalog i smanjuje razgradnju
citrata te na taj nacin doprinosi Stetnom ucinku hipokalcemije.”? Stoga je moguce
da se grijanjem krvi i smanjenjem rizika nastanka hipotermije smanjuje i rizik
pojave simptoma hipokalcemije posebice u bolesnika manje tjelesne tezine.

Leukafereze mogu pratiti i neke druge nuspojave kao $to su vazovagalne
reakcije, bljedilo, dijaforeza, sinkopa i hipotenzija. Nuspojave venepunkcije su
hematom, upala, ozljeda Zivca i punkcija arterije na mjestu uboda. Izuzetno
rijetka komplikacija leukafereze je hemoliza koja se javlja zbog presavijanja cijevi
seta kada na tom mjestu dolazi do mehanicke lize eritrocita. lako teoretski postoji
mogucnost nastanka i zraCne embolije, stani¢ni separatori su danas opremljeni
alarmima koji otkrivaju zrak u cijevi kojom se krv vraca bolesniku i odmah
zaustavljaju leukaferezu. U dostupnoj literaturi nema izvjeS¢a o slucajevima
zra¢ne embolije uslijed leukafereze.
1.7.1.5. Skrb za bolesnike tjjekom afereze

Postupkom leukafereze se Zeli sakupiti odgovarajuca doza stanica
potrebna za uspjesnu transplantaciju, a sam postupak se mora provesti sukladno
vazecCim standardima i preporukama.”3 Bolesnicima prije leukafereze treba dati
edukacijski materijal koji objasnjava postupak i moguée nuspojave sakupljanja.
Nakon S§to su upoznati s detaljima postupka i Sto su imali moguénost postauviti
pitanja oni trebaju potpisati obavijeSeni pristanak za provodenje postupka.

Sakupljanje KMS se provodi u odjelu za aferezu Cije osoblje mora biti
educirano za provodenje postupka. Od najvece je vaznosti da osoblje zna
prepoznati znakove i simptome mogucih nuspojava koje se mogu javiti tijekom
postupka afereze te da ih zna pravovremeno zbrinuti. Vitalni znakovi (krvni tlak i
puls) trebaju biti zabiljezeni na poCetku procedure te potom svakih 30 minuta
tijekom sakupljanja. Bolesnikovo stanje treba pratiti i nakon leukafereze zbog
mogucnosti pojave trombocitopenije i anemije koje treba prije slijedeceg
postupka leukafereze zbrinuti transfuzijskim lijecenjem ozraCenim pripravcima sa

smanjenim brojem leukocita.
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1.8. Kontrola kvalitete produkta leukafereze

Nakon zavrSenog postupka leukafereze uvijek je potrebno analizirati
kvalitetu sakupljenih stanica jer se moze ocekivati varijabilnost izmedu produkta
leukafereze sakupljenih u nekoliko uzastopnih dana. Metode analize, obrade i
zamrzavanja produkta leukafereze su sliCcne kao i za koStanu srz jer oba
pripravka sadrze mali udio KMS u velikoj populaciji zrelih krvnih stanica.
stanica oStecCenih tijekom aspiracije koStane srzi, a ima i veci udio
mononuklearnih stanica zbog tehnike izdvajanja stanica stani¢nim separatorom.

Prikladnost sakupljenog produkta KMS za obnovu hematopoeze od
primarne je vaznosti za svakog pojedinog bolesnika koji je prije transplantacije
kondicioniran letalnom dozom mijeloablativhe kemoterapije. Ako prethodno nije
pohranjen rezervni transplantat, neuspjelo presadivanje stanica zbog
neodgovarajuceg sakupljanja KMS moze biti fatalno za bolesnika koji je ve¢
primio mijeloablativhu terapiju. Stoga svaki transplantacijski program mora
definirati $to se smatra odgovarajuc¢im transplantatom za bolesnike koji su lijeCeni
odredenim protokolima. Najvaznije je utvrditi minimalni broj multipotentnih
krvotvornih mati¢nih stanica koji osigurava trajni oporavak hematopoeze, kao i
kinetiku oporavka na koju vjerojatno utjeCu krvotvorne prastanice u razliitom
stupnju sazrijevanja. Budu¢i da za sada ne postoji opCe prihvacena metoda
analize primitivne maticne stanice, danas se koriste surogatni testovi ocjene
sposobnosti obnavljanja hematopoeze kao sto je broj CD34+ stanica u produktu.
Jednako je vazna i sigurnost primjene pripravka s obzirom na moguce
mikrobioloSko zagadenije.

Dosljednost u kvaliteti produkta od kljucne je vaznosti za program
transplantacije, pa se stoga mora trajno pratiti i ucCinkovitost sakupljanja
mononuklearnih i CD34+ stanica, kao i koncentracija mononuklearnih stanica,
granulocita, trombocita i eritrocita u sakuplienom produktu, vijabilnost stanica, a

potrebno je utvrditi i sterilnost svakog produkta.
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Uz laboratorijsko ispitivanje kontrole kvalitete pripravka KMS obavezno se
mora pratiti hematopoetski oporavak i klini¢ki ishod transplantacije. Krajnja mjera
kontrole kvalitete transplantata je brzina i trajnost oporavka funkcije kostane srzi,
kao i incidencija komplikacija povezanih s infuzijom produkta.

1.8.1. Brojnost krvnih stanica u produktu leukafereze

U svakom produktu leukafereze treba odrediti broj krvnih stanica i
diferencijalnu krvnu sliku. Broj stanica s jezgrom i diferencijalna krvna slika daju
prvu ocjenu kvalitete sakupljanja, a neophodni su i za pracenje tehnike
sakupljanja i ujednacenosti produkta.

KMS se nalaze u populaciji mononuklearnih stanice, dok se granulociti,
trombociti i eritrociti smatraju nepozeljnim u produktu leukafereze. Ako se
sakupljanje ostalih stanica, u prvom redu trombocita i eritrocita ne smanji na
minimum, kod bolesnika se moze javiti trombocitopenija i anemija. Stanice koje
su nepozeljne u produktu leukafereze mogu komplicirati obradu i zamrzavanje
KMS. Ucinkovitost sakupljanja (engl. collection efficiency) stani¢nog separatora u
sakupljanju mononuklearnih stanica iz krvi odreduje se dijeljenjem ukupnog broja
mononuklearnih stanica u produktu s brojem mononuklearnih stanica koje su
obradene separatorom tijekom leukafereze.” Broj obradenih mononuklearnih
stanica jednak je umnosku prosjecnog broja mononuklearnih stanica u perifernoj
krvi (prosjek broja mononuklearnih stanica prije i nakon leukafereze) i ukupne
koli¢ine krvi koja je obradena tijekom leukafereze. Na isti naCin se izraCunava
ucinkovitost sakupljanja i drugih krvnih stanica.

UCinkovitost sakupljanja mononuklearnih i CD34+ stanica kao i
«kontaminacija» produkta granulocitima, trombocitima i eritrocitima treba se
obavezno odrediti tijekom inicijalne evaluacije tehnike sakupljanja, kao i pri
svakoj modifikaciji tehnike sakupljanja. Provjera ucinkovitosti sakupljanja treba
biti dio trajnog programa osiguranja kvalitete u jedinici za aferezu.

Produkt leukafereze ne sadrzi kapljice masti koje nalazimo u kostanoj srzi,
a koje se mogu greSkom ubrojiti u stanice, pa se broj stanica s jezgrom moze

analizirati ili automatskim broja€ima krvnih stanica ili manualno hemocitometrom.
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Koncentrirani uzorci mogu zahtjevati razrjedenje prije brojanja. Diferencijalna
krvna slika mora se uciniti manualno.
1.8.2. Brojnost krvotvornih mati¢nih stanica

Minimalni broj TNC ili MNC stanica potreban za transplantaciju KMS
prikupljenih iz krvi ne mozZe se standardizirati kao u sluCaju koStane srzi i to
uslijed razlika koje postoje u mobilizaciji i tehnikama sakupljanja. Ukupan broj
sakupljenih TNC i MNC biti ¢e viSi u bolesnika koji su primali samo G-CSF bez
kemoterapije nego u bolesnika kojima su stanice sakupljene u pocetnoj fazi
oporavka nakon primjene visokih doza kemoterapije. Medutim, produkt sakupljen
nakon mobilizacije kemoterapijom obi¢no sadrzi veci broj KMS. Valja istaknuti da
sadrzaj KMS (izrazen kao broj CD34+ stanica ili broj CFU-GM kolonija) u
populaciji mononuklearnih stanica moze jako varirati od bolesnika do bolesnika,
ali i izmedu produkata leukafereze prikupljnin u razli¢itim danima kod istog
bolesnika. Stoga je vazno u svakom produktu kontrolirati brojnost KMS.
1.8.2.1. Kratkotrajna stanicna kultura krvotvornih maticnih stanica

Krvotvorne prastanice usmjerene u granulocitne (CFU-GM), eritroidne
(BFU-E) ili primitivnije mjeSovite granulocitno/eritroidne prastanice (CFU-GEMM,
CFU-Mix) mogu se identificirati primjenom razliCitih tehnika stanicnih kultura.
Buduci da broj CFU-GM kolonija dobro korelira s brojem BFU-E u vecini Kklini¢kih
istrazivanja zbog jednostavnosti se obi¢no izvjeStava samo o broju CFU-GM
kolonija. Kod stani¢nih kultura javlja se problem standardizacije jer vrsta medija i
reagensa koji se koriste za kulturu stanica mogu utjecati na u€inkovitost uzgoja.
Drugo veliko ogranicenje metode je Sto su rezultati kratkotrajnog uzgoja kulture
stanica dostupni tek nakon 14 dana. Stoga se ovaj test ne moze primjeniti za
dnevnu evaluaciju rezultata sakupljanja. lzraCunavanje sadrzaja krvotvornih
prastanica u produktu je jednostavno: mnozi se broj kolonija s brojem stanica u
produktu i podijeli s brojem inicijalno zasadenih stanica.”s
1.8.2.2. Imunofenotipizacija protocnom citometrijom

Billeg CD34 izrazen je na 1-3% mononuklearnih stanica koStane srzi i te

stanice pokazuju sposobnost obnove svih krvnih loza in vitro i in vivo. Dokazano
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je da se unutar odjeljka CD34+ stanica u ljudi nalaze primitivne krvotvorne
matiCne stanice, pa se ovaj bilieg danas koristi u procjeni kvalitete produkta
leukafereze.

Pri analizi biliega CD34 javlja se manje varijacija nego kod /n vifro kultura
krvotvornih prastanica. Tehnika je jednostavna, a koriste se komercijalni
reagensi. ProtoCni citometar se sastoji od 3 medusobno povezana sustava:
proto¢nog, optickog i elektronskog.”® ProtoCni sustav Cine pokretacka tekucina
koja je nosac staniCne suspenzije, stanicna suspenzija i zraCni potisak. Proto¢ni
sustav omogucuje da stanice iz staniCne suspenzije pojedinacno laminarnim
protokom kroz sustav uske kapilare dolaze do snopa laserskog svjetla koje s
lecama, filtrima i osjetnicima Cine opticki sustav. Stanice se obasjavaju laserskim
svjetlom, a stupanj rasprsenja svjetlosti iste valne duljine pokazatelj je fizickih
osobina stanica - veliine (svjetlost koja se rasprsila prod malim kutom od 0,5 do
100, FSC - prema engl. forward scafter) i zrnatosti (svjetlost rasprSena pod
pravim kutom — SSC, prema engl. side scatter). Dodatno obiljezavanje stanica
slobodnim ili ceS¢e za monoklonska protutijela vezanim fluorescentnim bojama
(fluorokromima) rabi se za obiljezavanje specificnih stani¢nih struktura.
Fluorokromi obasjani laserskom svjetloS¢u emitiraju svjetlost vece valne duljine
od ulazne svjetlosti, a hvataju je specifiCni detektori proto¢nog citometra. Sve
svjetlosne signale elektronski sustav pretvara u digitalne signale koji se prenose
u elektronicko raCunalo i sluze za analizu. Za definiciju stani¢nih populacija
najcesce se Koristi citogram veli€ine i zrnatosti stanica (FSCxSSC) na kojem se
postavlja regija analize oko ciljnih stanica iz kojih ¢e se analizirati specificni
fluorescentni signali. Upravo je to jedna od najvecih prednosti moderne protocne
citometrije, buduci da stanice prije analize nije potrebno fiziCki razdvojiti. Od
ostalih prednosti valja izdvojiti veliku brzinu mjerenja signala (>103 stanica u
sekundi) te istodobno mijerenje viSe parametara (fizickih parametara i
fluorescentnih signala), pa se na modernim citometrima istodobno moze

analizirati i do desetak parametara.
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Mjerenje broja CD34+ KMS u perifernoj krvi i leukocithom koncentratu za
potrebe transplantacije KMS je samo jedna od metoda imunofenotipskih analiza
koje se danas koriste na proto¢nom citometru. Prednosti odredivanja broja
CD34+ stanica u krvi protochom citometrijom su brzina dobivanja rezultata
(mjerenje se moze izvrsiti unutar jednog sata), osjetljivost (analiza do 500000
stanica u nekoliko minuta) i reproducibilnost.”® Danas se primjenjuju dvije metode
pri ¢emu se jedna oslanja na udio CD34+ stanica u leukocitima i podatke o broju
leukocita s hematoloSkog brojata (engl double-platform),”” dok najnovija
metodologija zahtijeva izraCunavanje svih vrijednosti na samom proto¢nom
citometru za Sto se koriste posebne bazdarne kuglice (engl. single-platform).7®
Rezultat se izrazava kao postotak CD34+ stanica u odredenim leukocitnim
odjeljicima periferne krvi ili produktu leukafereze, a najvazniji podatak jest
postotak CD34+ stanica na ukupan broj leukocita.

Dokazana je korelacija izmedu broja CD34+ stanica i CFU-GM kolonija u
ispitivanom uzorku.”> Stoga se smatra da analiza CD34+ stanica daje sliche
podatke kao i staniCna kultura, osim Sto staniCna kultura takoder dokazuje i
vijabilnost KMS. Dobro je poznata linearna korelacija broja CD34+ stanica s
oporavkom granulocita ili trombocita, ali i ovdje kao i kod broja CFU-GM kolonija
Cini se da postoji prag CD34+ stanica iznad kojeg se ne moze povecati brzina
oporavka. U transplantatu KMS sakupljenih aferezom za postizanje
hematoloSkog oporavka treba biti minimalno 2x106/kg TT, dok je za optimalni
oporavak potrebno 5x106 CD34+ stanica/kg TT.59.60
1.8.3. Ispitivanje vijabilnosti stanica

Vijabilnost stanica moze se ispitati bojenjem tripanskim modrilom i
protoCnom citometrijom bojenjem propidijskim jodidom ili 7-amino-actinomycinom
D (7-AAD). Medutim, mora se naglasiti da ove metode ne ispituju direktno
sposobnost stanica da ponovno nasele kostanu srz. Mnogo prikladnija metoda
odredivanja vijabilnosti stanica je /n vitro kultura krvotvornih prastanica ¢ime se

odreduje klonogeni potencijal, to¢nija mjera vijabilnosti udruzena s brojanjem

44



CD34+ stanica. Ispitivanje vijabilnosti stanica sakupljenih leukaferezom u pravilu
je pokazalo visok udio vijabilnih stanica, i to u prosjeku 97,7+1,4%.7°
1.8.4. MikrobioloSka analiza produkta leukafereze

Dobra laboratorijska praksa nalaze da svaki laboratorij ima organiziran
program nadzora reagensa i tehnika sakupljanja te obrade produkta s ciljem
otkrivanja odstupanja od asepticnih tehnika i spreCavanja mikrobioloSke
kontaminacije. Vazeci standardi i preporuke zahtijevaju provodenje bakterijske i
mikoloSke kulture pripravka KMS kako nakon sakupljanja tako i nakon obrade.”s.
80 Za analizu mikrobioloSke kontaminacije uzima se mali volumen produkta, od 1
do 5 mL, ovisno o veli€ini produkta i tehnici kulture u mediju koji podupire
aerobne i anaerobne bakterije te gljivice. Jedan od izvora mikrobioloSke
kontaminacije moze biti kateter za aferezu koji se moze inficirati tijekom
upotrebe, obi¢no s florom koze. Druga je mogucnost da se tijekom leukafereze
sakupi i mikroorganizam koji se vecC nalazi u krvi bolesnika. Ako je bolesnik
febrilan tijekom leukafereze obavezno je uz hemokulturu produkta afereze uciniti
i hemokulturu bolesnikove krvi.

Mikrobioloski kontaminirani produkti ne moraju obavezno biti unisteni, jer
je poznato da infuzija kontaminiranog produkta ne uzrokuje uvijek infekciju u
primatelja.8' Odluku o postupku s mikrobioloski kontaminiranim produktom
donosi bolesnikov lije¢nik nakon razmatranja vrste uzroc¢nika i potencijalne koristi
i rizika primjene kontraminiranog produkta.
1.8.5. Analiza kontaminacije tumorskim stanicama

Metode za odredivanje tumorske kontaminacije produkta leukafereze
trebale bi otkriti razinu kontaminacije od 1 tumorske stanice na 103 do 10°
normalnih stanica ili manje. Ako su dostupne molekularne probe za jedinstvene
DNA slijedove tumorskih stanica, metoda polimeraze lanCane reakcije (engl/.
polymerase chain reaction, PCR) moze otkriti izuzetno mali broj malignih
stanica.8?

Vec dugi niz godina, sporno je pitanje doprinose li maligne stanice u

transplantatu relapsu nakon autologne transplantacije. Ovo pitanje je osobito
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vazno za bolesti kostane srzi kao $to su akutne leukemije. Naime, ako su
leukemijske stanice prisutne u vrijeme leukafereze, za ocekivati je da i te stanice
mogu biti sakupljene i zamrznute. Upravo su iz tog razloga neki transplantacijski
centri posvetili znaCajne napore u razvitak metoda uklanjanja ili «CiS¢enja»
malignih stanica iz transplantata kosStane srzi. Istrazivanje Brennera i sur. je
pokazalo da minimalna ostatna bolest u transplantatu koStane srzi moze
doprinjeti relapsu nakon transplantacije u bolesnika s akutnom mijeloi€nom
leukemijom.83 |ako se Cini da maligne stanice koje se nalaze u transplantatu
koStane srzi mogu doprinjeti relapsu nakon transplantacije kod bolesnika s
akutnom mijeloicnom leukemijom i mozda kod ne-Hodgkinovog limfoma isto se
ne moze zakljuciti za transplantaciju KMS sakupljenih iz periferne krvi. 83.84
Smatra se da bi transplantat KMS sakupljen iz periferne krvi mogao
sadrzavati maniji broj malignih stanica od transplantata koStane srzi. Medutim,
maligne stanice su nadene u perifernoj krvi bolesnika s neuroblastomom i
tumorom dojke, a u nekih od njih broj malignih stanica u perifernoj krvi ¢ak je i
veci od broja u kostanoj srzi.82. 85 U bolesnika sa solidnim tumorom dojke i pluca
u kojih su KMS mobilizirane kemoterapijom i G-CSF-om, uz KMS su u krv
mobilizirane i tumorske stanice.86 Vaznost ovog nalaza za ishod transplantacije
KMS iz periferne krvi joS nije razjasnjena. Nalaz povec¢anog broja monoklonskih
plazma stanica u produktu leukafereze u bolesnika s multiplim mijelomom
povezan je s kra¢im prezivljenjem nakon transplantacije.8” Ovaj nalaz ne znadi
da su plazma-stanice u produktu leukafereze odgovorne za relaps bolesti, ali
ipak usmjerava pozornost na paZljivo planiranje pocCetka sakupljanja KMS s

obzirom na stadij bolesti.

1.9. Sakupljanje krvotvornih mati¢nih stanica u djece

U djece se postupkom leukafereze mogu uspjesno sakupiti KMS, ali pri
tome valja obratiti pozornost na mogucnost pojave potesko¢a uzrokovanih
pronalazenjem odgovaraju¢eg venskog pristupa, hemodinamskim poremecajem

uslijed velikog volumena krvi djeteta u izvantjelesnoj cirkulaciji, metabolickim
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promjenama uzrokovanim antikoagulantnom otopinom i suradnjom djeteta
tijekom postupka koji traje viSe sati.88

Za uspjesno sakupljanje KMS neophodno je osigurati dobar protok krvi
kroz stanini separator. Buduci da su u djece krvne Zile manjeg promjera, ovisno
o veliCini djeteta moraju se koristi i razliite vrste centralnih venskih katetera. Ako
zbog veliCine djeteta nije moguce postaviti dvoluminalni, tada jedoluminalne
katetere odgovarajuceg promjera treba postaviti u dvije razliCite vene: npr. jedan
u venu subklaviju, a drugi u femoralnu venu.

Jedan od glavnih ogranicavajucih ¢imbenika za leukaferezu u djece je
njihov mali ukupan volumen krvi.88 QOvisno o vrsti staniCnog separatora, u
izvantjelesnoj cirkulaciji se tijekom leukafereze nalazi od 180 do 370 ml Krvi
bolesnika, a to moze iznositi ¢ak i do 40% ukupnog volumena krvi djeteta. Pomak
bolesnikove krvi u izvantjelesnu cirkulaciju ve¢i od 10% do 15% ukupnog
volumena krvi uzrokuje hipovolemiju, hemodiluciju i hemodinamske promjene
koje se mogu ocitovati bljedo¢om i znojenjem, hipotenzijom, tahikardijom pa ¢ak i
hipovolemic¢kim Sokom. Hipovolemija i hemodilucija u djece moze se sprijeciti ako
se set za sakupljanje stanicnog separatora prije pocCetka leukafereze ispuni
imunohematoloski podudarnim ozra¢enim koncentratom eritrocita sa smanjenim
brojem leukocita. Ovaj postupak je obavezan u sve djece tjelesne tezine manje
od 25 kg, a neki ga autori preporucCuju uvijek kada je izvantjelesni volumen krvi
veci od 15%.88

Metabolicke promjene uzrokovane infuzijom citrata su u djece obicno
izrazenije nego u odraslih jer djeca imaju maniji kapacitet metaboliziranja citrata u
jetri pa se mogu CeSce javiti simptomi hipokalcemije. Blazi klinicki simptomi
hipokalcemije u djece su nespecifiCni i Cesto se prepoznaju tek kad dode do
pogorsanja. Primjena citrata kao antikoagulansa u djece zahtijeva osobito pazljiv
nadzor tijekom leukafereze kako bi se na vrijeme prepoznali ve¢ i nespecifiCni
simptomi kao sto su bol u trbuhu i znojenje ili pak tezi, kao Sto su poremecaj
sr€anog ritma ili hipotenzija.t® Stoga je u djece tijekom leukafereze obavezna

profilaktiCka primjena kontinuirane infuzije kalcija.
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Dugotrajan postupak sakupljanja KMS iz krvi jest stresna situacija kako za
dijete tako i za njegove roditelje. Roditeljima treba detaljno razjasniti postupak
sakupljanja i omoguciti im boravak uz dijete tijekom leukafereze jer ¢e se na taj
naCin smanijiti njihova zabrinutost, a time i stres djeteta. lako se zbog svega
navedenoga u djece moze ocekivati veci broj nezeljenih reakcija nego u odraslih,
vecina njih se moze sprijeciti individualnim prilagodavanjem tehnike sakupljanja

svakom djetetu.

1.10. Leukafereza velikog volumena Krvi

Sakupljanje dovoljnog broja stanica za transplantaciju ponekad je otezano
zbog toga Sto bolesnici nisu mobilizirali dovoljan broj CD34+ stanica u Kkrv.
Primjena novih agenasa za mobilizaciju, unaprijedenje tehnologije sakupljanja,
kao i sakupljanje transplantata u ranijoj fazi lijeCenja bolesti moze smanijiti broj
potrebnih postupaka leukafereze. Drugi nacin za povecanje prinosa KMS moze
biti povecanje volumena krvi koji se obraduje tijekom leukafereze. Vazan razlog
za obradu vecCeg volumena krvi u jednoj leukaferezi je taj Sto je ucinak
mobilizacije prolazan i CD34+ stanice se u krvi nalaze u maksimalnoj
koncentraciji samo kratko vrijeme. Stoga se to vrijeme mora maksimalno
iskoristiti jer se u protivnom mozZe propustiti optimalno vrijeme za sakupljanje.
Glavna zamjerka obradi veceg volumena krvi je Sto moze izazvati veci broj
nezeljenih reakcija kao sto su simptomi hipokalcemije zbog primjene vecéeg
volumena antikoagulansa, trombocitopenija te anemija.

Standardno se ukupan volumen bolesnikove krvi obraduje 2 do 3 puta, $to
iznosi od 8 do 12 L, a postupak je ograni¢en na fiksno vremensko razdoblje od 3
do 4 sata. Leukaferezom velikog volumena krvi (LVV, engl large volume
leukapheresis) ukupan volumen krvi bolesnika se obradi vise od 3 puta, pa Cak
do 6 puta. Obrada veceg volumena krvi u jednom postupku leukafereze moze se
posti¢i na dva nacCina: produzenjem trajanja postupka leukafereze ili pak
povecanjem brzine ulaznog protoka krvi u staniCni separator. Pri produzenju

trajanja leukafereze u obzir valja uzeti koliko je bolesnik sposoban podnjeti
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dugotrajan postupak leukafereze. TehniCko unapredenje stani€nih separatora
omogucilo je povecanje brzine ulaznog protoka krvi, a time i obradu veceg
volumena krvi darivatelja u kracem vremenskom razdoblju. Buduc¢i da se zbog
sprjeCavanja zgruSavanja tijekom leukafereze obradenoj krvi mora u
odgovaraju¢em omjeru dodati antikoagulantna otopina ACD, povecanje protoka
krvi kroz stani¢ni separator i obrada vec¢eg volumena zahtijeva da bolesnik primi i
proporcionalno veci volumen antikoagulantne otopine Sto povecava rizik
nastanka hipokalcemije. Volumen antikoagulansa potreban za sprjeCavanje
zgruSavanja moze se smanijiti ako se uz ACD primjeni i heparin.8%-91 Heparin je
siguran antikoagulans koji se vec niz godina koristi kao sredstvo za sprjeCavanje
zgruSavanja u aparatima za izvantjelesnu cirkulaciju. Dodavanje heparina u
otopinu ACD u omjeru 6 i.j. heparina na 1 mL ACD-A, omogucuje povecanje
omjera ACD i pune krvi sa standardnih 1:12 na 1:24 i dvostruko povecanje brzine
ulaznog protoka krvi. Udvostru€enje brzine ulaznog protoka krvi u separator
omogucuje obradu dvostruko veceg volumena krvi u istom vremenskom
razdoblju.

Ukupan volumen krvi moze biti obraden 4, 5 ili Cak 6 puta i kretati se u
rasponu od 12 do 25 L.67 Neki autori obraduju ¢ak do 35 L krvi bolesnika dok
drugi obradu tek 10 L krvi smatraju velikim volumenom.92. 93 Buduci da nije to€¢no
odredeno koji se volumen obradene krvi definira kao LVV, otezana je i usporedba
rezultata istrazivanja objavljenih o LVV.

Vise istrazivanja je usporedivalo rezultate obrade standardnog volumena u
odnosu na veliki volumen krvi. Humpe i sur.®0 proveli su prospektivho
randomizirano istrazivanje u 26 bolesnica s tumorom dojke i 15 bolesnika s ne-
Hodgkinovim limfomom. Bolesnici su randomizirani i jednoj skupini je prvi dan
ucinjena standardna leukafereza u kojoj je ukupan volumen krvi obraden 2,5
puta, a drugi dan je ucinjena LVV tijekom koje je krv obradena 4,6 puta. U drugoj
skupini je prvo ucinjena LVV, a potom standardna leukafereza. Prinos CD34+
stanica i CFU-GM-a je bio znaCajno veci nakon primjene LVV nego nakon

standardne leukafereze. Gasova i sur.®4 su pokazali da je prinos CD34+ stanica
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veci u produktu sakupljenom LVV-om tijekom obrade 4 volumena krvi u odnosu
na standardna 2 volumena. Retrospektivno istrazivanje provedeno u nasoj
ustanovi usporedivalo je prinos mononuklearnih i CD34+ stanica izmedu skupine
od 165 bolesnika u kojih je ukupan volumen krvi obraden dva puta i skupine od
155 bolesnika u kojih je ukupan volumen krvi obraden 4 puta postupkom LVV.9
Postupkom LVV dobiven je statisticki znaCajno veci prinos mononuklearnih i
CD34+ stanica.

