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POPIS KRATICA

AGM - (engl. Aorta-gonad-mesonephros) mezoderm koji okruzuje aortu

ALL - akutna limfoblasti¢na leukemija

AML — akutna mijeloi¢na leukemija

APC — (engl. Antigen — presenting cells) antigen — prezentirajuée stanice

DFS — (engl. Disease-free-survival) prezivljavanje bez bolesti

DLI — (engl. Donor lymphocyte infusion) infuzija darivateljevih limfocita

DSA — (engl. Donor HLA — specific anttibodies) HLA — specifi¢na protutijela na darivatelja
GVHD - (engl. Graft-versus-host disease) reakcija presatka protiv primatelja
aGvHD - (engl. acute graft-versus host disease) akutna reakcije presatka protiv primatelja
cGVHD - (engl. chronic graft-versus host disease) kroni¢na reakcija presatka protiv
primatelja

HLA sustav — (engl. Human Leukocyte Antigen) antigeni tkivne podudarnosti

IPS — engl. Interstitial pneumonitis syndrome) sindrom intersticijskog pneumonitisa
KLL — kroni¢na limfocitna leukemija

KMS — krvotvorne mati¢ne stanice

MDS — mijelodisplasti¢ni sindrom

MH — (engl. Morbus Hodgkin) Hodgkinova bolest

NHL — non Hodgkinov limfom

NIMA — (engl. Non — inherited maternal antigens) nenasljedni maj¢inski antigeni
NRM — (engl. Non relapse mortality) smrtnost nevezana uz relaps bolesti

PBSC — (engl. Peripheral blood stem cell) periferne krvotvorne mati¢ne stanice

TBI — (engl. Total body irradiation) zracenje cijelog tijela



TCD — (engl. T cell depletion) deplecija limfocita T

TLI - (engl. Total lymphoid irradiation) totalno limfoidno zracenje

TKMS - transplantacija krvotvornih mati¢nih stanica

TRM — (engl. Treatment — related mortality) smrtnost povezana s lije¢enjem

UCBT - (engl. Umbilical cord blood transplantation) transplantacija iz krvi pupkovine
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1. SAZETAK

ALOGENICNA TRANSPLANTACIJA OD HLA HAPLOIDENTICNOG
OBITELJSKOG DARIVATELJA

Dora Raos

Alogeni¢na transplantacija krvotvornih mati¢nih stanica danas je vazan terapijski zahvat u
lijeCenju mnogih malignih i nemalignih hematoloskih, ali i nehematoloskih bolesti. Glavni cilj
takvog lijeCenja je zamijeniti bolesnu ili nefunkcionalnu koStanu srz primatelja zdravim
krvotvornim mati¢nim stanicama darivatelja. Osim S§to je za uspjeSno provodenje
transplantacije vazan preduvjet podudarnost u sustavu antigena tkivne podudarnosti (HLA
sustav), takoder je bitno provesti ispravan rezim kondicioniranja u sklopu
predtransplantacijske pripreme pacijenta. Dvije su glavne vrste TKMS — autologna (gdje su
darivatelj 1 primatelj ista osoba) i alogenicna (gdje su darivatelj i primatelj razli¢ite osobe).
Dok je u proslosti glavni izvor KMS bila koStana srZ, danas se sve ¢eS¢e KMS uzimaju iz
periferne krvi $to je puno sigurniji i bezbolniji pristup za darivatelja. Darivatelj za alogeni¢nu
transplantaciju moze biti srodan ili nesrodan, HLA — podudaran ili HLA — nepodudaran.
Najbolji ishodi transplantacije postizu se od HLA — podudarnog srodnog darivatelja, no
takvog darivatelja ima vrlo mali broj pacijenata, stoga se razvila potreba za otvaranjem
Registara dobrovoljnih (nesrodnih) darivatelja krvotvornih mati¢nih stanica diljem svijeta te
za razvojem protokola koji ¢e omoguciti povoljne ishode transplantacije uz KkoriStenje
presadaka od HLA - nepodudarnih darivatelja. Danas postoje tri protokola koja nam
omogucuju zaobilazenje povijesnih barijera haploidenti¢ne transplantacije krvotvornih
mati¢nih stanica, svaki od njih sa svojim prednostima i nedostatcima — deplecija limfocita T s
unosenjem ,,megadoze” CD34 stanica (TCD protokol), alografti pripremljeni s faktorom rasta
granulocita u kombinaciji s intenzivnom farmakolo$kom imunosupresijom (GIAC protokol) i

posttransplantacijska uporaba visokih doza ciklofosfamida (PTCy protokol).

Kljucéne rijeci: transplantacija krvotvornih mati¢nih stanica, sustav antigena tkivne
podudarnosti, lijecenje, darivatelj



2.  SUMMARY

ALLOGENEIC TRANSPLANTATION FROM A HLA HAPLOIDENTICAL FAMILY
DONOR

Dora Raos

Allogeneic haematopoietic stem cell transplantation is today an important therapeutic
procedure in the treatment of many malignant and non — malignant haematological and non —
haematological diseases. The main purpose of such treatment is to replace the recipient’s ill or
dysfunctional bone marrow with healthy donor's haematopoietic stem cells. In addition to
being an important prerequisite for successful transplantation, matching in the human
leukocyte antigen system (HLA system), it is also important to implement the correct
conditioning regimen as part of the patient's pre — transplant preparation. There are two main
types of haematopoietic stem cell transplantation — autologous (where the donor and the
recipient are the same person) and allogeneic (where the donor and the recipient are different
people). While in the past the main source of haematopoietic stem cells was bone marrow,
today more and more haematopoietic stem cells are taken from peripheral blood which is a
much safer and painless approach for the donor. The donor for allogeneic transplantation can
be related or unrelated, HLA — matched or HLA — mismatched. The best outcomes of
transplantation are achieved from HLA — matching related donor, but very small number of
patients has such a donor, so the need to open Registers of voluntary (unrelated)
haematopoietic stem cell donors has developed worldwide and to develop protocols that will
enable favorable transplant outcomes using transplants from HLA — mismatched donors.
Today, there are three protocols that allow us to circumvent the historical barriers of
haploidentical haematopoietic stem cell transplantation, each with its advantages and
disadvantages — T — cell depletion with ,,megadose* CD34" cells (TCD protocol), granulocyte
colony — stimulating factor — primed allografts combined with intensive pharmacological
immunosuppression (GIAC protocol) and high — dose, post — transplantation

cyclophosphamide (PTCy protocol).

Key words: haematopoietic stem cell transplantation, human leukocyte antigen system,

treatment, donor



3. UvOoD

Transplantacija krvotvornih maticnih stanica (TKMS) danas je jedna od glavnih metoda
lijeCenja mnogih malignih, ali i nemalignih hematoloskih bolesti te autoimunih poremecaja u
djece i odraslih. To je terapijski zahvat kojom se bolesna, nefunkcionalna ili iscrpljena
koStana srz zamjenjuje zdravim krvotvornim maticnim stanicama koje zatim preuzimaju
ulogu hematopoeze u novom domacinu. Prva uspjesno provedena TKMS bila je u New Yorku
1957. godine pod vodstvom doktora Thomasa na monozigotnim blizancima koji su bolovali

od akutne leukemije (1). U Hrvatskoj se primjenjuje od 1983. godine (2).

Krvotvorne mati¢ne stanice proizvode krvne stanice tijekom Ccitavog zivota cCovjeka.
Intrautero hematopoeza zapocinje U Zumanjc¢anoj vrec¢i, potom se nastavlja u mezodermu koji
okruzuje aortu (AGM, engl. Aorta-gonad-mesonephros) te se kona¢no hematopoetske
mati¢ne stanice useljavaju u jetru, glavni hematopoetski organ fetusa i slezenu. Kasnije se

hematopoeza pocinje odvijati u kostanoj srzi u kojoj se odvija do kraja zivota. (3)

Preduvjet uspjesne transplantacije je uska histokompatibilnost izmedu darivatelja i primatelja
(4) koja ovisi 0 HLA sustavu. Sustav humanog leukocitnog antigena (HLA sustav) je glavni
sustav tkivne snosljivosti/podudarnosti u ljudi, a kodiran je genima koji se nalaze na 6.
kromosomu. Dva su poznata razreda HLA proteina: razred | (A, B i C) i razred Il (DP, DQ i
DR). Razred molekula HLA 1 nalazi se na povrSini gotovo svih stanica te se vezu s B2 —
mikroglobulinom kako bi stvorile kompletnu HLA | molekulu. HLA | molekule prezentiraju
na povrsini stanica unutarstanicne peptide prethodno obradene u proteasomima koje zatim
prepoznaju CDS citotoksi¢ni limfociti. Razred molekula HLA II nalazi se na povrsini antigen
— predoc¢nih stanica. HLA II molekula je heterodimer koja se sastoji od dva polipeptidna lanca
(alfa i beta) te prezentira peptide (antigene) nastale spajanjem endocitnih vezikula s
lizosomima koje prepoznaju CD4 limfociti. HLA molekule su dakle vazna odrednica nastanka

GVHD-a i odbacivanja presatka, odnosno uspjesne transplantacije. (5, 6)

Transplantacija krvotvornih mati¢nih stanica je proces u kojem se Citava hematopoeza i
imunoloski sustav primatelja zamijeni stanicama donora (7). Dijelimo je s obzirom na njenu

svrhu, porijeklo mati¢nih stanica i vrsti/tipu darivatelja.



