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SOUHRN

Uvod: Vysokodavkovana chemoterapie s autologni transplantaci krvetvornych bunék je standardni soucasti lé¢by u fady
hematologickych malignit. Zakladni podminkou pro uspésnou transplantacije ziskani dostatecného poctu krvetvornych
bunék a takové zpracovani, zamrazeni a uskladnéni transplantatu, které zaruci zachovani plné viability krvetvornych
bunék az do okamziku jejich prevodu prijemci. Pro zachovani Zivotnosti hematopoetickych bunék béhem kryopre-
zervace je nezbytné pouzivat kryoprotektivni ¢inidlo. V soucasné dobé se jako hlavni nebo vyhradni kryoprotektivni
¢inidlo pouziva dimethylsulfoxid, jehoz vysledna koncentrace v transplantatech je nejcastéji 10%. Prevod transplantatu
hematopoetickych bunék obsahujiciho dimethylsulfoxid je u prijemct ¢asto spojeno s projevy toxicity. Nezddouci Ucin-
ky dimethylsulfoxidu Ize eliminovat pomoci promyti transplantatu pred jeho podanim pacientovi. V soucasnosti jsou
dostupné automatizované promyvaci systémy, které umoznuji standardizované promyvani transplantatl v uzavieném
systému. Oproti manualnim technikdm se tyto systémy vyznacuji: nizS§imi ztratami a vyssi viabilitou hematopoetickych
bunék, vyraznym snizenim pracnosti a také mensi pravdépodobnosti mikrobidlni kontaminace stépd. V roce 2014 byl
jeden z téchto pristrojd, Sepax 2, pofizen na nase pracoviste.

Pacienti a metody: Transplantaty od 5 pacientt (muzi, 42-67 let), ktefi byli [é¢eni pro mnohocetny myelom (n = 4)
a HodgkinGv lymfom (n=1), byly tésné pred prevodem po rozmrazeni promyty pomoci automatizovaného systému Sepax
2 (Biosafe S. A. Eysins, Svycarsko). V rdmci kontroly kvality bylo pfed zamrazenim a po promyti provedeno: stanoven/
krevniho obrazu, viability bunék, obsahu CD34+ bunék a CFU-GM (colony-forming units - granulocyte/macrophage).
Vysledky: Koncentrace dimethylsulfoxidu pfed promytim stépU byla 10%, po promyti 0,65 % (0,35-0,69 %), zUstatek
CD34+ bunék po promyti byl 94% (34,57-105,3 %), zUstatek CFU-GM byl 56 % (45,14-99,9 %), viabilita po promyti byla
85 % (78-89 %) - vysledky jsou uvedeny jako median a rozsah od-do. Objem transplantatd po promyti byl 31% (28-42 %)
plvodniho objemu. Prevody stépl probéhly zcela hladce, pacienti uvadéli jen zanedbatelné subjektivni obtiZe spojené
s podanim transplantatl a rovnéz nebyly zaznamenany zadné vazné nezddouci reakce. K restituci krevniho obrazu,
a tedy krvetvorby, doslo v obvyklém ¢asovém intervalu od podani $tépu: leukocyty >1x 10%/1 den +11, granulocyty > 0,5
x 10%/1 den + 11, PLT > 20 x 10%/I den +13 (mediany).

Zaveér: Promyti rozmrazenych kryokonzervovanych autolognich transplantatd zajistilo pozadovanou redukci jejich ob-
jemu, béhem promyti nedoslo k vyznamnému poklesu poctl CD34+ bunék a CFU-GM, viabilita bunék byla uspokojiva
a prevod promytych $tépd neby! u pacientl spojen se subjektivnimi a objektivnimi potizemi. Zavérem tedy konstatuje-
me, ze vymyvani dimethylsulfoxidu z transplantatl automatizovanym zatizenim je snadno proveditelné a pfinosné jak
pro pacienty, tak pro personal. Automatické promyvani transplantatt obsahujicich dimethylsulfoxid bylo doporuceno
zejména u téch pacientl, kteri vyzaduji redukci stépu.