Vec su prva istrazivanja sakupljanja KMS iz periferne krvi postupkom
afereze provedena na zivotinjama pokazala vaznost volumena obradene krvi na
broj sakupljenih stanica. Bolin i sur. su jo§ 1983. godine pokazali da se obradom
velikog volumena krvi u pasa mogu moblizirati CFU-GM u krv, te da je prinos
CFU-GM obradom svakog slijede¢eg volumena krvi sve veci.%

O LVV su prvi puta 1991 godine izvjestili Hillyer i sur. koji su analizirali
produkt afereze sakuplijen od 4 zdrava dobrovoljaca bez mobilizacije.92 Prinos
mononuklearnih stanica u 4 vrecice je bio bez promjena, dok je prinos CFU-GM
bio 1,26, 1,86 i 2,52 puta veéi u odnosu na prvu vrecicu. Hillyer i sur. su u
drugom istrazivanju analizirali afereze ucinjene uz maksimalni protok krvi na
CS3000 Plus separatoru u 13 zdravih nemobiliziranih dobrovoljaca kojima su
tijekom 4 sata obradena priblizno 3 ukupna volumena krvi.97 Naden je dvostruki
porast prinosa kako CD34+ stanica, tako i CFU-GM-a tijekom 4 sata sakupljanja.
U pripravku leukafereze su nasli velik broj limfocita Sto je dobro poznato da
negativno utjeCe na ishod transplantacije alogenih KMS iz periferne krvi. Ova
skupina autora je izvjestila i o slicnim rezultatima u bolesnika s hematoloskim
malignim bolestima.®3 Analizirali su prinos CFU-GM u 4 onkoloSka bolesnika
nakon kemoterapije. Produkt leukafereze su sakupljali uzastopno u Cetri vrecice
tijekom obrade Cetri volumena krvi i Cetvrti sat su zabiljezili 1,8 puta povecan
prinos CFU-GM u odnosu na prvi sat.

Poznato je da tijekom leukafereze dolazi do promjene broja CD34+
stanica u krvi, medutim rezultati dosadasnijih istrazivanja su proturje¢ni. Passos

Coelho i sur.98 su nakon leukafereze koja je trajala 6 sati nasli smanjenje broja
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CD34+ stanica u krvi za 75%, dok je prinos CD34+ bio bez promjene. Murea i
sur. su takoder pratili broj CD34+ stanica u perifernoj krvi tijekom obrade 20 L
krvi.89 Broj CD34+ stanica (x106/L) u krvi se na poCetku obrade smanijio, da bi se
na kraju LVV vratio na pocetne vrijednosti uz dodatni blagi porast 2 sata nakon
leukafereze. Nisu nasli razliku u subpopulacijama CD34+ stanica sakupljenim u
dvije vrecice.

Cassens i sur. su analizirali samo produkt leukafereze sakuplien u 6
vrecica tijekom obrade 4 volumena krvi bolesnika.?®® Postotak CD34+ stanica u
produktu ostao je konstantan tijekom prve tri vrecCice, a potom se postpeno
smanjivao, od 1,71% CD34+ stanica na pocetku LVV do 1,34% CD34 stanica na
kraju leukafereze (p=0,02). Humpe i sur.'00 su prospektivho pratili 18 bolesnika
(od 41 iz gornjeg istrazivanja) i tijekom obrade 4 volumena krvi postupkom LVV
evalulirali kinetiku broja CD34+ stanica u perifernoj krvi i u cijevi seta za
sakupljanje stani¢nog separatora. Broj CD34+ stanica u perifernoj krvi se nakon
obrade jednog volumena smanjio na 64% pocetne vrijednosti, a na kraju
postupka je u krvi ostalo 41% stanica od pocetne vrijednosti. Kumulativni prinos
stanica u produktu leukafereze je konstantno rastao. Bojko i sur. su dodatno
obradili peti put volumen krvi i nasli za 10% veci prinos CD34+ stanica u odnosu
na prethodna 4 volumena, iako se broj CD34+ stanica u krvi tijekom LVV
smanijio. 101

Moler i sur.92 su u 7 bolesnika prikupljali KMS standardnim postupkom uz
omjer pune krvi i citrata 1:13, dok je u drugih 7 bolesnika ucinjena LVV s
heparinom uz omjer 1:26 uz visok ulazni protok (koji se nije mogao uspostauviti
kod ¢ak 3 bolesnika). Murea i sur.89 su analizirali ucinkovitost LVV i prinos
CD34+ stanica u bolesnika mobiliziranih s kemoterapijom i G-CSF-om. Nasli su
da je prinos CD34+ stanica po kg TT dvostruko veci kod LVV nego u standardnoj
leukaferezi. Oni su nasli da se tijekom LVV u 74% bolesnika mozZe sakupiti vise
od 2,5x108/kg. Kad se izvodi standardna leukafereza, tek se u 25% bolesnika

sakupi toliki broj stanica. Monacada i sur. su izvjestili da kod LVV prinos CD34+
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stanica korelira s brojem CD34+ u perifernoj krvi prije afereze i kod dobrih i kod
loSih mobilizatora. 103

Unato€C tome Sto je broj CD34+ stanica u krvi najvazniji prognosticki
Cinitelj, usjesnosti sakupljanja i volumen krvi obraden tijjekom postupka se
pokazao kao vrlo vazan za ukupan prinos leukafereze. U «loSih» mobilizatora,
Smolowitcz i sur. nisu nakon obrade 16 L krvi nasli korelaciju izmedu broja
CD34+ u perifernoj krvi i broja stanica sakupljenog leukaferezom.'%4 Buduci da
su njihovo sljedece istrazivanje'95 pokazalo da broj sakupljenih stanica korelira s
porastom volumena obradene krvi oni predlazu LVV kao metodu izbora u
bolesnika koji su «losi» mobilizatori jer se mali broj CD34+ stanica u krvi moze
kompenzirati produzenjem trajanja postupka i povecanjem volumena obradene
krvi.

Ista skupina autora takoder je pokazala da tijekom leukafereze dolazi do
vecCeg prinosa CD34+ stanica nego se to moze ocekivati s obzirom na broj
prisutan u krvi prije poCetka leukafereze.194. 105 VVecéi prinos KMS od ocekivanog je
objasnjen dodatnom mobilizacijom KMS iz koStane srzi tijekom afereze.

Jos uvijek nije razjasnjeno uzrokuje li sam postupak leukafereze dodatno
otpustanje KMS u krv.93 ProturjeCni podaci koji se nalaze u literaturi o dodatnom
otpusanju CD34+ u krv zbog leukafereze mogu se objasniti razliitim lijeCenjem i
planovima istraZivanja. Stovie, u nekim istraZivanjima KMS su mobilizirane
samo G-CSF-om, a u drugima kombinacijom kemoterapije i G-CSF-a. Osim toga
niti volumen krvi obraden tijekom leukafereze nije uvijek bio prilagoden ukupnom
volumenu krvi bolesnika te stoga rezultati nisu usporedivi.

1.10.1. Leukafereze velikog volumena krvi u djece

LVV se uspjesno primjenjuje i u djece. Gorlin i sur. su u sedmoro djece
analizirali 20 postupaka LVV koji su trajali 4 sata.°' U grupi djece starije od 5
godina tjelesne tezine od 22 do 59 kg u kojih je obradeno 6 volumena krvi
pokazalo se da dolazi do povec¢anog otpustanja KMS tijekom leukafereze, ali ne i

u djece mlade od 5 godina tjelesne tezine od 13 do 17,5 kg.
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Yamaguchi i sur. su u petero djece mobiliziranih kemoterapijom i G-CSF-
om sakupljali KMS postupkom LVV.196 Sakupljeno je vise mononuklearnih,
CD34+ stanica i CFU-GM nego tijekom obrade standardnog volumena Krvi.
Njihovi bolesnici su imali vise nezeljenih reakcija zbog LVV, ukljuujuci znac¢ajnu
trombocitopeniju. Za razliku od djece, u troje odraslih bolesnika iz istog
istrazivanja, s porastom volumena obradene krvi doslo je do porasta broja CFU-
GMe-a. Njihovi rezultati upuc€uju da je dinamika sakupljanja KMS u djece razliCita
od one u odraslih. U pedijatrijskih bolesnika nakon leukafereze gotovo nije bilo
smanjenja broja mononuklearnih i CD34+ stanica u perifernoj krvi, dok je u
odraslih nakon leukafereze broj mononuklearnih stanica smanjen za 42%, a
CD34+ stanica za 44%. Isti autori su pokazali i da se ucinkovitost separatora u
sakupljanju stanica ne smanjuje tijekom leukafereze Sto je videno i u drugim
istrazivanjima u odraslih bolesnika.92. 93. 96, 97, 107, 108 Smanjenje broja trombocita,
hemoglobina i trombocita u perifernoj krvi su izrazenije u djece nego u odraslih,
Sto je vjerojatno posljedica primjenjene velike koliine antikoagulansa u odnosu
na njihov mali ukupni volumen krvi. Cecyn i sur. su izvijestili o LVV u djece male
tielesne tezine.109 Nasli su da je LVV u male djece sigurna i u€inkovita procedura
te istaknuli da treba obratiti pozornost na rizik pojave trombocitopenije.

1.10.2. Nuspojave leukafereze velikog volumena krvi

Povecanje brzine ulaznog protoka krvi u stanic¢ni separator omogucuje
obradu velikog volumena krvi, ali zahtijeva i veéu potro$nju antikoagulantne
otopine te dodatnu primjenu heparina. Primjena vece Kkoliine citratne
antikoaulantne otopine povecava ucestalost reakcija na citrat i do 33%.110 ViSe
autora je izvjestilo o padu broja trombocita nakon LVV.111. 112 Stupanj smanjenja
broja trombocita ovisio je o obradenom volumenu krvi kao i pocCetnim
vrijednostima trombocita. Pojava trombocitopenije nakon LVV se mora uzeti u
obzir pri razmatranju primjene dva antikoagulansa i €injenici da vecina bolesnika
zbog potreba leukafereze ima veliki centralni venski kateter.10' Uz to, mora se
uzeti u obzir i uCinak LVV-a na elektrolite u serumu i pokazatelje koagulacije.

Humpe i sur. su pokazali da tijekom LVV-a dolazi do znacajnog smanjenja
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vrijednosti kalcija i kalija te znacajnog produzenja APTV.111 Stoga se tijekom
LVV-a preporucuje pracenje ovih pokazatelja, a u slu¢aju nizih vrijednosti treba

razmotriti nadoknadu trombocita i elektrolita.
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2. HIPOTEZA | CILJEVI ISTRAZIVANJA

Pretpostavka je da se postupkom leukafereze velikog volumena krvi (LVV)
u usporedbi sa standardnim postupkom moze sakupiti veci broj CD34+ stanica,
iako mehanizam otpustanja mati¢nih stanica u perifernu krv i pretpostavljen
fenomen dodatnog novacenja KMS-a tijekom leukafereze nije istrazen.79. 98. 100,
113 U skladu s tim, svrha ovog rada je pokazati da se jednim postupkom
leukafereze velikog volumena krvi uz prihvatljivu ucCestalost nuspojava moze
prikupiti dovoljan broj krvotvornih maticnih stanica. Time bi se izbjeglo
nepotrebno izlaganje bolesnika rizicima viSekratnih leukafereza, smanijili troskovi
i omogucilo planiranje rada jedinice za aferezu.

Specifini ciljevi istrazivanja su slijedeci:

1. Pratiti dinamiku promjene broja CD34+ stanica u perifernoj krvi tijekom LVV
i ispitati da li produzenjem trajanja leukafereze dolazi do iscrpljenja ili
porasta broja CD34+ stanica u perifernoj krvi;

2. Pratiti dinamiku promjene broja i subpopulacija CD34+ stanica u produktu
leukafereze s obzirom na trajanje postupka;

3. Ispitati ucinkovitost sakupljanja i ukupan prinos CD34+ stanica u produktu
prikupljenom tijekom LVV;

4. Ispitati utjeCe li na ucCinkovitost sakupljanja i prinos CD34+ stanica stupanj
mobilizacije CD34+ stanica u krv prije leukafereze i dijagnoza bolesnika;

5. lIspitati da li se tijekom obrade 4, odnosno 6 ukupna volumena krvi mijenjaju
subpopulacije CD34+ stanica koje istodobno izrazavaju jedan od biljega:
CD38, HLA-DR, CD90/Thy-1, CD117/c-kit, CD33 i CD41 u korist nezrelijih
oblika KMS;

6. Ispitati sigurnost postupka LVV prateci promjene broja drugih krvnih stanica
(trombocita, eritrocita), razine elektrolita u serumu i koagulacijskih

pokazatelja te klinicko zna€enje opazenih laboratorijski promjena.
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3. ISPITANICI | METODE

3.1. Ispitanici

Istrazivanje je provedeno na skupini od 30 bolesnika s hematoloskim
zlocudnim bolestima koji su lijeCeni u Zavodu za hematologiju Klinike za
unutarnje bolesti KBC Zagreb u razdoblju od 2002. do 2007. godine. U tih je
bolesnika tijekom lijeCenja predvidena transplantacija autolognim KMS, zbog
C¢ega je u Zavodu za transfuzijsku medicinu i stanicnu terapiju KBC Zagreb
ucinjeno sakupljanje autolognih KMS iz periferne krvi postupkom leukafereze.

Obiljezja bolesnika prikazana su u tablici 2.

Tablica 2. ObiljeZja bolesnika

Bolesnici (V) 30

Spol (muskarci/zene) 16/14

Dijagnoza (N)

Multipli mijelom 20

Ne-Hodgkinov limfom

Hodgkinov limfom 2

X + SD* raspon

Dob (god) 50,13 + 10,89 19 -61

Tjelesna tezina (kg) 78,33 £ 15,46 57 - 108

Volumen krvi bolesnika (mL) 4618,57 + 140,49 3463 - 6761

*x + SD= arifmeticka sredina + standardna devijacija

U prethodnom lije€enju bolesnici s multiplim mijelomom stadija Il ili Il su
kao uvodnu terapiju primili 3 do 6 (medijan 5) ciklusa VAD kemoterapije
(vinkristin, adriamicin, deksametazon).''* U bolesnika s multiplim mijelomom je
nakon sakupljanja odgovarajuceg transplantata planirana dvostruka
transplantacija autolognih  KMS. Bolesnici s ne-Hodginovim limfomom u
parcijalnoj ili kompletnoj remisiji su prethodno lije€eni s 4 do 11 (medijan 8)
ciklusa CHOP kemoterapije (ciklofosfamid, doksorubicin, vinkristin, prednison).115

Jedna bolesnica s ne-Hodgkinovim limfomom u drugoj kompletnoj remisiji primila
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je 9 ciklusa COPP/ABV kemoterapije (ciklofosfamid, vinkristin, prokarbazin,
prednison, adriamicin, bleomicin, vinblastin),’® a drugi bolesnik s Hodgkinovim
limfomom 4 ciklusa ABVD kemoterapije (doksorubicin, bleomicin, vinblastin,
dakarbazin)'17. Za sve bolesnike s limfomom je nakon sakupljanja odgovarajuceg
transplantata planirano lijeCenje visokim dozama kemoterapije uz transplantaciju
autolognih KMS.
3.1.1. Pristanak za sudjelovanje u ispitivanju

Ispitivanje je odobrilo Eticko povjerenstvo Klinickog bolnickog centra
Zagreb (Ur. broj: 01-75/48-1-2001), a svi su bolesnici potpisali obavjesteni

pristanak za sudjelovanje u ispitivanju.

57



3.2. Metode

3.2.1. Mobilizacija krvotvornih mati€ih stanica u perifernu krv

U svih bolesnika mobilizacija KMS-a u perifernu krv potaknuta je
primjenom kombinacije razliCitih citostatika uz granulocitni Cinitelj stimulacije
rasta kolonija (engl. granulocyte — colony stimulating factor, G-CSF). Vrsta
kemoterapije kojom su mobilizirane KMS ovisila je o vrsti bolesti. U svih
bolesnika s multiplim mijelomom, a nakon postizanja parcijalne remisije, za
mobilizaciju KMS primjenjen je ciklofosfamid u dozi od 4 g/m2 i G-CSF u dozi od
10 pg/kg/dan. Za mobilizaciju KMS u bolesnika s limfomom koristena je razliCita
kemoterapija i G-CSF: visoke doze ifosfamida i mitoksantrona (HDIM) (N= 7),
idarubicin, citozin-arabinozid i etopozid (ICE) (N=1), BCNU, etopozid, citarabine i
melfalan (mini BEAM) (N=1) te deksametazon, citarabin i cisplatin (DHAP)
(N=1).116. 117 Granulocitni ¢initelj stimulacije rasta (Neupogen, Roche, Svicarska)
u dozi od 10 pg/kg tjelesne tezine primjenjivan je supkutano 2 puta i to zapocevsi
od Sestog dana nakon pocCetka kemoterapije.
3.2.2. Kiriteriji za ocjenu stupnja mobilizacije CD34+ stanica: «dobri» vs. «loSi»
mobilizatori

Da bi se ispitala povezanost stupnja mobilizacije CD34+ stanica u
perifernu krv s dinamikom promjene prinosa CD34+ stanica, bolesnici su
podijeljeni na ,loSe“ i ,dobre“ mobilizatore. ,Losi“ mobilizatori su oni bolesnici u
kojih maksimalna koncentracija CD34+ stanica u perifernoj krvi nakon
mobilizacije nije dosegla 20x106/L, a ,dobri“ mobilizatori kod kojih je broj CD34+
stanica bio veci od 20x106/L.
3.2.3. Kriteriji za poCetak sakupljanja krvotvornih mati¢nih stanica

Tijekom mobilizacije su svim bolesnicima u perifernoj krvi pracene
vrijednosti leukocita, CD34+ stanica i trombocita. Sam postupak leukafereze je
zapocCet kada je u perifernoj krvi broj leukocita bio veci od 1x109/L, broj CD34+

stanica veci od 10x106/L i broj trombocita veci od 30x109/L.
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3.2.4. Venski pristup

Venski pristup ostvaren je kod svih bolesnika putem dvoluminalnog
centralnog venskog katetera veliCine 12 Fr (Dualise-Cath, Vygon, Francuska).
Kateter je postavljen kod 27 bolesnika u venu subklaviju, kod 2 u jugularnu venu,

a kod jednog u femoralnu venu.

3.2.5. Postupak sakupljanja krvotvornih mati¢nih stanica

Za sakupljanje KMS-a koriSten je stanicni separator (COBE Spectra:
Version 6.0, Gambro BCT, Lakewood, SAD) s programom za sakupljanje
mononuklearnih stanica periferne krvi (MNC procedure). Ekstrakorporalni
volumen ovog stani¢nog separatora iznosi 284 mL.

Za razliku od standardnih leukafereza tijekom kojih se ukupni volumen Kkrvi
obradi 2 do 3 puta, u ovom su istrazivanju ucinjene leukafereze velikog volumena
krvi (LVL), Sto znaCi da je ukupni volumen krvi bolesnika obraden 6 puta.
Vrijednost ukupnog volumena krvi je za svakog bolesnika izacunata prema
algoritmu programa stanicnog separatora koji u obzir uzima visinu, tezinu i spol
bolesnika. Ulazni protok krvi u separator odreden je automatski ovisno o tezini i
visini bolesnika.

Za sprjeCavanje zgruSavanja krvi tijekom leukafereze koriSten je
antikoagulans ACD-A (acidi citrici, dekstroza, formula A, HZTM, Hrvatska) u
kombinaciji s heparinom (Heparin injekcije, Belupo, Hrvatska). Brzina infuzije
antikoagulantne otopine bila je 0,8 mL/minuti po litri ukupnog volumena krvi
bolesnika. Heparin je dodan antikoagulantnoj otopini u dozi 6 i.j/mL ACD-A.
Primjena heparina je omogucila povec¢anje omjera ACD-citrata i pune krvi na
1:24 i stoga je povecana brzina ulaznog protoka krvi. Povec¢anje brzine ulaznog
protoka krvi u separator omogucilo je obradu veceg volumena krvi u kraéem
vremenskom razdoblju uz smanjenje koliCine infundiranog citrata.

Sve leukafereze nadzirao je isti operater. Produkt je u svih bolesnika
sakupljan brzinom 1 mL/min. Promjenom brzine rada pumpe za plazmu odrzavan

je hematokrit sakupljene frakcije stanica na priblizno 1% uz koristenje
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kolorograma (WBC Colourgram, Gambro BCT, SAD) za vizualnu usporedbu boje
u cjevcici za sakupljanje stanicnog separatora.

Nakon obrade svakog volumena krvi redovito su biljezeni slijededi
pokazatelji: ulazni protok krvi (mL/min), trajanje postupka (min), potroSnja ACD-a

(mL) i heparina (i. j.) te volumen obradene krvi (mL).

Zbog analize kinetike sakupljanja KMS-a iz periferne krvi tijekom
leukafereze, zamijenjena je standardna vrecCica za produkt leukafereze seta za
sakupljanje leukocita (WBC set Cat. No 70600) sistemom od 6 vrecica za
sakupljanje krvi koje su pomoc¢u aparata za sterilno spajanje spojene s linijom za
sakupljanje. Na slici 4. shematski je prikazan modificiran set za sakupljanje KMS-

a iz periferne krvi.

6 vredicaza _, [T]E?] ][Iéi} Mﬁ] 1}_ﬂ

sakuplianje da %]
|

.

— T8l I separaciii
Slarrio

Slika 4. Shematski prikaz modificiranog seta za sakupljanje krvotvornih maticnih
stanica iz periferne krvi

Cilj je bio 6 puta obraditi bolesnikov ukupni volumen krvi, a produkt
leukafereze tijekom obrade svakog volumena krvi sakupiti u zasebnu vrecicu.
Kad je postignut Zeljeni hematokrit stanicne frakcije u cjevcici za sakupljanje (tj.

optimalna boja produkta u cjevc€ici za sakupljanje) otvorena je prva vrecica u koju
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je sakupljen produkt leukafereze tijekom obrade jednog ukupnog volumena
bolesnikove krvi. U slijedece su vrecice redom sakupljeni produkti leukafereze
sakupljeni tijekom 2., 3., 4., 5. i 6. obrade ukupnog volumena krvi bolesnika.

Vrecice su oznaene s oznakama L7, [2 L3 [4, L5/L6.

3.2.6. Kriteriji uspjeSnosti sakupljanja

Cilj je bio sakupiti najmanje 3,5x108/kg TT, a optimalno 5x106/kg TT
CD34+ stanica.

Za bolesnike u kojih je planirano lijeCenje dvostrukom transplantacijom, cilj

je bio sakupiti dvostruku koli€inu stanica, tj. viSe od 7x108/kg TT CD34+ stanica.

3.2.7. Nuspojave leukafereza

Tijekom leukafereze bolesnici su pazljivo pra¢eni. Posebna pozornost bila
je usmjerena na pojavu nezeljenih reakcija koje su klasificirane prema kriterijima
National Cancer Institute Common Terminology Criteria for Adverse Events,
Version 3.0.118 Ta klasifikacija razlikuje pet stupnjeva nuspojava pri ¢emu stupan;j
1. oznaCava blagu nuspojavu, stupanj 2. umjerenu nuspojavu, stupanj 3. teSku
nuspojavu, stupanj 4. nuspojavu koja ugrozava zivot i stupanj 5. nuspojavu sa
smrtnim ishodom. Prilikom planiranja istrazivanja odlueno je da ¢e se postupak
leukafereze prekinuti ako se tijekom leukafereze jave nuspojave 3., 4. ili 5.
stupnja koje vitalno ugrozavaju bolesnika, a to su: a) teski simptomi
hipokalcemije koji traju unatocC lijeCenju, b) problemi s venskim protokom zbog
okluzije katetera i c) poremecaj koagulacije pracen krvarenjem na mjestu
uvodenja katetera ili pojavom petehija.

Zbog prevencije pojave simptoma hipokalcemije koji bi mogli nastati zbog
primjene antikoagulantne otopine sa citratom, svi bolesnici su tijekom
leukafereze intravenski primali kontinuiranu infuziju 0,5 g kalcij klorida/10 kg TT u

100 mL fizioloSke otopine.
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3.2.8. Prac¢enje promjena broja krvnih stanica u perifernoj krvi

U uzorku periferne krvi bolesnika pracen je broj leukocita, mononuklearnih
stanica, trombocita, hemoglobina i CD34+ stanica. Uzorci su uzimani
neposredno prije poCetka sakupljanja i nakon obrade svakog ukupnog volumena

krvi, tj. nakon 1., 2., 3., 4., 5. i 6. obrade ukupnog volumena bolesnikove krvi.

3.2.9. Kontrola kvalitete produkta leukafereze

Uzorci su uzeti iz svake vrecice u koju je prikupljen produkt tijekom 1., 2.,
3., 4., 5.16. obrade ukupnog volumena krvi (L1, L2, L3, L4, L5 i L6). Nakon toga
je sadrzaj vrecica s produktom sakupljenim tijekom obrade prva Cetri volumena
krvi spojen («pooliran») u jednu vrecicu (UVK1234), Sto odgovara produktu koji bi
bio prikupljen standardnom leukaferezom. U drugu vrecicu (UVK 56) je spojen
sadrzaj dvije vrecice u kojima je produkt prikupljen tijekom 5. i 6. obrade ukupnog
volumena krvi. Uzorci su uzeti iz obje vrecice: prve s produktom leukafereze
sakupljenim standardnom leukaferezom (UVK1234) i druge u kojoj je bio produkt
sakupljen tijekom dodatne 5. i 6. obrade ukupnog volumena krvi (UVK56). Na
kraju je i sadrzaj ove dvije vrecice spojen pa se u finalnoj vrecici (LVL) nalazio
ukupan produkt leukafereze

Iz svake vrecice je u sterilnim uvjetima uzet 1 mL produkta leukafereze za
laboratorijsku analizu tijekom koje je odreden broj leukocita, mononuklearnih
stanica i CD34 + stanica. U vrecici s produktom sakupljenim tijekom obrade prva
4 volumena krvi, kao i u vrecici s produktom prikupljenim tijekom obrade 5. i 6.
volumena krvi dodatno su odredene subpopulacije CD34+ stanica.
Diferencijacijski status KMS i prastanica odreden je analizom istodobnog
izrazavanja biljega CD38, CD90 ili HLA-DR, usmjerenje u mijeloidnu lozu biljega
CD33 ili CD117/c-kit, a u megakariocitnu lozu biljiega CD41. Shema uzimanja
uzoraka za kontrolu kvalitete produkta leukafereze prikazana je na slici 5.
Zabiljezen je to€an volumen pripravka leukfereze u svakoj pojedinoj vrecici. 1z
ukupnog produkta leukaferze (LVL) uzeti su i uzorci za mikrobioloSko ispitivanje

sterilnosti pripravka.
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L1 L2 L3 L4 L5

leukocit, leukociti, leukociti, leukociti, leukociti,
mononuklearne | mononuklearne | mononuklearne | mononuklearne | mononuklearne
stanice, CD34+ | stanice, CD34+ | stanice, CD34+ | stanice, CD34+ | stanice, CD34+

stanice

stanice stanice

stanice stanice

Slika 5. Shema uzimanja uzoraka za kontrolu kvalitete produkta leukafereze (opis
u tekstu)

3.2.10. Laboratorijsko ispitivanje uzoraka periferne krvi i produkta leukafereze
3.2.10.1. Odredivanje broja krvnih stanica

Broj krvnih stanica leukocita, eritrocita i trombocita, kao i hematokrit u
perifernoj krvi i produktu leukafereze odreden je automatski hematoloskim
brojatem ADVIA 120 (Bayer, Leverkusen, Njemacka). Diferencijalna krvna slika
odredena je ru¢no koriste¢i metodu bojenja po Pappenheimu. U mononuklearne
stanice su ubrojeni monociti i limfociti.
3.2.10.2. Odredivanje brojnosti krvotvornih maticnih stanica
3.2.10.2.1. Odredivanje broja CD34+ stanica

Broj KMS-a u perifernoj krvi i produktu leukafereze odreden je mjerenjem
postotka CD34+ stanica s pomocCu protoCne citometrije prema protokolu
ISHAGE.’” U tu svrhu rabljena su monoklonska protutijela anti-CD45-FITC (klon
2D1) i anti-CD34-PE (klon 8G12) (BD Biosciences, Heidelberg, Njemacka) i
proto¢ni citometri FACSCalibur i FACScan (BD Biosciences, Heidelberg,
Njemacka).

