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SOUHRN

Tato prace se zabyva toxickymi G¢inky dimethylsulfoxidu na pocet viabilnich CD34+
bunék ve §t€pu. CD34+ bunky obnovuji hematopoezu po transplantaci krvetvornych bunék
pfi 1écbé hematologickych malignit typu leukemie, lymfomi a nadorti z plazmatickych bunék.

K méfeni mnozstvi CD34+ bun¢k ve $t€pu je vyuzivana technika pritokové cytometrie.

V teoretické Casti jsou shrnuty zadkladni poznatky o dané problematice. V praktické
Casti je popsana metodika zpracovani §tépu, kryoprezervace a méfeni jeho kvality. Dale jsou
zde uvedeny vysledky experimentu, pii kterém se méfil pocet viabilnich CD34+ bunék pied a
po aplikaci dimethylsulfoxidu jako kryoprotektiva ke St€pu krvetvornych bunék. Podatilo se
prokazat, ze po aplikaci dimethylsulfoxidu dochazi ke statisticky signifikantnimu snizeni

poctu viabilnich CD34+ bun¢k.



SUMMARY

This thesis deals with toxic effects of dimethyl sulfoxide on amount of viable CD34+
cells in the graft. CD34+ cells are important for successful engraftment of the graft after
transplantation of hematopoietic stem cells during the therapy of hematologic malignancies
(such as leukemia, lymphoma or plasma cell tumors). Flow cytometry analysis are used for

measurement of the amount of CD34+ cells in the graft.

The theoretical part contains basic information about the given problem. In the
practical part there is described the methodology of graft processing, cryopreservation and
measurement of its quality. There are also presented the results of the experiment in which
was measured the number of viable CD34+ cells before and after application of dimethyl
sulfoxide as a cryoprotective agent in the graft. It has been demonstrated that the application

of dimethyl sulfoxide statistically significant decreases the viability of CD34+ cells.
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1. UVOD

Hematologické malignity, jako jsou leukemie, lymfomy ¢i nadory z plazmatickych
bun¢k, patii mezi velmi agresivni onemocnéni a casto kon¢i smrti. Transplantace
krvetvornych bunék je pro nékteré pacienty jedinym moznym lécebnym postupem. Pred
transplantaci krvetvornych bunék je nutné zamrazit $§té€p do doby podani pacientovi. Buiky
Stépu jsou vSak nachylné k nizkym teplotdm, a proto se pfed zamrazenim piidava vhodné
kryoprotektivum. Pro ucely transplantace krvetvornych bun¢k se vyuziva dimethylsulfoxid
(DMSO), u kterého vsak byly zaznamenany toxické ucinky, které zptisobuji odumirani bunék.
Pro Gsp&$né piihojeni Stépu je velmi dilezitd kvalita §tépu, tedy co nejvyssi obsah viabilnich

CD34+ bungk. Z toho divodu je toxicita DMSO nezadouci.



2. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Princip priitokové cytometrie

2.1.1 Obecny Gvod

Pritokova cytometrie je bioanalyticka laboratorni metoda, kterd umozniuje soucasné
méfeni fady parametri na velkém mnozstvi ¢astic (Eckschlager et al., 1999). Je zalozena na
imunochemickém principu a na interakcich mezi svétlem a casticemi, které jsou znaceny
fluorochromy. Metoda kombinuje jevy rozptylu a odrazu svétla s detekci fotoni emitovanych

excitovanym fluorochromem.

Pii méfeni jsou analyzované Castice (nejéastéji jde o bunky o velikosti 0,5 - 40 um)
unaseny nosnou kapalinou (tzv. sheath fluid) tak, aby prochazely méticim bodem jednotlivé
v okamziku analyzy. Zde protnou laserovy paprsek a v tomto okamziku dojde k odrazu a
rozptylu svétla a zaroven K excitaci fluorochromu. Pomoci systému polopropustnych zrcadel a
filtr jsou oddéleny jednotlivé vilnové délky svétla a tyto jsou analyzovany zvlast' na
ptislusnych detektorech. Vysledkem je syntéza udaji o velikosti analyzovanych ¢&astic, jejich
vnitini Clenitosti a intenzité¢ fluorescence znafenych protilatek, navazanych na cilovych

strukturach na povrchu nebo uvniti ¢astic (Novak, 2014).

2.1.2 Konstrukce pritokového cytometru

Pritokovy cytometr se sklada ze tfi az ¢tyt technickych celkd:

e opticky systém
e kapalinovy systém
e vypocetni systém

e sortovaci modul (soucast specializovanych cytometrt)
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Obr 1: Schéma pritokového cytometru (A) a méfici komory (B) (Pfevzato z: Novak, 2014)

2.1.2.1 Opticky systém

Optika zajistuje interakci mezi analyzovanou ¢astici obarvenou fluorochromem a
elektromagnetickym vinénim emitovanym zdrojem tohoto zafeni. Céstice prochazejici méfici
komiurkou je ozafena monochromatickym zarenim. Opticky systém je sloZen z excitacni
optiky a sbérnych optickych cest. Zdrojem monochromatického zateni jsou nejcastéji lasery.
Mezi nejbéznéji pouzivané v komercnich analyzatorech patii vzduchem chlazeny argonovy
laser, ktery emituje zateni 0 vinové délce 488 nm. VVyhodou tohoto laseru je moznost excitace
nékolika fluorochroml soucasné. Sbérna optika je tvofena soustavou ¢ocek, polopropustnych
zrcadel a filtri. Cocky usmériiuji fotony emitovaného zateni. Polopropustna zrcadla a filtry

rozdéluji svételné paprsky podle vinovych délek a tyto jsou nasledné smérovany na piislusné
detektory (Roubalové, 2012).

2.1.2.2 Kapalinovy systém

Tento systém je dilezity pro oddéleni analyzovanych ¢astic tak, aby pii méfeni
prochazely jednotlivé za sebou. K tomu je vyuzit princip hydrodynamické fokusace, kterého
dosdhneme zavedenim ,korového“ (tzv. obalujiciho) proudu nosné kapaliny do méfici
komory. Tento ,,obal* ma vyssi rychlost proudéni nez vzorek, ¢imZ vzorek stlacuje a uzavie
ho v samotném centru proudu nosné kapaliny. Kombinovany proud tekutiny se vzorkem a
nosné kapaliny pak prochazi konicky zuzenou sekci, ktera zvysi rychlost proudéni pied

samotnym méfenim vzorku (Novak, 2014). Typicka rychlost proudéni ¢astic je 10 m/s. Cim

vvvvvvv



2.1.2.3 Vypodetni systém

Vysledkem interakce ¢astice se zafenim je signal, ktery je detekovan v zavislosti na
jeho intenzité. Vypocetni systém slouzi k detekci a zpracovani signalu (Roubalova, 2012).
Nejcastéji méfenymi parametry jsou rozptyl svétla v malém Uhlu, ktery je pfimo Gmérny
velikosti bunék. Jedna se o tzv. forward scatter (FSC). M4 vysokou intenzitu a neni tieba ji
dale zesilovat. FSC tedy uréuje velikost ¢astic. Cim vétsi je rozptyl svétla, tim vétsi je astice.
Dale je méfen odraz svétla v Uhlu 90°, ktery je ovlivnén granularitou ¢astic. Tento parametr je
analyzovan na tzv. side scatteru (SSC). Intenzita tohoto zafeni je niz$i a je nutné zesilit ji
fotonasobicem. Poslednim méfenym parametrem je fluorescence o rizné vinové délce
(Eckschlager et al., 1999; Roubalovd, 2012). Slouc¢enim hodnot FSC a SSC do prostoru
definovaného osami x (FSC) a y (SSC) ziskame dvojrozmérné usporadani analyzovanych
castic dle jejich velikosti a denzity vnitiniho obsahu. Fotony, které dopadaji na fotodiodu ¢i
fotonasobi¢, jsou prevedeny na tok elektronti. Signal je nésledné proporéné zesilen na
meéfitelné hodnoty elektrického proudu, ktery je poté pfeveden v derivatoru na napét'ovy pulz.
Amplituda tohoto pulzu pak odpovida poctu detekovanych fotonti. Nasledné je napétovému
pulzu v ADC pievodniku ptidélena digitalni proménna. Pulzu o napéti 0-1000 mV je ptidélen
digitalni kanal 0-1000. Cislo kanalu je pievedeno do po¢itage, graficky zobrazeno a ulozeno
do paméti (Novak, 2014).



2.2 Imunofenotypizace

Pratokovda cytometriec je v  hematoonkologii vyuzivdna piedevSim pro
tzv. imunofenotypizaci bunc¢k. Tedy pro vySetieni kvalitativni 1 kvantitativni piitomnosti
specifickych markerti jak na povrchu bunék, tak v jejich cytoplasmé ¢i v jadre. Tyto markery
jsou poté¢ vyuzity k identifikaci vysetfovanych bunéénych populaci. Pro vySetfovani
hematologickych malignit se vyuziva analyza leukocytarnich antigent HCDM (Human Cell
Differentiation Molecules). Ty jsou definovany pomoci monoklonalnich protilatek a sefazeny
do Kklasifika¢niho systému, kde je kazdému antigenu pfifazeno oznaceni CD (Cluster of
Differentiation) a potadové Ccislo. Cilem imunofenotypizace je bud nalez kombinace
pozitivity a negativity bézné se vyskytujicich znakt, které tvofi tzv. pattern typicky pro
konkrétni onemocnéni, nebo jde o detekci nadorove specifickych markerti. Témito technikami

Ize take sledovat kvalitu §tépu krvetvornych bunék (Novak, 2014).

Princip imunofenotypizace je zaloZen na specifické vazbé monoklonélni protilatky na
cilovy antigen exprimovany na povrchu bunék. Specificka monoklondlni protilatka je
kovalentné konjugovana s fluorochromem excitovatelnym vhodnym zdrojem zaieni (laserovy
paprsek) z prutokového cytometru. Nasledujici emise zafeni fluorochromu je detekovéna a
analyzovana prutokovym cytometrem v odpovidajicim fluorescenénim detektoru. Rozdily
Vv intenzité fluorescence bun¢k umoziuji separaci bunéénych subpopulaci na zakladé exprese
analyzovaného antigenu. Znaceni bun¢k exprimujicich cilovy antigen je provedeno inkubaci
suspenze bunék s monoklondlni protilatkou a naslednou lyzi Cervenych krvinek. Znacené

buriky jsou poté analyzovany pomoci pratokového cytometru (Eckschlager et al., 1999).



2.3 Transplantace krvetvornych bunék

Objeveni a definovani histokompatibilniho systému (HLA; Human Leukocyte
Antigens) v 60. letech 20. stoleti umoznilo provedeni prvnich Gspé$nych transplantaci v roce
1968. Nejprve byli k transplantaci indikovani pacienti se selhanim funkce kostni diené ¢i
tézkou vrozenou poruchou imunity. Prvni uspéchy vedly k vyuziti této metody i v 1éCbe

malignich onemocnéni krvetvorby (Sedlagek et Riha, 2014).

