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Dosadasnja saznanja

Hematopoeza se odvija u hemobiolosSkom "sistemu™ koji predstavlja jednu kompleksnu
funkcionalnu, ali ne i anatomski precizno odredljivu celinu. Cine ga razlicita tkiva/organi koji
ucestvuju U stvaranju ili "genezi krvnih ¢elija — kostna srz (KS), timus, slezina, limfni ¢vorovi,
limfno tkivo digestivnog trakta i koZa. Za vreme embrionalnog razvoja hematopoeza se odvija
u zumancanoj kesi. U ranom fetalnom Zivotu, hematopoetski organ je jetra, a potom kostna srz.
Kostna srZ po svojoj masi spada u najvece "organe”, Cini jedan od najslozenijih
multifunkcijskih sistema organizma. U njoj se odvijaju, u prvom redu, procesi stvaranja krvnih

¢elija ili hematopoeze pod kontrolom regulatora — medijatora/modulatora.

Stvaranje zrelih ¢elija odigrava se konstantno iz primitivnih (toti/multi/pluripotentnih) i
zrelijih mati¢nih ¢elija (MC) pod regulacijom faktora rasta (citokina sa hematopoeznim
dejstvom) i drugih celularnih i humoralnih &inilaca mikrosredine. Tako, pored MC, za
proces hematopoeze od posebnog su znacaja ¢elije mikrosredine koje deluju meducelijskim
intereakcijama, odnosno sintezom ili ekspresijom regulacijskin molekula — na primer,
stromalne ¢elije, koje pripadaju mezenhimu (endotelske celije, fibroblasti i osteoblasti) ili
¢elijama hematopoetskog tkiva (makrofazi). One stvaraju specificne komponente
ekstracelularnog matriksa (ECM), a takode produkuju citokine sa hematopoetskim efektima
(1-4).

Na taj nacin, regulatore ove mikrosredine moguce je podeliti na citokine koji kontrolisu
samoobnavljanje, proliferaciju i diferentovanje MC i na adhezivne molekule Kkoji
potpomazu proces hematopoeze u kostnoj srzi i koji su posrednici u fizickoj vezi izmedu

MC i stromalnih éelija mikrosredine. Od bioloski aktivnih molekula koji uéestvuju u
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regulaciji hematopoeze jedno od centralnin mesta zauzimaju citokini — faktori rasta
hematopoeze. Organizovani u vidu slozene citokinske mreze, oni deluju na ve¢ spomenute
procese samoobnavljanja, proliferacije i diferentovanja, ali ucestvuju 1 u regulaciji
plasti¢nosti ili "transdiferentovanja” MC u posebnim okolnostima. Ukratko, plasti¢nost
podrazumeva da MC ispoljavaju potencijal transformacije u ¢elije razli¢itih loza. MC mogu
da ispoljavaju dve vrste plasti¢nosti — intrahematopoeznu (unutrasnju ili linijsku) i
intersistemsku. Prvo je svojstvo opredeljenih hematopoeznih MC da mogu da se
"konvertuju™ u ¢elije druge krvne loze. Intersistemska plasti¢nost podrazumeva sposobnost
MC da se u odgovarajuéim uslovima diferentuju u ¢elije miokarda, ¢elije jetre, epitelne
¢elije, nervne celije — te se one primenjuju u kardiologiji, neurologiji i drugim medicinskim

disciplinama u cilju obnove oste¢enog tkiva.

U fazi fizioloSke ravnoteZze hematopoeze u kostnoj srzi dnevno se stvara nekoliko
biliona krvnih ¢elija. Kada postoje povecane potrebe za pojedinim vrstama krvnih ¢elija,
procesi hematopoeze mogu biti desetostruko ili joS vise povecani. Tako, usled delovanja
Stetnih fiziko-hemijskih agenasa i/ili bolesti, moZze do¢i do naruSavanja ravnoteze
(homeostaze) hematopoeze, uprkos delovanju kompenzatornin mehanizama. U takvim
okolnostima potrebno je primenjivati leCenje (hemoterapiju u Sirem smislu) — ¢iji je cilj
fizicka nadoknada i/ili bioloSka stimulacija stvaranja deficitarnih sastojaka krvi. U kostnoj
srzi — pored hematopoeze — odigravaju se i neki drugi hemobiolo3ki procesi. Zajedno sa
slezinom i limfnim Zlezdama, kostna srz ima funkciju i limforetikulskog organa
(limfocitogeneza), usled ¢ega moze da uti¢e na funkcije humoralnog i ¢elijskog imuniteta.
Pored toga, posredstvom celija mononukleusno-fagocitnog sistema (MNFS), kostna srz
ucestvuje 1 U procesima raspoznavanja i otklanjanja "ostarelih™ krvnih ¢elija, odnosno

razli¢itih patogenih agenasa iz cirkulacije (2, 3-9).

Sumarno, primitivne toti/pluri/multipotentne  MC samoobnavljanjem  ostvaruju
kontinuitet sopstvene populacije, a diferentovanjem i proliferacijom obnavljanje celija

pojedinih ¢elijskih (krvnih) loza u toku celog Zivota jedinke. Za razliku od
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toti/pluri/multipotentnih, opredeljene MC se odlikuju veoma ograni¢enom sposobnoiéu
samoobnove i1 povecanom proliferativnom aktivno$¢u. Osnovno i joS uvek nepotpuno
razjasnjeno pitanje je na koji nacin se "donosi odluka" o samoobnavljanju ili diferencijaciji
MC. Poznata su dva modela regulacije funkcija MC. Prvi (stohasti¢ki) model pretpostavlja
da stimulans iz okoline uti¢e na verovatnoéu da ¢e se MC obnoviti ili diferentovati. Prema
drugom (deterministickom) modelu odgovarajué¢i spoljasnji stimulans deluje direktno na
MC — pri ¢emu je od posebnog znacaja dejstvo okruzujuée mikrosredine na funkcije
pluripotentne MC. Brojna bazi¢na istrazivanja i klini¢ke studije rezultovale su napretkom u
razumevanju i tumacenju hemobiologije MC, ali i njihovom rastu¢om terapijskom
primenom — pro$iruju¢i moguénosti i pristupe upotrebe ovih celija u transplantacijskoj i

regenerativnoj medicini (2—4, 10-15).

Osnovi hematopoeze i hemobiologija mati¢nih éelija

Stvaranje razlic¢itih vrsta i populacija krvnih, ali i somatskih ¢elija posredstvom njihovih
"prethodnika™ (mati¢ne, progenitorske i prekurzorske celije — opredeljene za viSe ili samo
jednu lozu) je sloZzeni hemobioloski dogadaj koji je nazvan hematopoezom i/ili
citogenezom. To je kontinuiran proces stvaranja c¢elija, koje bez obzira na njihovu
morfolosku i funkcionalnu raznolikost vode poreklo od zajednicke toti/pluri/multipotentne
MC. Pomoéu samoobnavljanja, MC odrZavaju konstantnost sopstvene populacije u
uslovima fizioloSke ravnoteze, a do odredene granice i u uslovima kada je ta ravnoteza
narudena. Diferentovanjem iz najprimitivnijin populacija MC nastaju najpre éelije koje su i
dalje pluripotentne, ali sa unekoliko redukovanim potencijalom samoobnavljanja. Iz ¢éelija
opredeljenih za dve ili samo jednu lozu — ¢iji je kapacitet samoobnavljanja veoma skroman ili ne
postoji — daljim diferentovanjem nastaju zrele krvne ¢elije. Tako, hematopoezu je moguée
definisati kao kontinuirani proces stvaranja celija, koje (bez obzira na njihovu morfolosku i
funkcionalnu raznolikost) vode poreklo od zajedni¢ke MC. Razlikovati navedene populacije MC
je morfoloski prakticno nemoguée, a ¢ak i koriste¢i fenotipizaciju (ispitivanje prisustva

specifi¢nih ¢elijskih membranskih antigena) nije lako (slika 1).
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Slika 1. Proces hematopoeze i ekspresija specifi¢nih antigena CD

Kao $to je prikazano, populacije hematopoetskin MC i progenitora iskazuju (ekspresija)
antigen CD34, zbog ¢ega su oznacene i kao CD34" ¢elije. Sazeto, CD34 je obelezje skupa
¢elija (cluster designation) na osnovu eksprimovanja transmembranskog glikoproteina na
membrani MC, ali i nekih drugih éelija strome. Poznate su manje razvijene i zrelije podgrupe ili
podtipovi CD34" ¢elija. Danas je opsteprihvaceno (slike 2A i 2B) da primitivniju podgrupu
(subset) CD34" (elija karakterie fenotip: CD34°/CD33", CD34*/CD38", CD34*/HLA-DR",
CD347/CD90"), dok je zrelija podgrupa oznacena fenotipom: CD34*/CD33*, CD34"/CD38",
CD34*/HLA-DR*, CD34*/CD90" (2-5).
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PODTIPOVI CELIJA CD34* |

Slika 2. Primitivni (A) i zreliji (B) podtipovi/subsetovi ¢elija CD34"

Razli¢ite populacije/odeljci MC hematopoeze ¢ine jedan "razvojni kontinuum™ éelija
nejednakog stepena zrelosti i opisuju se kao ¢elije piramidalne organizacije — nju Cine tri
glavne kategorije: a) odeljak toti/multi/pluripotentnin MC; b) odeljak oligo/unipotentnih
(opredeljenin) MC i c¢) odeljak morfolodki prepoznatljivih (nezrelih i zrelih)
prekurzora/¢elija. Nomenklatura i neke od osnovnih bioloskih karakteristika pojedinih
populacija toti/pluri/multipotentnih, kao i zrelijih populacija (oligo/unipotentnih) MC

sumarno su prikazani u tabeli 1 (3, 9).
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Tabela 1.

Sumarni prikaz stepena funkcionalnosti i bioloski potencijal mati¢nih celija

CELIJSKA

POPULACLIA OSNOVNE KARAKTERISTIKE

Celija koja je ume$na da formira kompletan
Totipotentna MC organizam u celini. Primer: totipotentni zigot
ki¢menjaka.

Pluripotentna MC

Mogucénost stvaranja multiple celijske loze koje
Multipotentna MC potom sacinjavaju neko tkivo ili neka tkiva.

Primer: multipotentna hematopoezna maticna celija.

Sposobnost geneze dve ili viSe celijske linije istog tkiva.
Oligopotentna MC Primer: opredeljena MC hematopoeze koja
diferencijacijom daje morfolo3ki prepoznatljive celije.

Unipotentna MC

Oplodena jajna ¢elija (zigot) je prakti¢no jedini "pravi* ekvivalent totipotentnoj MC sa
neogranic¢enim potencijalom diferentovanja i proliferacije — ona je jedina ¢elija sa
kapacitetom stvaranja ¢elija neophodnih za razvoj svih fetalnih i adultnih tkiva i/ili organa.
Ipak, ne karakteriSe je svojstvo samoobnavljanja. Embrionalne mati¢ne éelije (EMC) —
gineéi grozdove éelija u unutradnjosti blastociste — predstavljaju zrelije, pluripotentne MC,
koje mogu formirati razli¢ite celijske linije, ali uz progresivno opadaju¢i potencijal

diferentovanja u daljem razvoju fetusa (slika 3).
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Slika 3.  Razvoj zigota do efektorskih ¢elija (diferentovanih tkiva)

Tako, iz endoderma blastociste ¢e nastati ¢elije/tkivo timusa, tireoidne i paratireoidne
zlezde, zatim larinks, trahea, plu¢a, mokraé¢na beSika, uterus, vagina, pankreas, jetra. 1z
mezoderma poticu kostna srz, korteks nadbubrega, limfno tkivo, skeletni, glatki i sr¢ani
misi¢, urogenitalni sistem, vaskularni sistem i drugo. 1z ektoderma nastaju koZza, srz
nadbubrega, nervno tkivo, oko i drugo. Pluripotentne MC ée daljim tokom razvoja dati

adultne ili tkivno specifiéne MC, iz kojih nastaju posebna tkiva/organi (2—4).

Embrionalne MC. One nastaju iz celija blastociste u posebnim uslovima
kultivisanja i verovatno se donekle razlikuju od onih celija koje se razvijaju u in vivo
uslovima. Totipotentne, pluripotentne i delom multipotentne MC nalaze se u embrionalnom
i fetalnom periodu i u razli¢itom stepenu pokazuju osobinu "plasi¢nosti", odnosno
sposobnosti da se u ex vivo uslovima, pod dejstvom egzogenih regulatora/modulatora
(razlic¢itih citokina), razvijaju u zrelije celije kao Sto su makrofagi, adipociti,
oligodendrociti, pankreasne i druge éelije. Danas ima vise éelijskih linija sa humanim MC,
izolovanim iz blastociste ili embrionalnog tkiva. Dokazano je da se iz EMC mogu ex vivo

razvijati funkcionalne i po strukturi normalne ¢elije (na primer, hematopoezne celije,
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kardiomiociti i ¢elije pankreasa koje Iuce insulin). lako imaju normalan kariotip i veliki
kapacitet proliferacije, nije za odekivati da ¢e se EMC, bez daljeg usavrSavanja i
modifikacija metodologije, u bliskoj buducnosti upotrebiti u le¢enju zbog moguénosti

spontanog razvoja malignih ¢elija i drugih potencijalnih komplikacija (2-4, 8).

Adultne MC.  To su specijalizovane MC, koje su izolovane ili dokazane u mnogim
tkivima odraslog organizma, a c¢ija je uloga u odrzavanju tkivne homeostaze i koje, kao i
sve MC, imaju najmanje dve osobine: prva je sposobnost samoobnavljanja i druga,
sposobnost diferentovanja u vise ¢elijskih tipova u okviru tkiva u kome se nalaze, dajuci im
karakteristi¢nu morfologiju i specijalizovanu funkciju. Od MC najpre nastaju tzv.
"intermedijarne celije" ili oblici, koje potom sazrevaju postizu¢i stadijume definitivnog
diferentovanja. Ove "intermedijarne ¢elije" se nazivaju progenitorskim i/ili prekursorskim
¢elijama (3, 4). One u fetalnom ili adultnom tkivu predstavljaju delimi¢no diferentovane

¢elije, koje se u slucaju bioloskih potreba dele i daju poveéan broj zrelih ¢elija (slika 4).

MATICNA CELLTA

MATICNA CELITA / C :
DIFERENT{ YWANF (specijalizovane) CELIJE
(neuron)

DIFERENTOVANE (specijalizovane) CELLTE
PROGENITORSKACELIJA (neutrofilni granulocit)

>

DIFERENTOVANE (specijalizovane) CELLIE
(eritrocit)

Slika 4.  Razlicite osobine mati¢nih/progenitorskih/prekurskorskih ¢elija

Primer na slici je MC hematopoeze koja daje drugu generaciju MC i neuron. S druge

strane, progenitorska celija ima sposobnost celijske deobe i daje dve vrste zrelih ¢elija
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(neutrofil i eritrocit). Izuzetno mala zastupljenost adultnih MC u hematopoeznom tkivu
dodatno oteZava njihovu bolju hemobiolo3ku evaluaciju. Naime, prose¢na uéestalost MC
iznosi jedan na 10 000 — 15 000 ukupnih ¢elija u kostnoj srzi (KS). One su opisivane po
tkivu odakle su izdvojene: kostna srz, jetra, mozak, srce, zubna pulpa, folikul dlake, koza,

misi¢i, masno tkivo, krv, retina, kornea, epitel gastrointestinalnog trakta (2-4, 6, 8).

Primena MC u regenerativnoj medicini. Kao $to je reeno, embrionalne MC su
sposobne da se diferentuju u sve tipove c¢elija. Dugo se smatralo da adultne MC
diferentovanjem mogu da daju samo ¢elije karakteristicne za tkivo u kome se nalaze.
Medutim, ovaj koncept je napuSten zbog novih saznanja koja su pokazala da postoji
sposobnost adultnih MC transdiferentovanja u ¢éelije druge loze. Naime, ustanovljeno je da
sliéne osobine embronalnih MC imaju i neke populacije adultnih MC (2—-4, 10-15).

Jetra
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i = — s1%
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Kirvni sud ] = Epitelske
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> ' TR
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Slika 5.  Preliminarni podaci o plasti¢nosti nehumanih adultnih mati¢nih ¢elija
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U slici 5. pokazano je da adultne hematopoezne i/ili mezenhimske MC imaju visoki
potencijal diferentovanja ne samo u sve vrste krvnih ¢elija, nego i u somatske celije — u
odredenim uslovima one transdiferentovanjem mogu dati osteocite, hondrocite, hepatocite,

¢elije nervnog i misi¢nog tkiva, itd.

Zahvaljujuéi ovoj sposobnosti toti/pluripotentne MC (raspolazuéi sa "neograni¢enim"
biolodkim potencijalom), sli¢no mezenhimalnim i endotelnim MC, primenljive su i na polju
reparativne ili regenerativne medicine (10-21). Drugim re¢ima, njihova terapijska primena
je opravdana u lecenju bolesnika sa oSte¢enjem miokarda, jetre, pankreasa, mozdanog i
vaskularnog tkiva, itd. U tom kontekstu, prve klini¢ke studije su pokazale da ubrzgavanje
ili "implantacija” MC u neko osteéeno ifili ishemijsko podrugje rezultuje njihovim
prihvatanjem ("homing™) i sledstvenom transdiferencijacijom u celijske linije datog
organa/tkiva, ukljuc¢ujuéi i genezu kolateralnih krvnih sudova. Pri tome, faktori rasta
angiogeneze pospesuju formiranje kolateralnih kapilara i arteriola, a sam proces je poznat
kao "terapijska angiogeneza" ili "'neoangiogeneza". Na osnovu iznetog, jasno je da koncept
plasti¢nosti MC omogucava njihovu sve $iru terapijsku primenu u oblastima regenerativne
medicine. Mehanizmi koji omogucavaju transdiferencijaciju ili "reprogramiranje" MC —
posredstvom spoljasnjih (“extrinsic™) i/ili unutrasnjih ("intrinsic") faktora — joS su uvek
samo delimi¢no razjasnjeni. Medutim, postignuti povoljni klini¢ki rezultati govore u prilog

opravdanosti (uz stalno unapredenje postupaka) terapije primenom MC (3, 4, 14, 15, 21).
Opisano svojstvo plasti¢nosti, je upravo i podstaklo intenzivna istraZivanja usmerena ka
njihovoj potencijalnoj primeni u ¢elijskoj terapiji i reparativnoj ili regenerativnoj medicini i

tkivnom inzenjerstvu.

Matié¢ne éelije u transplantacijskoj medicini

Alogena transplantacija MC hematopoeze se vise decenija uspe3no primenjuje u le¢enju
brojnih urodenih i stecenih, malignih i benignih hematoloskih ali i drugih oboljenja. Prve
transplantacije MC hematopoeze kod ljudi izvedene su pre oko pet decenija, ali su ¢esto
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bile bez ocekivanog terapijskog efekta. Narednih godina transplantacije su primenjivane u
lecenju bolesnika sa akcidentalnom akutnom radijacionom boles¢u, sa odredenim oblikom i
stadijumom leukemije, teSkom aplasticnom anemijom i kombinovanim deficitom
imuniteta. Medutim, tek su sticanjem saznanja na polju multidisciplinarnih nauka

obezbedeni uslovi za iroku primenu pojedinih oblika transplantacija MC hematopoeze u

......

Zahvaljuju¢i bazi¢nim bioloSkim naukama umnogome su razjasnjeni priroda, poreklo i
fenotipske karakteristike MC hematopoeze, potom njene sposobnosti repopulacije i
diferencijacije u zrele ¢elije krvi. UsavrSeni su postupci prikupljanja, a potom i uspesnog
"storniranja" MC hematopoeze za obavljanje bezbedne transplantacije MC hematopoeze.
Rekombinantnim tehnikama sintetisani su hematopoetski faktori rasta koji su omogucili
mobilizaciju MC hematopoeze iz kostne srZi u perifernu krv, koja je tokom prethodnih
decenija postala dominantan izvor MC hematopoeze, prevashodno za autolognu
transplantaciju MC hematopoeze. Osavremenjavanje celijskih separatora omoguéilo je
pre¢iscavanje (“purging") suspenzije MC hematopoeze, kao i selekciju samo odabranih
¢elija za celijsku terapiju. Takode, upotreba separatora nove generacije omogucila je
savladavanje nepodudarnosti u krvnogrupnom sistemu ABO (ABO-inkompatibilnost) kod
alogenih transplantacija MC hematopoeze (2-4, 22-26).

Uvedeni i usavrSavani su novi "kondicioni rezimi" i osavremenjena potporna post-
transplantacijska terapija Sto je doprinelo poboljSanju ukupnih rezultata transplantacije.
Otkriée svojstava plasticnosti MC hematopoeze i njihove sposobnosti diferencijacije u
procedura. Uprkos svim navedenim dostignu¢ima multidisciplinarnih nauka brojna pitanja
iz oblasti transplantacijske medicine i danas su bez odgovora i zahtevaju buduca

istrazivanja.

Sve to potvrduje da su nacela i principi na kojima se zasniva transplantacija MC
hematopoeze u lecenju bolesnika izvedena iz eksperimentnih i preklinickih modela. Od

prvih pokuaja transplantacija MC kostne srZi, do uvodenja alternativnih izvora MC, kao
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Sto su periferna i umbilikalna krv, iznalazenja procedura ex vivo manipulacija ¢elija bilo je

potrebno da prode viSe od pola veka (22-38).

Singene transplantacije se izvode izmedu genetski podudarnih osoba (jednojajni
blizanci). Alogene transplantacije MC se izvode izmedu genetski neidentiénih osoba, ali
uskladenih na osnovu ispitivanja podudarnosti antigena u sistemu HLA. Autolognom
transplantacijom MC se Zeli posti¢i repopulacija bolesnikove kostne srzi sopstvenim
¢elijama posle primene visokodozne hemioterapije u leCenju malignih i nekih autoimunskih
oboljenja (2-4).

Fenomen ABO-inkompatibilnosti primaoca i davaoca nije kontraindikacija za izvodenje
transplantacije — uprkos nekim ogranic¢enjima, tj. zahteva izvodenja specificnih postupaka
ex vivo obrade celijske suspenzije i in vivo pretretman primaoca. Ucestalost ABO
inkompatibilije se potencijalno ocekuje kod oko jedne tre¢ine od ukupnog broja
transplantacija. Postoje tri oblika ABO-inkompatibilnosti: a) minor — ¢ija je karakteristika
prisustvo antitela u suspenziji MC usmerenih protiv eritrocitnih antigena primaoca; b)
major — koju odlikuje prisustvo antitela u cirkulaciji primaoca koja su usmerena protiv
eritrocitnih antigena davaoca; c) bidirekcijska ili major-minor inkompatibilija koja

predstavlja istovremenu kombinaciju prethodna dva oblika (2—4).

Pored faktora kao $to su vrsta oboljenja, stadijum bolesti, uzrast bolesnika, kondicioni
rezim i profilaksa post-transplantacijskih komplikacija, podudarnost HLA davaoca i
primaoca ostaje jedan od klju¢nih parametara koji uti¢e na peri-transplantacijski morbiditet
I smrtnost, odnosno na sam klini¢ki ishod transplantacije. O detaljima koji su vezani za
indikacije, klinicki tok i ishod transplantacija kod pojedinih bolesti nece biti

prodiskutovano u ovom tekstu.

Izvori i prikupljanje mati¢nih éelija za transplantaciju

Vec je spomenuto da zahvaljujuéi njihovom potencijalu za samoobnavljanje, kao i dovoljno
velikom kapacitetu da proliferiSu i diferentuju u potomstvo svih krvnih loza,
toti/multi/pluripotentne MC mogu obezbediti potpunu i dugotrajnu rekonstituciju
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hematopoeze (repopulacija kostne srzi) posle delimi¢nog ili potpunog ostecenja — Sto je

zapravo osnov za njihovu primenu.

Normalno staniste — tako i prvobitni izvor MC hematopoeze bila je kostna srz (1-3, 27—
29). Dugotrajna ispitivanja na polju bazi¢ne medicine su jasno pokazala da se ove celije
mogu naci i u perifernoj krvi u veoma malom postotku. Nakon oporavka kostne srzi po
primeni mijeloablativnih agenasa postotak MC hematopoeze u perifernoj krvi bolesnika se
znadajno povecéava. Sagledavanje biologije MC hematopoeze, kao i razvoj tehnika
genetskog inZenjerstva sa sintezom rekombinantnih hematopoetskih faktora rasta (rHuG-
CSF, rHUGM-CSF, receptor za interleukin 3 ili rIL-3), omogu¢ilo je znacajno plodonosniju
periferizaciju (mobilizaciju) MC hematopoeze iz kostne srZi u perifernu krv (2-5, 30-34).
Osim toga, izucavanje biologije pupcane vrpce (umbilikalna krv) pokazalo je da ista
poseduje visok postotak primitivnijih MC hematopoeze pogodnih za repopulaciju KS i

diferentovanje u zrele ¢elije krvi (2, 35-38).

U slucajevima autolognih transplantacija, periferna krv postala je primarni, gotovo jedini
izvor MC. ViSedecenijsko iskustvo u transplantacijskoj medicini je jasno pokazalo da postoje
brojne prednosti alogene transplantacije MC hematopoeze poreklom iz periferne krvi u odnosu
na kostnu srz, i to, u pogledu brzeg prihvatanja alogenog kalema, sa sledstveno znacajno
manjom incidencom ranih post-transplantacijskih komplikacija vezanih za period jatrogene
pancitopenije. Medutim, odloZene imunske komplikacije, poput hroni¢ne bolesti kalem protiv
domacina (Graft versus Host Disease — GvHD), mogu biti znac¢ajno ¢eS¢e onda, kada se kao
izvor Koristi periferna krv (2—4, 30-34). Korisé¢enje MC poreklom iz umbilikalne krvi je danas

JoS uvek, prakti¢no, na nivou klini¢kih studija (35-38).