Svrha TKMS moze biti (8):

1. Spasavanje onkoloSkog pacijenta zbog toksi¢nih posljedica visokih doza kemo- i/ili
radioterapije.

2. Lijecenje teskih steCenih ili kongenitalnih hematoloSkih poremecaja.

3. Lijecenje maligne bolesti koriStenjem aloimunih efektorskih mehanizama reakcije

presatka protiv primatelja.
Mati¢ne stanice mogu se uzeti (8):

1. Punkcijom i aspiracijom koStane srzi iz straznjeg ilijacnog grebena.
2. Mobilizacijom perifernih mati¢nih stanica (PBSC) te prikupljanjem leukoferezom
nakon primjene stimulatora rasta granulocita (G — CSF).

3. Prikupljanjem placentarne krvi iz pup¢ane vrpce tijekom porodaja.
Prema tipu darivatelja TKMS dijelimo na (8):

1. Autolognu — KMS potjecu od samog pacijenta.
2. Alogeni¢nu — KMS potjecu od druge osobe, darivatelja.
(1) Srodan HLA — podudaran darivatelj
(2) Nesrodan HLA — podudaran darivatelj
(3) HLA — haploidenti¢an obiteljski darivatelj
(4) HLA — nepodudaran nesrodan darivatelj

Sve do 1990 — ih godina i otkrica novih nacina dobivanja KMS (iz periferne krve
mobilizacijom uz pomo¢ GCSF — a i iz pupéane vrpce) glavna metoda prikupljanja bila je iz
straznje ilijacne kriste u opcoj anesteziji. Odabir metode prikupljanja KMS ovisi o dobi
darivatelja i primatelja, komorbiditetima, stadiju same bolesti te preferencijama razli¢itih

klinickih centara i darivatelja. (9)

U posljednjih nekoliko desetlje¢a krvotvorne maticne stanice iz periferne krvi postale su
najpozeljniji izvor KMS u mnogim transplantacijskim centrima te ¢ine oko 75% od svih
provedenih TKMS (10, 11, 12). Nekoliko je prednosti primjene KMS iz periferne krvi u
odnosu na one iz koStane srzi. Prikupljanje stanica iz periferne krvi poZeljnija je opcija za
darivatelje jer su time poStedeni opée anestezije, znacajno je manja prisutnost produzene boli i
teSkog umora kao $to je to slucaj kod uzimanja stanica iz koStane srzi (13, 14, 15). Za sada

nije otkriveno da primjena GCSF — a i leukofereze dovode do vece incidencije komplikacija,



kao S§to su mozdani udar ili tumori, u odnosu na primjenu transplantacije KMS iz koStane srzi
(16). Osim za darivatelje, takoder su znacajne prednosti primjene perifernih KMS i za
primatelje. Najznacajnije medu njima su prihvat presatka i preobrazba imunoloskog sustava
kod primatelja lijecenih perifernim KMS u usporedbi s onima koji su lijeCeni KMS iz kostane
srzi (13, 17). Nadalje, znacajno je smanjenja stopa odbacivanja presatka kod ljudi lije¢enih
perifernim KMS, dok je najveci nedostatak veca ucestalost kronicnog GVHD — a kod ljudi
lijeenih perifernim KMS (18, 19).

Glavne prednosti primjene KMS iz pupkovine su moguénost brzog prikupljanja stanica i
njihova administracija/primjena $to pomaze u lijeCenju hitnih stanja, manja je ucestalost
infekcija, manja je stopa GVHD — a (ali jednaka stopa reakcije presatka protiv tumora, GVT)
te je manja potreba za trazenjem strogo identicnog HLA darivatelja (stroge podudarnosti).
Nedostatci ove metode ukljuuju odgodeni prihvat presatka s posljedicno vecom

vjerojatnoséu odbacivanja presatka i ve¢im stopama relapsa bolesti. (20)

Kod alogene TKMS darivatelj i primatelj razli¢ite su osobe te mati¢ne stanice potjecu od
darivatelja koji moze biti srodan ili nesrodan, podudaran ili nepodudaran. Dakle, postoje Cetiri
opcije mogucéih darivatelja: srodan HLA — podudaran, nesrodan HLA — podudaran, HLA —
haploidenti¢ni/nepodudaran obiteljski darivatelj i HLA — nepodudaran nesrodan darivatelj (8).
Dok za autolognu TKMS ne postoje kontraindikacije, za alogenu transplantaciju su relativne
te ukljuéuju dob visu od 50 godina, prethodno provedena TKMS i postojanje znacajnih
komorbiditeta (21).

Najbolji ishod alogene TKMS prisutan je kod primjene presatka od HLA — podudarnog
srodnog darivatelja, no takvog darivatelja ima manje od 30% pacijenata kojima je potrebna
transplantacija te su zbog toga diljem svijeta razvijeni brojni registri dobrovoljnih darivatelja
KMS (22). Optimalan spoj nesrodnog darivatelja — primatelja zahtijeva podudaranje u
najmanje 8/8 HLA alela (A, B, C, DRB1) (23) jer i samo jedno nepodudaranje u bilo kojem
od tih lokusa moze dovesti do znaCajnog pogorSanja preZivljavanja, smrtnosti povezane s
lijeCenjem (TRM) i veée stope akutnog GVHD —a (22). Za osobe bez HLA — podudarnog
srodnog ili nesrodnog darivatelja, najprihvatljivija alternativa je haploidenticna TKMS (22).
Haploidenti¢na transplantacija KMS podrazumijeva primjenu proizvoda koStane srzi od
srodnog ili nesrodnog haplotip — nepodudarnog darivatelja (24). Koriste se potpuno
haploidenti¢ni darivatelji s nepodudaranjem u 3 od 6 HLA antigena (A, B, DRB1) (22). Takva

vrsta transplantacije osobito je korisna kod pacijenata koje nisu bijele rase, kao Sto su



Afroamerikanci 1 Latinoamerikanci te kod pacijenata iz siromasnih zemalja gdje je pristup
zdravstvenim resursima ograni¢en (25). Prednosti haploidenticne TKMS uklju¢uju manji
trosak te brzu dostupnost hematopoetskih stani¢nih produkata, dok su najznacajniji nedostatci
¢eSca stopa hiperakutnog GVHD — a §to dovodi do vec¢e smrtnosti i odbacivanje presatka (26).
Ove prepreke uspjesno se pocinju nadvladavati uvodenjem novih protokola TKMS koji ¢e biti

opisani dalje u tekstu.

4.  PREDTRANSPLANTACIJSKA PRIPREMA (KONDICIONIRANJE)

Kako bi TKMS bila uspjesna, osim uske podudarnosti u HLA — sustavu, nuzno je provesti
pripremu pacijenta prije same transplantacije postupkom kondicioniranja. Tim postupkom
osiguravamo dovoljno prostora za krvotvorne mati¢ne stanice iz presatka te potporu za
proliferaciju i diferencijaciju stanica. Takoder potiskujemo imunoloski sustav domacina ¢ime
omogucujemo dugorocnu kontrolu bolesti eradikacijom tumorski promijenjenih stanica te

smanjujemo rizik odbacivanja presatka. (9)

Danas postoje dva opce prihvacena nacina kondicioniranja: mijeloablativno kondicioniranje
(MA) i kondicioniranje smanjenog intenziteta (RIC)/(NMA) (27). U mijeloablativhom
kondicioniranju koriste se visoke doze zracenja (TBI, engl. Total body iradiation) i/ili visoke
doze kemoterapeutika Sto dovodi do teSke pancitopenije, pojave rane toksi¢nosti, znacajnog
morbiditeta i mortaliteta (27, 28). U pocetku primjene MA kondicioniranja naje$ce se
koristila kombinacija frakcionirane TBI od 12 — 14 Gy razdijeljene tijekom 3 — 4 dana i
ciklofosfamida (CY) u dozi od 120 mg/kg tijekom dva dana (28, 29). No, budu¢i da TBI
dovodi do visoke incidencije intersticijskog pneumonitis sindroma (IPS) (30), danas se sve
cesce koristi kombinacija Busulfana (BU) (4 mg/kg/dan tijekom 4 dana) i ciklofosfamida (120
mg/kg) (28, 31). Osim kratkoro¢nih posljedica, primjenom kemoterapije bez TBI, izbjegavaju
se 1 dugoro¢ne posljedice zracenja medu kojima su katarakta, sterilitet, zaostaci u rastu i

razvoju kod djece te sekundarni tumori poput mijelodisplazije (MDS) (32).

