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Principiile generale ale transplantului de celule stem
hematopoietice. Rolul laboratorului clinic in obtinerea
unui grefon de celule stem hematopoietice de calitate
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Rezumat

Succesul transplantului de celule stem hematopoietice (TCSH) depinde de sensibilitatea celulei maligne
la citostatice si de calitatea grefonului administrat. Un grefon de celule stem hematopietice de calitate este un
grefon steril care contine cel putin 2,5 x 10%/kgc celule stem CD34+ viabile si functionale. Pentru obtinerea lui, o
echipa de transplant de celule stem hematopoietice are nevoie de laboratoare experimentate in domeniul
citometriei in flux, culturilor de celule hematopoietice, citomorfologiei si microbiologiei. In Centrul de
Hematologie si Transplant Medular din Institutul Clinic Fundeni, au fost obtinute 47 grefoane de celule stem
hematopoietice din sdngele periferic din 96 afereze efectuate la 38 pacienti si 9 donatori sanatogi. Procedura
utilizatd consta din: administrarea programului de mobilizare, determinarea zilnica a numdrului de leucocite,
determinarea numdrului de celule stem CD34+ mobilizate in sangele periferic prin citometrie in flux, recoltarea
grefonului, prelucrarea grefonului in vederea conservarii si testarea lui din punct de vedere calitativ in vitro,
criocongelarea programatd cu azot lichid §i crioconservarea grefonului. Pentru realizarea pragului de 2,5 x
10°/kgc celule CD34+ au fost necesare 1 - 3 recoltdri per pacient. Viabilitatea obtinutd la testul direct a fost de
94 - 99% imediat dupd recoltare. Testarea in vitro a evidentiat 39 - 1074 x10" colonii GM-CSF /kgc/probd.
Examenele bacteriologice au fost negative in toate probele recoltate. Hemograma din grefon, ca si testele de
bacteriologie, viabilitate, citometrie in flux si culturi de celule hematopoietice au fost repetate la decongelarea
grefonului, inainte de administrare la pacient. Au fost administrate 43 grefoane, cu refacerea hematopoiezei in 7-
15 zile.

Cuvinte cheie: transplant de celule stem hematopoietice, citomorfologie, citometrie in flux, culturi de
celule stem hematopoietice.
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Abstract

The success of the haematopoetic stem cell transplantation (HSCT) depends on both the sensitivity of the
malignant cells to chemotherapy and the quality of the graft. A high quality HSC graft that can ensure the recov-
ery of the immune system and haematopoesis must be sterile and must provide at least 2.5 x 10° CD34+ positive
cells /kg of recipient weight. The achievement of such a graft needs a team work between the HSCT group and
performing laboratories. In the Center of Haematology and Bone Marrow Transplantation, Fundeni Clinical In-
stitute, between March 2000 and December 2005, 47 grafts were collected with peripheral blood aphaeresis _from
38 patients and 9 healthy donors. The following procedures were used: stem cell mobilization program, daily
white blood cells (WBC) count, cytometry blood count of CD34+ stem cells, graft collecting, graft preparation
for preservation and in vitro quality tests, cryopreservation in liquid nitrogen. In order to obtain 2.5x 10° CD34+
stem cells /kg recipient weight, 1 to 3 aphaeresis were required. The cell viability just after harvesting tested by
direct means, was 94-99%. In vitro cell cultures showed 39 - 1074 x 10" colonies GM-CSF /kg weight/sample.
Microbiological screening tests were negative for all samples. Before graft infusion, cell counting, viability tests,
flow cytometry and stem cell cultures were repeated. 30 grafts were infused with the recovery of the haematopoe-

sis in 7-15 days.
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stem cell culture.