Subpopulacije CD34+ stanica u produktu leukafereze odredene su
proto¢nom citometrijom s pomocu uredaja FACSCalibur (Becton-Dickinson,
Mauntain View, SAD) koriste¢i monoklonska protutijela CD34+, CD38+, HLA-
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DR+, CD90+/Thy-1, CD117+/c-kit, CD41+ i CD33+ (sva navedena monoklonska
protutijela su proizvod Becton-Dickinson, Mauntain View, CA, SAD). Za analizu je
koristen program Software CellQuest™ (Becton-Dickinson, Mauntain View, CA,
SAD).
3.2.10.2.2. Kratkotrajni uzgoj stanica

Broj stanica koje /in vifro stvaraju kolonije granulocita i makrofaga (CFU-
GM, prema engl. colony-forming unit-granulocyte/macrophage), a koje
predstavljaju usmjerene krvotvorne prastanice navedenih loza, odreden je
metodom kratkotrajnog uzgoja stanica produkta leukafereze u polucvrstom
mediju rabec¢i komercijalni pripravak MethoCult H4433 (StemCell Technologies,
Vancouver, BC, Canada).’® Stanice su zasadene u poluévrsti medij u
koncentraciji 1x10° stanica s jezgrom/mL i inkubirane pri temperaturi 37°C u
atmosferi s 5% CO»,. Kolonije su brojane nakon 14 dana pod invertnim
mikroskopom, a rezultat je izrazen brojem kolonija na 1x10% zasadenih stanica s
jezgrom.
3.2.10.3. Pracenje vrijednosti elektrolita u serumu

U uzorcima periferne krvi bolesnika izvadenim neposredno prije i nakon
leukafereze odredene su vrijednosti elektrolita natrija, kalija, klorida, kalcija,
magnezija i anorganskih fosfata. Te su vrijednosti analizirane biokemijskim
analizatorom Olympus AU 400 (Olympus Diagnostica, Tokyo, Japan). Natrij, kalij
i kloridi analizirani su potenciometrijski, a kalcij, magnezij i anorganski fosfat
spektrofotometrijski. Referentni interval za natrij je 137-146 mmol/L, kalij 3,9-5,1
mmol/L, magnezij 0,65-1,05 mmol/L, kloride 97-108 mmol/L, anorganski fosfat
0,79-1,42 mmol/L, a za kalcij 2,14-2,56 mmol/L.

3.2.10.4. Pracenje koagulacijskih pokazatelja

Aktivirano tromboplastinsko vrijeme (APTV) i protrombinsko vrijeme (PV)
mjereni su u uzorku citrirane krvi izvadenom neposredno prije i nakon
leukafereze. Vrijednosti APTV-a i PV-a analizirane su BCT koagulometrom
(Siemens Medical Instruments, Kdln, Njemacka). Referentni interval za APTV je
24,0-33,0 sekundi, a za PV 0,70-1,30.
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3.2.10.5. Mikrobioloska analiza produkta leukafereze

MikrobioloSka analiza sterilnosti (aerobno i anaerobno bakterioloski te
mikoloski) ukupnog produkta leukafereze (LVL) ucinjena je aparatom za
automatsku inkubaciju i detekciju pozitivnin primarno sterilnih uzoraka
BacT/ALERT 3D (BioMerieux, Durham, SAD).

3.2.11. Formule za procjenu uspjesnosti sakupljanja KMS

3.2.11.1. Prinos CD34+ stanica
Prinos (engl. yield) CD34+stanica/kg TT izraCunat je prema sljedecoj
formuli:75

broj CD34+ stanica x10¢/L u produktu x volumen produkta (L)
Prinos CD34+ stanica =

tjelesna tezina (kg)

3.2.11.2. Kumulativni prinos CD34+ stanica
Kumulativni prinos (engl. cummulative yield) CD34+ stanica izraCunat je
zbrajanjem prinosa CD34+stanica/kg TT sakupljenog tijekom obrade svakog

pojedinog volumena Krvi.

3.2.11.3. Ucinkovitost sakupljanja

Ucinkovitost sakupljanja (engl. collection efficiency, CE) stanica (leukocita,
granulocita, mononuklearnih i CD34+ stanica, trombocita) stani¢nim separatorom
izraCunata je prema sljedecoj formuli:75

apsolutni broj stanica u produktu leukafereze x 100
Ucinkovitost

(%) =
sakupljanja
obraden vol. krvi x [(br.stanica u krvi prije leukafereze + br.stanica u krvi nakon leukafereze) / 2]
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3.2.11.4. Faktor novacenja

Za utvrdivanje dolazi li tijekom leukafereze do dodatnog otpustanja (eng/.
recruitment) tzv. novacCenja stanica (leukocita, granulocita, mononuklearnih i
CD34+ stanica, trombocita) iz kostane srzi u perifernu krv koristena je sljedeca
formula za izraCunavanje faktora novacenja (engl. recruitment factor).120

apsolutni br. stanica u krvi nakon leukafereze + apsolutni br sakupljenih stanica
Faktor novacenja =

Apsolutni broj stanica u krvi prije leukafereze

3.2.12. Zamrzavanje i pohrana krvotvornih mati¢nih stanica iz periferne krvi

Produkt leukafereze se prije zamrzavanja centrifugira, a nakon toga se
uklanja supernatant. Sedimentu stanica se pri temperaturi +4°C polako dodaje
jednak volumen suspenzije krioprotektivnhe otopine dimetil-sulfoksida (DMSO)
(WAK-Chemie GmbH, Steinbach, Njemacka) u autolognoj plazmi do finalne
koncentracije od 10% DMSO u transplantatu. Transplantat je zamrznut u

kontroliranim uvjetima i pohranjen u spremniku s teku¢im dusikom.

3.2.13. Program transplantacije krvotvornih matiénih stanica iz periferne krvi
Bolesnici s multiplim mijelomom su u pripremi lijecni visokim dozama
melfalana''4, dok su bolesnici s limfomom primili kemoterapiju BEAM.116 Svi su
bolesnici bili izolirani u jednoposteljnoj sobi po nacelima obrnute izolacije, a
prethodno im je uveden centralni venski kateter. Skrb bolesnika odgovara onoj
granulocitopeni¢nog bolesnika.Transplantat KMS-a je odmrznut u vodenoj kupelji
sa sterilnom fizioloSkom otopinom zagrijanom na 37°C i infundiran brzinom od 10

do 20 mL/min kroz centralni venski kateter.

3.2.14. Brzina hematoloSkog oporavka
Nakon transplantacije je kod bolesnika pra¢ena brzina hematoloSkog oporavka.
Brzina hematoloSkog oporavka procijenjena je odredivanjem i pracenjem broja

leukocita i broja trombocita. Dan reinfuzije transplantata KMS je nulti dan
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transplantacije. Biljezeni su dani nakon transplantacije kada je broj leukocita bio
=21,0x10%L, granulocita 20,5x109L, kao i trombocita =20x109L, odnosno

250x10°/L.

3.2.15. Veli€ina uzorka

Na osnovi rezultata iz literature ocCekivali smo da ¢e razlika u apsolutnoj
vrijednosti CD34+ stanica x10%/L u perifernoj krvi prije poCetka i nakon
sakupljanja KMS postupkom leukafereze iznositi najmanje 20x106/L.79. 99. 102
Takoder, ocCekivali smo i umjerenu do visoku povezanost pocetnih i zavrSnih
vrijednosti (r=0,5). Da bismo ispitali takvu razliku izmedu dva mjerenja, uz razinu
znacajnosti od 0,05 i snagu od 80%, bilo nam je potrebno najmanje 30 bolesnika.
IzraCun potrebne veliine uzorka proveden je uz pomo¢ statistickog programa
SamplePower (SPSS INC, Chicago, IL).

3.2.16. Statisticka analiza

Podaci su testirani na normalnost Kolmogorov-Smirnovljevim testom.121
Buduci da nisu nadena statisticki znac¢ajna odstupanja od normalne distribucije
podaci su opisani aritmeticCkom sredinom i standardnom devijacijom, a u analizi
su primjenjeni parametrijski testovi. Rezultati testiranja normalnosti raspodijela

podataka prikazani su u tablici 19. u prilogu.

Statisticka znacCajnost promjene vrijednosti pokazatelja tijekom
leukafereze u perifernoj krvi (broja leukocita, mononuklearnih i CD34+ stanica,
trombocita i hematokrita) i produktu leukafereze (broja leukocita, mononuklearnih
i CD34+ stanica) izmedu svih toCaka mjerenja testirana je analizom varijance za
ponavljana mjerenja. Kad je analizom varijance za ponavljana mjerenja naden
statistiCki znaCajan F omjer, t-testom za zavisne uzorke ispitana je razlika izmedu
dvije susjedne toCke mijerenja. Obzirom da se tad radilo o viSestrukim

usporedbama Bonferronijevom korekcijom odredena je grani¢na p-vrijednost od

67



0,008 kada se radilo o 6 usporedbi, odnosno 0,007 kad je bilo 7 usporedbi kao
vrijednost kojom se osigurava statistiCka zna€ajnost na razini od 0,05.

Nadalje, viSestrukom analizom varijance ispitan je moguci ucinak
dijagnoze (multipli mijelom vs. limfom) odnosno stupnja mobilizacije CD34+
stanica u perifernu krv (,dobri vs. ,lo8i“ mobilizatori) na tijek promjena.

Slozena analiza varijance (2x2 ANOVA) koristena je za ispitivanje ucinka
dijagnoze i stupnja mobilizacije na faktor novacenja CD34+ stanica.

StatistiCka znacajnost razlike u prinosu CD34+ stanica izmedu bolesnika s
multiplim mijelomom i bolesnika s limfomom, te izmedu bolesnika koji su dobri i
loSi mobililzatori analizirana je t-testom za nezavisne uzorke.

Povezanost prinosa CD34+ stanica u produktu leukafereze s brojem
CD34+ stanica u perifernoj krvi prije leukafereze ispitana je Spearmanovim p
koeficijentom korelacije.

Utjecaj obrade 6 volumena krvi postupkom LVV u odnosu na standardno
obradena 4 volumena krvi na uspjesnost sakupljanja transplantata u bolesnika s
limfomom ispitana je McNemarovim testom, a u bolesnika s multiplim mijelomom
McNemar-Bowkerovim testom.

StatistiCka znacajnost razlike u subpopulaciama CD34+ stanica u
produktu sakupljenom tijekom obrade 4 volumena krvi i produktu sakupljenom
tijekom obrade 5. i 6. volumena Krvi ispitana je t-testom za zavisne uzorke.

Prilikom svih usporedbi razina statisticke znacCajnosti postavljena je na
p<0,05.

Podaci o sakupljanju KMS-a analizirani su statistickim programom SPSS

for Windows, Verzija13.0.
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4. REZULTATI

4.1. Obiljezja postupka leukafereze velikog volumena krvi i sakuplienog produkta
Ukupno je analizirano 30 postupaka leukafereze koji su ucinjeni u 30
bolesnika. U svakom postupku ukupni volumen krvi je obraden 6 puta. U tablici 3.

navedena su obiljezja provedenih postupaka leukafereze.

Tablica 3. ObiljeZja postupka leukafereze prikazana kao aritmelicka sredina #+
standardna devijacija (raspon)

Obiljezje xxSD raspon
Obraden volumen krvi (mL) 26 979,3715 485,14 (17838-37291)
Trajanje postupka (min) 305,87+7,63 (290-324)
Ulazni protok krvi (mL/min) 91,77+18,84 (60,2-131,9)
Antikoagulantna otopina ACD-A (mL) 1120,87+230,05 (740-1510)
Heparin (i.j.) 6 725,22+1 380,60 (4440-9060)
Volumen produkta (mL) 291,931£13,26 (255-335)

Obiljezja ukupnog produkta leukafereze prikazana su u tablici 4.

Tablica 4. ObiljeZjla ukupnog produkta leukafereze prikazana kao aritmeticka
sredina + standardna devijacija (raspon)

Obiljezje X+SD Raspon
Volumen (mL) 291,93+13,26 (255-335)
Leukociti x109/L 149,71161,40 (87,0-297,0)
Mononuklearne stanice % 54,99+16,58 (28-83)
Mononuklearne stanice x109/L 80,36+39,58 (37,2-176,8)
CD34+ stanica % 0,92+0,80 (0,29-3,76)
CD34+ stanice x107/L 126,24+107,19 (43,69-402,27)
Trombociti x109/L 1074,031626,05 | (141,0-2424,0)
Leukociti x108/kg TT 5,71£1,97 (3,04-10,39)
Mononuklearne stanice x108/kg TT 3,32+3,86 (0,96-22,24)
CD34+ stanice x108/kg TT 4,71£3,79 (0,91-16,90)
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Ukupni prinos CD34+ stanica x108/kg TT bio je statistiCki znacajno vedi
kod dobrih mobilizatora (6,54+3,93 x106/kg) TT nego kod loSih mobilizatora
(1,98+£0,79 x108/kg TT) (p<0,001, t-test za nezavisne uzorke). Nije nadena
znacCajna razlika u prinosu CD34+ stanica izmedu bolesnika s multiplim
mijelomom (4,96+3,85 x106/kg TT) i bolesnika s limfomom (4,22+3,84 x106/kg

TT), (p=0,619, t-test za nezavisne uzorke).

4.2. Korelacija broja CD34+ stanica u perifernoj krvi prije leukafereze s ukupnim
prinosom CD34+ stanica

Analizirana je povezanost broja CD34+ stanica x108/L u perifernoj krvi
prije leukafereze s ukupnim brojem CD34+ stanica (x106/kg) TT sakupljenih u
produktu leukafereze (slika 6). Nadena je visoka povezanost izmedu broja
CD34+ stanica u perifernoj krvi prije afereze i broja ukupno sakupljenih CD34+

stanica x108/kg TT (p=0,860, p<0,001, Spearmanov p koeficijent korelacife).
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Slika 6. Prikaz korelacife broja CD34+ stanica u perifernoj krvi prije leukafereze s
ukupnim brojem CD34+ stanica x106/kg TT sakupljenim u produku leukafereze
(0=0,860, p<0,001, Spearmanov p koeficifent korelacije).
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4.3. Periferna krv bolesnika prije i tijekom leukafereze

U tablici 5. prikazana su obiljezja periferne krvi prije poCetka leukafereze

te tijekom obrade 6 volumena krvi bolesnika.

Tablica 5. Broj leukocita, postotak i broj mononuklearnih stanica, postotak i broj CD34+
slanica te postofak smanjenja broja CD34+ stanica u odnosu na vrijednosti u krvi prije
leukafereze i tijekom obrade 6 volumena krvi bolesnika prikazani su kao aritmeticka
sredina + standardna devijacija

Prije Obraden volumen krvi
Obiljezje
leukafereze 1x 2x 3x 4x 5x 6x

Leukociti 14,39 12,10 | 11,83 | 11,64 | 11,41 11,16 11,09
x10%/L 17,68 +6,91 | 6,69 | 16,57 | 6,59 | 16,47 16,53
Mononuklearne 17,64 14,67 | 13,90 | 13,28 | 12,50 | 12,40 12,14
stanice (%) +10,41 +8,76 | +9,17 | 18,85 | +8,49 | 18,42 18,46
Mononuklearne 2,02 1,38 1,26 1,15 1,05 1,01 0,98
stanice x108/L 10,81 +0,57 | 0,51 10,41 +0,38 | 0,35 +0,37
CD34+ stanice 0,43 0,30 0,30 0,28 0,25 0,27 0,24
(%) +0,49 +0,31 | +0,38 | 10,34 | +0,29 | 0,34 +0,31
CD34+ stanice 48,35 27,86 | 26,71 | 23,42 | 21,02 | 19,63 17,61
x106/L +44,80 | £23,19 | +25,29 | +23,00 | £19,73 | £16,13 | +14,05
% poéetnog broja 100,00 63,46 | 58,17 | 51,20 | 47,72 | 46,47 45,95
CD34+ stanica +20,38 | +18,01 | £17,02 | £21,27 | +19,08 | +18,64
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Dinamika promjene broja leukocita u perifernoj krvi tijekom leukafereze
prikazana je linijskim grafikonom (slika 7). Pronadena je statistiCki znacajna
promjena broja leukocita u krvi kroz sedam mjernih toCaka (Fs 156=179, 168,
p<0,001, analiza varijjance za ponavijana mjerenja). Tijekom LVV broj leukocita
se postupno smanjuje, a post-hoc usporedba je pokazala da je ta razlika rezultat
statistiCki znaCajnog smanjenja broja leukocita u perifernoj krvi izmedu broja
neposredno prije poCetka leukafereze i nakon obrade prvog volumena Krvi
(p<0,001, t-test za zavisne uzorke). Nije pronadena statisticki znacajna
interakcija izmedu promjene broja leukocita u krvi i dijagnoze (Fs 156=0,367,
p=0,899, visestruka analiza varijance), kao ni izmedu promjene broja leukocita i
stupnja mobilizacije CD34+ stanica u perifernu krv (Fs156=0,722, p=0,633,

visestruka analiza varijance) te su zbog toga rezultati prikazani skupno za sve

bolesnike.
25.00
p<0,001* p=0,269* p=0,292* p=0,106* p=0,062* p=0,428*

20.00 4
2
x
)
o
S 15.00
g’- 0\
=1
<
e O S
5 SEE—
*
= 10.00
%]
2
=3
3

5.00 -
0.00 T T T T T T
prije leukafereze 1x 2x 3x 4x 5x 6x

Obraden volumen krvi

Slika 7. Dinamika promjene broja leukocita (x10°/L) u perifernoj krvi (aritmeticka
sredinatstandardna devijacjja) tijekom postupka leukafereze (Fes 156=19,168,
p<0,001, analiza varijjance za ponavijana mjerenja)

t-test za zavisne uzorke
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Dinamika promjene postotka mononuklearnih stanica u perifernoj krvi
tijekom leukafereze prikazana je linijskim grafikonom (slika 8). Pronadena je
statistiCki znacajna promjena postotka mononuklearnih stanica u perifernoj krvi u
perifernoj krvi kroz sedam mjernih toCaka (Fs156=34,583, p<0,001, analiza
varijance za ponavijana myjerenyja). Tijekom LVV postotak mononuklearnih stanica
u krvi se postupno smanjuje, a post-hoc usporedbom se uocilo da je ta razlika
rezultat statistiCki zna¢ajnog smanjenja postotka mononuklearnih stanica u krvi
opazenog izmedu broja neposredno prije poCetka leukafereze i 1. toCke mjerenja
(p<0,001, t-test za zavisne uzorke) te izmedu 3. i 4. toCke mjerenja (p=0,003, t-
test za zavisne uzorke). Nije pronadena statisticki zna€ajna interakcija izmedu
promjene postotka mononukleara u perifernoj krvi i dijagnoze (Fs 156=1,6170,
p=0.148, visestruka analiza varijance), kao ni izmedu promjene i stupnja
mobilizacije CD34+ stanica u perifernu krv (Fs156=0,932, p=0,473, visestruka
analiza varjjance) te su zbog toga rezultati prikazani skupno za sve bolesnike.
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Slika 8. Dinamika promjene postotka mononuklearnih stanica u perifernoj krvi
(aritmeticka sredinatstandardna devijacija) tijekom postupka leukafereze
(Fes,156=34,583, p<0,001, analiza varijance za ponavijana mjerenja)

*t-test za zavisne uzorke
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Dinamika promjene broja mononuklearnih stanica u perifernoj krvi tijekom
leukafereze prikazana je linijskim grafikonom (slika 9). Pronadena je statisticki
znacajna promjena broja mononuklearnih stanica u perifernoj krvi kroz sedam
mjernih toCaka (Fgs156=42,029, p<0,001, analiza varjance za ponavijana
myjerenya). Tijekom LVV broj mononuklearnih stanica u krvi se postupno
smanjuje, a post-hoc usporedbom uocilo se da je ta razlika rezultat statisticki
znacajnog smanjenja broja mononuklearnih stanica u krvi tijekom obrade prva
Cetiri volumena krvi. Nije pronadena statistiCki znaCajna interakcija izmedu
promjene broja mononuklearnih stanica u perifernoj krvi i dijagnoze (Fs 156=17,554,
p=0,164, visestruka analiza varijance), kao ni izmedu promjene broja
mononuklearnih stanica i stupnja mobilizacije CD34+ stanica u perifernu krv
(Fs,156=0,425, p=0,861, visestruka analiza varijance) te su zbog toga rezultati

prikazani skupno za sve bolesnike.
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Slika 9. Dinamika promjene broja mononuklearnih stanica u perifernoj krvi
(aritmeticka sredinatstandardna devijacija) tijekom postupka leukafereze
(Fs,156=42,029, p<0,001, analiza varijance za ponavijana mjerenja)

“-test za zavisne uzorke
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Dinamika promjene postotka CD34 stanica u perifernoj krvi tijekom
leukafereze prikazana je linijskim grafikonom (slika 10). Pronadena je statisticki
znacajna promjena postotka CD34 stanica u perifernoj krvi kroz sedam mijernih
toCaka (Fe156=10,631, p<0,001, analiza varjance za ponavijana mjerenja).
Tijekom LVV postotak CD34+ stanica u krvi se postupno smanjuje, a post-hoc
usporedbom uocilo se da je ta razlika rezultat statistiCki znacajnog smanjenja
postotka CD34 stanica u perifernoj krvi izmedu broja neposredno prije pocetka
leukafereze i nakon obrade prvog volumena krvi (p<0,001, t-test za zavisne
uzorke).
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Slika 10. Dinamika promjene postotka CD34+ Stanica u perifernoj krvi
(aritmeticka sredinatstandardna devijacija) tijekom postupka leukafereze
(Fe.156=10,531, p<0,001, analiza varijance za ponavijana mjerenja)

*t-test za zavisne uzorke

Nije pronadena statistiCki znacajna interakcija izmedu promjene postotka
CD34+ stanica u perifernoj krvi i dijagnoze (Fs156=1,159, p=0331, visestruka
analiza varijance). Pronadena je statisticki znacajna interakcija izmedu promjene

postotka CD34+ stanica i stupnja mobilizacije CD34+ stanica u perifernu krv
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(Fs,156=6,898, p<0,001, visestruka analiza varjance), (slika 11). Kod dobrih
mobilizatora kod kojih je u krvi prije leukafereze broj CD34+ stanica bio
=>20x10%/L pronadena je statistiCki znaCajna promjena postotka CD34+ stanica u
perifernoj krvi kroz sedam mjernih toCaka (Fs17=73,843, p<0001, analiza
varijance za ponavijana mjerenja). Kod losih mobilizatora kod kojih je broj CD34+
stanica u krvi prije leukafereze bio <20x106/L nije pronadena statistiCki znacajna
promjena postotka CD34+ stanica u perifernoj krvi kroz sedam mjernih tocaka

(Fe11=1,983, p=0,081, analiza varijance za ponavijana mjerenya).
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Slika 11. Dinamika promjene postotka CD34+ Stanica u perifernoj krvi
(aritmeticka sredina) tijekom postupka leukafereze kod ,losih“ mobilizatora
(Fe.11=1,983, p=0,081, analiza varijjance za ponavijana mjerernja) i kod ,dobrih“
mobilizatora (Fe17=13,843, p<0,001, analiza varijance za ponavijana mjerenja)
*t-test za zavisne uzorke
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Dinamika promjene broja CD34+ stanica (x1086/L) u perifernoj krvi tijekom
leukafereze prikazana je linijskim grafikonom (slika 12). Pronadena je statisticki
znacajna promjena broja CD34+ stanica u perifernoj krvi kroz sedam mijernih
toCaka (Fe156=15,368, p<0,001, analiza varijjance za ponavijana mjerenja).
Tijekom LVV broj CD34+ stanica x106/L u krvi se postupno smanjuje, a post-hoc
usporedbom uocilo se da je ta razlika rezultat statistiCki znacajnog smanjenja
broja CD34+ stanica u perifernoj krvi izmedu broja neposredno prije pocetka
leukafereze i nakon obrade prvog volumena krvi (p<0,001, t-test za zavisne
uzorke).
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Slika 12. Dinamika promjene broja CD34+ stanica (x106/L) u perifernoj krvi
(aritmeticka sredina) tijekom postupka leukafereze (Fs 156=15,368, p<0,001,
analiza varjjance za ponavijana mjerenya)

*t-test za zavisne uzorke

Nije pronadena statisticki znacajna interakcija izmedu promjene broja
CD34+ stanica x108/L u perifernoj krvi i dijagnoze (Fs156=17,663, p=0,134,
visestruka analiza varijance). Pronadena je statistiCki znacajna interakcija izmedu

promjene broja CD34+ stanica u perifernoj krvi i stupnja mobilizacije CD34+
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stanica u perifernu krv (Fs 156=7,700, p<0,001, visestruka analiza varijance), (slika
13).

Kod dobrih mobilizatora kod kojih je broj CD34+ stanica u krvi prije leukafereze
bio =20x108/L pronadena je statisticki znaCajna promjena postotka CD34+
stanica u perifernoj krvi kroz sedam mijernih toCaka (Fs17=26,961, p<0,001,
analiza varijance za ponavifana mjerenja). Kod loSih mobilizatora kod kojih je u
krvi prije leukafereze broj CD34+ stanica bio <20x108/L pronadena je statisticki
znacajna promjena postotka CD34+ stanica u perifernoj krvi kroz sedam mjernih

toCaka (Fs,11=15,263, p=0,081, analiza varijance za ponavijana mjerenja).
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Slika 13. Dinamika promjene broja CD34+ stanica (x106/L) u perifernoj krvi
(aritmeticka sredinatstandardna devijacija) tijjekom postupka leukafereze kod
JJ08ih* mobilizatora (Fs11=15,263, p<0,001, analiza varjance za ponavijana
myjerenya) i kod ,dobrih” mobilizatora (Fes,17=26,961, p<0,001, analiza varjance za
ponavijana myjerenya)

*t-test za zavisne uzorke
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Smanjenje broja CD34+ stanica x10%/L u perifernoj krvi tijekom
leukafereze u odnosu na vrijednosti prije leukafereze izraZzeno je u postotcima i
prikazano je linijskim grafikonom (Slika 14.). Pronadeno je statistiCki znacajno
smanjenje broja CD34+ stanica u odnosu na pocetan broj kroz sedam mjernih
toCaka (Fs156=61,054, p<0,001, analiza varjance za ponavijana mjerenja).
Tijekom LVV dolazi do postupnog smanjenja, a post-hoc usporedbom uocilo se
da je ta razlika rezultat statistiCki znacajnog smanjenja opazenog izmedu broja
neposredno prije pocCetka leukafereze i 1. toCke mjerenja (p<0,001, t-test za
zavisne uzorke) te 2. i 3. toCke mjerenja (p=0,009, t-test za zavisne uzorke). Nije
pronadena statistiCki znacajna interakcija izmedu smanjenja broja CD34+ stanica
u odnosu na pocetan broj i dijagnoze (Fs 156=1,832, p=0,212, visestruka analiza
varifance), kao ni izmedu smanjenja i stupnja mobilizacije CD34+ stanica u krv
(Fs,156=1,560, p=0,162, visestruka analiza varijance) te su zbog toga rezultati

prikazani skupno za sve bolesnike.
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Slika 14. Smanjenje broja CD34+ stanica (x10°/L) u perifernoj krvi (aritmeticka

sredinatstandardna devijacija) tijekom postupka leukafereze u odnosu na

vrijednosti prife leukafereze izraZeno u postotcima (Fes 156=61,054, p<0,001,

analiza varjjance za ponavijana mjerenja

“-test za zavisne uzorke
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4 4. Obiljezja produkta leukafereze uzastopno sakuplienog u 6 vrecica

Produkt leukafereze je uzastopno sakupljan u 6 vrecica, a u svaku su
vrecGicu sakupljene stanice tijekom obrade jednog volumena krvi. ProsjeCan
volumen produkta sakuplienog u pojedinacnoj vrecici bio je 48,59+5,07 mL
(xtSD). U tablici 6. prikazana su obiljezja produkta leukafereze uzastopno

sakupljenog u 6 vrecica.