NMA je rezim koji dovodi do imunosupresije uz minimalnu citopeniju te rjede uzrokuje ranu
toksi¢nost (27, 33). Tri najcesce koristena rezima NMA su: TBI niskog intenziteta (2 Gy) na
dan transplantacije, kombinacija TBI niskog intenziteta i fludarabina (FLU) (90 mg/m2
tijekom 3 dana) te kombinacija totalnog limfoidnog zracenja (TLI) u dozi od 8 — 12 Gy
tijekom 11 dana i antitimocitnog globulina (ATG) tijekom 5 dana (28, 33).



Kondicioniranje smanjenog intenziteta (RIC)  nastoji spojiti koristi MA i NMA
kondicioniranje izbjegavaju¢i visoku toksi¢nost MA rezima, ali omogucéuju¢i adekvatnu
imunoablaciju koja sprjecava odbacivanje presatka (9, 28). Takav nacin kondicioniranja
u¢inio je mogucom transplantaciju kod osoba visoke Zivotne dobi 1 sa znacajnim
komorbiditetima (28). Najc¢es¢a kombinacija kod RIC-a su fludarabin (125 — 150 mg/m2
tijekom 5 dana) i melfalan (100 — 140 mg/m2 tijekom 2 dana) (34). Odabir intenziteta rezima
kondicioniranja ovisi o samoj dijagnozi, dobi pacijenta, komorbiditetima te vrsti donora

(podudaran ili nepodudaran, srodan ili nesrodan) (9).

5.  PROTOKOLI HAPLOIDENTICNE TKMS

5.1. DEPLECIJA LIMFOCITA T S UNOSENJEM 'MEGADOZE' CD34 STANICA

5.1.1. Bioloska i rana klinicka ispitivanja te ishodi

T limfociti smatraju se klju¢nim posrednicima u nastanku bolesti presatka protiv primatelja
(GVHD) i odbacivanju samog presatka (35, 36), stoga su krajem 20. stoljeca razvijene tehnike
kojima se uklanjaju T limfociti iz presatka prije njihove infuzije u primatelja (37, 38, 39). Te
tehnike su omogucile da se T limfociti fizicki odvoje od B limfocita, hematopoetskih mati¢nih
stanica i ostalih hematopoetskih progenitora. Tako nastalim TCD alogenim presadcima
znanstvenici su uspjeli izbjeci letalnu posljedicu transplantacije — GVHD u misjim modelima

alogene transplantacije krvotvornih mati¢nih stanica (37, 38, 39).

lako su pocetna istrazivanja bila obecavajuca te su uspjela smanjiti rizik nastanka GVHD - a,
vodeéi problem predstavljalo je odbacivanje presatka (u visSe od 20% pacijenata nakon
primitka alogene TKMS po TCD protokolu) upravo zbog uklanjanja T limfocita $to je ucinilo
osobito bilo izrazeno kod pacijenata koji su primili HLA — nepodudarnu alogeni¢énu TKMS
(42). Problem odbacivanja presatka u miSjim modelima uspje$no je smanjen pojacanjem
rezima kondicioniranja jednim od tri na¢ina: pove¢anjem doze TBI ili pojaanim zracenjem
slezene (43, 44), dodavanjem tiotepe ili nekog drugog alkilirajueg citostatika (45, 46) te
upotrebom monoklonskih protutijela kako bi se smanjila koli¢ina rezidualnih T stanica
domacina (47). Takoder, osim imuno — posredovanog odbacivanja, otkrivena je povezanost

izmedu odbacivanja presatka i doze mati¢nih stanica koju pacijent primi. Presadak s ve¢om
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koli¢inom CD34 stanica ne samo da se bolje prima u niSu kostane srzi, ve¢ CD34 stanice

takozvanim ,,veto efektom‘ izravno inhibiraju aloreaktivnost T limfocita (48, 49).

U ranim klinickim ispitivanjima znanstvenici iz Perugije u Italiji ukljucili su nekoliko ovih
bitnih pretklini¢kih uvida u novu transplantacijsku platformu kako bi poboljsali ishode
alogene TKMS po TCD protokolu (50). Pojacali su rezim kondicioniranja uklju¢ivanjem
tiotepe, ciklofosfamida i TBI te dodavanjem antitimocitnog globulina (ATG) kako bi uklonili
T lifmocite domacina. Kombinacijom koStane srzi darivatelja i perifernih krvotvornih
mati¢nih stanica (PBSCs) mobiliziranih granulocitnim ¢imbenikom rasta (GCSF) postignute
su vece koli¢ine (,,megadoze”) hematopoetskih mati¢nih stanica nego Sto bi se dobile
presadcima od stanica isklju¢ivo iz kostane srzi. 1z presadaka su iskljuceni T limfociti
postupkom aglutinacije sa sojinim aglutininom i sljepljivanjem eritrocita. Ova studija je
pokazala kako se povijesne zapreke haploidenticne TKMS mogu zaobiéi intenzivnim
mijeloablativnim i imunosupresivnim kondicioniranjem u kombinaciji s TCD megadozom
CD34 stanica, bez potrebe za dodatnom GVHD profilaksom. (5)

U daljnjim studijama ova platforma je unaprijedena prvo zamjenom ciklofosfamida s
fludarabinom (51) te postupnim prelaskom na izdvajanje samo CD34 stanica iz krvotvornih
mati¢nih stanica periferne krvi (PBSCs) pomoc¢u imunomagneta (52). lako su u ovim
studijama odbacivanje presatka i nastanak GVHD- a bile rijetke nuspojave, vodeci problem
predstavljala je NRM prvenstveno kao posljedica virusnih infekcija (51, 52). Poslije —
transplantacijske razine CD4 T limfocita ostajale su niske i nakon godinu dana, ali oporavak
NK — stanica bio je prisutan unutar 2 — 4 tjedna nakon transplantacije $to je pridonijelo

smanjenju relapsa, ali s druge strane pove¢anju NRM (51, 52).

5.1.2. Usavrsavanja TCD platforme

Glavni razlog daljnjim usavr$avanjima platforme bila je neprihvatljivo visoka stopa NRM (5).
Tiibingen i Memphis grupa predstavili su selekciju CD37/CD19~ - stanica umjesto selekcije
samo CD34" - stanica kako bi dobili presadak koji sadrzi druge CD34 stanice (kao $to su NK
— stanice, monociti, dendriticke stanice te druge stanice mijeloidne loze) $to bi trebalo
omoguciti bolji oporavak imunoloskog sustava bez nastanka GVHD — a (53). Ovaj pristup je
koriSten u kombinaciji s kondicioniranjem smanjenog intenziteta (RIC) kako bi se smanjila

toksicnost vezana uz tretman (54). lako je primjena selekcije CD37/CD19™ - stanica smanjila



NRM, s druge strane pridonijela je znacajnom riziku od nastanka GVHD -a u odnosu na

selekciju samo CD34" - stanica (5).

U daljnjim istrazivanjima otkriveno je da postoji vrlo uzak post — transplantacijski repertoar T
limfocita u pacijenata nakon provedenog TCD protokola (osobito u pacijenata nakon
mijeloablativnog kondicioniranja) $to se pripisuje post — transplantacijskoj aktivnosti timusa
(5). Upravo taj ograniceni repertoar T limfocita mogao je pridonijeti visokoj osjetljivosti
pacijenata na virusne i ostale infekcije, stoga su znanstvenici usmijerili istrazivanja na
koriStenje presadaka koji sadrze odabrane T limfocite koji bi omogucili zadovoljavajuc¢u
rekonstrukciju imunolos§kog sustava bez povecéanja rizika od nastanka GVHD — a (5). Prvi
takav pristup podrazumijeva dodavanje malog broja aloreaktivno iscrpljenih ili IL — 10

energiziranih T limfocita (55, 56).

U drugom pristupu znanstvenici su iz presadaka izolirali samo y6" T limfocite, bez af™ T
limfocita (57) jer se pokazalo da y&" T limfociti posreduju u virusno — specifi¢cnom odgovoru
na citomegalovirus i Epstein — Barrov virus (58, 59, 60) koji znacajno pridonose poslije —
transplantacijskom morbiditetu i mortalitetu. Takoder se pokazalo da yd" T limfociti imaju
antitumorsku aktivnost (58, 59, 61) te postoji maniji rizik za nastanak GVHD — a nego kod af8*
T limfocita (62, 63).

Cetvrti pristup grupe iz Perugije uklju¢ivao je davanje imunomagnetski izoliranih
regulatornih T limfocita (Trec) 4 dana prije transplantacije i konvencionalnih T limfocita na
sam dan transplantacije po TCD protokolu (64, 65). Rezultati studije pokazali su znacajno
nizu stopu relapsa u odnosu na povijesne pristupe, medutim vodeci problem predstavljala je

visoka stopa NRM i smrtnost zbog infekcija (5).