Transplantul de celule stem hematopo-
ietice este terapia standard cu intengie curativa
pentru leucemii acute si cronice, limfoame ma-
ligne inclusiv mielom multiplu si sindroame de
insuficientd medulard dobandite sau innascute.
Transplantul de celule stem hematopoietice este
definit de EBMT (Grupul European de Trans-
plant de Maduva si Sange) drept perfuzia de ce-
lule stem hematopoietice administratd unui pa-
cient dupa un regim de conditionare cu intentia
de a inlocui hematopoieza existentd de catre ce-
lulele injectate'. In arsenalul terapeutic actual al
multor afectiuni ale celulei stem hematopoietice
procedura de transplant este considerata cea mai
buna obtiune terapeutica, fara a fi nici pe depar-
te o procedurd exceptionald'. Transplantul de
celule stem hematopoietice (TCSH) este un tra-
tament fundamental pentru o multitudine de
boli severe congenitale sau dobandite ale siste-
mului hematopoietic, ca si pentru boli maligne
chimio- sau radiosensibile”. Indicatiile majore
ale transplantului de celule stem hematopoietice
(TCSH), dupa coeficientul de variatie (CV) a
numarului de TCSH efectuate la 10 milioane de
locuitori in ultimul deceniu, conform ultimului
raport al EBMT sunt: leucemii acute §i cronice,

boala Hodgkin, limfoame nonhodgkiniene si
mielomul multiplu (Tabelul 1) .

Procedura de transplant de celule stem
hematopoietice presupune un regim terapeutic
mieloablativ sau nonmieloablativ urmat de ad-
ministrarea grefonului (a transplantului). Regi-
mul de conditionare mieloablativ contine agenti
chimioterapici conventionali utilizati in doze
mari (“mieloablative”), combinati sau nu cu ra-
dioterapie si are drept scop eradicarea bolii ma-
ligne si crearea spatiului hematologic in care
celulele stem administrate din grefon sa se cui-
bareasca, iar prin diviziuni succesive si dezvol-
tare sa refacd hematopoieza pacientului respec-
tiv. Toate combinatiile terapeutice mieloablati-
ve determind o profundd imunodeficientd celu-
lard §i umorald a primitorului. Aceastd imuno-
deficientd persistd pand cand celulele stem si
limfocitele mature din grefon repopuleaza si re-
constituie sistemul limfopoietic si hematopoie-
tic al primitorului. Regimul de conditionare
nonmieloablativ contine agenti cu actiune pu-
ternic imunosupresoare, utilizati in doze con-
ventionale si are drept scop crearea unui spatiu
“imunologic” care sa permitd celulelor stem din
grefon sd se multiplice si sd se dezvolte fard a
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trezi reactii imune ca urmare a diferentelor an-
tigenice intre grefon si gazda care sia ducd la
compromiterea transplantului.

Caracteristica fundamentald a TCSH in
raport cu transplantul de organe este aceea ca
grefa este un concentrat de celule progenitoare
obtinut prin tehnici specifice, care trebuie men-
tinute vii si perfect functionale pana la adminis-
trarea lor bolnavului. Administrarea grefonului
de celule stem hematopoietice se poate face la
cateva zile, la cateva luni sau cativa ani de la
recoltare. Daca administrarea grefonului se face
mai tarziu de 24 - 48 de ore de la recoltare, gre-
fonul este congelat programat in vapori de azot
si pastrat in azot lichid la —180°C. Inghetarea
celulelor stem hematopoietice fara riscul distru-
gerii lor prin cristalizarea apei din compozitie
constituie elementul tehnic cel mai important si
mai sensibil al programului de transplant’.

Dupa decongelare, celulele progenitoa-
re colectate se administreaza bolnavului in per-
fuzie. Pentru reusita grefei este necesara
perfuzarea a minimum 2,5 milioane de celule
progenitoare vii pentru fiecare kilogram de gre-
utate corporala.

In bolile hematologice maligne, utiliza-
rea TCSH conventional permite oncohematolo-
gilor sa administreze bolnavului doze foarte
mari de medicamente citostatice, asociate sau
nu cu iradierea totald corporald, in intentia de a
eradica infimul procentaj de celule tumorale ca-
re au supravietuit tratamentului initial al bolii
(“boala minima reziduald”) si care pot conduce
la recadere. Aceste tratamente ar fi fatale in ab-
senta unei grefe reusite de celule progenitoare
si, de aceea, calitatea biologica a grefonului re-
prezinti cheia de bolta a procedurii. In procedu-
ra de TCSH nonmieloablativ, eradicarea bolii
minime reziduale este realizatd prin distrugerea
celulelor tumorale restante in urma reactiilor
imune de citotoxicitate fatd de celulele gazdei
ale limfocitelor donatorului infuzate odatd cu
grefonul (celulele tumorale exprima antigenele
gazdei).