2.3.1 Kostni dren

Kostni dien piedstavuje optimalni prostiedi pro dlouhodobé ptezivani HSCs
(Hematopoetic Stem Cells), jejich sebeobnovu, fizenou diferenciaci, uvoliiovani zralych
krevnich elementti do periferni krve a také pro vychytavani HSCs z periferniho obéhu a jejich
uhnizdéni v dieni (tzv. homing) (Pavlova et al., 2013). Krvetvorna kostni dieni je u dospélého
¢loveéka piitomna ve spongiozni ¢asti kratkych a plochych kosti. Zakladem krvetvorné kostni
dfené (tzv. stroma) je retikuldrni vazivo vytvéarejici sit’ se zabudovanymi ostrivky krvetvorné
tkan¢ a siti sinusoidnich kapilar. Do dfené jsou zanofeny vybézky kostni tkané s osteoblasty
(pfipadné osteoklasty). Dale se zde nachazi adipocyty a makrofagy. Obdobi krvetvorby
Vv kostni dfeni za¢ina asi v 10. tydnu intrauterinniho zivota. Postupné zde hematopoéza nabyva
na intenzité - a po narozeni béhem fyziologického vyvoje zcela nahradi krvetvornou ¢innost
jinych organtt krom& lymfatickych organt (brzlik, slezina atd.) a lymfatické tkané, kde
lymfopoéza pokracuje nadale. V kostni dieni tedy probihd erytropoéza, granulopoéza, tvorba
monocytl, lymfopoéza, megakaryopoéza a trombopoéza. Denni produkce krevnich bunék

kostni dfeni u dospé€lého ¢loveka je vice nez 215 miliard bunék (Slovacek et al., 2005).

2.3.2 Hematopoéza

Jelikoz zralé krevni buniky maji kratkou zivotnost, musi byt pribé€zné nahrazovany
bunikami novymi. HSCs se nachazi v kostni diteni vSech dospélych savci a davaji vzniknout
progenitorovym buikam, ze kterych se vyviji dalsi typy bunék. Tento proces se nazyva
hematopoéza (Orkin, 2008). Studie na mySich prokazaly, ze existuji dvé podskupiny HSCs.
Prvni zahrnuje dlouhodobé hematopoetické kmenové bunky (LT-HSCs; Long-Term
Hematopoetic Stem Cells), které jsou schopne trvalé sebeobnovy. Druha podskupina zahrnuje
kratkodobé hematopoetické kmenové bunky (ST-HSCs; Short-Term Hematopoetic Stem
Cells). Ty jsou schopny sebeobnovy ptiblizné po dobu osmi tydnt. ST-HSCs davaji vzniknout
multipotentnim progenitotovym bunkam, které se diferencuji do dvou bunéénych linii:

myeloidni progenitorové bunky (CMP; Common Myeloid Progenitor) a lymfoidni
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progenitorové bunky (CLP; Common Lymphoid Progenitor). CLP davd vzniku
T-lymfocytiim, B-lymfocytim a NK buiikam (Natural Killer cells). CMP je progenitor pro
myelomonocytarni progenitorové bunky a progenitorové buinky MEP (Megakaryocyte-
Erythroid Progenitor cell). Ty se dale diferencuji ve zralé bunky jako monocyty/makrofagy,

granulocyty, megakaryocyty/trombocyty, erytrocyty a mastocyty (Passegué et al., 2003).

Regulace dienové krvetvorby je multifaktorialni (Slovacek et al., 2005). Vlastnosti a
chovani HSCs jsou dany jejich expresnim profilem (exprese transkripénich faktort, inhibitory
bunécného cyklu, receptory pro hematopoetické rustové faktory) a vnéjSim prostiedim
(rastové  faktory a jiné cytokiny, pfima interakce s mezibunéfnou matriX)

(Pavlové et al., 2013).

2.3.3 CD Klasifikacni systém

V roce 1982 byl v Pafizi zalozen CD Kklasifikacni systém. CD molekuly ptedstavuji
bunécné diferenciaéni molekuly (HCDM). Jde tedy o identifikaéni membranové antigeny,
které se vyskytuji na normalnich i patologickych krevnich bunkach a k jejich detekci jsou
vyuzivany monoklonalni protilatky. Tyto molekuly plni mnoho funkci. Jsou soucasti APC
(Antigen Presenting Cell), slouzi jako receptory, adhezivni molekuly, kostimula¢ni molekuly
atd. Dosud bylo definovano pies 350 CD membranovych molekul, ale jejich pocet stéle roste
(Koubek, 2008; Vokurka, 2012). Studiem a klasifikaci CD molekul se zabyva organizace
Human Cell Differentiation Molecules neboli HCDM.
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Obr 2: Schéma lidské hematopoézy (Pfevzato z: Tesatova, 2007)
Pro ucely této prace byly stanovovany antigeny:

CD45 antigen (LCA,; Leukocyte Common Antigen) je transmembranovy glykoprotein
exprimovany témeéf na vSech hematopoetickych bunkach kromé zralych erytrocytta (Nakano,
1990).

CD34 antigen je transmembranovy fosfoglykoprotein  exprimovany na
hematopoetickych progenitorovych buiikach a téméf na vSech pluripotentnich kmenovych
burikach (Sidney, 2014). Vysoka prolifera¢ni aktivita CD34+ bunék je spojovana s uspéSnym
engraftmentem a mensimi komplikacemi po transplantaci kostni diené (Goodell, 1999). Zda
bude transplantace GspéSna a dojde k obnové krvetvorby, zavisi hlavné€ na dostate¢ném poctu
HSCs ve $tépu. Je tedy velmi dilezité urcit co nejpiesnéji jejich pocet, a tak zjistit kvalitu
§tépu. Z toho divodu se CD34 antigen vyuzivan jako hlavni molekularni marker HSCs
(Klabusay et al., 2007). Molekuly CD34+ se nachazi asi na 1-4 % jadernych bun¢k v kostni
dfeni, jak je znazornéno na Obrazku 2. Ty vSak piedstavuji nestejnorodou skupinu a obsahuji
rizna stadia a druhy bun¢k, jako jsou LT-HSCs, oligopotentni lymfoidni a myeloidni
progenitorové bunky. Neobsahuji vSak terminalné diferencované bunky (Potésilova, 2008).
Procentuélni zastoupeni CD34+ bunék lze provést pomoci prutokové cytometrie. Ziskané

hodnoty jsou pak pfepocitany na kilogram hmotnosti piijemce (Klabusay et al., 2007).



2.3.4 Uvod do transplantaéni imunologie

Obratlovci maji schopnost odmitnout transplantovanou cizi tkan (bunéény typ imunitni
obrany) a odpovidat na cizi rozpustné ¢i korpuskularni antigeny syntézou specifickych
protilatek (humoralni typ imunitni obrany). Tyto imunitni odpovédi jsou fizeny lymfatickymi
bunikami, které maji schopnost imunologické paméti a jsou tedy schopny reagovat na novy
kontakt se stejnym antigenem rychlou a intenzivni imunitni odpovédi (Eckstein, 1994).
Rozpoznat cizi latky od télu vlastnich umoziiuje organismu hlavni histokompatibilni systém
(MHC; Major Histocompatibility Complex). MHC je tvofen glykoproteiny vazici peptidy,
které jsou prezentovany T-lymfocytim. U lidi je MHC synonymum pro HLA
(Vanasek et al., 1996). HLA je klicova skupina bilkovin, které jsou lokalizovany jako
antigeny na povrchu bun¢k. HLA systém je polygenni a velmi polymorfni a HLA lokusy jsou
geneticky nejvariabilngj$imi kodujicimi lokusy. Cely komplex HLA genil je umistén na
kratkém raménku chromozomu 6. Z hlediska dédi¢nosti jsou vSechny alely kdédujici HLA
molekuly kodominantni, fidi se mendelovskym typem dédicnosti a dédi se vcelku jako blok —
tzv. haplotyp. Kazdy HLA genotyp je slozen ze dvou HLA haplotypt — jeden od otce a jeden
od matky. Spole¢né jsou exprimovany na buikach, kde ptedstavuji HLA fenotyp. Z toho
plyne, Ze sourozenci maji 25% pravdépodobnost, ze budou haploidenticti, 50%
pravdépodobnost, Ze budou sdilet stejny haplotyp a 25% pravdépodobnost, ze budou zcela
inkompatibilni. Geny HLA vykazuji pomérné€ t€snou vazbu gend, takze mezi nimi vyjimecné
probih& crossing-over. Tento fakt ma velky vyznam v transplanta¢ni hematologii pii hledani
HLA shodného nepiibuzného darce krvetvornych bunék. V soucasnosti je konsensus hledat
darce se shodou v 5 HLA genech, které oznacujeme jako ,.transplantacni geny“. Patii sem
HLA antigeny I. tfidy (-A, -B, -C) a HLA antigeny Il. tfidy (-DRB1, -DQBI1). Pfi kompletni
(alelické) shodé¢ v téchto lokusech hovofime o shodé na urovni 10/10, kterd je pro vysledek
nepiibuzenské transplantace optimalni. Nicméné dle klinické situace pacienta a dostupnosti
darce lze akceptovat i shodu 9/10, vyjimecné 8/10. Obecné se da fici, ze kazdd neshoda
v transplanta¢nich genech zhorSuje vysledky (celkové preziti) piiblizné o 5-10 %
(Jindra, 2013). Z piedchozich informaci lze usoudit, ze HLA typizace pied transplantaci
krvetvornych bunék (dale jen KB) ma obzvlast’ dilezity vyznam. JelikoZ se pii transplantaci
KB pienese darcovsky imunitni systém na piijemce, musi se pocitat pii existujicich
genetickych diferencich v HLA systému s reakci Stépu proti hostiteli (GvHD; Graft versus
Host Disease) (Eckstein, 1994).



2.3.5 Indikace k transplantaci u hematologickych malignit

Indikace k transplantacim KB se s progresivnim poznanim onkologickych onemocnéni
a svyvojem novych protinadorovych 1€kt méni. Alogenni transplantace KB jsou
Vv soucasnosti indikovany u pacientd s akutnimi leukemiemi a u nékterych pacientu s velmi
pokro¢ilymi chronickymi myeloidnimi leukemiemi (CML). Dale pak u pacienti
s myelodysplastickym syndromem (MDS) nebo lymfomy. U CML a MDS je to zatim jediny
dostupny kurativni pfistup. Autologni transplantace se pouzivaji v 1écbé mnohocetného
myelomu, lymfomi nebo akutni leukemie. Dale se pouzivaji pti 1é¢bé nékterych solidnich
tumort (Doubek 2007; Sedlacek et Riha, 2014; Slovacek et al., 2005)

2.3.6 Typy transplantace v hematoonkologii

Transplantace se déli:

- Podle zdroje krvetvornych bunék:
e BMT (Bone Marrow Transplantation) — transplantace kostni dfené
e PBSCT (Peripheral Blood Stem Cell Transplantation) — transplantace
perifernich kmenovych krvetvornych bunék
e CBT (Cord Blood Transplantation) — transplantace pupe¢nikové krve
- Podle dérce:
e Autologni transplantace
e Alogenni transplantace

e Syngenni transplantace

2.3.6.1 Autologni transplantace

Déarcem krvetvornych bunék je sam pacient (Slovacek et al., 2005). Krvetvorna tkan je
nemocnému odebrdna v dobé remise, je konzervovana a zamrazena do doby vlastni
transplantace, kterd nasleduje po podani vysokodavkové chemoterapie nebo celotélové
radiace (Slovacek, 2008). Tyto 1écebné procesy jsou velmi ucinné v 1é¢bé mnoha zhoubnych
nemoci, av§ak nenavratné poskozuji kostni dfenl. JelikoZ se jedna o krvetvorné bunky pfimo
od nemocného, nemusi pacient po transplantaci uzivat zadna imunosupresiva (Doubek, 2007).
Autologni transplantace sebou vSak nese riziko kontaminace transplantatu piitomnymi
nadorovymi buiikami, nebot’ protinddorovy ucinek je zajistén pouze piedtransplantacni

vysokodavkovou chemoterapii (Slovacek et al., 2005).
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2.3.6.2 Alogenni transplantace

Jedna se o ptevod krvetvornych bunék od jiného ¢Elovéka. Darcem byva HLA
kompatibilni sourozenec (alogenni piibuzna transplantace) nebo HLA kompatibilni
nepiibuzny darce (alogenni nepiibuzna transplantace). Vyhledavani kompatibilniho darce se
provadi pomoci Ceského a/nebo mezinarodniho registru pro transplantaci kostni dien¢
(Slovacek et al., 2005). U tohoto typu transplantace spociva lécebny efekt kromeé
chemoterapie a radioterapie v tzv. reakci $tépu proti leukémii (GvL; Graft versus Leukemia
efect). Nemocni pied transplantaci dostdvaji chemoterapii a radioterapii, kterd vSak nemusi
byt vysokodavkova. Tyto typy terapie délaji pouze misto a podminky v kostni dieni pro pfijeti
Stépu. Chemoterapie tedy nemusi odstranit vSechny nadorové buriky (Doubek, 2007).
Alogenni transplantace sebou nenese riziko kontaminace transplantatu nadorovymi bunikami a
navic obsahuje lymfocyty schopné identifikovat ptezivajici nadorové bunky piijemce
(Slovacek et al., 2005). U tohoto typu transplantace je pacientovi vzdy podavana
imunosupresivni 1é¢ba, aby organismus pacienta piijal §tép a nedoslo k odhojeni transplantatu

(Vorlicek et al., 2006).