KLICOVA SLOVA
autologni transplantace - krvetvorné bunky - HSC - Sepax 2 - dimethylsulfoxid - DMSO
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SUMMARY

Adamusova, L., Kofistek Z., Smejkalova J., Navratil M., Grebenicek L., Tvrda I., Michalikova M., Hajek R.
Automated washing of autologous haematopoietic stem cell grafts

Introduction: High-dose chemotherapy with autologous transplantation of haematopoietic stem cells represents a stan-
dard treatment of various haematological malignancies. Prerequisites for successful transplantation include collection
of a sufficient number of haematopoietic stem cells, their processing, cryopreservation, and storage guaranteeing their
complete viability until transplant. To maintain viability of haematopoietic stem cells, it is necessary to use a cryopro-
tective agent for cryopreservation. Dimethyl sulfoxide is the most commonly used cryoprotective agent, typically at
a concentration of 10% in the grafts. Reinfusion of hematopoietic stem cells containing dimethyl sulfoxide is frequently
associated with toxicity. Complications could be prevented by removing dimethyl sulfoxide from the grafts by washing
these before infusion to the patient. Nowadays, automatic washing devices are available offering standardized washing
of grafts in closed systems. Compared to manual technigues, the main advantages of these devices are: better efficacy,
higher viability of haematopoietic cells, significant reduction of labour, negligible probability of microbial contamination.
In 2014, one of these devices, Sepax 2, was purchased by our department.

Patients and methods: Grafts from 5 patients (males, 42-67 years) treated for multiple myeloma (n = 4) and Hodgkin’s lym-
phoma (n =1) were thawed and washed before reinfusion using the Sepax 2 (Biosafe S.A. Eysins, Switzerland) automated
washing device. Quality controls were performed before cryopreservation and after washing: blood count, cell vitality,
number of CD34+ cells and number of CFU-GM (colony-forming units - granulocyte/macrophage).

Results: Concentration of dimethyl sulfoxide before washing of the grafts was 10%, and 0.65% after (0.35-0.69%); recovery
of CD34+ cells after washing was 94% (34.57-105.30%); recovery of CFU-GM was 56% (45.14-99.90%); vitality was 85%
(78-89%) - the results are listed as median and range. The graft volumes were decreased after washing by 31% (28-42%)
compared to the original volumes. Administration of washed grafts was very simple. Patients reported only insignificant
inconvenience associated with the transplantations and no significant adverse events were observed. No delay in en-
graftment was observed: leukocytes > 1x 10%/| day +11, granulocytes > 0,5 x 109/ day +11, PLT > 20 x 109/ day +13 (medians).
Conclusions: The washing of thawed cryopreserved autologous grafts provided required graft volume reduction. The decrease
of CD34+ and CFU-GM cells during washing was not significant, cell vitality was satisfactory and the reinfusion of washed
grafts was not associated with significant subjective or objective complaints. We conclude that the washing-out of DMSO
from grafts using an automated device is feasible and beneficial for both the patients and the staff. The automated washing of
dimethyl sulfoxide-containing grafts could be recommended, especially in patients who require lower volumes of reinfused cells.
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autologous transplant - haematopoietic stem cell - HSC - Sepax 2 - dimethylsulfoxide - DMSO
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uvob

Vysokodavkovana chemoterapie nasledovana auto-
logni transplantaci krvetvornych bunék je standardné
pouzivanym lécebnym postupem pro nékteré typy he-
matoonkologickych malignit. Hematopoetické buriky
(HC) jsou ziskavany leukaferézou z periferni krve po
mobilizaci ristovymi faktory pro granulocyty (G-CSF)
nebo granulocyty a makrofagy (CGM-CSF) [1]. Vysledny
produkt sbéru je poté zpracovan v laboratoti, dochazi
k Gpravé jeho objemu, pridani kryoprotektivni smési,
zamrazen{ a uskladnéni az do doby podani.