Cetvrti, obeéavaju¢i pristup u usavr$avanju TCD protokola haploidenticne TKMS
podrazumijeva davanje virusno — specifi¢nih linija citotoksi¢nih T limfocita za prevenciju ili
lijeCenje virusnih infekcija (66). Te stanice izvrSavaju antivirusni ucinak bez uzrokovanja
GVHD - a te se takoder smatra kako imaju antitumorsku aktivnost (66, 67). Zavr$no
usavrSavanje ove metode ukljucivalo je infuziju darivateljevih limfocita koji su izrazavali
suicidalne gene koji se mogu aktivirati ukoliko se razvije GVHD (68, 69). lako je nastanak
GVHD - a zahvaljujuéi suicidalnim genima bio znac¢ajno ublazen, stopa NRM bila je i dalje

jako visoka (40%) (68).



5.2. ALOGRAFTI PRIPREMLJENI S FAKTOROM RASTA GRANULOCITA U
KOMBINACII S INTENZIVNOM FARMAKOLOSKOM IMUNOSUPRESIIOM —
GIAC PROTOKOL

5.2.1.Bioloska i pretklinicka ispitivanja

Novi protokol haploidenticne TKMS, TCR (engl. T — cell — replete) ili GIAC protokol, sastoji
se od Cetiri glavna dijela prema akronimu GIAC: stimulacija darivatelja granulocitnim
¢imbenikom rasta (,,G“CSF), pojacana (,,I ntensified) post — transplantacijska imunosupresija
ciklosporinom (CsA), mikofenolat mofetilom (MMF) i kratkotrajnom primjenom
metotreksata, dodavanje antitimocitnog globulina (,,A“ntithymocyte globulin) kondicioniranju
radi prevencije nastanka GVHD —a i pomo¢i uspjeSnog primitka presatka te kombinacija
(,,C*“ombination) presadaka iz perifernih krvotvornih mati¢nih stanica (PBSC) i1 koStane srzi
(5). Razvoj ovog protokola omoguéen je zahvaljujuci rastu¢em iskustvu S antitimocitnim
globulinom (70), pojavi novih farmakoloskih agenata (kao S$to je mikofenolat mofetil
zahvaljuju¢i kojem se uspjeSno moze kontrolirati GVHD) te otkri¢u presadaka dobivenih iz
mati¢nih stanica periferne krvi pomocu stimulacije GCSF — om (5). Nakon razvitka presadaka
krvotvornih mati¢nih stanica iz periferne krvi stimuliranih GCSF — om, znanstvenici su bili
iznenadeni kako stopa GVHD — a nije znacajno veéa usprkos davanju bitno veéeg broja T
limfocita nego Sto je to slucaj kod presadaka dobivenih samo iz kostane srzi (71). Isprva se
vjerovalo kako su za nastanak GVHD — a zasluzni pomagacki T limfociti tip 1 (Th1), dok su
se pomagacki T limfociti tip 2 (TH2) smatrali zastitnickima u tom procesu (71), danas se zna
da se zapravo radi o puno slozenijem procesu (72). Otkriveno je da T limfociti koji su
mobilizirani iz koStane srzi pod utjecajem GCSF — a imaju manju sklonost proliferaciji, imaju
smanjenju proizvodnju TH1, a poveéanu proizvodnju Tn2 citokina §to je sve pridonijelo
poboljsanju stope prezivljavanja i smanjenju stope GVHD — a u mi$jim modelima (71, 73).
Takoder, pokazalo se da izlozenost GCSF — u poti¢e i mobilizaciju dendritickih stanica koje
sudjeluju u usmjeravanju T limfocita prema T2 fenotipu (74). Zbog znacajno veceg omjera
monocita prema T limfocitima, stimulacija GCSF — om poti¢e IL — 10 — posredovanu
supresiju proliferacije T limfocita potaknutu aloantigenima preko CD14" antigen —
prezentiraju¢ih stanicama (75, 76). Uz sve to otkriveno je da stimulacija GCSF —om smanjuje
ekspresiju CD86 kostimulacijskih molekula preko CD14" stanica i CD28 aktivaciju CD4" T
limfocita (76, 77). Takvi imunoloski ucinci na smanjenje aktivacije i polarizaciju T limfocita

mogli bi se ostvarivati upotrebom presadaka koji su dobiveni mijeSanjem mati¢nih stanica iz
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koStane srzi i mati¢nih stanica periferne krvi nakon stimulacije GCSF — om (78). Post —
transplantacijsko davanje/administracija GCSF — a, u svrhu brzeg hematoloskog oporavka,
potaknulo je usmjeravanje T limfocita prema Th2 fenotipu, ali na ra¢un odgodenog oporavka

normalnog Twl odgovora na patogene (79).

5.2.2. Klinicka ispitivanja i ishodi

Dvije vazne klinicke studije TCR/GIAC protokola provedene su u Pekingu, Kina na
Sveucilistu u Pekingu (Peking University) i Opcoj zrakoplovnoj bolnici (Air Force General
Hospital) (80, 81, 82). Iako su obje studije provodile sli¢ne transplantacijske platforme po
GIAC protokolu, grupa iz Opée zrakoplovne bolnice koristila je presatke dobivene samo iz
kostane srzi, dok je grupa s Pekinskog Sveucilista koristila kombinaciju presadaka dobivenih
iz koStane srzi i1 periferne krvi (5). Ove studije pokazale su kako bi primjena haploidenti¢ne
TKMS po TCR/GIAC protokolu mogla omoguéiti potpuni prihvat transplantata, prihvatljivu
NRM i povoljnu stopu prezivljavanja bez bolesti (DFS), no bitnu prepreku predstavljaju
visoke stope teSkog akutnog i kronicnog GVHD — a (5).

Nekoliko grupa znanstvenika pokusalo je smanjiti te visoke stope GVHD — a vezane uz GIAC
protokol (5). Grupa znanstvenika iz Koreje napravila je preinaku ove platforme koristeci
kondicioniranje smanjenog intenziteta (RIC) i presatke dobivene samo iz perifernih
krvotvornih mati¢nih stanica mobiliziranih GCSF — om te je time uspjela ostvariti smanjene
stope akutnog i kroni¢nog GVHD — a (83). Grupa iz Opc¢e zrakoplovne bolnice u Pekingu
takoder je unijela neke preinake u postojeci protokol, uklju¢ujuéi kondicioniranje temeljeno
na zracenju cijelog tijela (TBI), koriStenje presadaka dobivenih samo iz mati¢nih stanica
periferne krvi te dodavanje basiliksimaba za daljnju profilaksu GVHD — a (84, 85). Ovaj
pristup doveo je do znaCajnog smanjenja stope akutnog GVHD — a Il -1V stupnja i tezine
kroni¢nog GVHD — a (5), ali visoka stopa jednogodisnje NRM bila je i dalje prisutna (86).

Grupa znanstvenika s Pekinskog SveuciliSta provela je retrospektivnu komparativnu studiju
koja je pokazala kako primjena GIAC protokola haploidenticne TKMS ostvaruje sli¢ne
rezultate kao i primjena alogenicne TKMS s HLA — podudarnim obiteljskim/srodnim
darivateljem (80). Pacijenti koji su dobili KMS HLA — podudarnog obiteljskog darivatelja
lijeceni su po platformi slicnoj GIAC protokolu, osim $to je bila koriStena niza doza citozin

arabinozida, izostavljen je antitimocitni globulin (ATG) te je podskupina pacijenata dobila



samo transplantate iz koStane srzi ili periferne krvi. Rezultati su bili sljedeci: pacijenti koji su
primili haploidenti¢énu TKMS imali su ve¢i rizik nastanka akutnog GVHD —a Il — IV stupnja,
ucestalost kroniénog GVHD — a unutar 2 godine od transplantacije bila je slicna u obje
skupine, dok je dvogodisSnja NRM bila visa medu skupinom pacijenata lijeCenom
haploidenti¢nom TKMS. No, niti jedna od ovih razlika nije bila statisti¢ki zna¢ajna jer ukupna
dvogodisnja stopa prezivljavanja u obje skupine bila gotovo jednaka (72% nasuprot 71%).
(80, 5) Druge dvije grupe znanstvenika iz Kine takoder su izvijestile sli¢ne rezultate u
retrospektivnim komparativnim studijama s pacijentima koji su primili haploidenticnu TKMS
I pacijentima koji su primili alogeni¢nu TKMS od HLA — podudarnog srodnog ili nesrodnog
darivatelja (87, 88).

