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Souhrn: Vjichodiska: Hodnoceni kvality $tépu kostni dfené a perifernich kmenovych bunék se standardné provadi stanovenim koncentra-
ce CD34" bunék. Ackoliv u autolognich transplantaci je souvislost mezi davkou CD34" bunék a rychlosti pfihojeni $tépu prokazina, u alo-
gennich transplantaci tomu tak vzdy byt nemusi. Pacienti a metodika: U pacient(i indikovanych k alogennf transplantaci hematopoetickych
kmenowvych bunék byla sledovana korelace mezi davkou subpopulaci CD34" bunék a rychlosti pfihojent. Pacienti byli v analyze rozdéleni
podle typu p¥ipravného rezimu na skupinu s myeloablativnim a s nemyeloablativnim reZimem. Data byla analyzovdna analyzou variance
v regresnich modelech a pomoci neparametrickych testil. Vyisledky: Ze sledovanych subpopulaci méla nejvétsi vliv na pfihojeni subpopu-
lace CD3436" bunék, které byly také nejvyznamnéjsim prediktorem rychlosti p¥ihojeni u pacientl s myeloablativnim rezimem. U pacien-
td s nemyeloablativnim reZimem nicméné zistala nejlepsim prediktorem pfihojeni davka CD34" bunék. Signifikantni vliv na rychlost pfi-
hojeni v obou skupindch mély rovnéz subpopulace CD34'38" a CD34'61". Zdvér: U pacientd s odlidnymi predtransplantaénimi rezimy se
v pfihojeni pravdépodobné riiznym mechanizmem uplatriuji hematopoetické kmenové burky a progenitorové buriky definované koexpre-
si specifickych antigen(i. Zatimco ddvka CD34' bunék stale nejlépe koreluje s rychlosti pFihojeni u pacient( transplantovanych po nemye-
loablativnim rezimu, po myealoablativnich rezimech se davka CD34°36" bunék jevi jako lepsi prediktor rychlosti ptihojent.

Klicova slova: hematopoetické kmenové buriky - imunofenotypizace - subpopulace CD34" bunék - alogenni transplantace
krvetvornych bunék

The subpopulation of CD34" cells and their importance in the healing of grafts in family-related allogenic transplants of peripheral
stem cells.

Summary: Current status: The determination of concentration of CD34" cells is the standard method for evaluation of the quality of a bone
marrow graft and of peripheral stem cells. Although the relationship between the dose of CD34" cells and the speed of graft healing in
autologous transplants is a proven fact, it may not always be the case in allogenic transplants. Patients and method: The correlation between
the dose of CD34" cell subpopulations and the speed of healing was monitored in patients indicated for allogenic transplantation of hae-
matopoietic stem cells. The patients were divided according to the type of preparatory regimen they underwent for the purpose of analy-
sis; one group contained those under a myeloablative regimen; a second group contained those under a non-myeloablative regimen. The
data was subject to analysis of variance in regression models and non-parametric tests. Results: From among the monitored subpo-
pulations, CD3436" cells had the greatest effect on the healing process and were the most significant predictor of the speed of healing in
patients under a myeloablative regimen. Nevertheless, a dose of CD34" cells continued to be the best healing predictor in patients under
a non-myeloablative regimen. Also subpopulations of CD34'38" and CD34'61" cells had a significant effect on the speed of healing in both
groups. Conclusion: Haematopoietic stem cells and progenitor cells defined by co-expression of specific antigens are likely to play a role,
through different mechanisms of action, in the process of healing in patients in different pre-transplant regimens. While the dose of CD34"
cells is still the one which correlates best with the speed of healing in patients who underwent transplantation after non-myeloablative re-
gimen, the dose of CD34'36" cells appears to be a better predictor for the speed of healing after myeloablative regimens.

Key words: haematopoietic stem cells - immunofenotypisation - subpopulation of CD34" cells - allogenic transplantation of blood
forming cells

Uvod

Transplantace kostni dfené nebo pe-
rifernich kmenovych bunék krvetvorby
(peripheral blood stem cells - PBSC)
jsou casto jedinou moZnou poten-
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cialné kurativni alternativou pro pa-
cienty s nadory typu leukemif & lym-
fomd. Alogenni transplantace jsou jiz
lécbou prvnivolby zejména u diagnéz
akutnich leukemii, chronické myeloidni

leukemie ¢i relabujicich lymfom( [1].
V poslednich letech rovnéz nemyelo-
ablativni pFistup otevrel cestu k této
|é¢bé pacienttim vyssich vékovych sku-
pin zatizenych komorbiditami.
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Tab. 1. Prehled diagnéz pacientd.
AML ALL

pocet pacientd 10 2

nddor, MDS — myelodysplasticky syndrom

CML CLL AA MM
15 1 1 2

AML — akutni myeloidn leukemie, ALL — akutni lymfoblastickd leukemie, CML — chronickd myeloidni leukemie, CLL — B-chronickd lymfatickd
leukemie, AA — aplastickd anémie, MM — mnohocetny myelom, NHL — non-hodgkinsky lymfom, HD — Hodgkiniiv lymfom, tumor — jiny solidni