Klicovym krokem pfi zpracovani transplantati HC
je zamrazeni na teplotu -150 °C a nizsi, coz umoznuje
jejich kryoprezervaci neboli casové témeét neomezené
skladovani vitalnich Stépti HC v kapalné ¢i plynné fazi
tekutého dusiku pfi teploté -196 az -150 °C. Béhem po-
malého zamrazovani vsak dochazi k tvorbé ledovych
krystal@ v extracelularnim prostoru, coz vede ke zvyseni
extracelularni osmolarity, vyraznému nartstu gradien-
tu osmolarity mezi intra- a extracelularnim prostorem,
aniku vody z bunék a k naslednému poskozeni bunék
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jejich dehydrataci. Tento nezadouci jev 1ze minimalizo-
vat pouzitim kryoprotektivnich ¢inidel. V soucasnosti
se az na vyjimky jako kryoprotektivni ¢inidlo pouziva
dimethylsulfoxid (DMSO), hygroskopicka polarni 1at-
ka, ktera velice snadno pronika bunéénou membranou
do intracelularniho prostoru. DMSO v pouzivanych
vyslednych koncentracich (5-10 %) vyrovnava osmola-
ritu mezi intra- a extracelularnim prostorem a chrani
buriky pfed poSkozenim dehydrataci [2-4].

Po kryogennim zamrazeni jsou transplantaty s HC
skladovany pfi teploté nizsi nez -150 °C azZ do pouziti
pro transplantaci pacientovi. Na vétsiné pracovist jsou
transplantaty rozmrazeny ve vodni 1azni pfi 37 °C bez-
prostfedné tésné pred podanim piijemci a aplikovany
nitrozilné pomoci katétru zavedeného do centralni zily.
Vlastni pfevod rozmraZenych transplantati HC byva
Casto spojen s nezadoucimi reakcemi. Vét§ina z nich je
pripisovana pravé DMSO, jehoz toxicita je dobfe znama
[2]. Mezi nezadouci i¢inky DMSO patti zejména nepfi-
jemna pachut v tstech, bolest v krku, drazdéni ke kasli,
nevolnost, bolest hlavy a navaly horka. Mezi zavazné;jsi



projevy toxicity DMSO tfadime pfedevsim zvraceni,
kfecovité bolesti v bfiSe, hypotenzi, hypertenzi, bra-
dykardii, tachykardii [5-7]. Byly popsany i velmi za-
vazné nezadouci reakce: téZka srdecni arytmie vedouci
k srdecni zastavé [8], zavazna hypoventilace vedouci
k zastavé dechu [9], pfechodna globilni amneézie,
cévni mozkova prihoda [10] a epilepticky zachvat [11].
Nezadouci ucinky souvisejici s aplikaci rozmrazenych
transplantatli HC nejsou pouze diisledkem toxicity
DMSO. Nezadouci efekty vyvolava rovnéz pritomnost
rozpadlych a mrtvych bunék, predevsim granulocytt,
které jsou vyrazné nachylnéjsi k osmotickému stresu
nez lymfocyty a HC. Granulocyty se pfi manipulaci
s transplantatem snadno a rychle poskozuji a rozpa-
daji, vétsi mnozZstvi DNA z rozpadlych bunék muze
zvySovat viskozitu transplantatu a vést k agregaci
bunék [4, 12, 13].

Vyse uvedené problémy vedly k hledani reseni, jak
se vyporadat s toxicitou DMSO a snizit frekvenci neza-
doucich reakci. Jednou z moznosti je pouzivat pfti za-
mrazovani transplantat HC niz$i koncentraci DMSO.
Z vysledkt vyplyva, Ze pii pouziti 5% a 7,5% koncentrace
DMSO dochazi ke snizeni nezddoucich reakci [3]. Dalsi
z moznosti je transplantat pfed podanim pacientovi
promyt. Dodnes stile pouzivanou metodou je manual-
ni promyti Stépu po rozmrazeni s pouzitim bézné cen-
trifugace [14]. Pfi procesu ale mtiZe dojit ke shlukova-
ni bunék a jejich vyznamnym ztratam, podstatné se
rovnéz zvysuje riziko mikrobidlni kontaminace Stépu.

Nejmodernéjsim pristupem je promyvani transplan-
tatd po rozmrazeni pomoci automatizovanych pristro-
jli, mezi které patii zatizeni CytoMate, Sepax a Cobe
2991 [1, 15, 16]. Ze srovnani manualni metody a auto-
matizovaného promyti pomoci zafizeni Sepax vyply-
nulo, Ze pristrojova metoda prinasi signifikantneé lepsi
vysledky, predevSim pokud se tyka zachovani poctu
leukocytli, CD34* bunék a CFU-GM [1]. Navic v pfipadé
pristrojové techniky odpada riziko kontaminace Stépu,
protoZe se jedna o uzavieny systém.