Osobito ohrabrujuéi ishodi prezivljavanja prisutni su u pacijenata s akutnom leukemijom koji
su lije¢eni haploidentit(nom TKMS po GIAC protokolu (5). Stovise, rezultati jedne studije
cak dokazuju da pacijenti s visokorizi¢nim akutnim leukemijama lijeCeni GIAC protokolom
imaju bolje ishode od pacijenata lijeCenih alogeni¢cnom TKMS od HLA - podudarnog
srodnog darivatelja, u prvom redu zbog znac¢ajno manje ucestalosti relapsa medu pacijentima
lije¢enim GIAC protokolom (89). Grupa znanstvenika s Pekinskog Sveucilista 2009. godine
objavila je rezultate studije provedene na 250 pacijenata s akutnom leukemijom, od kojih je
108 bolovalo od akutne mijeloicne leukemije (AML), a 142 od akutne limfoblasti¢ne
leukemije (ALL). Najbolje ishode 3 - godisnjeg prezivljavanja imali su pacijenti s AML — om
normalnog i visokog rizika, zadovoljavajuéi ishod imali su pacijenti s ALL — om normalnog
rizika, dok su ishodi za pacijente s visokorizicnim ALL — om bili lo8i zbog visokih stopa
NRM i relapsa. (90) No, druge dvije studije objavljene 2015. godine potvrdile su izvrsnu
stopu prezivljavanja kod pacijenata s ALL — om u prvoj potpunoj remisiji lijeCenih

haploidenti¢nom TKMS po GIAC protokolu (91, 92).

U svim studijama koje su proucavale haploidenticnu TKMS po GIAC protokolu, opseg HLA
nepodudarnosti nije utjecao na sveukupno prezivljavanje (82, 93). Medutim, zakljucci kasnije
provedenih studija otkrivaju da je HLA — B — nepodudarnost povezana s vecom stopom
akutnog GVHD — a i NRM te takoder s losijom stopom prezivljavanja bez bolesti (DFS) i
sveukupnom stopom prezivljavanja (94), iako najnovija analiza grupe s Pekinskog Sveucilista
iz 2014. godine to ne potvrduje (93). U istrazivanju utjecaja znacajki darivatelja na ishod
lijecenja pacijenta, PekinSka grupa je otkrila kako najmanju stopu NRM i najbolje sveukupno
prezivljavanje imaju pacijenti koji su lijeCeni presadcima mladih, muskih darivatelja (93).

Takoder je zamije¢eno smanjenje stope akutnog GVHD —a kad jedarivatelj pacijentovo dijete
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ili HLA — haploidenti¢ni srodnik koji je nepodudaran u nenasljednim maj¢inim antigenima
(NIMA). lako kod obje skupine darivatelja nije zamijeceno znacajno poboljSanje stope
prezivljavanja pacijenta, odabir darivatelja s zajednickim majc¢inim haplotipom povezano je sa
znacajno viSim stopama akutnog i kronicnog GVHD — a te pogorSanja sveukupnog
prezivljavanja. Dakle, autori studije zakljucuju kako je najbolji moguci darivatelj za

haploidenti¢énu TKMS po GIAC protokolu NIMA — nepodudarno musko dijete pacijenta. (93)

5.3. POSTTRANSPLANTACIJISKA UPORABA VISOKIH DOZA CIKLOFOSFAMIDA
(PTCy)
5.3.1. Bioloska i pretklinicka ispitivanja

Ciklofosfamid jedan je od najstarijih kemoterapeutika te su njegovi ucinci na uspostavljanje
imunoloske tolerancije proucavani jo§ od ranih 60 — ih godina proslog stolje¢a (95). 1963.
godine otkriveno je da su visoke doze ciklofosfamida primijenjene kratko nakon presadivanja
ucinkovite u produzavanju opstanka misjih koznih presadaka, s najvecom ucinkovitoséu kod
primjene 2 dana nakon transplantacije (96). Ovaj pristup istrazivale su brojne grupe
znanstvenika, ali najznacajnije ga je istraZila grupa znanstvenika sa SveuciliSta u Kyushu te su
opisali tri osnovna mehanizma djelovanja tolerancije izazvane post — transplantacijskom
primjenom ciklofosfamida: prvi je izravno uklanjanje domacinovih T limfocita koji reagiraju
na antigene darivatelja na periferiji, drugi se odnosi na unutartimusnu klonalnu deleciju
domacinovih reaktivnih T limfocita te tre¢i koji ukljucuje nastanak generacije tolerogen —
specifi¢nih domacinovih supresorskih T limfocita (97). Dokazano je da ti supresorski
limfociti T inhibiraju/sprjeCavaju odgovore na velike i male antigene histokompatibilnosti

preko aktivne supresije, a ne klonalne delecije aloreaktivnih T limfocita (98).

Postupno, primjena protokola post — transplantacijske uporabe ciklofosfamida (PTCy)
prosirena je na alogenicnu TKMS (5). U MHC - nepodudarnim (engl. Major
histocompatibility complex — mismatched) mi§jim modelima lije¢enje po PTCy protokolu
dovelo je do smanjenja doze radijacije potrebne za indukciju u¢inkovitog prihvata presatka
(99, 100, 101) te je takoder sprijecilo nastanak GVHD — a i produzilo prezivljavanje (102).
Smanjivanje stope odbacivanja presatka mogucée je primjenom antitimocitnog globulina
(103). Rezultirajuce mijesane kimere bile su tolerantne i na darivateljeve i na domacinove
antigene, ali su zadrzale reaktivnost na antigene treée strane u mijeSanim limfocitnim

kulturama (100, 102, 103). Takav tolerancijski uc¢inak omogucio je prezivljavanje koznih i
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sréanih presadaka od MHC — nepodudarnih darivatelja, dok su MHC — razli¢iti presadci od
trece strane bili odbaceni (100, 103).

Osim uc¢inaka na domacinove T limfocite u mi§jim modelima kozne transplantacije,
tolerancijski ucinci PTCy protokola takoder su vidljivi i u uklanjanju aloreaktivnih T
limfocita darivatelja (104). Takvo uklanjanje/eliminacija T limfocita pomocu ciklofosfamida
je selektivno tako $to su darivateljevi regulatorni T limfociti (Trec), koji su nuzni za
sprjeCavanje nastanka smrtonosnog GVHD — a, u mis§jim i ljudskim modelima alogeni¢ne
TKMS otporni na citotoksi¢nost ciklofosfamida zbog pojacane ekspresije aldehid

dehidrogenaze (enzim odgovoran za detoksifikaciju ciklofosfamida in vivo) (105, 106, 107).

PTCy protokol je najéesée koristeni pristup za selektivnu depleciju aloreaktivnih T limfocita,
iako su istrazeni razli¢iti ex vivo pristupi koji se za sada u klinickim studijama pokazuju

obecavaju¢ima (5).
5.3.2. Klini¢ka ispitivanja i ishodi

Kako je u pretklinickim studijama dokazano da je ciklofosfamid ucinkovit jedino ako se
koristi u visokim dozama (108, 109) te je utvrdeno da visoke doze ciklofosfamida nisu $tetne
za krvotvorne mati¢ne stanice zbog njihove ekspresije aldehid dehidrogenaze, zapocela su

klini¢ka istrazivanja PTCy protokola u svrhu profilakse GVHD — a (5).

Prva faza klini¢kog ispitivanja PTCy protokola provedena je u Bolnici John Hopkins (John
Hopkins Hospital, JHH). Postupak protokola bio je sljedeci: pacijenti su pripremljeni
kondicioniranjem niskog intenziteta (RIC) koje je ukljucivalo fludarabin, ciklofosfamid i
nisku dozu (200cGy) TBI — a, 3 dana nakon primitka TCR — haploidenti¢cne TKMS, dobili su
50 mg/kg ciklofosfamida te su za dodatnu profilaksu GVHD — a primijenjeni mikofenolat —
mofetil (MMF) i takrolimus koji su dani dan nakon primitka visoke doze ciklofosfamida kroz
sljede¢ih 30 dana (5, 110).

Druga faza klinickog ispitivanja provedena je u Bolnici John Hopkins (JHH) 1 Centru za
istrazivanje raka Fred Hutchinson (Fred Hutchinson Cancer Reasearch Center, FHCRC) radi
poboljsanja prethodno opisanog JHH rezima u cilju smanjenja stope GVHD — a i odbacivanja
presatka (111). Dio pacijenata iz Centra za istrazivanje raka John Hopkins primio je isti JHH
protokol kao $to je bilo i u prvoj fazi ispitivanja, osim §to je primjena takrolimusa bila kroz
180 dana nakon transplantacije (112), dok je drugi dio pacijenta iz Bolnice John Hopkins

takoder lijecen istim JHH protokol uz dodavanje druge doze ciklofosfamida ¢etvrti dan nakon
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transplantacije (113). Stope odbacivanja presatka (13%), NRM (15%) i kroni¢cnog GVHD — a
bile su niske, dok je stopa akutnog GVHD — a Il — IV stupnja bila znac¢ajno visa (34%) (113).
U duljem pracenju prosirenih kohorta lije¢enih po JHH protokolu, potvrdene su niske stope
NRM, akutnog i kroni¢nog GVHD - a, dok su zabiljezene relativno visoke stope relapsa
(46%) koje su djelomi¢nog pripisane velikom broju pacijenata s uznapredovalom boles¢u
(114, 115). Nakon analize provedenoj na 372 pacijenta lije¢enih po JHH protokolu kojom se
uklonio utjecaj rizika stadija bolesti, pokazano je da su ishodi prezivljavanja usporedivi s

onima kod pacijenata koji su primili presatke od HLA — podudarnih darivatelja (115).

