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Transplantacja krwiotwdrczych komdérek macierzystych — czesc 2

W pierwszej czesci publikacji SEED wyjasniono szczeg6ty dotyczace
komdrek macierzystych oraz immunologii przeszczepu. Druga czesc
skupia sie na procesie przeszczepiania krwiotwérczych komorek

macierzystych (HSCT), ktdry jest ztozony i obejmuje podejscie multi-
dyscyplinarne. Przebieg transplantacji mozna podzielic¢ na etapy:

przygotowanie dawcy (mobilizacja), afereza (pobranie komérek),

preparatyka materiatu, przeszczep i monitorowanie biorcy. Przebieg
allogenicznego i autologicznego przeszczepu komérek macierzy-
stych przedstawiono na ryc. 1.

Mobilizacja komérek macierzystych

Komérki macierzyste sa obecne we krwi obwodowej w niewielkiej
ilosci. Aby pobrac wystarczajacg liczbe do przeszczepu, nalezy
pobudzic¢ ich przeniesienie ze szpiku kostnego do krwi pacjenta.
Efekt ten mozna uzyskac poprzez podanie rekombinowanych
ludzkich krwiotwdrczych czynnikéw wzrostu, takich jak czynnik
stymulujacy tworzenie kolonii granulocytéw (G-CSF), przez okres
kilku dni. G-CSF stymuluje podziat krwiotwérczych komérek
macierzystych w szpiku. Dodatkowo, poprzez ztozong kaskade
ekspresji gendw i biatek, G-CSF prowadzi do zmniejszonej adhezji
miedzy komdrkami macierzystymi a ich mikrosrodowiskiem

w szpiku kostnym. W rezultacie komdrki macierzyste opuszczaja
szpik i dostaja sie do krwiobiegu, a ich stezenie we krwi wzrasta

10-100 krotnie. Pobranie tych zmobilizowanych komérek macie-
rzystych rozpoczyna sie zwykle w czwartym lub pigtym dniu od
podania G-CSF.

W przypadku przeszczepdéw autologicznych pacjenci poddawani sg
dodatkowej chemioterapii przed podaniem G-CSF i pobraniem
komérek macierzystych. Chemioterapia uszkadza komérki zrebu
szpiku kostnego, co réwniez prowadzi do mobilizacji komdrek
macierzystych do krwiobiegu. Z tego wzgledu chemioterapia oraz
podanie G-CSF prowadzone sg synergicznie. Jesli jednak che-
mioterapia byta zbyt ostra i wyniszczajaca, mobilizacja komérek
macierzystych u pacjenta moze byc staba i niewystarczajaca
w kontekscie rozpoczecia pobierania.

Liczba komérek macierzystych we krwi jest oznaczana we wszystkich
przypadkach przeszczepdéw, autologicznych oraz, w wiekszosci
krajéw, takze przeszczepdw allogenicznych. Pomaga to w okresleniu
najlepszego momentu rozpoczecia pobierania komdrek macierzy-
stych. Optymalne stezenie komérek macierzystych kwalifikujace
do przeszczepienia to 5-10 x 10° komdrek CD34+/kg masy ciata
dawcy, a minimalne stezenie to 2 x 10¢ komdérek CD34+/kg masy ciata.
Ustalone zakresy moga sie réznic¢ w zaleznosci od kraju i osrodka
przeprowadzajacego procedure transplantacji, ale zazwyczaj wahaja
sie od 5 do 20 komérek CD34+/pl.
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Ryc. 1 Proces autologicznego i allogenicznego przeszczepiania krwiotwdrczych komdrek macierzystych

Procedura aferezy

Mobilizowane komdrki macierzyste sa pobierane z krwi obwodowej
w procesie aferezy, do ktérego wykorzystuje sie urzadzenie zwane
,separatorem krwinek”.

Na obu przedramionach zaktadane s3 dojscia dozylne z uzyciem
duzych igiet lub cewnikéw (patrz ryc. 2).