S cilem zlepsSit péci o nemocné a snizit rizika spojena
s pfevodem autolognich transplantatii HC zejména

Tab. 1. Prehled kohorty pacientd

AUTOMATIZOVANE PROMYVANI TRANSPLANTATU

u star$ich a polymorbidnich pacientti byl v roce 2014 ve
Fakultni nemocnici Ostrava potizen ptistroj Sepax 2 pro
automatizované promyvani transplantatd po rozmra-
Zeni. Pristroj Sepax 2 pracuje na centrifuga¢nim prin-
cipu, kdy dochazi k separaci jednotlivych komponent
v centrifugacni komofe a naslednému rozdéleni jednot-
livych vrstev do riznych vakii pomoci pfesmérovavani
ventilli a posunu pistu, ktery je soucasti centrifugacni
komory. Proces je automatizovany a pro fizeni vyuziva
vyhodnocovani opticky detekovaného obsahu hadicek
v klicovych mistech setu. Vysledny objem promytého
produktu lze nastavit v rozmezi 50-200 ml (protokol od
vyrobce doporucuje 100 ml). Validace pfistroje a metody
potvrdila, Ze promyti transplantati nevede k vyznam-
nému snizeni poctu a viability leukocyti, CD34* bunék
a CFU-CM. Vysledky validace metody byly prezentovany
formou posteru na EBMT 2016 (European Society for
Blood and Marrow Transplantation) [17]. Pfedkladana
publikace shrnuje zkuSenosti, které jsme ziskali jako
prvni pracovisté v Ceské republice pfi promyti a na-
sledném prevodu autolognich transplantdtt HC u péti
pacientd.

SOUBOR NEMOCNYCH A METODY

Promyti transplantatti bylo indikovano a provede-
no u péti pacientf 1écenych pro mnohocetny myelom
a Hodgkintiv lymfom ve véku od 42 do 67 let, podrob-
néjsi demograficka data jsou uvedena v tabulce 1.
Kritéria pro indikaci k promyti byla zvolena na zakla-
dé zkuSenosti s nezadoucimi reakcemi pri prevodu
transplantatl: indikované podani 3 a vice kryovakt
(odpovida objemu 360 ml suspenze a 36 ml DMSO),
nebo koncentrace sérového kreatininu pfed transplan-
taci vétsi nez 130 pumol/l. U jednoho pacienta jsme
indikovali promyti transplantatu pro zvySené riziko
zavaznosti pripadnych nezidoucich reakci pfi stan-
dardnim prevodu transplantitu (progrese zakladniho
onemocnéni, chronicka ischemicka choroba srdecni
s nemoci dvou tepen, vyssi arytmogenni pohotovost,
lehka renalni insuficience atd.) pfesto, Ze nesplnil
prijata kritéria pro indikaci promyti. U tfi pacientl

Diagnéza Vék Pocet kryovaki uréenych k promyti Celkovy objem po promyti Koncentrace kreatininu
(celkovy objem) pro transplantaci [pumol/I]

MM 67 2 (240 mh) 100 m 70

MM 63 5 (600 ml) 200 ml 121

MM 51 6 (720 ml) 200 ml 82

HL 42 8 (960 ml) 300 ml 76

MM 50 3(360 ml) 100 m 52

MM - mnohoc¢etny myelom, HD - Hodgkinova choroba
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se jednalo o druhou autologni transplantaci, u dvou
o prvni transplantaci. V§ichni pacienti byli podrobné
seznameni s tcelem promyti, metodou a ocekavanym
prinosem a podepsali informovany souhlas s prevodem
transplantatd.

Zpracovani a kryogenni zamraZeni transplantatu
Transplantaty, produkty leukaferézy, byly kryo-
genné zamrazeny do 24 hodin od ukonceni aferézy.
Vysledna koncentrace DMSO v zamrazenych $tépech
byla 10 % a objem transplantatu vjednom kryovaku byl
120 ml. Kryovaky byly vloZzeny do sekundarniho obalu
(OriGen Biomedical GmbH, Burladingen, Némecko),
ktery byl uzavien svarem a umistén do terciarniho
obalu (kovova kazeta). Kontrolované zamrazeni bylo
realizovano naprogramovanym tempem v zamrazovaci
Ice Cube 14S (SY-LAB Gerdte GmbH, Neupurkersdorf,
Rakousko) na teplotu -156 °C. Kryovaky s transplantaty
byly uskladnény v tercidrnich obalech v kryogennich
kontejnerech v plynné fazi tekutého dusiku.