2.3.6.3 Syngenni transplantace

Darcem je zdravé jednovajeéné dvojce. Geneticka identita musi byt prokazana
analyzou DNA obou sourozenct. Tato identita nevyvolava odhojovaci reakci, tudiz pacient
nemusi po transplantaci brat dlouhodobé imunosupresivni léky. Na druhou stranu vsak

nedochazi k reakci §tépu proti leukémii (Doubek, 2007; Slovacek et al., 2005).

2.3.7 Postup pFi transplantaci krvetvornych bunék

Samotnad transplantace krvetvornych bunék je realizovana v nékolika etapéch:
ptipravna faze, fadze odbéru a podani krvetvornych bunék, faze posttransplantacni

(Slovadek et al., 2005).

2.3.7.1 Pfipravnd faze

Pted kazdou transplantaci KB je provadéna pfedtransplantacni pfiprava (pfipravny
rezim), kterd zahrnuje ve vétSin¢ ptipadi vysokodavkovou chemoterapii, jejiz vyznam
spoc¢iva v eliminaci zbytkové nadorové populace v kostni dieni a tim zabrani rozvoji relapsu
onemocnéni. M4 troji efekt, a to masivni imunosupresi, vyrazny protinadorovy efekt a podili

se na vytvoreni mista pro pfijeti nové kostni diené.
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Piipravny rezim se da rozdélit na myeloablativni a nemyeloablativni:

Myeloablativni ptedtransplanta¢ni rezim zahrnuje vysokodavkovou chemoterapii
(cytostatika) s/bez celotélové radioterapie a celkovou davkou 10-15 Gy. Néazev je odvozen od
vedlejsiho ucinku této terapie, jimz je silné potlaceni az plné zniceni krvetvorby nemocného

(tzv. myeloablace).

Nemyeloablativni rezim neboli rezim s redukovanou toxicitou zahrnuje uzivani stiedni
davky cytostatik imunosuprese, jejiz navozeni je nezbytnym piedpokladem ptihojeni §tépu a
zamezeni jeho odhojeni. V poslednich letech se tento druh pfipravného rezimu uziva stale
Castéji (Indrék et al., 2006; Slovacek et al., 2005).

Z téchto poznatkl plyne, ze pro ucely autologni transplantace je odbér krvetvornych

bunck nutno provést pred podanim cytostatik.

2.3.7.2 Faze odbéru a podani krvetvornych bunék

Odbér krvetvornych bun¢k muize byt proveden klasickym odbérem kostni dien¢ nebo

odbérem krvetvornych kmenovych bunék z periferni krve (Svojgrova, 2006).

Odbér kostni diené je provadén v celkove anestezii z lopat kycelnich kosti. Odebira se
vice nez 1 litr dienové krve (Doubek, 2007). Odebrana krev je dale zpracovana, jelikoz
obsahuje smés bun¢k kostni dfené¢ a vétsi ¢i mensi ptimés periferni krve. Centrifugaci se
z krve odstrani ¢ervené krvinky (Mayer et Stary, 2002). Celkové mnozstvi jadernych bunék
by mélo byt 2-6.10% jadernych bunék na 1 kg hmotnosti pfijemce (Adam et al., 2004).
Diilezité je zminit, Ze tento postup se v CR jiz prakticky neuziva, jelikoZ je to invazivni a

bolestiva metoda.

Odbér krvetvornych bunék z periferni krve je provadén pomoci separatoru ze zily,
takze je to méné invazivni metoda. Pfedpokladem pro ziskani krvetvornych kmenovych bunék
z krve je jejich vyplaveni z kostni dfené do periferni krve (mobilizace). To se provadi pomoci
rustovych faktord, které jsou podany darci ¢i pacientovi nékolik dni pfed odbérem. Jedna se o
specifické bilkoviny, které za fyziologickych podminek reguluji riist a mnozeni krvetvornych
bunék (Doubek, 2007; Mayer et al., 1999). Objem ziskaného transplantatu je cca 200 — 300
ml. Vlastni nacasovani odbéru perifernich krvetvornych bunék je provadéno sledovanim
zastoupeni CD34+ bun¢k pomoci pratokové cytometrie ve vzorku darce. Kvalitni transplantat

by mél obsahovat 2,5.10% CD34+ buné&k na 1 kg hmotnosti piijemce (Slovacek et al., 2005).
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2.3.7.3 Kryokonzervace

V nékterych ptipadech se transplantace neprovadi ihned a $tép je tieba uchovat do
doby transplantace del$i dobu. Pfi zmraZeni samotnych bunék by se v nich vSak vytvotily
intracelularni krystalky ledu, které zplsobuji mechanické poskozeni bunécnych struktur.
NejbéznéjsSim zplsobem ochrany bunck je piidani tzv. kryoprotektiva, coz je chemikalie,
kterd interferuje s piechodem vody do pevného skupenstvi a tim zabrafuje tvorbé
intracelularnich krystalkti ledu. DéEli se na intracelularni (glycerol, DMSO, ethylenglykol atd.)
a extracelularni (sachar6za, propandiol atd.) (Zameénikova et al., 2010). V pifipadé uchovani
krvetvornych  bunék je ksuspenzi buné¢k piidan  dimethylsulfoxid (DMSO)
(Mayer et Stary, 2002). Krvetvorné buiiky s DMSO jsou nasledné uschovany ve specialnich

kontejnerech ve zmrazeném stavu v tekutém dusiku pii teploté -196 °C (Mayer et al., 1999).

DMSO je neelektrolyt snizkou molekuldrni hmotnosti, ktery ma jiz
v 1,0M koncentraci toxické u¢inky (Wowk, 2007). Toxicita DMSO je zavisla na teploté.
Dlouhodoba expozice DMSO o nizké koncentraci pii pokojové teploté mize byt pro buiky
letalni. Z tohoto divodu byly vyvinuty protokoly pro praci s DMSO pfi teplotach 2-4 °C. Dale
byl minimalizovan ¢as mezi aplikaci DMSO a pocatkem zamrazovaciho programu na
15 minut. Také je nutné, aby pfi rozmrazovani vaku s krvetvornymi bunikami pfed samotnou
transplantaci (ve vodni lazni pfi teploté 37-40 °C) byl vak vyjmut z vody ihned po roztani a
krvetvorné bunky ihned podany ptijemci (Hubel, 1997; Vanasek et al., 1996).

2.3.7.4 Faze posttransplantacni

24

transplantace krvetvornych bunék. Zacinaji se projevovat toxické Uc¢inky vysokodavkové
chemoterapie, mezi které patii pancytopenie, mukozitida, gastroenteritida, prijmy,
dermatitida, projevy neurotoxicity a kardiotoxicity, venookluzivni choroba s projevy tézké
jaterni dysfunkce a dalsi. Z tohoto diivodu je zahajovana komplexni podptlirna 1écba, zejména

protiinfekéni opatfeni a aplikace hemopoetickych ristovych faktort.

K vlastnimu piihojeni $t€pu dochdzi obvykle mezi 7. az 14. dnem po jeho pievodu.
Zde se muize vyskytnout rejekce Stépu a GvHD. Rejekce neboli odhojeni Stépu je zplisobeno
tim, Ze imunitni systém piijemce rozpoznd neidentické struktury v HLA a non-HLA
antigenech. GvHD je zpusobena lymfocyty ve $tépu darce, které rozpoznaji HLA-antigeny
pfijemce a vyvolaji imunitni reakci. GVHD se z ¢asového hlediska déli na formu hyperakutni

(rozviji se v prubéhu nékolika hodin), akutni (rozviji se v prub&éhu prvnich tfi mésici po
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transplantaci) a na formu chronickou. Za rozvoj akutni GVHD je zodpovédna tzv. cytokinovy
boufe, coz je kaskada reakci a interakcei tzv. zanétlivych cytokini (TGF-a, IL-1, IL-2, IL-4,
IL-5, IFN-y). Mezi klinické projevy akutni GvHD patifi makulopapuldrni kozni vyrdzka,
nevolnost, krvavé prijmy, cholestatickd hyperbilirubinémie a dalsi. Profylaxe a 1é¢ba GvHD

je zalozena na principu navozeni imunologické tolerance (Ferrara et al., 2009;

Slovacek et al., 2005).
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2.4 Malignity, v jejichZ terapii je uZivana transplantace krvetvornych

bunék

Zakladni déleni hematologickych malignit:

e leukemie
e lymfomy

e nadory z plazmatickych bunék

2.4.1 Akutni leukemie

Nadorova onemocnéni krvetvorby, jez maji klondlni pivod na urovni
hematopoetickych kmenovych bunék. Jsou charakteristické nekontrolovatelnou proliferaci
leukemickych blastli v kostni dfeni. Dle pfislusnosti blastii k myeloidni ¢i lymfoidni linii se
déli na akutni myeloidni leukemii (AML) a akutni lymfoblastickou leukemii (ALL)
(Salek, 2012). Vyznaluji se velmi rychlym pribshem a neléteny vedou k rychlé smrti
nemocného (Adam et Doubek, 2001).

2.4.1.1 Akutni myeloidni leukemie (AML)

AML predstavuje heterogenni skupinu neoplastickych onemocnéni
charakterizovanych proliferaci a akumulaci nezralych hematopoetickych bunék v kostni dieni
a jejich naslednym vyplavenim do periferni krve. Je definovana jako klonalni expanze
myeloblasti a predpoklada se, ze vznikd maligni transformaci kmenové hematopoetické
buiiky. Ta se dale diferencuje v myeloidni nebo myelomonocytéarni blasty. Za fyziologickych
podminek podléha proliferace blasti autoregulaénim mechanismim, avSak v ptipadé¢ AML se
jejich proliferace zcela vymyka kontrole (Doubek et Mayer, 2013). Akumulaci leukemickych
blasti je nasledné potlacena fyziologicka krvetvorba, coz vede k anémii, neutropenii a

trombocytopenii (Lowenberg, 2001).

AML je typickd chromozomalnimi zménami jako je delece chromosomu 5 a 7 nebo
anomalie dlouhého raménka chromosomu 11. Ke klinicky nejvyznamnégj$im molekulérné
genetickym zménam u AML patii pfitomnost fuznich geni PML/RARa, AMLI1/ETO,
CBFB/MYHI1 a mnoho dalsich. Tyto zmény vSak nejsou detekovatelné u vSech pacientti
s AML (Doubek et Mayer, 2013).

