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Sazetak - Hematopeza je kontinuirani, sloZen i dinami¢ni proces u kome od malog broja najprimitivnijih pluripotentnih mati¢nih
¢elija hematopoeze nastaju razlicite populacije (pluripotentne i opredeljene za vise ili samo jednu krvnu lozu) progenitorskih Celija i
njihovi potomci do zrelih krvnih ¢éelija. Brojne studije su utvrdile uticaj kompleksne mreZe interaktivnih citokina u prezivljavanju.
sazrevanju i proliferaciji hematopoeznih mati¢nih i progenitorskih ¢elija. Mati¢ne ¢elije hematopoeze mogu da obezbede repopu-
laciju kostne srZi posle njenog primarnog /ili mijeloablativhog o3tecenja zahvaljujuéi velikom potencijalu samoobnavljanja. ka-
pacitetu da proliferiSu i diferentuju u potomstvo svih krvnih loza. To je osnova njihove terapijske primene, kao $to je "klasi¢na”
transplantacija Celija kostne srzi, ¢ime se obezbeduje kompletna i dugotrajna rekonstitucija hematopoeze. Sasvim novo polje kako
bazi¢nih istraZivanja, tako i klinickih studija predstavljaju ispitivanja plasti¢nosti, odnosno "trans-diferencijacije” najprimitivnije
populacije adultnih mati¢nih éelija. Naime, u odredenim okolnostima one mogu dati ¢elije potomke drugih éelijskih linija - zavisno
od toga u koje je tkivo izvedena njihova implantacija ("celijska terapija"). Eksperimenti na zivotinjskim modelima i prve klini¢ke
studije ukazuju na moguénost intrakoronarne primene mati¢nih ¢elija hematopoeze (poreklom iz kostne srzi ili periferne krvi) u in-
farktnu zonu miokarda $to moZe da ubrza oporavak srca posle infarkta. I pored ovoga, postavljaju se pitanja optimalne kolekcije
krvnih progenitora/Celija. selekcije, skladiStenja i klinicke primene. Cilj ovog revijalnog rada je da se pregledom savremene inos-
trane i domace literature prikaZu osnovna saznanja o podeli i fiziologiji mati¢nih ¢elija hematopoeze. protokoli njihovog afereznog
prikupljanja, pre¢iS¢avanja i kriokonzervacije.

Kljucne reci: MatiCne celije hematopoeze; Hematopoeza; Krioprezervacija; Biolo3ka terapija; Transplantacija mati¢nih celija

hematopoeze
Biologija matic¢nih celija

Pomocu samoobnavljanja, totipotentne, multipo-
tentne i/ili pluripotentne maticne celije hematopo-
eze (MCH) odrzavaju konstantnost sopstvene popu-
lacije u kostnoj srzi u uslovima fizioloSke ravnoteze
hematopoeze, a do odredene granice i u uslovima
kada je ova ravnoteZa naruSena. Proliferacijom 1 di-
ferencijacijom iz primitivnih pluripotentnih MCH
nastaju najpre Celije koje su i dalje pluripotentne,
ali sa unekoliko redukovanim potencijalom samoob-
navljanja. Iz ¢elija opredeljenih za dve ili samo jed-
nu lozu, koje medutim, imaju veoma skroman ili ni-
kakav kapacitet samoobnavljanja, diferencijacijom
nastaju morfoloski prepoznatljivi progenitori kolii
daljom diferencijacijom i sazrevanjem daju zrele
celije [1-3]. .

Postojanje MCH je ostalo hipoteti¢no sve do
pocetka Sezdesetih godina dvadesetog veka, kada je
na osnovu funkcionalnih osobina dokazano njihovo
postojanje. Re¢ je o klasi¢nim eksperimentima Tilla
1 McCullocha u kojima su miSevima (ozracenim sa
smrtnom dozom) ubrizgavane cCelije kostne srzi
drugih miseva [4]. Uoceno je da se u slezini ozra-
¢enth miSeva pojavljaju ¢vorovi, tj. kolonije he-
matopoeznih progenitora svih loza, sto je potvrdilo
da je MCH, iz koje nastaje kolonija, pluripotentna.
Posto morfoloski nije bilo moguce prepoznati i
definisati ovu ¢eliju, upotrebljen je termin "jedinica
koja formira koloniju u slezini" (Colony Forming
Unit-Spleen - CFU-S) [4-9]. Rane kolonije (npr. one