U rutinskim radu, MC najées¢e se prikupljaju posle mobilizacije iz periferne Kkrvi
aferezom mononukleusnih ¢elija (MNC) — medu kojima su prisutne i MC — ili danas rede iz
spongioznih delova kostiju (multiplim aspiracijama). Najzad, potencijalni izvor mati¢nih
éelija je i krv pupéanika (umbilikalne MC). Posle prikupljanja iz navedenih izvora, MC
mogu biti transplantirane neposredno po uzimanju (uz procesiranje po potrebi) ili posle

skladiStenja u zamrznutom stanju (kriokonzervisane autologne MC) (4-8, 39-47).
Aferezno prikupljanje mati¢nih éelija. Transplantaciju MC prikupljenih iz
periferne krvi karakteriSu: a) odsustvo rizika od infekcije kostiju multiplim punkcijama i

aspiracijama, opSte anestezije i rada u operacionoj sali i b) brza rekonstitucija hematopoeze.
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Broj bolesnika le¢enih primenom MC periferne krvi poslednjih decenija je u stalnom
porastu — oko 70-80% svih "konvencionalnih™ transplantacija (4, 32-34).

Afereze MC su u potpunosti automatizovane, izvode se primenom separatora krvnih
¢elija sa standardizovanim protokolima, uz kontrolu i ocuvanje kvaliteta pripremljene
suspenzije celija. Antikoagulacija se postize pomocu rastvora ACD (formule A ili B
farmakopeje SAD). Venski pristup cirkulaciji se najéesé¢e ostvaruje preko antekubitalnih
vena, a po potrebi, koristi se kateter postavljen u venu supklaviju, a rede u neku centralnu
venu (2-4).

Tokom sedamdesetih godina uo¢eno je da broj MC u krvi znagajno raste (za oko pet do
petnaest puta) tokom hematopoetskog oporavka posle citostatske terapije, a kombinacija
hemioterapije i odgovarajuc¢ih hematopoetskih citokina jo$ viSe povecava (za oko Sezdeset
puta) zastupljenost MC u cirkulaciji. Ova saznanja o stimulaciji i preraspodeli MC
hematopoeze u organizmu, omoguéila su izvodenje autolognih transplantacija MC
mobilisanih u perifernu krv, najpre u tretmanu bolesnika sa leukemijom, limfomom,
multiplim mijelomom (2-4, 32-34), a zatim i nekim autoimunskim bolestima (48-50). Prva
saopstenja o transplantaciji alogenih MC mobilisanih u perifernu krv datiraju iz sredine
osamdesetih godina, a takve procedure se primenjuju i u naSoj zemlji po¢ev od 1995.
godine (slika 6).

Slika 6. Afereza MC iz periferne krvi posle mobilizacije hemioterapijom i rHuG-CSF
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Da bi prinos MC aferezom bio zadovoljavajuéi, potrebna je efikasna mobilizacija.
Zavisno od vrste transplantacije ona se postize: a) primenom ciklofosfamida ili
polihemioterapije i supkutanom aplikacijom rHuG-CSF (12-16 pg/kgtm/dan — autologna
transplantacija) i b) ubrizgavanjem rHuG-CSF u dozi od 5-10 pg/kgtm/dan (alogena
transplantacija) (2—4).

Postoje podaci o primeni jo$ veé¢ih doza rHUG-CSF u autolognoj transplantaciji MC (do
32 pg/kgtm/dan — u tri jednake doze) kod "slabih respondera™ koji nisu reagovali na
mobilizaciju adekvatno posle dvodnevne stimulacije. Najzad, ima saopStenja o primeni
antagonista receptora 4 hemokina CXC (CXCR4), ozna¢enom kao AMD-3100 (Mozobil ili
Plerixafor) kod bolesnika koji takode ne reaguju adekvatno na mobilizacijski rezim.
Upotreba AMD-3100 u kombinaciji sa rHUG-CSF rezultuje efikasnijom mobilizacijom MC
(2-6).

Jedno od bitnih parametara tokom prikupljanja MC, je odredivanje najpogodnijeg
vremena ("timing") njihove afereze ("harvesting”). Kod alogenih transplantacija MC
periferne krvi prva afereza izvodi se petog dana od pocetka subkutane primene rHuG-CSF.
Optimalni termin prve afereze kod autolognih transplantacija MC moguée je odrediti na
osnovu vrednosti hemograma. Dugo je vladalo misljenje da je preduslov efikasne afereze

MC broj leukocita u perifernoj krvi > 5-10x10%L posle mobilizacijske pancitopenije (2).

Medutim, danas se smatra najpouzdanijim prediktorom uspeSnosti mobilizacije (sa
sledstvenim MC) kvantifikacija CD34" pre afereze; taj broj CD34" treba da iznosi > 20—
50/uL u perifernoj krvi da bi bilo moguée obezbediti optimizirani prinos MC tokom
prikupljanja (3-4). Efikasnost prikupljanja MC i kvalitet ¢elijske suspenzije (“harvest")
mogu biti procenjeni kvantifikacijom MNC, a posebno CD34* éelija. Smatra se da broj
MNC treba da bude najmanje 2-4x10%/kgtm, odnosno broj CD34* 2-4x10%/kgtm

(preporugljivo > 5x10%kgtm) primaoca da bi transplantacija mogla biti uspesna (3-5).

Na kraju, navedene vrednosti samo sa rezervom mogu garantovati trajnu i kompletnu
rekonstituciju hematopoeze posle transplantacije. Da bi prinos ¢elija mogao biti postignut,
potrebno je: a) da volumen procesirane krvi jednom aferezom iznosi oko dva do tri
volumena cirkulisuc¢e krvi, pri ¢emu procedura traje oko 4-5 sati i b) da afereze budu

izvodene dva do tri (a po potrebi i vise) puta, a volumen procesirane krvi u proseku iznosi
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oko 15-20 L. Ako ukupni volumen procesirane krvi tokom jedne afereze iznosi najmanje
tri volumena bolesnikove cirkuliSuce krvi, govori se o "aferezi velikog volumena™ (Large
Volume Leukapheresis — LVL) (24, 33).

Aspiracija mati¢nih éelija iz kostne srZi. Uzimanje celija kostne srzi se
ostvaruje aspiracijama iz zadnjeg i prednjeg grebena bedrene kosti u operacionoj sali, uz
opStu anesteziju davaoca. Da bi se obezbedio potreban broj ukupnih nukleisanih ¢elija (Total
Nucleated Cells — TNCs > 3x10%/kgtm primaoca), treba uraditi oko 100-200
uboda/aspiracija, pri ¢emu zapremina aspirata iznosi oko 1 000 mL (najvise 15-20

mL/kgtm davaoca) (1-4). Princip i tehnika prikupljanja ¢elija prikazani su u slici 7.

Aspiracijska igla
= f Zadnji greben iliatne kosti

Slika7.  Sematski prikaz prikupljanja MC iz ilia¢ne kosti aspiracijom

Aspirat po uzimanju treba profiltrovati u cilju otklanjanja cestica masnog tkiva i
¢elijskih agregata. Kao antikoagulans, koriste se citrat (ACD) i/ili heparin u fizioloSkom
rastvoru, uz upotrebu nekog c¢elijskog medijuma. U cilju spreavanja pojave anemije kod
davaoca, oko sedam dana pre transplantacije treba uzeti krv za autolognu transfuziju koja se
izvodi tokom prikupljanja aspirata. Kada postoji major i bidirekcijska ABO-
inkompatibilnost ili su predvidene kriokonzervacija (retko), odnosno primena MC u
regenerativnoj medicini, neophodno je njihovo koncentrisanje/procesiranje. To je moguce
posti¢i izdvajanjem MNC iz aspirata (procesiranje — slika 8) i imunomagnetnom selekcijom
(pozitivna ili negativna) ¢elija CD34" (4, 22-26).



Slika 8. Postupci ex vivo manipulacije aspirata kostne srzi

Na kraju, potrebno je istaci da postoje transplantacijske ustanove c¢ija je osnovna
delatnost formiranje registra potencijalnih nesrodnih davalaca MC. Tako, transplantacija
MC od nesrodnog alogenog davaoca predstavlja posebno polje interesovanja i ispitivanja
proteklih decenija, kao i formiranje, odnosno proSirivanje registra potencijalnih davalaca
ovih ¢elija (2, 4).

S obzirom na to da svega oko 20 — 30% bolesnika ima kompatibilnog davaoca unutar
porodice — regrutovanje alogenog nesrodnog donora dobija sve veci znacaj u savremenoj
transplantacijskoj medicini. Zbog toga, napori su usmereni i u pravcu usavrsavanja metoda
koji dozvoljavaju haploidenti¢ne srodne transplantacije (na primer, roditelj) i nesrodnih
HLA-kompatibilnih davalaca kao izvor MC. Organizovani su Nacionalni registri davalaca
kostne srzi i kod nas, a zatim su podaci objedinjeni organizovanjem jedinstvene baze
podataka u Svetskom registru davalaca celija kostne srzi ili Bone Marrow Donors
Worldwide (BMDW). Osnovni zadatak BMDW je da prikuplja podatke iz nacionalnih
organizacija irom sveta koje imaju sopstvene registre davalaca MC i da omoguéi
pretrazivanje i distribuciju podataka nacionalnim registrima i centrima za transplantaciju.
PronalaZenje kompatibilnog nesrodnog davaoca na ovaj nacin je znacajno uspesnije (za oko
90% bolesnika omoguceno je iznalaZzenje donora) sa razvojem BMDW. Razvojem tehnika i
testova visoke rezolucije, omogucen je izbor nesrodnog davaoca sa najve¢im stepenom
podudarnosti, $to smanjuje i rizik od imunski posredovanih komplikacija. Prve nesrodne

alogene transplantacije MC su izvedene pogetkom ove decenije i kod nas — danas je VMA
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zasada jedini i Referentni centar Srbije za lec¢enje odraslih bolesnika primenom ove vrste

terapije (4).

Najucdestalije komlikacije transplantacija

U delu teksta koji sledi bice spomenuti najbitniji potencijalni nepovoljni efekti i komplikacije
transplantacije. Mehanizmi njihove etiopatogeneze i dijagnostikovanje ovih nezeljenih
dogadaja bi¢e ukratko razmatrani u delu Diskusija. Od sporednih efekata i komplikacija
transplantacije MC, treba navesti mukozitis, cistitis, neurolodke ili pulmonalne komplikacije,
zatim neprihvatanje/odbacivanje alotransplantata, GvHD i transfuzijom udruzenu GvHD
(Transfusion-Associated Graft versus Host Disease — TA-GvHD), zatim virusne i ostale
infekcije i drugo (4, 51-70).

Medu najée$éim uzrocima neuspeha transplantacija MC hematopoeze treba razmotriti
neprihvatanje alokalema, "osvezenje" (relaps) bolesti i pojavu nepovoljnih efekata,

odnosno komplikacija — kao Sto su GvHD, virusne i ostale infekcije i drugo (1, 2).

Neprihvatanje alokalema je posledica reakcije "domacin protiv kalema" zbog
imunizacije primaoca na antigene davaoca ili nepovoljnih uticaja mikrosredine u kostnoj
srzi. Neprihvatanje transplantata se prvenstveno javlja kod multitransfundovanih bolesnika
sa aplasticnom anemijom — i to, u oko 40-60% transplantacija — Sto, pored alosenzitizacije,
ukazuje na mogucnost uticaja i lokalnih ¢inilaca u kostnoj srzi bolesnika. Njegova znatno
reda pojava kod bolesnika sa leukemijom je rezultat supresije funkcije imunskog sistema
bolesnika. Prevencija ovih efekata, medu ostalima, podrazumeva terapijsku primenu

filtrovanih (leukodeplecija) hemoprodukata pre transplantacije (2—4, 52).

U etiopatogenezi GvHD, najbitniju ulogu imaju davaocéevi funkcionalno o¢uvani limfociti T,
u sadejstvu sa drugim imunokompetentnim efektorskim celijama i brojnim citokinima. Uz to,
nastanku bolesti svakako moze doprineti kombinovani deficit funkcije imunskog sistema
primaoca, prvenstveno deficit funkcije limfocita B, Sto povla¢i sa sobom neefikasnost u
eliminisanju odredenih stranih antigena specifi¢cnih za transplantirane ¢elije. Prema misljenju
nekih, od znacaja je i Smanjena aktivnost timusa primaoca — zbog ¢ega je ucestalost GvHD kod
starijih osoba veca. U zavisnosti od vremena ispoljavanja, etiopatogeneze, ciljnih tkiva, klini¢ke

slike i ishoda — razlikuju se akutni i hroni¢ni GVHD. Akutni GvHD (aGvHD) se javlja u prvih
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100 dana nakon alogene transplantacija MC hematopoeze. U slucaju alogene transplantacije MC
hematopoeze od srodnog HLA identicnog davaoca incidenca aGvHD iznosi 30-60%. Ciljna
tkiva su koZa, gastrointestinalni sistem, jetra i hematopoezni organi. Bolest ima cetiri Stepena,
zavisno od broja i intenziteta zahvacenosti pojedinih tkiva i organa (4, 68-70): a) prvi, sa
koznim lezijama (na primer, difuzni eritem), ali bez oSteCenja jetre i gastrointestinalnog
sistema; b) drugi, sa eritemom, makulama i1 bulama koze sa znacima oSteenja jetre i
umerenom dijarejom; c) treci, sa teSkim koznim lezijama (javlja se i nekroza) i bitnim
patoloSkim promenama u jetri i celom digestivnom sistemu uz pojavu pancitopenije; d)

cetvrti, sa simptomima i znacima treéeg stepena uz veoma naruseno stanje bolesnika.

Mere prevencije GvHD obuhvataju redukciju broja svih ili odredenih subpopulacija limfocita
T u suspenziji MC hematopoeze, zatim upotrebu antitimocitnog globulina (ATG) u
kondicioniranju, uz post-transplantacijsku imunosupresivnu terapiju kod bolesnika (2). Najcesce
koriS¢ena post-transplantacijska imunosupresivna terapija u prevenciji GvHD je kombinacija
cikosporina A, metotreksata sa ili bez dodatka metilprednizolona. Ovako sprovedenom
prevencijom ucestalost GVHD je smanjena za 20-30%. Kao prva linija u le¢enju aGvHD
primenjuju se kortikosteroidi u dozi od 2-5 mg/kg telesne mase bolesnika, tokom 7-10 dana.
Ukoliko izostane zeljeni terapijski odgovor, bolest se svrstava u "kortikosteroid—rezistentni
GVHD (30-60% lec¢enih), a u daljem toku se primenjuje druga terapijska linija koju ¢ine ATG,
anti CD3 antitela, anti IL-2R antitela. Uprkos primenjenoj terapiji, u slu¢aju intenzivnog stepena
aGVvHD (stepen 4) smrtnost iznosi i 30-60% (2—4).

Hroni¢ni GVHD se javlja nakon 100 dana od transplantacije, a uz infekcije predstavlja
glavni uzrok morbiditeta i mortaliteta kod dugozivecih bolesnika nakon alogene transplantacije
MC hematopoeze. Sa porastom broja alogenih transplantacija, kako od podudarnih, tako i od
nepotpuno podudarnih, srodnih ili nesrodnih davaoca, posebno sa izvorom MC hematopoeze iz
periferne krvi, raste i incidenca hroni¢énog GVHD. UopSteno, ona iznosi od 30-80%
dugozive¢ih bolesnika. Po etiopatogenetskoj osnovi i klinickim manifestacijama hroni¢ni
GVHD je model indukovane autoimunske sistemske bolesti vezivnog tkiva. Centralnu ulogu u
etiopatogenezi hroni¢nog GVHD ¢ini reaktivnost donorskih limfocita T, uz prevagu Tw2
citokina i disregulaciju limfocita B sa posledicnom abnoralnom produkcijom autoantitela na
ciljne antigene razlic¢itih tkiva i organa. Hroni¢ni GVHD se manifestuje razli¢itim stepenom

koznih lezija, promenama na vidljivim sluznicama (najc¢es¢e oblika bukalnog mukozitisa i
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keratokonjuktivitisa), sicca sindromima, poliserozitisom, gastrointestinalnim i hepaticnim

poremecajem, opstruktivnom boleséu pluca, opstom slabos¢u i drugim (2-4).

Prema stepenu proSirenosti lezija hroni¢ni GVHD se deli na limitiranu i ekstenzivnu formu,
a prema stepenu aktivnosti postoje dva oblika hroni¢nog GVHD - inaktivna i aktivna forma,
koja zahteva lecenje. Terapija hroni¢cnog GvHD obuhvata primenu brojnih imunosupresivnih,
imunomodulacijskih i antiangiogenih agenasa, kao $to su: kortikosteroidi, ciklosporin A,
azathioprin, cyclophosphamid, thalidomid, FK-506, mikofenolat-mofetil, ektrakorporalna
fotoforeza, PUVA, antitela protiv faktora nekroze tumora alfa (anti-TNF-c) i anti-CD20 (4).

Treba ista¢i da pocev od pripremne faze transplantacije, hemoprodukti namenjeni
suportivnom lecenju bolesnika treba da budu ozraceni gama zracima (u dozi od 25 Gy po
jedinici), uz redukciju broja i/ili inaktivaciju leukocita. Leukodeplecija se postiZe fitrovanjem
hemoprodukata (koncentrovani eritrociti i trombociti) — pri ¢emu, stepen leukodeplecije treba da
iznosi > 3-4 Log radi prevencije alosenzibilizacije i transfuzijom udruzene bolesti kalema protiv
domac¢ina TA-GVHD. Inaktivacija leukocita (ali i patogena, potencijalno prisutnih u
hemoproduktima, se dodatno postiZze ultravioletnim ozra¢ivanjem, uz koris¢enje nekog
fotosenzitiSuceg sredstva (2-4). Kod nekih imunosuprimovanih bolesnika, ipak, moze da se
razvije TA-GVHD. To je veoma teSka komlikacija i neretko vodi letalnom ishodu. Kozne
manifestacije TA-GvHD kod nadeg bolesnika posle transplantacije MC prikazane su u slici 9.

Slika 9. Bolesnik sa teSkim oblikom TA-GvHD i letalnim ishodom
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Oportunisticke i ostale infekcije kod bolesnika le¢enih transplantacijom MC
hematopoeze, zbog suprimovanog imunskog sistema i agranulocitoze, ¢esto su uzrok
porasta ucestalosti transfuzijom udruzenog morbiditeta (TRM). Njihov razvoj se moze
povezati i sa postojanjem GvHD, u kojoj je teSko naruSena koZzna i gastrointestinalna
barijera bolesnika. Obi¢no, u ranom posttransplantacijskom periodu se javljaju bakterijske i
gljivicne infekcije, a potom virusne (najcesce izazvane citomegalovirusom) infekcije (2-4,
51, 59-64).

Od ostalih nepovoljnih efekata transplantacije MC, najéesée se javljaju hemoragijski
cistitis, zatim venookluzivna bolest (naroc¢ito kod bolesnika sa oste¢enom funkcijom jetre),
miokardiopatija, leukoencefalopatija, herpes zoster, katarakta i sterilnost. Ovi nepovoljni
efekti se, po pravilu, javljaju kao posledica intenzivne hemioterapije i smanjene funkcije
imunskog sistema bolesnika i takode mogu doprineti porastu ucestalosti TRM, ali i

mortaliteta.

Prilagodene/inovativne transplantacije mati¢nih éelija

Prvobitni koncept transplantacije MC je podrazumevao primenu visokih (letalnih) doza
hemio-radioterapije za kontrolu bolesti (eradikaciju klona malignih ¢elija), prakti¢no uz
destrukciju i imunskog sistema primaoca. Transplantirane MC sluZile su samo kao potpora
("resuscitacija” mijeloablacijskog stanja) za repopulaciju KS i rekonstrukciju hematopoeze
bolesnika. Medutim, primena ovih intenzivnih kondicionih rezima pri transplantaciji je
pracena visokom incidencom TRM (> 30%) zbog jatrogene aplazije KS ili usled toski¢nog
ostec¢enja parenhimskih organa. Zato, alogene transplantacije su do skora bile rezervisane
samo za bolesnike mladeg uzrasta i zadovoljavajuceg (relativno dobrog) opSteg stanja (2—
4).

Tokom daljeg razvoja transplantacijske medicine, sagledana je i moguc¢nost primene i
delovanja alogenih imunokompetentnih celija poreklom iz kalema (2, 71-74). Tako, uoc¢eno je
pokretanje niza kaskadnih imunski-posredovanih reakcija, ¢iji je kranji rezultat bio ispoljavanje
efekata, oznacenog kao kalem protiv leukemije ili tumora (Graft versus Leukemia / Tumor —

GVL/T), sa sledstvenom prevencijom recidiva maligne bolesti. Uoceno je da inicijalni
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intenzivni kondicioni rezimi nisu "dovoljni" za dugotrajnu kontrolu maligne bolesti — ucestalost
relapsa leukemija posle transplantacije iznosio je i do 50%. Pored toga, klinicke studije tokom
proteklih decenija su pokazale da boljoj kontroli maligne bolesti (osim kondicionog rezima)
mogu doprineti i imunski mehanizmi (GvL). To potvrduju i sledee Cinjenice: a) veca
ucestalost relapsa posle singene transplantacije i b) manji rizik od recidiva bolesti kod bolesnika
sa odredenim stepenom hroni¢nog GvHD. Naime, za nastanak efekta GvL/T odgovorni su
limfociti T, NK ¢elije i citokini, slicno kao kod GvHD , ali su "target"” antigeni u ovom slucaju

na malignim ¢elijma (4, 71-74).

Tokom predhodnih decenija uvedeni su novi kondicioni rezimi redukovanog intenziteta
(RIC) sa "nemijeloablativnom" pripremom za transplataciju MC. Primena RIC protokola
omogucava izvodenje alogene transplantacije kod starijih bolesnika i/ili kod onih sa
komorbiditetom. Dodatni cilj primene RIC je brza rekonstitucija donorskih
imunokompetentnih limfocita T, odnosno stvaranje ravnoteze izmedu davaocevog |
primaocevog imunskog sistema — Sto vodi fenomenu "meSanog himerizma". Upravo
meSani himerizam nastao nakon alogene transplantacije je pogodna osnova za dalje
imunski-posredovane terapijske pristupe (prekid post-transplantacijske imunosupresivne
terapije ili primena donor specifiénih limfocita), a sa ciljem stvaranja "kompletnog
donorskog himerizma”, a time i uslova za efikasniju eradakaciju malignog klona.
Preliminarni rezultati primene alogene transplantacije MC uz RIC su ohrabrujuéi, a
efikasnost zavisi od prirode osnovne bolesti. Takode je potvrdeno da je izvodenje ove vrste
transplantacije u prednosti nad klasicnom mijeloablativnom transplantacijom — zbog
mogucnosti obnove primaoceve hematopoeze u sluc¢aju odbacivanja kalema, manje

ucestalosti intenzivnog stepana aGvHD i infekcija (2-4).

Transplantacija MC nepodudarnih u sitemu ABO

Antigeni ABO/H zajedno sa prirodno prisutnim komplementarnim antitelima (anti-A i anti-B,
klase IgM i IgG) karakteriSu tkivno/krvnogrupni sistem ABO/H (u daljem tekstu: sistem ABO).
Ovi antigeni u strukturi eritrocitne membrane i tkivima pripadaju liposolubilnim, a u vecini

telesnih tecnosti hidrosolubilnim grupnospecificnim supstancama. Na hromozomu 9 su
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lokalizovani odgovaju¢i geni za regulaciju ekspresije antigena ABO. Oni kodiraju tri
glikoziltransferaze, regulatore vezivanje specificnog imunodominantnog monosaharida
(glikozilacija) — fukoze, N-acetil-galaktozamina i galaktoze na osnovni lanac antigena. Krajnji

ishod ovog procesa je formiranje Cetiri krvne grupe A, B, ABi O (4, 7).

Podudarnost u glavnom histokompatibilnom sistemu, odnosno sistemu HLA je od
presudnog znacaja za uspe$nost alogene transplantacije MC. Suprotno, kao 3to je veé
re¢eno, ABO-inkompatibilnost primaoca i davaoca prisutna je u oko jedne tre¢ine od
ukupnog broja transplantacija. Opisane su tri vrste ABO-inkompatibilnosti — major, minor i

kombinovana bidirekcijska ili major/minor (4, 75-95).

O major ABO-inkompatibilnosti (na primer, primalac O, a davalac B) se govori kada
primalac u svojoj cirkulaciji ima prirodno prisutna antitela anti-A/B. O sli¢noj grupi
(major) inkompatibilnosti se govori kada su prisutna neka druga iregularna imunska antitela
— kao Sto su anti-D iz sistema Rhesus ili anti-K iz sistema Kell — u plazmi primaoca
usmerena protiv antigena koja se nalaze na membrani eritrocita davaoca. Ukoliko su njihov
titar i aviditet "klinicki znacajni", potrebno ih je otkloniti ili barem redukovati njihov

plazmatski sadrzaj izmenama plazme (4, 7, 95).

Priprema suspenzije MC za transplantaciju u sludaju ABO-inkompatibilne
transplantacije podrazumeva otklanjanje/redukciju eritrocita (procesiranjem) iz aspirata.
Znaci, ova procedura se odnosi na precis¢avanje MC uzetih aspiracijama iz kostne srzi, jer
prikupljanje MC iz periferne krvi pomocéu separatora krvnih c¢elija podrazumeva
automatizovano maksimalno smanjenje broja eritrocita u celijskoj suspenziji. Primaoci
krvne grupe O koji dobijaju MC od osobe krvne grupe A mogu da nastave sa stvaranjem
anti-A i anti-B antitela u post-transplantacijskom periodu i do narednih tri do cetiri meseca
(ponekad i duze) (4, 7, 22-26, 95).