U nastojanju da se smanje stope relapsa, istrazeni su ucinci pojacavanja kondicioniranja u
PTCy protokolu haploidenticne TKMS (5). Dvije studije provodile su mijeloablativno (MA)
kondicioniranje uz davanje ciklofosfamida treéi i peti dan nakon transplantacije te uvodenje
mikofenolat — mofetila i ciklosporina prije ciklofosfamida te su dobili zadovoljavajuée stope
akutnog GVHD — a, NRM — a (18% i 10%), nesto vise, ali i dalje povoljne stope kroni¢nog
GVHD - a (26% i 35%) te nize stope relapsa (22% i 40%) (116, 117). Druga studija,
objavljena 2015. godine, koristila je TBI — bazirano mijeloablativno kondicioniranje i
presatke perifernih krvotvornih mati¢nih stanica te su rezultati bili izvrsna stopa
prezivljavanja (78%) s niskim stopama NRM — a (3%) i relapsa (24%), iako su stope akutnog
(23%) i kroni¢nog (56%) bile vise (118). Alternativni pristup mijeloablativnom PTCy
protokolu haploidenticne TKMS razvijen je i uklju¢uje TBI — bazirano kondicioniranje,
fiksnu dozu perifernih T limfocita Sesti dan prije transplantacije, ciklofosfamid u dozi 60
mg/kg treéi i drugi dan prije transplantacije te CD34" selektivni presadak perifernih
krvotvornih maticnih stanica (119, 120). Rezultati su bili ohrabrujuci: niske stope akutnog
GVHD - a Il — IV stupnja (4%), kroni¢nog GVHD — a (21%), NRM — a (3,6%) i relapsa
(19%) te visoke stope sveukupnog prezivljavanja (77%) (120). Ovakav pristup oponasao je
standardni PTCy protokol, osim $to je poStedio krvotvorne mati¢ne stanice od izlaganja

ciklofosfamidu (5).

Nekoliko grupa, u pokusaju da dalje poboljsaju uspjesno presadivanje i smanje stopu relapsa,
istrazilo je primjenu presadaka od perifernih krvotvornih mati¢nih stanica umjesto onih iz
kostane srzi (117, 118, 121, 122) no udinci te zamjene trenutno su jo$ nejasni. Stope
odbacivanja presatka su sli¢ne, samo malo pobolj$anje u odnosu na stope kod PTCy protokola
sa presadcima iz koStane srzi, stope kronicnog GVHD — a su neSto viSe, ali i dalje
zadovoljavajuce, dok su stope akutnog GVHD — a Ill — IV stupnja i NRM — a iste kao i kod
pacijenata koji su primili PTCy protokol sa presadcima iz koStane srzi (117, 118, 121, 122).
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Iako se haploidenticna TKMS po PTCy protokolu dobro podnosi, postoji nekoliko posebno
vaznih komplikacija (5). Jedna od najcesc¢ih je temperatura koja se obi¢no javi u prvih
nekoliko dana nakon transplantacije, osobito kod koristenja presadaka dobivenih iz perifernih
krvotvornih mati¢nih stanica (117, 119, 123). Te temperature mogu biti dosta ozbiljne te su
najéeSc¢e neinfektivne, veé su posljedica otpusStanja citokina i povezane su s nekontroliranom
aloreaktivno$¢u te se javljaju unutar nekoliko sati do nekoliko dana nakon primjene
ciklofosfamida (5). Druga vazna komplikacija je hemoragicni cistitis koji je Cesta pojava, ali
se javlja vetinom u blazim oblicima te se pripisuje polyomavirusnoj infekciji (117).
Odbacivanje presatka potencijalna je komplikacija svake haploidenticne TKMS pa tako i
haploidenti¢ne TKMS po PTCy protokolu te je povezana s prisutnos¢u HLA — specifi¢nih
protutijela na darivatelja (DSA) koja se nalaze u primatelju prije transplantacije (124, 125).
Kako bi se uspjesno provela haploidenticna TKMS, u onih pacijenata u kojih se nadu
prepoznatljiva HLA — specifi¢na protutijela na sve potencijalne HLA — haploidenti¢ne

darivatelje provode se postupci desenzitizacije koji smanjuju titar protutijela (124, 126).

5.3.3. Usporedne studije

U provedenim retrospektivnim usporednim studijama zakljuceno je da haploidenticna TKMS
po PTCy protokolu rezultira sli¢cnim ishodima kao i TKMS od HLA — podudarnog srodnog ili
HLA — podudarnog nesrodnog darivatelja (115, 127, 128, 129, 130). Jedna od tih studija
provedena je u Bolnici Northside (Northside Hospital) u Atlanti, GA, SAD te je njome
otkriveno kako su stope NRM — a i kroni¢nog GVHD — a najnize u pacijenata lijeCenih
haploidenti¢nom TKMS po PTCy protokolu, dok su stope akutnog GVHD — a 1 prezivljavanja
slicne (127). U Bolnici San Martino (San Martino Hospital) u Genovi, Italija provedena je
studija u kojoj su usporedivali PTCy protokol haploidenticne TKMS s cetiri druga tipa
darivatelja (HLA — podudaran srodnik, HLA — podudaran nesrodni darivatelj, HLA —
nepodudarni nesrodni darivatelj i1 stanice krvi iz pupkovine) te su rezultati bili sljedeci:
prezivljavanje bez bolesti, ukupno prezivljavanje 1 stopa relapsa bili su slicni u svim
skupinama, a stope NRM — a, akutnog GVHD — a Il — IV stupnja i kroni¢cnog GVHD - a bile
su najnize kod PTCy protokola (128). Znanstvenici s MD Anderson centra za rak (MD
Anderson Cancer Center) objavili su u svojoj studiji slicne stope uspjeSnog presadivanja,
imunoloske rekonstituije, GVHD — a 1 prezivljavanja nakon haploidenticne TKMS po PTCy
protokolu u usporedbi s TKMS od HLA — podudarnog srodnog ili HLA — podudarnog
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nesrodnog darivatelja (129). Koristenjem RIC — PTCy protokola haploidenticne TKMS u
pacijenta s perifernim T — stani¢nim limfomima i ne Hodgkinovim limfomima dobiveni su
obecavaju¢i rezultati u usporedbi s HLA — podudarnom alogeni¢cnom TKMS (131, 132).
Naposljetku, FHCRC i JHH grupa dokazali su da pacijenti s Hodgkinovim limfomom koji su
bili lijeceni po PTCy protokolu haploidenticne TKMS imaju bolje ishode prezivljavanja bez
progresije (PFS) u usporedbi s pacijentima koji su bili lije¢eni presadcima od HLA —
podudarnog srodnika ili HLA — podudarnog nesrodnog darivatelja (133).

Takoder su provedene retrospektivne usporedne studije PTCy protokola haploidenti¢ne
TKMS s drugim strategijama darivatelja (5). U jednoj retrospektivnoj studiji provedenoj na 65
odraslih pacijenata od kojih je dio bio lije¢en po TCD, a dio PTCy protokolu haploidenti¢ne
TKMS, stopa prezivljavanja bila je znacajno bolja u skupini lije¢enoj po PTCy protokolu u
prvom redu zbog izrazito manje stope NRM — a u toj skupini koja je bila posljedi¢no zbog
manjeg rizika od nastanka virusnih i gljivicnih infekcija (134). Takoder je rekonstitucija T
limfocita bila brza, a stopa kroni¢cnog GVHD — a niza u skupini lije¢enoj po PTCy protokolu
(134). U dvjema paralelnim prospektivnim studijama (BMT Clinical Trials Network)
usporeduju se ucinci RIC — PTCy protokola s lije¢enjem presadcima iz krvi pupkovine
(UCBT) te su nakon medijana prac¢enja od jedne godine gotovo svi parametri u korist RIC —
PTCy protokola (uspjesno presadivanje, akutni GVHD III — IV stupnja, kroni¢ni GVHD,
NRM te toksti€nost 3 — 4 stupnja), no stopa relapsa je niza kod pacijenata lijeCenih
presadcima iz krvi pupkovine (135). Otkrica jo$ jedne retrospektivne studije, koja je
usporedivala pacijente lijeCene po PTCy protokolu i one lijeCene presadcima iz krvi
pupkovine, pokazala su kako je izrazito brze ugradivanje trombocita, nize stope akutnog i
kroni¢énog GVHD — a te nize stope relapsa 1 bolje prezivljavanje bez progresije bolesti u onih

pacijenata koji su bili lijeCeni PTCy protokolom (136).