Krew pobierana z jednej reki jest mieszana z cytrynianowym
roztworem antykoagulantu i pompowana do urzadzenia. Separator
krwinek jest zasadniczo wiréwkg, w ktdrej sktadniki krwi s oddzie-
lane sitami od$rodkowymi w zaleznosci od ich gestosci. Czerwone
krwinki - sktadnik o najwiekszej gestosci - przenoszone s3 na
zewnatrz do $ciany komory odsrodkowej. Biate krwinki tworza
kozuszek leukocytarny miedzy warstwg czerwonych krwinek a oso-
czem, ktére znajduje sie na gorze. Ptytki krwi pozostaja w osoczu.
Igta aspiracyjna w wiréwce pobiera wytacznie frakcje biatych krwinek,
poniewaz zawiera ona komorki jednojadrzaste i s3 tam obecne
komérki macierzyste. Ta frakcja jest transportowana do sterylnego
worka, gdzie bedzie przechowywana az do dalszego przetwarzania.
Wszystkie inne sktadniki sa ostatecznie przefiltrowywane i wracajg
do krwiobiegu dawcy poprzez wktucie na drugim przedramieniu.
Krew jest uzupetniana sola fizjologiczna i albuminami oraz przywraca
sie jg do temperatury organizmu pacjenta. Stosowany antykoagulant
cytrynianowy jest nietoksyczny i ulega rozktadowi w watrobie

w ciggu kilku godzin (patrz ryc. 3).

Ryc. 2 Pacjent poddany zabiegowi aferezy

Zabieg aferezy jest bezbolesny, ale trwa kilka godzin, zwykle
od czterech do pieciu. W niektérych przypadkach, gdy proces
mobilizacji jest niezadowalajgcy moze by¢ konieczne wykonanie
kilku procedur aferezy w kolejnych dniach. Ma to na celu pobranie
wystarczajace] ilosci komorek macierzystych. Alternatywna metoda
w takim przypadku jest pobranie do separatora wiekszej objetos¢
krwi w poréwnaniu ze standardowa procedurg aferezy. W zwiazku
z tym stosowane s3 terminy ,,SVL” (leukafereza o standardowe;j
objetosci) i ,LVL” (leukafereza o duzej objetosci). W LVL jest to
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Ryc. 3 Przebieg aferezy. 1: Osocze, 2: WBC, 3: RBC

wiecej niz 15 litréw krwi lub ponad 3-krotnosc¢ objetosci krwi
przetwarzanej podczas jednej standardowej procedury. Mozna to
osiagnac¢ wydtuzajac czas aferezy i kilkukrotnie przeprowadzajac
krew przez caty uktad urzadzenia.

Po pierwszej procedurze rozdziatu, gdy wymagana objetosc krwi
zostata przepompowana przez separator, stezenie komérek macie-
rzystych w krwi obwodowej dawcy znacznie spada i zjawisko nasila
sie po kazdej kolejnej rundzie aferezy. Z drugiej strony, komérki
macierzyste sa nadal mobilizowane ze szpiku kostnego do krwi
obwodowej, finalnie do 55 % komérek w koricowym produkcie
aferezy reprezentuje te mobilizowane w trakcie. Zaréwno spadek
stezenia komdrek macierzystych, jak i efektywnosc ich mobilizacji
moga sie znacznie rézni¢ u poszczegdinych pacjentow.

Po uzyskaniu wymaganej ilosci komérek afereze mozna zakoriczy¢.
Osiagniecie minimalnego stezenia komdrek CD34+ jest wazne,
poniewaz ich odpowiednia ilos¢ pozytywnie koreluje z wynikiem
przeszczepu. W niektérych przypadkach afereza jest powtarzana
w kolejnych dniach w celu uzyskania wystarczajacej ilosci komérek
macierzystych.

Oznaczenie ilo$ci komérek macierzystych

Fenotypowanie komdrek za pomoca cytometrii przeptywowej jest
standardowa metoda oznaczania liczby komérek macierzystych.
Zlicza sie je z krwi obwodowej dawcy podczas fazy mobilizacji, aby
ocenic, czy uzyskane stezenie jest wystarczajace do rozpoczecia
aferezy.

Metody wyliczania komérek macierzystych mozna zdefiniowac
jako dwu- i jednoetapowe.

W metodzie dwuetapowej catkowita liczba biatych krwinek jest
okreslana poczatkowo za pomocg automatycznego analizatora
hematologicznego. Nastepnie niewielka czes¢ krwi (lub produktu
aferezy) znakuje sie przeciwciatami anty-CD45 i anty-CD34
sprzezonymi z fluorochromem i oznacza za pomocga cytometrii
przeptywowej. CD45 jest biatkiem obecnym na powierzchni
wszystkich biatych krwinek, a CD34 jest markerem powierzchni
komaérek macierzystych. Stosujac specjalny protokét bramkowania,
mozna okresli¢ procent komérek CD34+ w stosunku do komérek
CD45+. Znajac bezwzgledna liczbe biatych krwinek na podstawie
wynikéw analizatora hematologicznego, mozna obliczy¢ stezenie
komadrek macierzystych.