Tablica 6. ObijjeZja produkia uzasfopno sakupljenog u 6 vrecica (tjjekom
leukafereze: broj leukocita x10%/L, prinos leukocita x108/kg TT, postotak
mononuklearnih stanica (MNC), broj MNC x10°/L, prinos MNC x105/kgTT,
postolak CD34+ stanica, brof CD34+ x10°/L te prinos CD34+ stanica x10¢/kgTT
prikazana su kao aritmeticka sredina + standardna devijacija

Vrecice s produktom sakupljenim tijekom obrade
x volumena krvi

Obiljezje 1. 2. 3. 4. 5. 6.
Loukociti x109/L 149,70 162,12 150,99 152,63 156,77 159,09

161,40 157,80 168,33 148,62 146,37 146,02
Leukociti x10%kg 0,87 1,05 0,97 0,91 0,98 1,01

+0,43 +0,41 +0,36 +0,32 0,28 0,34
Mononuklearne 54,98 56,01 57,05 56,24 54,39 54,87
stanice (%) +16,58 +16,00 116,34 +17,55 +17,01 +18,18
Mononuklearne 80,36 88,45 82,19 80,49 81,60 79,62
stanice x10°/L +39,58 +36,62 +33,55 +29,81 132,06 +27,50
Mononuklearne 0,45 0,56 0,53 0,50 0,48 0,49
stanicex108/kgTT +0,23 +0,22 +0,19 +0,19 +0,18 +0,19
CD34+ stanice 0,91 0,91 0,94 0,89 0,86 0,85
(%) +0,80 +0,85 +0,78 +0,66 +0,64 +0,54
CD34+ stanice 12,62 14,37 14,55 13,41 13,65 12,99
x108/L 10,72 14,23 116,27 14,14 +10,07 19,13
CD34+ stanice 0,71 0,87 0,87 0,82 0,80 0,82
x106/kgTT +0,61 +0,73 +0,84 +0,82 +0,60 +0,51
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Dinamika promjene broja leukocita x10%/L u produktu leukafereze
sakupljenom u 6 vrecica tijekom obrade 6 volumena krvi prikazana je linijskim
grafikonom (slika 15). Nije pronadena statistiCki znacajna promjena broja
leukocita u produktu leukafereze prikupljenom u 6 vrecica (F5 125=17,489, p=0, 198,

analiza varjjance za ponavijana mjerenyja).
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Slhka 15. Dinamika promjene broja leukocita x10%L  (aritmeticka
sredinatstandardna devijacjja) u produkitu leukafereze sakupljenom u sest
vrecica tjjekom obrade sest volumena krvi (Fs125=1,489, p=0,198, analiza
varijance za ponavijana mjerenja)

-test za zavisne uzorke
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Dinamika promjene prinosa leukocita x108/kg TT u produktu leukafereze
sakupljenom u 6 vrecica tijekom obrade 6 volumena krvi prikazana je linijskim
grafikonom (Slika 16). Pronadena je statistiCki znaCajna promjena prinosa
leukocita u produktu leukafereze sakupljenom u 6 vrecica (F5125=3, 187, p=0,041,
analiza varijance za ponavijana mjerenja). Post-hoc usporedbom uocilo se da je
ta promjena rezultat statistiCki znaCajno manjeg prinosa leukocita u 1. vrecici u
kojoj je sakupljen produkt tijekom prve obrade ukupnog volumena krvi u odnosu
na ostale vrecice (p<0,001, t-test za zavisne uzorke). Prinos leukocita u preostale
4 vrecice bio je bez promjene (Fs100=2,172, p=0,080, analiza varijance za
ponavijana mjerenja). Nije pronadena statisticki znaCajna interakcija izmedu
prinosa leukocita i dijagnoze (Fs125=0,333, p=0,892, visestruka analiza varijance)
kao ni interakcija izmedu prinosa leukocita i stupnja mobilizacije CD34+ stanica u
krv (F5125=0,478, p=0,792, visestruka analiza varijance) te su zbog toga rezultati
prikazani skupno za sve bolesnike.
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Slika 16. Dinamika promjene prinosa leukocita (aritmeticka sredinatstandardna

devijjacija) u produktu leukafereze sakupljenom u Sest vrecica tijekom obrade

sest volumena krvi (Fs125=3,187, p=0,041, analiza varijance za ponavijana

myjerenya)

“-test za zavisne uzorke
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Dinamika promjene postotka mononuklearnih stanica u produktu
leukafereze sakupljenom u 6 vrecica tijekom obrade 6 volumena krvi prikazana je
linijskim grafikonom (slika 17). Nije pronadena statisticki znacajna promjena
postotka mononuklearnih stanica u produktu leukafereze prikupljenom u 6

vredica (Fs130=0,559, p=0,732, analiza varijance za ponavijana mjerenja,).
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Slika 17. Dinamika promjene postotka mononuklearnih stanica (aritmeticka
sredinatstandardna devijacijja) u produktu leukafereze sakupljenom u sest
vrecica tijekom obrade sest volumena krvi (Fs130=0,659, p=0,732, analiza
varijance za ponavijana mjerenja)

-test za zavisne uzorke
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Dinamika promjene broja mononuklearnih stanica (x109L) u produktu
leukafereze sakupljenom u 6 vrecica tijekom obrade 6 volumena krvi prikazana je
linijskim grafikonom (slika 18). Pronadena je statistiCki znacajna promjena broja
mononuklearnih stanica x10%/L u produktu leukafereze sakuplienom u 6 vrecica
(F5125=3,979, p=0,002, analiza varjance za ponavijana mjerenja). Post-hoc
usporedbom uocilo se da je ta promjena rezultat statisticki zna¢ajno manjeg broja
sakupljenih mononuklearnih stanica x10%L u 1. vrecici u kojoj je sakupljen
produkt tijekom prve obrade ukupnog volumena krvi u odnosu na ostale vrecice
(p=0,005, t-test za zavisne uzorke). Nije pronadena statisticki znacCajna
interakcija izmedu broja mononuklearnih stanica x109/L i dijagnoze (Fs,125=0, 188,
p=0967, visestruka analiza varijance) kao ni interakcija izmedu broja
mononuklearnih stanica i stupnja mobilizacije CD34+ stanica u perifernu krv
(F5125=0,674, p=0,720, visestruka analiza varijjance) te su zbog toga rezultati
prikazani skupno za sve bolesnike.
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Slika 18. Dinamika promjene broja mononuklearnih stanica x10%L (aritmeticka
sredinatstandardna devijacjja) u produkiu leukafereze sakupljenom u sest
vrecica tjjekom obrade sest volumena krvi (Fs125=3,979, p=0002, analiza
varijance za ponavijana mjerenja)
“-test za zavisne uzorke
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Dinamika promjene prinosa mononuklearnih stanica (x108/ kg TT) u
produktu leukafereze sakupljenom u 6 vrecica tijekom obrade 6 volumena Krvi
prikazana je linijskim grafikonom (slika 19). Pronadena je statisticki znacajna
promjena prinosa mononuklearnih stanica u produktu leukafereze sakuplienom u
6 vrecica (Fs,125=4,808, p<0,001, analiza varijjance za ponavijana mjerenja). Post-
hoc usporedbom uocilo se da je ta promjena rezultat statisticki zna¢ajno manje
prinosa mononuklearnih stanica u 1. vrecici u kojoj je sakupljen produkt tijekom
obrade prvog volumena krvi u odnosu na ostale vrecice (p<0,001, f-test za
zavisne uzorke). Nije pronadena statistiCki znaCajna interakcija izmedu prinosa
mononuklearnih stanica i dijagnoze (F5125=0,385, p=0E858, visestruka analiza
varijance) kao ni interakcija izmedu prinosa mononuklearnih stanica i stupnja
mobilizacije CD34+ stanica u perifernu krv (F5125=1,023, p=0,407, visestruka
analiza varjjance) te su zbog toga rezultati prikazani skupno za sve bolesnike.
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Slika 19. Dinamika promjene prinosa mononuklearnih stanica (aritmeticka
sredinatstandardna devijacija) u produktu leukafereze sakupljenom u 6 vrecica
tijekom obrade 6 volumena krvi (Fs125=4,808, p<0,001, analiza varijjance za
ponavijana mjerenja)
*t-test za zavisne uzorke
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Dinamika promjene postotka CD34+ stanica u produktu leukafereze
sakupljenom u 6 vrecica tijekom obrade 6 volumena krvi prikazana je linijskim
grafikonom (Slika 20.). Nije pronadena statistiCki zna¢ajna promjena postotka
CD34+ stanica u produktu leukafereze prikuplienom u 6 vreCica (Fs130=0,777,

p=0,572, analiza varijance za ponavijana mjerenja,).
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Slhika 20. Dinamika promjene posfotka CD34+ stanica (aritmeticka
sredinatstandardna devijacjja) u produkitu leukafereze sakupljenom u sest
vrecica tijekom obrade sest volumena krvi (Fs130=0,771, p=0572, analiza
varijance za ponavijana mjerenja)

-test za zavisne uzorke
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Dinamika promjene broja CD34+ stanica x108/L u produktu leukafereze
sakupljenom u 6 vrecica tijekom obrade 6 volumena krvi prikazana je linijskim
grafikonom (slika 21). Nije pronadena statisticki znacajna promjena broja CD34+
stanica u produktu leukafereze prikupljenom u 6 vrecica (Fs130=0,242, p=0,943,

analiza varjjance za ponavijana mjerenyja).
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Slhika 21. Dinamika promjene broja CD34+ stanica (x106/L) (aritmeticka
sredinatstandardna devijacija) u produktu leukafereze sakupljenom u sest
vrecica tjjekom obrade sest volumena krvi (Fs130=0242, p=0943, analiza
varijance za ponavijana myjerenja)

-test za zavisne uzorke
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Dinamika promjene prinosa CD34+ stanica (x108/kg TT) u produktu
leukafereze sakupljenom u 6 vrecica tijekom obrade 6 volumena krvi prikazana je
linijskim grafikonom (slika 22). Pronadena je statisticki znacajna promjena
prinosa CD34+ stanica u produktu leukafereze sakuplienom u 6 vrecica
(F5130=3,082, p=0,012, analiza varjance za ponavijana mjerenja). Post-hoc
usporedbom uocCilo se da je ta promjena rezultat znaCajno manjeg prinosa
CD34+ stanica u 1. vrecici u kojoj je sakupljen produkt tijekom obrade prvog
ukupnog volumena krvi (p=0004, t-test za zavisne uzorke). Prinos CD34+
stanica u preostalim vrecicama bio je bez promjena. Nije pronadena statisticki
znacajna interakcija izmedu prinosa CD34+ stanica i dijagnoze (F5130=1,071,
p=0,380, visestruka analiza varijjance). lako je prinos CD34+ stanica bio veci kod
dobrih mobilizatora nije pronadena interakcija izmedu prinosa CD34+ stanica i
stupnja mobilizacije CD34+ stanica u krv (F5130=0,342, p=0_886, visestruka

analiza varjjance) jer je dinamika prinosa u obje skupine bila jednaka.
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Slhika 22 Dinamika promjene prinosa CD34+ stanica (aritmeticka
sredinatstandardna devijacjja) u produktu leukafereze sakupljenom ftjjekom
obrade sest volumena krvi (Fs130=3,082, p=0,012, analiza varijance Zza
ponavijana myjerenja)

“-test za zavisne uzorke
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4.5, Kumulativni prinos CD34+ stanica

Kumulativni prinos CD34+ stanica x108/kg TT tijekom leukafereze
prikazan je linijskim grafikonom (slika 23). Nadeno je statistiCki znacajno
povecCanje prinosa CD34+ stanica kroz Sest mjernih toCaka (Fs 130=40,358,
p<0,001, analiza varijjance za ponavijana mjerenja). Post-hoc usporedbom uocilo
se da je ta razlika rezultat statistiCki zna¢ajnog povecanja prinosa CD34 stanica
opazenog izmedu svih toCaka mjerenja (p<0,0071, t-test za zavisne uzorke).

Nije pronadena statistiCki znacCajna interakcija izmedu kumulativhog
prinosa CD34+ stanica i dijagnoze (F5130=0,289, p=0,918, visestruka analiza
varijance). lako je prinos CD34+ stanica kod dobrih mobilizatora bio veci nego
kod loSih mobilizatora nije pronadena interakcija izmedu stupnja mobilizacije
CD34+ stanica u perifernu krv i kumulativnog prinosa CD34+ stanica
(F5130=1,129, p=0,348, visestruka analiza varijance) jer se kumulativni prinos u
obje skupine znacajno povecavao cijelim tijekom LVV.
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Slika 23. Kumulativni prinos CD34+ stanica (aritmeticka sredina + standardna
devijjacija) tijekom postupka leukafereze (Fs 130=40,358, p<0,001, analiza
varijance za ponavijana mjerenja)

“-test za zavisne uzorke
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4.6. UcCinkovitost sakupljanja CD34+ stanica postupkom leukafereze
Ukupna ucinkovitost sakupljanja CD34+ stanica postupkom LVV iznosila
je 70,93+33,21 %. Dinamika promjene ucinkovitosti sakupljanja CD34+ stanica

tijekom postupka leukafereze prikazana je u tablici 7.

Tablica 7. Dinamika promjene ucinkovitosti sakupljanja CD34+ stanica (%)
tijekom obrade 6 volumena bolesnikove krvi prikazana kao aritmeticka
sredinatstandardna devijacija

Vreéice s produktom sakupljenim tijekom obrade

X volumena krvi

Ucinkovitost 1. 2. 3. 4. 5. 6.
sakupljanja 40,56 68,58 74,40 73,82 74,43 79,49
CD34+ st. (%) +18,73 +25,27 +32,67 +29,17 +24,21 +28,32

Dinamika promjene ucinkovitosti sakupljanja CD34+ stanica tijekom
obrade 6 volumena krvi prikazana je linijskim grafikonom (slika 24). Pronadena je
statisticki znaCajna promjena ucinkovitosti sakupljanja CD34+ stanica tijekom
obrade 6 volumena Krvi (F5125=9,927, p<0,001, analiza varijance za ponavijana
myjerenya). Post-hoc usporedbom uocilo se da je ta promjena rezultat statisticki
znacajno manje ucinkovitosti sakupljanja CD34+ stanica tijekom obrade prvog
volumena krvi u odnosu na obradu drugog volumena krvi (p<0,001, t-test za
zavisne uzorke). U daljnjem tijeku LVV ucinkovitost sakupljanja se postupno
povecava, a obradom Sestog volumena krvi doseze ¢ak 79,49%.

Nije pronadena statisticki znaCajna interakcija izmedu ucinkovitosti
sakupljanja CD34+ stanica i dijagnoze (F5125=1,208, p=0,309), kao ni interakcija
izmedu ucinkovitosti i stupnja mobilizacije CD34+ stanica u perifernu krv
(F5125=1,670, p=0,173) te su zbog toga rezultati prikazani skupno za sve

bolesnike.

90



p<0,001* p=0,344* p=0,876* p=0,916* p=0,227*

100.00 +

80.00 A 1

60.00 -

40.00 A 9

Ucinkovitost sakupljanja CD34+ stanica (%)

20.00

0.00

1x ‘ 2x ‘ 3x ‘ 4x ‘ 5x ‘ 6x
Obraden volumen krvi

Slhka  24. Ucinkovifost  sakupljanja  CD34+  stanica  (aritmeticka
sredinatstandardna devijacija) tijekom obrade sest volumena krvi (Fs 125=9,927,
p<0,001, analiza varjjance za ponavijana mjerenja)

*t-test za zavisne uzorke
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4.7. Usporedba uspjeSnosti sakupljanja CD34+ stanica obradom 4 naspram 6
volumena krvi bolesnika

U daljnoj je analizi usporedeno koliki je prinos CD34+ stanica u istih
bolesnika ako je ukupan volumen krvi obraden standardnom leukaferezom samo

4 puta naspram obrade 6 puta postupkom LVV (tablica 8).
Tablica 8. Usporedba prinosa leukocita, mononuklearnih i CD34+ stanica u istih

bolesnika standardnom obradom 4 volumena krvi vs. obradom 6 volumena LVV
prikazana kao aritmeticka sredina + standardna devijacija

Pri Standardna leukafereza | Leukafereza velikog volumena .
rinos
(4x ukupan volumen krvi) (6x ukupan volumen krvi) P
Leukociti
4,72+2,11 5,71£1,97 p<0,001
x108/kg TT
Mononuklearne
) 2,69+1,98 3,32+3,86 p<0,0071
stanicex108/kgTT
CD34+ stanice
3,28+2,89 x106/kg 4,71£3,79 p<0,001
x108/kg TT

*t-test za zavisne uzorke

Uspjesnost sakupljanja transplantata (CD34+>3,5x106/kgTT) nakon obrade 4
odnosno 6 volumena krvi prikazana je u tablici 9.
Tablica 9. Usporedba uspjesnosti sakupljanja transplantata

(CD34+>3,5x106/kgTT) tijekom obrade 4 vs. 6 volumena krvi u 30 ispitivanih
bolesnka (p=0,001, McNemarov test).

Bolesnici
CD34+<3,5x108/kgTT CD34+ = 3,5x108/kgTT
Obrada
N (%) N (%)
4 volumena krvi 21 (70,0%) 9 (30,0%)
6 volumena krvi 10 (33,3 %) 20 (66,7 %)

Tijekom standardne obrade 4 ukupna volumena krvi u 9 (30,0%) bolesnika

prikupljen je transplantat, tj. viSe od 3,5x106/kgTT CD34+ stanica, dok je tijekom
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obrade 6 ukupnih volumena krvi kod tih istih bolesnika transplantat prikupljen u
20 (63,7%) slucajeva, $to je statistiCki znacajno vise (p=0,001, McNemarov fest).

UspjeSnost sakupljanja transplantata (CD34+>3,5x106/kgTT) nakon
obrade 4 odnosno 6 volumena krvi kod bolesnika s multiplim mijelomom

prikazana je u tablici 10.

Tablica 70. Usporedba uspjesnosti sakupljanja transplantata
(CD34+>3,5x106/kgTT) tijekom obrade 4 vs. 6 volumena krvi u 10 ispitivanih
bolesnika s limfomom (p=0,250, McNemarov fest).

Bolesnici
CD34+<3,5x108/kgTT CD34+ = 3,6x108/kgTT
Obrada
N (%) N (%)
4 volumena krvi 8 (80,0%) 2 (20,0%)
6 volumena krvi 5 (50,0%) 5 (50,0%)

Obradom 4 volumena krvi bolesnika s limfomom, samo bi u dvoje (20%)
bolesnika transplantat bio sakupljen jednim postupkom leukafereze, dok je
produzivanjem leukafereze i obradom 6 volumena krvi u istih bolesnika
transplantat sakupljen u 5 (50%) slu€ajeva. Ovi rezultati upucuju na potencijalnu
ucinkovitost produzivanja leukafereze, medutim ta razlika nije dosegla statistiCku
znacajnost (p=0,250, McNemarov test), sto je vjerojatno posljedica malog broja
bolesnika.

UspjesSnost sakupljanja transplantata nakon obrade 4 odnosno 6
volumena krvi kod bolesnika s multiplim mijelomom prikazana je u tablici 11.
Obradom samo 4 volumena krvi u 35% bolesnika s multiplim mijelomom je
sakupljeno vise od 3,5x108/kg TT CD34+ stanica, dok je obradom 6 volumena
krvi transplantat sakupljen ¢ak u 75% bolesnika. Buduéi da je u ovih bolesnika
planirano lijeCenje dvostrukom transplantacijom, dodatno je analizirano u koliko
je njih postupkom LVV sakupljen dvostruki transplantat tj. CD34+ >7 x106/kgTT.
Standardnim postupkom leukafereze obradom 4 volumena krvi bi u 6 (30%)
bolesnika s multiplim mijelomom bio sakupljen jedan transplantat, a samo bi u

jednog (5%) bolesnika bila sakupliena dva transplantata. Produzivanjem
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leukafereze i obradom ukupno 6 volumena krvi u istih bolesnika jedan
transplantat je sakupljen u 9 (45%) bolesnika, a dva transplantata ¢ak u 6 (30%)
bolesnika (p=0,002, McNemar-Bowkerov test).

Tablica 11. Usporedba uspjesnosti sakupljanja jednog (transplantata
(3,6sCD34+<7x106/kgTT) odnosno dva transplantata (CD34+27x106/kgTT)
tijekom obrade 4 vs. 6 volumena krvi u 20 bolesnika s multiplim mijelomom
(p=0,002, McNemar-Bowkerov test).

Bolesnici
CD34+<3,5 3,5<CD34+<7 CD34+ 27
Obrada x108/kgTT x108/kgTT x108/kgTT
N (%) N (%) N (%)
4 volumena krvi 13 (65,0%) 6 (30,0%) 1(5,0%)
6 volumena krvi 5 (25,0%) 9 (45,0%) 6 (30,0%)

4.8. Faktor novacenja

U tablici 12. je prikazan ukupan broj stanica u perifernoj krvi prije i nakon
leukafereze, broj ukupno sakupljenih stanica i faktor novacenja za leukocite,
mononuklearne stanice, CD34+ stanice, granulocite i trombocite.

Zbroj CD34+ stanica preostalih u perifernoj krvi nakon leukafereze i
ukupno sakupljenih CD34+ stanica bio je 3,23%£1,61 puta veéi od ukupnog broja
stanica koje su bile dostupne u perifernoj krvi prije pocCetka leukafereze, Sto
ukazuje da tijekom leukafereze dolazi do dodatnog otpustanja tzv. novacenja
CD34+ stanica iz koStane srzi u perifernu krvi. Nije pronaden statisticki znaCajan
ucinak dijagnoze na faktor novacenja za CD34+ stanice (F126=2,197, p=0,112,
sloZena analiza varjjance). Pronaden je statistiCki znaCajan glavni u€inak stupnja
mobilizacije (F126=4,473, p=0,044, sloZena analiza varijance) i to takav da je
faktor novacenja bio viSi kod «loSih mobilizatora» (4,14+0,49) nego kod «dobrih
mobilizatora» (2,8410,37).
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Tablica 12. Ukupan broj stanica u perifernoj krvi prije i nakon leukafereze,broj
ukupno sakupljenih stanica | faktor novacenja za leukocite, mononukilearne
stanice, CD34+ stanice, granulocite i frombocite prikazani su kao aritmeticka
sredina + standardna devijacijjacija

) Prije Nakon Ukupan broj Faktor
Vrsta stanica
leukafereze leukafereze sakupljenih stanica novacéenja
676,70 527,36 439,69 1,64
Leukociti x108
+416,73 +368,78 +156,81 10,54
Mononuklearne 96,32 46,56 205,47 2,72
stanice x108 145,07 120,49 +103,26 10,69
580,37 480,79 234,21 1,42
Granulociti x108
+385,53 +355,94 +137,95 10,51
226,80 83,37 540,12 3,23
CD34+ x108
+204,88 +68,77 562,95 1,61
469,47 227,70 313,72 1,17
Trombociti x10°
+210,93 87,77 +183,12 10,20

Mononuklearnih stanica je sakuplieno 2,72+0,69 puta vise od ukupnog
broja koji je bio dostupan u perifernoj krvi prije poCetka leukafereze, Sto ukazuje
da tijekom leukafereze dolazi do novacenja mononuklearnih stanica u perifernu
krvi.

Leukocita je sakuplieno 1,64+0,54 puta, granulocita 1,42+0,51 puta, a
trombocita 1,17+0,20 puta viSe od ukupnog broja koji je bio dostupan u perifernoj
krvi prije poCetka leukafereze Sto ukazuje da tijekom leukafereze ne dolazi do

dodatnog otpuSatanja ovih stanica u perifernu krv.

4.9. Subpopulacije CD34+ stanica u produktu leukafereze

Subpopulacije CD34+ stanica u produktu sakuplienom tijekom obrade 4
ukupna volumena krvi bolesnika (UVK 1234) te tijekom obrade 5. i 6. ukupnog
volumena krvi (UVK 56) prikazane su u tablici 13. Nije nadena statistiCki
znaCajna razlika niti u i jednoj subpopulaciji CD34+ stanica u produktu

leukafereze sakupljenom tijekom standardne obrade 4 volumena krvi bolesnika u
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odnosu na produkt sakupljen tijekom obrade dodatnog 5. i 6. volumena krvi (7

test za zavisne uzorke).

Tablica 13. Subpopulacije CD34+ stanica u produktu leukafereze sakupljenom
tijekom obrade 4 ukupna volumena krvi bolesnika (UVK 1234) te obrade 5. i 6.

ukupnog volumena krvi (UVK 56) prikazane su kao aritmeticka
sredinazstandardna devijacija

Subpopulacije (UVK1234) (UVK56)

CD34+ stanica 1.4. ukupan. 5.i6. ukuparll p*

volumen Krvi volumen Krvi

Leukociti x109/L 163,95+82,34 158,77166,31 0,600
CD38+ (% CD34+ st.) 98,90+2,33 99,07+1,67 0,669
CD34+CD38+ (% leukocita) 0,83+0,68 0,77+0,66 0,152
CD34+CD38+ (x108/L) 12,74+£10,47 12,13+11,09 0,238
HLA-DR+ (% CD34+ st.) 98,67+1,84 99,02+1,30 0,100
CD34+HLA-DR+ (% leukocita) 0,78+0,62 0,75+0,53 0219
CD34+HLA-DR+ (x108/L) 11,90+£10,29 11,30£10,45 0,147
CD90+ (% CD34+ st.) 46,69+19,77 47,72+20,82 0,320
CD34+CD90+ (% leukocita) 0,42+0,43 0,41+0,43 0,460
CD34+CD90+ (x108/L) 6,80+6,7 6,7616,3 0,884
CD117+ (% CD34+ st.) 94,15+4,75 94,48+4,64 0,529
CD34+CD117+ (% leukocita) 0,75+0,61 0,72+0,57 0,170
CD34+CD117+ (x108/L) 11,39+9,12 11,1249,19 0,349
CD41+ (% CD34+ st.) 21,97+£19,28 19,74+20,09 0,080
CD34+CD41+ (% leukocita) 0,16+0,14 0,16+0,16 0,745
CD34+CD41+ (x108/L) 2,34+2,20 2,21+2,16 0,508
CD33+ (% CD34+ st.) 89,10+13,49 89,52+12,33 0416
CD34+CD33+ (% leukocita) 0,72+0,60 0,69+0,58 0,242
CD34+CD33+ (x108/L) 10,9118,44 10,68+8,55 0,483

*t-test za zavisne uzorke
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Subpopulaciie CD34+ stanica (x108/L) u produktu leukafereze
sakupljenom tijekom obrade prva 4 volumena krvi bolesnika (UVK 1234) i obrade

5.1 6. volumena krvi (UVK 56) prikazane su dvostrukim stupcima na slici 25.

‘DObrada 1.-4. volumena krvi B Obrada 5. i 6. volumena krvi ‘

25
p=0,238*

p=0,349*
p=0,147* T
20 - p=0,483* T

15
p=0,884*

10 -

Broj stanica x 10E8/L u produktu leukafereze

54 p=0,508

CD34+CD33+ CD34+CD38+ CD34+CD41+ CD34+CD90+ CD34+HLA-DR+ CD34+CD117+

Subpopulacije CD34+ stanica

Slika 25. Subpopulacije CD34+ stanica x10%/L (aritmeticka sredinatstandardna
devijjacija) u produktu leukafereze sakupljenom tijjekom standardne obrade 4
volumena krvi bolesnika te dodatne obrade 5. i 6. volumena krvi

*t-test za zavisne uzorke

4.10. Brojnost CFU-GM, BFU i CFU-MIX kolonija nakon kratkotrajnog uzgoja
stanica sakupljenih postupkom leukafereze

Broj CFU-GM, BFU i CFU-MIX kolonija nakon kratkotrajnog uzgoja stanica
sakupljenih postupkom leukafereze tijekom standardne obrade 4 volumena krvi
bolesnika, odnosno obrade 5. i 6. volumena krvi prikazane su u tablici 14. Nije
nadena statisticki znacajna razlika niti u jednoj vrsti analiziranih kolonija
uzgojenih iz produkta leukafereze sakupljenih tijekom standardne obrade 4
ukupna volumena u odnosu na produkt sakupljen tijekom obrade 5. i 6. volumena

krvi (¢-test za zavisne uzorke).
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Tablica 14. Brojnost CFU-GM, BFU i CFU-MIX kolonjja nakon kratkotrajnog
uzgoja stanica sakuplfenih obradom ukupno 4 volumena krvi u odnosu na obradu
5. 1 6. volumena Krvi prikazana kao aritmeticka sredina + standardna devijacija

;512% I;%g?g’: 1.-4. ukurlj(arl\;\i volumen ?/'oil L?r"nléﬁulgr?/? .
(UVK1234) (UVK56)

CFU-GM 77,63+31,88 73,65+24,27 0,344

BFU 47,19+27,72 48,94+25,23 0,658

CFU-MIX 16,28+7,57 15+5,31 0,301

*t-test za zavisne uzorke

Brojnost CFU-GM, BFU i CFU-MIX kolonija nakon kratkotrajnog uzgoja
stanica sakupljenih tijekom obrade 4 ukupna volumena krvi te obrade 5. i 6.

volumena krvi prikazana je dvostrukim stupcima na slici 26.

120

100 | p=0,344

80 1 p=0,554*

OObrada 1.-4. volumena krvi"
B Obrada 5. i 6. volumena krvi

60 -

Kolonije / 10E5 stanica

40 A

p=0,301*

20 A

0

CFU-GM BFU CFU-MIX
Slhika 26. Brojnost CFU-GM, BFU | CFU-MIX kolonja (aritmeticka
sredinazstandardna devijacija) nakon kratkoltrajnog uzgoja stanica sakupljenih
postupkom leukafereze tijjekom standardne obrade 4 volumena krvi bolesnika u
odnosu na obradu 5. i 6. volumena krvi
“t-test za zavisne uzorke
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4.11. MikrobioloSka analiza produkta leukafereze
MikrobioloSkom analizom utvrdena je sterilnost svih sakupljenih produkata

leukafereze.