NHL

HD tumor MDS
3 1 3 3
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Obr. 1. Histogramy z flow cytometrické analyzy transplantatu perifernich kmenovych bunék (PBSC). A: Leukocyty - ga-
ting na histogramu forward-scatter (FS) vs. side-scatter (SS). B: CD34" buriky (gate B) identifikované na histogramu
CD34 PE vs. side-scatter (SS). C: Exprese antigenu CD36 na CD34" burikdch - histogram CD34 PE vs. CD36 FITC (sub-
populace CD34'36" bunék se nachazi v kvadrantu G2).

Periferni kmenové buriky krvetvorby
se v poslednich letech stéle vice uplat-
Auji jako zdroj hematopoetickych
kmenovych bunék jak u autolognich
[2-5], taki u alogennich transplantaci
[4,6,7]. Vyhodou transplantace PBSC
je casnéjsi prihojeni [8-10] a odbér
$tépu bez nutnosti celkové anestezie
[11].

Pro dspésnost transplantace PBSC
i kostni d¥fené je rozhodujici davka
CD34' bunék. CD34" buriky viak pred-
stavuji nestejnorodou skupinu, z niz
pouze velmi malé procento tvofi plu-
ripotentni hematopoetické kmenové
buriky, které jesté neexprimuji antigeny
specifické pro jednotlivé hematopoe-
tické linie a netvofi CFU-GM (colony
forming unit - granulocyte macropha-
ges). Z pluripotentnich hematopoe-
tickych bunék se formuji v dalsim vy-
voji progenitorové buriky, které jiz
exprimuji vedle antigenu CD34 i dalsi
antigeny charakteristické pro danou
vyvojovou fadu [12]. Nicméné kore-
lace mezi davkou transplantovanych
CD34" bunék a rychlosti pfihojenf

neni jednoznaéna. Nékteré préace
naopak popisuji vétsi vliv urcitych
subpopulaci CD34" bunék nez samot-
nych CD34" bunék, jak u alogennich
[13], tak i u autolognich transplantaci
[2,3,5].

V této prdci jsme analyzovali vyznam
davky CD34' bunék a jejich subpopu-
laci pro rychlost ptihojeni po trans-
plantaci alogennich PBSC. Vzhledem
k tomu, Zze v ndmi hodnoceném sou-
boru byli pacienti s odlisnymi pred-
transplantacnimi rezimy, které mohou
ovlivnit priibéh prihojent, rozdélili jsme
pacienty do skupiny s myeloablativ-
nim a s nemyeloablativnim p¥pravnym
rezimem.

Metodika

Darci

Darcim PBSC byl po podpisu infor-
movaného souhlasu podévan filgras-
tim (Neupogen; rekombinantni lidsky
granulocyte-colony stimulating factor;
r-metHuG-CSF) v subkutdnnf injekci
v celkové denni dévce 16 pg/kg/den.

Separace PBSC byla zahdjena vzdy
4. den aplikace filgrastimu, pokraco-
vala 5. den a vyjimecné i den 6.

Pacienti

Nemocni s diagnézami akutni leuke-
mie lymfoblastické i myeloidni, chro-
nické myeloidnfi i lymfatické leukemie,
nonhodgkinského lymfomu, aplastické
anémie a myelomu byli indikovéni
transplantaéni komisi Interni hema-
toonkologické kliniky k pribuzenské
transplantaci, byl-li nalezen vhodny
piibuzny HLA identicky dérce. P¥i-
pravné rezimy v souboru pacient(i za-
hrnovaly myeloablativni schémata
[busulfan/cyklofosfamid a cyklofosfa-
mid/TBI (total body irradiation - ce-
lotélové ozareni)] a nemyeloablativni
schéma (rezim fludarabin/busulfan/
anti-T-lymfocytarni globulin). Celkem
bylo vyhodnoceno 41 pacientd, u nichz
byla provedena p¥ibuzenskd alogenni
transplantace PBSC. Vékovy median
pfijemct byl 46 let (rozmezi 20-65 let).
Prehled diagnéz sledovanych pacientt
je uveden v tab. 1.
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Odbér PBSC a flow cytometricka
analyza