Rozmrazeni a promyti transplantatu

Pro promyvani transplantatli pomoci pristroje
Sepax 2 byl pouzit set CS-600.1. (Biosafe S.A. Eysins,
Switzerland), ktery byl v laminarnim boxu napojen
na vak obsahujici promyvaci roztok a vak urceny pro
promyty produkt. Kryovaky s transplantaty urenymi
k promyti byly pfeneseny pii teploté nizsi nez -150 °C
do laboratore a rychle rozmrazeny ve vodni 1azni pfi
37 °C standardizovanym zplsobem, pficemz teplota
rozmrazenych transplantat nepfekrocila 4 °C. Po roz-
mrazeni byly kryovaky sterilné napojeny na promyvaci
set a byl spustén program Smart Wash, ktery je specific-
ky navrZen pro promyvani transplantatl HSC. Slozeni
promyvaciho roztoku (objemové poméry): 5% lidsky
albumin = 50 % (Grifols, Barcelona, Spanélsko), fyzio-
logicky roztok = 42 % (B. Braun Melsungen AG, Hessen,

Némecko), citratovy roztok ACD-A = 8 % (Fresenius Kabi,
Bad Homburg, Némecko). Pokud bylo potfebné promyt
dalsi transplantat, postupovalo se obdobné. Po ukonceni
promyvani byl vak s promytym produktem odpojen od
zbytku promyvaciho setu a po odbéru vzork{ na vySetie-
ni kvality byl transportovan pfti teploté 4-8 °C k podani
prijemci, které probihalo na monitorovaném lizku.

Vysetfeni kvality

Krevni obrazy byly stanoveny pomoci analyzatoru
Sysmex XN-9000 DI-60 (Sysmex Corporation, Japonsko).
Zastoupeni CD34+ bunék bylo stanoveno pomoci pti-
stroje Navios firmy Beckman Coulter (Beckman Coulter
Life Sciences, Indianapolis, USA), pouZité monoklo-
nalni protilatky (anti-CD34 a anti-CD45) byly od BD
Biosciences (San Jose, CA, USA). Koncentrace CFU-GM
byla stanovena pomoci standardni kultiva¢ni techniky
s vyuzitim kompletniho polotuhého média (Methocult
CF84434, Stem Cell Technologies, Vancouver, British
Columbia, Kanada). Viabilita byla stanovena jako pro-
centualni podil mrtvych a Zivych bunék, hodnoceno
mikroskopicky pomoci Biirkerovy komtirky, jako bar-
vivo pouzita trypanova modf (Stem Cell Technologies,
Vancouver, British Columbia, Kanada).

VYSLEDKY

Promyvani bylo provadéno podle standardni a va-
lidované procedury (na validaci bylo vazano povoleni
¢innosti ze strany SUKLu). Doba promyti jednoho vaku,
vCetné rozmrazeni a manipulace v laminarnim boxu,
byla 50 minut. Parametry kvality transplantatd pred
zamrazenim a po promyti jsou uvedeny v tabulce 2.
Efektivita promyvani byla vysoka a soucasné nedoslo
kzasadnim ztratam cilovych bunék. Promyté transplan-
taty obsahovaly 94,4 % CD34* bunék (median) pfitom-
nych v transplantatech pred zamrazenim a 56,2 %
CFU-CGM (median).

Tab. 2. Vysledky vysetreni kvality transplantatl pred zamrazenim a po promyti

Pred zamrazenim Po promyti Recovery [%]
Leukocyty [x10°] (317,8775-52236,66) (264,?3(4)1(—)320,19) 63.273’-58%52)
CD34" [x10%/kg] T 055265 (545710550
CRLAE el (16,2385L%E;,16) (19,9231%%,82) (451126-2969.9@
Viabilita [%] 100,00 (595'_%%) (78,5?%2,00)

*Hodnoty jsou uvedeny jako median (od - do)
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Recovery krevniho obrazu

MPacientl M Pacient2 Pacient3 O Pacient4
15
14

12 12 12
o A B 11 o B B | Bl

B 5

13 13

11
10

| Pacient 5

14

i

mytych transplantatii byl
45,1-99,9 % hodnoty pred za-
mrazenim.