Vecina autora smatra da major ABO-inkompatibilnost ne utice na oporavak
hematopoeze procenjenog na osnovu postizanja zeljenog kriticnog broja (“praga™)
granulocita i trombocita (4, 75-94). Eritrocitni oporavak moze biti usporen, iznosi > 40
dana posle transplantacije MC. Prisustvo, na primer, antitela anti-A ili anti-B moZe da
uspori proces eritrocitopoeze (odloZeno stvaranje eritrocita krvne grupe A ili B), ali tek u
zavrsSnoj fazi ovog procesa, jer na progenitorima (BFU-E i CFU-E) jo$ nisu eksprimovani
antigeni ABO. Potpora primaoca eritrocitima se izvodi prema postoje¢im preporukama
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(prikazano u kasnijem delu teksta — slika 10), iako neki autori uvek predlazu primenu
eritrocita krvne grupe O da bi se izbegle konfuzije (2, 4, 7, 95).

Nasi rezultati (2, 4) pokazuju da je za odrZzavanje hemoglobina na vrednostima 80-100
g/L posle transplantacije MC, potrebno bilo transfundovati 2-6 jedinica eritrocita, u
zavisnosti od vrste i stadijuma osnovnog oboljenja i izvora MC. Istina, primaoci ABO-
inkompatibilnih (major) transplantacija zahtevali su nesto veci broj transfuzija eritrocita u

poredenju sa primaocima ABO-kompatibilnih MC (tabela 2).

Tabela 2.

Potencijalne komplikacije posle ABO-inkompatibilne transplantacije MC

ABO-inkompatibilnost POSLEDICE I KOMPLIKACIJE

- odloZena hemolizna reakeija
- poveéan rizik nastanka GvHD

- intenzivna neposredna hemolizna reakcija
- kasniji oporavak eritrocitopoeze

Major - odloZena hemolizna reakeija (retko)

- Cista eritrocitna aplazija
-transplantacijom udruZena mikroangiopatija

- neposredna i odloZena hemolizna reakcija
- kasniji oporavak eritrocitopoeze

Bidirekci Jska - smanjeno proseéno preiivljavanje
- fista eritrocitna aplazija
- poveéan rizik nastanka GvHD

Minor ABO-inkompatibilnost (na primer, primalac B i davalac O) je stanje kada se u
davao¢evoj plazmi, tako i u suspenziji prikupljenih MC, nalaze antitela, anti-A/anti-B
usmerena protiv antigena primaocevih eritrocita. Pre ubrizgavanja aspirata, pozeljno je
redukovati koli¢inu plazme, a time i antitela procesiranjem (slika 8). Cilj takve procedure je
da se izbegne unoSenje inkompatibilnih antitela u krvotok primaoca. U suprotnom,
transplantacija bi mogla rezultovati blazim oblikom imunske hemolize. Ona se obi¢no
manifestuje pocev od 7-10 dana posle transplantacije i traje oko dve naredne nedelje. To
obi¢no nije posledica pasivnog unoSenja inkompatibilnih antitela, nego njihove naknadne
produkcije in vivo od strane donorskih limfocita B. Zbog toga, minor ABO-
inkompatibilnost je udruZzena sa ve¢im rizikom od hemolize, ako je broj limfocita B veéi u

suspenziji MC (2, 4, 7, 95). Hemolizna reakcija posle ABO-inkompatibilne transplantacije
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MC moZe biti uzrokovana postojeéim ili naknadno stvorenim aloreaktivnim antitelima.
Zavisno od toga kada se manifestuju, one su razvrstane u neposredne ili odlozene reakcije.
Od imunohematoloskih nalaza, karakteristiCan je pozitivni direktni antiglobulinski test
(DAT). Laboratorijski moze biti potvrden nalaz hemoglobinemije i eventualno
hemoglobinurije. Medutim, kod oko 30% takvih bolesnika, uprkos pozitivhom nalazu
DAT, ne postoje klinicki manifestni, niti laboratorijski detektabilni znaci hemolize. Plazma
ili hemoprodukti sa vecom koli¢inom plazme tokom sledstvenih transfuzija treba da budu
kompatibilne. Po nekim preporukama, bolesnicima le¢enim minor ABO-inkompatibilnim
transplantacijama treba dati plazmu grupe AB. Najzad, eritrociti pripremljeni tokom
transfuzijske potpore treba da budu krvne grupe davaoca (4, 7, 67, 90).

Najzad, major/minor ili bidirekcijska inkompatibilnost ABO (na primer, primalac B,
dok je davalac A) predstavlja kombinaciju opisane major i minor inkompatibilnosti, a time
predstavlja rizik za primaoca zbog moguceg razvoja razli¢itih imunski posredovanih

reakcija i komplikacija "domacin protiv kalema™ i "kalem protiv domacina" (4, 7, 95).

Tokom potporne hemoterapije posle ABO-inkompatibilnih transplantacija, postoje
specifi¢nosti koje treba poStovati radi prevencije sporednih efekata/komplikacija (2—-4, 95—
99). Kod major inkompatibilnosti potrebno je transfundovati eritrocite krvne grupe
primaoca dok su primaoceva antitela (anti-A/B) detektabilna u cirkulaciji i dok se rezultat
DAT ne "negativizuje”. Plazma i hemoprodukti koji sadrZze veée koli¢ine plazme
(koncentrovani trombociti) treba da budu krvne grupe davaoca, da ne bi doslo do pasivnog

prenosa "inkompatibilnih" antitela anti-A/anti-B (slika 10).

| VRSTA ’ TRANSPLANTACIJA I o

Eritrociti | ]

I B —

MINOR
Eritrociti | 7]
| E—|

P1iTr [ 1l |
MAJOR/MINOR |
Errociti | L] O ] |
P1iTr T ABE ] |

[ — PRIMALAC SPECIFICNI I — nedetektabilna onigmalna antitela
B — DONOR SPECIFICNT I1 — nedetektabilni originalni eritrociti
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Slika 10. Supstitucijska hemoterapija kod ABO-inkompatibilnih transplantacija

Suprotno tome, posle minor inkompatibilne transplantacije MC, treba transfundovati
eritrocite davaoceve krvne grupe, odnosno plazmatske produkte i trombocite krvne grupe
primaoca — dok prvobitni (sopstveni) eritrociti ne "is¢eznu" iz krvotoka. Na Kkraju,
bolesnicima le¢enim major/minor ABO-inkompatibilnom transplantacijom MC treba
transfundovati eritrocite krvne grupe O dok su im detektabilna prvobitna aloantitela,
odnosno plazmatske produkte i trombocite grupe AB dok su u njihovoj cirkulaciji

detektabilni prvobitni (sopstveni) eritrociti (2—4, 95-99).

Opisane su mogucénosti I ogranic¢enja, odnosno dijagnosticki i/ili prediktivni znacaj
specifiénih imunohematolo$kih ispitivanja posle transplantacija ABO-inkompatibilnih MC,
¢iji je cilj utvrdivanje prihvatanja/odbacivanja ABO-inkompatibilnih ili ABO-
kompatibilnih MC (95, 100-104). Principi koji vaZe za ova testiranja, sa posebnim osvrtom
na utvrdivanje ekspresije recipijent/donor specifi¢nih eritrocitnih antigena, bi¢e detaljno

opisani i prodiskutovani u kasnijem delu teksta.

Znacaj istrazivanja

Ukoliko se uzima u obzir nemerljiv znagaj transplantacije MC u leenju bolesnika sa
hematoloskim bolestima, a da problemi vezani za uvodenje jednog opstevazeceg peri-
transplantacijskog protokola kod postojanja imunske barijere u sistemu ABO izmedu
potencijalnog davaoca i primaoca jo$ uvek nisu u potpunosti reSeni — svako istrazivanje
koje moze rezultovati poboljSanjima u klinickom ishodu tretmana, kao i dugo-vremenskim
prihvatanjem ABO-inkompatibilnog alokalema je opravdano. Poseban znacaj ovog
ispitivanja ogleda se u tome Sto se oporavak, kao i pojava neposrednih i/ili odloZenih
komplikacija transplantiranog bolesnika, mogu pratiti na osnovu razli¢itih
imunohematoloskih i citogenetskih markera i sam ishod procedure pretpostaviti

analizirajuci sve podatke.

Moguée je tvrditi da je transplantacija ABO-inkompatibilnih MC veoma obecavajuca
terapijska alternativa za bolesnike kojima je le¢enje tim ¢elijama indikovano i kada ne stoji
na raspolaganju ABO kompatibilni davalac. Uvodenje i/ili usavrSavanje novih — efikasnih,
sigurnih — postupaka redukcije ne samo inkompatibilnih eritrocita, ve¢ i otklanjanja
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aloantitela iz cirkulacije bolesnika, a time i poboljSanje uslova za dugotrajno i kompletno
prihvatanje transplanta i prevencija imunski posredovanih komplikacija, namecu se kao

imperativ.
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Hipoteza

Ako se ima u vidu nemerljiv znacaj transplantacija MC u tretmanu bolesnika sa razli¢itim
malignim hemopatijama i nekim drugim poremecajima, i ako je, pri tome poznato da
problemi vezani za izvodenje transplantacija, posebno ABO-inkompatibilnih joS uvek nisu
u potpunosti reSeni, svako istrazivanje koje moze rezultovati optimiziranom kinetikom i
potpunim prihvatanjem presadenih MC i boljim op3tim oporavkom, odnosno kvalitetnijim

Zivotom bolesnika je eti¢ki opravdano.

Na osnovu zakonitosti transplantacijske imunologije, sopstvenih iskustava vezanih za
prikupljanje, ex vivo manipulisanje i terapijsku primenu MC, realno je postaviti slede¢u

radnu hipotezu:

— primenom sopstvenog afereznog protokola za prikupljanje MC i redukcijom
aloantitela anti-A/B u cirkulaciji primaoca izmenom plazme bic¢e spreena pojava

neposredne hemolizne reakcije,

— procesiranjem aspirata kostne srzi po originalnoj proceduri i primenom adekvatne
post-transplantacijske imunosupresije bi¢e obezbedeno brzo i kompletno prihvatanje
ABO-inkompatibilnih MC po ne sporijoj Kinetici i u ne manjem stepenu u poredenju
sa ABO-kompatibilnim MC, uz efikasnu prevenciju potencijalnih  imunski-

posredovanih komplikacija.
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Ciljevi istrazivanja

Osnovni cilj ovog istrazivanja je uvodenje i usavrSavanje ex vivo i in vivo peri-
transplantacijskih manipulacija/postupaka kod transplantacije ABO-inkompatibilnih MC,
sa posebnim osvrtom na efikasnost i sigurnost takvih protokola. Za proveru navedene radne

hipoteze postavljeni su slede¢i ciljevi istraZzivanja:

— odrediti uticaj izvora mati¢nih celija i genske podudarnosti na kinetiku prihvatanja
alokalema — repopulacija kostne srzi i dinamika uspostavljanja donor-specifi¢ne

hematopoeze;

— ispitati vrstu i stepen himerizma metodom semikvantitativne hemofenotipizacije u
Cvrstoj fazi (upotreba tehnike krvnogrupnih kartica sa mikrokuglicama), uz

odredivanje citogenetskih markera u cilju potvrde prihvatanja alokalema;

— utvrditi ucestalost i vrstu imunski-posredovanih komplikacija transplantacija — kao
Sto su hemolizna reakcija, odlozeno prihvatanje alokalema, akutni i hroni¢ni GVHD,

relaps bolesti;

— analizirati medusobnu povezanost ispitivanih parametara (prihvatanje alokalema vs.
pojava komplikacija) i korelaciju tih parametara sa klinickom slikom, tokom i
prezivljavanjem bolesnika legenih transplantacijom MC.
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Materijal i metodi istrazivackog rada

Dizajn istrazivanja

Istrazivanje je obavljeno po tipu kombinovane retrospektivno-prospektivne klini¢ko-
laboratorijske studije u kojoj je ukupno ispitivano 202 bolesnika, leCenih razli¢itim

modalitetima alogene transplantacije MC.

Ova studija je podrazumevala preklinicka ispitivanja efikasnosti ex vivo procedura
procesiranja suspenzije prikupljenih c¢elija i izvodenje klinicke studije sa pretezno
prospektivnom grupom bolesnika (n = 62) kojima su transplantirane ABO-inkompatibilne
major, minor ili major/minor ABO-inkompatibilne MC. Kontrolnu grupu je &inila ve¢im
delom retrospektivna grupa bolesnika (n = 140) koji su leceni alotransplantacijom MC od

donora iste krvne grupe u sistemu ABO.

Obelezja posmatranja

Procena i pracenje prihvatanja alokalema i remisije bolesti je izvedena na osnovu
ispitivanja i determinisanja odredenih pokazatelja i markera kod bolesnika posle alogene

transplantacije MC.

— Hematoloski oporavak — kvantifikacija parametara hemograma (analiza krvne slike sa
leukocitarnom formulom) — je obavljena u Institutu za medicinsku biohemiju VMA.



36

— Medularna i citogenetska remisija — prac¢enje promena u celularnosti kostne srzi i
utvrdivanje citogenetskih markera (npr. "Philadelphia” i polni hromozom) — su obavljeni
u Citoloskoj laboratoriji Instituta za patologiju i sudsku medicinu VMA.

— Imunohematoloski status/konverzija — kvalitativna 1 semikvantitativna testiranja
eritrocitnih antigena, odnosno prisustvo recipijent i/ili donor specifi¢nih antitela (1gG i
IgM) izvedena su u Institutu za transfuziologiju i hemobiologiju VMA.

— Kilini¢ki tok/ishod — pracenje opSteg stanja transplantiranog bolesnika (generalno
poboljSanje ili gubitak odredenih simptoma vezanih za osnovnu bolest) i klinicke
remisije bili su izvedeni na Klinici za hematologiju VMA.

Transplantacija ABO-inkompatibilnih MC, uz izvodenje procedura ex vivo manipulacije
¢elijske suspenzije, kao i primena specifiénog imunomodulacijskog protokola su odobreni
od strane Etickog komiteta VMA.

Bolesnici i laboratorijska ipitivanja

U ovo istrazivanje ukljuceni su bolesnici sa razlicitim hematoloSkim oboljenjima i
poremecajima, oba pola, uzrasta od 9 do 58 godina koji su tretirani razli¢itim modalitetima

alogene transplantacije MC (tabela 3).

] Tabela 3.
Bolesnici le¢eni alogenom transplantacijom MC
PARAMETRI BROJ BOLESNIKA
Muski 125
POL . .
Zenski 77
ABO-kompatibilna 140
TRANSPLANTACIJA ) .
ABO-inkompatibilna 62
Major 23
TIP INKOMPATIBILNOSTI Minor 30
Bidirekcijske 9

UKUPNO 202
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Kao Sto je to u tabeli 4. prikazano, oni su bolovali od razli¢itih benignih i malignih bolesti:
teSke aplasticne anemije (SAA), hroni¢ne mijeloidne leukemije (CML), akutne mijeloidne
leukemije (AML), akutne limfoblastne leukemije (ALL), mijelodisplaznog sindroma
(MDS), multiplog mijeloma (MM), ekstramedularne AML ili granulocitnog sarkoma i
limfoma (Non-Hodgkinov limfom — NHL; Hodgkinova bolest — HD).

Tabela 4.
Bolesnici sa razli¢itim dijagnozama le€eni transplantacijom MC
DIJAGNOZA BROJ BOLESNIKA

TeSka aplasti¢na anemija 26

AML 57

Granulocitni sarkom 3
LEUKEMIJE

ALL 65

CML 34

NHL 1
LIMFOMI

HD 2
Mijelodisplazni sindrom 10
Multipli mijelom 4
UKUPNO 202

Pripremni (kondicioni) rezimi su bili prilagodeni prirodi osnovne bolesti — pri ¢emu, u
slu¢aju akutnih i hroni¢nih leukemija pripremni rezim je bio kombinacija busulphana (16
mg/kgtm per os tokom 4 dana) i cyclophosphamida (120 mg/m? tokom dva dana), kod SAA
kombinacija cyclophosphamida (200 mg/m? tokom ¢&etri dana) i ATG (3,75 mg/kgtm/dan
tokom pet dana), a kod MM visoke doze melphalana (200 mg/m? tokom jednog dana) ili
kombinacija standardnog protokola "busulphan-cyclophosphamid 2", uz jednokratnu

primenu melphalana u dozi 140 mg/m? .

Tokom ovih transplantacija date su MC prikupljene od srodnih i nesrodnih (Matched
Unrelated Donor — MUD) davalaca — videti tabelu 5.
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Tabela 5.
Izvor mati¢nih éelija hematopoeze

TRANSPLANTACIJE/IZVOR KOSTNA SRZ PERIFERNA KRV UKUPNO

Srodne 72 90 162
Nesrodne 5 35 40
UKUPNO ALOGENIH 77 125 202

Kao Sto je prikazano, srodni (porodi¢ni) davaoci su koris¢eni kod oko 75%
transplantacija. Prilikom MUD transplantacija, davaoci (n = 40; u pet slu¢ajeva izvor MC je
bila kostna srz) koji su odabrani iz Svetskog registra davalaca kostne srzi (BMDW) i bili su
potpuno podudarni u sistemu HLA-DR. Oni su ispunili sve opsStevazece Kriterijume za
davaoce krvi (sem uzrasta), a bili su klinicki i laboratorijski potvrdeno zdravi. Razlike
donora/recipijenta po krvnogrupnim sistemima eritrocita nisu predstavljale kontraindikaciju

za izvodenije transplantacije MC.

Kada je izvor MC bila kostna srz (n = 77), uzimanje aspirata obavljeno je u hirurskoj
sali u opstoj anesteziji davaoca iz zadnjeg, a po potrebi i prednjeg grebena bedrene kosti, a
samo u izuzetnim slucajevima i iz sternuma. Kod veceg broja transplantacija (n = 125)
izvor MC je bila periferna krv posle petodnevne mobilizacije rekombinantnim humanim
faktorom rasta granulocitopoeze (rHUG-CSF; doza = 5-12 ug/kgtm/dan). Prethodno
profiltrovana i po potrebi procesirana (aspirat) ili "nativna” (harvest iz periferne Kkrvi)
suspenzija MC infundovana je kroz centralnovenski kateter neposredno po prikupljanju, uz

specificnu imunoprofilaksnu premedikaciju primaoca i forsiranu diurezu.

Neposredni laboratorijki monitoring hemograma, biohemizma i imunskih markera
obavljeni su dva sata po izvedenoj transplantaciji, a potom jednom dnevno u
posttransplantacijskom periodu. Prihvatanje alogenog kalema objektivizirano je dostupnim,
strandardnim tehnikama — na osnovu parametara krvne slike (neutrofili > 0,5x10%L i
trombociti > 20x10%L tokom tri uzastopna dana), zatim celularnosti kostne srzi, uz

citogenetske (citogenetski marker bolesti, polni hromozom) ili imunohematoloske analize
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(eritrocitni fenotip) stepena himerizma. S tim u vezi, imunohematolodki, medularni i
citogenetski markeri prihvatanja alokalema testirani su 28. dana posle transplantacije, a

potom po potrebi.

U cilju medikamentozne prevencije GvHD data je trojna imunosupresivna terapija po
tzv. standardnom (ili "shorte™) Seatle protokolu. Primenjen je slede¢i "timing" ove
imunosupresivne terapije: 1) methotrexat + prvog, + tre¢eg, + Sestog i + jedanaestog dana;
2) ciklosporin A od - prvog do + 180. dana; 3) methylprednisolon od + sedmog do +28.
dana. Dijagnostika i stepenovanje akutnog i hroni¢nog GvHD vrSeni su opSteprihvac¢enim
metodama. Prevencija mogucih vidova infekcije (virusnih, gljiviénih, pneumocystis carini)
je sprovodena redovnom primenom antimikrobnih agenasa (acyclovir, fluconazol,

trimethoprim — sulphometoxazol) uz intravenske imunoglobuline (tipa 7S).

Prevencija imunski-posredovanih komplikacija hemoterapije obavljena je primenom
filtrovanih i ozracenih (gama zraci; doza = 25 Gy / jedinica) produkata od krvi. Prilikom
suportivne hemoterapije, kod major i bidirekcijske ABO—inkompatibilnosti transfundovani
su eritrociti krvne grupe O u neposrednom posttransplantacijskom periodu, a posle
prihvatanja alokalema donor-specifi¢ni eritrociti. Ostali dati hemoprodukti (plazma i
koncentrovani trombociti) su bili krvne grupe AB ili odabrani na osnovu vrste ABO-
inkompatibilije i prisustva specificnih aloantitela u njima, a u skladu sa preporukama

prikazanim u slici 10.

Imunohematoloska ispitivanja

Generalno, uzorci krvi bolesnika uzimani i ispitivani su u sve tri faze transplantacije. U prvoj
fazi ili pre-transplantacijskom periodu (obrada bolesnika i davaoca) kod svih osoba ispitivani su
eritrocitni fenotipovi ABO i sistema Rhesus, Kell, Kidd, P, MNS, Duffy i Lewis (u daljem
tekstu: ostali sistemi), kao i indirektni antiglobulinski test (IAT), uz DAT. Kod major ABO-
inkompatibilnosti, ispitivan je primaocev titar aloantitela anti-A/B koris¢enjem donorskih
eritrocita radi donoSenja odluke o izvodenju izmene plazme (zeljeni titar < 16). U drugoj fazi ili
peri-transplantacijskom periodu praceni su DAT i IAT dva sata i 24 sata posle transplantacije
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MC. Najzad, u tre¢em ili post-transplantacijskom periodu za vreme aplazije, bolesnicima su
pripremani odgovaraju¢i kompatibilni eritrociti koji su se, po mogucnosti, razlikovali po nekom
ili viSe antigenskih markera od fenotipa primaoca. Time je omoguceno pracenje nestanka
transfundovanih ¢elija iz cirkulacije, uz imunohematolosko pracenje markera prihvatanja
alokalema. U ovom periodu ispitivan je titar (ili nestanak) antitela u plazmi primaoca jer
konverzija krvne grupe podrazumeva i stvaranje donor-specificnih limfocita B i njima

svojstvenih (specifi¢nih) antitela anti-A/B.

Uzorci krvi (primaoca, davaoca MC i davalaca eritrocita za suportivni tretman) uzeti su
u epruvete od 3 mL sa etilen-diamin-tetra-acetatnom kiselinom (EDTA,; Venosafe, Terumo)
za hemofenotipizaciju (ABO i ostalih sistema), zatim ispitivanje IAT i DAT. Za IAT i
ispitivanje titra prirodno prisutnih i imunskih antitela bio koris¢en serum, tj. krv uzeta u
epruveti bez antikoagulansa (Venosafe, Terumo) u zapremini od 9 mL. Koris¢eni test
eritrociti bili su optimizirani (3-5% celijska suspenzija u 0,9% rastvoru NaCl) za rad
pomocu krvnogrupnih Kkartica (Ortho-Clinical Diagnostics, USA).

Antihuman-globulinsko (AHG) testiranje u ovom istraZivanju dizajnirano je tako da se
izvodi primenom kartica sa mikrokuglicama (Ortho-Bio-Vue Sistem, USA) u rastvoru
niskog jonskog napona (BLISS), uz koris¢enje inkubatora i centrifuge Ortho-Bio-Vue
Systema. Ove Kartice su fabricki pripremljene tako da svaka kolona sadrzi AHG reagens za

jedno testiranje.

Osnovni cilj izvodenja DAT je bio ispitivanje prisustva eritrocitnih antitela klase 1gG i
IgM ili njihovih kompleksa sa komponentama komplementa, a koji su vezani za specifi¢ne
membranske receptore eritrocita. Procedura testiranja DAT izvedena je po uputstvu
proizvodaca, a u skladu sa modifikacijama naSe Laboratorije za imunohematologiju sa
imunogenetikom — koje su ranije detaljno opisane (104). Kod pozitivnog rezultata test je
ponovljen na kartici sa monospecificnim reagensima anti-IgG i anti-C3b, anti-C3d (DAT
kartica) Ortho-Bio-Vue Sistema. Vezana antitela klase IgG su analizirana (ispitivana)
naknadno iz eluata, posle njihovog izolovanja sa membrane eritrocita nekom od dostupnih

procedura elucije (kiselinom, hloroformom, hlorokvinom ili toplotom).

Cilj izvodenja IAT je bio ispitivanje prisustva slobodnih eritrocitnih antitela takode obe
klase (1gG i IgM) ili kompleksa antitela i komponenti komplementa, koje se nalaze u

plazmi, odnosno serumu bolesnika. Ispitivanje je obavljeno pomocu kartice Poly/Neutral
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Ortho-Bio-Vue Sistema — sa Sest kolona (u prve tri nalazi se polyspecificni AHG, a u
preostale tri neutralni rastvor sa bovinim albuminom, makro-molekulskim potencijatorima
reakcije, natrijum azidom i EDTA). Primenjena je ranije detaljno opisana procedura
testiranja (104). Sto se interpretacije rezultata tice, odsustvo aglutinacije ili hemolize
eritrocita je tumacen kao negativan rezultat. O pozitivhom rezultatu se govorilo kada je
postojala vidljiva aglutinacija eritrocita ili hemoliza, sa ili bez aglutinacije. Opisani su
razli¢iti stepeni intenziteta aglutinacije:

— reakcija 4+ = aglutinati eritrocita formirali su nakupine na vrhu kuglica u koloni;

— reakcija 3+ = vecina aglutinisanih eritrocita bila je zadrzana u gornjoj polovini kolone;

— reakcija 2+ = aglutinisani eritrociti su videni celom duzinom kroz kolonu;

— reakcija 1+ = vecina aglutinisanih eritrocita je zadrZzana u donjoj polovini kolone;

— reakcija 0,5+ = vecina eritrocita je prolazila kroz kolonu i formirala je razbijeno (ne
ravno) dugme na dnu kolone;

— reakcija negativan ili 0 = kada su svi eritrociti prolazili kroz kolonu, formirajuéi ravno
(glatko) dugme na dnu kolone.