AML je nejcastéjsim typem akutni leukemie u dospélych pacientd. Piedstavuje 2-4 %

ze vSech malignich tumort a jeji incidence nartsta s vékem (Adam et Doubek, 2001) Zatimco
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v padesati letech ¢itd 3,5 ptipadd na 100 000 obyvatel, v sedmdesati letech dosahuje jiz
15 piipada na 100 000 obyvatel a v osmdesati letech je to dokonce 22 piipadt na 100 000
obyvatel za 1 rok (Salek, 2012). Nelééend AML ma fatalni disledky. Vétsina pacientt umira
do 11-12 tydnt z divodu selhani kostni dien¢ (infekce, krvaceni) (Deschler et Libbert, 2006).

2.4.1.2 Akutni lymfoblasticka leukemie (ALL)

Jedna se o maligni onemocnéni B-lymfoidnich (85 % vsech ALL) ¢i T-lymfoidnich
(15 % vSech ALL) progenitorovych bun¢k a je to nejcastéjsi malignita u déti. Méné nez 5 %
ALL je spojeno s dédi¢nymi predispozicemi (neurofibromat6za, Bloomtv syndrom, Downlv
syndrom, atd.). Ostatni ALL jsou dany specifickymi faznimi geny, hyperdiploidii ¢i

klonalnim pieskupenim imunoglobulint (Pui et al., 2008).

Nejcastéjsim fuznim genem, ktery se vyskytuje u déti, je TEL/AMLI1. Naopak
u dospélych se tento chiméricky gen vyskytuje velmi vzacné. Jen asi u 4 % détskych ptipad
ALL se vyskytuje fuzni gen BCR/ABLI. Jeho zastoupeni vSak roste u starSich pacientil a tvofi
az ¢tvrtinu vSech ALL. Derivovany chromozom 22, ktery nese tento fizni gen, se nazyva
Filadelfsky chromozom a je spojovan s chronickou myeloidni leukemii (CML). Dale se u
pacientd s ALL muze vyskytovat fuzni gen E2A/PBX1 (Zuna et al., 2013).

Incidence ALL v dospélé populaci je relativné nizka a ¢ini 1-2 piipady na 100 000
obyvatel. Nejcastéji se nachazi u déti ve véku 2-5 let. Druhy vrchol incidence je u nemocnych

starSich 50 let. S pomérem 1,4 : 1 lehce pievazuje u muza (Folber et al., 2015).

2.4.2 Chronické leukemie

Nadorova onemocnéni krvetvorby, ktera se vyznacuji pomalym a postupnym
pribé¢hem, kdy pacient nevyzaduje lé€bu meésice az roky. Dochazi ke klondlni expanzi
morfologicky zralejSich bunék se zachovalou schopnosti diferenciace, které vSak nemaji
normalni funkci a pfirozené neodumiraji. Z hlediska bunécného typu, ze kterého vznikaji,
je délime na chronickou myeloidni leukemii (CML) a chronickou lymfocytarni leukemii
(CLL) (Mayer et al., 2002).

2.4.2.1 Chronicka myeloidni leukemie (CML)

CML je nadorové proliferativni onemocnéni vznikajici transformaci pluripotentni
kmenové bunky. Typickym cytogenetickym nalezem asi v 95 % vSech CML je Filadelfsky
chromozom (Ph), ktery vznika reciprokou translokaci mezi chromozomy 9 a 22. Vznika fuzni

gen BCR/ABLL. Jeho transkripci vznika Bcr/Abll onkoprotein, coz je konstitutivné
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aktivovand tyrozinkinasa (TK). Ta aktivuje mitogenni signalni drahy, zasahuje do proliferace
bunék a snizuje jejich schopnost apoptdzy. Existuji i pacienti, ktefi nemaji Ph chromozom, ale

pouze fuzni gen BCR/ABLI (asi 5 % vSech CML).

U CML rozliSujeme 3 faze: chronickd (diagnéza u 90 % pacientli, dobra reakce na
1écbu), akcelerovana (postupné zhorSeni stavu a odpovedi na terapii) a blasticka (terminalni,

podobna akutni leukemii) (Rohor et Faber, 2013).

Incidence CML je 1-2 ptipady na 100 000 obyvatel a piedstavuje asi 15 % nové
diagnostikovanych leukemii v dospélém véku (Zackova, 2015).

2.4.2.2 Chronickd lymfocytarni leukemie (CLL)

CLL je nizce maligni lymfoproliferativni onemocnéni postihujici star$i populace. Je
charakterizovéna progresivni akumulaci perifernich monoklonalnich zralych B-lymfocytt
V lymfoidni tkani, kostni dfeni a periferni krvi. Hlavnim patofyziologickym defektem je

rezistence patologickych bunék k apoptoze (Hadrabova, 2015).

Patii mezi nejcastéjsi leukemie dospélého véku s incidenci cca 6 piipadi na 100 000
obyvatel, kdy muZi pfevazuji nad Zenami v pomé&ru 2,5 : 1 a CLL mé u muzi horsi prognozu.
Median véku nemocnych s CLL se pohybuje kolem 70 roku. Toto onemocnéni ma extrémné
variabilni pribéh. Mize to byt naprosto indolentni choroba, ktera nekrati Zivot a nevyzaduje
terapii nebo agresivni maligni onemocnéni s pomérné kratkou dobou pieZiti 1 pfes intenzivni

terapii (Kozak, 2008; Trbusek et al., 2013).

2.4.2.3 Myelodysplasticky syndrom (MDS)

MDS je definovan jako klonalni porucha krvetvorby. Dulezitou roli hraje inicialni
poskozeni kmenové hemopoetické buiiky, coz vede k tvorbé patologického klonu s urcitou
ristovou vyhodou. Stimulace proliferace ¢asnych prekurzort krvetvorby a zvysena apoptdza
zralejSich, na které se podili abnormalni imunitni odpovéd zvySenou sekreci nékterych
cytokini, vede ke vzniku dysplastické kostni diené a cytopenii v periferni krvi. Postupné

nartistd mnozstvi blastdl, coz vede ke vzniku AML (Cermak, 2005, 2016).

Poskozeni kmenové buniky miiZze nastat bud’ plisobenim toxické latky ¢i mutacemi.

o 24

monozomie chromozomu 7, delece 7q ¢i trisomie chromozomu 8 a dalsi.

MDS je pfevdzné onemocnénim starSich lidi. Median véku pacientii je okolo 72 let,
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muze vSak postihnout i mlad$i nemocné. Incidence onemocnéni se pohybuje okol 5 ptipadii
na 100 000 obyvatel. Avsak v populaci nad 70 let vé€ku stoupad na 26 ptipadt na 100 000
obyvatel a u pacientii nad 80 let je to aZ 48 ptipadii na 100 000 obyvatel (Cervinek, 2015).

2.4.3 Lymfomy

Predstavuji skupinu lymfoproliferativnich onemocnéni, ktera postihuji predevsim
sekundarni lymfatickou tkan a jsou charakteristické nekontrolovatelnou proliferaci lymfatické
tkané. V pozdéjsich stadiich se mize nadorové bujeni §ifit do dalSich tkani véetné kostni
dfené. Nemaji vSak tendenci uvoliiovat maligni buiiky do cirkulace. NejcastéjSim typem
lymfomu je Hodgkintiv lymfom, ktery predstavuje asi 35 % vSech lymfomi. Dale se sem tadi

lymfomy Non-Hodgkinova typu (Neuwirt et al., 1983).

2.4.3.1 Hodgkinuv lymfom (HL)

Jedna se o monoklonalni nadorové onemocnéni, které vychazi z lymfocytarnich bunék.
Vlastni nadorové bunky piedstavuji mononuklearni Hodgkinovy a polynuklearni Reedové-
Sternbergovy bunky (HRS), které vznikaji z postgerminalnich B-lymfocta. Ty se staly
nezavislé na regulaci bunék B-tfady a unikly apoptoze. Nadorovy infiltrat obsahuje maximalné
1 % HRS bunék, zbytek tvofi reaktivni tkan z malych lymfocytl, eozinofildi, neutrofild,

histiocyttl a plazmatickych bunék (Kral, 2013, 2014).

HRS bunky nejsou schopny produkovat funkéni molekuly imunoglobulint. Je to
promotoru kvuli nedostatku OCT-2 proteinu (octamer dependent transcription factor) nebo
jeho koaktivatoru BOB1 (B-cell-specific coactivator protein). Z cytogenetického hlediska se u
HRS buné&k nachazi chromozomalni translokace, inverze, duplikace a delece. Casto pievlada

hyperploidni karyotyp (Kral, 2013).

Onemocnéni postihuje nejcastéji mladé dospélé ve véku 20-30 let. Druhy vrchol
vyskytu HL je u starSich nemocnych nad 60 let veku (Krél et al., 2006). Incidence se
pohybuje kolem 3-4 ptipadi na 100000 obyvatel, kdy je zastoupeni muzi veétsi
vpoméru 1,5: 1. Rozdily vincidenci byly zaznamenany téz mezi etnikami, rasami a

komunitami s riznou socioekonomickou urovni (Indrék et al., 2006).

2.4.3.2 Non-Hodgkintv lymfom (NHL)

NHL ptedstavuje rtiznorodou skupinu lymfoproliferativnich onemocnéni, vznikajicich

maligni transpormaci lymfocytl na rGzné Grovni jejich vyzravani. Transformovana buika si
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zachovava funkéni i migracni schopnost normalnich lymfocyti a mize se tedy vyskytovat i

mimo lymfatickou tkan (Kabickova., 2011).

Vznik NHL byva spojovan jak schronickymi  zanétlivymi  procesy
(Helicobacter pylori, chlamydie), simunosupresi (vrozené ¢i ziskané poruchy imunity)
s virovou infekci (HIV, EBV, HHV-8), tak s dédi¢nou zatézi (riziko vzniku lymfomu je u

ptibuznych prvni linie 2-3x vyssi) (Sykorova et al., 2010).

Mezi NHL se fadi mnoho druhi lymfomd. VétSina z nich vznika z B-lymfocytu
(témét 80 %) a zbylé NHL jsou z T-lymfocytt. Mezi B-lymfomy patii difuzni velkobun&ény
lymfom B fady (40 % vSech lymfomt), folikularni lymfom (20 %), lymfomy z bunck
marginalni zony (8-10 %), lymfom z plastovych bunék (5 %) a dalsi. T-lymfomy zahrnuji
periferni T-lymfomy (10-15 %) (Trnény et Haber, 2006).

Incidence roste s vékem. Ve vékové skupiné mezi 40-49 rokem je primérné 8 piipadd
na 100 000 obyvatel. V populaci nad 70 let dosahuje incidence az na 50-70 piipadi na
100 000 obyvatel (Papajik et al., 2009). NHL je patym nejcastéj$im zhoubnym nadorem
Vv nasi populaci a s kazdym rokem jeho vyskyt nartsta o 4-5 % (Belada, 2010).

2.4.4 Nadory z plazmatickych bunék

Pro tuto skupinu neoplazii je charakteristickd nadorova expanze klond zralych,
terminalné diferencovanych B-lymfocyti produkujicich patologicky imunoglobulin. Byva zde
typicka pritomnost monoklonalniho imunoglobulinu v séru a/nebo v moéi (Krejéi, 2013).
Z tohoto divodu jsou tyto typy onemocnéni pojmenovany monoklonalni gamapatie. Do této
skupiny se fadi mnohocetny myelom, Waldenstromova makroglobulinémie, nemoc tézkych

fetézcu a dalsi (Neuwirt et al., 1983).