Odbér byl provddén pomoci separé-
toru COBE Spectra (COBE BCT, Inc.,
Lakewood, Colorado, USA) zpravidla
cestou v. femoralis. Vzorky viech trans-
plantatd byly analyzovédny ve trojba-
revném rezimu na flow cytometru
Epics XL (Beckman-Coulter, CA, USA)
vybaveném argonovym laserem. Byly
pouzity monoklonalni protilatky CD33,
CD38, CD45, CD61,CD117 a HLA-DR
(Caltag Laboratories, Inc., CA, USA);
CD7,CD19,CD36, CD90 (Beckmann-
-Coulter, Immunotech); CD34 (Bec-
ton-Dickinson, NJ, USA). Protildtky
byly pfimo konjugovény s fluorochro-
my FITC (fluorescein-isothiocyanate),
R-PE (R-phycoerythrin), PE-Cy5 (R-phy-
coerythrin-CyS5).

Populace CD34" bunék byla identi-
fikovana na zakladé protilatky anti-
CD34-PE a parametr( side-scatter (SS).
Byly analyzovany nasledujici subpopu-
lace CD34" bunék: CD7, CD19, CD33,
CD36, CD38, CD61, CD90, CD117
a HLA-DR (obr. 1).

Analyza krevniho obrazu

a kvality Stépu

Analyza krevniho obrazu byla prova-
déna na analyzatoru Cell Dyne 3500
(Abbott Laboratories, IL, USA). Procen-
tudlni zastoupeni CD34" bunék bylo
hodnoceno pomoci flow cytometrie.
Hodnoty CD34' bunék byly prepodi-
tany na kilogram hmotnosti p¥jemce.
Kultivace CFU-GM byla provadéna
standardni metodou v systému kom-
pletniho metylcelul6zového média
MethoCult HCC-4434 (StemCell Tech-
nologies Inc., Vancouver, Kanada). Ko-
lonie byly odecitany po 14-16 dnech
inkubace pti 37 °C ve zvlhéené 5%
atmosfére CO,.

Sledovani posttransplanta¢niho
priubéhu

V periferni krvi byl denné stanoven
krevni obraz vcetné diferencidlniho
rozpoctu. Den ptihojeni byl pro jed-
notlivé populace bunék stanoven na-
sledovné: pro leukocyty den vzestupu
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medidn
CD34'7 1,05
CD34'19° 0,17
CD34°33" 3,1
CD34°36" 2,34
CD3438" 3,41
CD34'61° 1,99
CD3490" 0,56
CD34117° 3,25
CD34"HLA DR 495

Tab. 2. SloZeni transplantatd - absolutni mnozstvi jednotlivych CD34"
subpopulaci. Déavka bunék (x10°/kg pfijemce).

minimum-maximum
0,16-6,68
0,03-0,92
0,37-13,42
0,28-6,13
0,25-12,84
0,23-8,13
0,08-4,39
0,15-11,5
0,24-13,83

koncentrace nad 1 x 10%/I, pro gra-
nulocyty den vzestupu koncentrace
nad 0,5 x 10°/l a pro trombocyty den
vzestupu koncentrace nad 50 x 10°/1.
Dale byly provadény rutinni bioche-
mické a mikrobiologické analyzy, sle-
dovan klinicky stav, nutnost substituce
krevnimi derivaty a hodnoceny kom-
plikace souvisejici toxicitou pfiprav-
ného rezimu a s reakci Stépu proti
hostiteli (GvHD).

Statisticka analyza

Data byla statisticky vyhodnocena
v softwaru NCSS verze 6.0 (Dr. J. L. Hin-
tze, UT, USA). Pracovali jsme s dév-
kou bunék subpopulaci CD34" pre-
poctenymi na kilogram hmotnosti pfi-
jemce. Pro kazdou subpopulaci CD34*
bunék byla data analyzovana pomoci
neparametrickych testl (Spearman)
a déle analyzou variance v regresnich
modelech kombinujicich prispévek
jednotlivych populaci pro ptihojent.

Vysledky

Bunééné sloZeni transplantatu
Mnozstvi CD34" bunék v transplantatu
se pohybovalo v rozmezi 0,6-4,9 %,
s medidanem 1,8 % ze viech leukocytdl
$tépu. U v8ech sledovanych subpopu-
laci CD34' bunék (s vyjimkou CD34'19"
bunék) byla zaznamenana pomérné
vysokd variabilita v jejich relativni kon-
centraci. Nejvice byly ze subpopulacf
CD34" bunék zastoupeny CD34'38"
aCD34'HLA-DR" buriky (median
57,8 % a 57,7 % z CD34" bunék).