Prisustvo iregularnih (prirodnih i imunskih) antitela je ispitativano razli¢itim tehnikama,
u te¢noj fazi (u epruveti), odnosno u ¢vrstoj fazi pomocu specifi¢nih kartica Ortho-Bio-Vue
Sistema. Njihovo titriranje je primenjeno kao semikvantitativan metod za odredivanje

koncentracije antitela u uzorku seruma po ranije opisanoj metodi (104).

Hemofenotipizacijom je ispitano prisustvo i stepen ekspresije antigena krvnogrupnih
sistema: ABO, Rhesus (antigeni C,C", ¢, D, E i e), Kell (K i k), Kidd (Jk? i Jk®), P1 (P1),
MNS (M, N, S i s), Duffy (Fy* i Fy?), i Lewis (Le? i Le?) na membrani DAT negativnih
eritrocita davaoca i primaoca MC. Koris¢eni su specifi¢ni test reagensi po metodama koje
su preporuc¢ene 0d strane proizvodaca. Pozitivna (eritrociti sa prisutnim antigenom) i
negativna (odsustvo antigena na ispitivanim eritrocitima) kontrola su uklju¢ene u svaku
seriju testiranja — osim prilikom upotrebe ABO/Rh i Rh/K Kkartica (Ortho-Clinical
Diagnostics, USA) koje u sebi ve¢ imaju kontrolnu kolonu. Testiranje na Poly karticama za
otkrivanje prisustva antigena k, Fy?, Fy®, S i s, izvedeno je u sredini sa BLISS-om. Sto se
interpretacije i stepenovanja dobijenih nalaza tokom ovih testiranja ti¢e, rezultati su

izraZzavani ja¢inom aglutinacije u opsegu od 0 do 4+.

Potrebno je ista¢i da meSano polje ("mix field") predstavlja nalaz dve ili viSe razli¢itih
populacija eritrocita u ispitivanom uzorku krvi, odnosno u cirkulaciji bolesnika. Fenomen

mesanog polja bilo je prikazan mikroskopskim ispitivanjem u te¢noj fazi, a joS jasnije
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upotrebom kartica za fenotipiziranje. Naime, u koloni kartice sa odredenim test serumom —
a na osnovu zadrzavanja aglutinata, odnosno prolazenja neaglutinisanih eritrocita kroz
kolonu — bile su prikazane populacije eritrocita sa prisutnim/odsutnim antigenom na
razli¢itim nivoima duz kolone (eritrociti sa razli¢itom ekspresijom antigena), dok se na dnu
nalazila populacija neaglutinisanih eritrocita. Za svaki takav nalaz dato je kvalitativno i
kvantitativno tumacenje, i to za parove donor-recipijent, odnosno za posebne bolesnike pre

i posle trasplantacije.

Statisticka obrada podataka

Vrednosti obeleZzja posmatranja ispitivanja — rezultati dobijeni tokom preklini¢kih
laboratorijskih testiranja i klini¢ka istraZivanja — prikazane su kao apsolutni i relativni
brojevi, odnosno izrazeni su u vidu srednjih vrednosti sa standardnom devijacijom —

zavisno od karakteristike ovih parametara.

Analiza i statisticka obrada dobijenih podataka klini¢kih, hematoloskih, biohemijskih,
citoloSka i imunohematolo$ka ispitivanja ovog istrazivanja su izvedena kompjuterski,
koris¢enjem odgovarajuceg statistiCkog softverskog programa (Origin 1 Statgraft).
Ispitivane grupe bolesnika su uporedivane analizom Mann-Whitney-ovim i Student-ovim t—
testom, odnosno primenom neparametrijskih testova — ANOVA. Razlike su oznacavane

kao statisti¢ki znacajne pri vrednosti p < 0,05.
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Rezultati

Osnovni cilj eksperimentalnih istrazivanja preklinickih ispitivanja bio je uvodenje i
usavrSavanje sopstvenih afereznih procedura za: 1) pre-transplantacijsku pripremu primalaca
ABO-inkompatibilnih MC i 2) originalnih protokola za prikupljanje dovoljnog broja vijabilnih
éelija (mononukleusne ¢elija — MNC, CD34* éelije i njeni subtipovi) za transplantaciju. Tako,
poseban znacaj je dat proceni: a) efikasnosti aferezne imunomodulacije primaoca (redukcija
titra aloantitela anti-A/B terapijskom izmenom plazme) i b) stepena deplecije ABO-

inkompatibilnih donorskih eritrocita (procesiranje aspirata po potrebi).

Tome shodno, uz kratke komentare, tabelarno i/ili graficki su prikazani bolesnici i
oboljenja tretirana transplantacijom, pozitivni klinicki efekti i potencijalne komplikacije
ovog modaliteta lecenja, sa posebnim osvrtom na dijagnosticki i prognosticki (prediktivni)
znacaj imunohematoloskih istrazivanja. Takode je analizirana medusobna povezanost ovih
laboratorijskih i klini¢kih parametara sa stepenom opSteg oporavka bolesnika i krajnjim

ishodom terapije.

Eksperimentalna i preklini¢ka istrazivanja

Tokom proteklih decenija, u Institutu za transfuziologiju i hemobiologiju VMA razvijeni su
originalni protokoli afereznog prikupljanja MC primenom separatora krvnih éelija
najnovije generacije — Cobe-Spectra i Spectra-Optia (Terumo BCT, USA). Koris¢ene Su
dve osnovne procedure prikupljanja celija — afereza velikog volumena (LVL) i
konvencionalna afereza (RCA). Uz to, bi¢e prikazani efekti primene in vivo aferezne

imunomodulacije (pomoc¢u izmena plazme). Rezultati ovih preklini¢kih ispitivanja — podaci
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0 davaocima i bolesnicima, zatim afereznim protokolima i kvantifikacije ¢éelija — bice

prikazani u narednom delu teksta.

Optimizacija, kontrola i odrzavanje kvaliteta afereznih protokola

Tabela 6. pokazuje osnovne Karakteristike afereznog prikupljanja MNC (sa prisutnim MC).

Preciznije, dati su podaci o apsolutnom broju, polu i uzrastu davalaca, vrsti oboljenja, zatim

broju bolesnika koji su tretirani transplantacijom, uz poseban osvrt na specificne aferezne

parametre (volumen procesirane krvi/harvesta i rezultati kvantifikacije celija).

Tabela 6.
Prikupljanje mati¢nih ¢elija — karakteristike procedura LVL i RCA
Vrsta afereza LVL" RCA™
Ukupan broj davalaca 80 45
. Pol Muski 46 29
Struktura davalaca MC Zenski 34 16
Uzrast (opseg) 14-58 9-58
AML [21] [27]
Bolesti i bolesnici le¢eni MC é‘:\'/:L Eg} ﬁ}
prikupljenih primenom MM [26] [38]
LVL"ili RCA™ [broj bolesnika] HD [19] 2]
non—Hodgkin [22] [32]
Broj afereza (prosek + SD) Broj tretmana MC 1 2405
_ ) Jedan tretman 253+5.2 79+14
Volumen procesirane krvi [L] Opseg 12,7-37,8 6,4 — 14,9
Ukupno / 21,3+£3,2
Spectra Optia 261,7+453 420,0 £ 64,2
Prinos MNC [x108/katm Po jednom tretmanu 79+14
[x10"kgtm] Ukupno 83£35  gr470
Prinos CD34* [x108/kgtm] Po jednom tretmanu 284 4g¥E 4,0 +1,6%
Ukupno T 10,8 + 3,95

*LVL = afereza velikog volumena (Large VVolume Apheresis);
**RCA = ponavljana konvencionalna afereza (Repetitive Conventional Apheresis);

¥p < 0,05; ¢p = 0,068.
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Uoceno je da su praceni parametri 0 davaocima, primaocima i izvedenim procedurama bili
sli¢ni kod oba protokola afereze. Medutim, utvrdene Su statisti¢ki znac¢ajne razlike izmedu LVL

i RCA procedura na osnovu prinosa CD34" ¢éelija u harvestu (p < 0,05).

Vrednosti za pojedine parametre posmatranja — koji se odnose na davaoce (srodne i
nesrodne), volumen aspirata/harvesta, izvor i prinos ¢elija — kumulativno su prikazane (kao

srednje vrednosti — SV i standardna devijacija — SD) u tabeli 7.

Tabela 7.
Vrste alogenih transplantacija MC — izvori i prinos CD34* éelija
IZVOR | VRSTA Aspirat / harvest [mL] Broj [x10%/kgtm]
TRANSPLANTACIJE SV +SD Opseg SV +SD Opseg
Srodni donor 220,5 £ 42,6* - 8,32 £ 3,8** 49-125
PERIFERNA (100 - 350) ( )
KRV MUD 2886 +68,3*  (115-570)  7,45+21**  (4,0-20,0)
Srodni donor 1112 +180** (950 -1 650) 3,6 £2,5** (1,2-4,3)
KOSTNA
SRZ MUD 1161+ 236** (708-1450) 4,09+2,9**  (1,3-8,3)

MUD = nesrodni davaoci (Matched Unrelated Donor);
*p < 0,05 (Origin t-test); ** nesignifikantna razlika.

Jasno se vidi da je volumen harvesta (sa zadovoljavaju¢im prinosom CD34" ¢elija) bio
statisticki signifikantno manji u grupi alogenih transplantacija od srodnog davaoca
(prikupljanje je izvedeno po originalnom protokolu u Odeljenju za aferezno lecenje i
hemoterapiju naSeg Instituta) u poredenju sa celijskom suspenzijom u okviru MUD
transplantacija. Medutim, nije bilo znac¢ajnih medugrupnih razlika u pokazateljima kvaliteta
afereznog produkta na osnovu poredenja rezultata kvantifikacije CD34" c¢elija, niti u

pogledu volumena aspirata.

Kod primene konvencionalnih afereznih procedura (RCA), neposredno po prikupljanju,
¢elije su ispitivane na broj i funkcionalnu ocuvanost (vijabilnost). Rezultati procentualne

zastupljenosti CD34" ¢elija i njihovih podtipova su vidljivi u tabeli 8.
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Tabela 8.
Distribucija CD34* éelija prikupljenih iz periferne krvi
CD fenotipovi PERIFERNA KRV HARVESTS
(Jednostruko i Proporcija [%] SV+SD Proporcija [%] SV+SD
duplobojenje) 1 gan 2. dan 1. dan 2. dan
CD34* 2.4 3.2 2.8+0.57 1.0 0.8 0.9+0.14
CD33* 11.4 2.4 6.9+6.36 36.7 24.5 30.6+8.63
CD38* 9.1 1.8 5.4+5.16 22.8 125 17.6+7.28
HLA-DR* 7.5 2.7 5.1+3.39 15.5 11 13.2+3.18
CD90* 1.4 0.7 1.1+0.49 0.5 0.2 0.35+0.21
CD34*/CD33* 1.78 0.98 1.3+0.57 0.78 1.18 0.9+0.28
CD34*/CD38* 1.28 0.6% 0.9+0.42 0.8% 0.8% 0.6+0.28
CD34*/HLA-DR* 1.3% 0.7% 1.0+0.42 0.28 0.8% 0.5+0.42
CD34*/CD90* 1.28 0.78 0.9+0.35 0.8% 0.28 0.3+0.15

Ssignifikantna razlika izmedu vrednosti CD34 subsetova — dvostruko bojenje (p < 0,05).

Iz rezultata prikazanih u tabeli 8. vidi se da prinosi pojedinih populacija i subsetova
¢elija u perifernoj krvi i harvestu nisu bili isti u funkciji vremena ("timing™). Naime, prinos
primitivnijih MC (fenotipa CD34*/CD90*) bio je bolji prvog dana u odnosu na drugi dan
prikupljanja (peti i Sesti dan od pocetka aplikacije rHUG-CSF).

Statistickom obradom dobijenih rezultata utvrdena je znacajna razlika (p < 0,05) izmedu
procentualne zastupljenosti navedenih ¢elija u perifernoj krvi, kao i u ¢elijskom harvestu u
korist prvog dana prikupljanja. Sve to govorilo je u prilog opravdanosti uvodenja LVL-
procedure (jedno aferezno prikupljanje petog dana od pocetka aplikacije rHUG-CSF) i

njene primene tokom proteklih godina.

Rezultati ispitivanja CD45%/34*/90" pomoc¢u protoéne citometrija (primenom tehnike

trostrukog bojenja) ilustrovani su u slici 11.
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Slika 11. Zastupljenost CD90" éelija unutar tzv. regiona mati¢nih ¢elija (SC reg)

Histiogram 1. nedvosmisleno potvrduje da postoji uocljiva populacija manje zrelih (po
fenotipu CD347/90%) ¢elija u alogenom harvestu (videti kvadrat AF2).

Imunohematoloska testiranja

U delu rada koji se odnosi na imunohematologiju, prikazani su rezultati ispitivanja
kompletnog (raspolozivog) fenotipa krvnogrupnih sistema eritrocita u neposrednom pre-
transplantacijskom periodu (primaoci i davaoci) i posle transplantacije (primaoci). Tako,
kod primalaca izvedeno je periodi¢no ispitivanje krvnogrupnih antigena pocev od oko +30.

dana radi imunohematoloSke procene prihvatanja kalema (konverzija hemofenotipa).

Kod bolesnika, takode je obavljeno ispitivanje prisustva iregularnih antieritrocitnih
antitela — slobodnih u plazmi/serumu (1AT) i vezanih za eritrocitnu membranu (DAT). Ova
ispitivanja (DAT i IAT) izvedena su neposredno po transplantaciji (posle dva i 24 sata),

odnosno periodi¢no u celom post-transplantacijskom toku.

Kona¢ni zaklju¢ak o prihvatanju alokalema koriste¢i imunohematoloSke analize bilo je
moguce doneti na osnovu: a) pojavljivanja novog, donor-specifi¢nog antigena na eritrocitima

(DSE); b) nestanka dotadasnjeg recipijent-specifiénog antigena (a u skladu sa fenotipom
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davaoca) i ¢) promena u plazmatskom sadrzaju odgovarajuéih prirodno-prisutnih (ponekad

iregularnih) antitela sistema ABO.

Potrebno je ista¢i da prilikom ispitivanja kompletnog eritrocitnog fenotipa preduslov je bio
negativan nalaz DAT. Ukoliko je rezultat DAT bio pozitivan, pre testiranja bilo je potrebno
pristupiti eluciji antitela sa eritrocita nekom od raspolozivih metoda koja ne ostecuje celijsku

membranu, tj. dozvoljavaju sledstvenu hemofenotipizaciju.

U cilju boljeg sagledavanja fenotipske distribucije krvnogrupnog sistema ABO u

kontrolnoj grupi (ABO-kompatibilne transplantacije), formirana je tabela 9.

Tabela 9.
Bolesnici le¢eni ABO-kompatibilnim transplantacijama
. Apsolutni broj Procentualna
*
Krvna grupa (P 1 D%) bolesnika zastupljenost [%)]
@] 51/140 36,4
A1 60/140 42,8
A 7/140 50
B 15/140 10,8
AiB 7/140 50

*P i D = primalac i davalac.

U tabeli 9. prikazani su osnovni fenotipovi parova donor/recipijent (podudarne krvne
grupe), s tim da je fenotip A podeljen u A1 i Az, jer se radi 0 podgrupama sa specificnim
karakteristikama (kao Sto su, nejednaka ekspresija antigenskih determinanti po eritrocitnoj
membrani, moguce prisustvo prirodnih iregularnih antitela). U kontrolnoj grupi nije bilo

parova sa fenotipom A2B.

Kod ABO-inkompatibilnih parova, posebno su svrstane i tabelarno prikazane
transplantacije kod kojih je postojala major, minor ili bidirekcijska nepodudarnost izmedu

davaoca i primaoca u krvnogrupnom sistemu ABO.

Tabela 10. pokazuje apsolutne brojeve i procentualnu zastupljenost za te parove, tacnije

za one primaoce kojima su transplantirane major ABO-inkompatibilne MC.
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Tabela 10.

Bolesnici le¢eni major ABO-inkompatibilnim transplantacijama

Krvna grupa (P/D*) Ap;g:gstrr: iikl;roj ZaFS)trl(J) ;():fjre]z;t:)iltn[%/o]
OlA 11/23 48,1
O/A: 1/23 43
o/B 5/23 21,7
Ai/AIB 1/23 4.3
Ai/AB 1/23 4.3
B/AB 3/23 13,0
B/A:B 1/23 43

*P/D = primalac/davalac.

Minor ABO-inkompatibilnost postojala je kod ukupno 30 bolesnika — to je priblizno
odgovaralo polovini od svih nepodudarnosti u sistemu ABO. Ti rezultati (ukljucujuci
podgrupe fenotipova A i AB (A1B/O, A1B/A11 A2B/A1) su prikazani u tabeli 11.

Tabela 11.

Bolesnici le¢eni minor ABO-inkompatibilnim transplantacijama

Krvna grupa (P/D*) Apsg:gstrr: iiktz'alrOj zalztrtjJ Sfjg;lﬁ)zltn[%@]
AJO 21/30 70,0
Aa/O 2130 6.7
B/O 3/30 10,0
A1B/O 2/30 6.7
A1B/AL 1/30 33
A2BIA:L 1/30 33

*P/D = primalac/davalac

U cilju ilustracije postojanja ili nepostojanja razlika u prognosti¢koj vrednosti, odnosno

za predvidanje uspeha le¢enja primenom MC u situaciji major/minor, tj. bidirekcijske
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ABO-inkompatibilnosti — naspram ABO-kompatibilnim transplantacijama — formirana je
posebna grupa ispitanika od 9 bolesnika (videti tabelu 12).

Tabela 12.

Bolesnici le¢eni bidirekcijskom ABO-inkompatibilnom transplantacijom

Krvna grupa (P/D*) Apsg :(l:strrll iiktzalroj Zaztrt? Sfjgf‘llﬁ)zltn[%m]
A1/B 4/9 445
A2/B 1/9 11,1
B/A1 3/9 33,3
B/A2 1/9 11,1

*P/D = primalac/davalac

Najzad, u delu istrazivanju koji se odnosi na prikupljanje podataka o efikasnosti izmene
plazme u kombinaciji sa primenom imunosupresivnih lekova — u sklopu sprovedenog pre-
kondicionog tretmana — u in vivo (klinickim) uslovima, pre transplantacije utvrdene su
vrednosti plazmatskog sadrzaja aloantitela specificnosti ABO (date su u vidu titra antitela
anti-A/B) za grupu bolesnika, primalaca MC od major i major/minor ABO-inkompatibilnog

davaoca.

lako ima i drugih miSljenja, stav nadeg Centra za transplantaciju MC je da titar antitela anti-
A/B trebalo bi da bude < 16. Izvodenjem jedne do tri procedure izmene plazme kod svih
bolesnika koji su imali titar antitela anti-A/B > 16 doSlo je do statisticki Vvisoko znacajne

redukcije titra donor-specifi¢nih aloantitela sistema ABO klase 1gG i IgM (p < 0.05).

Nasuprot opisanim imunohematoloskim ¢iniocima i/ili "akterima" krvnogrupnog
sistema ABO (antigeni i antitela, uz sadejstvo komponenti sistema komplementa i drugih
plazmatskih sistema), nepodudarnost u ostalim (retkim) krvnogrupnim sistemima eritrocita
je od manjeg klinickog znacaja. Medutim, ukoliko postoje iregularna (prvenstveno
imunska) antitela u visokom titru, njihov uticaj potencijalno je komparabilan sa efektima
antitela anti-A/B (klase 1gG) na tok i ishod transplantacija MC. Pored toga, konverzija
ekspresije eritrocitnih antigena ovih krvnogrupnih sistema ima dijagnosti¢ki (dokaz o

prihvatanju alokalema), a time i prognosticki znacaj.
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Ispitivani su sistemi Rhesus, Kell, Kidd, P, MNS, Duffy kod parova donor/recipijent, a

rezultati ovih testiranja su i prikazani u tabelama 13-17.

Tabela 13.

Ispitivani antigeni sistema Rhesus kod ABO-kompatibilnih transplantacija — 1

Konverzija ekspresije Apsolutni i relativni broj
pojedinacnih antigena bolesnika [%]
2/140
P [L4]
8/140
= [5,7]
7/140
¢ [5,0]
c 11/140
[7.9]
o 1/140
[0,7]
" 3/140
c [2.1]
32/140
UKUPNO [22.8]

Kao $to je to u tabeli 13 vidljivo, kod ABO-kompatibilnih transplantacija neuskladenost
u jednom od antigena sistema Rhesus je bila retka pojava (manje od 10%) za sve ispitivane

fenotipove, tzv. glavne antigene sistema Rhesus.

Tabela 14.

Ispitivani antigeni sistema Rhesus kod ABO-kompatibilnih transplantacija — 2

Konverzija ekspresije Apsolutni i relativni broj
multiplih antigena bolesnika [%]
2 26/140
[18,6]
3 6/140
[4,3]
4 2/140
[14]
UKUPNO 34/140

[24,3]
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Tabela 14 pokazuje da je do konverzije multiplih antigenskih determinanti usled
neuskladenosti pre transplantacije doslo ukoliko su dva antigena bila neistovetna (broj

takvih transplantacija iznosio je 26, odnosno priblizno 20%).

Tabela 15.

Ispitivani antigeni sistema Rhesus kod ABO-inkompatibilnih transplantacija — 1

Konverzija ekspresije Apsolutni i relativni broj
pojedina¢nih antigena bolesnika [%]
1/62
P [L6]
10/62
= [16.1]
6/62
c [9,7]
c 13/62
[21,0]
o 1/62
[1,6]
0/62
c [0.0]
31/62
UKUPNO
[50,0]

U tabeli 13 vidljivo je da kod ABO-kompatibilnih transplantacija postojala ¢esc¢a pojava
neuskladenosti na osnovu jednog antigena sistema Rhesus, pri ¢emu se u oko 20% radilo o

antigenu "c".

To je prakticno duplo veca ucestalost neuskladenosti u poredenju sa ABO-
kompatibilnim transplantacijama MC. Ipak, u ovoj grupi bolesnika nisu uoceni bilo kakvi
sporedni efekti ili komplikacije ovih razlika prouzrokovani razli¢itim antigenima sistema

Rhesus.
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Tabela 16.

Ispitivani antigeni sistema Rhesus kod ABO-inkompatibilnih transplantacija — B

Konverzija ekspresije Apsolutni i relativni broj
multiplih antigena bolesnika [%]

14/62

2 [22,6]
4/62

° [6,4]
1/62

4 [1.6]
UKUPNO 19/62
[30,6]

Sto se tice pojave konverzije multiplih antigenskih determinanti u grupi primalaca
ABO-inkompatibilnih MC (prikazano je u tabeli 16), udestalost Rhesus neuskladenosti bila

je priblizno ista (naj¢es¢e na osnovu dva antigena, u oko 23%).

Kao S§to je ve¢ reCeno, nepodudarnost u ostalim ili retkim krvnogrupnim sistemima
eritrocita (pored ABO i Rhesus) je prakti¢no od zanemarljivog klinickog znacaja u pogledu
uticaja na krajnji ishod tretmana primenom MC. Medutim, konverzija ekspresije antigena
ovih krvnogrupnih sistema ima neosporan dijagnosti¢ki (prihvatanje alokalema), kao i

prognosticki znacaj (moguca predikcija prihvatanja i/ili odbacivanja alokalema).

Rezultati vezani za ispitivanje gore spomenutog imunohematoloskog fenomena bice
detaljno ilustrovani i komentarisani na osnovu prikaza odabranih ABO-inkompatibilnih
transplantacija (kako primarnih, tako i sekundarnih) u daljem delu teksta (tabele 19 i 20,
odnosno slike 12 do 14).

Tabela 17 sadrzi podatke o apsolutnom i relativnom broju (ucestalosti — izrazeno u
procentima) neuskladenosti na osnovu pojedina¢nih antigenskih determinanti sistema
Rhesus, Kell, Kidd, P, MNS i Duffy — koji su utvrdeni za obe grupe ispitanika, tj za ABO-
kompatibilne i ABO-inkompatibilne transplantacije (n = 202).
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Tabela 17.

Apsolutni i relativni broj antigena sistema Kell, Kidd, P, MNS i Duffy posle transplantacija

ABO-kompatibilne transplantacije

ABO-inkompatibilne transplantacije

Ispitivani nepodudarni  Apsolutni i relativni

markeri broj bolesnika [%]
< 9/140
[6,4]
1/140
< [0,7]
24140
ke [17.1]
20/140
b
kK [14.3]
34/140
Pl [24,3]
16/140
M [11,4]
N 27/140
[19.3]
. 35/140
[25,0]
. 22/140
[15,7]
31/140
Fy* [22.1]
i 23/140
Fy [16,4]

Apsolutni i relativni

Isprtivani antigent - holesnika [%]

< 5/62
[8,1]
0/62
: [0,0]
17/62
Ik [27.4]*
15/62
b
Jk [24.2]*
10/62
Pl [30,6]
15/62
M [24,2]*
18/62
N [29,0]*
‘ 18/62
[29,0]
. 8/62
[12,9]
22/62
a
Fy [35,5]*
i 15/62
Fy [24,2]*

*p < 0,05 (Origin t-test).