4.12. Nezeljene reakcije

Svi bolesnici su postupak leukafereze dobro podnjeli pa niti jedan
postupak nije bio prekinut prije planiranog vremena. Samo u jedne bolesnice u
koje je vrijednost kalcija ve¢ prije poCetka leukafereze bila niza od normale (1,9
mmol/L) na samom pocetku leukafereze javili su se blagi trnci u usnama (stupanj

1.) koji su odmah nestali nakon ubrzanja infuzije kalcija.

4.13. Vrijednosti elektrolita prije i nakon leukafereze
Vrijednosti elektrolita kalija, kalcija, magnezija, fosfata, natrija i klorida prije
i nakon postupka leukafereze, kao i postotak smanjenja vrijednosti elektrolita od

pocetne vrijednosti prikazane su u tablici 15.

Tablica 15. Vrijjednosti elektrolita u perifernoj krvi bolesnika prife i nakon postupka
leukafereze te postotak smanjenja u odnosu na vrijjednosti elektrolita od pocetne
vrijednosti prikazane kao aritmeticka sredina + standardna devijacija

) Prije Nakon Postotak
Elektrolit p* -
leukafereze leukafereze smanjenja
Kalcij (mmol/L) 2,38 £ 0,40 2,24 £0,22 0,005 5,18 +4,10
Kalij (mmol/L) 3,92+ 0,35 3,47 + 0,38 <0,001 11,75+ 7,46
Magnezij (mmol/L) 0,71 £ 0,08 0,65 + 0,09 0,001 11,98 £ 5,44

Anorg. fosfati(mmol/L) 0,87 +£0,28 0,73+0,2 0,024 17,22 + 16,06

Natrij (mmol/L) 143,00 + 2,57 | 146,27 + 2,72 0,188 0,69 + 0,64

Kloridi (mmol/L) 100,3 + 2,73 99,8 + 3,19 0,760 0,07+ 0,03

* [-test za zavishe uzorke
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Vrijednosti elektrolita kalcija, kalija, magnezija i anorganskih fosfata u
perifernoj krvi prije i nakon postupka leukafereze prikazane su dvostrukim
stupcima na slici 27.

4.5

p<0,001*

3.5

p=0,005*

DO prije leukafereze
@ nakon leukafereze

mmol/L

p=0,024*
p=0,001

0.5

Kalcij Kalij Magnezij Anorganski fosfati

Slika 27. Vrijednosti elektrolita kalcija, kalijja, magnezija i anorganskih fosfata u
perifernoj  krvi  prije | nakon postupka leukafereze  (aritmeticka
sredinazstandardna devijacija)

“t-test za zavisne uzorke

lako su vrijednosti kalcija u perifernoj krvi nakon leukafereze bile statisticki
znacajno nize nego prije pocCetka leukafereze, one su i dalje ostale unutar
referentnog intervala (p=0,005, t-test za zavisne uzorke). Vrijednosti kalija,
magnezija i anorganskog fosata koje su nakon leukafereze bile znacajno nize
nego prije poCetka leukafereze smanjile su se ispod referentnog intervala (#-fest
za zavisne uzorke). Niti u jednog bolesnika nisu zabiljezeni ni neuroloski niti

kardioloski simtomi koji bi pratili promjene vrijednosti elektrolita.
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4.14. Vrijednosti koagulacijskih pokazatelja prije i nakon leukafereze

U svim leukaferezama je za sprjeCavanje zgruSavanja krvi koristena
kombinacija otopine citrata i heparina. Zbog toga su i analizirana dva
koagulacijska pokazatelja: protrombinsko vrijeme i APTV (tablica 16). Nakon
leukafereze doslo je do znacajnog snizenja vrijednosti protrombinskog vremena
koje je ipak ostalo unutar referentnog intervala. Vrijednosti APTV-a su nakon

leukafereze bile produzene izvan referentnog intervala.

Tablica 16. Vrijjednosti protrombinskog vremena (PV) i aktiviranog parcijalnog
tromboplastinskog vremena (APTV) prije | nakon postupka leukafereze
(aritmeticka sredinazstandardna devijacija)

Laboratorijski . *
pokazatelj Prije leukafereze | Nakon leukafereze p
PV 0,97 £ 0,13 0,85+ 0,15 <0,001
APTV 29,15 + 8,39 45,25 + 21,95 0,004

*t-test za zavisne uzorke

Broj trombocita u perifernoj krvi te postotak smanjenja trombocita u

odnosu na broj prije leukafereze prikazane su u tablici 17.

Tablica 17. Broj trombocita u perifernoj krvi prije i tijekom postupka leukafereze te
postotak smanjenja trombocita u odnosu na broj prije leukafereze (TR17100)
prikazani kao aritmeticka sredina+standardna devijacija

Prije Obraden volumen Kkryvi

leukafereze 1x 2x 3x 4x 5x 6x

Trombociti 99,75 79,06 71,75 63,41 58,75 55,20 49,44
x109/L +40,17 +33,55 | +32,69 | £25,46 | 25,41 | £25,14 | +21,46
TR100 79,26 72,24 64,55 59,88 56,65 51,65

100
(%) 9,06 | *12,73 | 11,23 | +13,61 | £16,21 | +15,89

Dinamika promjene broja trombocita u perifernoj krvi tijekom leukafereze
prikazana je linijskim grafikonom (slika 28). Pronadena je statisticki znacajna

promjena broja trombocita u perifernoj krvi kroz sedam mjernih tocCaka
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(Fs,150=62,312, p<0,001, analiza varijjance za ponavijana mjerenja). Post-hoc
usporedbom uocilo se da je ta razlika rezultat statistiCki znacajnog smanjenja
broja trombocita u perifernoj krvi opazenog izmedu svih mjernih toc¢aka (p<0,0017,
t-test za zavisne uzorke). Nije pronadena statistiCki znacCajna interakcija izmedu
promjene broja trombocita u perifernoj krvi i dijagnoze (Fs 150=0,568, p=0,755,
visestruka analiza varijance), kao ni izmedu promjene broja trombocita i stupnja
mobilizacije CD34+ stanica u perifernu krv (Fs150=7,953, p=0,054, visestruka

analiza varjjance) te su zbog toga rezultati prikazani skupno za sve bolesnike.

160.00

p<0,001* p<0,001* p<0,001* p=0,003* p<0,001* p<0,001*

140.00

120.00 1
100.00 1 )
80.00 1 \

60.00 L \,\

Trombociti x 10E9/L u perifernoj krvi

40.00 -

20.00 A

0 ; . . . . .
prije leukafereze 1x 2x 3x 4x 5x 6x
Obraden volumen krvi

Slika 28. Dinamika promjene broja trombocita (aritmeticka sredinazstandardna
devijjacija) u perifernoj krvi prije i tijekom leukafereze (Fs 150=62,312, p<0,001,
analiza varjjance za ponavijana mjerenja)

*t-test za zavisne uzorke

Dinamika smanjenja broja trombocita (%) tijekom leukafereze u odnosu na
vrijednost prije leukafereze prikazana je linijskim grafikonom (Slika 29.)
Pronadena je statisticki znaCajno smanjenje broja trombocita u odnosu na

pocCetne vrijednosti u perifernoj krvi kroz sedam mjernih toCaka (Fs 150=730,902,
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p<0,001, analiza varijjance za ponavijana mjerenja). Post-hoc usporedbom uocilo
se da je ta razlika rezultat statisticki znac¢ajnog smanjenja opazenog izmedu svih
mjernih toCaka (p<0,001, t-test za zavisne uzorke). Nije pronadena statisticki
znacajna interakcija izmedu smanjenja broja trombocita u odnosu na pocetne
vrijednosti u perifernoj krvi i dijagnoze (Fs 150=0,605, p=0,726, visestruka analiza
varijance), kao ni izmedu smanjenja i stupnja mobilizacije CD34+ stanica u
perifernu krv (Fs 150=0,617, p=0,716, visestruka analiza varijjance) te su zbog toga

rezultati prikazani skupno za sve bolesnike.

p<0,001* p<0,001* p<0,001* p=0,001* p=0,002* p<0,001*

100 1

leukafereze (%)
3 3

N
o
L

20 4

Smanjenje broja trombocita u krvi u odnosu vrijednost prije

prije leukafereze 1x ‘ 2x ‘ 3x ‘ 4x ‘ 5x ‘ 6x

Obraden volumen krvi

Slika 29. Dinamika promjene broja trombocita tijekom leukafereze u odnosu na
vrifednost prije pocetka leukafereze (aritmeticka sredinatstandardna devijacija)
(Fs,150=130,902, p<0,001, analiza varijjance za ponavijana mjerenja)

*t-test za zavisne uzorke

ProfilaktiCku transfuziju trombocita prije leukafereze primio je samo jedan
bolesnik u kojeg je broj trombocita prije afereze bio manji od 30x109/L. Unatoc
obradi velikog volumena krvi, broj trombocita nakon leukafereze bio je u svih
bolesnika viSi od 20x10%L pa niti u jednog bolesnika nije bilo potrebno

transfuzijsko lijecCenje.
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4.15. Vrijednosti hematokrita prije i nakon leukafereze
Vrijednosti hematokrita u perifernoj krvi te postotak smanjenja hematokrita

u odnosu na vrijednosti prije leukafereze prikazane su u tablici 18.

Tablica 18. Vrijjednosti hematokrita u perifernoj krvi prije i tijekom postupka
leukafereze te postotak smanjenja hematokrita u odnosu na vrjjednosti prije
leukafereze (Hic100) prikazani kao aritmeticka sredinatstandardna devijacija

Prije Obraden volumen Kkryvi
leukafereze 1 2 3 4 5 6
Hematokrit 31,37 27,58 27,27 27,06 26,96 26,75 26,93
(%) +4,69 +4,13 | +4,18 +4,11 +4,24 +4,26 4,14
Htc100 100 88,01 87,00 86,36 86,01 85,32 85,94
(%) +4,78 14,93 +4,81 5,37 5,77 15,25

Tijekom leukafereze opazen je znaCajan pad hematokrita u perifernoj krvi
bolesnika (Fs150=76,732, p<0,001, analiza varijjance za ponavijana mjerenja).
Nadena je statistiCki znaCajna promjena hematokrita u perifernoj krvi kroz sedam
mjernih toCaka (Fs150=130,902, p<0,001, analiza varijance za ponavijana
myjerenya). Post-hoc usporedbom uocilo se da je ta razlika rezultat statisticki
znacajnog smanjenja hematokrita jedino nakon obrade prvog volumena krvi u
odnosu na pocetne vrijednosti (p<0,001, t-test za zavisne uzorke). U daljnjem
tijeku leukafereze nije bilo promjene u vrijednost hematokrita. Nije pronadena
statisticki znaCajna interakcija izmedu promjene hematokrita u perifernoj krvi i
dijagnoze (Fs150=0,985, p=0438, visestruka analiza varijance), kao ni izmedu
promjene hematokrita i stupnja mobilizacije CD34+ stanica u perifernu krv
(Fs,150=2,651, p=0,018, visestruka analiza varijjance). UnatoC statistiCki
znaCajanom smanjenju vrijednosti hematokrita, to snizenje nije bilo Klini¢ki
znacajno. Niti jedan bolesnik nakon leukafereze nije zahtijevao transfuziju

eritrocita.
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4.16. Transplantacija krvotvornih mati¢nih stanica i oporavak funkcije krvotvornog
sustava

Dvadeset Sest (86,7%) bolesnika je transplantirano s KMS sakupljenim
postupkom leukafereze. Kod 12 (40%) bolesnika ucinjena je dvostruka
transplantacija.

Prije transplantacije, bolesnici s multiplim mijelomom su primili visoke
doze melfalana,’* a bolesnici s limfomom kemoterapiju BEAM.16 U
transplantatu KMS prosjecno je bilo 4,74+1,49 CD34+ stanica’kg TT. Dva
bolesnika su transplantirana koncentratom CD34+ stanica koji je iz produkta
leukafereze izdvojen imunomagnetskom selekcijom. U svih  transplantiranih
bolesnika doSlo je do oporavka funkcija krvotvornog sustava. Linijskim
grafikonom (Slika 30.) prikazan je hematolosSki oporavak leukocita i granulocita
nakon transplantaciie KMS. Broj leukocita vec¢i od 1x109/L dosegnut je
11,69+1,83 dan, a granulocita veci od 0,5x10%L 12,08+2,11 dan.
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dani nakon transplantacije

Slika 30. Hematoloski oporavak broja leukocita x10°/L i granulocita x10°/L

(aritmeticka sredina) u perifernoj krvi bolesnika nakon transplantacije KMS
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Linijskim grafikonom (Slika 31.) prikazan je hematoloski oporavak trombocita
nakon transplantacije KMS. Broj trombocita vec¢i od 20x109/L dosegnut je
11,19+1,33 dan, a veci od 50x109/L 12,92+1,73 dan.

250.00

200.00

150.00

100.00

Trombociti x10E9/L
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Slika 31. Hematoloski oporavak broja trombocita x109/L (aritmeticka sredina) u

perifernoj krvi bolesnika nakon transplantacije KMS

106



5. RASPRAVA

lako se KMS iz periferne krvi postupkom leukafereze sakupljaju veé¢ 20
godina, ipak se jo$ uvijek istrazuju mogucnosti za njeno unapredenje. Posljednjih
je godina, jedan dio istraZivanja usmjeren na pronalazenje novih agenasa za
mobilizaciju KMS u krv te precizniju evaluciju KMS (ne samo njenog biljega
CD34+), dok je drugi dio usmjeren na unapredenje tehnike sakupljanja KMS
postupkom leukafereze. Razvoj novih u potpunosti automatiziranih separatora
ima za cij unaprijediti u€inkovitost izdvajanja KMS iz krvi i smanijiti utjecaj ljudskih
faktora kao Sto su znanje i iskustvo operatera na uspjesnost sakupljanja. Moguci
pristup poboljSanju tehnike sakupljanja je obrada velikog volumena krvi u samo
jednom postupku leukafereze, tzv. leukafereza velikog volumena krvi (LVV). Pod
tim se podrazumjeva obrada ukupnog bolesnikovog volumena krvi vise od 3 puta
u jednom postupku leukafereze. Za LVV se smatra da moze smanijiti broj
postupaka leukafereze potrebnih za pribavljanje transplantata KMS te da moze
povecati vjerojatnost sakupljanja dovoljnog broja KMS i u bolesnika koji loSe
mobiliziraju KMS.

Usporedba rezultata dosadasnjih istrazivanja LVV je otezana buduci da su
provedena na heterogenim skupinama bolesnika s obzirom na dijagnozu,
prethodno lijeCenje i protokol mobilizacije KMS, s razliitim vrstama stanic¢nih
separatora, a i sam postupak LVV jo$ uvijek nije standardiziran. lako svi stani¢ni
separatori djeluju na istom principu izdvajanja stanica raslojenih centrifugiranjem
krvi, ipak svi oni imaju svoje osobitosti, a posebice razliCitu ucinkovitost
izdvajanja CD34+ stanica. Usporedbu rezultata osobito otezava Cinjenica Sto
obradeni volumen krvi nije uvijek izrazen kao broj koliko je puta obraden ukupan
volumen krvi, ve¢ kao apsolutni volumen obradene krvi bolesnika. Stoga su
primjerice neki autori LVV definirali kao obradu 12 L krvi, $to ovisno o tjelesnim
proporcijama bolesnika moze za razliCite bolesnike iznositi 2 ili 3 ukupna
volumena Kkrvi .

S cillem prevladavanja navedenih nedostataka, u ovom je istrazivanju

prospektivno pracena homogena skupina bolesnika s obzirom na dijagnozu.
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Vecdinom su to bili bolesnici s multiplim mijelomom, skupina kod koje je cilj
sakupiti dovoljan broj stanica za dvije transplantacije pa je primjena LVV u njih
osobito prikladna. Osim toga, obraden volumen krvi u svakoj leukaferezi bio je
konstantan u smislu da je svakom bolesniku ukupni volumen krvi obraden 6 puta.
Obrada velikog volumena krvi postignuta je na dva nacina: a) udvostruCenjem
ulaznog protoka krvi u separator Sto je omogucilo i obradu dvostruko vece
koli¢ine krvi, i b) produzenjem trajanja postupka na prosje¢no 5 sati. lako bi se
trajanje leukafereze vjerojatno moglo jos produziti, u ovom istrazivanju ono je bilo
ograni€eno na prosje¢no 5 sati kako zbog bolesnikove udobnosti i tolerancije
dugotrajnog postupka, tako i zbog sukladnosti s organizacijom rada odjela za
aferezu, laboratorija za kontrolu kvalitete produkta i odjela za zamrzavanje
transplantata. Sakupljanje produkta leukafereze uzastopno u 6 vreéica od kojih
se u svakoj nalaze stanice sakupljene tijekom obrade jednog ukupnog volumena
bolesnikove krvi jest pogodan model za ispitivanje dinamike prinosa i
ucinkovitosti sakupljanja CD34+ ovisno o vremenu i volumenu obradene Krvi.
Valja jo§ istaknuti da su u ovom istrazivanju, za razliku od dosadas$njih,
sveobuhvatno praceni pokazatelji uspjesnosti sakupljanja i to dinamika promjene
pokazatelja u krvi i produktu leukafereze tijekom postupka, kao i kvaliteta
sakupljenih stanica. Takoder su istodobno praceni i pokazatelji koji su vazni za

sigurnost bolesnika tijekom ovog dugotrajnog postupka.

5.1. Osvrt na rezultate provedenog istrazivanja leukafereze velikog volumena
Rezultati provedenog istrazivanja pokazuju da je sakupljanje KMS
postupkom LVV ucinkovit i siguran postupak. Obradom ukupnog volumena Krvi
bolesnika 6 puta postupkom LVV koji je trajao 305,9+7,63 minuta sakupljeno je
4,71+£3,79 x108/kg TT CD34+ stanica. Nadena je visoka povezanost izmedu
broja CD34+ stanica u perifernoj krvi prije afereze i prinosa CD34+ stanica.
Prinos CD34+ stanica bio je (oCekivano) statisticki znacajno veci kod dobrih

mobilizatora. Kumulativni prinos CD34+ stanica /kg TT se nakon obrade svakog
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dodatnog volumena krvi znac€ajno pove¢avao u odnosu na prethodnu tocku
mjerenja tijekom cijelog postupka LVV.

Usporedba prinosa CD34+ stanica tijekom obrade ukupno 4 volumena krvi
u odnosu na obradu ukupno 6 volumena krvi pokazala je da je prinos CD34+
stanica statistiCki znacajno veci kod postupka LVV. Tijekom obrade 4 ukupna
volumena krvi prikupljen je transplantat tj. viSe od 3,5x106/kgTT CD34+ stanica
kod 9 (30,0 %) bolesnika, dok je tijekom obrade 6 ukupnih volumena krvi kod tih
istih bolesnika transplantat prikupljen u 20 (63,7%) sluCajeva, Sto je statistiCki
znacajno viSe. Buduci da je u bolesnika s multiplim mijelomom planirano lijeCenje
dvostrukom transplantacijom, dodatno je analizirano kod koliko njih je postupkom
LVV sakuplieno =7x106/kgTT CD34+ stanica Sto je dostatno za dvostruku
transplantaciju. Obradom 4 volumena krvi standardnim postupkom leukafereze u
6 (30%) bolesnika s multiplim mijelomom bi bio sakupljen jedan transplantat, a
samo bi kod joS jednog (5%) bolesnika bila sakupliena dva transplantata.
Produzivanjem leukafereze i obradom ukupno 6 volumena krvi je u 9 (45%)
bolesnika sakupljen jedan transplantat, a ¢ak kod jo$s 6 (30%) bolesnika dva
transplantata.

Tijekom leukafereze u perifernoj krvi dolazi do postupnog smanjenja
vrijednosti svih promatranih pokazatelja: broja leukocita, postotka i broja
mononuklearnih stanica, postotka i broja CD34+ stanica, a statistiCki znacajno
smanjenje bilo je najizrazenije nakon obrade prvog volumena krvi. Nakon
zavrSetka leukafereze broj CD34+ stanica u perifernoj krvi smanjio se na 45,9%
u odnosu na vrijednosti prije leukafereze.

Tijekom LVV dolazi do statistiCki znaCajne promjene prinosa leukocita,
mononuklearnih i CD34+ stanica u produktu leukafereze sakupljenom u 6
vre€ica. Prinos CD34+ stanica je zna€ajno manji samo u 1. vrecici u koju su
sakupljene stanice tijekom obrade prvog volumena krvi, dok u slijedeéim
vreCicama nema znacajne promjene prinosa. Valja istaCi ovu stabilnost prinosa
CD34+ stanica tijekom cijele leukafereze, Sto je od osobite vaznosti jer se unatoC

smanjenju broja CD34+ stanica u perifernoj krvi u odnosu na vrijednosti prije
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leukafereze tijekom cijelog postupka prikuplja ista koliCina CD34+ stanica.

Ukupna ucinkovitost sakupljanja CD34+ stanica postupkom LVV iznosila
je 70,9+33,21%. Tijekom obrade prvog volumena krvi ucinkovitost sakupljanja
CD34+ stanica statistiCki je znacajno manja u odnosu na obradu ostalih
volumena krvi, a u daljnjem tijeku LVV ucinkovitost se postupno povecava.

Postupkom LVV sakupljeno je 3,23%£1,61 puta vise CD34+ stanica od
ukupnog broja stanica koje su bile dostupne u perifernoj krvi prije pocetka
leukafereze, Sto ukazuje da tijekom leukafereze dolazi do dodatnog novacenja
CD34+ stanica iz koStane srzi u perifernu krvi. Kod bolesnika koji su loSije
mobilizirali CD34+ stanice faktor novacenja (4,14+0,49) je bio znacajno veci
nego kod dobrih mobilizatora (2,84+0,37) bez obzira na njihovu dijagnozu.

Usporedba kvalitete produkta leukafereze sakupljenog tijekom obrade
ukupno 4 volumena krvi s produktom sakupljenim tijekom produljenja obrade jos
dva dodatna volumena Kkrvi nije pokazala razliku niti u subpopulacijama CD34+
stanica niti u brojnosti CFU-GM, BFU i CFU-MIX kolonija nakon kratkotrajnog
uzgoja kulture stanica. Ovi rezultati upucuju da je kvaliteta produkta leukafereze
nepromijenjena tijekom cijelog postupka obrade velikog volumena krvi te da
dodatna obrada krvi ne utjeCe na kvalitetu sakupljenih stanica.

Svi bolesnici su postupak LVV dobro podnjeli pa niti jedan postupak nije
bio prekinut prije planiranog vremena. Buduci da se zbog infuzije otopine citrata
mogla ocekivati pojava hipokalcemije, svi bolesnici su parenteralno primali
kontinuiranu nadoknadu kalcija. Unato€ toj infuziji vrijednosti kalcija u krvi su
nakon zavrSetka leukafereze bile znacajno nize, ali i dalje su ostale unutar
referentnog intervala. Vrijednosti kalija, magnezija i anorganskog fosfata su se
nakon leukafereze smanijile ispod referentnog intervala. Niti u jednog bolesnika
nisu zabiljezeni klinicki simptomi koji bi pratili promjene vrijednosti elektrolita.

Buduc¢i da bolesnici tijekom LVV primaju kombinaciju velike koli€ine
antikoagulantne otopine citrata i heparina dolazi do promjene u pokazateljima
koagulacije. Nakon leukafereze dosSlo je do znacajne promjene vrijednosti

protrombinskog vremena i APTV-a. Unato€ opazenih promjena koagulacijskih
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parametara niti u jednog bolesnika nisu se javili znakovi hemoragic¢ne dijateze.
Broj trombocita u perifernoj krvi se statisticki zna¢ajno smanjivao tijekom cijelog
postupka leukafereze, a nakon zavrSetka leukafereze broj trombocita u Krvi
iznosio je 51,65x15,89% od pocetne vrijednosti. Valja naglasiti da je broj
trombocita nakon leukafereze bio je u svih bolesnika viSi od 20x109/L i niti u
jednog bolesnika nije bilo potrebe za transfuzijskim lijeCenjem.

Tijekom leukafereze opazen je znacCajan pad hematokrita u krvi bolesnika
samo nakon obrade prvog volumena krvi, a nakon zavrSetka leukafereze
vrijednost hematokrita iznosila je 85,94+5,25% od pocetne vrijednosti. Smanjenje
vrijednosti hematokrita nije bilo kliniCki znacajno pa niti jedan bolesnik nakon
leukafereze nije trebao transfuziju eritrocita.

Postupkom LVV moZe se ucinkovito sakupiti dovoljan broj stanica za
uspjesnu transplantaciju KMS S§to potvrduje pravovremeni hematoloski oporavak
svih bolesnika transplantiranih s KMS sakupljenim obradom velikog volumena

krvi.

5.2. Leukafereza velikog volumena i prinos CD34+ stanica

Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da je sakupljanje KMS postupkom
leukafereze velikog volumena krvi ucCinkovit i siguran postupak. Obradom
ukupnog volumena krvi 6 puta postupkom leukafereze koji je trajao 305,9+7,63
minuta sakupljeno je ukupno 4,71+3,79 x10%/kg TT CD34+ stanica. Kod dobrih je
mobilizatora oCekivano sakupljen veci prinos CD34+ stanica nego kod loSijih
mobilizatora, dok nije bilo razlike u prinosu CD34+ stanica izmedu bolesnika s
multiplim mijelomom i limfomom. lIstrazivanja Humpe i sur., kao i istrazivanje
Forda i sur. su pokazala veci prinos CD34+ stanica i CFU-GM u bolesnika koji su
mobilizirali viSe CD34+ stanica u perifernu krv.90. 122

Izmedu ukupnog prinosa CD34+ stanica i broja CD34+ stanica u perifernoj
krvi prije afereze nadena je znacajna linearna korelacija. Brojna su istrazivanja
takoder opisala linearnu korelaciju i pokazala da je broj CD34+ stanica u

perifernoj krvi najbolji prediktor prinosa CD34+stanica.6!. 123125 Jedino su
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Smolowicz i sur. kod loSih mobilizatora nasli znacajnu korelaciju izmedu prinosa
broja CD34+ stanica i ukupnog volumena obradene krvi (>16 L), a ne broja
CD34+ stanica u krvi prije leukaferze.04 Kod dobrih su mobilizatora i oni nasli da
prinos CD34+ stanica ovisi o broju CD34+ stanica u krvi prije leukafereze.
Medutim, kada se izjednacCi volumen obradene krvi, kao Sto je ucinjeno u ovom
istrazivanju, prinos CD34+ stanica u prvom redu ovisi o broju CD34+ stanica u
krvi prije leukafereze bez obzira na stupanj mobilizacije KMS.

Kumulativni se prinos CD34+ stanica’lkg TT nakon obrade svakog
dodatnog volumena krvi znacajno povecavao kroz svih Sest mjernih toCaka u
odnosu na prethodnu to¢ku mjerenja tijekom cijelog postupka LVV. lako je prinos
bio zna€ajno veci u dobrih mobilizatora, ipak je porast kumulativhog prinosa bio
jednak kod svih bolesnika bez obzira na stupanj mobilizacije i dijagnozu. Drugi su
autori takoder pronasli porast kumulativhog prinosa CD34+ stanica: Smolowicz i
sur. tijekom obrade tri volumena krvi, Humpe i sur. tijekom obrade Cetiri

volumena krvi, a Bojko i sur. tijekom obrade pet volumena krvi.100. 101,105

5.3. Dinamika promjene broja stanica u perifernoj krvi tijekom leukafereze velikog
volumena

Tijekom leukafereze u perifernoj krvi dolazi do znacajnog smanjenja broja
leukocita, postotka i broja mononuklearnih stanica te postotka i broja CD34+
stanica. U ovom je istrazivanju pra¢ena dinamika promjene vrijednosti krvnih
stanica nakon obrade svakog volumena bolesnikove krvi. lako se tijekom cijelog
postupka LVV vrijednosti svih promatranih pokazatelja u krvi postupno smanjuju,
ipak je smanjenje bilo najizrazenije nakon obrade prvog volumena krvi. Nakon
zavrSetka leukafereze smanjio se broj CD34+ stanica u perifernoj krvi na 45,9%
vrijednosti prije leukafereze. Niti u jednog bolesnika u ovom, kao niti u drugim
istrazivanjima, broj CD34+ stanica u krvi nakon leukafereze nije bio viSi nego na
poéetku. 61,79, 98, 100, 102, 113, 126-128

Ovakva dinamika promjene broja stanica nadena je u svih bolesnika bez

obzira na dijagnozu. StatistiCcki znacCajna interakcija pronadena je izmedu

112



promjene broja CD34+ stanica (x106/L) u perifernoj krvi i stupnja mobilizacije
CD34+ stanica u perifernu krv. Kod dobrih mobilizatora dolazi do postupnog
smanjenja broja CD34+ stanica tijekom cijelog postupka, dok se kod loSih
mobilizatora broj CD34+ stanica smanjuje samo nakon obrade prvog volumena
krvi nakon €ega vise nema znacajne promjene vrijednosti.