koje nastaju osmog dana), tzv. CFU-Sd8 nastaju iz
"zrelijih" celija, a kasne kolonije (CFU-SdI2 i
CFU-8d14) iz primitivnijih MCH. Medutim, po-
kazano je da CFU-Sd14 nisu najprimitivnija popu-
lacija MCH. Naime, dokazano je da postoje éeﬁje
koje uopste nije mogude registrovati na osnovu
stvaranja kolonija. Ova populacija pluripotentnih
MCH oznacena je kao pre-CFU-S 1 ima veoma izra-
Zenu sposobnost da kompletno repopulise kostnu srz
- §to je i mogude odredivati "testom repopulisanja
kostne srzi" (Marrow Repopulating Ability - MRA)
[8-11]. Rezultati dobijeni testom MRA ukazuju na
zadovoljavajuéi oporavak ove primitivne populacije
pluripotentnih MCH po odmrzavanju, posebno kada
su kriokonzervisani, programirano po protokolu koji
podrazumeva kompenzaciju oslobodene toplote fu-
zije [12,13]. Danas se MRA c¢elije grubo dele na
kratkotrajno repopulisuce, tj. relativno manje primi-
tivne (Short Term Repopulating Cells - STRCs) i
dugotrajno repopuliSuce, tj. primitivnije (Long Term
Repopulating Cells - LTRCs) [14],

Kada je re¢ o dokazivanju MCH kod ljudi, naj-
pre su razvijeni testovi in vitro za opredeljene pro-
genitore granulo-monocitopoeze (Colony Forming
Unit-Granolocyte-Monocyte - CFU-GM), a potom
za zrelije ili primitivnije opredeljene progenitore
eritrocitopoeze (Burst 1li Colony Forming Unit-
Erythroid - BFU-E ili CFU-E), megakariocitopoeze
(Burst ili Colony Forming Unit Megakariocyte -
BFU-Mk ili CFU-MKk), kao i za najzreliju kategoriju
pluripotentnih ¢elija (Colony Forming Unit-Granu-
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Skradenice

MCH - mati¢ne ¢elije hematopoeze

CFU-S - Colony Forming Unit- Spleen

MRA - Marrow Repopulating Ability

CFU-CM - Colony Forming Unit-Granulocyte-Monocyte
CFU-E - Colony Forming Unit-Erythroid

BFU-Mk - Burst Forming Unit Megakariocyte

CFU-Mk - Colony Forming Unit Megakariocyte
CFU-GMM - Colony Forming Unit-Granulocyte

MNC - mononuklearne ¢elije

PK- MCH - mati¢ne ¢elije hematopoeze iz periferne krvi
rHuG-CSF - rekombinantni humani faktor rasta granulocitopoeze

LVL - Large Volume Leukapheresis
DMSO - dimetil sulfoksid

GvHD - Graft versus host disease
GvL - Graft versus leukemia efect

locyte-Erythroid-Monocyte-Megakariocyte - CFU-
GEMM) [15-17]. ,

Uvodenje testova za kultivisanje MCH Coveka,
znacajno je doprinelo tumacenju pojedinih hema-
toloskih poremecaja, kao i napretku u dijagnostici i
pracenju efekata terapije [18,19]. Prepoznavanje i
odredivanje primitivnijih pluripotentnih MCH u ko-
stnoj srzi Coveka omoguceno je razvojem dugotraj-
nih kultura kostne srZ1. 1z ovog sistema je izveden
test kojim je moguce odrediti veoma primitivne plu-
ripotentne MCH na osnovu uspostavljanja dugotraj-
ne kulture in vitro [21]. Osim ovog pristupa, ﬁoji je
u suStini analogan in vivo repopulacionom testu
(MRA) kod miSa, razvijen je i test koji se zasniva na
sposobnosti pluripotentnih MCH da in vitro formi-
raju kolonije koje nastaju iz ¢elija sa visokim proli-
ferativnim kapacitetom (High Proliferative Poten-
tial Colony Forming Cells - HPP-CFCs) [21].