U tabeli 18 su vidljivi podaci o apsolutnom broju i ucestalosti neuskladenosti na osnovu

multiplih antigena sistema Kell, Kidd, P, MNS i Duffy — koji su ispitivani i prikazani za obe

grupe ispitanika, tj za ABO-inkompatibilne transplantacije i kontrolu.
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Tabela 18.

Apsolutni i relativni broj antigena Rhesus i ostalin* krvnogrupnih sistema posle transplantacija

ABO-kompatibilne transplantacije ABO-inkompatibilne transplantacije

Ispitivani nepodudarni  Apsolutni i relativni  Ispitivani nepodudarni Apsolutni i relativni
multipli antigeni** broj bolesnika [%] multipli antigeni**  broj bolesnika [%]

. 17/140 . 11/62
1 antigen [12.1] 1 antigen [17,7]
. 8/140 . 13/62
2 antigena 5.7] 2 antigena [21]*
. 21/140 . 10/62
3 antigena [15] 3 antigena [16.1]
. 28/140 . 12/62
4 antigena [20] 4 antigena [19.3]
5 antigena 307140 5 antigena 10/62
. [21,4] J [16,1]
6 antigena 217140 6 antigena 2162
: [15,0] ’ [3.2]*
. 11/140 . 3/62
7 antigena [7.9] 7 antigena [4.8]
8 antigena 1[81;1]() 8 antigena %%2]
. 2/140 . 1/62
9 antigena [1,4] 9 antigena [1,6]
10 antigena 1[81;1? 10 antigena ([)(/)65]

*p < 0,05 (Origin t-test).
** Antigeni iz sistema Kell, Kidd, P, MNS i Duffy

Kao Sto je u tabela 17 i 18 moguce zapaziti, postoje statisticki znacajne razlike u
neslaganju parova donor/recipijent na osnovu ostalih (retkih) krvnogrupnih sistema
(pojedina¢ni i multipli antigeni) izmedu ispitanika (ABO-inkompatibilnost) i kontrole
(ABO-kompatibilnost). Medutim, pokazalo se da su ove nepodudarnosti imale jedino
dijagnosticki (prihvatanje donor-specifi¢nih eritrocita), a ne i klini¢ki znacaj, tj. nisu uticale
na pojavu komplikacija transplantacija.

Ispitivanje kompletnog (raspolozivog) hemofenotipa tj. antigena i antitela (uz njihovu

semikvantifikaciju titrovanjem) krvnogrupnih sistema eritrocita kod primalaca i davalaca

MC izvedeno je u neposrednom pre-transplantacijskom periodu, uprkos tome 3to je
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prilikom odabira potencijalnog kompatibilnog davaoca, predhodno ve¢ obavljeno
ispitivanje antigena sistema ABO i Rhesus.

Kao $to je ve¢ napomenuto, kod primalaca je izvedeno periodi¢no ispitivanje
krvnogrupnih antigena pocev od oko 30. dana posle transplantacije radi otkrivanja markera

prihvatanja kalema (konverzija hemofenotipa).

Kod primalaca MC, takode je obavljeno ispitivanje prisustva antieritrocitnih antitela:
anti-A/B i ostalih iregularnih antitela koja su se nalazila u plazmi/serumu (IAT) i/ili su bila
vezana za eritrocitnu membranu (DAT). Ova testiranje su izvedena neposredno po
transplantaciji — dva i 24 sata po izvedenoj proceduri, a potom periodi¢no u celom post-

transplantacijskom toku pracenja bolesnika.

Zavisno od inicijalnog titra (kriti¢ni prag > 16) anti-A/B — semikvantifikacija je izvedena -7
do 0 dana transplantacije — kod major i bidirekcijske ABO-inkompatibilnosti doneta je odluka o
uvodenju izmene plazme. U proseku su radene dve izmene, samo u retkim sluc¢ajevima tri
afereze, a ponekad je bila dovoljna jedna izmena plazme pre transplantacije za postizanje titra
aloantitela < 16. Venski pristup je najceS¢e ostvaren plasiranjem katetera u neku od
centralnih vena za potrebe afereznog tretmana. Jednom izmenom plazme je otklonjeno 1-1,5
volumena bolesnikove cirkulisu¢e plazme, kao nadoknadna te¢nost koriséen je 20% humani
albumin u kombinaciji sa fizioloskim rastvorom natrijumovog hlorida. Odnos otklonjeni vs.
nadoknadeni volumen je bio 1,0 — samo u izuzetnim slucajevima je izvedena korekcija

intravaskulnog volumena (redukcijom ili povec¢avanjem zapremine nadoknadne tecnosti).

Konacni zaklju€ak o prihvatanju alokalema koriste¢i imunohematoloSke analize bilo je
moguce doneti na osnovu: a) pojavljivanja novog, donor-specifi¢nog antigena (DSA) na
eritrocitima; b) nestanka dotadasnjeg recipijent—specificnog antigena (u skladu sa
fenotipom davaoca) i ¢) promena u plazmatskom sadrzaju odgovarajuéih prirodno-prisutnih

(ponekad iregularnih) antitela sistema ABO.

Rezultati kompletnog/prosirenog fenotipa eritrocitnih krvnogrupnih sistema — sa posebnim
osvrtom na antigenske determinante i fenomen konverzije krvnogrupnog fenotipa — uz
testiranje i nekih drugih imunohematoloskih analiza (na primer, DAT i IAT) kod dva
bolesnika (tretiranih primarnom i sekundarnom transplantacijom) u funkciji vremena prikazani

su ilustrativno u tabelama 19 i 20.



Tabela 19.

Kumulativni rezultati hemofenotipizacije pre i posle (primarne i sekundarne) transplantacije — 1

Krvnogrupni
sistemi
Eritrocitni
antigeni

Rhesus

Primalac MC*

Davalac MC

Primalac MC**

Relaps bolesti* o/B*

Primalac MC*** BIO: |+ -  + - @ +| - +1@ + + @ + |- + - +]|- +

BNY ¥ — BB; Dg: ALL-T.
*primalac MC pre transplantacije; **primalac MC posle prve transplantacije; ***primalac MC posle sekundarne transplantacije.
"-" = inicijalno odsustvo antigena (u funkciji genotipa); "&" = konverzija ekpresije antigena iz pozitivnog u negativno.

Aloantitela primaoca (anti-B): inicijalni titar = 128 (IgM), 64 (IgG); titar nultog dana = 8 (IgM);
1. ¥ primarna transplantacija: 23.12.2005.

DAT2hi2an = D, |AT2ni2an = IAT posttranspl. = ;

+13.dan: DAT + (anti-lgG +, anti-IgA @, anti-IgM @, anti-C3d @);

+65.dan: DAT + (anti-1gG O, anti-IgA @, anti-IgM @, anti-C3d +);

+34. dan = 20% DSE; +65. dan = 95% DSE;

od +34. dana: antitela anti-B nisu detektabilna; prisustvo antitela anti-A nije detektovano.

relaps bolesti: 16 meseci posle prve transplantacije= 98% O Ery (transfundovani) i 2% DSE

2. ¥ sekundarna transplantacija: 05.04.2007.
DAT2hi2an = &, DATposttranspI. =,

5+39. dan = 15% DSE; +60. dan = 80% DSE; +82. dan = 98% DSE i 2% O Ery;

od +60. dana prisustvo antitela anti-B nije detektovano.
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Tabela 20.

Kumulativni rezultati hemofenotipizacije pre i posle (primarne i sekundarne) transplantacije — 2

Krvnogrupni
sistem
Eritrocitni
antigeni

Rhesus

Primalac MC*

Davalac?* MC

Primalac MC**

Relaps bolesti* A1B/AL*

Davalac** MC  [a¥1=] L T e e T

Primalac MC*** [iV1=8 + - + @ + - + - + |+ o+ |+ |+ o+ o+ + | - +

LTYiLT*Y > SG; Dg: AML-M2. ,
*primalac MC pre transplantacije; **primalac MC posle transplantacije, ***primalac MC posle sekundarne transplantacije.
"-" = inicijalno odsustvo antigena (u funkciji genotipa); "&" = konverzija ekpresije antigena iz pozitivnog u negativno.

Aloantitela primaoca (anti-B): inicijalni titar = 4/8 (IgM) i 8 (IgG);
titar nultog dana = 2 (IgM) i 2 (1gG);

1. ¥ primarna transplantacija: 18.06.2007.
DATzni24n = G, |1AT2ni2an = I, DATposttranspl. =, |ATposttranspI. =,
+52. dan = 90% DSE; +73. dan = 100% DSE; od +52. dana antitela anti-B nisu detektabilna.

# relaps bolesti: 2 godine i 7 meseci posle prve transplantacije = 20% Al Ery (transfundovani) i 80% DSE.
2. ¥ sekundarna transplantacija: 04.02.2010.

DAT2ni24n = D, DAT posttranspl. = J;
S+46. dan = 10-20% DSE; +57. dan = 50% DSE; +92. dan = 100% DSE.



Ispitivanje bolesnika BB pokazalo je prisustvo kompleksnog kariotipa 46, XY, del (11)
(923) [3]/ 46, XY, del (11)(g23), add (10) (p15) [2] / 46, XY, del (11)(g23), del (3) (q12) [1]/
46, XY [14]. Na +181. dan postignut je kariotip sestre donorke 46, XX [15] Posle dve godine
bio je verifikovan citogenetski relaps sa nalazom patoloskog kariotipa 45-47 XY, +marl,
+mar2, inc(8)/>60, XXYY, inc(4) [12] u okviru sistemskog recidiva ALL-T (tabela 21).

Tabela 21.
Rezultati ispitivanja citogenetskih markera — 1.
Bolesnici Kariotip pre TMC ok e Kariotip posle TMC
I davaoci Bolest [metafaze] ™C, [metafaze]
*TMC: +181. dan: 46, XX [15]
46, XY, del (11)(q23) [3] /46 8.3.2007. 45-47 XY ,+marl,+mar2,
* xk AT, A€ 9 o inc(8)/>60, XXYY, inc(4) [12
BB™, ALLT XY, del (11)(q23), add (10) (p15) 23.12.2005. **T(lx)«: 17, dan: 46 >(<>)<[14]
Z—>M 21746, XY, 0el (023), del 05042007, 555 9600 430 110023
(3) (q12) [1]/ 46, XY [14] 23.1.2008. 47, XY, del(11)(q23),
add(1 0)(p 15), +22(10)/>80,
XXYY[2] 146,XX[1] [13]
SG* 46, XX, (821)(@22:022) [8]/ .
53 AML-M2 6.3 [12] 18.06.2007. +182. dan: 46, XX [20]
SG*=* 46, XX, 1(8;21)(22;022) [8] |,
Moz Relaps e 1] 04.02.2010. +28. dan: 46, XY [20]

TMC = transplantacija MC; pol davaoca/primaoca: M = muski, Z = Zenski;
*primarna transplantacija; **sekundarna transplantacija.

Izvedena je sekundarna transplantacija MC sa prihvatanjem alokalema i postizanjem
kariotipa donorke na +17. dan u 14 analiziranih mitoza. Medutim, 9 meseci posle
transplantacije na nastanak recidiva bolesti ukazalo je postojanje kompleksnog patoloskog
kariotipa 47, XY, del(11)(q23), add(1 0)(p 15), +22(10)/>80, XXY'Y[2] /46, XX [1] [13].

Provera donorskog himerizma bolesnice SG (tabela 21) sa AML-M2 i inicijalnim
kariotipom 46, XX, t(8;21)(q22;922) [8] / 46, XX [12], izvrSeno je posle +6. meseci. Tada
je postignuto potpuno prihvatanje alokalema donora/sestre sa kariotipom 46, XX [20] posle
izvedene primarne transplantacije. Tome sli¢no, nakon sekundarne transplantacije utvrden

je kariotip donora/brata — tacnije, kariotip: 46, XY [20].
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Tabela 22. sadrzi podatke o tri para donor/recipijent gde je kao marker prihvatanja
alokalema sluzio polni hromozom. Podaci o hromozomu "Philadelphia” (Ph+) ukazali su na

stepen rezidualne bolesti posle transplantacije.

Tabela 22.
Rezultati ispitivanja citogenetskih markera — 2.
Bolesnici Kariotip pre TMC . Kariotip posle TMC
i davaoci Bolest [metafaze] ™C [metafaze]
;B ,  CMLPh+ 46, XX, 1(9:22) (434011) [20] 30.10.2007. +27.dan: 46, XY, ivO)(p11013) (20
N
1(\340 ,  CMLPh+ 46, XX, 1(9:22) (434011) [20] 16.102007. +112.can: 46, XY [5]
N
LB ,  CMLPh+ 46 XX, 1(9:22)(q34q11) [20] 12.02.2003. +28.dan: 46, XY [20]
N

TMC = transplantacija MC; pol davaoca/primaoca: M = muski, Z = Zenski.

Kod bolesnice BB sa CML Ph+ sa kariotipom 46, XX, t(9;22) (q34;q11) [20], analiza
kariotipa na +27. dan posle transplantacije MC pokazala je kariotip 46, XY, inv(9)
(p11;q13) [20], Sto je ukazalo na to da je muski donor BZ, imao prisustvo konstitutivne
inverzije hromozoma 9 u svih 20 pregledanih mitoza, uz istovremenu verifikaciju

postizanja kompletnog donorskog himerizma.

Kod bolesnika GO i TB sa istom dijagnozom, analiza kariotipa pokazala je prisustvo
kompletnog donorskog himerizma, tj. sledstveno prihvatanje alotransplantata.

Treba istac¢i da kod bolesnice TB (sa dijagnozom CML Ph+), postojanje t(9;22) (q34;911)
potvrdeno je i na molekulsko-genetskom nivou. Upotrebom tehnike RT-PCR, tj. "nested” RT-
PCR, pokazano je prisustvo fuzionog transkripta gena BCR-ABL na prezentaciji. Bila je
prisutna b3a2 forma rearanzmana (standardne tacke prekida) pri dijagnozi, a odsutna posle
trasplantacije MC. Posle transplantacije, visokosenzitivni kvantitativni "nested” RT-PCR pri
prvoj analizi donorskog himerizma na nivou pracenja nivoa produkta ekspresije BCR-ABL
gena pokazao je prisustvo fuzionog traskripta kod ove bolesnice. Tek u periodu poznog
pracenja i funkcionisanja alokalema — posle 5 godina od transplantacije — je doslo do potpunog

gubitka molekulsko-genetskog markera bolesti kod nje.
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Primeri kompletnog himerizma ili konverzije specifi¢nih antigena eritrocitnih krvnogrupnih
sistema (primena mikroaglutinacijske tehnike u karticama) posle izvedene major, odnosno

minor ABO-inkompatibilnih MUD transplantacija prikazani su u slikama 12a— i 13a—c.

ADEIZTA 201602~ uyl mrﬂm IiE'EL:!

Slika 12a—c. Hemofenotipizacija — pre i posle ABO-inkompatibilne transplantacije

Kod drugog prikazanog para donor/recipijent, kao $to to u slici 13a—c vidljivo, prisustvo
recipijent-specificnih (grupa B) eritrocita bilo je moguce dokazati jedino upotrebom test

reagensa anti-AB, ali ne i pomocu anti-B.
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Slika 13a—c. Hemofenotipizacija — pre i posle ABO-inkompatibilne transplantacije

Slika 14a-b pokazuje pozitivan nalaz DAT po tipu meSanog polja. U eluatu nisu
identifikovana imunska antitela klase 1gG (negativan IAT eluata), medutim dobijen je slabo
pozitivan rezultat ispitivanja eluata primenom test-eritrocita grupe B.
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Slika 14a i b. Hemofenotipizacija — DAT, IAT i ispitivanje eluata.

Klini¢ka ispitivanja — le¢enje ABO-kompatibilnim vs. ABO-inkompatibilnim MC

Saobrazno dizajnu istrazivanja, u delu koji obuhvata klini¢ko ispitivanje prikupljeni i
ustanovljeni i analizirani su rezultati za posebne kategorije ispitanika — tj. za bolesnike
lecene alogenom transplantacijom od srodnog ili nesrodnog davaoca koji su podeljeni u dve
grupe (primaoci ABO-inkompatibilnih i ABO-kompatibilnih MC — kontrolna grupa), kao i
za pripadnike tri podgrupe (major, minor i bidirekcijske ABO-inkompatibilne
transplantacije).

Tako, evaluirani su pozitivni klinicki efekti, ali i najucestalija/najznacajnija sporedna
dejstva i komplikacije transplantacija kod obe grupe ispitanika. Odredivani i uporedivani su
rezultati ispitivanja specificnih paraklinickih parametara — vrednosti hemograma,
biohemizma, imunohematoloskih, citogenetskih, hemostaznih, imunskih i nekih drugih
laboratorijskih testiranja — kod obe grupe bolesnika (ABO-inkompatibilne i ABO-
kompatibilne transplantacije). Takode su prikazani rezultati citometrijskih testiranja, a koja
su se odnosila na kvantifikaciju nukleisanih ¢elija, MNC, zatim broj i vijabilnost CD34*

¢elija i njihovih subtipova.
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Ispitivanje prihvatanja alokalema i komplikacije transplantacija

Ispitivana je kinetika prihvatanja alokalema na osnovu oporavka neutrofilnih
polimorfonukleara (PMN) i trombocita (PIt) kod obe grupe bolesnika — kod onih koji su
leCeni ABO-kompatibilnom i tretiranih ABO-inkompatibilnom transplantacijom. Ovi

rezultati su sumarno prikazani u tabeli 23.

Tabela 23.

Markeri i dinamika oporavka hematopoeze posle tranasplantacije MC

TRANSPLANTACIJE ~ PMN2 0,5x10°/L PIt > 20x10°/L "
[dani] [dani]
ABO-kompatilne .
(= 140) 15.07 £ 4.2 18.76 + 4.92 ns
ABO_EEEOE;T;?M”G 15.24 + 6.32 19.07 +5.28 ns*

*ns = nesignifikantna razlika (Munn-Whitney test; t-test)

Kao Sto je vidljivo, ne postoji statisti¢ki znacajna razlika u Kinetici prihvatanja PMN i PIt
medu poredenim grupama (ABO-inkompatibilna vs. ABO-kompatibilna). Podaci koji se odnose
na apsolutni broj i ucestalost aGVHD kod obe grupe bolesnika predstavljeni su u tabeli 24.

Tabela 24.

Komplikacija transplantacije MC — aGvHD kao parametar posmatranja

Apsolutni i relativni broj pojave aGvHD

TRANSPLANTACIJE
Ukupno [%] Stepen: 1-2 [%] Stepen: 3—4 [%]

ABO-kompatilne 83/140 73/140 10/140*
(n = 140) [59,5] [52,1] [7,1]
ABO-inkompatilne 35/62 20/62 15/62*
(n=62) [56,6] [32,1] [24,5]
*p <0,05.

Iz tabele 24. se vidi da poredene grupe se nisu statisticki razlikovale (Munn-Whitney
test; t-test; ns) po ucestalosti ukupne incidence aGvHD (83/140 ili 59,51% vs. 35/62 ili
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56,6%). Medutim, kod bolesnika le¢enih ABO-inkompatibilnom transplantacijom
konstatovana je signifikantno (p < 0,05) ¢es¢a pojava intenzivnog stepena aGvHD (stepena
3-4), u odnosu na ABO-kompatibilnu grupu (15/62 ili 24,5% vs. 10/140 ili 7,4%).

U tabeli 25. dati su podaci koji se odnose na pojavu hGvHD; rezultati prikazani su u

vidu apsolutnog broja i srednje vrednosti.

Tabela 25.

Komplikacija transplantacije MC — hGvHD kao parametar posmatranja

Apsolutni i relativni broj pojave hGvHD

TRANSPLANTACIJE

Ukupno Limitirani Ekstenzivni
[%] [%] [%]
ABO-kompatilne 73/140 38/140 35/140
(n =140) [52,1] [27,3] [24,8]
ABO-inkompatilne 31/62 18/62 13/62
(n=62) [51,0] [28,3] [22,6]

Na osnovu prikazanih rezultata moguce je tvrditi da u ovoj klini¢koj studiji nisu
postojale statisticki znacajne razlike u pogledu pojave/incidence hGvHD - i to, kako
limitiranog (38/140 ili 27,3% vs. 18/62 ili 28,3 %), tako i ekstenzivnog oblika (35/140 ili
24,8 % vs. 13/62 — 22,6%) ove komplikacije — izmedu dve ispitivane grupe bolesnika
(Munn-Whitney test; odnosno t-test).

Podaci o apsolutnom i relativnom broju (ucestalost) relapsa i srednjem prezivljavanju

bolesnika obe grupe su sumarno prikazani u tabeli 26.
Tabela 26.

Incidenca relapsa i duzina prezivljavanja kod transplantiranih bolesnika

TRANSPLANTACIJE Relaps bolesti [%] Prezivljavanje [meseci]

ABO-kompatilne 29/140 *
(n = 140) [20,7] 127,25 + 48,2
ABO-inkompatilne 8/62 -
(n = 62) [13.2] 89,05 + 47,3

*p <0,05.



66

Statistickom obradom (Munn-Whitney test; t-test) dobijenih rezultata utvrdeno je
znacajno bolje (p<0,05) srednje prezZivljavanje kod bolesnika sa ABO-kompatibilnoséu u
odnosu na bolesnike le¢enih ABO-inkompatibilnom transplantacijom (127,25 + 48,2 vs.
89,05 + 47,3 meseci).

Kao $to je ranije prikazano (tabela 3), u ovoj grupi ispitanika ABO-inkompatibilnom
transplantacijom lec¢eno je 62 bolesnika. Kod dva bolesnika su konstatovani simptomi i

znaci Ciste eritrocitne aplazije (Pure Red Cell Aplasia — PRCA).

Prvi bolesnik (HE) sa AML-M2 je imao krvnu grupu O, Rh-(D)-neg. Davalac MC je
bila sestra sa krvnom grupom A, Rh-(D)-neg. lzvor ABO-inkompatibilnih MC bila je
periferna krv, bolesnik je primio adekvatnu dozu CD34" ¢elija (5,6x108/kgtm). Post-
transplantacijski period jatrogene aplazije nije bio znacajnije produzen, niti komplikovan

pojavom TRM.

Prvi znaci delimi¢ne rekonstitucije hematopoeze, tj. prihvatanje alogenog kalema su
potvrdeni oporavkom PMN (+13. dan) i trombocita (+14. dan). Ispitivanjem citogenetike
+27. dana, takode je utvrden normalni zenski kariotip — Sto je potvrdio pojavu kompletnog

donorskog himerizma, bez klini¢kih znakova aGvHD.

Medutim, analizom kostne srzi +14. i +27. dana, uocen je deficit prekursora eritroidne
loze — u lako hipocelularnoj kostnoj srzi konstatovani su: dominantna granulopoeza, uz
manji broj megakariocita i izuzetno retke prekursore eritroidne loze. Vrednosti retikulocita
su bile veoma snizene (0,03-0,81%) cak i tri meseca posle transplantacije. Naredne
kontrole su potvrdile slican nalaz — $to je govorilo u prilog odrZzavanja anemije usled

deficita eritrocitopoeze, uz Zenski kariotip (citogenetika) i moguénost komplikacije PRCA.

Uprkos primenjenoj suportivnoj i stimulacijskoj terapiji (transfuzije eritrocita i
eritropoetin — EPO), anemija se odrzavala u narednom periodu. Imunohematoloskim
testiranjem pokazani su jedino primaocevi i transfundovani eritrociti krvne grupe O, Rh-
(D)-neg, kao i prisustvo antitela anti-A (titar IgM = 8; titar IgG = 16), odnosno antitela anti-

B u serumu.

Zbog sumnje na PRCA, uvedene su terapijske izmene plazme, uz primenu
imunoglobulina. Cetiri meseca nakon transplantacije stanje se odrzava, u mijelogramu se

opisuje lako hipocelularna kostna srz, sa urednom granulopoezom, i odsutnom
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eritropoezom uz slabiju produkciju megakariocita. Pet meseci posle transplantacije,
zapoceta je terapija kortikosteroidima i antitelom anti-CD20. Mesec dana posle primene
dva ciklusa antitela anti-CD20, do$lo je do postepenog oporavka eritrocitne loze (Hb =120
g/L; retikulociti = 15,26%). Potom su u cirkulaciji bolesnika — metodom semikvantitativne
hemofenotipizacije u ¢vrstoj fazi (upotreba tehnike krvnogrupnih kartica sa
mikrokuglicama) — detektovani eritrociti donora (+210. dana 80% DSE). Nakon toga je
verifikovana kompletna klini¢ka (trajanje oko 6 godina) i laboratorijska remisija (Hb = 158
g/L), uz prisustvo 99% DSE.