Broj CD34+ stanica (x108/L) u perifernoj krvi se nakon obrade prvog
volumena Krvi statistiCki znaCano smanijio na 63,5 % od pocetne vrijednosti, da bi
se nakon zavrSetka leukafereze smanjio na 45,9% u odnosu na pocetni broj
CD34+ stanica prije leukafereze. Nakon LVV broj CD34+ stanica smanjuje se
prosjeCno na polovicu pocetne vrijednosti Sto potvrduju i rezultati drugih
istrazivanja.'’%0 U ovom je istrazivanju smanjenje bilo znacajno vec¢e u dobrih
mobilizatora u kojih se broj CD34+ stanica prosjeCno smanjio na ¢ak 38,30%
pocCetne vrijednosti, a u loSih na 48,93% pocetne vrijednosti CD34+ stanica u
krvi, a $to je u skladu i s rezultatima drugih istrazivanja.61. 79. 98, 102, 113, 126-128 Kgko
je u ovom istrazivanju nakon obrade Cak 6 volumena krvi u perifernoj krvi
prosje¢no ostalo 45,9% od pocCetnog broja CD34+ stanica, to upucuje da se
CD34+ stanice ni nakon LVV ne iscrpe u cijelosti te da bi se i eventualnim
daljnjim produzenjem trajanja leukafereze moglo sakupiti jo§ CD34+ stanica.

Broj CD34+ stanica u krvi najviSe se smanjuje na pocCetku lekafereze.61. 7.
98, 100, 102, 113, 126-128 \/glja istaknuti da na pocCetku leukafereze ne dolazi samo do
smanjenja broja CD34+ stanica, vec¢ i svih drugih krvnih stanica - leukocita,
mononuklearnih stanica i trombocita. To naglo smanjenje najvjerojatnije je
posljedica hemodilucije jer separator na poCetku postupka uzima punu krv, dok
istodobno bolesniku vraca fizioloSku otopinu kojom su bile ispunjene cijevi seta
separatora. Volumen fizioloSke otopine koji se na pocetku u kratkom vremenu
vraca u bolusu u cirkulaciju ovisi o vrsti stanicnog separatora, a prosjecno iznosi
300 mL. Istodobno se na pocetku leukafereze krvne stanice nakupljaju u cijevima
seta stani€nog separatora Sto takoder smanjuje broj CD34+ stanica u krvi. U
daljnjem tijeku LVV u dobrih se mobilizatora broj CD34+ stanica postupno, ali

ipak znacajno smanjuje. Kod loSih mobilizatora, broj CD34+ stanica znacajno se
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smanjuje samo na pocetku leukafereze, dok u daljnjem tijeku postupka ne dolazi
do znacajnog smanjenja Sto upucuje da se aktiviraju mehanizmi koji nadoknaduju
stanice koje je stani¢ni separator izdvojio i sakupio u produktu leukafereze.40. 7.
100 U ovom istrazivanju, kao i u drugim istrazivanjima provedenim u bolesnika
mobiliziranih kemoterapijom i G-CSF-om nije opazeno povecanje broja CD34+
stanica u krvi tijekom postupka afereze, a $to je opazeno u Zzivotinja i zdravih
dobrovoljaca koji nisu primali G-CSF.92. 93, 96, 107 Rowley i sur. smatraju da je ova
razlika posljedica toga Sto je povecCanje broja CD34+ stanica u krvi zbog
otpustanja stanica iz kosStane srzi ili drugih mogucih rezervoara uzrokovano
stresom izazvanim leukaferezom ili infuzijom citrata nadvladano primjenom G-
CSF-a.7

5.4. Dinamika promjene prinosa i u€inkovitosti sakupljanja CD34+stanica tijekom
leukafereze velikog volumena

Prva istrazivanja o LVV koja su provedena u zdravih dobrovoljaca koji nisu
primali G-CSF izvjestila su o porastu koncentracije CFU-GM i/ili CD34+ stanica u
produktu leukafereze za 2 do 3 puta ve¢im od pocetnih vrijednosti i to u
sluCajevima kad je leukaferezom obradeno 17 L krvi.%2 97 U bolesnika
mobiliziranih kemoterapijom i G-CSF-om prinos CD34+ stanica se tijekom LVV
se ne mijenja, osim na samom pocetku leukafereze kada je manji prinos CD34+
stanica, Sto potvrduju rezultati naseg istrazivanja i izvjeSc¢a iz literature.61. 120
Tijekom LVV dolazi do promjene prinosa leukocita, mononuklearnih stanica i
CD34+ stanica u produktu leukafereze sakuplienom u 6 vrecica. Prinos stanica je
znacajno manji samo u prvoj vrecici u koju su sakupljene stanice tijekom obrade
prvog volumena krvi, dok nema razlike u prinosu stanica izmedu sljedecih
vrecica. Valja osobito naglasiti ovu stabilnost prinosa CD34+ stanica tijekom
cijele leukafereze, unato¢ smanjenju broja CD34+ stanica u perifernoj krvi.

Maniji prinos stanica na pocCetku LVV tijekom obrade prvog volumena krvi
smatra se posljedicom razriedenja produkta fizioloSkom otopinom (eng/. dilution

effect). U prvoj vrecici se za razliku od ostalih vre€ica nalazi desetak mililitara
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fizioloSke otopine kojom je prije poCetka postupka bio ispunjen set za aferezu. S
obzirom da prosje€an volumen produkta leukafereze u pojedinacnoj vrecici iznosi
48,59+5,07 mL, desetak mililitara fizioloSke otopine moze znacajno razrijediti
sakupljene stanice. Valja istaknuti da se ovo razrijedenje ne moze izbjeéi buduci
da je punjenje cijevi fizioloSkom otopinom dio obaveznog automatskog postupka
separatora.

Na prinos CD34+ stanica utjeCe ucinkovitost sakupljanja stani¢nog
separatora. Ukupna ucinkovitost sakupljanja CD34+ stanica postupkom LVV
iznosila je 70,9+33,21% Sto odgovara rezultatima drugih istrazivanja u kojima je
koriStena ista vrsta stani¢nog separatora.’?® Tijekom postupka LVV ucinkovitost
sakupljanja mononuklearnih i CD34+ stanica bila je jednaka, izuzev manje
ucinkovitosti na pocetku leukafereze. Drugi autori su takoder izvjestili o
smanjenoj ucinkovitosti sakupljanja na pocCetku leukafereze.90. 120, 126

Na pocetku leukafereze potrebno je odredeno vrijeme za uspostavljanje
stabilnog razgraniCenja izmedu plazme i stani¢nog sloja (engl. inferface) u
separacijskoj komorici i cijevi za sakupljanje sto je uvjet za sakupljanje zeljenog
sloja mononuklearnih stanica. Zato se tijekom obrade prvog volumena Krvi
obi¢no ne sakupljaju samo mononuklearne stanice, ve¢ i druge stanice kao Sto
su granulociti ili trombociti, a to smanjuje ucinkovitost sakupljanja. Manja
ucinkovitost sakupljanja vjerojatno pridonosi manjem prinosu CD34+ stanica koji
je opazen na pocetku leukafereze.

U naSem je istrazivanju, kao i u istrazivanju Cassens i sur. udio
mononuklearnih stanica bio konstantan tijekom LVV.?® S obzirom na to moze se
zakljuciti da povecanje volumena obradene krvi ne utjeCe na kvalitetu produkta
tijekom LVV jer ne dolazi do vece kontaminacije produkta s granulocitima tijekom
zavrsnih faza afereze.

lako je prinos CD34+ stanica oCekivano veci u skupini dobrih mobilizatora,
dinamika sakupljanja CD34+ stanica je ista kod svih ispitanika, a to je maniji

prinos i ucinkovitost tiekom obrade prvog volumena krvi, a stabilan prinos i
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ucinkovitost u daljnjem tijeku LVV. Stoga ima smisla primjeniti LVV u svih
bolesnika bez obzira na stupanj mobilizacije CD34+ stanica u krv.

5.5. Subpopulacije CD34+ stanica sakupljenih tijekom leukafereze velikog
volumena

Postupak LVV povecéava prinos CD34+ stanica, ali jo$ nije poznato utjeCe
li povecanje protoka krvi, primjena dodatnog antikoagulansa heparina ili pak
produzeno izlaganje krvi stranim povrSinama na subpopulacije sakupljenih
CD34+ stanica. Billeg CD34 je specifiCan i identificira krvotvorne stanice koje se
nalaze u raznim stadijima diferencijacije i to od matiCnih stanica koje su
sposobne dugotrajno obnoviti sve funkcije koStane srzi pa sve do prastanica
usmjerenih u mijeloidnu, eritroidnu, magakariocitnu i limfoidnu lozu.
Odredivanjem drugih biljega koji se nalaze uz billeg CD34+ moze se identificirati
subpopulacija usmjerenih prastanica (CD38, HLA-DR), prastanica specificnih za
pojedine loze (CD33, CD41, CD117), kao i nezrelih ili multipotentnih prastanica
(CD133 i CD90). Napredak u razumijevanju mehanizama mobilizacije i
udomljavanja KMS usmjerava pozornost na adhezijsku molekulu VLA-4 koja se
nalazi na povrSini KMS te stupa u interakciju s VCAM-1 (CD106) i
fibronektinom.130 Biljezi CD49d (a4-lanac) i CD29 (B1-lanac) su sastavni dijelovi
integrina VLA-4. Smatra se da se medusobno adhezivno djelovanje VLA-
4/VCAM-1 prekida djelovanjem proteaza koje otpustaju neutrofili nakupljeni u
ekstravaskularnom odjeljku kostane srzi nakon primjene citokina, $to pak dovodi
do mobilizacije KMS i porasta topljivog oblika VCAM-1 u serumu bolesnika.”

O razlikama izmedu subpopulacija CD34+ stanica u kostanoj srzi ili u
produktu leukafereze sakuplienom nakon mobilizacije izvjeSteno je u malom
broju istrazivanja.3'. 132 Analiza udjela subpopulacija CD34+ stanica u kostanoj
srzi prije i nakon mobilizacije te u produktu leukafereze sakuplienom u istih
bolesnika pokazala je da stanice sakupljene aferezom i stanice koStane srzi
nakon mobilizacije u odnosu na stanice ne-mobilizirane koStane srzi sadrze
znacajno veci udio mijeloidnih prastanica koje uz bilieg CD34 izrazavaju i biljeg

CD33. Nije nadena razlika s obzirom na koekspresiju billega CD38 i HLA-DR
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izmedu tri promatrana odjeljka.33 Podaci koji usporeduju subpopulacije CD34+
stanica u uzorku kostane srzi i KMS sakuplienim leukaferezom u razli€itih
bolesnika potvrduju veci udio CD34+ stanica s koekspresijom CD33 u produktu
leukafereze, dok se znacajno veci udio CD34+CD38- ili CD34+HLA-DR- stanica
nalazi u nemobiliziranoj koStanoj srzi u odnosu na mobilizirane KMS.134 U
kostanoj srzi naden je veci udio CD34+ stanica usmjerenih u B lozu (CD19+) u
odnosu na mobiliziranu perifernu krv.

lako neki autori izvjestavaju da odredivanje subpopulacija CD34+ stanica
moze pomocCi pri procjeni kvalitete transplantata KMS, ipak njihova uloga u
prognozi hematoloSkog oporavka nije u cijelosti razjasnjena.’3® Od posebnog
interesa je populacija CD34+CD38- stanica koja Cini 1% stanica koStane srzi, a
koja sadrzi primitivne KMS s velikom sposobnoS¢u replikacije i koje su
odgovorne za dugotrajnu repopulaciju kostane srzi nakon transplantacije.!36
Henon i sur. su ispitivali je li premali broj CD34+CD38- stanica moguci razlog
odgodenog hematoloskog oporavka unato€ transplantacije dovoljnog broja
CD34+ stanica.'35 Naime oni drze da broj CD34+CD38- stanica, kao manje zrelih
prastanica odgovornih za prihvac¢anje transplantata, toCnije predvida oporavak
leukocita i trombocita te ¢ak predlazu broj od 5x104/kg TT CD34+CD38- stanica
kao minimalan kriterij za uspjeSan hematoloSki oporavak. Stewart i sur. su,
naprotiv, pokazali da je za predvidanje brzine hematoloSkog oporavka vazniji broj
transplantiranin CD34+ stanica od broja CD34+CD38- i CD34+CD33- stanica.3”
Rezultati istrazivanja Bojka i sur. takoder pokazuju da hematoloski oporavak u
prvom redu ovisi o broju transplantiranin CD34+ stanica/kg TT.191" U njihovih
bolesnika oko 25% CD34+ stanica dodatno je izrazavalo bilieg CD49d, medutim
broj CD34+CD49d+ stanica nije korelirao niti s oporavkom leukocita niti
trombocita.191 Razliciti rezultati ispitivanja uloge pojedinih subpopulacija CD34+
stanica u hematoloSkom oporavku vjerojatno su posljedica heterogenih skupina
ispitivanih bolesnika, razliCitih mobilizacijskin protokola ili pak razlika pri
odredivanju imunofenotipa ovih stanica protoénom citometrijom. Preporuke za

brojanje CD34+ stanica su jasno definirane, dok takve preporuke ne postoje za
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odredivanje subpopulacija CD34+ stanica pa i to moze biti uzrokom razlika
izmedu rezultata razlicitih istrazivanja.138

NerazjaSnjeno je pitanje dolazi li tijekom LVV do promjene u
subpopulacijama sakupljenihn CD34+ stanica i jesu li odredene subpoluacije
sklonije novacenju od drugih. Hillyer i sur.°” su prvi analizirali subpopulaciju
CD34+HLA-DR+ u grupi od 9 zdravih dobrovoljaca. Ovo je jedino istrazivanje
koje je izvjestilo o udvostruCenju broja CD34+HLA-DR+ stanica sakupljenih
tijekom druge polovice 4-satne LVV u odnosu na broj stanica sakupljenih tijekom
prva 2 sata LVV.

Za razliku od njih, Murea i sur. nisu u produktu leukafereze sakuplienom
tijekom obrade prvih 10 L krvi zamijetili razliku u subpopulacijama stanica koje su
uz biljeg CD34+ izrazavale jedan od biljega CD38, Thy-1, c-kit, CD33, CD45RA u
odnosu na obradu drugih 10 L krvi bolesnika.8® Niti Smolowicz i sur.1%4 nisu nasli
razliku u sadrzaju CD34+CD33+ i CD34+HLA-DR+ stanica u produktu
sakuplienom tijekom obrade manje od 16 L krvi u odnosu na produkt tijekom
obrade viSe od 16 L krvi. Njihovi rezultati se vjerojatno razlikuju od rezultata
Hillyerovog istrazivanja®’ jer je ono provedeno na zdravim dobrovoljcima u kojih
nisu primjenjeni nikakvi agensi za mobilizaciju, za razliku od ostalih istrazivanja u
kojima su sudjelovali bolesnici nakon mobilizacije kemoterapijom i G-CSF-om .

Humpe i sur. su u 23 bolesnika lijeCenih zbog ne-Hodgkinova limfoma i
karcinoma dojke proveli prospektivho randomizirano istrazivanje u kome je
bolesnicima jedan dan tijekom leukafereze ukupan volumen krvi obraden dva
puta, a slijedeCi dan Cetri puta.’3® Analizirali su razlikuju li se u produktu
leukafereze subpopulacije CD34+ stanica koje dodatno izrazavaju jedan od
biliega CD117, CD38, CD90, HLA-DR, CD19, CD7, CD33 ili CD41 s obzirom na
volumen obradene krvi. Pokazalo se da obrada 4 ukupna volumena krvi
bolesnika u odnosu na obradu 2 volumena krvi dovodi do znacajnog porasta
prinosa CD34+ stanica, ali ne i do promjene udjela supopulacija CD34+ stanica u
produktu leukafereze. lako je relativni udio subpopulacija u produktu leukafereze

jednak bez obzira na obraden volumen krvi, buduéi da je prinos CD34+ stanica
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bio zna€ajno veéi u produktu LVV on je sadrzavao i veci apsolutni broj nezrelih
CD34+CD38-, CD34+HLA-DR- i CD34+CD33- stanica. Njihovi rezultati pokazuju
da se postupkom LVV sakuplja veci broj KMS i nezrelih prastanica odgovornih za
dugotrajnu repopulacijsku sposobnost transplantata.

U ovom istraZivanju produzili smo leukaferezu na obradu jo$ dva dodatna
volumena Krvi pa je analizirano dolazi li tijekom ove dodatne obrade do promjene
u subpopulacijama CD34+ stanica u odnosu na obradu prva 4 volumena Krvi.
Diferencijacijski status KMS i prastanica odreden je analizom istodobnog
izrazavanja billega CD38, CD90 ili HLA-DR, usmjerenje u mijeloidnu lozu
billegom CD33 i CD117/c-kit, a u megakariocitnu lozu billegom CD41. Do sada u
literaturi nije objavljena analiza supopulacija u produktu leukafereze sakupljenom
obradom tako velikog volumena krvi bolesnika (ukupnog volumena ¢ak 6 puta).

Kao i u drugim istrazivanjima, tako je i u ovom vecéina CD34+ stanica iz
produkta leukafereze istodobno izrazavala biliege CD38, HLA-DR ili CD33 koji su
znak usmijerenosti matiCne stanice u pojedine krvne loze.'40 Tek je maniji udio
CD34+ stanica (21%) izrazavalo billeg CD41 koji je znak usmjerenosti u
megakariocitnu lozu. Udio primitivnije subpopulacie CD34+ stanica koje
istodobno izrazavaju bilieg CD90/Thy-1 u ovom istrazivanju, kao i kod Stewarta i
sur., bio je u velikom rasponu od 10 do 73%, uz srednju vrijednost od 47%.141
Usporedba kvalitete produkta leukafereze sakupljenog tijekom obrade ukupno 4
volumena krvi s produktom sakupljenim tijekom produzene obrade joS dva
dodatna volumena krvi nije pokazala razliku niti u jednoj od promatranih
subpopulacija CD34+ stanica. Udio stanica koje uz CD34 istodobno izrazavaju
jo$ jedan od biljega koji pokazuju stupanj njihove zrelosti kao Sto su CD38, HLA-
DR ili CD90/Thy-1, odnosno usmjerenosti u pojedine krvne loze CD41+,
CD117+/c-kit ili CD33+, bio je jednak tijekom cijelog postupka obrade velikog
volumena krvi, Sto upucuje da je kvaliteta produkta ista tijekom cijelog postupka.
|z toga se moze zakljuciti da ima smisla obraditi i ovako veliki volumen krvi jer se
stanice vazne za dugotrajnu repopulaciju kostane srzi kao i za brzi hematoloski

oporavak nece iscrpiti iz krvi tijekom postupka LVV.
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Kratkotrajnim uzgojem stanica koStane srzi procjenjuje se klonogena
sposobnost usmjerenih krvotvornih prastanica koje stvaraju CFU-GM, BFU-E i
CFU-MIX kolonije. Usporedba kvalitete produkta leukafereze sakupljenog tijekom
obrade ukupno 4 volumena krvi s produktom sakupljenim tijekom produljene
obrade jo$ dva dodatna volumena krvi nije pokazala razliku u brojnosti CFU-GM,
BFU i CFU-MIX kolonija nakon kratkotrajnog uzgoja stanica. Ti rezultati takoder
upucuju da je kvaliteta produkta leukafereze s obzirom na klonogenu sposobnost
sakupljenih usmjerenih krvotvornih stanica ista tijekom cijelog postupka obrade
velikog volumena.

Zavrsna potvrda kvalitete KMS sakupljenih iz krvi postupkom LVV je
potvrda njihove sposobnosti da /n vivo nakon transplantacije u primatelja obnove
sve funkcije krvotvornog sustava. Postupkom LVV moze se ucinkovito sakupiti
dovoljan broj stanica za uspjesnu transplantaciju $to potvrduje pravovremeni
oporavak funkcije krvotvornog sustava u svih nasih bolesnika transplantiranih s

KMS sakupljenim obradom velikog volumena krvi.

5.6. Novacenje CD34+ stanica tijekom leukafereze velikog volumena

Buduéi da veéina istrazivanja pokazuje stalan prinos CD34+ stanica
tijekom LVV, smatra se da tijekom postupka dolazi do dodatnog otpustanja
CD34+ stanica u perifernu krv. Pojava dodatnog otpustanja CD34+ stanica u
perifernu krv do koje dolazi tijekom leukafereze naziva se novacenje (engl.
recrutiment).'20 Ako tijekom leukafereze ne bi doSlo do novacenja, broj CD34+
stanica bi se tijekom vremena smanjio kako u produktu leukafereze tako i u krvi.
Za utvrdivanje dolazi li tijekom leukafereze do novacenja stanica u perifernu krv
koristi se formula koju su opisali Cull i sur., a koja usporeduje zbroj ukupnog
broja sakupljenih stanica u produktu leukafereze i stanica dostupnih u krvi nakon
leukafereze s brojem stanica koje su bile na raspolaganju u krvi prije pocCetka
leukafereze i izrazava se faktorom novacenja.20

Ve¢ su Hillyer i sur. 1991. godine pretpostavili da sam postupak

leukafereze potice otpuSanje KMS u perifernu krv. U svom istrazivanju su
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zamijetili dvostruki porast CFU-GM u zdravih dobrovoljaca tijekom LVV u kojoj je
obradeno 18,5 L krvi.92 Hipoteza novacenja tijekom LVV je podrzana u sljedeéim
istrazivanjima iste grupe autora sa slicnim rezultatima.9’. 142 Passos-Coelho i sur.
su dosli do istog zakljucka kada su usporedili ukupan prinos KMS u produktu
LVV u bolesnika mobiliziranih kemoterapijom i G-CSF-om.% lako brojni autori
spominju da se obradom veceg volumena krvi sakuplja i veéi broj stanica od
oCekivanog, tek je u malom broju istrazivanja to i to¢no izracunato. U vecini je
istrazivanja poznat samo broj CD34+ stanica prije leukafereze i broj sakupljenih
CD34+ stanica, a izostavljen je broj CD34+ stanica u krvi nakon leukafereze pa
se cjelovita analiza novacenja niti ne moze uciniti.

Knudsen i sur.'3 su na velikoj skupini od 205 bolesnika pokazali da
tijekom obrade dva ukupna volumena bolesnikove krvi dolazi do novacenja
CD34+ stanica. lako se broj CD34+ stanica u perifernoj krvi smanjio na pocetku
leukafereze, ipak je sakupljeno 1,5 puta viSe CD34+ stanica od broja koji je bio
dostupan na pocCetku, a da pri tom nije nadeno povecano otpustanje ni
trombocita niti granulocita. Njihovi rezultati potvrduju da tijekom standardne
leukafereze dolazi do povec¢anog otpustanja CD34+ stanica u perifernu krv Sto
odgovara objavljenim rezultatima drugih istrazivanja.105. 120, 126 |strazivanja
Smolowica i sur., kao i Benjamina i sur. takoder su pokazala da i u standardnoj
leukaferezi u manjoj mjeri nego u LVV dolazi do novacenja KMS. 105, 143

Istrazivanje Bolana i sur. provodeno kod zdravih davatelja alogenih KMS
pokazalo je da se tijekom obrade 5 volumena krvi sakupi priblizno 2 puta viSe
CD34+ stanica nego Sto ih je bilo dostupno na pocetku leukafereze.'44 U njihovih
davatelja jedan sat nakon leukafereze dolazi do porasta broja limfocita i CD34+
stanica u krvi, a taj je porast prosje¢no pet puta veci od istodobnog porasta broja
trombocita Sto ukazuje na znacCajniji pomak CD34+ stanica i limfocita u
intravaskularni prostor u razdoblju neposredno nakon afereze.

lako su istrazivanja LVV heterogena i provedena na malom broju
bolesnika, neupitno je da u odraslih bolesnika bez obzira na primjenjenu vrstu

mobilizacije dolazi do novacenja CD34+ stanica.®. 105, 120, 126 Rgzlike u intenzitetu
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novacenja CD34+ stanica koji se opazaju u objavljenim istrazivanjima vjerojatno
su posljedica primjene razliCitih mobilizacijskih protokola, obiljezja postupka
leukafereze te volumena obradene krvi. Cull i sur. su tijekom obrade 21 L Kkrvi
sakupili 1,4 puta viSe stanica nego je bilo dostupno prije leukafereze.20 Rowley i
sur. su, kao i ovo istrazivanje pokazali, da se tijekom obrade 6 volumena krvi
unato€ smanjenju broja CD34+ stanica u perifernooj krvi uz konstantan prinos
CD34+ stanica sakupi trostruko viSe stanica nego je bilo dostupno na pocetku
leukafereze.”

Rezultati ovog istrazivanja potvrduju da tijekom leukafereze dolazi do
dodatnog novacenja CD34+ stanica iz kostane srzi u perifernu krvi buduéi da je
postupkom LVV sakupljeno 3,23+1,61 puta vise CD34+ stanica od ukupnog broja
stanica koje su bile dostupne u perifernoj krvi prije pocCetka sakupljanja.
Mononuklearnih stanica je sakupljeno takoder vise (2,72+0,69 puta) od ukupnog
broja dostupnog u perifernoj krvi prije poCetka leukafereze. Faktor novacenja za
leukocite je iznosio 1,64+0,54, granulocite 1,42+0,51 i trombocite 1,17+0,20 Sto
pak ukazuje da tijekom leukafereze ne dolazi dodatnog novacenja ovih stanica.
Razli¢it faktor novaCenja CD34+, mononuklearnih stanica, granulocita i
trombocita je rezultat manje ucinkovitosti sakupljanja granulocita i trombocita u
odnosu na Zeljene mononuklearne i CD34+ stanice buduci da u krvi tijekom LVV
dolazi do podjednakog smanjenja svih promatranih stanica. Buduci da u krvi ne
dolazi do veceg smanjenja broja CD34+ i mononuklearnih stanica u odnosu na
druge krvne stanice, ocito je da tijekom LVV dolazi do veceg otpustanja ovih
stanica iz drugih ekstravaskularnih rezervoara. Sakupljanje trostruko veceg broja
CD34+ stanica nego Sto ih je bilo u krvi na pocCetku ukazuje da se one tijekom
LVV otpustaju iz drugih ekstravaskularnih rezervoara, iako postupno smanjenje
njihovog broja u krvi upucuje da se otpustaju sporijom brzinom nego ih uklanja
stani¢ni separator.

Zanimljivo je da je u naSem istrazivanju u bolesnika koji su loSije
mobilizirali CD34+ stanice faktor novacenja bio znacajno veci (4,14+0,49) nego u

dobrih mobilizatora (2,84+0,37), bez obzira na njihovu dijagnozu. Kod loSijih
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mobilizatora je u perifernoj krvi nakon leukafereze smanjenje broja CD34+
stanica bilo zna¢ajno manje izrazeno nego kod dobrih mobilizatora Sto je
vjerojatno posljedica veceg novaCenja CD34+ stanica u ovih bolesnika koje
nadoknaduje stanice sakuplijene leukaferezom. Torrabadella i sur. su takoder
pokazali da tijekom postupka LVV dolazi do veceg novacenja CD34+ stanica u
bolesnika koji su imali maniji broj CD34+ stanica u perifernoj krvi.45 Ovi rezultati
upucuju da je novacenje KMS, koje je opazeno u svih bolesnika, jaCe izrazeno u
loSih mobilizatora $to potvrduje vaznost primjene LVV u ovoj skupini bolesnika jer
moze smanijiti broj potrebnih postupaka za sakupljanje transplantata.

Glavni izvor CD34+ stanica je odjeljak koStane srzi te se smatra da se
CD34+ stanice i novace iz ovog odjeljka. Medutim, moguce je da se stanice
novace i iz drugih ekstravaskularnih rezervoara CD34+ stanica izvan koStane
srzi. Buduc¢i da tijekom LVV ne dolazi do promjene subpopulacija sakupljenih
CD34+ stanica, Sto pokazuju rezultati ovog kao i drugih istrazivanja, CD34+
stanice se vjerojatno dodatno otpustaju iz istih izvora.113

Rezultati provedenih istraZivanja potvrduju postojanje fenomena
novacenja tijekom LVV, ali se jo§S uvijek nedovoljno zna o mehanizmima koji
uzrokuju dodatno otpusSanje CD34+ stanica u krv tijekom leukafereze. Moguce je
da sam postupak leukafereze ima direktan stimulacijski u€inak na otpustanje
CD34+ i to bilo jednostavnim mehanizmom povratne sprege putem kojeg
kostana srz pokusava nadoknaditi stanice koje je separator izdvojio iz krvi, bilo
interakcijom heparina s mokekulama koje sudjeluju u udomljavanju stanica u
koStanoj srzi ili pak promjenom uvjeta u kostanoj srzi uzrokovanih
hipokalcemijom zbog primjene citrata. Medutim isto tako je moguce da je
fenomen novacenja samo posljedica primjene citokina G-CSF koji se koristi u
mobilizaciji KMS.