Ekspanzija populacije MCH u ex vivo uslovima
zahteva primenu razlicitih faktora rasta hemato-
poeze u dugotrajnim kulturama [22,23]. Rezultati
dugogodis$njeg istrazivanja u ovoj oblasti, stvoreni
uslovi za terapijsku primenu ex vivo ekspandovanih
MCH, a prvt rezultati primene ovog metoda za
obezbedivanje dovoljnog broja vijabilnih MCH (vi-
soki stepen klonogenosti) za autolognu transplanta-
ciju ohrabrujuci su [24]. :

Najprimitivnije pluripotentne MCH coveka se
jedino mogu dokazati in vivo na osnovu repopu-
lacije hematopoeze imunodeficijentnih miSeva [25,
26]. ,

Veliki naﬁredak u izuéavanju MCH postignut je
razvojem tehnologije imunomagnetskog precisca-
vanja Celija (pozitivna i/ili negativna selekcija upo-
trebom éelijsEih sortera) i uvodenjem metoda obe-
lezavanja membranskih antigena celija monoklon-
skim antitelima [27,28]. Ovim postupcima je mogu-
¢e koncentrisati razli¢ite "subpopulacije" MCH do
hillj(adu puta, $to je omogucilo bolji terapijski uci-
nak, ali 1 neposredniji ¢ksperimentalni pristup poje-
dinim kategorijama MCH [29-31].

Sasvim novo polje bazi¢nih istrazivanja i klini-
¢kih studija predstavljaju ispitivanja plasti¢nosti,
odnosno "trans-diferencijacije" najprimitivnije po-
pulacije adultnih MCH. Naime, u odredenim okol-

nostima MCH mogu dati ¢elije potomke drugih ¢e-
lijskih linija - zavisno od toga u koje je tkivo izve-
dena njihova inplantacija ("¢elijska terapija") {32].
Tako, eksperimenti na zivotinskim modelima i prve
klinicke studije ukazuju na moguénost intrakoro-
narne primene MCH (poreklom iz kostne srzi ili
periferne krvi) u infarktnu zonu miokarda $to moze
da ubrza oporavak srca posle infarkta. Ima i do-
macih saopstenja o rezultatima takve "celijske tera-
pije" koja su pokazala da je inplantacija MCH (iz
autologne kostne srzi) u infarktom zahvacéenu zonu
miokarda bezbedna i izvodljiva. Dalje pracenje ¢e
pokazati da li ova terapija utice korisno na remo-
deliranje sr¢anog misica i da li postoje neke odlo-
zene komplikacije, kao $to su aritmogenost i sklo-
nost ka restenozi [32-34].

Aferezno prikupljanje, preci§¢avanje i krio-
konzervacija MCH

Hematopoeza se tokom embrionalnog razvoja
odvija u Zumancanoj kesici, posle toga u jetri fetusa,
a na kraju u kostnoj srzi odraslog ¢oveka. MCH su

risutne ne samo u umbilikalnoj nego i u perifernoj

rvi ,odraslih. Produkt , monunuklearnih celija
(MNC), sa prisutnim MCH, moze biti prikupljen
aferezom posle mobilizacije mati¢nih ¢Celija u peri-
fernu krv. Transplanatcijom MCH iz periferne krvi
(PK-MCH) zeli se posti¢i brza (rapidna). ali dugo-
trajna i kompletna rekonstitucija hematopoeze {35-
44].

Koristi i nedostaci ovog modaliteta leenja, u od-
nosu na transplantaciju kostne srzi mogu biti pro-
cenjeni na osnovu: a) kinetike rekonstitucije hema-
topoeze; b) duzine funkcionisanja transplantata; ¢)
onave 1 tezine komplikacija transplantacije i d) rizi-

a udruzenih sa izvodenjem postupaka prikuplja-
nja mati¢nih Celija. Uslovi za uspe$nu transplant-
aciju stvoreni su sticanjem novih saznanja iz trans-
plantacijske biologije (posebno imunologije), usa-
vrSavanjem postupaka mobilizacije i afereznog pri-
kupljanja, kao i prec¢is¢avanja (procesiranje i sorti-
ranje) i kriokonzervacije Celija, odnosno obezbede-
l[liesnlgﬁﬁkasne suportivne terapije produktima krvi

Generalno, primenom PK-MCH bitno se skra-
¢uje period pancitopenije i smanjuju zahtevi za su-
Eomvne transfuzije trombocita i/ili granulocita zbog

rze rekonstitucije hematopoeze posle transplanta-
cije. Osim toga, pri afereznom prikupljanju MCH,
davaoci nisu izlozeni rizicima od im‘%kcije kostiju
multiplim punkcijama i aspiracijama, opSte aneste-
zije 1 rada u operacionoj sali. Misljenja u vezi sa
ucestalosti komplikacija kod bolesnika tretiranih
MCH iz kostne srzi ili periferne krvi nisu sasvim
ujednacdena.