Dupa tipul donatorului, TCSH poate fi
realizat prin doua modalitéti tehnice de grefare:
cu celule recoltate de la un donator compatibil,
“potrivit” in ceea ce priveste antigenele tisulare
majore de histocompatibilitate (HLA) realizan-
du-se allogrefa sau allotransplantul si cu celule

Tabelul 1. Clasificarea indicatiilor TCSH dupa CV

Cv TCSH allogen TCSH autolog
<50 LAM RC 1 sau nu RC1 MM
LAL RC 1 saunu RC1 BH
LMC FC 1 sau nu FC1 LNH
SMD
LNH
58 - 80 MM LAM RCl1
LLC LAM nu RC1
>80 BH LAL RC1 sau nu RC1
LMC FC1 sau nu RC1
SMD
LLC

LAM = leucemie acutd mieloblasticd; LAL = leucemie acuta limfoblastica; LMC = leucemie mieloida
cronicd; SMD = sindrom mielodisplazic; LNH = limfom nehodgkinian; MM = mielom multiplu; LLC
= leucemie limfatica cronicd; BH = boala Hodgkin; RC1 = prima remisiune completd; FC1 = prima
faza cronica. CV = coeficient de variatie a indicatiei. Un CV mic denota uniformitate de pareri in ceea
ce priveste indicatia de transplant pentru boala respectiva.
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prelevate chiar de la bolnav, intr-un moment de
remisiune a bolii maligne, realizdndu-se auto-
grefa sau transplantul autolog. Fiecare din aces-
te metode are indicatii specifice, beneficii,
avantaje si riscuri. In comparatie cu allogrefa,
in transplantul autolog, complicatiile inerente
care apar pana la revenirea la normal a functii-
lor maduvei osoase (riscul de hemoragii, infec-
tiile severe, anemia) sunt mult mai putin grave
si dureaza mai putin, ceea ce conduce la o mor-
talitate legatd de metodda mult mai mica.

In privinta bolnavilor care pot fi supusi
procedurii de TCSH, acestia pot fi copii si
adulti pana la varsta de 55 de ani (sau, excepti-
onal, peste), cu conditia ca acestia sa nu aiba in-
fectii active si sd prezinte o stare fizica buna,
care sa le asigure depasirea complicatiilor lega-
te de transplant. Este obligatoriu pentru include-
rea in procedurd, ca boala de baza sa fi fost in
prealabil bine controlatd de terapia conventio-
nald cu medicamente anticanceroase (citostati-
ce), sau altfel spus, boala si fie In remisiune
completa.

Celulele stem hematopoietice prezinta
trei valente biologice: capacitate de autoreplica-
re, capacitate de diferentiere si capacitate de
migrare si “homing” in structurile care ofera
conditii optime de multiplicare si diferentiere.
Celulele stem hematopoietice care constituie
grefonul de celule stem hematopoietice sunt o
minoritate de celule din maduva osoasd (mai
putin de 1% din numarul total al celulelor din
acest organ). Ele pot fi identificate prin marke-
rul de suprafatd care reactioaneaza cu anticorpii
anti-CD34. La individul normal, celulele stem
hematopoietice asigura formarea si mentinerea
in functie a tuturor celulelor care compun san-
gele (eritrocite, leucocite, trombocite si celule
ale seriei limfocitare). Prin capacitatea de
autoreplicare, celulele stem hematopoietice sunt
diferite de progenitorii hematopoietici comutati
care pastreazd doar un potential restrictionat de
dezvoltare’. Migrarea se face prin pasaj sangu-
in, ocazie cu care celulele stem pot fi identifica-
te n sangele periferic in fractiunea celulelor