Cassens i sur. smatraju da opazeno novacCenje CD34+ stanica nije
izazvano samim postupkom leukafereze, ve¢ da je posljedica primjene G-CSF.129
Poznato je da primjena citokina G-CSF izaziva kontinuirano otpustanje KMS u

perifernu krvi, dok se istodobno dio ovih stanica vra¢a u kostanu srz i to bez
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obzira uklanjaju li se ove stanice leukaferezom. Stoga je moguce da leukafereza
nema nikakav ucinak na ovo dodatno otpustanje te da su za sakupljanje vecéeg
broja CD34+ stanica od dostupnog na pocetku postupka odgovorne samo
farmakodinamiCke promjene CD34+ stanica u krvi uzrokovane primjenom G-
CSF.146

Novacenje KMS u krv moze biti posljedica i direktnog djelovanja LVV
putem mehanizma povratne sprege koji sam ili u suradnji s drugim faktorima
regulira broj CD34+ stanica u krvi. Naime, smanjenje broja CD34+ stanica do
kojeg dolazi u krvi na pocCetku leukafereze moze biti poticaj za novacenje ovih
stanica u krv tijekom postupka afereze. Humpe i sur. su novacenje KMS tijekom
LVV pokusali objasniti modelom dinamicke ravnoteze koja se uspostavlja izmedu
3 zasebna odjeljka: kosStane srzi, periferne krvi i izvantjelesnog volumena
stanicnog separatora.®® Buduci da stanicni separator izdvaja CD34+ stanice u
vrecCicu s produktom, njihov broj u krvi se smanjuje. Smanjenje broja CD34+
stanica se nadoknaduje dodatnim otpusanjem stanica iz kostane srzi ili iz drugih
ekstravaskularnih rezervoara. Moller i sur. su izvijestili o novacenju CD34+
stanica tijekom obrade 4 volumena krvi i smatraju da novacenje ovih stanica iz
koStane srzi u perifernu krv zapocinje ve¢ 30 do 60 min nakon pocetka
leukafereze.192 Do novacenja CD34+ stanica vjerovatno dolazi nedugo nakon
pocCetka leukafereze jer nakon $to se njihov broj u krvi zna¢ajno smanji odmah na
poCetku leukafereze, u daljnjem tijeku leukafereze viSe ne dolazi do znacajnog
smanjenja. Ova opazanja upucuju da broj KMS u perifernoj krvi kontroliraju
homeostatski mehanizam ili mehanizam povratne sprege. Nakon Sto stanicni
separator ukloni CD34+ stanice iz krvi, vjerojatno se aktivira mehanizam
povratne sprege koji pokuSava nadokonaditi i odrzati konstantnim broj KMS u
krvi. Kao rezultat toga, u daljnjem tijeku leukafereze KMS se novace iz koStane
srzi u odjeljak periferne krvi.

Rezultati naseg istrazivanja ukazuju da je tijekom leukafereze novacenje
ograni¢eno na frakciju stanica koja se dominantno izdvaja iz krvi tijekom

postupka. Ne dolazi do novacCenja granulocita i trombocita, dok je faktor
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novacenja mononuklearnih i CD34+ stanica jednak. Buduc¢i da se vecina
granulocita i trombocita tijekom leukafereze vraéa u cirkulaciju bolesnika,
smanjenje broja ovih stanica vrlo vjerojatno nikada ne dosegne kriticnu tocku kod
koje se aktivira mehanizam dodatnog otpustanja i ovih stanica u krv, a upitno je i
postoji li dodatna rezerva ovih stanica kao Sto postoji za KMS u kostanoj srzi.
Istrazivanja Heynsa i sur., kao i Lee i Schiffera, koja su tijekom trombocitafereze
pratila kinetiku i mobilizaciju trombocita obiljezenih indijem 111 iz slezene
dokazala su postojanje rezervoara trombocita dostupnog aferezom koji je
priblizno 1,4 puta ve¢i od sadrzaja trombocita u jednom volumenu Krvi
bolesnika.147. 148

Uz to, stres izazvan samim postupkom leukafereze, hipotenzijom ili
pomakom krvi u ekstrakorporalnu cirkulaciju moze povecati razinu
adrenokortikotropnog hormona za kojega je poznato da dovodi do brzog i
kratkotrajanog porasta broja KMS u krvi.49. 149

Hipokalcemija uzrokovana primjenom citrata koji se koristi tijekom LVV za
sprjeCavanje zgruSavanja moze doprinjeti novacenju KMS. U mobilizaciji KMS
vaznu ulogu imaju adhezijske molekule iz obitelji selektina kao Sto su L-selektin
koji se nalazi na CD34+ stanicama i P-selektin koji se nalazi na endotelnim
stanicama. 10 Selektine ubrajamo u skupinu adhezijskih proteina koji su zavisni o
ionima kalcija (Ca2*).15" Na dugackom ekstracelularnom dijelu selektina nalaze
se mjesta na koja se veze Ca?* koji je neophodan za stvaranje labave adhezije
mati¢nih stanica za povrsinu endotelnih stanica. Infuzija antikoagulantne otopine
citrata smanjuje razinu ioniziranog kalcija Sto moze smanijiti i adheziju CD34+
stanica posredovanu selektinima i olak$ati njihovo otpuSanje iz koStane srzi u
krv. Vaznost selektina u otpustanju KMS potvrduje istraZivanje provedeno u pasa
koje je pokazalo da je sintetiCki polianion dekstran sulfat, koji kompetitivno blokira
L-selektin, snazan mobilizacijski agens za limfocite.40

Heparin koji se primjenjuje u LVV kao dodatni antikoagulans razmatra se
kao jedan od mogucih faktora koji utjeCu na novacenje KMS u krv.152 Uloga

heparina i njegovih katabolickih fragmenata na novaCenje KMS tijekom LVV
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treba se tek razjasniti jer rezultati laboratorijskih istraZivanja pokazuju da heparin
ili neki od njegovih fragmenta mogu modificirati kretanje (engl. trafficking)
matiCnih stanica i prastanica Sto bi moglo utjecati na povecanje broja ovih stanica
u krvi tijekom leukafereze. Dobro je poznato svojstvo vezanja heparina i drugih
glikozaminoglikana za SDF-1a (engl. stromal-cell derived factor). SDF-1 je
kemokin koji se veze za CXCR-4 kemokinski receptor koji se nalazi na KMS i
prastanicama, a migracija posredovana SDF-1/CXCR-4 vazna je za mobilizaciju i
udomljavanje KMS. lIstrazivanja su pokazala da se SDF-1 veze za heparin i
heparan sulfat putem regije koja specificno prepoznaje heparin.'%3 Vezanje
glikozaminoglikana na kemokine utjeCe na njihovu funkciju. Sbaa-Ketata i sur. su
istrazivali kako primjena razliCitih fragmenata glikozaminoglikana hijaluronske
kiseline utjeCe na kemotakti¢ni ucinak ovisan o SDF-1a na CD34+ stanice iz
periferne krvi.’® Oni su opisali kako se /n vifro dodavanjem razliCitih
oligosaharida koji su derivati glikozaminoglikana pojacava kemotakti¢ni ucinak
SDF-1a na migraciju CD34+ stanice.

Jo$ jedan od mogucih nacina interakcije heparina s mikrookoliSem KMS je
putem adhezijskih molekula. PECAM-1 (engl. platelet-endothelial cell adhesion
molecule-1) (CD31) je jedna od brojnih adhezijskih molekula koje izrazava KMS,
a nalazi se na mijeloidnim i limfoidnim prastanicama, stromalnim i endotelnim
stanicama i smatra se da ima srediSnju ulogu u regulaciji hematopoeze.55
Laboratorijska istrazivanja su pokazala da udomljavanje i transendotelna
migracija KMS ovise upravo o adhezijskoj molekuli PECAM-1 koja veze
heparin.1% Stoga primjena heparina tijekom LVV moze utjecati na interakciju
PECAM-1-a s glikozaminoglikanima, a to moze povecati broj KMS u perifernoj

Krvi.

5.7. Vaznost leukafereze velikog volumena u bolesnika s multiplim mijelomom
Dosadasnja kliniCka istraZivanja su pokazala da visoke doze kemoterapije
i transplantacija autolognih KMS poboljSavaju prezivljenje bez znakova bolesti i

ukupno prezivljenje bolesnika s multiplim mijelomom mladih od 65 godina.'5”
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Nedavna nerandomizirana i randomizirana istrazivanja su pokazala bolje
prezivljenje bolesnika s multiplim mijelomom koiji su lijeCeni s dvije transplantacije
od onih koji su lijeCeni samo s jednom transplantacijom.’® Nemet i sur.1%9 su
evaluirali provedivost, ucinkovitost i toksicnost ovog terapijskog pristupa.
Rezultati tog istrazivanja ukazuju da je dvostruka transplantacija izvediva u
vecine bolesnika te da poboljSava prezivljenje bez znakova bolesti i ukupno
prezivljenje uz nisku smrtnost zbog postupka transplantacije ¢ak i u starijih
bolesnika. Upravo su ti rezultati razlog $to je dvostruka transplantacija standardni
postupak u nasoj ustanovi pa je za sve bolesnike s multiplim mijelomom potrebno
sakupiti dovoljan broj KMS iz krvi za dvije transplantacije.

Gazitt i sur. su u svim produktima leukafereze prikupljenim nakon
mobilizacije  ciklofosfamidom i G-CSF-om dokazali metodom PCR-a
hipervarijabilnu regiju imunoglobulina CDRIII plazma stanica.'®0 Osim toga, oni
su u bolesnika mobiliziranih s ciklofosfamidom i GM-CSF odredivali brojnost
plazma-stanica u perifernoj krvi odredivanjem lakog lanca Ig protoénom
citometrijom i kvantitativnim PCR za hipervarijabilnu regiju imunoglobulina CDRIII
plazma stanica.’®® Rezultati tog istrazivanja pokazali su da se plazma stanice
mobiliziraju u perifernu krv s nekoliko dana zakasnjenja u odnosu na KMS, to jest
najveci broj KMS naden je u krvi tijekom prva dva dana leukafereze, dok je
najveci broj plazma-stanica u krvi naden tek peti i Sesti dan od pocetka
leukafereze. Ova spoznaja o razliCitom vremenu mobilizacije vazna je za
planiranje sakupljanja i moze se iskoristiti za smanjenje kontaminacije produkta
leukafereze tumorskim stanicama. Desikan i sur. su potvrdili da se tumorske
stanice u krvi bolesnika s multiplim mijelomom pojavljuju sa zakasnjenjem od
nekoliko dana u odnosu na KMS, pa su analizirali moze li se s LVV sakupiti veéi
broj KMS u bolesnika s multiplim mijelomom te ima li to utjecaja na koli€inu
stanica sakupljenih sljedeci dan.'6" Oni su analizirali leukafereze koje su trajale 4
sata i tijekom kojih je obradeno oko 15 litara krvi.'8" Rezultati tog istrazivanja
pokazuju da se tijekom druge polovine postupka ne smanjuje broj sakupljenih

stanica te da LVV ne ugrozava broj stanica sakupljenih slijedec¢i dan. Ti podaci
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odgovaraju rezultatima ovog istrazivanja u kojem se broj sakuplienih CD34+
stanica odrzava bez promjene tijekom cijelog postupka. Buduci da se tijekom
LVV sakupi viSe stanica, a moze se smanijiti i stupanj kontaminacije pripravka
tumorskim stanicama, ovaj postupak bi trebao postati standardni u bolesnika s
multiplim mijelomom u kojih se planira dvostruka transplantacija. Osim toga, LVV
treba takoder razmotriti za bolesnike u kojih se planira ex-vivo obrada sakupljenih
stanica jer tada treba sakupiti dvostruko veci broj CD34+ stanica zbog

mogucnosti njihovog gubitka tijekom obrade.8®

5.8. Usporedba uspjeSnosti sakupljanja krvotvornih mati€énih stanica obradom 4
naspram 6 volumena krvi bolesnika

Obradom velikog volumena krvi znaCajno se smanjio broj leukafereza
potrebnih za sakupljanje dovoljnog broja stanica za transplantaciju, $to su i drugi
autori istaknuli kao znacajnu prednost LVV.128 Tako su primjerice Humpe i sur. su
kao i Abrahamsen i sur. izvjestili o veCcem prinosu CD34+ stanica kada je
volumen obraden 4 puta u odnosnu na samo 2 puta kako kod dobrih tako i kod
loSih mobilizatora.?0. 162 U ovom je istrazivanju ispitana uspjesnost sakupljanja
nakon obrade 6 volumena bolesnikove krvi. Usporedba prinosa CD34+ stanica
tijekom obrade ukupno 4 volumena krvi u odnosu na obradu ukupno 6 volumena
krvi pokazala je da je prinos leukocita, mononuklearnih i CD34+ stanica statisticki
znacajno veci kod postupka LVV. Sakupljanje KMS ocjenjeno je kao uspjesno
ako je ukupan prinos CD34+ stanica bio =3,5x108/kgTT. Tijekom obrade 4
ukupna volumena krvi transplantat tj. viSe od 3,5x106/kgTT CD34+ stanica, je
sakupljen u 30,0 % bolesnika, dok je tijekom obrade 6 ukupnih volumena krvi u
istih bolesnika transplantat sakupljen u 63,7% slucajeva.

Budué¢i da je u bolesnika s multiplim mijelomom planirano lijeCenje
dvostrukom transplantacijom, dodatno je analizirano u koliko njih je postupkom
LVV sakuplieno 27 x106/kgTT CD34+ stanica Sto je dostatno za dvostruku
transplantaciju. Obradom 4 volumena krvi bi kod 30% bolesnika s multiplim

mijelomom bio sakupljen jedan transplantat, a samo bi kod jednog (5%)
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bolesnika bila sakupljena dva transplantata. Produzivanjem leukafereze i
obradom ukupno 6 volumena krvi kod tih istih bolesnika je u 45% bolesnika
sakupljen jedan transplantat, a ¢ak kod 30% bolesnika dva transplantata. Prema
tome obrada Sest volumena krvi omogudéuje sakupljanje transplantata i u
bolesnika Ciji je inicijalni broj CD34+ stanica nedostatan za sakupljanje
standardnom leukaferezom. Za vecinu bolesnika, ¢ak i za loSe mobilizatore,
mogucnost sakupljanja dovoljnog broja CD34+ stanica nakon mobilizacije je vecéa
kad se KMS sakupljaju postupkom LVV.

Na ovom mjestu valja istaknuti da je smanjenje troSkova joS jedna
znacajna prednost primjene LVV. Potreba za dodatnom leukaferezom znadci
dodatne troSkove zbog joS jednog dana boravka u bolnici, citokina za
mobilizaciju, seta za sakupljanje, antikoagulantne otopine, kao i troSkova za
krioprezervaciju dodatne vrecice transplantata. Primjenom LVV i prikupljanjem
veceg broja stanica s manjim brojem postupaka smanjuju se troSkovi sakupljanja
KMS, kao i poslijetransplantacijske skrbi jer transplantacija vec¢eg broja CD34+
stanica znaci i brzi hematoloski oporavak.

Uz to Sto primjena LVV moze smanijiti ekonomske troskove i doprinjeti
udobnosti bolesnika, sakupljanje dovoljnog broja stanica sa S$to je moguce
manjim brojem leukafereza vjerojatno moze utjecati i na kvalitetu prikupljenog
transplantata. Watts i sur. smatraju da je broj CD34+ stanica koje je potrebno
sakupiti za uspjesnu transplantaciju viSi u sluCaju kad je za prikupljanje
transplantata potrebno viSe leukafereza buduéi da se s vremenom udio nezrelijih
KMS mobiliziranih u krvi smanjuje.163 Haas i sur. su opazili da se u produktima
leukafereze sakupljenim tijekom nekoliko dana postupno u svakoj slijedecoj
leukaferezi smanjuje udio CD34+Thy-1+ stanica koje predstavljaju nezrelije
oblike u populaciji CD34+ stanica.’® Ovo opazanje su potvrdili i Stewart i sur.
koji su u perifernoj krvi bolesnika u kojih je ucinjeno viSe leukafereza svaki
slijededi dan nasli znacajno smanjenje kako ukupnog broja CD34+ stanica, tako i
udjela CD34+Thy-1+ stanica sakupljenih u jednoj leukaferezi.41 U krvi i produktu

leukafereze na 1. dan sakupljanja naden je veéi udio CD34+Thy-1+ stanica, a
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udio ovih stanica smanjuje se svaki slijedeci dan. Tako je primjerice median
udjela CD34+Thy-1+ stanica prvog dana bio 22%, a cCetvrtog dana 16.6%
(p=0,04).41 Rezultati tog istrazivanja govore u prilog primjeni LVV jer se na taj
nacin moze s manjim brojem postupaka posti¢i ne samo vedéi prinos stanica, vec
sakupiti i viSe nezrelijih CD34+ stanica koje se smatraju odgovornima za
dugotrajnu repopulaciju kostane srzi. Postupak leukafereze treba zapoceti sto je
ranije moguce, tj. ¢im se u krvi nalazi dovoljan broj CD34+ stanica i u tom jednom

postupku sakupiti sto je visSe moguce CD34+ stanica.

5.9. Nedostaci primjene leukafereze velikog volumena

Uz brojne do sada navedene prednosti, ostaje jo§ odgovoriti na pitanje
moze li se LVV primjeniti u svih bolesnika. Danas vecéina centara tijekom LVV
udvostruCuje ulazni protok krvi u staniCni separator Sto omogucava obradu
velikog volumena u prihvatljivom vremenskom razdoblju. Medutim, neki autori
istiCu da velik ulazni protok krvi koji zahtjeva LVV nije ostvariv u svih bolesnika.
Tako su primjerice Moller i sur. nasli vecu ucestalost tehnickih komplikacija kod
LVV zbog velikog ulaznog protoka.’2 Oni nisu mogli posti¢i potreban ulazni
protok kod 4 od 7 bolesnika zbog problema vezanih uz protok krvi. Nedovoljan
ulazni protok krvi u separator ometao je sakupljanje, a to je uzrokovalo smanjenje
ucinkovitosti sakupljanja. Pasos-Coelho i sur. koji su za LVV Koristili velik ulazni
protok (median 148 mL/min), morali su skratiti postupak u treCine bolesnika jer
zbog neodgovarajuceg ulaznog protoka nisu mogli posti¢i potrebno raslojavanje
stanica u stanichom separatoru.®® No druga istrazivanja pokazuju da je velik
protok krvi kroz staniCni separator koji je potreban za postupak LVV ipak moguce
posti¢i kod vecine bolesnika, pa i kod djece. U ovom je istrazivanju ulazni protok
takoder bio velik i to 91,77£18,84 mL/min, a kod nekih bolesnika ¢ak 131
mL/min, ali za razliku od drugih istrazivanja mi nismo imali problema s protokom i
to najvjerojatnije zbog Cinjenice da su uvijek koristeni kateteri za aferezu.

Leukafereza velikog volumena krvi moze u bolesnika koji su mobilizirali

veliki broj KMS u perifernu krv imati za posljedicu sakupljanje veceg broja CD34+
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stanica od onog koji je potreban za transplantaciju, a to moze povecati troSkove
zamrzavanja transplantata te zauzeti dragocjen i skup prostor u spremnicima za
pohranu transplantata.

Jedan od nedostataka LVV je i trajanje postupka sakupljanja. Obrada
veceg volumena koje omogucuje sakupljanje veceg broja stanica traje dulje, iako
se maksimalno trajanje sigurne LVV tek treba odrediti. Standardna leukafereza
obi¢no traje 3 do 4 sata, dok LVV podrazumjeva produzenje trajanja postupka sto
pak moZe otezati organizaciju rada odjela za aferezu. Postupak je u ovom
istrazivanju prosjecno trajao 5 sati, a to odgovara radnom vremenu odjela za
aferezu kao i laboratorija koji provode kontrolu kvalitete produkta i zamrzavanje

transplantata, Sto omogucuje primjenu LVV u svakodnevnom radu.

5.10. Nuspojave leukafereze velikog volumena

Jedna od glavnih zamjerki LVV je Sto obrada veéeg volumena krvi moze
povecati uCestalost nezeljenih reakcija. Primjena vece koli€ine otopine citrata
moze uzrokovati poremecaj elektrolita, velika brzina protoka i produzeno
izlaganje krvi stranim ne-endotelnim povrSinama moze aktivirati sustav
zgruSavanja i komplementa, a smanjenje broja trombocita i primjena heparina
moze povecati rizik krvarenja.

NajceSc¢e nuspojave leukafereze jesu simptomi hipokalcemije uzrokovani
infuzijom citrata. Pojava simptoma hipokalcemije proporcionalna je s koli¢inom
infundiranog ACD-A po kilogramu tjelesne tezine bolesnika.''2 Tako su se,
primjerice, simptomi hipokalcemije pojavili u ¢ak 48% bolesnika koji su tijekom
leukafereze primali samo antikoagulantnu otopinu ACD-A, do€im je u bolesnika u
kojih je koriStena kombinacija heparina i manje koli¢ine ACD-A ucestalost
nuspojava bila od 18% do 39%.67. 68 70, 102, 111 Zhog tako visoke ucestalosti
simptoma hipokalcemije postavilo se pitanje nadoknade kalcija tijekom
leukafereze. Stoga su Buchta i sur.68 evaluirali u€inkovitost kontinuirane infuzije
kalcija na toleranciju LVV. Oni su proveli dvostruko slijepo randomizirano

istrazivanje u kojem je tijekom LVV koja je trajala 4 sata jedna polovica bolesnika
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primala kontinuiranu infuziju 500 mL fizioloSke otopine s 357,5 mg kalcija, a
druga polovica placebo, tj. infuziju samo 500 mL fizioloske otopine. Kontinuirana
infuzija kalcija smanijila je pojavu simptoma hipokalcemije za 65%, pa su se oni
javili u samo 17% bolesnika. Uz to, tezina simptoma hipokalcemije u skupini koja
je primala nadoknadu kalcija bila je slabija nego u placebo skupini. Primjena
infuzije kalcija nije imala ucinak na tehni¢ko izvodenje LVV ili na ucinkovitost
sakupljanja. Rezultati istrazivanja Bolana i sur. potvrduju potrebu nadoknade
kalcija. Naime, oni su u zdravih davatelja alogenih KMS nasli smanjenje klinicki
znacajnih parestezija u 96% bolesnika koji su primali kontinuiranu nadoknadu
kalcija.165 lako rezultati ovih istrazivanja ne ostavljaju mjesto sumniji je li tijekom
LVV potrebna kontinuirana infuzija kalcija, ipak je jo$ otvoreno pitanje doze
kalcija koju treba primjeniti. Znacajno veci udio bolesnika u Bolanovom
istrazivanju koji su dobro reagirali na infuziju kalcija najvjerojatnije je posljedica
primjene dvostruko vise doze kalcija od one koju su koristili Buchta i sur. (1 mmol
Caz* vs. 0,5 mmol Ca2*/10 mmol citrata). Valja osobito nagalasiti potrebu
primjene kalcija u bolesnica s ukupnim volumenom krvi manjim od 4,5 L, jer je u
njih opazena veca ucestalost simptoma hipokalcemije nego u drugih bolesnika.68.
70 U svjetlu dosadasnjih podataka o ucestalosti simptoma hipokalcemije kao i
naseg prethodnog iskustva s nadoknadom kalcija, svi nasi bolesnici su tijekom
LVV primali kontinuiranu infuziju kalcija.”®

Svi nasi bolesnici su postupak LVV dobro podnjeli pa niti jedan postupak
nije bio prekinut prije planiranog vremena. Samo kod jedne bolesnice, kod koje je
vrijednost kalcija i prije poCetka sakupljanja bila niza od normale, javili su se na
poCetku leukafereze blage parestezije koje su nestale nakon infuzije kalcija.
Niska uCestalost simptoma hipokalcemije u ovom istrazivanju joS je znacajnija s
obzirom na veliku koliCinu obradene krvi i infundiranog citrata kod nasih
bolesnika.

LVV dovodi do znacajnih promjena vrijednosti elektrolita u serumu.1
Humpe i sur. su izvjestili da unatoC kontinuiranoj nadoknadi kalcija tijekom

leukafereze dolazi do smanjenja vrijednosti kalcija u serumu nakon LVV.11
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Medijan vrijednosti kalcija nakon leukafereze bio je na donjoj granici normale ili u
blagoj hipokalcemiji, ali nije nadena korelacija izmedu simptoma hipokalcemije i
vrijednosti kalcija u serumu. | u naSem su istrazivanju vrijednosti kalcija u krvi
nakon zavrSetka LVV bile su statistiCki znaCajno nize nego prije pocCetka, ali su i
dalje ostale unutar referentnog intervala.

Osim smanjenja razine kalcija u serumu, leukafereza uzrokuje i promjene
drugih elektrolita, osobito kalija, magnezija i anorganskih fosfata. U nasem su
istrazivanju nakon leukafereze takoder nadene i znacajno nize vrijednosti kalija,
magnezija i anorganskog fosata nego prije poCetka leukafereze, a koje su se
smanijile ¢ak ispod referentnog intervala. No, niti u jednog naseg bolesnika nisu
zabiljezeni ni neuroloski niti kardioloski simtomi koji bi bili uzrokovani smanjenjem
vrijednosti elektrolita. Smanjenje vrijednosti ioniziranog magnezija tijekom
leukafereze posljedica je stvaranja kompleksa magnezij—citrat. Buduéi da
poveCana razina iona Kkalcija u krvi moze kompetitivno smanijiti stvaranje
kompleksa magnezij—citrat u korist kompleksa kalcij—citrat, moglo bi se oCekivati
da primjena infuzije kalcija bude jedan od pristupa stabilizaciji razine iona
magnezija. U istrazivanju Buchte i sur. nakon LVV doSlo je do smanjenja
vrijedosti magnezija za 9 do 12% u odnosu na pocetne vrijednosti.68 Primjena
kalcija nije pokazala uCinak na stabilizaciju razine magnezija u serumu, buduci da
nije bilo razlike smanjenju koje je bilo jednako bez obzira jesu li bolesnici primali
infuziju kalcija ili nisu. U istrazivanju Bolana i sur., kao i u naSem, nakon LVV
doslo je do smanjenja vrijednosti magnezija za 11,9% u odnosu na pocetne
vrijednosti.’65 Neki su autori zbog toga razmatrali i mogucnost nadoknade
magnezija tijekom LVV.""" Haddad i sur. su kod 30 zdravih davatelja proveli
dvostruko slijepo istrazivanje ucinka kontinuirane infuzije magnezija.'"" Svi su
davatelji tijekom LVV primili kontinuiranu infuziju kalcija u dozi 1,36 mg/kg/min.
Jedna polovica davatelja je uz kalcij intravenski primila i magnezij (0,2 mg
magnezija/mL ACD-A), a druga placebo. Vrijednosti magnezija u serumu su uz
nadokadu magnezija ostale unutar referentnog intervala. Medutim i.v. primjena

magnezija uz kontinuiranu profilaktiCnu infuziju kalcija nije smanjila ni uCestalost
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niti tezinu nuspojava u odnosu na skupinu koja je primala samo nadokandu
kalcija. Stoga se danas smatra da tijekom LVV nije potrebno rutinski primjeniti
infuziju magnezija.

Humpe i sur. su nasli zna€ajno smanjenje vrijednosti kalija nakon
leukafereze koje je bilo jo$ izrazenije nakon LVV.11 Akutna hipokalemija je
obi¢no posljedica pomaka kalija iz ekstracelularne u intracelularnu tekuéinu, a
jedan od cinitelja koji uzrokuje taj pomak je alkaloza. Istrazivanje Humpea i sur.
je pokazalo da tijekom leukafereze dolazi do znacajnog porasta pH krvi i suviSka
baza Sto objasnjava popratno smanjenje kalija.1'" Porast pH znacajno korelira s
kolicinom infundiranog ACD-A pa je kod LVV oc€ekivano izrazenije smanjenje
kalija. | u nasSih je bolesnika nadena hipokalemija pa kao i Humpe i sur.
smatramo da je peroralna nadoknada kalija dovolina mjera za korekciju
hipokalemije tijekom leukafereze i treba ju primjeniti samo u bolesnika koji vec
prije poCetka leukafereze imaju nize vrijednosti kalija .