5.3.4. Uporaba ciklofosfamida u drugim tipovima transplantacije

Slijede¢i uspjeh koji je uporaba ciklofosfamida postigla u haploidenti¢noj transplantaciji
krvotvornith mati¢nih stanica, njegova primjena zapocela je 1 u drugim tipovima
transplantacija (5). Uporaba samo ciklofosfamida, bez dodatka CNI inhibitora ili drugih
imunosupresiva pokazala se kao ucinkovita profilaksa GVHD — a nakon mijeloablativnog
kondicioniranja i HLA- podudarne srodne i HLA — podudarne nesrodne transplantacije

kostane srzi (137, 138, 139). Rezultati studije provedene na 209 pacijenata s leukemijom bili
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su zadovoljavajuci, s niskim stopama akutnog GVHD — a Il — IV stupnja, kroni¢cnog GVHD
— a i trogodiSnje NRM (138).

lako se u prethodno opisanom protokolu ciklofosfamid pokazao uspjesnim, njegova primjena
kao jedinog lijeka u profilaksi GVHD — a nakon HLA — podudarne alogene TKMS uz
primjenu presadaka iz perifernin KMS (PBSC) i/ili RIC — a, prema dosada$njim studijama
mogla bi biti neucinkovita (5). lako je u dvjema malim studijama koje su istrazivale RIC —
PBSC pristup alogene TKMS, dokazano da su vise stope akutnog GVHD —a Il — IV stupnja i
NRM — a (140, 141), u jednoj drugoj vecoj studiji, koja je takoder istrazivala isti pristup,
dobivene su stope GVHD - a sli¢ne kao i kod pristupa s mijeloablativnim kondicioniranjem,
no uz visoke stope NRM — a (39%) (142).

Naposljetku, primjena ciklofosfamida za sada pokazuje obecavajuce rezultate u olakSavanju

transplantacije solidnih organa (5).

6. KOMPLIKACIJE HAPLOIDENTICNE TKMS

Komplikacije nakon transplantacije krvotvornih mati¢nih stanica mogu se podijeliti na akutne
1 kroni¢ne. Na njihovu pojavu utje€u brojni ¢imbenici kao S$to su dob pacijenta, osnovni status
izvedbe transplantacije, izvor krvotvornih mati¢nih stanica, tip 1 intenzitet rezima
kondicioniranja te mnogi drugi. Akutne komplikacije javljaju se unutar 100 dana od
transplantacije te uklju¢uju mijelosupresiju s neutropenijom, anemiju, trombocitopeniju,
sinusoidalni opstrukcijski sindrom, mukozitis, akutni GVHD, gram — pozitivne/ gram —
negativne infekcije, infekcija HSV — om, CMV — om, Candidom i Aspergillusom te
neprihvacanje i odbacivanje presatka. Neprihvacanje 1 odbacivanje transplantata se ocituje
trajnom pancitopenijom ili ireverzibilnim padom u krvnoj slici, javlja se u < 5% pacijenata, a
terapija izbora su kortikosteroidi kroz nekoliko tjedana. Glavne kroni¢ne komplikacije
ukljucuju kroniéni GVHD - a, relaps bolesti te infekcije inkapsuliranim bakterijama i VZV —
om. (20, 21).

6.1. REAKCIJA PRESATKA PROTIV PRIMATELJA (GVHD)

Reakcija presatka protiv primatelja (GVHD) najceséa je komplikacija alogeni¢ne

transplantacije krvotvornih mati¢nih stanica te znacajan uzrok morbiditeta i mortaliteta.
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Predstavlja bitnu prepreku Siroj primjeni transplantacije krvotvornih mati¢nih stanica u
lijeCenju raznolikih bolesti. To je nepovoljan imunoloski fenomen normalnih upalnih
mehanizama koji nastaje kao posljedica prepoznavanja antigena primateljevog podrijetla kao
stranih, a posredovan je imunokompetentim limfocitima T darivatelja. Klinicke manifestacije
ovog imunoloskog odgovora nazivaju se akutni i kroni¢ni GVHD, ovisno o vremenu nastanka
simptoma — ukoliko nastane unutar prvih 100 dana od transplantacije smatra se akutnim, iako
je nekad tu granicu teSko razdvojiti jer se akutni GVHD moze javiti i nakon 100 dana od
transplantacije kao kasni akutni GVHD ili moZe nastati sindrom preklapanja akutnog i

kroni¢nog GVHD - a.

Prema kriterijima konsenzusa Nacionalnog instituta zdravlja (National Institute of Health,
NIH) GVHD dijelimo u 4 podrazreda: 1) klasicni aGVHD — dijagnosti¢ke i karakteristi¢ne
znacajke kronicnog GVHD - a su odsutne, prisutne su klinicke znacajke akutnog GVHD — a
unutar 100 dana od alogene TKMS ili infuzije limfocita darivatelja (DLI), 2)
perzistentni/rekurentni/kasni aGVHD — znacajke klasi¢nog aGVHD —a bez dijagnostickih
znaajki cGVHD — a koje su prisutne nakon 100 dana od alogene TKMS ili DLI — a, 3)
klasi¢ni cGVHD — prisutan bilo kada nakon alogene TKMS, prisutne su dijagnosticke i
karakteristi¢ne znaCajke CGVHD — a bez znaéajki aGVHD — a, 4) sindrom preklapanja:
vidljive su znacajke akutnog i kroni¢nog GVHD — a (143, 144).

6.1.1. Akutni GVHD

Incidencija akutne reakcije presatka protiv primatelja (aGVHD) iznosi izmedu 30 1 50% u
bolesnika koji su primili presadak od HLA — potpuno podudarnog srodnika, dok u onih
pacijenata koji su primili presadak od nesrodnog darivatelja moze iznositi i 80% (21, 145).
Patofizioloski se radi o postupku/procesu u tri stupnja u kojem sudjeluju urodena i steCena
imunost: (1) oSte¢enje tkiva primatelja kao posljedica predtransplantacijskog reZima
kondicioniranja koji takoder dovodi do aktivacije domacinovih antigen — prezentiraju¢ih
stanica (APCs), (2) antigen — prezentiraju¢e stanice dovode do aktivacije i klonalne
ekspanzije darivateljevih limfocita T; ova faza je takoder poznata pod nazivom aferentna faza,
(3) eferentna faza, stani¢ni i upalni ¢imbenici djeluju zajedno ostecujuéi ciljne organe (146,
147). Mehanizam koji je u podlozi oSteCenja tkiva je masivna upalna citokinska sekrecija.
Dolazi do pojaCanog otpustanja proupalnih citokina kao §to su TNF —a, IL - 131 IL — 6 te

pojacane ekspresije receptora na antigen — prezentiraju¢im stanicama (148).
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Najbitnijim ¢imbenikom rizika nastanka aGVHD — a smatra se HLA nepodudarnost. Ostali
¢imbenici rizika ukljucuju razlike u spolu izmedu primatelja i darivatelja, intenzitet rezima
kondicioniranja, visoku dob, viserodne zenske darivateljice, neu¢inkovita profilaksa GVHD —

a te izvor presatka. (145)

Klini¢ke manifestacije aGVHD — a uklju¢uju vruéicu, osip, hepatitis s hiperbilirubinemijom,
povracanjem, proljev, bolovima u trbuhu te gubitak na tezini (21). Tezina aGVHD — a
procjenjuje se prema Glucksbergovoj ljestvici te se na temelju nje dijeli u 4 razreda, od | do
IV stupnja: gradus | (A) podrazumijeva makulopapularni osip koji zahvaca manje od 25 %
povrsine tijela bez jetrenih ili gastro — intestinalnih simptoma, gradus 2 (B) podrazumijeva
makulopapularni osip koji zahvaca 25 — 50 % povrSine tijela, dijareja u koli¢ini 500 — 1500
mL/d i vrijednosti bilirubina izmedu 2 i 6 mg/dL, gradus 3 (C) podrazumijeva generaliziranu
eritrodermiju, dijareju u koli¢ini 1500 — 2000 mL/d 1 vrijednosti bilirubina izmedu 6,1 i 15
mg/dL, gradus 4(D) podrazumijeva generaliziranu eritrodermiju s buloznim formacijama,
dijareju u koli¢ini preko 2000 mL/d, bol u trbuhu ili ileus te vrijednosti bilirubina preko 15
mg/dL (149, 150).

Pravovremena dijagnoza aGVHD — a iznimno je bitna, a proizlazi iz anamneze (podatak o
provedenoj alogenoj TKMS) i fizikalnog pregleda (karakteristi¢ne klini¢ke manifestacije).
Najbitniji korak u prevenciji nastanka same bolesti je adekvatno provedena profilaksa te se
danas najéesc¢e provodi kombinacijom ciklosporina i metotreksata, takrolimusa i metotreksata
te inhibiorima kalcineurina (143, 151). Izbor pocetne terapije aGVHD — a ovisi 0 brojnim
¢imbenicima, kao $to su tezina simptoma, koji su organi zahvaceni te profilaktickom reZimu
(151). Topicki steroidi najcessce se koriste u lijeCenju aGVHD — a | stupnja, dok je inicijalna
terapija aGVHD — a Il — IV stupnja visoka doza sistemskih steroida — pocinje se s
metilprednizolom u dozi od 1 do 2 mg/kg na dan IV te se povisuje do 10 mg/kg na dan

ukoliko nema odgovora unutar 5 dana od pocetka terapije (21, 151).