U prakti¢nom rady, zavisno od vrste transplanta-
cije, mobilizacija MCH u perifernu krv postiZe se:
a) primenom citostatika (na primer, ciklofosfamid
4-7 g/m?) ili Eolihemioterapije (autologa); b) ubri-
zgavanjem rekombinantnog humanog ?aktora rasta
granulocitopoeze (rHuG-CSF) u dozi 5-10 pg/ kgtm
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(alogena), odnosno 10-16 pg/kgtm (autologna) ili ¢)
njihovom istovremenom upotrebom (autologa) [49,
50]. Postupak citafereze je u potpunosti automati-
zovan, podrazumeva koriS¢enje standardizovanih
protokola za prikupljanje ¢elija. Medutim, po po-
trebi, a sa ciljem povecanja prinosa PK-MCH 1/ili
redukcije volumena celijske suspenzije (Sto je od
znalaja za kriokonzervaciju), moguce je modifiko-
vati program. Pri tome, najces¢e upotrebljeni anti-
koagulantsko-konzervi$uéi rastvor je ACD ili CPD
(koji sadrze citrat), iako bi bilo potrebno istra-
zivanja usmeriti ka iznalaZzenju nekog pogodnijeg
rastyora za te svrhe [49].

Sto,se ti¢e najpogodnijeg termina_ prikupljanja
PK-MCH (harvest), u alogenoj situaciji afereza se
izvodi petog dana od pocetka primene rHuG-CSF.
Optimalni termin prve afereze kod autologih trans-

lantacija moguce je odrediti na osnovu vrednosti
roja leukocita (5-10x10°/L), odnosno broja CD34"
¢elija ](oko 30-50/pL) u perifernoj krvi bolesnika
[50,51]. ,

Prikupljanjem PK-MCH postoji i potreba za
kvantifikacijom MNC, CFU-GM i CD3*" ¢elija, Ve-
¢ina autora smatra da je potrebno da broj MNC bu-
de 2-4x10%kgtm, broj CFU-GM ne manji od 20-
50x10%/kgtm 1 broj CD34" ¢éelija 3-5x10%kgtm pri-
maoca {50,52-54]. lako su opSteprihvacene, ove
vrednosti samo sa rezervom mogu garantovati kom-
pletnu i dugotrajnu rekonstituciju hematopoeze.
Inace, za postizanje prikazanog prinosa Celija
potrebno je da: a) volumen procesirane krvi jednom
aferezom iznosi dva do tri volumena cirkuliSuce
krvi, pri ¢emu procedura traje 4-5 sati i b) da ukupni
volumen procesirane krvi (1-3 procedure) iznosi
20-25 L [49,50]. Ukoliko je volumen procesirane
krvi jednom aferezom veéi od 3-3,5 volumena
cirkuli$e krvi, re¢ je o "leukoferezi velikog volu-
mena" (Large Volume Leukapheresis - LVL) [19].
Prema domaéim podacima [50,51] izvodenjem
jedne procedure LVL u oko 90% slucajeya bilo je
moguce obezbediti dovoljan prinos PK-MCH.

Volumen suspenzije MCH, a posebno broj eri-
trocita u njoj treba da budu maksimalno redukovani.
Ukoliko je kostna srz izvor MCH, procesiranje je
imperativno. Izvodenje spomenutih postupaka je
posebno vazno kada se radi o ABO inkompatibilnoj
transplantaciji ili ako se izvodi kriokonzervacija
MCH. Time se koli¢ina potrebnog krioprotektora
(dimetil-sulfoksid - DMSO), odnosno liza eritrocita
po odmrzavanju celijske suspenzije svode na naj-
manju koli¢inu, tj. stepen [49-51].

Kao §to je ve¢ spomenuto, u nekim situacijama
[)otrebno je smanjiti broj nezeljenih ¢elija (alogenih
imfocita ili tumorskih c¢elija) u suspenziji PK-
MCH. Redukcija broja limfocita T u suspenziji
MCH se izvodi radi prevencije GvHD, ali treba reci
da njihovo otklanjanje moze rezultovati i oteZanim
prihvatanjem kalema ili izostankom efekta GvL.

Ovaj postupak precis€avanja je oznacen kao purg-
ing, a postize se upotrebom imunomagnetne tehnike
- tzv. pozitivna (koncentrisanje MCH) i/ili negati-
vna (redukcija broja "Stetnih" Celija) selekcija ¢e-
lija. Nakon takve selekcije prinos CD34" treba da
iznosi 50-60%, a njihova procentualna zastupljenost
u finalnom produktu oko 80-90% [49]. Inace, prve
procedure pozitivne selekcije PK-MCH (upotrebom
monoklonskih antitela specifiénosti anti-CD34" i
aparature Isolex 3001 izvedene su i u nasoj zemlji -
Eri tome, prinos CD34" Celija je iznosio 62% a nji-

ova zastupljenost u finalnom produktu (tzv. pozi-
tivna frakcija MCH) 82% [50].