mononucleare, de unde pot fi recoltate prin
citafereza. In conditii bazale doar un foarte mic
numar de celule stem hematopoietice circuld in
sange (0,5 - 5 celule CD34+/mmc). in 1976,
Richman si col. au observat fenomenul de cres-
tere a numarului de celule circulante formatoare
de colonii (CFC) in timpul refacerii din leuco-
penia indusi de ciclofosfamida®. S-a demonstrat
ulterior o crestere a numarului celulelor CD34+
din sangele periferic dupa chimioterapie de 14
ori. Astfel a aparut ideea mobilizérii celulelor
stem hematopoietice mediati de chimioterapie’.
Administrarea de citochine cum ar fi factorul de
crestere al coloniilor granulocitare (G-CSF) du-
ce la o crestere marcatd (de 56 de ori) a numa-
rului de celule stem hematopoietice circulante
CD34+>. Fata de metoda stimulului unic (fie
chimioterapia, fie factori de crestere), metoda
care combind stimularea prin chimioterapie in
tandem cu factori de crestere hematopoietici,
creste de 278 de ori numarul celulelor stem cir-
culante din sangele periferic si, implicit, cantita-
tea recoltatd. In plus, in oncohematologie, con-
centratul de celule stem hematopoietice perife-
rice obtinut dupd stimulare combinatd cu chi-
mioterapie si factori de crestere este mai putin
contaminat cu celule tumorale. Colectarea celu-
lelor stem circulante se face prin citafereza ce-
lulelor mononucleare din sange cu ajutorul unui
separator celular in flux continuu sau disconti-
nuu. Citafereza poate fi repetata zilnic, cu con-
ditia administrarii zilnice a factorului de creste-
re hematopoietic.

Calitatea materialului biologic obtinut
prin citafereza este apreciatd prin: continutul de
celule mononucleare (x10%), prin continutul de
celule CD34 pozitive (x10° si prin continutul
de celule (x10%) capabile si formeze in vitro
unitagi granulo-monocitare (CFU-GM), fiabili-
tatea parametrilor enumerati fiind progresiva.

Procedura utilizatd in Centrul de Hema-
tologie si Transplant Medular din Institutul Cli-
nic Fundeni consta in urmatoarele etape:

1.  Administrarea unui regim de polichimiote-
rapie (Dexametazona + Cytosar + Cisplatin sau
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Endoxan in dozd mare sau Ifosfamida +
Epirupicind + Dexametazond) urmat de factori
de crestere (G-CSF) pentru mobilizarea celule-
lor stem CD34+ de la pacienti, in vederea recol-
tarii autogrefonului pentru transplant. Pentru re-
coltarea grefonului de la donatorul sanatos in
vederea allotransplantului se utilizeaza un pro-
gram de mobilizare doar cu factori de crestere
(G-CSF).

2. Monitorizarea mobilizarii celulelor stem in
sangele periferic prin urmarirea zilnicad a numa-
rului de leucocite. Obisnuit, dupd chimiotera-
pie, pacientul prezintd o sciddere progresiva a
numarului de leucocite prin scaderea numarului
de neutrofile, cu un nadir intre zilele 7-12, in
functie de durata chimioterapiei din programul
de mobilizare utilizat (in ziua 5 - 8 de adminis-
trare de factori de crestere). lesirea din aceasta
neutropenie se face exploziv cu leucocitoza in
ziua 11 — 14 a programului de mobilizare (ziua
8 — 10 de administrare de factori de crestere).
La donatorul sanatos si, uneori, la donatorul pa-
cient, In primele 24 — 48 de ore de la adminis-
trarea primei doze de factori de crestere se con-
statd o leucocitoza importanta cu neutrofilie, ca
urmare a efectului secundar al G-CSF de
demarginatie §i mobilizare din depozite a
neutrofilelor. La donatorul sanatos, leucocitoza
datoratd mobilizarii celulelor stem hematopoie-
tice din maduva 1n sangele periferic nu apare
mai devreme de ziua 4 — 5 de administrare a
factorului de crestere granulocitar. Odata cu
mobilizarea celulelor stem hematopoietice din
maduva in sangele periferic, mononuclearele
din formula leucocitara (limfocite + monocite)
sunt Tn procent de 40 — 50%. O usoara crestere
a numarului de reticulocite din sdngele periferic
este inconstantd si fard semnificatie. Switch-ul
formulei leucocitare corespunde concentratiei
maxime in sangele periferic a celulelor stem
hematopoietice mobilizate si momentului celui
mai potrivit pentru o afereza cu randament ma-
xim de recoltare. In zilele urmitoare, in singele
periferic sunt identificate, pe criterii morfologi-
ce, celulele precursoare granulocitului neutrofil