Pouziti promytych trans-
plantath nemélo za nasledek
oddaleni obnovy krvetvorby.
Absolutni doba neutropenie,
tedy pocet dnt s granulocy-
ty pod 500/pl, se pohybovala
od Sesti do deviti dnti. Poclty
dni potfebnych k dosazeni
jednotlivych sledovanych pa-

Den WBC>1 Den GRN>0,5 Den GRN>1

Den PLT>20

rametri krevniho obrazu jsou
pro vSechny pacienty uvedeny
vgraful.

Vyskyt a intenzita neza-

absolutni doba
neutropenie
[GRN < 0,5]

Graf 1. Parametry obnovy krevniho obrazu

WBC - leukocyty [x 10%/1]; GRN - granulocyty [x 10%/1] a PLT - trombocyty [x 109/1]

U pacienta ¢. 1k poklesu koncentrace trombocytl pod 20 x 109/1 nedoslo.

Stanoveni po¢tu CD34* bunék po rozmrazeni neni na
nasem pracovisti provadéno. U Cerstvé rozmrazenych
bunék se miizeme Casto setkavat s nedostatecnou nebo
nespecifickou vazbou protilatek na antigeny na jejich
povrchu a to muZe vést ke zkresleni vysledkil. Z toho
dtivodu zde jsou porovnavany vysledky metody pred za-
mrazenim a po promyti. Uvedend variabilita méfenych
CD34* po promyti v tabulce 2, je zptisobena nepfesnosti
meéteni z divodu velmi nizké relativni koncentrace
CD34* bunék u daného darce, ktery byl ptipadem Spat-
né mobilizovatelného darce (tzv. ,,poor mobilizer®),
kdy i minimalni subjektivni zména odecteni CD34*
znamenala vyznamnou zmeénu

doucich tcinkt provazejicich
prevod transplantati a vy-
skytujicich se v pribéhu dne
po podani transplantath byly
peclivé sledovany a zaznamenavany odbornym pracov-
nikem asistujicim u transplantace, subjektivni obtize
byly monitorovany s pouzitim dotazniki. K zavaznym
nezadoucim reakcim nedoslo ani v jednom pfipadé,
vyznamné objektivné vyhodnotitelné nezadouci tcinky
nebyly pozorovany. Z vysledkt dotaznikového Setfeni
vyplynulo, Ze rovnéz subjektivni nezadouci G¢inky pri
prevodu promytych Stépt byly ojedinélé a velmi mirné.
Podobné se vyznamnéjs$i nezadouci ucinky nevyskytly
ani ve zbytku dne po transplantaci. Pfehled zachyce-
nych neZadoucich ucinki, jejich Cetnosti a zavaznosti
ukazuje graf 2 a 3. Celkové 1ze uzavfit, Ze prevody pro-

v jejich celkovém poctu. o o
Pocty CFU-GM sice byly v po- mCjediase RS
rovnani s vysledky kultivaci 70
pred zamrazenim nizsi, ale to je 60
obvyKkly vysledek kultivacniho
vySetfeni z rozmrazenych vzor- 50
ki HC. Na tomto misté je po- — 40
tfebné zdlraznit, Ze standard- = 30
ni kultiva¢ni vySetfeni poctl 20
CFU-GM ze vzorki transplanta-
tl uchovavanych v kryotubach 10 F :I I I
(s manudlnim vymytim DMSO) 0 - : .
d9sahovalo pfibliin§ Rolovié- & & LN N & O S &
ni hodnoty ve srovnani s pro- RO X Ibq*" @° o'éfo X
mytymi transplantity: pocet i S“\ W Q 6“?5\ & &c‘f‘ & Q’o\?f’
CFU-GM zjisténych ve vzorcich Q{'é" s q&\‘:b <© bee‘(\
z kryotub oproti hodnoté pred

zamrazenim byl 28,2-63,9 %,
pocet CFU-GM zjisténych z pro-

Graf 2. Nezadouci Ucinky v pribéhu prevodu promytého stépu
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MJednou MDvakrdt Olehce 1 Silné vSech bunék po promyti byla

= 85 % a bylo dosazZeno odstra-

néni vice nez 99 % DMSO [17],

20 - cozjevice, nez uvadi naptiklad

15 Calmels et al. (98,5 %) a Lemaire

9 etal. (97,3 %) pfi pouZiti pristro-
10 je Cytomate [18].