2.4.4.1 Mnohocetny myelom (MM)

Pro tuto nemoc je typicka infiltrace kostni dfené patologickymi plazmatickymi
bunikami s postupnym tutlakem fyziologické krvetvorby, pfitomnosti monoklonalniho
imunoglobulinu v krvi, mo¢i a osteolyticka loziska (Adam et al., 2008). MM tvoii 10 % vsech
hematologickych malignit (Krejci, 2013).

Patogeneze zahrnuje sérii genetickych zmén v bunce, které vedou K jeji nadorové
transformaci. Soucasné se rozviji zmény v mikroprostiedi kostni dfené, které podporuji

nadorovy riist. Dochazi také k selhani imunitniho systému. U vétSiny pacientil jsou pfitomny
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translokace oblasti imunoglobulinovych (Ig) gent. Az u 70 % je popisovéna translokace
oblasti tézkych fetézcli, u 20 % translokace oblasti lehkych fetézcl. Je zde také typicka
nestabilita genomu, ¢asto se vyskytuji numerické zmény v po¢tu chromozomu (ancuploidie).
Asi u 30 % pacientl se nachazi monozomie ¢i parcidlni delece chromozomu 13. Delece 17p13

spojend s alelickou ztratou p53 je pfitomna u asi 25 % piipadt (Krejéi, 2013).

Incidence MM je 2,6 piipadd na 100 000 obyvatel. S vékem se jeji vyskyt zvySuje a
Vv populaci ve v€ku 75-79 let je incidence az 16 piipadi na 100000 obyvatel
(Adam et al., 2008).

20



3. CIL PRACE

Cilem praktické ¢asti této bakalaiské prace bylo zvladnout techniku stanoveni viability

Stépu krvetvornych bunék pomoci priitokové cytometrie.

Dale zhodnotit, zda po aplikaci DMSO dochazi ke statisticky signifikantni zméné

viability §tépu krvetvornych bun¢k.
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4. MATERIAL A METODIKA

4.1. Testovana kohorta

Do analyzy bylo zahrnuto celkem 265 $tépa krvetvornych bunék od 152 nemocnych.
Me¢éieni viability bunék na zakladé exprese CD34+ kmenovych bunc¢k se provadélo u

113 pacientl pied podanim DMSO a u 152 pacientii po podani DMSO a kryokonzervaci.
4.2. Postup pri odbéru a kryokonzervaci krvetvornych bunék

4.2.1 Odbér vzorku a manipulace

Periferni kmenové buniky (PKB) resp. kostni dieit (KD) jsou odebirany pacientim a
ptibuzenskym HLA shodnym darcim. Odbér KD probihd na operaénim sale za sterilnich
podminek a dale je upravovan na separacni jednotce pomoci jednordzovych sterilnich
souprav. Odbér PKB a darcovskych lymfocyti se provadi na separaéni jednotce Hemato-
onkologické kliniky na separatoru krevnich elementi COBE OPTIA (COBE BCT, Inc, USA)
separa¢nimi sestrami pod dohledem separa¢niho 1ékatre. Odebira se 100 — 150 ml materiélu a
mnozstvi odebraného produktu se kontroluje vazenim. Po propusténi separacnim lékatfem jsou

Stépy zpracovavany v laboratofi tkanové banky (LTB).

4.2.1.1 Piiprava produktu ke kryokonzervaci

Pouzité reagencie pii kryokonzervaci:
*  DMSO (dimethylsulfoxid, WAK — CHEMIE MEDICAL GMBH; 10ml ampule)
* Albumin 5% (lék&rna FN Olomouc, 250ml ampule)

Pti kryokonzervaci je zpracovavano 50 ml separacniho produktu na jeden kryovak. Proto je
provadéna redukce objemu (sedimentace, centrifugace s naslednou kontrolou odebrané
plasmy) ¢i doplnéni objemu (plasmou déarce nebo 5% albuminem). Nejcastéji jsou zpracovany

2 kryovaky, tzn. 100 ml produktu.

4.2.1.2 Piiprava kryoprotektivniho roztoku

Do vaku ur¢eného na kryoprotektivni roztok je aplikovano 50 ml 5% albuminu. Tento
vak je soucasti prep-setu. Do stiikacky prep-setu je natdhnuto 30 ml 5% albuminu, vak
s albuminem je odvafen a vlozen do pfedem piedchlazené¢ho plastového obalu. Obsah
2 lahvicek DMSO (2 x 10 ml) je postupné natdhnut do 20ml stiikacky, které jsou nasledné

pfipojeny k prep-setu pies sterilni filtr a za stdlého michani vaku je pfepusténo 20 ml DMSO
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do vaku, ve kterém je jiz albumin. Albumin, ktery byl ponechan ve stiikacce prep-setu, je
pouzit k proplachnuti hadicek po priddni DMSO. Ve vaku se tedy nachazi 100 ml

20% DMSO. Vak prep-setu musi béhem celé procedury zistat v chladicim obalu.

4.2.1.3 Michéni $tépu krvetvornych bunék s kryoprotektivnim roztokem

Oba kryovaky jsou ulozeny do predchlazenych chladicich obalti na tfepacku. Pomoci
sttikacky prep-setu je pretazen kryoprotektivni roztok do kryovaku se separa¢nim produktem,
fadné promichan a hadicky jsou proplachnuty od kryoprotektivniho roztoku. V kryovaku se
nyni nachdzi 200 ml produktu. Nasledné je ptesunuto 100 ml produktu do druhého kryovaku.

Oba kryovaky jsou vlozeny do oznacenych sekundarnich obali a ty jsou pak svareny.

4.2.1.4 Odbér vzorkia z kryovaku

Vzorky jsou odebirany u prvniho kryovaku do stfikacky dvoucestného setu a u
druhého kryovaku do stiikacky prep-setu. Kryovak je vlozen do plasmaextraktoru. Strikackou
je dusledné z kryovaku odstranén vzduch a je odebrano cca 5 ml produktu na vzorky.
Kryovak a stiikacka jsou tésn€ odtaveny. Obsah stiikacky je rozd€len na piislusné vzorky pro
zjisténi krevniho obrazu. Tti kryoampule jsou urcené k vySetieni po aplikaci a tfi kryoampule

ke kontrole mrazeni (viabilita, kultivace CFU-GM, BFU-E a hemokultura).

4.2.1.5 Programované zamrazeni kryovaki

Programovany zamrazova¢ ICE-CUBE (SY-LAB, USA) je nutno zapnout
V dostate€ném Casovém piedstihu (jesté pied pfidanim DMSO ke $té€pu krvetvornych bungk).
Tim je zajiSténa kontrola pfistroje a soucasné jeho vytemperovani. Pracovnik provadéjici
kryokonzervaci se piihlasi do systému a spusti program zamrazovani. Déale je zahdjeno
vytemperovani komory. Po zadani pacientova jména se spusti cely program. Kryovaky jsou
thned po zataveni vloZeny do kovovych kazet, je zkontrolovano umisténi identifikacnich
udajli, kazety jsou dobfe uzavieny a umistény do programového zamrazovace. Spolu
s kryovaky jsou zamraZovany i kryoampule s odebranymi vzorky pro vySetfeni po aplikaci a
kontrolu mrazeni, kteréd je provadéna v nasledujicich dnech. Poté je spusténo vlastni mrazeni.
V komoie programovaného zamrazovace je vzdy umistén pilotni vzorek se zavedenym cidlem
obsahujici 100 ml albuminu a DMSO v 10% koncentraci, diky némuz je mozné sledovat
pokles teploty v kryovacich. Na monitoru ICE-CUBE se béhem mrazeni objevuje kiivka
poklesu teploty jednak v komoie a také v pilotnim vzorku, ktera musi byt pozvolna a bez
vykyvi. Po dosazeni teploty -150 °C je program ukoncen. Kryovaky v kovovych kazetach

jsou bezprostiedné po kryokonzervaci zanoteny do tekutého dusiku.
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4.3 Analyza krevniho obrazu a kvality §tépu

Analyza krevniho obrazu je provadéna pted pfidanim DMSO. Je stanoveno zastoupeni
CD34+ bun¢k (u alogenniho stépu navic CD3+, CD4+, CD8+, NK buiky), vitalita (pocet
jadernych bun¢k), vysledek kultivace CFU-GM + BFU-E a hemokultura z nativniho stépu.

4.3.1 Stanoveni CD34+ kmenovych bunék

Samotné stanoveni exprese CD34 antigenu je provadéno pomoci pritokového
cytometru (BD FACS CANTO™ II., USA) v analytickém software BD FACS Divav. 8.0.1.
Pro identifikaci a stanoveni procentudlniho zastoupeni vSech zivych CD34+ kmenovych
bunck ze vSech Zivych leukocyti v krevnim materidlu je pouZita souprava
CD34 QuantiFlowEx Kit (EXBIO, Praha, Ceska republika). Tato souprava obsahuje
nasledujici komponenty shrnuté v Tabulce I.

Tab. I: Obsah soupravy CD34 QuantiFlowEx Kit

Katalogové ¢islo Nazev komponenty Velikost baleni

ED7080-1 Staining Reagent 1ml
ED7080-2 7-AAD 1ml
ED7080-3 Lysing Solution 15 mi

Komponenta Staining Reagent obsahuje natedéné monoklonalni protilatky anti-
CD45 FITC, klon MEM-28 a anti-CD34 PE, klon 4H11(APG). Znacené protilatky jsou
nafedéné v optimalni koncentraci ve stabilizatnim fosfatovém pufru (PBS) obsahujicim
15mM azid sodny. Komponenta 7-AAD obsahuje natedény 7-Aminoactinomycin D (7-AAD),
vitalni barvivo v optimalni koncentraci ve stabilizatnim fosfatovém roztoku (PBS)
obsahujicim 15mM azid sodny. Lyza¢ni roztok (komponenta Lysing Solution) obsahuje
koncentrovany roztok na bazi chloridu amonného uréeny k lyze ¢ervenych krvinek. Roztok
neobsahuje fixativum. Tato komponenta musi byt pfed samotnym pouzitim nafedéna

v poméru 1:9 s deionizovanou vodou.

Pro znaceni krevniho vzorku je pouzita Dual Platform metoda. Do jedné zkumavky je
napipetovano 20 ul smési protilatek (Staining Reagent), 20 ul 7-AAD a 100 ul krevniho
vzorku. Zkumavka je poté jemné zvortexovana a inkubovana 20-30 minut pii laboratorni
teplot¢ v temnu. Dale jsou pfidany 2 ml lyzaéniho roztoku a zkumavka je inkubovéna

10 minut pfi laboratorni teploté v temnu.

24



Pomoci vhodného software jsou analyzovana naméfena data. Pro enumeraci procent
zivych CD34+ kmenovych bunék musi byt pouzit mezinarodné uznavany protokol spolecnosti
International Society for Hematotherapy and Graft Engineering, tzv. ISHAGE protokol. Na
zéklad¢ 5 optickych parametrii (2 parametry rozptylu svétla a 3 fluorescencni parametry) a
pomoci sekvenéniho a logického ohrani¢eni je mozné na zaklad¢ charakteristickych vlastnosti
identifikovat CD34+ kmenové buiiky. Skute¢né CD34+ kmenové burniky exprimuji CD34 a
CD45 antigen, kdy exprese antigenu CD45 je srovnatelna s expresi nezralych bunék. Exprese
je dostatecna pro identifikaci, je vSak niz$i nez exprese napi. lymfocyti. Skutecné CD34+
kmenové bunky maji také charakteristicky ptedni (FSC) i bocni rozptyl (SSC) svétla podobny
nezralym buitkdm a lymfocytim.