6.1.2. Kroni¢ni GVHD

Incidencija kroni¢nog GVHD — a iznosi izmedu 35 i 50 % u bolesnika lije¢enih presadkom od
HLA — podudarnog srodnog darivatelja i izmedu 60 i 70 % u bolesnika s HLA — podudarnim
nesrodnim darivateljem, a moze se javiti kao zasebni entitet, moze se nadovezati na aGVHD

ili se moze javiti nakon epizode aGVHD -a (21). Patofizioloski se radi takoder radi o tro —
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faznom procesu: (1) oStecenje tkiva zbog citotoksi¢nosti, infekcija i aGVHD —a dovodi do
aktivacija stanica urodene imunosti te nehematopoetskih stanica kao $to su endotelne stanice i
fibroblasti, (2) druga faza okarakterizirana je hiperreaktivnoscu stecenog imunoloskog sustava
1 smanjenjem regulatora imunoloskih stanica, (3) u tre¢oj fazi dolazi do abnormalnog

popravka oStecenih tkiva kao posljedica aktivacije makrofaga koji aktiviraju fibroblaste (152).

Cimbenici rizika koji dovode do nastanka cGVHD — a ukljuéuju prijasnju epizodu aGVHD —
a, koriStenje presada iz perifernih krvotvornih mati¢nih stanica, transplantacije u kojima je
zenska osoba darivatelj, a muSka primatelj transplantata, HLA nepodudarnost izmedu
darivatelja i primatelja, starija dob darivatelja ili primatelja te dijagnoza kroni¢ne mijeloi¢ne
leukemije (153).

Kroni¢ni GVHD moZe ukljucivati ne samo epitelna ciljna tkiva (probavni trakt, jetra, koza,
plu¢a) koja su zahvacena u klasitnom aGVHD — u, ve¢ 1 bilo koji drugi organski sustav,
uklju€ujuc¢i usnu Supljinu, jednjak, miSi¢no — koStani sustav, zglobove, fascije, o¢ni sustav,
limfni sustav, kosu i nokte te genitalna tkiva (154). Klinicka slika ¢esto moze nalikovati
autoimunim ili ostalim imuno — posredovanim poremecajima kao S$to su skleroderma,
Sjorgenov sindrom, primarna bilijarna ciroza, obliteriraju¢i bronhiolitis, imuna citopenija i
kroni¢na imunodeficijencija, a simptomi se najc¢esce javljaju unutar godine dana od TKMS,
njacesce kao posljedica smanjenja doze imunosupresivnih lijekova (153). Prema kriterijima
konzensusa Nacionalnog instituta zdravlja (NIH) procjenjuje se tezina cGVHD — a $to
pomaze odredivanju modaliteta lijecenja 1 predvida preZivljavanje, a dijeli se na: 1) blagi
oblik — zahvacanje 2 ili manje organa bez ostecenja funkcije, 2) umjereni oblik — zahvacanje 3
ili viSe organa bez klinicki znacajnog oSte¢enja funkcije ili zahvacanje najmanje 1 organa uz
klini¢ki znacajno oSte¢enje funkcije, ali bez velike invalidnosti, 3) teski oblik — znacajna

invalidnost (144).

Za postavljanje dijagnoze, prema NIH kriterijima, potreban je najmanje 1 dijagnostic¢ki znak
ili nayjmanje 1 karakteristicni znak utvrden biopsijom, drugim testovima ili radioloski te
isklju¢enje drugih dijagnoza (144). lako se prevencija cGVHD — a intenzivno istrazuje, za
sada protokoli nisu jo§ znacajno uspjesni, a naj¢eS¢e se koriste antitimocitni globulin i
rituksimab (155). Lijecenje cGVHD — a trebalo bi smanjiti tezinu simptoma, kontrolirati
objektivne manifestacije aktivn bolesti te srpijeciti oStecenja i invalidnost bez uzrokovanja

toksi¢nosti te oSteCenja vezanih uz lijeenje (156). Blagi oblik cGVHD - a lijeci se najcesce
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samo topikalnom terapijom (157), dok se umjereni i teSki oblik cGVHD - a lijeCe sistemskim

kortikosteroidima najmanje godinu dana (156).

6.2. ODBACIVANJE PRESATKA

Odbacivanje presatka ozbiljna je komplikacija alogeniéne TKMS, a definirana je kao
izostanak inicijalnog uspjesnog prihvata presatka (primarno odbacivanje presatka) ili kao
gubitak stanica darivatelja nakon inicijalnog uspjeSnog prihvata presatka (sekundarno
odbacivanje presatka) (158). Nastaje kao rezultat imunoloSkog odgovora darivatelja, koji je
posredovan rezidualnim imunitetom domacina koji zaostaje nakon rezima kondicioniranja, na
imunohematopoetske stanice darivatelja (159). Ucestalost nastanka odbacivanja presatka
najvisa je kad postoji HLA nepodudarnost Sto je prisutno kod TKMS presadcima krvi iz
pupkovine i kod haploidentiéne TKMS, dok je ucestalost najmanja kod autologne TKMS 1
HLA — podudarnih srodnih darivatelja (20). Cimbenici koji utjeu na nastanak odbacivanja
presatka su funkcionalna rezidualna imunost primatelja, nizak broj darivateljevih stanica u
presadku, in vitro oStefenja stanica tijekom prikupljanja i krioprezervacije, neadekvatna

predtransplantacijska priprema i infekcije (20).

6.3. SINUSOIDALNI OBSTRUKCIJSKI SINDROM (SOS)

Takoder je poznat i pod nazivom veno — okluzivna bolest (VOD), a posljedica je kemoterapije
tijekom preparativnog rezima te se javlja unutar 6 tjedana od transplantacije krvotvornim
mati¢nim stanicama (20). Patofizioloski se radi o unistenju endotela jetrenih sinusoida §to
dovodi do obstrukcije i nekroze centrilobularnog dijela jetre (160). Incidencija je oko 14 %
(160), a najcesce je uzrokovan koriStenjem oralnog busulfana i ciklofosfamida, dok je
primjena intravenskog busulfana povezana sa smanjenom pojavom sindroma (162). Klinicka
slika ukljucuje blagu hepatomegaliju, Zuticu zbog hiperbilirubinemije, ascites te dobitak na
tezini zbog zadrzavanja tekucine (20). Dijagnoza je klinicka, a temelji se na vrijednostima
bilirubina ve¢im od 2 mg/dL te nalazu hepatomegalije i znakovima retencije tekucine (20).
Lijec¢enje se provodi ursodeoksikolnom kiselinom (UDCA) koja je pokazala da dovodi do

znaajnog smanjenja nastanka sindroma ukoliko se daje prije i nakon transplantacije (163).
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6.4. INTERSTICIJSKI PNEUMONITIS SINDROM (IPS)

Incidencija intersticijskog pneumonitis sindroma je niska te je povezana S izravnom
kemotoksi¢nos¢u kao posljedica rezima kondicioniranja, a javlja se obi¢no unutar 90 dana od
transplantacije (20). Patoloski je okarakteriziran prisutnoséu intersticijskog i alveolarnog
pneumonitisa i intersticijske fibroze u odsutnosti prepoznatljivog infektivnog uzro¢nika (164).
IPS u ljudi je teSka 1 iscrpljujuca bolest s prosjekom prezivljavanja od pocetka klinickih

simptoma izmedu 5 i 6 godina (164).
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7. ZAKLJUCAK

Iako je alogeni¢na transplantacija krvotvornih mati¢nih stanica u zadnjih 50 godina iznimno
napredovala te omogucila lijeCenje Sirokog spektra bolesti, danas se 1 dalje susre¢emo s
odredenim zaprekama u njezinoj izvedbi. Svaki od opisanih protokola danas se moze provesti
sigurno te svaki od njih ima svoje prednosti, ali i nedostatke za koje se brojni znanstvenici
diljem svijeta trude razviti nacine da ih usavrse i zaobidu. Glavni nedostatak TCD protokola
visoka je stopa NRM — a, kod GIAC protokola to je visoka stopa kroni¢cnog GVHD — a, dok je
najvaznija zapreka PTCy protokolu visoke stope relapsa u inicijalnim studijama. Na kraju, uz
sve rizike i nedostatke koje alogeni¢na transplantacija krvotvornih mai¢nih stanica sa sobom
nosi, ona je nevjerojatna metoda lijecenja brojnih, do prije pola stoljeca, teSkih i neizljecivih

bolesti.
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