- Pro promyti jsme pouzili

promyvaci roztok, ktery se stan-

0 - , w , dardné nepouziva a ktery je obo-

@é‘f‘ &Qg,c'\‘ p 7’3@ o@’&b &,bs\ {\,}\@6‘ S & 3;06} 6"0{\\ 1:1ac)en o ci/trét:hobjertn(;vé bsltl)-

o IS R RS & ] y S .(@@ zeni prqun}fvstm. o roztoku by (_)

R & & & & & nasledujici: 5% lidsky albumin =

< N ~ & 50 %, fyziologicky roztok = 42 %,

Graf 3. Nezadouci Ucinky v pribéhu dne po prevodu promytého stépu

mytych transplantatd byly snaseny velice dobfe. Pro
odborny personal (zdravotni sestry a 1ékate) pak prevod
promytého transplantatu znamenal vyrazné zjednodu-
Seni celé procedury a ¢asovou Gisporu.

DISKUSE

Pfevod rozmrazeného transplantatu obsahujiciho
DMSO muze vést ke vzniku nezaddoucich reakci, kte-
ré jsou sice obvykle mirné, ale mohou byt i zavazné
az fatalni [6, 8, 9, 10]. Subjektivni potiZze souvisejici
s pfevodem rozmrazeného transplantatu jsou relativné
Casté a pacienty velmi negativné vinimané. Na Cetnost
a zavaznost nezadoucich ac¢inktit DMSO se zaméftil
priazkum EBMT. Celkem se prizkumu zacastnilo 95
transplantacnich center a referovana cetnost vyznams-
nych nezadoucich tc¢inkh DMSO byla v primeéru 2,1%
[3]. Zuvedené prace rovnéz vyplyva, Ze nejvétsi vlivna
snizeni nezadoucich reakci je promyti §tépil tésné pred
transplantaci. Nékterd pracovisté stale jesté vyuzivaji
manualni metodu poprvé popsanou Rubinsteinem et
al. v roce 1995, zalozenou na dvojitém promyti a cent-
rifugaci. Tato metoda ale vede k vyznamnym ztratam
hematopoetickych bunék, je zna¢né zatizena rizikem
mikrobidlni kontaminace a je casové narocna [14].
V soucasnosti je proto pokladana za prekonanou a nevy-
hovujici. Lep$ich vysledk{t mtze byt dosaZeno pouzitim
automatizovanych systémi, jako je napf. Sepax [1].

Pfivalidaci techniky promyvani transplantat{ jsme
prokazali, Ze ptistroj Sepax 2 je pro promyvani bunéc-
nych koncentrat vhodny a Ze promyti zamrazenych
transplantati HC nema za nasledek vyrazny pokles
poctu jednotlivych sledovanych typt bunék oproti
jejich poctu pred zamrazenim: zlistatek leukocytli
79,5 %, CD34* bunék 94,4 % a CFU-GM 56,2 %. Viabilita
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citratovy roztok ACD-A = 8 %.
Nejcastéji pouzivané promyvaci
roztoky obsahuji v rizném ob-
jemovém sloZeni Dextran nebo
Voluven [1, 19, 20]. Abonnenc et al. vyzkousSeli pti na-
stavovani metody promyti na pristroji Sepax 2 promyva-
ciroztok obsahujici Ringer@v roztok v kombinaci s lid-
skym albuminem i s Voluvenem. Kombinace Ringerova
roztoku a lidského albuminu vedly k vy$§im hodnotam
viability nez pii pouZziti samotného Voluvenu, ale do-
chézelo k tvorbé srazenin [20]. Sinchez-Salinas et al.
vyuzili pfi promyvani pouze fyziologicky roztok s 2,5%
lidskym albuminem a problémy s tvorbou srazenin
neuvadi [21]. Pro promyti transplantatu jsme nejprve
zvolili pouze roztok lidského albuminu a fyziologického
roztoku. Vzhledem k tomu, Ze jsme zaznamenali tvorby
agregatil, doplnili jsme promyvaci roztok o antikoagu-
la¢ni roztok ACD-A (8 % objemu promyvaciho roztoku),
poté jiz ke tvorbé sraZenin ¢i agregatli nedochézelo.