Monoklonalni  protilitka MEM-28 reaguje se vSemi formami lidského
CD45 antigenu (LCA) a molekulovou hmotnosti 180-220 kDa. Monoklonalni protilatka
4H11(APG) reaguje sClass [l epitopem lidského CD34 antigenu (Mucosialin)

s molekulovou hmotnosti 110-115 kDa.

4.4 Statisticka analyza

Naméfena data byla statisticky zhodnocena pomoci softwaru STATISTICA 12. Byl
proveden Two-Sample test (T-test), ve kterém byly porovndny naméiené hodnoty viability

pted a po aplikaci DMSO. Byla stanovena p-hodnota neboli statisticka vyznamnost.

25



5. VYSLEDKY

Pomoci pratokového cytometru bylo provedeno wurceni poctu viabilnich
CD34+ kmenovych bun¢k vyjadienych jako procento ze vSech zivych leukocytti. Méfeni se
provadélo u 113 stépa KB pied podanim DMSO a u 152 §téptt KB po podani DMSO a

kryokonzervaci. Jednotlivé hodnoty viability jsou uvedeny v Tabulce 11 a Ill.

Tab. 1I: Viabilita CD34+ kmenovych bunék ve $tépu pred ptidanim DMSO

Pacient % Pacient % Pacient % Pacient % Pacient %
. viabilnich C viabilnich C viabilnich C viabilnich ¢":. viabilnich
bunék bunék bunék bunék bunék

1 99,1 26 99,9 51 99,9 76 99,5 101 99,8
2 99,8 27 99,6 52 99,9 77 99,2 102 99,8
3 99,9 28 99,9 53 99,8 78 99,4 103 99,9
4 99,5 29 99,9 54 99,5 79 99,9 104 99,9
5 98,7 30 99,8 55 96,9 80 99,1 105 99,8
6 99,2 31 99,7 56 99,9 81 90,8 106 99,6
7 99,7 32 89,4 57 99,7 82 99,8 107 99,9
8 99,6 33 89,9 58 99,7 83 99,6 108 99,8
9 99,9 34 88,7 59 99,4 84 99,9 109 99,9

10 99,4 35 95,5 60 99,9 85 99,8 110 96,8

11 98,9 36 99,7 61 99,9 86 99,9 111 99,5
12 99,5 37 99,3 62 99,8 87 98,1 112 99,9
13 99,6 38 99,6 63 99,8 88 99,4 113 87,4
14 98,8 39 99,2 64 99,8 89 99,6

15 99,3 40 99,7 65 99,9 90 99,3

16 99,7 41 98,9 66 99,4 91 97,8

17 99,9 42 99,7 67 87,4 92 99,5

18 99,9 43 99,4 68 96,9 93 99,4

19 99,8 44 99,4 69 99,8 94 99,3

20 99,5 45 99,9 70 99,9 95 99,9

21 99,6 46 99,8 71 99,8 96 99,8

22 99,8 47 99,6 72 99,9 97 99,9

23 99,7 48 99,9 73 99,7 98 97,8

24 99,5 49 99,7 74 99,8 99 99,8

25 99,9 50 99,8 75 99,5 100 99,6
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Tab. I1I: Viabilita CD34+ kmenovych bunék ve $tépu po ptidani DMSO

Pacient

¥

C.
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% viabilnich  Pacient

bunék
68,1
70,1
77,0
55,1
24,2
67,1
60,9
76,6
59,0
79,6
76,2
77,6
70,6
71,5
73,8
87,4
70,1
73,8
77,3
76,5
64,8
83,0
47,0
57,5
45,1
72,1
64,8
76,3
79,2
79,1
68,5
52,1
72,0
60,3
65,4

¥

C.
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70

% viabilnich  Pacient

bunék
70,7
57,8
62,9
77,4
65,3
62,0
71,3
56,2
81,9
65,5
58,0
70,6
78,2
68,4
82,6
79,2
68,9
92,5
97,2
72,0
55,1
82,5
90,6
53,6
75,8
62,1
75,4
66,3
78,9
71,9
87,6
78,9
70,1
69,4
80,1

¥

C.
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91

100
101
102
103
104
105

% viabilnich  Pacient
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bunék
78,6
77,7
87,4
93,4
81,9
75,0
86,2
74,0
83,0
87,7
73,0
73,4
67,4
81,4
76,6
85,0
82,4
83,9
84,8
72,5
63,1
92,1
85,9
70,5
68,4
62,0
78,4
83,6
87,7
87,9
84,1
86,3
80,1
61,7
62,7

v

C.
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140

% viabilnich  Pacient

bunék
83,4
82,3
70,5
76,1
82,0
89,6
88,2
87,9
73,6
92,2
95,2
46,0
88,9
77,8
74,6
61,8
49,8
72,8
98,1
69,0
85,4
88,1
80,1
71,9
52,1
77,2
76,6
72,6
72,5
67,0
64,1
49,4
77,8
66,2
84,5

v

C.
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152

% viabilnich
bunék

82,6
80,6
79,5
77,8
62,8
67,2
47,5
80,2
56,9
57,3
59,5
52,8



Na Obrazcich 3 a 4 lze porovnat mnozstvi CD34+ kmenovych bunék v celém $tépu
pted a po aplikaci DMSO. Dle Obrazku 3-B lze jasné fici, ze mnozstvi mrtvych bunék je pied
aplikaci DMSO n¢kolikanasobné nizsi nez na Obrazku 4-B, ktery zndzoriiuje mnozstvi bunék

po aplikaci DMSO.
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Obr. 3: Cytometricka analyza §tépu: vzorek s vysokou viabilitou bunék pied aplikaci DMSO.

Obr. A: Vy¢lenéni CD45+ leukocytarni populace pomoci protilatky anti-CD45 FITC-A.
Non-leukocytarni populace ¢ervené, leukocyty CD45+ zelené, CD34+ buriky fialové.

Obr. B: Stanoveni viability pomoci barveni 7-AAD. V levé ¢asti scattergramu se nachazi viabilni populace
7-AAD negativni a v pravé ¢asti mrtvé butiky 7-AAD pozitivni.

Obr. C: Postup gatovani CD34+ bungk. Leukocyty CD45+ zelené, CD34+ bunky fialové.

Obr. D: Kvantifikace CD34+ kmenovych bun¢k. CD34+ buriky fialové.
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Obr. 4: Cytometricka analyza §tépu: vzorek s nizkou viabilitou bunék po aplikaci DMSO.
Obr. A: Vy¢€lenéni CD45+ leukocytarni populace pomoci protilatky anti-CD45 FITC-A.
Non-leukocytarni populace ¢ervené, leukocyty CD45+ zeleng, lymfocyty zluté, CD34+ butiky fialové.
Obr. B: Stanoveni viability pomoci barveni 7-AAD. V levé ¢asti scattergramu se nachazi viabilni populace
7-AAD negativni a v pravé ¢asti mrtvé butiky 7-AAD pozitivni.
Obr. C: Postup gatovani CD34+ bungk. Leukocyty CD45+ zelené, CD34+ bunky fialove.
Obr. D: Kvantifikace CD34+ kmenovych bun¢k. CD34+ bunky fialové.

29



Pomoci statistického zhodnoceni naméfenych hodnot viabilnich CD34+ kmenovych
naméfend hodnota viability CD34+ kmenovych bunék ve $tépu bez DMSO byla 87,4 % a
nejvyssi hodnota byla 99,9 %. Median hodnot byl stanoven jako 99,7 %. Po aplikaci DMSO
byla namétfena nejniz$i hodnota viability CD34+ kmenovych bunc¢k ve Stépu 24,2 % a
nejvyssi hodnota 98,1 %. Median hodnot byl 74,3 %. Tyto hodnoty jsou shrnuty
v Tabulce IV.

Tab. IV: Minimalni a maximalni hodnoty viability CD34+ kmenovych bun¢k $§tépu pied a po
aplikaci DMSO. Median hodnot.

Piitomnost Celkovy pocet Minimalni Maximalni Median
DMSO ve namérenych hodnota viability  hodnota viability [%%6]
Stépu viabilit Stépu [%] Stépu [%]
- 113 87,4 99,9 99,7
+ 152 24,2 98,1 74,3

Po provedeni T- testu byla ziskana p-hodnota, ktera byla rovna 0,000001, coz ukazuje
statisticky vysoce signifikantni rozdil v porovnavanych hodnotach. Ziskané hodnoty byly

zaneseny do grafti na Obrazcich 5-7.
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Obr. 5: Rozlozeni namé&fenych hodnot viability §t€pu bez DMSO
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Obr. 7: Srovnani hodnot DMSO- a DMSO+ §tépu

Bylo tedy prokédzano, Ze po aplikaci DMSO ke Stépu KB se statisticky snizi pocet

viabilnich CD34+ kmenovych bunék v celém Stépu.
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6. DISKUSE

Transplantace krvetvornych bunék je Casto jedinou kurativnhi metodou pii 1é¢bé
hematologickych malignit. Pti autologni transplantaci se vSak setkavame s problémem
dlouhodobého uchovani $§tépu, ke kterému musi byt piidano kryoprotektivum, které zabrani
zniceni bunék pii zamrazeni na velmi nizkou teplotu. V dnesni dob¢é se v hematoonkologii
nejéastéji vyuziva 10% DMSO, ktery ma sva pozitiva, ale i negativa. DMSO vykazuje uz

v nizkych koncentracich toxické G¢inky, které mohou zptisobovat odumirani bunék stépu.

Cilem této prace bylo ovéfit, zda toxické ucinky DMSO signifikantné ovliviiuji kvalitu
Stépu. Standardné se kvalita §t€pu krvetvornych bunék hodnoti na zakladé mnozstvi viabilnich
CD34+ bunék. Vysledky zahrani¢nich studii ukazuji, Ze pocet viabilnich CD34+ bunék
koreluje s tspésnosti piihojeni. Allan a kolektiv (Allan et al., 2002) analyzovali 36 vzorku
perifernich kmenovych bunék ur¢enych k autologni transplantaci. Median hodnot viabilnich
CD34+ bunék pii sbéru byl 3,6 x 10%kg a po rozmrazeni 2 x 10%kg. Bylo zjisténo, ze pii
medianu hodnot viabilnich CD34+ bunék po rozmrazeni <2,0 nebo 2,0-5,0 nebo
>5,0 x 10%kg, byl median doby piihojeni u krevnich desti¢ek 17, 12 a 10 dni a u neutrofil@
byl 13, 14 a 12 dni. U 92 % pacientl byla naméfena minimalni hodnota viabilnich CD34+
bunék (tedy 2 x 10%/kg), aviak pouze u 52 % znich bylo dosazeno této hodnoty v dobé
reinfuze. Toto snizené mnozstvi viabilnich CD34+ bunék pied reinfuzi mize byt uzitecné

v identifikaci pacient s rizikem selhani stépu (Allan et al., 2002).

Dale bylo zjisténo, ze na toxicit¢ DMSO se podili vice faktort. Jednim z nich je
teplota. Pomoci multiparametrové single platform metody byla na priutokovém cytometru
meéfena viabilita CD34+ bun€k a subtypt leukocytt. Vzorky byly nejdiive zamrazeny
s 10% DMSO a poté ponechany 30 minut v pokojové teploté nebo v teploté 4 °C. Naméfena
viabilita byla vyrazné nizs§i u vzorkti ponechanych pti pokojové teploté. U 10 vzorki bylo
pouzito 5% DMSO a medidn namétenych hodnot viabilnich CD34+ bunék byl 89 % (u 4 °C 1
u pokojové teploty) a u leukocyti byl 79 % pii 4 °C a 68 % pii pokojové teploté

(Fritsch et al., 2016). To poukazuje na moznou zavislost toxicity DMSO na jeho koncentraci.