Kod bolesnice HS (recipijent/donor = O, Rh-(D)-poz /A, Rh-(D)-poz; izvor MC
periferna krv; CD34" = 8x10°/kgtm), konstatovani su klini¢ki, laboratorijski, citogenetski i
imunohematoloski nalazi koji su ukazivali na mogu¢nost PRCA. Citogenetikom je dokazan
kompletni donorski himerizam (+28. dan; 46, XY). Uoceni su markeri prihvatanja
alokalema i rekonstitucije hematopoeze (PMN > 0,5x10%L +11 dana i PIt > 20x10%L +12
dana). Medutim, u kostnoj srzi +14. i +28. dana, je postojao deficit prekursora eritroidne
loze, uz istovremeno prisustvo anemije (Hb = 60g/L, retikulociti = 0,18%). Terapija je bila
substitucijska (transfuzije) i eritrostimulacijska (EPO), uz primenu i imunosupresivnih
medikamentoznih agenasa (kortikosteroidi i imunoglobulini) — ali bez izvodenja izmene
plazme i upotrebe anti-CD20. Tri meseca posle transplantacije doSlo je do oporavka
eritrocitopoeze (Hb = 86g/L; retikulociti = 18,33%), uz imunohematolosku potvrdu
prihvatanja alokalema (+98. dan = 95% DSE). Posle oko 7 godina, bolesnica je u
kompletnoj klinickoj remisiji, sa kompletanim donorskim himerizmom, bez znakova

hGvHD.
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Diskusija

Posle transplantacije, MC karakterie sposobnost za repopulaciju kostne srzi, a potom procesi
samobnavljanja i difirentovanja u sve loze krvnih Celija. Tako, njih zajedno sa alogenim
limfocitima T, moguée je koristiti u leCenju mnogih malignih i nemalignih oboljenja,
uklju¢ujuc¢i leukemije, limfome, mijelome, SAA, urodene genske bolesti (na primer,
poremecaji metabolizma) i imunodeficijenciju. Medutim, krajnji ishod 1 sveukupni uspeh
transplantacija je, nazalost, ogranicen toksi¢nos¢u koja je posledica primenjenih kondicionih
rezima i potencijalnih imunskih konflikata usled prepoznavanja aloantigena primaoca od strane
donorskih limfocita T. Klinicku sliku aGvHD karakteriSu selektivna ostecenja koZze, mukoza,
posebno gastrointestinalnog (Gl) trakta i jetre, ali i drugih tkiva ili organa, kao Sto su kostna srz,
timus, pluéa i mozak. U toku hroni¢nog GVHD ne nastaju samo osSteCenja spomenutih

tkiva/organa, ve¢ moze doc¢i do oste¢enja vezivnog tkiva i egzokrinih Zlezda.

......

hematoloskih i nehematoloskih oboljenja postala je sastavi deo svakodnevne medicinske
prakse. ViSedecenijsko iskustvo u transplantacionoj medicini je omogucilo sagledavanje
brojnih prednosti, ali i mana ove terapijske procedure. Dosadasnji literaturni podaci o
uticaju krvno-grupne nepodudarnosti primaoca i davaoca na rezultate alogene
transplantacije MC su veoma oskudni i priliéno kontradiktorni. Kada je u pitanju dinamika
prihvatanja alogenog kalema, utvrdeno je da major ABO-inkompatibilnost koincidira sa
odlozenim prihvatanjem eritroidne loze. Medutim, sli¢no naSim rezultatima, ni drugi autori
nisu potvrdili da ABO-inkompatibilnost ima uticaja na dinamiku prihvatanja alogenog

kalema, mereno brojem neutrofila i trombocita (103).

Misljenja u vezi uticaja ABO-kompatibilnosti na klini¢ki ishod transplantacije jo§ uvek

nisu sasvim ujednagena. Teoretski, kod bolesnika letenih transplantacijom MC od HLA-
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identi¢nog alogenog davaoca, neusaglasenost u krvnogrupnom sistemu ABO (major,

bidirekcijska ili minor inkompatibilnost) postoji u oko 30-40% svih izvedenih tretmana (2—4).

Opste je poznato da kod bolesnika ¢ije je zdravlje ve¢ naruseno — kako osnovnim
poremecajem, tako i agresivnim kondicionim rezimom - izvodenje ABO-inkompatibilne
transplantacije (posebno bidirekcijske ili major) moze biti udruzeno sa teSkim komplikacijama.
O potencijalnim nepovoljnim efektima alogenih transplantacija, tako i o uticaju nepodudarnosti
donor/recipijent u sistemu ABO na klini¢ki tok i pojavu neposrednih i odloZenih komplikacija
transplantacije ima brojnih podataka (105-116). U daljem delu teksta Diskusije, neka od tih

saopstenja bice ukratko protumacena i prodiskutovana.

Na efikasnost terapije transplantacijom MC kod hematoloskih bolesnika uti¢e mnogo
faktora, kao Sto su vrsta i stadijum bolesti, uzrast, pripremni (kondicioni) rezim, broj i
vijabilnost MC, pojava, stepen i profilaksa post-transplantacijskin komplikacija. Od tih
Cinilaca, kao 1 karakteristika, specificnih za pojedine hematoloske poremecaje, bi¢e veoma
sazeto prikazani i prodiskutovani samo neki osnovni podaci iz literature, pre analize

rezultata dobijenih u ovom istrazivanju.

Transplantacija. MC primenjuje se u ledenju velikog broja urodenih i stetenih
hematoloskih 1 nehematoloskih, benignih 1 malignih bolesti, kao §to su SAA, hroni¢ne i
akutne leukemije, limfomi, miltipli mijelom, solidni tumori, teSka kombinovana
kongenitalna imunodeficijencija, bolesti metabolizma i neki autoimunski poremecaji, na
primer, multipla skleroza. Najées¢e komplikacije alogene transplantacije MC kod bolesnika

sa SAA su neprihvatanje ili odbacivanje kalema, GvHD i infekcije (2-4).

U cilju prevazilazenja starosnog ogranienja, razvijeni su manje intenzivni rezimi
transplantacije MC hematopoeze. Oni se zasnivaju na primeni manjih doza radio-
hemioterapije, pri ¢emu se ne eliminiSu sve tumorske celije, ve¢ se stvaraju uslovi za
prihvatanje kalema i za ispoljavanje reakcije kalema-protiv-tumora. Razvijeni rezimi, nazvani
su nemijeloablativnim rezimima ili "mini transplantacijom™. Ovaj nemijeloablativni pristup
kombinuje malu dozu zracenja celog tela sa post-transplantacijskom imunosupresijom, u cilju

spre¢avanja odbacivanja kalema i kontrolu imunski posredovanih pojava (GvHD i GvL).
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Posle inicijalnog prihvatanja alotransplantata, primalac obi¢no ispoljava meSani himerizam,
te u njegovoj krvi postoji istovremeno prisustvo ¢elija domacina i davaoca. Ako bolesnik ne
razvije GvHD, mogu se naknadno infundovati donor-specifi¢ni limfociti. Svakako, teznja
istrazivaca je bila da se izazovu efekti kalema-protiv-tumora, koji ¢e dovesti do eradikacije ili

redukcije broja tumorskih ¢éelija (1-7).

Potrebno je naglasiti da uzimanje davaoceve autologne krvi (radi njene primene tokom
aspiracija), procesiranje i filtrovanje prikupljenog aspirata kostne srzi, zatim aferezne
procedure, ispitivanje antigena i titra antitela krvnogrupnih sistema eritrocita, leukocita
primaoca i davaoca MC (vaznih markera za procenu uspe$nosti tremana), kao i post-
transplantacijska primena hemoprodukata, najceS¢e se sprovode u transfuzioloSkim
centrima. Inace, nepodudarnost krvnih grupa davaoca i primaoca u sistemu ABO nije
kontraindikacija za transplantaciju MC, ali zahteva izvodenje posebnih postupaka: a)
smanjenje koncentracije aloantitela u cirkulaciji bolesnika (izmena plazme) i b) redukcija

broja eritrocita iz aspirata kostne srzi (procesiranje) davaoca (2-4).

Poc¢ev od sredine dvadesetog veka, otkriveno je mnoStvo krvnogrupnih sistema, a
ekspanzija saznanja iz oblasti serologije, prvenstveno uvodenje pretransfuzijskih testiranja,
povecala je sigurnost transfundovanja krvi. Antiglobulinski test je prvobitno opisan od
Moreschia 1908. godine; medutim, on se koristi pocev od 1945. godine zahvaljujuci
radovima Coombsa 1 saradnika. Za detekciju i okarakterisanje antitela uklju¢enih u proces
hemolize, odnosno nekog oboljenja u sklopu kojeg je ispoljeno imunski posredovano
oSte¢enje eritrocita — kljuéni dijagnosticki test je DAT dopunjen drugim
imunohematoloskim testovima, kojima je neophodno utvrditi da li su eritrociti oblozeni
molekulima  imunoglobulina,  komponentama  komplementa ili  kompleksima

imunoglobulina i komplementa (2-4, 104).

Tipiziranje fenotipa ABO ili ispitivanja krvnogrupne pripadnosti u sistemu ABO je
osnovni pretransfuzijski test koji se sastoji iz dve procedure — obe mogu biti izvedene u
teCnoj (u epruveti) i Cvrstoj fazi (primena specificnih kartica). Prva procedura je
neposredno ispitivanje eritrocita tipiziranjem antigena A 1 B uz pomo¢ specifi¢nih test
reagenasa. Druga procedura je indirektno testiranje antigena eritrocita ispitivanjem
komplementarnih antitela u serumu pomocu poznatih eritrocita krvne grupe A i B.

Definitivni zakljuc¢ak o krvnogrupnoj pripadnosti donosi se kada su rezultati dva spomenuta
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testiranja saglasni (95). Ukoliko rezultati testova nisu podudarni, moze biti teSko da se
utvrdi kojoj krvnoj grupi pripada ispitivana osoba. Pri testiranju eritrocita sa specifi¢nim
pripadnosti osobe nekoj retkoj podgrupi A ili B (Am, Ax, Bs itd.). Savremeni monoklonski
test reagensi (anti-A i anti-B) efikasno otkrivaju slabe antigene A ili B, pa vecina
laboratorija vise ne koristi test serume anti-A,B humanog porekla u rutinskom ABO
tipiziranju. Monoklonski test reagensi imaju strogo specifican sadrzaj jer nikada ne sadrze
“dodatna ili rezidualna nespecifi¢na” antitela (kao $to su anti-T ili anti-Tn) karakteristi¢na

za test serume humanog porekla (2—4, 95, 104).

Veliki izazov za svaku transfuziolosku ustanovu predstavlja iznalazenje najpogodnijih
metoda za izvodenje imunohematoloskih ispitivanja u fazi pripreme 1 kasnijeg pracenja sve
veéeg broja bolesnika koji se podvrgavaju transplantaciji MC, kao i odabiru najpogodnijih
davalaca. Ovo se narocito odnosi na testiranje ABO (grupa i podgrupa) i Rh tipiziranje,
odredivanje eritrocitnog fenotipa po svim klini¢ki relevantnim krvnogrupnim sistemima,
skrining na iregularna antieritrocitna antitela kao i DAT 1 IAT, odredivanje titra prirodno-
prisutnih izohemaglutinina anti-A/B ili imunskih antieritrocitnih antitela u serumu bolesnika
(ukoliko je njihovo prisustvo inkompatibilno sa krvnom grupom ili korespondirajué¢im
antigenom donora) i sledstveno pracenje pada tog titra posle terapijskih izmena plazme u cilju
njihovog smanjenja, kao i eventualno njihovo odredivanje u produktu MC, a sve to u cilju
spreCavanja hemolizne reakcije. Kada treba transfundovati te bolesnike, potrebno je
hemofenotipizacijom odabrati najpogodnije eritrocite koji ¢e se moci pratiti u cirkulaciji
bolesnika prema nekom odredenom obelezju (markeru — antigenu koji moze biti iz bilo kojeg
krvnogrupnog sistema a ne samo ABO) i razlikovati od eritrocita domacina kao i od

novostvorene populacije eritrocita fenotipski specifiéne za donora MC (7, 95).

Tehnologija aglutinacije u kolonama je novi pristup u imunohematologiji, baziran na istim
principima kao i dobro poznata rutinska metoda za testiranje uzoraka krvi u te¢noj fazi, ali
specificnija, sa veéom senzitivno$¢u, standardizovanim uslovima u kojima se izvodi i
znaCajnim skrac¢enjem vremena izvodenja. Kontrolisanje svake etape procesa pojedinacnog
imunohematolo$kog ispitivanja, u skladu sa standardnim operativnim protokolom garantuje

dobru laboratorijsku praksu i isklju¢ivanje moguénosti svake tehnicke greske.
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Prostor na vrhu svake kolone u kartici (tzv. reakciona komora) koristi se samo za
ukapavanje nepoznatih eritrocita ili za inkubiranje test eritrocita 1 ispitivanog
seruma/plazme u sredini niske jonske jacine Sto podrazumeva dodavanje slanog rastvora
niskojonskog napona (LISS, odnosno u Sistemu Bio-Vue tzv. BLISS). Testiranja koja se
izvode u karticama zasnivaju se na slede¢em principu: kartice (u prostoru sa gelom ili
mikro-kuglicama, zavisno od vrste kartica) imaju svojstvo da razdvoje razlicite populacije
eritrocita, zadrzavanjem aglutinisanih ¢elija u medijumu na razlicitoj udaljenosti od vrha, a
zavisno od veli¢ine aglutinata "predeni put" kroz kolonu tokom centrifugovanja je razlicite

duzine, dok neaglutinisani eritrociti dospevaju na dno kolone (4, 7, 95).

Veca osetljivost kao i mogucnost procene koli¢ine eritrocita viSe zastupljene populacije
(semi-kvantifikacija meSanog himerizma) su nezamenljiva prednost ove metode zbog koje
je ona vrlo korisna i sve zastupljenija u odnosu na klasi¢ne, konvencionalne metode

ispitivanja aglutinacije u tecnoj fazi, tj. u epruvetama (104).

Na ovaj nacin moguce je rano detektovati pojavu eritrocita sa donorskim antigenima i
pratiti dinamiku njihovog stvaranja tj. stepen meSanog himerizma — §to oznacava kvalitet
transplantacije MC kao metode ledenja, odnosno uspesnost prihvatanja alokalema. U
skladu sa ovim moguénostima, uz prac¢enje koli¢ine bolesnikovih ¢elija u poredenju sa
koli¢inom donorovih i transfundovanih celija, kao i1 pracenje prisutnih antitela u
serumu/plazmi, moguce je u odredenom vremenskom periodu izabrati najprikladniju, tj,
adekvatnu krvnu grupu ABO za izbor ne samo eritrocita, nego i trombocita za transfuziju,

da bi se obezbedilo optimalno prezivljavanje trombocita u cirkulaciji (95, 104).

Pored standardnih kartica, u nekim karticama specificni test reagensi ili proteini mogu
biti integralni deo medijuma (gela ili mikro-kuglica) same kolone; tada ¢e eritrociti sa
prisutnim antigenom biti aglutinisani i selektivno zarobljeni prolaze¢i kroz medijum. Kada
kolona sadrzi antihuman-globulinski reagens koji specifitno vezuje imunoglobuline na
povrsini eritrocita, selektivno ¢e biti zadrzane ¢elije koje su senzitisane imunoglobulinima,

ali neaglutinisane prethodno (104).

Sto se senzitivnosti metode sa karticama ti¢e, treba ista¢i slede¢u ¢injenicu: da bi imali
pozitivnu antigen-antitelo reakciju u rutinskom antiglobulinskom testiranju izvedenom u
epruveti, treba da bude prisutno najmanje oko 100 molekula IgG po jednom eritrocitu koji

ih senzitiSu (oblazu). Nasuprot tome, prilikom primene metode u kolonama dovoljno je
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prisustvo samo 8 molekula 1gG po eritrocitu za dobijanje pozitivne reakcije. Ispiranje

eritrocita u fizioloSkom rastvoru pre izvodenja antiglobulinskog testa nije potrebno (95).

U vezi osetljivosti testiranja treba napomenuti da u imunohematoloskim ispitivanjima
izvedenim na karticama gradacija (ocenjivanje jafine reakcije) aglutinacije je dizajnirano
skalom po kojoj se intenzitet reakcije antigen-antitelo oznacava znacima plus (+). Razlika u
jacini izmedu dve metode pri izvodenju testa (standardni u epruveti i testiranje na kartici) je

oko jedan do dva stepena intenziteta aglutinacije u korist metoda na karticama (95).

To potvrduju nasi prvi rezultati (104), kao i oni dobijeni u ovom istrazivanju, posebno
pri titriranju antitela na kartici kada je uoCen neretko ve¢i titar za oko jedan stepen, odnosno

jednu diluciju (razblazenje) ili rede isti kao u epruvetama.

Poznata je prednost u radu u karticama u odnosu na epruvete kada uzorci krvi pokazuju
pseudoaglutinaciju (rouleaux formacije), Sto je specificno kod limfoma, paraproteinemija ili
kod primanja veéih koli¢ina visokomolekulskog dekstrana (7, 95, 104). Prednosti rada u
karticama (aglutinacijske tehnologije u kolonama) su: stabilnost finalne faze reakcije,
skrac¢enje 1 optimizacija vremena inkubacije, redukcija broja manipulacija za svaki uzorak,
mogucnost ponovljenog ocitavanja rezultata od strane viSe osoba viSe puta i mogucénost

dokumentovanja rezultata skeniranjem ili fotografisanjem.

Krvnogrupna neusaglasenost u sistemu ABO kod transplantacija izmedu HLA-
kompatibilnih, srodnih ili nesrodnih osoba, je jedan od najvecih transfuzioloskih izazova.
Prouzrokovano nezavisnim nasledivanjem gena ABO i HLA, ABO-inkompatibilnost ne
predstavlja kontraindikaciju za transplantacije, StaviSe takva situacija je relativno

zastupljena ili ¢ak uobicajena u transplantacijskim okvirima.

S obzirom na to da se krvnogrupni sistemi ABO i HLA nasleduju nezavisno, priblizno

jedna treéina svih transplantacija MC se izvodi preko barijere ABO krvne grupe (4, 103, 104).

Krvnogrupna inkompatibilnost je klasifikovana na osnovu specifi¢nih aloantitela (prirodno-
prisutnih i/ili imunskih) protiv odgovarajucih eritrocitnih antigena bolesnika, odnosno davaoca.
O major inkompatibilnosti je re¢ kada bolesnik ima antitela protiv davaocevih eritrocitnih
antigena (na primer, primalac grupe O i davalac A, B ili AB). Minor inkompatibilnost je
situacija kada davalac ima aloantitela protiv bolesnikovih eritrocitnih antigena (na primer,

primalac A, B ili AB, a davalac O). Pri tome, ta antitela ne moraju da se ograni¢e samo na
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krvnogrupni sistem ABO, nego mogu biti antitela (iregularna) iz drugih eritrocitnih sistema
(95). Najzad, major/minor, dvosmerna ili bidirekcijska inkompatibilnost je ta u kojoj oboje, i
bolesnik i donor imaju aloantitela protiv eritrocitnih antigena druge osobe iz transplantacijskog
para (na primer, primalac A, davalac B). Dvosmerna ili bidirekcijska inkompatibilnost je
svojstvo krvnogrupnog sistema ABO (4, 95, 103, 104).

Major inkompatibilnost moze biti udruzena ponekad i sa po zivot bolesnika opasnim
imunskim posledicama, ¢ije zdravlje je ve¢ naruSeno — kako osnovnim poremecajem, tako
agresivnim kondicionim tretmanom. Od tih komplikacija treba spomenuti, na primer, teSku
intravaskulnu hemoliznu reakciju koja se manifestuje neposredno po infuziji MC, kada
primao&eva aloantitela reaguju sa unetim eritrocitima iz suspenzije MC. Zbog toga, vecina autora
smatra da kada je titar aloantitela u primaocevoj cirkulaciji > 16 (IgM i/ili IgG), redukcija broja
eritrocita u suspenziji MC, ali i plazmatskog sadrzaja aloantitela kod primaoca je indikovana.
Inade, koli¢ina eritrocita u suspenziji MC prikupljenih iz periferne krvi ili u procesiranoj
suspenziji MC iz kostne srzi iznosi oko 10-15 mL (2—4). Ponekad se hemoliza javlja kasnije u
post-transplantacijskom periodu, naro¢ito kada je titar aloantitela redukovan izmenama plazme, a

kasnije dolazi do ponovnog porasta njihovog plazmatskog sadrzaja (4, 104).

Bolesnici le¢eni minor ABO-inkompatibilnom transplantacijom mogu imati odlozenu
(izmedu 10. i 17. dana posle transplantacije) imunsku hemoliznu reakciju, posredovanu
aloantitelima iz plazme i antitelima produkovanim od strane donorskih limfocita B, odnosno
plazma celija. Ovaj tip hemolize moze biti i1 teZeg stepena, ali je po pravilu slabog intenziteta i
od manjeg klini¢kog znacaja. Svakako, koli¢ina plazme i titar aloantitela u transplantu su od
znacaja za stepen ocekivane hemolize. U prakticnom radu, redukciju volumena plazme bi
trebalo izvesti samo u slucajevima kada je titar aloantitela specificnosti ABO (klase IgG /ili
IgM) >128 (7, 95, 104). Masivna i ponekad Cak fatalna imunska hemoliza, nastala zbog
produkcije aloantitela od strane donorskih limfocita B se opisuje pri minor ili bidirekcijskoj
ABO-inkompatibilnosti. Posto antigeni ABO/H nisu eksprimovani jedino na eritrocitima, veé
se nalaze na mnogim tkivima, produkcija anti-A/B usmerenih protiv antigena primaoca (minor
ili bidirekcijska ABO-inkompatibilnost) mogu se vezati, na primer, za endotelske celije i

oStetiti ih — $to moze potencijalno biti okida¢ za razvoj GVHD (4, 103, 104).

Pored ABO-inkompatibilnosti, ima podataka o transplantaciji MC sa neusaglaenim

statusom davaoca i primaoca u krvnogrupnim sistemima Rhesus, Kell, Kidd i MNS. Rec¢ je
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0 transplantacijama kada u cirkulaciji bolesnika postoji iregularno imunsko antitelo
usmereno protiv antigena spomenutih krvnogrupnih sistema davaoca (2, 4). Ucestalost
imunske hemolize, prouzrokovane ovakvom vrstom inkompatibilnosti je veoma mala — oko
1-2% (4, 7, 95). Takode je potrebno ista¢i da inkompatibilnost u krvnogrupnim sistemima
eritrocita ne bi trebalo da usporava generalni oporavak hematopoeze, tj. oporavak leukocita
1 trombocita, niti je udruzen sa povecanim rizikom od odbacivanja alokalema, ali takvo

stanje moze rezultovati klinicki manifestnim imunohematoloskim problemima (104).

Kao $to je reCeno, najteZza potencijalna komplikacija major ABO-inkompatibilnosti je
PRCA (4, 103). Ova komplikacija je prouzrokovana preostalim primaocevim limfocitima B,
odnosno plazma celijama i de novo produkovanim antitelima, koja mogu suprimirati
eritrocitopoezu. (104). Ucestalija pojava reakcije GvL 1 sledstvena redukcija pojave relapsa
bolesti je poznata Einjenica pri transplantaciji MC prikupljenih iz periferne krvi — zbog veéeg
broja limfocita T u suspenziji MC. Medutim, nije poznato da li neuskladenost davaoca i
primaoca u sistemu ABO uti¢e na pojavu i intenzitet GvL. Mogude je postaviti pitanje, zbog
¢ega bi ABO-inkompatibilnost uticala na ucestalost relapsa bolesti. Imunske reakcije udruzene
sa ABO-inkompatibilnom transplantacijom, moZda bi mogle imati i neke direktne ili indirektne
antitumorske efekte, kao Sto je reakcija GvL — i to, posredstvom oslobadanja citokina i/ili
aktivacijom celija NK. Pretpostavlja se da do ovih manifestacija dolazi usled prisustva i
delovanja specificnih ugljenohidratnih determinanti krvnogrupnih antigena sistema ABO.
Pojava relapsa (u roku 3-46 meseci) uocena je kod 4 od 43 bolesnika le¢enih ABO-
inkompatibilnom transplantacijom, odnosno kod njih 18 od 76 bolesnika u kontrolnoj grupi
(ABO istogrupna transplantacija). Incidenca akutnog i hroni¢nog GVHD takode nije bila
povezana sa razlikama u krvnogrupnom sistemu ABO. Minor ABO-inkompatibilnost ¢esce
udruzena sa razvojem GvHD u poredenju sa ABO-kompatibilnim, ali i major ABO-
inkompatibilnim transplantacijama. Takode je zapaZzeno da major ABO-inkompatibilnost ima
post-transplantacijski ishod koji vise li¢i klinickom toku pri minor ABO-inkompatibilnosti,
nego stanju posle ABO-kompatibilne transplantacije (2—4, 103).

Kod minor ABO-inkompatibilnih transplantacija, ucestalost i intenzitet hemolizne
reakcije direktno su povezani sa brojem limfocita u alokalemu (organ ili suspenzija MC).
Utvrdeno je da kada je izvor MC periferna krv, sadrzaj CD3* limfocita T je oko 16 puta, a

broj CD19" limfocita B ve¢i oko 11 puta u poredenju sa njihovim sadrZzajem u aspiratu
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kostne srzi. Inae, odloZena imunska hemoliza, usled de novo produkcije antitela pokrenuta
je od strane "passenger" limfocita (unetih alokalemom), a javlja se u oko 10-15%
transplantacija. Rizik od ove hemolizne reakcije je jo$ veci ukoliko je donor nesrodna

osoba 1 pri kori§¢enju samo ciklosporina A za prevenciju GVHD (4, 103, 104).

Kao §to je to ranije prikazano (104), nasi bolesnici sa hemolizom imali su svi pozitivan
DAT, sa reaktivnosc¢u eluata (IgG 1 IgM) protiv primaocevih ABO antigena. Ispostavilo se
da ni intenzitet DAT, ni inicijalni titar aloantitela u cirkulaciji davaoca nisu bili pouzdani
prediktivni faktor pojave i stepena prete¢e hemolize. Naime, pozitivan DAT — za ispitivanje
prisustva antitela i komponenti komplementa (C3d) na eritrocitima — je detektovan i u
bolesnika koji nisu razvili manifestnu hemoliznu reakciju. Takode, nije razjaSnjeno da li je
¢esc¢a pojava teske hemolize kod osoba krvne grupe A posledica nekog unutrasnjeg ¢inioca
eritrocita (na primer, jaa reaktivnost eritrocita senzitisanih antitelima anti-A sa
komplementom) ili je posledica razlike u distribuciji grupe A i B — prva je priblizno Cetiri
puta ¢eS¢a od druge (104). Kao korisna i efikasna mera prevencije hemolizne reakcije,
preporucuje se laboratorijski monitoring tokom prve dve nedelje posle transplantacije: a)
koncentracija LDH (svakodnevno); b) DAT (svakodnevno) i KKS (dva puta dnevno tokom
prvih 5-12 dana); c) transfuzija eritrocita kompatibilnih sa donorom za o¢uvanje Hb > 95

g/L; d) ispitivanje IAT i eluata (ukoliko je DAT pozitivan) (2, 104).