Pacientdim bylo transplantovano mi-
nimalné 2,65 x 10° CD34" bunék/kg,
medidn 7,85 x 10°/kg. Ze subpopulaci
CD34" bunék obsahoval transplantat
nejvice. CD34'HLA-DR" bunék (me-
dian 4,95 x 10°/kg). Nejméné byly ze
subpopulaci zastoupeny v transplan-
tatu CD34'19" buriky (medidn 0,17 x
x 10°/kg). Vysledky sloZeni transplan-
tatu viech hodnocenych populaci jsou
shrnuty v tab. 2.

Korelace mezi bunéénym
slozenim transplantatu
a rychlosti engraftmentu

P¥i souc¢asném hodnoceni obou sku-
pin pacientl bylo dosazeno pfihojeni
v linii trombocytarni s medidnem
13 dni. Nejkratsi doba do pt¥ihojeni leu-
kocytl byla 9 dni, s medidnem 16 dnf.
Prihojeni granulocytt bylo dosaZeno
s medidnem 15 dnd od transplantace.

Pri analyze celé skupiny pacient(
nerozdélené podle typu p¥ipravného
rezimu vyznamné korelovala davka
transplantovanych CD34" bunék pouze
s rychlosti ptihojeni granulocytl
(p <0,05). Ze subpopulaci byl zjistén
nejvyznamnéj$i vliv CD34'36"° bunék.
Jejich mnozstvi v transplantatu korelo-
valo s pfihojenim leukocytdi (p < 0,001),
granulocytll (p < 0,01) i trombocytl
(p < 0,05). Vyznamna korelace byla
také prokdzana mezi davkou CD34'38"
a CD34'61" bunék a ptihojenim leu-
kocytl a granulocytl (vie p < 0,05).

Rozdily se v8ak ukdzaly po rozdélenf
pacientl do skupin lécenych myelo-
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ablativnim a nemyeloablativnim rezi-
mem. Zatimco ve skupiné pacientd
s nemyeloablativnim rezimem ddvka
transplantovanych CD34" bunék ko-
L] relovala s pfihojenim leukocytt, gra-
nulocytl i trombocytl (p < 0,001),
u skupiny s myeloablativnim rezimem
# - nebyla prokdzana pro CD34" buriky
korelace zadna (obr. 2). Nejvyznam-
a néjsim parametrem pro pfihojeni u sku-
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piny s myeloablativnim rezimem byla
davka transplantovanych CD34'36°
bunék korelujici s rychlosti pfihojeni
leukocytd (p < 0,01). Vék pacientd
b non-myeloabl ani darci nemél vyznamny vliv na sle-
dované parametry.

Diskuse

V soucasné dobé jsou standardné hod-
nocenymi parametry uréujicimi kvalitu
P transplantatu mnozstvi CD34" bunék
g TR a CFU-GM [14] ve 3tépu. Nicméné
. byly publikovany prace poukazujici
na subpopulaci CD34°CD38" bunék

B CD34' buriky x10°/kg
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jako lepsi prediktor Uspésnosti pfi-
hojeni v linii leukocytl i trombocytd
[3,5,15] a rovnéz byla prokazana ko-
relace také s dalsimi subpopulacemi
& myeloabl CD34'CD33 [2]aCD34'CD41" [13].

V nasi praci jsme analyzovali vliv
9 vybranych subpopulaci CD34" bu-
o nék na prihojeni $tépu u pacientd po
alogennf transplantaci. Pokud odhléd-
neme od typu pfipravného rezimu,
a vysledky zahraniénich pracf jsou ne-
jednotné. Zatimco nékteré studie po-

C CD34'36" bufiky x10%/kg

T pisuji vliv davky CD34" bunék na rych-
20 lost p¥ihojeni do linie neutrofildi i trom-
bocytli [7,16,17], jinymi autory tato
korelace prokdzana nebyla [18,19].

Obr. 2. Prihojeni $tépu v linii leukocyt. Kazdy bod identifikuje jednoho
pacienta. Osa x - davka transplantovanych bunék na kg hmotnosti pfijemce,
osa y - dny do ptihojeni v leukocytech ode dne transplantace. PferuSovana
kfivka predstavuje regresni model ptihojeni pfislusné populace bunék. A: Za-
vislost rychlosti ptihojeni leukocyt na ddvce transplantovanych CD34'36°
bunék pro obé skupiny pacientt (p < 0,001). B: Vliv davky transplantovanych
CD34’ bunék na pfihojeni leukocytti u nemyeloablativni skupiny. Korelace mezi
mnozstvim CD34" bunék v transplantatu a rychlosti ptihojeni leukocyti je
signifikantni (p < 0,001). C: Vliv davky transplantovanych CD34' bunék na
ptihojeni leukocytd u myeloablativni skupiny. Davka CD34" bunék neméla

signifikantni vliv na rychlost pfihojeni leukocytd.