W metodzie jednoetapowej niewielka okreslona czes$¢ krwi (lub
produktu aferezy) jest znakowana przeciwciatem anty-CD34
sprzezonym z fluorochromem, a nastepnie dodawana do probéwki
zawierajacej znang ilos¢ fluorescencyjnych mikrokulek. Stosunek
komérek macierzystych CD34+ do mikrokulek okresla sie metoda
cytometrii przeptywowej, a stezenie komdrek macierzystych
oblicza sie na podstawie znanego stezenia mikrokulek. Ta metoda
wymaga duzej doktadnosci podczas pipetowania.

W kilku badaniach poréwnano metody oznaczania liczby komérek
macierzystych i nie znaleziono zadnych istotnych réznic pomiedzy
uzyskanymi wynikami. Jednak International Society for Hema-
totherapy and Graft Engineering (ISHAGE) zaleca stosowanie
metody jednoetapowe;j.

Preparatyka po aferezie

Produkty aferezy moga by¢ poddawane specjalnemu przygotowaniu
przed przeszczepem w celu poprawy skutecznosci planowanej
transplantacji. Zatem w przeszczepach allogenicznych limfocyty T
wyeliminowane s3 przez przeciwciata, zmniejszajac tym samym
ryzyko wystapienia choroby przeszczep przeciw gospodarzowi
GVHD. Jednym z zagrozen zwigzanych z autologicznym przeszcze-
pieniem krwiotwdrczych komérek macierzystych jest zanieczysz-
czenie materiatu przeszczepowego komdérkami nowotworowymi,
co prowadzitoby u pacjenta do ponownej ich infuzji i zwiekszato
ryzyko nawrotu choroby. W przypadku przeszczepu autologicznego
u pacjentéw z guzami CD34-ujemnymi stosuje sie selekcje komorek
CD34+. Pozwala to na usuniecie ewentualnych pozostatosci komdrek
nowotworowych z przeszczepu. Podczas tej procedury przeciwciata
anty-CD34 zwiazane z kulkami magnetycznymi sg zwracane do
produktu aferezy, ktdry nastepnie przechodzi przez kolumne

z aktywowanym polem magnetycznym. Wszystkie komérki CD34
przechodzg przez kolumne, podczas gdy komérki CD34+ sg
zatrzymywane dzieki kulkom magnetycznym, ktdre s3 zwigzane
z przeciwciatami anty-CD34. Kiedy sita magnetyczna w kolumnie
jest dezaktywowana, komérki CD34+ mozna zebrac i odseparowac.
Metoda ta pozwala na otrzymanie wysoko wzbogaconego przesz-
czepu CD34+ o czystosci komdrek powyzej 95 %.
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Przeszczep i monitorowanie biorcy

Ostatnig fazg HSCT jest podanie komdrek do organizmu biorcy

i monitorowanie reakgji organizmu w okresie poprzeszczepowym.
W tym czasie infuzyjne komérki macierzyste trafiajg do mikrosro-
dowiska szpiku kostnego i wypetniaja brakujgcag tam nisze. Po
przeszczepie pacjentowi podaje sie cytokiny, aby przyspieszyc
dojrzewanie komorek macierzystych i przywrdci¢ pozadana
zawartosc elementéw morfotycznych krwi. Pierwsza oznaka
wszczepienia jest powrdt biatych krwinek (WBC) do satysfakcjonu-
jacego poziomu, ktdry jest zwykle definiowany jako bezwzgledna
liczba neutrofili (ANC) > 500 komérek/ul przez 3 kolejne dni. Zwykle
ma to miejsce w przedziale 7-14 dni po podaniu pacjentowi komérek
macierzystych. Liczba PLT powyzej zakresu referencyjnego (brak
wspomagania transfuzji) jest kolejnym wskaznikiem powrotu do
zdrowia i wystepuije ok. 2 -3 tygodnie po przeszczepie. Najnowsze
badania sugerujg réwniez uzycie niedojrzatej frakcji retikulocytéw
(IRF) i niedojrzatej frakcji ptytek krwi (IPF) jako wskaznikéw
przyjecia komérek dawcy.

Do czasu wszczepienia pacjenci s narazeni na zwiekszone ryzyko
infekcji, dlatego nalezy przedsiewzig¢ srodki ostroznosci, aby
unikna¢ narazenia na drobnoustroje chorobotwdrcze. Pacjenci
czesto wymagajg wiaczenia dodatkowych terapii, w tym lekéw
przeciwwymiotnych, przeciwbdlowych, antybiotykéw i wspoma-
gania zywieniowego w celu ztagodzenia skutkéw chemioterapii
przygotowawczej i wystepujacego przedtuzonego okresu pancy-
topenii.
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