Nase prve klinicke studije (103, 104), kao i ovo istrazivanje govore u prilog tome da
ABO-inkompatibilnost nije presudan faktor rizika za Kinetiku prihvatanja alokalema,
nastanak transplantacijom udruzenog morbiditeta (na primer, GvHD), pojavu relapsa i

prosecno prezivljavanje bolesnika.

Smatra se da je incidenca teSke hemolizne reakcije, odbacivanja kalema ili GVHD i
drugih  komplikacija kod ABO-inkompatibilnosti manja ukoliko se primenjuju MC
poreklom iz kostne srzi, uz sprovodenje mijeloablativno kondicionog rezima (4, 105-112).
Suprotno, upotrebu MC prikupljenih iz periferne krvi sa nemijeloablativnim
kondicioniranjem karakteridu veé¢i broj MC, ali i zrelih imunokompetentnih éelija u
harvestu (4, 106). Takve transplantacije karakteriSu brzi oporavak hematopoeze i CeSce

ispoljavanje imunski posredovanih povoljnih (antitumorski efekat) ili neZeljenih efekata.

Veca ucestalost komplikacija posle bidirekcijske ABO-inkompatibilne transplantacije

moze biti pripisana delimi¢no istovremenom prisustvu nepovoljnih ¢inilaca major i minor
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inkompatibilnosti — ispoljavanju sinergije pojedinac¢nih potencijalnih nezeljenih efekata.
Teoretski, major ABO-inkompatibilna transplantacija, vode¢i do celijskih oStecenja Sa
sledstvenim oslobadanjem citokina neposredno, moze doprineti aktivaciji donorskih
limfocita, usmerenih protiv antigena primaoca. Takode je moguce da je krace odrzavanje
kalema izazvano reakcijom zbog neuskladenosti minor antigena histokompatibilnosti — pri
¢emu, ABO-inkompatibilnost predstavlja samo neku vrstu surogatnog markera, a ne i

sustinsko objasnjenje za fenomen odbacivanja.

Pored ABO-inkompatibilnosti, ima podataka o transplantaciji MC sa neusaglaenim
statusom davaoca i primaoca u krvnogrupnim sistemima Rhesus, Kell, Kidd i MNS.
Medutim, kod takvih transplantacija do hemolize moZe do¢i jedino ako u cirkulaciji
bolesnika postoji iregularno imunsko antitelo (u dovoljnio visokom titru) usmereno protiv
antigena eritrocitnih krvnogrupnih sistema davaoca (2, 95). Ucestalost imunske hemolize,
prouzrokovane ovakvom vrstom inkompatibilnosti je veoma mala — oko 1-2% (2-4).
Takode je potrebno ista¢i da inkompatibilnost u krvnogrupnim sistemima eritrocita ne bi
trebalo da usporava generalni oporavak hematopoeze, tj. oporavak leukocita i trombocita,
niti je udruzen sa povecanim rizikom od odbacivanja alokalema, ali takvo stanje moze

rezultovati klinicki manifestnim imunohematoloskim problemima (2—4, 40, 95).

Pre razmatranja imunohematoloskih pokazatelja, ispitivani i tabelarno su prikazani
parametri afereze MNC. S tim u vezi, ve¢ je napomenuto da su u Institutu za
transfuziologiju i hemobiologiju VMA razvijeni originalni protokoli: a) afereznog
prikupljanja MC (primenom Cobe-Spectra i Spectra-Optia); b) ex vivo pre¢iiéavanja; c)
kriokonzervacije i d) kontrole i odzavanja kvaliteta MC. Kori$éene su dve osnovne
procedure prikupljanja ¢elija — afereza velikog volumena (¢eSc¢e) 1 konvencionalna afereza
(po potrebi). Precis¢avanje je obuhvatilo procesiranje i imunomagnetnu selekciju.
Kriokonzervacija izvedena je procedurama neprogramiranog i programiranog postupka
zamrzavanja (uz kompenzaciju oslobodene toplote fuzije). Kontrola aspirata/harvesta je

podrazumevala kvantifikaciju TNC, MNC, CD34" éelija i njenih podtipova.

Najpre su izneti rezultati koji se odnose na osnovne parametre prikupljanja MC iz
razli¢itih izvora — kostna srz vs. periferna krv; srodne vs. MUD transplantacije (tabela 5).
Do detalja analizirani podaci vezani za kolekciju MC aferezom (tabela 6). Tako, date su

vrednosti o apsolutnom broju, polu i uzrastu davalaca, vrsti oboljenja, zatim broju
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bolesnika koji su tretirani transplantacijom, uz poseban osvrt na specifine aferezne
parametre — na primer, volumen procesirane krvi i/ili harvesta, kao i rezultati kvantifikacije
navedenih Celija. Vidljivo je da su vrednosti volumena harvesta (267,6 + 55,3 mL vs. 261,7
+ 45,3 mL) i prinosa CD34" ¢elija (8,3 * 3,5 vs. 7,8 + 4,8 po kgtm) sli¢ne za oba (Cobe
Spectra vs. Spectra Optia) separatora krvnih ¢elija. Medutim, uz sli¢an prinos CD34+
¢elija, volumen harvesta je bio znacajno (p < 0,05) manji kod srodnih, naspram MUD
transplantacijama (220,5 £ 42,6 mL vs. 288,6 £ 68,3 mL).

Uoceno je da su primitivnije populacije MC (CD34+/CD90+ ¢elije) bile u veéem procentu
zastupljene u aspiratu kostne srzi u poredenju sa harvestom. Veca zastupljenost CD34+/CD90+
¢elije omogucava njihovu terapijsku primenu u regenerativnoj medicini. Zahvaljujuéi svojstvu
intersistemske plasti¢nosti, upotreba MC opravdana je u ledenju bolesnika sa ostecenjem
miokarda, jetre, pankreasa, mozdanog i vaskularnog tkiva, itd. U tom kontekstu, prve klinicke
studije su pokazale da ubrzgavanje MC u neko oSte¢eno i/ili ishemijsko podrugje rezultuje
njihovim prihvatanjem ("homing") i sledstvenom trans-diferencijacijom u Celijske linije datog
"neoangiogeneza" (4). Mehanizmi koji omogucavaju trans-diferencijaciju ili "reprogramiranje”
MC - posredstvom spoljasnjih (“extrinsic") i/ili unutradnjih (“intrinsic") faktora — jo3 su uvek
samo delimi¢no razjasnjeni. Pored toga, primitivnija populacija MC ¢ée moéi obezbediti
kompletnu 1 dugotrajnu repopulaciju kostne srzi posle konvencionalne transplantacije u lecenju

hematoonkoloskih bolesnika (2—4).

Od rezultata imunohematoskih ispitivanja, prikazani su antigeni kompletnog (raspolozivog)
fenotipa krvnogrupnih sistema eritrocita kod davalaca i primalaca (pre i posle transplantacije).
Kod svih primalaca, a posebno kod ABO-inkompatibilnosti, izvedena je periodi¢na
hemofenotipizacija (poCev od +30. dana) radi procene prihvatanja alokalema na osnovu
konverzije hemofenotipa. Obavljeno je i ispitivanje prisustva iregularnih antieritrocitnih antitela
— u plazmi/serumu (IAT) i na eritrocitima (DAT). Ova ispitivanja izvedena su neposredno (dva
1 24 sata posle transplantacije), odnosno periodi¢no u post-transplantacijskom toku. Koristec¢i
imunohematoloske analize, definitivni zakljuCak o prihvatanju kalema bilo je moguce doneti na
osnovu: a) pojavljivanja i procenta DSE; b) nestanka recipijent-specificnih antigena i c¢)

promena u titru prirodno-prisutnih antitela sistema ABO.
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Kod ABO-inkompatibilnih transplantacija, posebno su svrstane i tabelarno grupisani
parovi donor/recipijent sa major, minor ili bidirekcijskom nepodudarnoscu. Kao §to je u
tabeli 10. vidljivo, minor inkompatibilnost je bila najucestalija, postojala je kod oko
polovine svih nepodudarnosti u sistemu ABO. To je u skladu sa objavljenim podacima iz
literature (2—4, 7, 103, 104). Veé je naglaseno da je stav naseg Centra za transplantaciju MC
da titar antitela anti-A/B treba da bude < 16 neposredno pre transplantacije. Pokazano je da
izvodenjem najcesce jedne, ponekad dve do tri procedure izmene plazme (kod bolesnika koji su
imali veci titar antitela anti-A/B od navedenog kriticnog "praga"), uo¢ena je statisti¢ki znacajna

redukcija donor-specifi¢nih aloantitela sistema ABO klase IgG i IgM (p < 0.05).

Sto se ti¢e rezultata inkompatibilnosti izuzev (osim) sistema ABO, utvrdeno je da
neuskladenost parova donor/recipijent na osnovu jednog antigena bila retka pojava (10-20%; tabele
13 i 14) za ispitivane antigene sistema Rhesus kod obe grupe bolesnika. Takode, u ovoj studiji nisu

uoceni bilo kakvi sporedni efekti ili komplikacije usled razlika u antigenima sistema Rhesus.

Opste je poznato (4, 7, 95) da nepodudarnost u ostalim (retkim) krvnogrupnim sistemima
(Kell, Kidd, P, MNS i Duffy) je prakticno od zanemarljivog klini¢kog znacaja za krajnji ishod
transplantacije. Podaci u tabelama 17. i 18. potvrduju da je i u ovoj studiji postojala statisticki
znaCajna ralika u neslaganju parova donor/recipijent u spomenutim retkim sistemima
(pojedinacni 1 multipli antigeni) izmedu grupe ispitanika 1 kontrolne grupe. Medutim, ove
nepodudarnosti su imale jedino dijagnosticki znacaj (dokaz o prihvatanju alokalem na osnovu

procenta DSE), ali ne i klinicki znacaj — tj. nisu uticale na pojavu komplikacija transplantacija.

Rezultati ispitivanja proSirenog fenotipa eritrocitnih krvnogrupnih sistema — sa posebnim
osvrtom na antigenske determinante i fenomen konverzije fenotipova — uz testiranje i nekih
drugih imunohematoloskih analiza (na primer, DAT 1 IAT) i posebno pracenja
citogenetskih promena kod dva bolesnika (leCenih primarnom i sekundarnom ABO-
inkompatibilnom transplantacijom) ilustrativani su tabelama 19 do 21. Tabela 22. sadrZi
podatke o tri para donor/recipijent (odabrani slu¢ajnim izborom iz grupe parova
donor/recipijent sa razlic¢itim polom) gde je kao marker prihvatanja alokalema sluzio polni

hromozom.

Najzad, radi boljeg sagledavanja znacaja i mogucnosti primene mikroaglutinacijske
tehnike u karticama a u cilju imunohematoloke potvrde kompletnog himerizma — tj. konverzije

antigena eritrocitnin krvnogrupnih sistema — prikazani su rezultati dobijeni posle izvedene
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jedne major, odnosno jedne minor ABO-inkompatibilne MUD transplantacije (slike 12a— i

13a—c). Slican rezultat je prezentovan i u radu japanskih autora, objavljen 2015. godine (101).

Vec je spomenuto da je jedna od potencijalnih ranih komplikacija ABO-inkompatibilnih
transplantacija, intravaskularna hemoliza. Ona se manifestuje neposredno po infuziji MC,
kada primaoceva aloantitela reaguju sa unetim eritrocitima iz aspirata ili rede iz harvesta.
Smatra se da kada je titar aloantitela u primaocevoj cirkulaciji >16 (IgM i/ili 1gG),
deplecija broja eritrocita u aspiratu (procesiranje), odnosno redukcija plazmatskog sadrzaja
aloantitela (izmena plazme) su indikovane. Inade, koli¢ina eritrocita u harvestu MC
prikupljenih iz periferne krvi ili u aspiratu posle procesiranja moze da iznosi oko 10-15 mL
(2—4). Ponekad se hemoliza javlja kasnije u post-transplantacijskom periodu, naro€ito kada
je titar aloantitela redukovan izmenama plazme, a kasnije dolazi do ponovnog porasta

njihovog plazmatskog sadrzaja (4).

Za razliku od prethodnih grupa bolesnika, kod onih koji su leCeni minor ABO-
inkompatibilnom transplantacijom moze do¢i do pojave odloZzene (izmedu 10. i 17. dana
posle transplantacije) imunske hemolizne reakcije. Ona je posredovana aloantitelima iz
plazme (retko) i/ili antitelima produkovanim od strane donorskih limfocita B, odnosno
plazma celija. Ovaj tip hemolize je po pravilu slabog intenziteta i od manjeg klinickog
znaCaja. U prakticnom radu, redukciju volumena plazme bi trebalo izvesti samo u
slu¢ajevima kada je titar aloantitela specificnosti ABO (klase IgG i/ili IgM) > 128 (4, 40).
Jaka imunska hemoliza, nastala usled stvaranja i delovanja aloantitela od strane donorskih
limfocita B se opisuje pri minor ili bidirekcijskoj ABO-inkompatibilnosti. Poznato je da
antigeni ABO/H nisu eksprimovani jedino na eritrocitima, ve¢ se nalaze na mnogim
tkivima. Zbog toga, tako stvorena anti-A/B usmerenih protiv antigena primaoca (minor ili
bidirekcijska ABO-inkompatibilnost) mogu se vezati, na primer, za endotelske celije i

oStetiti ih — §to moze potencijalno biti okida¢ za razvoj GVHD (2—4, 95).

Kao S§to je spomenuto, akutna hemoliza je najceSée izazvana major ABO-
inkompatibilno$éu; ona moze biti spre¢ena i redukcijom broja eritrocita u suspenziji MC
i/ili izmenama plazme kod bolesnika. Dovoljno intenzivne izmene plazme su korisne jer
mogu spreciti pojavu ne samo hemolizne reakcije, nego obezbediti i normalnu (makar 1
tranzitorno) eritrocitopoezu. Treba re¢i da ova antitela ne ispoljavaju inhibiSuci efekat na

procese granulocitopoeze i megakariocitopoeze.
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Suprotno od opisane neposredne ili akutne, odlozena imunska hemoliza (destrukcija
primaocevih eritrocita) je rezultat minor ABO-inkompatibilnosti. Ova reakcija je jedna od
potencijalnih i jo§ uvek nedovoljno razjagnjenih komplikacija transplantacije MC. Veliki
broj limfocita u suspenziji MC prikupljenih iz periferne krvi (uz prisustvo minor ABO-

inkompatibilnosti) doprinosi vecoj incidenci ovog imunski posredovanog fenomena (107).

Kod minor ABO-inkompatibilnih transplantacija, ucestalost i intenzitet hemolizne reakcije
direktno su povezani sa brojem limfocita u alokalemu (organ ili MC). Utvrdeno je da kada je
izvor MC periferna krv, sadrzaj CD3* limfocita T je oko 16 puta, a broj CD19* limfocita B veéi
oko 11 puta u poredenju sa njihovim sadrzajem u aspiratu kostne srzi (106). Inace, odlozena
imunska hemoliza, usled de novo produkcije antitela pokrenuta je od strane "passenger"
limfocita (unetih alokalemom), a javlja se u oko 10-15% transplantacija. Rizik od ove
hemolizne reakcije je joS veci ukoliko je donor nesrodna osoba i pri koris¢enju samo
ciklosporina A za prevenciju GvHD. Nemijeloablativni kondicioni rezim, uz brojne povoljne
efekte (manja toksicnost), omogucava i lakse nastajanje mesanog himerizma na nivou limfocita
B. Detekcija ranog (pre nestanka primaocevih eritrocita iz cirkulacije) pojavljivanja donor-
specificnih limfocita B, mogla bi biti korisna za predvidanje potencijalne hemolizne reakcije. U
svakom slucaju, raspolozivi podaci ukazuju na to da je etiologija hemolize multifaktorijalna i
da su seroloski i klinicki ¢inioci sami po sebi nedovoljni za ta¢no predvidanje ili iskljucivanje

rizika od nastanka ove reakcije (2—4, 106).

U ovoj grupi bolesnika (ispitanici sa ABO-inkompatibilnom i kontrola sa ABO-
kompatibilnom transplantacijom) nije bilo teSkog oblika neposredne hemolize. Razlog tome je,
medu ostalima, pravovremena i dovoljno intenzivna priprema bolesnika (izmenama plazme),
odnosno maksimalna redukcija broja eritrocita u aspiratu. Takode, nije uo¢ena neposredna liza
eritrocita — to potvduju i paraklini¢ka testiranja: tipi¢no negativni ili nebitno izmenjeni
imunohematoloski nalazi, odsustvo redukcije haptoglobina i1 pove¢anog plazmatskog sadrzaja
bilirubina, odnosno LDH. Medutim, kod jedne bolesnice sa PRCA, konstatovana je blaga

hemolizna komponenta anemijskog sindroma (povecani LDH i snizen haptoglobin).

Saopstavano je (107) o leenju 89 bolesnika (HLA-podudarni srodni donori) sa
razli¢itim hematoloskim bolestima. Ova klinicka studija uklju¢uje 49 bolesnika lecenih
pomoc¢u ABO-kompatibilnih i 40 primenom ABO-inkompatibilnih (20 major, 15 minor i 5

bidirekcijskih) transplantacija. Autori su uocili da nije bilo znacajne razlike u pogledu
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kinetike prihvatanja/odrzavanja alokalema, niti u zahtevima za transfuzijsko (suportivno)
zbrinjavanje bolesnika — pripadnika razli¢itih grupa. Uz to, nije uocena teska imunski-
posredovana hemolizna reakcija, niti PRCA. Najzad, prezivljavanje bolesnika i incidenca
akutnog ili hroni¢nog GVHD bili su slicni za sve navedene grupe. Tako, ovo klinicko
ispitivanje govori u prilog tome da ABO-inkompatibilnost nije faktor rizika za kinetiku

prihvatanja kalema, nastanak GvHD i prose¢no prezivljavanje bolesnika (107).

PRCA je potencijalna komplikacija major ABO-inkompatibilnosti. Radi se o
poremecaju u kome postoji inhibicija/blokada u sazrevanju ¢elija eritrocitne loze. Bolesnici
sa PRCA imaju obi¢no normocitnu ili rede makrocitnu anemiju. Eritroblasti su deficijentni
u kostnoj srzi, ali je produkcija leukocita i trombocita normalna — te (za razliku od SAA) ne
postoji pancitopenija. lako in vivo mehanizmi odloZzenog prihvatanja celija eritrocitne loze
kod major ABO-inkompatibilnih transplantacija jo$ uvek nisu potpuno razjasnjeni, in vitro
studije ukazuju na moguénost inhibicije donor-specifi¢ne eritrocitopoeze posredstvom
primaocevih antitela specificnosti anti-A/B (111). O ovim patogenetskim mehanizmima

bice pisano detaljnije u narednim delovima teksta (2, 110).

Danas se smatra da je PRCA prouzrokovan preostalim primaocevim limfocitima B,
odnosno plazma c¢elijama i de novo produkovanim antitelima, koja mogu suprimirati
eritrocitopoezu. Ces¢e se javlja kada je koris¢eno nemijeloablativno kondicioniranje i
ciklosporin A za profilaksu GvHD (109-111). Medutim, ctiopatogeneza PRCA joS§ uvek
nije u potpunosti razjaSnjena. Tumacenje etiopatogeneze ove komplikacije €ini jo§ tezim
ginjenica da MC, ukljuéujuéi populaciju unipotentnih BFU-E i CFU-E, u svojoj strukturi ne

sadrze antigene specifi¢nosti ABO/H (2—-4).

Pokazano je da posle major ABO-inkompatibilne transplantacije postoji veca ucestalost
PRCA loze kada se ne izvode izmene plazme ili afereze sa imunoabsorpcijom u cilju
otklanjanja aloantitela iz cirkulacije primaoca (108). Medutim, ima i suprotnih misljenja da
pre-transplantacijske izmene plazme nece povoljno uticati na incidencu PRCA posle ABO-
inkompatibilne transplantacije sa nemijeloblativnim kondicioniranjem, zbog ponovne
sinteze i porasta titra aloantitela (unutar 7-10 dana po transplantaciji), kao i duZeg
odrzavanja vecih koncentracija aloantitela anti-A/B (110). Postoji korelacija izmedu
odlozene redukcije titra aloantitela usmerenih protiv donorskih antigena i pocetka

detektabilnosti meSanog himerizma, kao i povecane incidence PRCA. To je posledica (kao
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Sto je navedeno) opstanka veceg broja funkcionalno ocuvanih limfocita i plazma celija
bolesnika posle nemijeloablativnog kondicioniranja. Teoretski, eliminacija primaocevih
limfocita B 1 plazma ¢elija bi mogla rezultovati ranijim kompletnim himerizmom (109). Na
kraju treba rec¢i da terapija egzogenim eritropoetinom nije bila i ne moze biti efikasna u
tretmanu bolesnika sa PRCA, ukazuju¢i na ulogu i suStinu imunskih faktora i mehanizama
u etiopatogenezi ove komplikacije (110). Takode je opisano da, uprkos odlozenoj
rekonstituciji donor-specifi¢ne eritrocitopoeze, u bolesnika sa PRCA nema klini¢kih
simptoma 1 detektabilnih laboratorijskih znakova hemolize. Ova ¢injenica govori u prilog
tome da antitela sistema ABO deluju i na one progenitore/prekurzore eritrocitopoeze koji

JOS nemaju u svojoj strukturi ugradeni molekul hemoglobina (2—4, 111).

Ispitivanja su pokazala da se odloZeno prihvatanje donor-specifi¢nih eritrocita javlja u
oko 10% bolesnika leCenih major ABO-inkompatibilnom transplantacijom (111). Od
moguc¢ih faktora rizika odlozeneg prihvatanja donorskih eritrocita kod major ABO-
inkompatibilne transplantacije treba spomenuti: 1) visoki inicijalni titar antitela anti-A/B u
cirkulaciji primaoca; 2) krvnogrupnu pripadnost donora i 3) vrstu kondicionog rezima i
posttransplantacijske imunosupresije za profilaksu GvHD (110). Takode je reeno da
bolesnici podvrgnuti major ABO-inkompatibilnoj transplantaciji MC sa nemijeloablativnim
kondicionim rezimom, mogu imati ¢e$¢e odlozenu hemoliznu reakciju zbog duzeg
opstanka primaocevih aloantitela — de novo produkcija od strane preostalih i funkcionalno

bolje o¢uvanih plazmocita — usmerenih protiv davaocevih eritrocitnih antigena (111).

Prema tome, faktori rizika za nastanak PRCA ukljucuju primenu ciklosporina A (za
profilaksu GvHD), visok inicijalni ili perzistentno poviseni titar primaocevih antitela
usmerenih protiv antigena davaoca i major ABO-inkompatibiliju, uz krvnogrupnu
pripadnost A kod donora (110). Sumarno, duZi opstanak antitela anti-A/B u cirkulaciji
primaoca mozZe rezultovati manje efikasnom eritrocitopoezom kod oko 10% bolesnika
lecenih major ABO-inkompatibilnom transplantacijom. Od izuzetnog je znacaja da se
naglasi da nedovoljno efikasna eritrocitopoeze ne znaci i generalno slabije prihvatanje svih

populacija (toti/multi/pluripotentnih) alogenih MC (111).

Treba ista¢i da u istrazivanju izvedenom u okviru ove disertacije pojava PRCA uocena

je kod dva bolesnika iz ABO-inkompatibilne grupe. Kod jednog je obustavljena prevencija
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GvHD ciklosporinom A, a kod drugog bolesnika primenjene su izmene plazme, uz anti-
CD20 (Mabtera) u post-transplantacijskom periodu.

Kao §to je to u delu teksta Rezultati detaljno opisano, u ovoj klinickoj studiji bilo je dva
bolesnika sa pojavom PRCA, kao komplikacijom major ABO-inkompatibilne
transplantacije. Kod prvog para recipijent/donor inicijalno su postojale krvne grupe O, Rh-
(D)-neg / A, Rh-(D)-neg, dok kod drugog para je bila prisutna kombinacija O, Rh-(D)-
poz / A, Rh-(D)-poz. Izvor MC je u oba sluaja bila periferna krv, sa adekvatnim prinosom
vijabilnih CD34" ¢éelija.

Prihvatanje alokalema potvrdeno je rano kod oba bolesnika na osnovu oporavka PMN
(+13. 1 +11. dana) i trombocita (+14. i +12. dana). Medutim, prihvatanje transplantata je
bilo parcijalno zbog izuzetno retkih prekurzora eritroidne loze u hipocelularnoj kostnoj srzi.
Naredne kontrole su potvrdile slican nalaz — Sto je govorilo u prilog odrZzavanja anemije

usled poremecaja eritrocitopoeze, ukazajuc¢i na moguénost PRCA.

U skladu sa podacima iz literature (2—4, 115, 116), bilo je opravdano uvodenje raznih
pristupa imunomodulacijskog tretmana — primenjene su procedure izmene plazme, uz
davanje imunoglobulina, kortikosteroida, ali i antitela anti-CD20 kod jednog bolesnika.
Nakon toga doslo je do oporavka eritrocitopoeze kod oba bolesnika, uz imunohematoloSku
potvrdu prihvatanja alokalema (prisustvo oko 95% DSE u cirkulaciji primaoca). Posle oko
6, odnosno 7 godina, bolesnici su u punoj klinickoj remisiji, sa kompletnim donorskim

himerizmom, bez znakova hGvHD.