V dalsi publikaci (Abrahamsen et al., 2002) byly prokazany lepsi vysledky viability
CD34+ bun¢k pii zamrazeni s 5% DMSO, nez s 10% DMSO. Experiment byl provadén u
stépu PBSC, ke kterym byl pridan 5% nebo 10% DMSO. Ty byly zamrazeny a uchovany
v tekutém dusiku po dobu 3-22 mésicti. Poté v nich bylo zméfeno mnozstvi viabilnich CD34+

bungk, které bylo vyssi ve vzorcich s 5% DMSO. Pouziti nizsi koncentrace by mohlo zlepsit
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kvalitu $tépu a zvysit tak pravdépodobnost ptihojeni HPCs (Abrahamsen et al., 2002).

Bylo v$ak otazkou, zda nizsi koncentrace DMSO neohrozi kvalitu $tépu a nezptsobi
odumirani bun¢k pfi zamrazeni. Byla publikovéna prace, ve které¢ bylo 20 vzorki PBSC
(o stejné koncentraci bunék) zamrazeno s 2%, 4%, 5% a 10% DMSO a uchovano v tekutém
dusiku po dobu 6-8 tydnt. Zaroven bylo se stejnymi koncentracemi DMSO zamrazeno
11 vzorktt PBSC o riizné koncentraci jadernych bun&k (150 a 300 x 10%/ml). Cilem bylo
zkoumat zvySovani koncentrace bunck pfi snizovani koncentrace DMSO. Poté byla méfena
hodnota viabilnich CD34+ bunék. Kryoprezervace PBSC o koncentraci bungk 150 x 108/ml
S 2% DMSO prokazala signifikantné niz8i viabilitu ve srovndni s 4% a 5% DMSO. Nicméné
pii zvyseni koncentrace bunék na 300 x 10%ml pii kryokonzervaci s5% DMSO bylo
pozorovano snizeni viability CD34+ bunék. Z toho vyplyva, ze pro kryoprezervaci PBSC je
optimalni koncentraci 5% DMSO a koncentrace jadernych bunék ve §tépu by neméla
piesahnout 200 x 108/ml (Liseth et al., 2005).

Dalsim kritickym faktorem v kryokonzervaci pomoci DMSO by mohlo byt
dlouhodobé uchovani §tépu. Byla provedena obsahla studie zahrnujici 262 pacientd, kteti
podstoupili autologni transplantaci po dlouhodobém uchovani $tépu (maximalné po dobu
18 let). 100 vzorkti bylo uchovano po dobu <1 rok (10% DMSO), 50 vzorkt uchovano
1-4,9 let (10% DMSO), 50 vzorkti uchovano 5-9 let (5% DMSO) a zbytek uchovan po dobu
>9 let (60 vzorku s 5% DMSO, 2 vzorky s 10% DMSO). Nebyl prokazan zadny signifikantni
rozdil ve viabilit¢ bunék pii kryoprezervaci s 5% ¢i s 10% DMSO. Ztoho divodu byly
skupiny s uchovanim $tépu po dobu 1-4,9 a 5-9 let spojeny do jedné a byly tak ziskany
3 skupiny (<1rok, 1-9 let a >9 let). Byl proveden ANOVA test (ANalysis Of VAriance),
ktery neprokdzal zadnou souvislost dlouhodobého skladovani Stépu s Gisp&Snosti piihojeni

(Veeraputhiran et al., 2010).

V soucastnosti se vyvijeji nova kryoprotektiva a kryokonzervaéni techniky s lepSimi
vlastnostmi. Tradi¢né se HSCs zamrazuji s DMSO v kombinaci s albuminem, dextranem-40
nebo s fyziologickym roztokem. Byla provedena studie zkoumajici vyuziti CryoStor'™
v zamrazovani HSCs z pupecnikové krve (CB, Cord Blood). Vzorky CB byly zamrazeny
ttemi rGznymi zpiisoby: v kombinaci s dextranenm-40 v 10% DMSO, s CryoStor™
v 10% DMSO nebo s CryoStor™ v 5% DMSO. Pied zamrazenim byly odebrany leukocyty a
CD34+ bunky ke stanoveni viability §tépu. Vlastni vzorky s kryoprotektivy byly zamraZeny a

uchovany v tekutém dusiku po dobu minimaln¢ 72 hodin. Poté byly rychle rozmrazeny
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pii 37 °C a byla stanovena viabilita CD34+ bunék a CFU (Colony-Forming Unit) test.
Vysledky ukazaly, e buiiky zamrazené s CryoStor™ v 10% DMSO vykazovaly vyrazng lepsi
obnovu populaci leukocytt (P<0.001), i CD34+ (P<0.001), vyssi viabilitu i pocet CFU
(P<0.001) v porovnani s dextranem v 10% DMSO. CryoStor™ v 5% DMSO také vykazoval
zlepeni v hodnotach leukocytii a CFU. D4 se tedy fici, Ze vyuziti kombinace CryoStor™
s 5% ¢i 10% DMSO prinese zlepseni obnovy HSCs a viability CD34+ bun¢k (Stylianou et al.,
2006).

Pomoci naSeho experimentu bylo prokazano, ze po aplikaci 20% DMSO dojde ke
statisticky signifikantnimu snizeni poctu viabilnich CD34+ bun¢k. V dalsi fazi vyzkumu
bych se rada hloubé&ji vénovala vlivu kryoprotektiv na viabilitu $tépu s cilem posoudit dopad
koncentrace DMSO na rizné bunécné S$tépy. Lze predpokladat, ze individualizované
stanoveni poméru kryoprotektiv ku kmenovym bunkdm muze vést k jejich lepSimu piezivani,

a tim pfispét k vyssi uspéSnosti transplantaci krvetvornych bunék.
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7. ZAVER

V teoretické c¢asti byla zpracovana literarni reSerSe zabyvajici se problematikou
hematologickych malignit, transplantace krvetvornych bun€k, kryoprezervace Stépu

s vyuzitim DMSO a stanoveni viability CD34+ bun¢k pomoci priitokového cytometru.

V praktické Casti byla popsdna metodika zpracovani Stépu a méteni jeho kvality. Dale
zde byly shrnuty vysledky stanoveni poctu viabilnich CD34+ bunck pied a po aplikaci
DMSO.

Pomoci statistické analyzy bylo zjisténo, ze po aplikaci DMSO dojde ke statisticky

signifikantnimu snizeni viabilnich CD34+ krvetvornych bungk.

Problematika transplantaci krvetvornych bun€k je jednim z horkych témat soucasné
hematoonkologie. Pokroky v laboratorni i klinické medicing spolu s rozsifovanim védomosti
o molekularnich podkladech transplanta¢ni biologie zde pfinaseji své ovoce v podobé lepsi
péfe o nemocné, kterd se projevuje vyznamnym navySenim UspéSnosti terapie

hematologickych malignit, jiz jsou transplantace krvetvornych bun¢k nedilnou soucasti.

35



8. POUZITA LITERATURA

10.

Abrahamsen, J., Bakken, A., Bruserund, @. (2002): Cryopreserving human peripheral
blood progenitor cells with 5% rathher than 10% DMSO results in less apoptosis and
necrosis in CD34+ cells. Transfusion 42: 1573 — 1580.

Adam, Z., Doubek, M., Penka, M., Tomiska, M. (2001): Akutni myeloidni leukemie. In:
Adam, Z., Vorlicek, J.: Hematologie II. Piehled malignich hematologickych

onemocnéni, pp. 38 — 42, Grada, Praha

Allan, D., Keeney, M., Howson-Jan, K., Popma, J., Weir, K., Bhatia, M., Sutherland, D.,
Chin-Yee, 1. (2002): Number of viable CD34+ cells reinfused predicts engraftment in
autologous hematopoietic stem cell transplantation. Bone marrow transplantation 29:
967 —972.

Belada, D. (2010): Udrzovaci lé¢ba rituximabem u ne-Hodgkinovych lymfomu -
moznosti v roce 2010. Onkologie 4: 196 - 201.

Cermak, J. (2016): Myelodysplasticky syndrom v roce 2016. Onkologie 10: 114 - 119.

Cerméak, J., Vitek, A., Michalova, K., Bfezinova, J., Zemanova, Z. (2005):
Myelodysplasticky syndrom v novém tisicileti: Jak klasifikovat a jak 1é¢it nemocné?.
Vnitini 1ékarstvi 51: 20 - 30.

Cervinek, L. (2015): Myelodysplasticky syndrom. Onkologie 9: 112 - 118.

Dean, P., Hoffman, R. (2007): Overview of Flow Cytometry Instrumentation. Current
Protocols in Cytometry 39: 1.1:1.1.1-1.1.8

Deschler, B., Libbert, M. (2006): Acute myeloid leukemia: epidemiology and etiology.
Cancer 107: 2099 - 2107.

Doubek, M. Typy, darci a indikace k transplantacim. In: Ceska onkologicka spole¢nost
Ceské lékai'ské spolecnosti Jana Evangelisty Purkyné [online]. Jan 5, 2007 [cit. 2017-02-

15]. Dostupné z: http://www.linkos.cz/transplantace-krvetvornych-bunek/typy-darci-a-

indikace-k-transplantacim/

36


http://www.linkos.cz/transplantace-krvetvornych-bunek/typy-darci-a-indikace-k-transplantacim/
http://www.linkos.cz/transplantace-krvetvornych-bunek/typy-darci-a-indikace-k-transplantacim/

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Eckschlager, T. (1999): Prutokova cytometrie v Klinické praxi, Grada, Praha.
Eckstein, R. (1994): Imunohematologie a transfuzni l1€katstvi, Diag Human, Praha.

Ferrara, J., Levine, J., Reddy, P., Holler, E. (2009): Graft versus Host Disease. Lancet
373: 1550 - 1561.

Folber, F., Hrabovsky, S., Doubek, M. (2015): Akutni lymfoblasticka leukemie
dospélych. Onkologie 9: 125 - 127.

Fritsch, G., Frank, N., Dmytrus, J., Frech, C., Pichler, H., Witt, V., Geyeregger, R.,
Scharner, D., Trbojevic, D., Zipperer, E., Printz, D., Worel, N. (2016): Relevance of
flow cytometric enumeration of post-thaw leucocytes: influence of temperature during

cell staining on viable cell recovery. Vox Sanguinis 111: 187 — 196.

Goodell, M. (1999): CD34+ or CD34-: does it really matter?. Blood 94: 2545 - 2547.
Hadrabova, M. (2015): Chronicka lymfocytarni leukemie. Onkologie 9: 107 - 111.
Hubel, A. (1997): Parameters od cell freezing: Implications for the cryopreservation of
stem cells. Transfusion Medicine Reviews 11: 224 — 233.

Indrék, K. (2006): Hematologie, Triton, Praha.

Jindra, P. (2013): HLA systém a jeho vyznam v hematologii. In: Pospisilova, S.,
Dvotakova, D., Mayer, J.: Molekularni hematologie, pp. 76 — 84, Galén, Praha.

Kabickova E. (2011): Non-hodgkinské lymfomy. In: Baj¢iova, V., Stérba, J., Tomasek,
J.: Nadory adolescentti a mladych dospélych, pp. 35 - 42, Grada, Praha.