WBC - white blood cells (leukocyty); myeloabl. (o) - skupina s myeloablativnim
rezimem, non-myeloabl (+) - nemyeloablativni skupina

Vnitt Lék 2007; 53(6): 646-651

Lickliter et al [8] vyhodnotili ve své
préci vysledky transplantace alo-
gennich PBSC u 42 pacient( a korela-
ci mezi davkou CD34" a pfihojenim
neutrofild neprokazali, naopak ale ko-
relovalo mnoZstvi transplantovanych
CD34" bunék s rychlejsim p¥ihojenim
trombocytl. Podobné se lisi i vysledky
u autolognich transplantaci [15,20,21].
Tyto rozdily ve vlivu CD34" bunék na
pfihojeni mohou byt zplsobeny rozdily
v souborech nemocnych zahrnujici
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pacienty s riiznymi diagnézami a tedy
i rozdilnou lécbou.

Ze sledovanych subpopulaci jsme
zjistili statisticky vyznamny vliv na pfi-
hojeni u 3 z nich. Vliv CD34'38" bu-
nék, které v nasi praci korelovaly s p¥i-
hojenim leukocyttl a granulocytti, byl
prokazan také na linii trombocytl [3].
Jiné studie naopak popisuji korelaci
ddvky méné diferencovanych CD34'38
bunék s rychlosti pfihojeni neutrofild
[3], leukocytl [5,15] a trombocytd
[2,15] u autolognich transplantaci.
Signifikantni byla korelace mezi ddv-
kou transplantovanych CD34°61" bu-
nék a prihojenim leukocytl a granu-
locytti, prekvapivé viak nikoliv trom-
bocytl. Korelace s rychlosti pfihojen{
trombocytl je popsana v praci Bojko
et al [22], ale u méné diferencované
populace CD34'"HLA-DR-61". Nejvy-
znamnéjsi efekt na prihojeni ve viech
trech sledovanych liniich byl proka-
zdn u CD34'36" subpopulace. Anti-
gen CD36 patfi mezi adhezivni mole-
kuly a béhem hematopoézy je expri-
movan na povrchu erytrocytdrnich
progenitort [12]. Vliv CD34°36" bu-
nék na pfihojeni dosud nebyl Zddnou
skupinou analyzovén.

Ve skupiné pacientli s nemyeloab-
lativnim rezimem dévka transplanto-
vanych CD34" bunék vyznamné kore-
lovala s pfihojenim leukocytd, gra-
nulocytl i trombocytll. Subpopulace
CD34'36" bunék méla signifikantnf
efekt na ptihojeni granulocytli, po-
dobné jako transplantované CD34°61"
buriky.

U pacient(, kteff byli 1é¢eni myelo-
ablativnim reZimem, jiz nebyla shle-
déna korelace mezi davkou transplan-
tovanych CD34" bunék a pfihojenim
do zadné ze sledovanych linii. Subpo-
pulace CD34°36" bunék ale jedno-
znacné korelovala s pfihojenim leuko-
cytll, granulocyt( i trombocyt(.

Zavér

Vysledky této prace poukazuji na roz-
dily v pasobeni CD34" subpopulaci
na prihojeni v zavislosti na predchozi
|é¢bé pacienta. Z nasich vysledkd je pa-
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trné, Ze vy$si transplantované mnoz-
stvi CD34" bunék vedlo k signifikant-
nimu urychleni pfihojeni pouze u pa-
cientd s nemyeloablativnim rezimem.
U myeloablativni skupiny jiz nebyl
zjistén signifikantni vliv samotnych
CD34" bunék, nybrz vétsi roli zde hréla
davka subpopulace CD34'36" bunék.
Nenf ovsem vyloucen vyrazny vliv i ji-
nych subpopulaci, predevsim exprimu-
jicich adhezivni molekuly, které ovliv-
fiuji homing hematopoetickych kme-
novych bunék v kostni dfeni. Nase
vysledky hodnotily rychlost pfihojent,
kterd je ddlezitd pro snizeni vyskytu
¢asnych posttransplantacnich kompli-
kaci a peritransplanta¢ni mortality.
Pro stabilitu dlouhodobého pfihojeni
mazZe hrat daleZitéjsi roli naopak davka
transplantovanych bunék, které pred-
stavuji méné diferencované subpopu-
lace CD34" kompartmentu.
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