Unato€¢ tome $to je krv tijekom LVV izlozena stranim ne-endotelnim
povrSinama i velikoj brzini protoka, u istrazivanju Humpea i sur. nije opazena
aktivacija sustava koagulacije niti sustava komplementa.’* Oni su prije i nakon
leukafereze odredivali vrijednosti APTV i biljege aktivacije koagulacije:
protrombin fragment 1 i 2 (PF1+2), trombin-antitrombin Il kompleks (TAT),
plasmin alfa2-antiplasmin kompleks (PAP) i faktor Xlla. Razinu heparina su pratili
odredivanjem aktivnosti anti-faktora Xa. Aktivaciju sustava komplementa su pratili
odredivanjem fragmenta iC3b koji je razgradni produkt fragmenta C3b te topljivog
oblika terminalnog kompleksa komplementa SC5b-9. Unatoc€ izlozenosti visokom
protoku i povrSinama seta staniCnog separatora, vrijednosti biljega aktivacije
sustava zgruSavanja i sustava komplementa bile su ili nepromijenjene ili ¢ak
smanjene tijekom postupka leukafereze. Smatra se da primjena heparina kao
dodatnog antikoagulansa u LVV moze biti korisna i moze sprijecCiti aktivaciju kako
koagulacije, tako i komplementa.166

Tijekom leukafereze dolazi do znacajnog pada broja trombocita, a

primjena heparina tijekom LVV je dodatni faktor rizika za pojavu krvarenja.
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Budu¢i da bolesnici tijekom LVV primaju kombinaciju velike koliCine
antikoagulantne otopine citrata i heparina ocekivano dolazi do promjene u
pokazateljima koagulacije. U ovom je istrazivanju nakon LVV bila znacajno
shizena vrijednost protrombinskog vremena koje je ipak ostalo unutar
referentnog intervala, dok su vrijednosti APTV-a bile produzene i izvan
referentnog intervala. U istrazivanju Humpea i sur. bolesnici su takoder imali
vrijednosti APTV, a osobito aktivhost anti-faktora Xa izvan preporucenog
terapijskog raspona.''' Unato€ opazenim promjenama u pokazateljima
koagulacije, nije bio niti jedan sluc€aj krvarenja tijekom LVV niti u nasem kao niti u
istrazivanju Humpea i suradnika. Razlog tome je najvjerojatnije Cinjenica sto se
heparin u LVV primjenjuje u maloj koli€ini i prekratko vremensko razdoblje da bi
mogao izazvati kliniCki manifestne simptome u sustavu zgruSavanja. Prema
nasem misljenju, klinicko prac¢enje i kontrola pokazatelja koagulacije 2 sata
nakon leukafereze, Sto priblizno odgovara poluzivotu eliminacije nefrakcioniranog
heparina, bi uz odredivanje broja trombocita nakon afereze trebala biti dovoljna
mjera nadzora nad eventualnim promjenama u sustavu zgruSavanja. Osim toga
smatramo da bi nakon leukafereze trebalo naciniti kontrolu broja trombocita. U
sluCaju donoSenja odluke o transfuziji trombocita nakon LVV treba razmotriti i
nalaze koagulacije. U bolesnika koji su prethodno imali poremecaje u sustavu
zgruSavanja, zbog smanjenja rizika krvarenja, u obzir dolazi i individualno
prilagodeno ili laboratorijski kontrolirano doziranje heparina koje se vec
primjenjuje u drugim vrstama izvantjelesne cirkulacije.

Buduc¢i da stani¢ni separator uz mononuklearne stanice sakuplja i dio
trombocita koji se nalaze u istom sloju stanica, za ocCekivati je da nakon LVV
dolazi do smanjenja broja trombocita u krvi. Broj trombocita u krvi se smanjuje
proporcionalno s produzenjem trajanja postupka leukafereze pa je u viSe
istrazivanja utvrdena trombocitopenija nakon leukafereze.!'' Nakon leukafereze
tijekom koje je obradeno 13 L krvi u zdravih davatelja, smanjenje broja
trombocita iznosilo je od 33 do 41%.79 167 U bolesnika je tijekom obrade 4

volumena krvi opazeno smanjenje broja trombocita za 50%.11" Prema rezultatima
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istrazivanja Rowleya i sur. obradom svakog volumena krvi broj trombocita u krvi
se smanjuje za 10%.7° NaSe istrazivanje je pokazalo da na stupan;j
trombocitopenije na kraju LVV utjeCe kako ukupan volumen obradene krvi, tako i
inicijalni broj trombocita prije poCetka LVV. Buduci da je ovo istrazivanje pokazalo
da LVV prati znacajni gubitak trombocita, i to ¢ak za 50% vrijednosti prije
leukafereze, svakako se treba pridrzavati preporuka da bolesnici prije
leukafereze imaju najmanje 30x109/L trombocita.!68

lako je tijekom leukafereze opazen pad vrijednosti hematokrita u perifernoj
krvi bolesnika, taj pad nije bio i klinicki znaCajan. Niti jedan bolesnik nakon
leukafereze nije trebao transfuziju eritrocita. To govori u prilog kvaliteti stani¢nih
separatora koji se danas koriste i njihovoj sposobnosti da izdvoje samo Zeljene

mononuklearne stanice.

5.11. Mjesto leukafereze velikog volumena u sakupljanju transplantata KMS
Postavlja se pitanje ima li i gdje je mjesto LVV u svakodnevnom radu.
Buduéi da postupak LVV omogucuje sakupljanje veceg broja CD34+ stanica
nego standardna leukafereza, $to pokazuju rezultati vecine dosada provedenih
istrazivanja kao i svega iznesenog u ovom istrazivanju smatramo da postupak
LVV treba razmotriti kao metodu izbora sakupljanja KMS u bolesnika s malignim
bolestima, i to osobito onih koji su u krv mobilizirali mali broj CD34+ stanica, kao i
u bolesnika s multiplim mijelomom. UCcinkovito i sigurno sakupljanje KMS
postupkom LVV doprinosi udobnosti bolesnika, smanjuje nepotrebno izlaganje
rizicima viSekratnih leukafereza te smanjuje ekonomske troSkove sakupljanja

KMS kao i troSkove poslijetransplantacijske skrbi.
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6. ZAKLJUCCI

Sakupljanje KMS postupkom leukafereze velikog volumena krvi (LVV) jest
ucinkovit i siguran postupak. Na osnovi rezultata provedenog istrazivanja moze
se zakljuciti slijedece:

1. Izmedu ukupnog prinosa CD34+ stanica i broja CD34+ stanica u perifernoj krvi
prije leukafereze postoji znaCajna linearna korelacija. Kumulativni prinos CD34+
stanica znaCajno se povecava obradom svakog dodatnog volumena krvi tijekom
cijelog postupka LVV, a porast kumulativhog prinosa jednak je kod svih bolesnika
bez obzira na stupanj mobilizacije CD34+ stanica i dijagnozu.

2. Dinamika promjene broja stanica u perifernoj krvi pokazuje da nakon LVV
dolazi do zna¢ajnog smanjenja broja leukocita, mononuklearnih i CD34+ stanica.
Medutim, CD34+ stanice se ne iscrpe u cijelosti pa se trajanje leukafereze jos
eventualno moze i produziti.

3. lako su ucinkovitost sakupljanja i prinos CD34+ stanica zbog tehnickih
osobitosti postupka manji tijekom obrade prvog volumena krvi, u daljnjem tijeku
LVV stanicni separator s jednakom ucinkovitoScu sakuplja CD34+ stanice i nema
promjene prinosa. Valja osobito naglasiti ovu stabilnost prinosa CD34+ stanica
tijekom cijele leukafereze, unato€ smanjenju broja CD34+ stanica u krvi.

4. VeCina CD34+ stanica u produktu leukafereze istodobno izrazava biljege
CD38, HLA-DR ili CD33 koji su znak usmjerenosti mati¢ne stanice u krvne loze.
Ako se postupak LVL produzi s obrade Cetiri na obradu Sest volumena krvi, nema
promjene kvalitete produkta leukafereze s obzirom na subpopulacije CD34+
stanica kao i na klonogenu sposobnost sakupljenih usmjerenih krvotvornih
stanica izrazenu kao brojnost CFU-GM, BFU i CFU-MIX kolonija. To upucuje da
je kvaliteta produkta ista tijekom cijelog postupka i da ima smisla obraditi i ovako
veliki volumen krvi jer se stanice vazne za dugotrajnu repopulaciju kostane srzi
kao i za brzi hematolo$ki oporavak nece iscrpiti iz krvi tijekom postupka LVV.

5. Tijekom leukafereze dolazi do dodatnog novacenja CD34+ stanica i
mononuklearnih stanica iz koStane srzi u krvi, a izostaje novacenje granulocita i

trombocita. Sakupljanje trostruko veceg broja CD34+ stanica nego Sto ih je bilo u
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krvi na pocCetku ukazuje da se one tijekom LVV otpustaju i iz drugih
ekstravaskularnih rezervoara, iako postupno smanjenje njihovog broja u krvi
upucuje da se otpustaju sporijom brzinom nego ih uklanja stani¢ni separator.

6. U bolesnika koji su loSe mobilizirali CD34+ stanice u perifernu krv, faktor
novacenja je znacajno veci nego u dobrih mobilizatora bez obzira na dijagnozu.
U tih je bolesnika i u perifernoj krvi nakon leukafereze znac¢ajno manje izrazeno
smanjenje broja CD34+ stanica nego u dobrih mobilizatora, $to je vjerojatno
posljedica veceg novacenja CD34+ stanica. To potvrduje vaznost primjene LVV
u skupini bolesnika loSih mobilizatora jer se u njih moze smanijiti broj postupaka
leukafereze potrebnih za sakupljanje transplantata KMS.

7. Obradom 6 volumena krvi znacajno se smanjuje broj leukafereza potrebnih za
sakupljanje dovoljnog broja stanica za transplantaciju. Prinos CD34+ stanica
tijekom obrade ukupno 6 volumena krvi znacajno je veci u odnosu na obradu
ukupno 4 volumena krvi. U bolesnika s multiplim mijelomom postupak LVV
poveCava mogucnost sakupljanja dovoljnog broja CD34+ stanica potrebnih za
lijeCenje dvostrukom transplantacijom samo jednim postupkom leukafereze.

8. Obrada velikog volumena krvi uzrokuje znacCajno smanjenje vrijednosti
elektrolita, osobito kalcija i kalija, kao i koagulacijskih pokazatelja. Broj trombocita
u krvi smanjuje se proporcionalno s trajanjem postupka i nakon LVV iznosi 50%
poCetne vrijednosti. Unato€ opazenim laboratorijskim promjenama, primjena
kontinuirane infuzije kalcija omogucéuje sigurno izvodenje postupka LVV bez
nuspojava.

9. Postupak LVV treba razmotriti kao metodu izbora sakupljanja KMS u bolesnika
s malignim bolestima, i to osobito onih koji su u krv mobilizirali mali broj CD34+
stanica, kao i u bolesnika s multiplim mijelomom. Uc€inkovito i sigurno sakupljanje
KMS postupkom LVV doprinosi udobnosti bolesnika, smanjuje nepotrebno
izlaganje rizicima viSekratnih leukafereza te smanjuje ekonomske troSkove

sakupljanja KMS kao i troskove poslijetransplantacijske skrbi.
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7. SAZETAK

S obzirom na dosadanasnje spoznaje o sakupljanju krvotvornih maticnih
stanica (KMS) iz krvi, u ovom je radu prospektivnho ispitana ucinkovitost i
sigurnost postupka lekafereze velikog volumena (LVV). Istrazeno je kako na
ucinkovitost i kvalitetu sakupljanja KMS utjeCe obrada Sest ukupnih volumena krv
u odnosu na standardna Cetiri volumena krvi te moze li se na taj naCin samo
jednim postupkom leukafereze sakupiti transplantat. Ucinkovitim sakupljanjem
KMS tijekom samo jednog postupka leukafereze uz prihvatljivu ucestalost
nuspojava izbjeglo bi se nepotrebno izlaganje bolesnika rizicima viSekratnih
leukafereza, smanijili troSkovi i omogucilo planiranje rada jedinice za aferezu. U
istrazivanju je sudjelovalo 30 bolesnika s hematoloskim zlo¢udnim bolestima u
kojih je mobilizacija KMS-a u perifernu krv potaknuta primjenom kombinacije
razliitih citostatika i G-CSF. U svih bolesnika su ucCinjene LVV i produkt je
sakupljan uzastopno u 6 vrecica, a u svaku od njih su sakupljane stanice tijekom
obrade jednog ukupnog volumena krvi. U istrazivanju su praceni i analizirani
pokazatelji uspjesSnosti sakupljanja, dinamika promjene pokazatelja u krvi i
produktu leukafereze te kvaliteta sakupljenih stanica.

Postupkom LVV uspjesno se sakuplja transplantat KMS. Izmedu ukupnog
prinosa CD34+ stanica i broja CD34+ stanica u krvi prije leukafereze postoji
znacajna linearna korelacija. Kumulativni prinos CD34+ stanica znacajno se
povecava nakon obrade svakog dodatnog volumena krvi tijekom cijelog postupka
LVV. Nakon LVV dolazi do zna€ajnog smanjenja broja leukocita, mononuklearnih
i CD34+ stanica u perifernoj krvi, ali se CD34+ stanice ne iscrpe u cijelosti pa se
trajanje leukafereze joS eventualno moze produziti. lako su ucinkovitost
sakupljanja i prinos CD34+ stanica zbog tehnickih osobitosti postupka maniji
tijekom obrade prvog volumena krvi, u daljenjem tijeku LVV stani¢ni separator s
jednakom ucinkovitoS¢u sakuplja CD34+ stanice i nema promjene prinosa. Valja
osobito naglasiti ovu stabilnost prinosa CD34+ stanica tijekom cijele LVV, unato¢

smanjenju broja CD34+ stanica u krvi.
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Tijekom LVV dolazi i do dodatnog novacenja CD34+ stanica i
mononuklearnih stanica iz koStane srzi u perifernu krvi, a izostaje novacenje
granulocita i trombocita. Sakupljanje trostruko veceg broja CD34+ stanica nego
Sto ih je bilo u krvi na pocCetku leukafereze ukazuje da se te stanice tijgkom LVV
otpustaju i iz drugih ekstravaskularnih rezervoara. U bolesnika koji su loSe
mobilizirali CD34+ stanice, faktor novacenja je znacajno veci nego kod dobrih
mobilizatora bez obzira na njihovu dijagnozu. U istrazivanju je dokazano da ako
se obrada produzi sa standardna Cetiri na Sest volumena krvi, tada nema
promjene u kvaliteti produkta leukafereze s obzirom na subpopulacije CD34+
stanica kao i na klonogenu sposobnost sakupljenih usmjerenih krvotvornih
stanica izrazenu kao brojnost CFU-GM, BFU i CFU-MIX kolonija. To upucuje da
je kvaliteta produkta ista tijekom cijelog postupka i da ima smisla obraditi i ovako
veliki volumen krvi jer se stanice vazne za dugotrajnu repopulaciju kostane srzi
kao i za brzi hematoloSki oporavak nece iscrpiti iz krvi tijekom postupka LVV.
Obradom Sest volumena krvi znac¢ajno se smanjuje broj leukafereza potrebnih za
sakupljanje dovoljnog broja stanica za transplantaciju. Postupak LVV u bolesnika
s multiplim mijelomom olakSava sakupljanje dovoljnog broja CD34+ stanica
potrebnih za lijeCenje dvostrukom transplantacijom.

Obrada velikog volumena krvi uzrokuje znaCajno smanjenje vrijednosti
elektrolita, osobito kalcija i kalija, kao i koagulacijskih pokazatelja. Broj trombocita
u krvi se smanjuje proporcionalno s trajanjem postupka i nakon LVV iznosi 50%
poCetne vrijednosti. Unato€ opazenim laboratorijskim promjenama, primjena
kontinuirane infuzije kalcija omogucuje sigurno izvodenje postupka LVV bez
nuspojava.

Postupak LVV treba razmotriti kao metodu izbora za sakupljanje KMS u
bolesnika s malignim bolestima, i to osobito onih koji su u krv mobilizirali mali broj
CD34+ stanica, kao i u bolesnika s multiplim mijelomom. UcCinkovito i sigurno
sakupljanje KMS postupkom LVV doprinosi udobnosti bolesnika, smanjuje
nepotrebno izlaganje rizicima viSekratnih leukafereza te smanjuje ekonomske

troSkove sakupljanja KMS kao i troSkove poslijetransplantacijske skrbi.
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8. SUMMARY

Peripheral blood stem cell collection by large volume leukapheresis

procedure

The amount of transplanted CD34+ cells is the most important predictor
for safe engraftment after high dose chemotherapy and it is crucial to collect as
many peripheral blood stem cells (PBSC) during leukaperesis procedure. Large-
volume leukapheresis (LVL) differs from normal-volume leukapheresis by
increased blood flow and altered anticoagulation regimen. The main question is,
to what degree a further extension of duration of apheresis procedure is
reasonable in terms of higher cell yields and safety of the procedure.

The present study analyzed 30 LVL procedures for patients with
haematologic malignancies. In all LVL procedures six total blood volumes (TBV)
were processed by extending the duration of the procedure and by twofold
incresing the inlet flow rate. The yield of CD34+ cells increased continously
during LVL and up to 6 times the patients' TBV were processed safely without
serious side effects. LVL resulted in a higher yield of CD34+ cells and an
intraapheresis recruitment of PBSC but the relative composition of the harvested
CD34+ cells was not changed significantly. Although a median platelet loss of
50% can be expected, LVL is safe procedure and can be recommended as the
standard apheresis method for PBPC collection in patients with malignant
diseases. LVL is particularly useful in patients who mobilize low number of

CD34+ cells into the peripheral blood and in patients with muliple myeloma.
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11. PRIVITAK

Tablica 19. Rezultati testiranja podataka na normalnost distribucije Kolmogorov-
Smirnovljevim testom

[Obiljezja | z | p
Obiljezja bolesnika
Dob (god) 0,840 0,480
Tezina (kg) 0,742 0,640
| Ukupan volumen krvi bolesnika (mL) 0,703 0,707
ObiljeZja postupka leukafereze
Obraden volumen krvi (mL) 0,766 0,601
Volumen antikoagulantne otopine (mL) 0,806 0,635
Ulazni protok krvi (mL/min) 0,479 0976
Trajanje leukafereze (min) 1,160 0,135
| Volumen produkta (mL) 0,526 0,945
Pokazatelji u perifernoj krvi
Leukociti x109/L prije leukafereze 0,544 0,929
Leukociti x109L 1x obraden volumen Krvi 0,625 0,829
Leukociti x109/L 2x obraden volumen krvi 0,747 0,631
Leukociti x109L 3x obraden volumen Krvi 0,777 0,683
Leukociti x109L 4x obraden volumen Krvi 0,766 0,600
Leukociti x109/L 5x obraden volumen Kkrvi 0,823 0,508
Leukociti x109/L 6x obraden volumen krvi 0,903 0,389
MNC (%) prije leukafereze 0,884 0416
MNC (%) 1x obraden volumen krvi 0,731 0,660
MNC (%) 2x obraden volumen krvi 0,820 0,511
MNC (%) 3x obraden volumen krvi 0,957 0,319
MNC (%) 4x obraden volumen krvi 0,986 0,286
MNC (%) 5x obraden volumen krvi 1,032 0237
MNC (%) 6x obraden volumen krvi 1,133 0,154
MNC x109/L prije leukafereze 0,850 0,465
MNC x10%/L 1x obraden volumen krvi 0,810 0,528
MNC x109/L 2x obraden volumen Krvi 0,585 0,883
MNC x109/L 3x obraden volumen krvi 0,555 0,918
MNC x10%/L 4x obraden volumen Krvi 0,405 0,997
MNC x109/L 5x obraden volumen krvi 0,554 0,918
MNC x109/L 6x obraden volumen krvi 0,601 0,863
CD34+ (%) prije leukafereze 1,124 0,160
CD34+ (%) 1x obraden volumen Krvi 1,264 0,082
CD34+ (%) 2x obraden volumen krvi 1,132 0,154
CD34+ (%) 3x obraden volumen krvi 1,150 0,142
CD34+ (%) 4x obraden volumen Krvi 1,232 0,096
CD34+ (%) 5x obraden volumen krvi 1,185 0,121
| CD34+ (%) 6x obraden volumen krvi 1,133 0,154
CD34+ x108/L prije leukafereze 1,050 0,220
CD34+ x108/L 1x obraden volumen Krvi 0,770 0,593
CD34+ x108/L 2x obraden volumen Krvi 0,950 0,328
CD34+ x108/L 3x obraden volumen Krvi 1,130 0,155
CD34+ x108/L 4x obraden volumen Krvi 1,117 0,165
CD34+ x108/L 5x obraden volumen krvi 1,038 0232
CD34+ x108/L 6x obraden volumen krvi 0,903 0,389
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Obiljezja z p
Trombociti x10%/L prije leukafereze 0,713 0,690
Trombociti x109/L 1x obraden volumen krvi 0,898 0 396
Trombociti x109/L 2x obraden volumen krvi 0,735 0,653
Trombociti x109/L 3x obraden volumen krvi 0,534 0,938
Trombociti x10%L 4x obraden volumen krvi 0,782 0,573
Trombociti x109/L 5x obraden volumen krvi 0,684 0,738
Trombociti x109/L 6x obraden volumen krvi 0,678 0,748
Htc (%) prije leukafereze 0,492 0,969
Htc (%) 1x obraden volumen krvi 0,629 0,824
Htc (%) 2x obraden volumen Krvi 0,583 0,886
Htc (%) 3x obraden volumen krvi 0,575 0896
Htc (%) 4x obraden volumen Krvi 0,482 0,974
Htc (%) 5x obraden volumen Krvi 0,617 0,841
Htc (%) 6x obraden volumen krvi 0,566 0,905
Obiljezja produkta
Volumen produkta (mL) 1,098 0,179
Leukociti x109/L 1. vredica 0,572 0,898
Leukociti x109/L 2. vrecica 0,931 0,351
Leukociti x109/L 3. vrecica 0,761 0,609
Leukociti x109/L 4. vredica 0,743 0,640
Leukociti x10%/L 5. vrecica 0,609 0,852
Leukociti x10%/L 6. vrecica 0,646 0,799
Leukociti x108/kgTT 1. vrecica 0,606 0,856
Leukociti x108/kgTT 2. vrecica 0,764 0,603
Leukociti x108/kgTT 3. vrecica 0,618 0,840
Leukociti x108/kgTT 4. vrecica 0,980 0,292
Leukociti x108/kgTT 5. vrecica 0,706 0,701
Leukociti x108/kgTT 6. vrecica 0,421 0,994
MNC (%) 1. vrecica 0,505 0,961
MNC (%) 2. vrecica 0,481 0,975
MNC (%) 3. vredica 0,565 0,907
MNC (%) 4. vrecica 0,754 0,620
MNC (%) 5. vrecica 0,523 0,947
MNC (%) 6. vrecica 0,873 0,431
MNC x109/L 1. vrecica 1,051 0219
MNC x109/L 2. vrecica 0,725 0,669
MNC x109/L 3. vrecica 0,995 0276
MNC x109/L 4. vrecica 0,771 0,592
MNC x109/L 5. vrecica 0,746 0,633
MNC x109/L 6. vrecica 0,844 0475
MNC x108/kgTT 1. vrecica 0,535 0,937
MNC x108/kgTT 2. vrecica 0,746 0,633
MNC x108/kgTT 3. vrecica 0,574 0,897
MNC x108/kgTT 4. vrecica 0,865 0,443
MNC x108/kgTT 5. vrecica 0,598 0,867
MNC x108/kgTT 6. vrecica 0,592 0,875
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Obiljezja z P
CD34+ (%) 1. vrecica 1,278 0,076
CD34+ (%) 2. vrecica 1,279 0,076
CD34+ (%) 3. vrecica 1,059 0212
CD34+ (%) 4. vrecica 0,995 0275
CD34+ (%) 5. vrecica 0,918 0,369

_CD34+ (%) 6. vrecica 0,929 0,354
CD34+ x109/L 1. vredica 1,238 0,093
CD34+ x109/L 2. vrecica 1,221 0,101
CD34+ x109/L 3. vrecica 1,321 0,065
CD34+ x109/L 4. vrecica 1,273 0,078
CD34+ x109/L 5. vrecica 1,048 0222

_CD34+ x10%L 6. vrecica 1,091 0,185
CD34+ x108/kgTT 1. vrecica 1,160 0,136
CD34+ x108/kgTT 2. vrecica 0,969 0,305
CD34+ x108/kgTT 3. vrecica 1,185 0,121
CD34+ x108/kgTT 4. vrecica 1,162 0,134
CD34+ x108/kgTT 5. vrecica 1, 208 0,069
CD34+ x108/kgTT 6. vrecica 1,301 0,068
Ucinkovitost sakupljanja CD34+ stanica (ukupno) 0,705 0,703
Ucinkovitost sakupljanja CD34+ stanica 1. vrecica 0,571 0,900
Ucinkovitost sakupljanja CD34+ stanica 2. vrecica 0,504 0,962
Ucinkovitost sakupljanja CD34+ stanica 3. vrecica 0,602 0,862
Ucinkovitost sakupljanja CD34+ stanica 4. vrecica 1,119 0,164
Ucinkovitost sakupljanja CD34+ stanica 5. vrecica 0,727 0,665

_Ucinkovitost sakupljanja CD34+ stanica 6. vrecica 0,629 0,823
Faktor novacenja
Faktor novacenja leukocita 0,637 0812
Faktor novacenja mononuklearnih stanica 0,583 0,685
Faktor novacenja CD34+ stanica 0,993 0277
Faktor novacenja granulocita 0,561 0912
Faktro novacenja trombocita 0,458 0,956
Subpopulacije CD 34+ stanica
CD38+(%) 0,731 0,660
CD34+CD38+(%) 0,650 0,793
CD34+CD38+ x108/L 0,755 0,619
HLA-DR+(%) 0,655 0,785
CD34+HLA-DR+(%) 1,160 0,135
CD34+HLA-DR+x108/L 1,067 0,205
CD90+(%) 1,014 0,255
CD34+CD90+(%) 0,897 0,397
CD34+CD90+ x108/L 0,654 0,786
CD117+(%) 1,005 0,174
CD34+CD117+(%) 1,138 0,150
CD34+CD117+ x108/L 1,195 0115
CD41+(%) 0,918 0,368
CD34+CD41+(%) 0,980 0,293
CD34+CD41+ x108/L 1,002 0267
CD33+(%) 1.164 0,133
CD34+CD33+(%) 0,955 0,321
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Obiljezja Z p
CD34+CD33+ x108/L 0,913 0,376
Kratkotrajni uzgoj stanica
CFU-GM 0,434 0,992
BFU 0,415 0,995
CFU-MIX 0,621 0,836
Koagulacijski pokazatelji
PV 0,738 0,648
LAPTV 0,668 0,763
Elektroliti
Kalcij (mmol/L) 1,093 0,183
Kalij (mmol/L) 0,668 0,763
Magnezij (mmol/L) 0,985 0,286
Anorganski fosfati (mmol/L) 0,864 0,444
Natrij (mmol/L) 0,548 0,925
Kloridi (mmol/L) 0,714 0,688
Hematoloski oporavak
Leukociti >1x109/L (dan) 0,457 0,985
Granulociti >0,5x109/L (dan) 0,537 0,935
Trombociti >20x109/L (dan) 0,415 0,995
Trombociti >50x10%/L (dan) 0,472 0,979
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12. POPIS KRATICA

ACD-A

BFU-E

CFU-GM

CFU-Mix

EBMT
G-CSF

GM-CSF

IL
KMS
LVV
MNC
PCR
PTH
TNC
VCAM-1

sterilna otopina limunske kiseline, natrijevog citrata i dekstroze
(engl. Acid Citrate Dextrose Formula-A)

jedinica koja stvara eritroidne kolonije (engl. burst forming unit-
erythroid)

jedinica koja stvara granulocitno monocitne kolonije (eng/. colony
forming unit-granulocyte-monocyte)

jednica koja stvara mjeSovite granulocitno eritroidne kolonije (engl.
colony forming unit-mixed)

European Blood and Marrow Transplantation Group

Cinitelj koji stimulira granulocitne kolonije (engl. granulocyte colony
stimulating factor)

Cinitelj stimulacije granulocitno-makrofagnih kolonija (eng/.
granulocyte macrophage colony stimulating factor

interleukin

krvotvorna mati¢na stanica

leukafereza velikog volumena krvi

mononuklearna stanica (engl. mononuclear cell)

lanCana reakcija polimeraze (engl. polymerase chain reaction)
paratirodni hormon

stanica s jezgrom (engl. fotal nucleated cell)

vaskularna adhezijska molekula (engl. vascular cell adhesion

molecule-1)
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