Klabusay, M., Sukova, V., Kofistek, Z., Mayer, J., Vorlicek, J. (2007): Subpopulac
CD34+ bunck a jejich vyznam pro piihojeni St€pu u piibuzenskych alogennich

transplantaci perifernich kmenovych bunék. Vnitini lékaistvi 53: 646 - 651.

Koubek, K. (2008): Lidské leukocytarni antigeny z hlediska CD klasifikace. Vnitini
1ékatstvi 54: 402 - 409.

37



24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

Kozék, T. (2008): Chronicka lymfocytarni leukemie. Onkologie 2: 156 - 162.

Kral, Z. (2013): Hodgkinsky lymfom. In: Pospisilova, S., Dvofakova, D., Mayer, J.:
Molekularni hematologie, pp. 255 — 256, Galén, Praha.

Kral, Z. (2014): Lécba lokalizovaného stadia Hodgkinova lymfomu. Onkologie 8: 112 -
116.

Krejéi, M. (2013): Neoplazie plazmatickych bunék. In: Pospisilova, S., Dvoiakova, D.,
Mayer, J.: Molekularni hematologie, pp. 240 — 242, Galén, Praha.

Liseth, K., Abrahamsen, J., Bjarsvik, S., Grgttebg, K., Bruserund, @. (2005): The
viability o cryopreserved PBSC depends on the DMSO concentration and the
concentration of nucleated cells in the graft. Cryotherapy 7: 328 — 333.

Léwenberg, B. (2001): Prognostic factors in acute myeloid leukaemia. Best Pract Res
Clin Haematol 14: 65 - 75.

Mayer, J., Stary, J. (2002): Leukemie, Grada, Praha.

Mayer, J., Vorlicek, J., Koftistek, Z., Hoffova, V., Koutna, I., Navratilova, D. (1997):
Vysokodavkovana protinddorova chemoterapie s transplantaci krvetvornych bunék:

Informace pro nemocné, Fakultni nemocnice Brno, Brno.

Nakano, A., Harada, T., Morikawa, S., Kato, Y. (1990): Expression of leukocyte
common antigen (CD45) on various human leukemia/lymphoma cell lines. Acta
Pathologica Japonica 40: 107 — 115.

Neuwirt, J., Ne¢as, E., Kornalik, F., Sulc, K. (1983): Patofyziologie krve, Avicenum,
Praha.

Novak, M. (2014): Pritokova cytometrie. In: Cibicek, N., Vacek, J.: Principy a vyuZziti
vybranych analytickych metod v laboratorni medicing, pp. 131 — 139, Univerzita

Palackého v Olomouci, Olomouc.

Orkin, S., Zon, L. (2008): Hematopoiesis: An Evolving Paradigm for Stem Cell Biology.

38



36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

Cell 132: 631 - 644.

Papajik, T., Trnény, M., Vasova, 1., Belada, D., Jankovska, M., Jindra, P., Muzik, J.,
Pavlik, T., Dusek, L., Indrak, K. (2009): Epidemiologie ne-hodgkinovych lymfoma v
Ceské republice, Evropé a Severni Americe. Onkologie 3: 141 - 146.

Pavlova, S., Létalova, E., Doubek, M. (2013): Hematopoéza, imunitni systém, pfestavby
imunoglobulint. In: PospiSilova, S., Dvorakova, D., Mayer, J.: Molekularni

hematologie, pp. 65 — 75, Galén, Praha.

Potésilova, M. (2008): Genomické profilovani CD34+ buncék pacienti s CML.

Masarykova univerzita, Brno.

Pui, Ch., Robinson, L., Look, T. (2008): Acute lymfoblastic leukaemia. The Lancet 371:
1030 - 1043.

Rohon, P., Faber, E. (2013): Chronickd myeloidni leukémie. In: PospiSilova, S.,
Dvotakova, D., Mayer, J.: Molekularni hematologie, pp. 178 — 186, Galén, Praha.

Roubalova, L. (2012): Prutokova cytometrie [online]. FONS Bulletin [cit. 2016-12-10].
Dostupné z: http://www.bulletinfons.cz/22012/labol.pdf

Sedlaéek, P., Riha, P. (2014): Alogenni transplantace kmenovych bunék v 1é¢bé
malignich onemocnéni krvetvorby u déti. Onkologie 8: 121 - 123.

Sidney, L., Branch, M., Dunphy, S., Dua, H., Hopkinson, A. (2014): Concise review:
Evidence for CD34 as a common marker for diverse progenitors. Stem cells 32: 1380 —
1389.

Slovacek, L. (2008): Transplantace krvetvornych bun¢k a kvalita Zivota, Triton, Praha.

Slovacek, L., Jebavy, L., Blazek, M., Kmoni¢ek, M., 74k, P. (2005): Transplantace
kostni diené. Vojenské zdravotnické listy 74: 125 - 134.

Stylianou, Ms., Vowels, M., Hadfield, K. (2006): Novel cryoprotectant significantly
improves the post-thaw recovery and quality of HSC from CB. Cytotherapy 8: 57 — 61.

39


http://www.bulletinfons.cz/22012/labo1.pdf

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

Sykorova, A., Belada, D., Smolej, L., Pytlik, R., BeneSova, K., Vasova, 1., Papajik, T.,
Salek, D., Prochazka, V., Matuska, M., Brejcha, M., Kubackova, K., Kabickova, E.,
Mocikova, H., Campr, V., Trnény, M. (2010): Urcovani rozsahu onemocnéni u non-
Hodgkinovych lymfomi — doporuceni Kooperativni lymfomové skupiny [online].
KlinickA onkologie 23: 146 - 154 [cit. 2017-03-17] Dostupne z:
http://www.linkos.cz/files/klinicka-onkologie/156/3633.pdf

Sélek, C., (2012): Diagnostika a 1é&ba akutnich leukemii. Interni medicina pro praxi 14:
366 - 372.

Svojgrova, M., Koza, V., Hamplova, A. (2006): Transplantace kostni diené - priivodce
vasi 1écbou [online]. F. S. Publishing, Plzen. [cit. 2017-02-27]. Dostupné z:
http://www.kostnidren.cz/registr2014/pdf/Pruvodce_transplantaci.pdf

Trbusek, M., Mraz, M., Doubek, M. (2013): Molekularni patogeneze chronické
lymfocytarni leukémie. In: Pospisilova, S., Dvofdkova, D., Mayer, J.: Molekularni

hematologie, pp. 233 — 239, Galén, Praha.

Trnény, M., Haber, J. Maligni lymfomy. In: Cesk4 onkologicka spoletnost Ceské
1ékaiské spolecnosti Jana Evangelisty Purkyné [online]. Sep 26, 2006 [cit. 2017-02-20].
Dostupné z: http://www.linkos.cz/lymfomy-c81-85/maligni-lymfomy/#typy

Vanasek, J., Stary, J., Kavan, P., Vanasek, J. (Jr.). (1996): Transplantace kostni dieng,
Galén, Praha.
Veeraputhiran, M., Theus, J., Pesek, G., Barlogie, B., Cottler-Fox, M. (2010): Viability

and engraftment of hematopoietic progenitor cells after long-term cryopreservation:
effect of diagnosis and percentage dimethyl sulfoxide concentration. Cytotherapy 12:
764 -766.

Vorlicek, J., Abrahamova, J., Vorlickova, H. (2006): Klinicka onkologie pro sestry,
Grada, Praha.

Wowk, B. (2007): How cryoprotectants work. Cryonics 28: 3 — 7.

40


http://www.linkos.cz/files/klinicka-onkologie/156/3633.pdf
http://www.kostnidren.cz/registr2014/pdf/Pruvodce_transplantaci.pdf
http://www.linkos.cz/lymfomy-c81-85/maligni-lymfomy/#typy

56. Zameénikova, M., Vilimova, S., Panosova, M. Vyuziti metod asistované reprodukce. In:
Postgraduélni medicina [online]. Sep 3, 2010 [cit. 2017-03-10]. Dostupné z:
http://zdravi.euro.cz/clanek/postgradualni-medicina/vyuziti-metod-asistovane-
reprodukce-454090

57. Zuna, J., Hrusék, O., Trka, J. (2013): Prekurzorové B-bunécéné a T-bunécné neoplazie.
In: Pospisilova, S., Dvorakové, D., Mayer, J.: Molekularni hematologie, pp. 224 — 231,

Galén, Praha.

58. Zagkova, D. (2015): Chronickd myeloidni leukemie v roce 2015. Onkologie 9: 119 -
122.

59. Zivn}'/, J., Vokurka, M. (2012): Poruchy imunitniho systému. In: Vokurka, M., Kofranek,
J., Marsalek, P., Maruna, P., Nedas, E., Sulc, K., Zivny, J.: Patofyziologie pro nelékatské
sméry, pp. 65 - 78, Karolinum, Praha.

41


http://zdravi.euro.cz/clanek/postgradualni-medicina/vyuziti-metod-asistovane-reprodukce-454090
http://zdravi.euro.cz/clanek/postgradualni-medicina/vyuziti-metod-asistovane-reprodukce-454090

9. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

7-AAD 7-Aminoactinomycin D

ADC Analog-to-Digital Converter; analogové digitalni pfevodnik
ALL Akutni lymfoblasticka leukemie

AML Akutni myeloidni leukemie

APC Antigen Presenting Cell

BFU-E Burst Forming Unit-Erythrocyte

BMT Bone Marrow Transplantation

BOB1 B-cell-specific coactivator protein

CB Cord Blood

CBT Cord Blood Transplantation

CD Cluster of Differentiation

CFU Colony-Forming Unit

CFU-GM Colony Forming Unit-Granulocyte Macrophage

CLL Chronicka lymfocytarni leukémie

CLP Common Lymphoid Progenitor

CML Chronicka myeloidni leukémie

CMP Common Myeloid Progenitor

DMSO Dimethylsulfoxid

EBV Epstein-Barr Virus

FITC Fluorescein isothiokyanét

FSC Forward scatter

GvHD Graft versus Host Disease; reakce §tépu proti hostiteli
GvL Graft versus Leukemia efect; reakce §tépu proti leukémii
Gy Gray

HCDM Human Cell Differentiation Molecules

HHV-8 Human Herpesvirus 8
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HIV

HL

HLA
HRS
HSCs
IFN—y

Ig

IL
ISHAGE
KB

KD

kDa

LBT

LCA
LT-HSCs
MDS
MEP
MHC
MM

NHL

NK buniky
OCT-2 protein
p53
PBSCT
PE

Ph chromozom

PKB

Human Immunodeficiency Virus

Hodgkintv lymfom

Human Leukocyte Antigens; lidské leukocytarni antigeny
Hodgkin and Reed/Sternberg cell; Reedové-Sternbergovy buriky
Hematopoetic Stem Cells; hematopoetické kmenové bunky
Interferon-y

Imunoglobulin

Interleukin

International Society for Hematotherapy and Graft Engineering
Krvetvorné buiky

Kostni dien

Kilodalton

Laboratot tkdnové banky

Leukocyte Common Antigen

Long-Term Hematopoetic Stem Cells

Myelodysplasticky syndrom

Megakaryocyte-Erythroid Progenitor cell

Major Histocompatibility Complex

Mnohocetny myelom

Non-Hodgkintiv lymfom

Natural Killer cells

Octamer dependent transcription factor

Tumor supresorovy protein

Peripheral Blood Stem Cell Transplantation

Phycoerythrin

Filadelfsky chromozom

Periferni kmenové bunky
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SSC Side scatter

ST-HSCs Short-Term Hematopoetic Stem Cells
TGF-a Transforming Growth Factor-a
TK Tyrozinkinasa
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