Poznato je da je odbacivanje alokalema posle transplantacije MC posredovano donorskim
limfocitima T ili NK ¢elijama (112). Naime, duze odrzavanje bolesnikovih anti-donorskih
antitela u cirkulaciji posle transplantacije moze favorizovati odbacivanje kalema slede¢im
mehanizmima: a) antitelo-zavisnom celijama-posredovanom citotoksi¢no$¢u (ADCC) ili b)
komplementom—posredovanom citotoksi¢nos¢u. Kada postoji nepodudarnost u antigenima
klase I sistema HLA izmedu davaoca i primaoca, sve Celije donora eksprimuju ciljni antigen.
Tada, prisustvo aloantitela (oznacena kao antitela o—donor) u primaoca ¢e dovesti do
odbacivanja kalema, Cesto sa smrtnim ishodom (112). Kod ABO-inkompatibilnosti, prisustvo
spomenutih antitela o—donor ¢e rezultovati smanjenom/odlozenom eritrocitopoezom ili PRCA.
Za razliku od vec¢ine drugih autora (2—4, 111), po misljenju ovih istrazivaca (112), antitela anti-

A/B mogu da utiCu i na zrelije populacije progenitora eritrocitopoeze (CFU-E). Naime,
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prikazali su da je kod bolesnika utvrdeno prisustvo progenitora BFU-E, dok zreliji CFU-E nisu
bili detektabilni.

Ucestalija pojava reakcije GvL 1 sledstvena redukcija pojave relapsa bolesti je poznata
&injenica pri transplantaciji MC prikupljenih iz periferne krvi — zbog veéeg broja limfocita T u
suspenziji MC. Medutim, nije poznato da li neuskladenost davaoca i primaoca u sistemu ABO
utice na pojavu i intenzitet GvL. Moguce je postaviti pitanje, zbog cega bi ABO-
inkompatibilnost uticala na ucestalost relapsa bolesti. Imunske reakcije udruzene sa ABO-
inkompatibilnom transplantacijom, mozda bi mogle imati i neke direktne ili indirektne
antitumorske efekte, kao Sto je reakcija GvL — i to, posredstvom oslobadanja citokina i/ili
aktivacijom celija NK. Pretpostavlja se da do ovih manifestacija dolazi usled prisustva i

delovanja specifi¢nih ugljenohidratnih determinanti krvnogrupnih antigena sistema ABO (105).

Vec je spomenuto da ima autora koji smatraju da ABO-inkompatibilnost moze uticati i
na ucestalost relapsa bolesti, a time na prosecno prezivljavanje bolesnika posle alogene
transplantacije (105-112). S tim u vezi, ispitivana je grupa bolesnika sa ANLL Kkoji su
podvrgnuti transplantaciji MC bez deplecije limfocita T od HLA identiénih srodnih
davalaca. Kod ovih bolesnika profilaksa GvHD sastojala se od primene ciklosporina A i
metotreksata. Pojava relapsa (u roku 3—46 meseci) uocena je kod 4 od 43 bolesnika lecenih
ABO-inkompatibilnom transplantacijom, odnosno kod njih 18 od 76 bolesnika u kontrolnoj
grupi (ABO istogrupna transplantacija). Sveukupna incidenca akutnog i hroni¢cnog GvHD
takode nije bila povezana sa razlikama u krvnogrupnom sistemu ABO. Heterogenost
stadijuma bolesti i kondicionog tretmana mogli su uticati pri proceni efekata ABO-
inkompatibilnosti na ucestalost relapsa, ali ne 1 na pojavu komplikacija posle
transplantacije. Ovo ispitivanje pokazuje da ABO-inkompatibilnost ne bi trebalo da
predstavlja faktor rizika za porast ucestalosti komplikacija ili mortaliteta posle

transplantacije MC (105).

Radi sagledavanja uticaja GvHD na tok i ishod ABO-inkompatibilnih transplantacija,
najpre je potrebno ukratko razjasniti osnovne mehanizme etiopatogeneze ove komplikacije

alogene transplantacije — $to ¢e biti predmet daljeg razmatranja u delu teksta koji sledi.
Krajnje pojednostavljeno, patogeneza GvHD se odvija u tri faze. U prvoj fazi, kondicioni
rezim ostecuje tkivo $to dovodi do proizvodnje signala "opasnosti" ("danger signals") i

proinfamacijskih citokina, kao sto su TNF-a,, interleukin 1 (IL-1), IL-6. Vrhunac ovih dogadaja je
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"citokinska oluja™, koja aktivise antigen-prezentujuée éelije (APC) domacina i donorske
limfocite T. Druga faza obuhvata proliferaciju i diferencijaciju donorskih limfocita T u odgovoru
na APC domacéina, §to rezultuje rapidnom biohemijskom kaskadom, koja se indukuje stvaranjem
potpomazué¢ih T 1 ¢elija ("T-helper" — TH1), TH17 (za CD4 limfocite T), citotoksi¢nih T 1 ¢éelija
("T-cytotoxic" — TC1) i TC17 Celija (za CDS8 limfocite T), koje luce razliite citokine, poput
interferona y (IFN-y), IL-2, IL-17 i TNF-a. Poslednja, trea faza predstavlja kompleksnu
kaskadu ¢elijskih medijatora i solubilnih proinflamacijskih molekula koji deluju zajedno i dovode
do pojacanja lokalne povrede tkiva. GVHD se takode karakterise disbalansom izmedu efektorskih
limficita T i regulatornih limfocita T (Tregs). U svim navedenim fazama, proinflamacijska
kaskada 1 razliciti oblici tkivnog oSte¢enja dovode do oslobadanja biomarkera GvHD u

cirkulaciju, koji se potom mogu otkriti testiranjem krvi (113-116).

Nastanak aGvHD predstavlja potencijalno letalnu komplikaciju, ¢ak i kod HLA
usaglaSenih parova donor/recipijent. Patofiziologija GvHD zavisi od aspekata
prilagodljivosti imuniteta 1 interakcija izmedu donorskih limfocita T 1 domacinovih
dendritskih ¢elija (DC), ali i drugih imunskih i endotelskih éelija i komponenti prirodnog
imunskog odgovora. Ostecenje tkiva uzrokovano kondicionim rezimom vodi do otpustanja
egzogenih i endogenih "signala opasnosti", oznacenih kao "molekulski obrasci patogena” i
endogeni neinfektivnih molekula poznatih kao "molekulski obrasci oste¢enja" (DAMPs)
koji su odgovorni za zapodinjanje ili amplifikaciju aGvHD poveéanjem sazrevanja DC i

odgovora aloreaktivnih limfocita T (115).

Identifikovana su tri preduslova za razvitak GvHD: a) graft mora da sadrZi imunski
kompetentne ¢elije; b) primalac mora biti nesposoban za odbacivanje donorskih ¢elija; i ¢) primalac
mora eksprimovati tkivne antigene koji nisu prisutni u davaoca. Zreli davaocevi limfociti T su
identifikovani kao osnovni ¢elijski medijatori GVHD i da su domaéinove i donorske APC, naro¢ito
dendritske ¢elije (DC) kritiéne za indukciju GvHD. Pored limfocita T i DC, nekoliko drugih
¢elijskih subsetova (B limfociti, makrofagi, NK ¢elije i NKT ¢elije), je uklju¢eno u patogenezu
GvHD. Kondicioni rezim koji ukljucuje ozracenje celog tela (Total Body Irradiation — TBI) i/ili
hemioterapiju, ostecuje tkiva domacina. Ostecene ili umiruée ¢éelije otpustaju egzogene i endogene

signale "opasnosti” (113-115).

Od posebnog su znacaja ovi signalni proteini "opasnosti" (oslobodeni iz oStecenog

tkiva) prate transplantaciju MC — a upravljaju mezenhimskim, epitelijalnim i imunskim
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¢elijskim komunikacijama u pokuSaju da se odrzi homeostaza. Ovi signali "opasnosti"
indukuju brze promene u redoks-senzitivnim proteinima, Sto dovodi do aktivacije
nuklearnih faktora transkripcije, ukljucujuci nuklearni faktor 6b (NF-6b), faktor odgovora
ranog rasta (Egrl) i aktivacioni protein 1 (AP1), koji su velikim delom ukljuceni u
proizvodnju proinflamacijskih citokina. TBI i/ili hemoterapija i proinflamacijski citokini
dovode do stvaranja reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS) i reaktivnih azotnih vrsta (RNS),
kao Sto su superoksid, azot oksid, hidroksilni radikali, peroksinitrit i njihovi proizvodi. Uz
to, proinflamacijski citokini poput onih iz IL-1 familije i TNF-a zahtevaju ROS za svoju
aktivaciju. S druge strane, anti-inflamacijski citokini (na primer, faktor transformacije rasta
B ili TGF-B, IL-10 i IL-4) inhibiSu dejstva ROS/RNS i predstavljaju antioksidativnu zastitu.
Stoga, proinflamacijski i anti-inflamacijski citokini deluju jedni na druge putem stvaranja
ROS/RNS. Tako, nedavno je pokazano da miSevi koji imaju povecanu ekspresiju ROS
razvijaju mnogo teZzi oblik autoimunskog encefalomijelitisa u eksperimentalnom modelu,
dok miSevi kod kojih nedostaje ROS pokazuju manju infiltraciju neutrofila u ileumu i
manja oStecenja tkiva, Sto vodi blazem obliku GvHD (113-116).

Posle primenjenog kondicionog rezima, zbog oSteenja tkiva u gastrointestinalnom (GI)
traktu omogucen je prodor bakterija. Za detektovanje egzogenih bakterijskih komponenti,
imunski sistem domacina identifikuje strukture oznacene kao "molekulski obrasci
patogena" (PAMP) koji se nalaze u mikroorganizmima. Vecina ¢elija urodenog imuniteta
iskazuje obrazac receptora (PRR) putem kojeg prepoznaju PAMP. Vezivanje struktura
PAMP preko PRRs na APC aktivira odgovor urodenog imuniteta, koji indukuje ushodnu
regulaciju citokina i kostimuliué¢ih molekula MHC klase II i ubrzavaju migraciju DC do T

limfocitnog prostora u limfnom ¢voru (115).

Rasvetljena je klju¢na uloga puta "receptora slicnog Tollu™ 4 (TLR4) liganda i
lipopolisaharida (LPS; LPS/TLR4) u nastanku GVHD i utvrdeno da transplantacija MC od
LPS-rezistentnog davaoca vodi do znacajno manjeg GVHD u poredenju sa prihvatanjem
MC od LPS-osetljivog davaoca i da antagonisti LPS mogu da redukuju GvHD. Pokazalo se
da LPS igra ulogu u aloimunskom oSte¢enju pluca. Sistemsko izlaganje TLR7 agonistima,
R-848, dovoljno je da se dozvoli pristup aktivisanim limfocitima T perifernih tkiva i
indukuje GvHD. Davanje agonista TLR7/8, pre transplantacije imalo je za cilj smanjenje

letaliteta od GvHD. Ovi rezultati pokazuju da odredeni TLR moze doprineti imunskoj
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regulatornoj funkciji. Na primer, bakterijski flagelin, agonist TLR5, reguliSe odgovor CD4
limfocita T povecanjem stvaranja regulatornih limfocita T 1 S§titi epitelijalne celije od
radijacijom indukovane toksi¢nosti. Pretransplantacijsko davanje fragelina redukuje GvHD

dok ¢uva post-transplantacijski donor-specifi¢ni imunitet (113-115).

Strukture PAMP predstavljaju o€uvane molekule mikroorganizama, koji ih oslobadaju
prilikom ulaska u organizam. Oni se vezuju za "receptor koji prepoznajeobrasce patogena
(PRR), prvenstveno TLR i "receptor sa nukleotid-vezuju¢éim domenom" (NOD), kao i
"receptor bogat leucinskim reziduama" (NOD-like receptor ili NLR). Oni aktivi$u razlicite
puteve, Sto dovodi do proizvodnje proinflamacijskih citokina posredstvom aktivacije NF-
6b. Glavna veza izmedu PRR i NF-6b aktivacije i produkcije citokina tokom GvHD je
citoplazmatski protein primarnog odgovora mijeloidne diferencijacije 88 (MyD88) u APC.
Ove ¢elije, prvenstveno DC, su potentni senzori PAMP-ova, 3to uzrokuje njihovu
aktivaciju i bolju prezentaciju kompleksa MHC limfocitima T (116). Strukture NLR su
ukljucene u sekreciju proinflamacijskih citokina, kao $to su interleukin-1p (IL-1B) i IL-18.
NOD2 prepoznaje muramyl dipeptide (MDP), komponentu bakterijskog peptidoglikana i
indukuje NF-xB aktivaciju, dovodec¢i do poveéanja Th1 odgovora (115).

Prema tome, endogeni neinfektivni molekuli (poznati kao DAMPs) se oslobadaju posle
oStecenja tkiva idukovanog kondicionim rezimom i igraju klju¢nu ulogu u GvHD. lako
proinflamacijski citokini ne spadaju u DAMP-strukture, oni mogu da sluze kao DAMP.
Povezanost izmedu proinflamacijskih citokina i1 ja¢ine GVHD je proucena na animalnom
modelu. Osteceno, aktivisano domacinovo tkivo sekretuje citokine, kao $to su TNF-o, IL-1 i
IL-33. Posledice delovanja tih citokina je povecana ekspresija MHC antigena 1 adhezivnih
molekula, koja regrutuju efektorske celije 1 favorizuju prepoznavanje domacinovih
aloantigena od strane donorskih T limfocita. Pored proinflamacijskih citokina, DAMP
ukljucuje specificne intracelularne molekule, ali i neke koje su ekstracelularno locirane.
Vancelijski adeozid trifosfat (ATP) osloboden iz "umiru¢ih" ¢elija moze da sluzi kao signal
"opasnosti” za intenziviranje GVHD. ATP se vezuje za P2X purinoreceptor 7 (P2X7R) na
domac¢inovim APC i indukuje veéu ekspresiju kostimuli§uéih molekula CD80 i CD86 na
APC. Ovaj receptor igra centralnu ulogu u sekreciji IL-1p. Heparan sulfat (HS), komponenta
ekstracelijskog matriksa, moze aktivirati TLR4 na DC, §to stimuli$e sazrevanje DC i odgovor

aloreaktivnih limfocita T. Tretman inhibitorom serin proteaze al-antitrypsin (A1AT)
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smanjuje serumski nivo HS, sto rezultuje redukcijom intenziteta GvHD. Utvrdeno je da posle
alogene transplantacije MC, nivo serumskog HS je bio poveéan i korelirao je sa jadinom
GvHD. Tretman sa AI1AT neposredno po transplantaciji redukovao je ekspanziju
aloreaktivnih limfocita T, ali povecava oporavak Tregs i smanjuje intenzitet 1 letalitet od

GVHD, sto moze biti efikasna strategija za prevenciju GvHD (113-116).

Kod alogene transplantacije MC, aGVHD je jedan od najéeséih uzroka post-transplantacijskog
morbiditeta 1 mortaliteta. Nema opsteprihvacenog, standardnog 1 efikasnog tretmana GvHD za one
bolesnike koji su refraktorni na steroide. Veéina pristupa prevencije i tretmana aGvHD
podrazumeva modulaciju donorskih limfocita T. Blokada DAMPs signala ukljucuju¢i ATP, HS,
UA i HMGB1 moze biti strategija za prevenciju aGvHD putem redukcije sazrevanja DC i
odgovora aloreaktivnih limfocita T. Pored ¢elija prirodnog imuniteta, disfunkcija endotelne ¢elije
moze voditi do refraktornog tretmana GvHD. Otkriveno je da porast nivoa solubilnog TM, markera
endotelijalnog ostecenja, udruzen sa steroid-refraktornim GvHD, sugeriSe da njihova patogeneza
ukljuCuje progresivnu mikroangiopatiju. Od nedavno se zna da strukture DAMP, kao i
ekstracelularna DNK, histoni i S100A8/A9 uzrokuju trombotsku mikroangiopatiju. Preciznije
razjasnjenje uloge kompleksa PAMP/DAMP u etiopatogenezi GvHD, kao i mikroangiopatije —
mogu ponuditi nove terapijske pristupe za "steroid-refraktorne” forme GvHD (115, 116).

Generalno, uoceno je da je minor ABO-inkompatibilnost ¢es¢e udruzena sa razvojem
aGvHD u poredenju sa ABO-kompatibilnim, ali i sa major ABO-inkompatibilnim
transplantacijama. Takode zapazeno je da major ABO-inkompatibilnost ima post-
transplantacijski ishod koji vise li¢i klinickom toku pri minor ABO-inkompatibilnosti, nego
stanju posle ABO-kompatibilne transplantacije. Oporavak eritrocitne loze je ¢es¢e odlozen
kod major ABO-inkompatibilne transplantacije. UCestalost relapsa bolesti nije povezana za
status ABO-kompatibilnosti. Prema tome, pokazano je da ABO-inkompatibilnost
predstavlja faktor rizika ne samo za hemoliznu reakciju, nego i za prezivljavanje bolesnika i
pojavu GVHD posle transplantacije MC (2—4, 105,108).

U ovoj klinickoj studiji, do relapsa bolesti i uopste do smanjenog srednjeg
prezivljavanja doSlo je kod odredenog broja bolesnika, posebno kod onih lecenih ABO-
inkompatibilnom transplantacijom. To potvrduju i veoma ilustrativni primeri relapsa u
tabelama 19. i 21. kod dva bolesnika, kod kojih je bilo potrebno izvesti sekundarne

transplantacije. Ipak, najcesé¢i razlog smanjenog prezivljavanja bila je pojava intenzivnog
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stepena aGvHD. Naime, ABO-inkompatibilnost je znafajno (p < 0,05) smanjila
prezivljavanje bolesnika u odnosu na kontrolnu grupu bolesnika lecenih ABO-
kompatibilnom transplantacijom (89,05 £ 47,3 vs. 127,25 * 48,2 meseci) kao Sto se to vidi
u tabeli 26. Kod bolesnika lecenih ABO-inkompatibilnom transplantacijom konstatovana je

signifikantno (p < 0,05) ¢esc¢a pojava aGVHD (stepena 3—4) u odnosu na kontrolnu grupu.

lako rezultati ovog istraZzivanja nesporno ukazuju na znacajno ¢e$¢u pojavu aGvHD
veceg stepena u grupi bolesnika sa ABO-inkompatibilnom transplantacijom MC — zbog
nehomogenosti grupa (prema izvoru MC hematopoeze, prirodi i stadijumu osnovnog
oboljenja, kondicionom rezimu, zivotnoj dobi) nije bilo moguce analizirati uticaj pojedinih

oblika ABO-inkompatibilnosti na ucestalost i ja¢inu GVHD.

Pokazano je (103) da bolesnici sa ABO-inkompatibilnos¢u pri alogenoj transplantaciji
MC imaju bolje "preZivljavanje bez bolesti" (Disease Free Survival — DFS) i manju
incidencu relapsa u odnosu na ABO-kompatibilne transplantacije. Moguce je da
imunolodka reakcija koja nastaje pri ABO-nepodudarnoj transplantaciji MC mozZe

favorizovati GvL — posredovan citokinima ili aktivacijom NK ¢elija.

U ovoj seriji bolesnika nije dokazan uticaj ABO-inkompatibilnosti na incidencu relapsa
bolesti. Imaju¢i u vidu heterogenost grupe prema prirodi osnovne bolesti, izvoru MC
hematopoeze 1 kondicionom rezimu, ovakvi rezultati moraju biti prihvaceni sa rezervom.
Zapazeno je da je ABO-inkompatibilija mogu¢i uzrok/prediktor kraceg prezivljavanja
bolesnika posle alogene transplantacije MC hematopoeze, zbog veéeg stepena rizika od
post-transplantacijskog morbiditeta i mortaliteta (103). Kao §to je receno, slicno je
potvrdila analiza i ovog istraZzivanja — a uzrok ovakvim rezultatima je utvrdena Ce$ca

pojava potencijalno fatalnog aGvHD stepena 3—4.

Sumarno posmatrano i pojednostavljeno, GvHD je jedna od najées¢ih komplikacija
alogene transplantacije MC. Moze da se javi uprkos primenjenoj sveobuhvatnoj

(viSestrukoj) imunosupresivnoj profilaksi i odabranog (HLA-podudarnog) srodnog ili MUD



91

davaoca. U etiopatogenezi GvHD klju¢nu ulogu imaju davaocevi limfociti T u sadejstvu sa
drugim imunokompetentnim efektorskim celijama 1 proinflamacijkim medijatorima.
Nastanku ove komplikacije svakako moZe doprineti deficit funkcije (kombinovani)
imunskog sistema primaoca, najvise hipofunkcija limfocita B, §to povlac¢i za sobom
neefikasnost u eliminisanju donor-specificnih antigena, a prema misljenju nekih postoji i

deficit funkcije timusa — $to potvduje ucestalija pojava GVHD kod starijih primalaca.

U sklopu patofizioloSkog supstrata u razvoju aGvVHD (Cine ga tri faze) najpre dominira
Stetno dejstvo kondicionog reZzima Sto (uz osnovnu bolest i dejstvo prethodnih agresivnih
terapija) dovodi do oStecenja tkiva i sinteze proinflamacijskih citokina TNF-o i IL-1 koji
pojadavaju aktivaciju APC domaéina. Prodor lipopolisaharida kroz oSteéenu crevnu
mukozu/barijeru rezultuje aktivacijom imunskog sistema, uz delovanje egzogenih i endogenih
signala "opasnosti” i pokretanje kaskadne citokinske reakcije. Fazu koja sledi, uglavnom
odlikuje intereakcija "naivnih limfocita T" davaoca sa APC domaéina — uz oslobadanje IFN—y,
IL-2, TNF-a, dovode¢i tako do ekspanzije limfocita T. Poslednja ili tre¢a faza predstavlja
kompleksnu kaskadu multiplih efektorskih mehanizama, ukljucujuéi citotoksi¢ne efektorske

limfocite, ¢elije NK i specifi¢ne limfocite (Large Granular Lymphocytes — LGL).

Sve to dovodi do citokinske oluje — tj. sinteze TNF-a,, IL-1, kao i azot oksida. Na kraju,

interakcija LGL i aloreaktivnih limfocita T dovodi do brojnih oStecenja tkiva i organa.
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Zakljucci

Optimizacija i kontrola kvaliteta protokola prikupljanja MC su se pokazali kao bitan
¢inilac 1 preduslov za uspesSno lecenje primenom svih modaliteta transplantacija, tako i
ABO-inkompatibilnih. 1zvesno je da ABO-inkompatibilnost primaoca i davaoca, iako ne
predstavlja apsolutnu kontraindikaciju, moZe uticati na tok i ishod alogene transplantacija u
odnosu na kinetiku prihvatanja pojedinih krvnih loza (posebno eritrocita), incidencu
komplikacija (aGvHD intenzivnijeg stepena) i stvaranje imunskog osnova za potencijalni
GvL efekat.

Na osnovu rezultata ovog kombinovanog retrospektivno-prospektivnog klinicko-

laboratorijskog istrazivanja, moguce je tvrditi da:

— Primenjeni mobilizacijski protokoli u ovom istrazivanju su se pokazali kao efikasni (kod
oko 80% ispitanika prikupljeno je > 5x10%kgtm CD34+ ¢elija). Utvrdena je korelacija
izmedu prinosa CD34" ¢elija — nezavisno od vrste afereznog prikupljanja — i kinetike
repopulacije kostne srzi, sa sledstvenim rekonstituciju hematopoeze.

— Izvodenjem LVL, zastupljenost primitivnijih CD34*/CD90" ¢elija bila je veca. Njihov veci
broj (> 1x10%kg) uticao je na kinetiku rekonstitucije hematopoeze i dugotrajno odrzavanje

alokalema.

— Imunohematolodkim ispitivanjem antigena eritrocita bilo je moguce dobiti pouzdani dokaz
o prihvatanju alokalema. Pojava novih donor-specifi¢nih antigena u fenotipu primaoca i
nestajanje ranije prisutnog recipijent-specifi¢énog antigena imali su podjednak znacaj za
dokazivanje himerizma. Promene aloantitela anti-A/B, u odnosu na konverziju fenotipa

eritrocita, manje su pouzdani markeri prihvatanja alokalema.
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— Vreme dokazivanja prisustva novog donor-specifi¢cnog antigena (DSE = 95-100%),
odnosno nestajanja recipijent-specifi¢nog antigena posle transplantacije MC u proseku
bilo je 87,9+36,2 dana. Citogenetska ispitivanja dala su veoma pouzdan, a u odnosu na
hemofenotipizaciju raniji (u proseku +28. dan) podatak o prihvatanju alokalema.

— U ovoj seriji bolesnika zapazeno je krace prezivljavanje bolesnika posle ABO-
inkompatibilne transplantacije zbog veceg rizika od potencijalno fatalnog aGvHD stepena
3—-4. Tome suprotno, nije dokazan uticaj ABO-inkompatibilnosti na incidencu relapsa
bolesti. Imajuéi u vidu heterogenost grupe prema prirodi osnovne bolesti, izvoru MC i

kondicionom rezimu, ovakvi rezultati moraju biti prihvaceni sa rezervom.

— Buduca klini¢ka ispitivanja, treba da budu usmerena na egzaktniju procenu uticaja
ABO-inkompatibilnosti na efekte i komplikacije alogene transplantacije u precizno
definisanim homogenim grupama bolesnika — prevashodno prema prirodi osnovne

bolesti, izvoru MC, obliku kondicionog rezima i drugim relevantnim parametrima.
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