(mieloblast, promielocit, mielocit, metamielo-
cit) cu reducerea treptatd a procentului de mo-
nonucleare.
3. La depasirea pragului de 1000 leucocite/
mmc, monitorizarea mobilizarii celulelor stem
in sangele periferic prin numararea celulelor
CD34+ in sange cu ajutorul citometrului in
flux;
4. Recoltarea grefonului de celule stem
CD34+ incepe atunci cand numirul de celule
CD34+ din sangele periferic depaseste 10 - 15 x
10%L. Procedura de recoltare consti in afereza
cu separator Haemonetics MCS+. Pentru un
randament adecvat al procedurii, pacientul tre-
buie sa prezinte o cale venoasad de acces cu un
debit de cel putin 30ml/min (vena jugulard in-
ternd, vena femurald sau vena subclavie). Paci-
entul este conectat la aparat prin intermediul
unui sistem inchis de tuburi de unica utilizare.
Obisnuit, volumul prelucrat zilnic este de 10 li-
tri de sange (30-80ml/min), utilizdnd drept anti-
coagulant solutie de citrat ACD-A, in proportie
de 1:12. In functie de numarul de celule stem
CD34+ recoltate printr-o afereza, procedura se
repetd pand la obtinerea grefonului dorit. La 8
pacienti si la 5 donatori sanitosi s-a obtinut un
grefon de > 3 x 10° celule CD34+/kg dintr-o
singura afereza.
5. Prelucrarea produsului recoltat. Aceasta
consta in:
a. standardizarea volumului la 150 ml
suspensie celulara per pungd prin adaos de
DMSO si albumina 4% pand la o concentra-
tie finala de DMSO de 10%;
b. prepararea esantioanelor de control din
produsul recoltat. Din aceste esantioane se
realizeaza urmatoarele determinari:
i.  numararea celulelor CD34+/kgc prin
citometrie in flux (metodele ISHAGE si
PROCOUNT). Valorile obtinute pentru o
afereza au variat intre 0,04 si 19,24 x
10%/kgc primitor celule CD34+ la recolta-
re.
ii. teste de viabilitate directa cu albas-
tru de tripan 0,4%. Valorile obtinute au
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fost 97 — 99% la recoltare.
iii. teste de capacitate functionald a ce-
lulelor mononucleare recoltate prin culti-
varea lor in agar moale pentru determina-
rea numarului de CFU-GM. Din esantio-
nul recoltat, celulele mononucleare se se-
pard in gradient de densitate, intr-un
amestec Ficoll-Hypaque cu densitate de
1.077g/ml. Dupa doua spélari succesive,
celulele se resuspenda in mediul de cultu-
rd si se numara intr-o camera de numarat
(hemocitometru). Se calculeaza numarul
de celule pentru o plicuta de culturad si
apoi se cultiva celulele In monostrat de
metilcelulozd, in prezenta factorilor de
crestere hematopoietici. Culturile sunt in-
cubate timp de 12-14 zile la 37°C in at-
mosfera de CO, 5% si umiditate maxima.
Pentru citirea coloniilor care apar in acest
interval de timp se foloseste un micro-
scop inversat. Aglomerarile de mai mult
de 40 de celule se considera colonii, iar
acelea formate din mai putin de 40 de ce-
lule se considera grupuri (clusters).
iv. control bacteriologic (hemoculturd)
pentru germeni aerobi si anaerobi si
fungi;

6. Congelarea programatd in congelator cu

azot lichid MiniDigitCool (pana la temperatura

de -196°C);
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7. Stocarea in azot lichid in cuve ESPACE
200;

In Centrul de Hematologie si Trans-
plant Medular din Institutul Clinic Fundeni au
fost efectuate din 2001 pana in decembrie 2005,
43 de transplanturi de celule stem hematopoie-
tice (Figura 1).

Grefoanele administrate au dus la refa-
cerea hematopoiezei intr-un interval de 7 — 20
zile de la administrare. TCSH nu este o proce-
dura chirurgicald. Este o perfuzie de produs
sanguin labil (PSL) obtinut prin procedura spe-
ciala, prelucrat dupd protocoale specifice pentru
obtinerea unui grefon de calitate. Obtinerea
unui grefon de calitate implicd o monitorizare
sustinutd a donatorului (sdndtos sau pacient) in
perioada de dinaintea recoltarii si In timpul re-
coltarii si determinari conventionale (de bacte-
riologie) sau de inaltd performantad (citometrie
in flux, culturi de celule stem hematopoietice)
din concentratul de celule care urmeaza a fi
transplantat.
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Figura 1. Transplanturile efectuate la Institutul Clinic Fundeni, Centrul de Hematologie si Transplant
Medular “Stefan Berceanu”, in perioada 2001-2005
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