Potrebno je ubrizgavati PK-MCH neposredno po
prikugljanju preko centralnog venskog katetera. Po
potrebi one mogu biti skladistene u te¢nom stanju
najduze do 48-72 sata na temperaturi od 4+2°C (alo-
gene) ili u zamrznutom stanju dugotrajno, tj. do te- -
rapijske primene (autologe). Dugotrajno skladiste-
nje MCH podrazumeva njihovu kriokonzervaciju,
koju Cine sledeci postupci: a) izlaganje celija krio-
Erotektoru (ekvilibracija); b) programirano (uz

ompjuterizovanu kontrolu dinamike hladenja) ili
neprogramirano zamrzavanje; c) skladistenje u za-
mrznutom stanju i d) odmrzavanje (uz eventualno
otklanjanje krioprotektora iz odmrznutog produkta)
i sledstvena reinfuzija éelija bolesniku [50,51,54].

Vedina autora smatra da je optimalna brzina za-
mrzavanja 1-2°C/min uz kompenzaciju oslobodene
toplote fuzije za vreme transformacije tene u ¢vstu
fazu [51,54]. Medutim, ima i mi§ljenja da nije neo-
phodno programirano zamrzavanje [55,56]. Sto se
ti¢e krioprotektora, svi poznati protokoli kriokonze-
rvacije MCH koriste DMSO - ali u nejednakim kon-
centracijama (5% ili 10% rastvor) - sam ili u kombi-
naciji sa hidroksietilnim skrobom (HES - 6% ra-
stvor) [49]. Odmrzavanje preparata HSPC treba
vrsiti rapidno, u vodenom kupatilu, na temperaturi
3743°C. Preparat treba bolesniku (re)infundovati
odmah, a najkasnije o roku od nekoliko minuta po
odmrzavanju. ]

Oporavak MNC EO odmrzavanju treba da bude
oko 70-90%, a vijabilnost oko 80-90%, dok broj
CFU-GM ne manji od 70-90% u odnosu na vred-
nosti pre zamrzavanja, da bi se moglo govoriti o
kvalitetno izvedenoj kriokonzervaciji [52-54].

Zakljucak

Za obezbedivanje vece terapijske efektivnosti
transplantacija maticnih Celija hematopoeze iz peri-
ferne krvi potrebna su dalja izucavanja njihove bi-
ologije, usavrSavanje protokola mobilizacije, afe-
reze i preCiséavanja celija, vladanje postupcima
kriokonzervacije (prvenstveno za autologe trans-
plantacije) 1 kontrola kvaliteta (kvantifikacija
CD34" ¢Celija i kolonija) produkta matiénih Celija
hematopoeze.
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Summary

Introduction

Hematopoiesis is a continuous, dynamic and highly complex
process resulting in production of various mature blood cells
from a small population of pluripotent stem and progenitor
cells through diverse proliferative and differentiative events.
Numerous studies have demonstrated that a complex network of
interactive cytokines regulates the survival, maturation, and
proliferation of hematopoietic stem and progenitor cells
(HSPCs).

Application of cell-mediated therapy

Massive application of different cell-mediated therapeutic
methods has resulted in an increased need for both specific
HSPCs and operating procedures providing minimal cell dam-
age during collection, processing and storage in a liquid or
Sfrozen state. Therefore, the basic aim of cell harvesting, selec-
tion, as well as cryopreservation is to minimize cell damage
during these procedures. HSPCs are cells which exhibit

extensive self-renewal and proliferative capacity, associated
with the capacity to differentiate into all blood cells and other
cell lineages (plasticity of HSPC). Thanks to these properties,
stem cells can provide complete and permanent restoration of
hematopoiesis, which is the basis for clinical employment of
HSPC transplantation. In addition, totipotent stem cells can be
used for the so called "cell-therapy" in different clinical set-
tings (e.g. myocardial regeneration after acute infarction).
Conclusion

Despite the fact that HSPC transplantation is already in routine
use, some questions related to the optimal blood progenitor/cell
collection, selection, storage and clinical use are still unre-
solved. Therefore, this review only briefly discusses the thera-
peutic use of HSPCs in different clinical areas and focuses on
the recommendations, as well as the specific transfusion poli-
cies related to HSPC collection, processing, and cryopreserva-
tion with an emphasis on quality control.
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