Pri procesu zpracovani a zamrazeni transplantati pe-
rifernich kmenovych bunék dochazi k pocetnim ztratam
bunék a ke snizeni viability. Abonnenc et al. dosahli pti
sekvenc¢nim promyvani koncentrati zachovani poctu
buneék (recovery) 74,3 + 14,3 % pro leukocyty a79,9+ 9,4 %
pro CD34+ buniky [20]. Pfi nasem zplisobu zpracovani byl
u dvou pacient@ promyt jenom jeden kryovak a u tfech
pacientt dva az tfi kryovaky. Pii promyti byly kryovaky
rozmrazeny a napojeny na pristroj spolecné a promyty
najednou, nebylo tedy pouzito sekvencniho promyti,
které popisuje Abonnenc et al. Recovery po procedute
promyti dosdhla v nasem ptipadé 79,5 % pro leukocy-
ty a 94,4 % pro CD34* bunky, cozZ je plné srovnatelné
s vysledky jinych autort [20]. Z uvedeného muzZeme
uzaviit, Ze neni nutné kryovaky promyvat sekvencné,
ale je mozné provést promyti soucasneé, vjednom cyklu,
a zkratit tak vyrazné ¢as procedury.

Promyti pristrojem Sepax 2 je na nasem pracovisti
urceno zejména pro pacienty, u kterych je indikovan



pfevod transplantatu uchovavaného ve 3 a vice kryova-
cich, nebo ktefi maji vyznamnou renalni insuficienci.
Prvnich pét pacientdi, u kterych bylo vyuzito promyti
Stépu pro transplantaci, snaselo prevod promytého Sté-
pu velice dobfe a neobjevily se u nich vazné nezadouci
reakce (kardiovaskularni, neurologické, renalni a dalsi
obtiZe). Na sniZeni frekvence a zavaznosti nezadoucich
reakci pfi transplantaci promytymi Stépy poukazuji
i dalsi préce [3, 16, 19]. Transplantace pomoci promy-
tych $tépli nemeéla vliv na rychlost obnovy krevniho
obrazu ve srovnani s historickou kontrolou. Podobné
vysledky pfinesla rovnéz multicentricka studie pu-
blikovana Saccardim et al., kterd uvadi 12 dnd jako
median doby do dosaZeni koncentrace granulocyti
nad 500/ul [19].

ZAVER

Automatizované promyti kryogenneé zamrazenych
transplantatii HC pro autologni pouziti pomoci pfistro-
je Sepax 2 je ptinosem jak pro pacienty, tak pro oSet-
fovatelsky a 1ékarsky personal. Promyti transplantatl
nevedlo k vyznamnému sniZeni kvality transplantatt
ve smyslu sniZeni poctu progenitord krvetvorby ¢i jejich
viability, coZ nepfimo potvrdily i parametry obnovy
krevniho obrazu po transplantaci, které se nelisily od
historickych kontrol. Procedura promyti je standardi-
zovana a probihd v podminkach zavedené laboratofe
pro zpracovani bunéénych transplantati zaskolenym
tymem, coZ vyrazné snizuje rizika suboptimalniho
rozmrazeni transplantati, mikrobidlni kontamina-
ce apod. Aplikace promytych transplantatdi je velmi
jednoducha, usnadniuje praci sester i 1ékafi a Setfi
jejich cas. Pacienti podani promytych transplantati
tolerovali vyborné a témér bez nezZadoucich ucinku.
Vlastni aplikaci promytych Stéph pacienti vnimali
velmi pozitivné a s mens$i emociondlni zatézi, nez jinak
obvykly postup vyuzivajici rozmrazovani transplantatu
u lazka. Automatizované promyvani kryogenné skla-
dovanych transplantatti HC pomoci pfistroje Sepax 2
miZeme na zakladé nasich zkusenosti plné doporucit,
zejména v ptipadech, kdy ma ptijemce sniZené renalni
funkce nebo pokud ma byt objem DMSO prevedeného
spolu s transplantatem vétsi, nez ptriblizné 0,4 ml/kg
hmotnosti prijemce, coz plati pfedevsim pro pacienty
s nizkou hmotnosti a déti.
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