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ABSTRAKT

Alogenni transplantace krvetvornych bunék (aloHSCT) je vysoce specializovana terapeuticka
metoda, kterd je potencidlné kurativni pro fadu hematologickych 1 nehematologickych
onemocnéni. Navzdory kontinualnim pokrokiim v transplanta¢ni medicin€ je progndza pacientl
stale limitovana fadou potransplanta¢nich komplikaci, z nichz dominuji relaps ptivodni malignity
a reakce Sté€pu proti hostiteli (Graft-versus-host disease, GVHD). Ty ovliviiuji nejenom preziti
pacientq, ale také snizuji jejich kvalitu Zivota, proto hledame nové 1écebné modality, které by jejich
prognozu zlepsily. Jednim z nadéjnych modernich postupli v 1é¢bé GVHD je podani bunék
s imunomodulacnim potencidlem (imunoterapie). V fad¢ evropskych center, véetné naseho, jsou
pacientim po aloHSCT v indikaci steroid-refrakterni GvHD (SR-GvHD) podavany
mesenchymalni kmenové buiiky (MSC). Novou bunénou populaci se slibym potencidlem potlacit
GVHD a zaroven potencovat reakci proti leukémii (Graft-versus-leukemia GvL) jsou invariantni
NKT lymfocyty. Zavedeni aplikace téchto bunécnych populaci do klinické praxe musi predchazet
tfada preklinickych studii a i v prabehu klinického podavani musi probihat kontinuélni optimalizace
vyrobnich a aplikac¢nich postupti.

V na$i praci jsme se zaméfili na porovnani vlastnosti 1éCivych piipravki z MSC, jejich
imunomodula¢ni potencial a porovnani single a multi-donor ptipravki. Piipravky MSC z Sarzi od
riznych darcti se po zpracovani, kryokonzervaci a rekultivaci pii zachovani podminek spravné
vyrobni praxe v fad¢é parametrli vyznamné neliSily, nicméné prokazali jsme, Ze MSC z SarZi od
ruznych darct se lisi svym proliferacni potencidlem a rychlosti ristu. Na druhou stranu smichani
MSC od rtiznych darct (tzv. ,,poolovani) nezvysilo jejich imunomodulaéni potencial. Celkovy
pocet bun¢k nema vliv na imunomodulaéni vlastnosti MSC, jestliZe je splnéna minimalni vyrobni
davka. Pro budouci praxi aplikace MSC v ramci 1écby SR-GvHD se stale zda vyhodné vyuziti
MSC v rezimu 1 pacient — 1 darce. Dale jsme porovnali MSC s iNKT lymfocyty z hlediska jejich
in vitro imunomodulanc¢iho potencialu. V ramci preklinického testovani jsme porovnali nékolik
Sarzi kultivovanych a expandovanych iNKT a MSC od riiznych darct. Kvantifikovali jsme expresi
aktiva¢niho znaku CD25 na nespecificky stimulovanych mononuklearnich buiikach po kokultivaci
s MSC nebo s iNKT. Prokazali jsme, Ze ob¢ bunécné populace jsou schopny srovnatelné¢ modulovat
imunitni reakce in vitro. Vzhledem k tomu, Ze pfi podani 1é¢ivych piipravkd z iNKT musi byt
respektovana HLA shoda mezi darcem a pifijemcem, hledali jsme vhodny zdroj iNKT bunck.
Monitorovali jsme dynamiku regenerace iNKT v kontextu reparace imunitniho systému po
alogenni transplantaci krvetvornych bun€k a zkoumali jsme, zda lze stanovit idedlni timepoint
k odbéru autolognich iNKT u pacientd. Kinetika v pribéhu regenerace imunitniho systému po
aloSCT nebyla linearni a hladina iNKT neméla vzestupnou tendenci u vSech pacientii. Dynamika
regenerace iNKT je vysoce variabilni a zavisi na celé fadé€ peritransplantacnich faktort, proto nelze
s jistotou urcit spolehlivy timepoint, kdy bychom mohli detekovat iNKT v periferni krvi u v§ech
pacientll. Z tohoto divodu se vradmci piipravy vyrobniho protokolu zaméiime na vyuziti
alogennich HLA shodnych darcti iNKT. NaSim cilem nebude nahradit MSC v lé¢bé SR-GvHD
novou populaci iNKT, ale vytipovat pacienty, ktefi budou z jednotlivych léCebnych modalit
profitovat. Pfedpokladame, Ze jednotlivé bunééné populace navzajem nebudou soupeftit, ale mohou
se naopak ve specifickych situacich dopliiovat a tim vést k lepSim vysledkim v 1écbé
potransplantacnich komplikaci.



ABSTRACT

Allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (aloHSCT) is a specialized therapeutic method
that is potentially curative for a number of hematological and non-hematological diseases. Despite
continuous advances in transplant medicine, the prognosis of patients is still limited by a number
of post-transplant complications, dominated by relapse and graft-versus-host disease (GvHD).
These complications affect the survival of patients, but also reduce their quality of life. So, we are
looking for new treatment modalities that would improve their prognosis. One of the promising
procedures in the treatment of GVHD is the administration of cells with immunomodulatory
potential (immunotherapy). In a number of European centers, including ours, mesenchymal stem
cells (MSCs) are administered to patients after alloHSCT in the steroid-refractory GvHD (SR-
GvHD) indication. Invariant NKT lymphocytes are a new cell population with a promising
potential to suppress GVHD and at the same time they potentiate the graft-versus-leukemia (GvL)
effect. The introduction of these cell populations into clinical practice must be preceded by a
number of preclinical studies and continuous optimization of manufacturing and application
procedures must take place even during clinical administration.

In our work, we focused on comparing the properties of drugs from MSCs, their
immunomodulatory potential and comparing single and multi-donor products. MSCs from batches
from different donors did not differ significantly in a number of parameters after processing,
cryopreservation and recultivation while maintaining good manufacturing practice, however, we
proved that MSCs from batches from different donors differ in their proliferative potential and
growth rate. On the other hand, mixing MSCs from different donors (so-called "pooling") did not
increase their immunomodulatory potential. The total number of cells does not affect the
immunomodulatory properties of MSCs if the minimum production dose is achieved. For our future
practice of MSC application in the treatment of SR-GVHD, it still seems advantageous to use MSC
in the mode of 1 patient - 1 donor. We also compared MSCs with iNKT lymphocytes in terms of
their in vitro immunomodulatory potential. In preclinical testing, we compared several batches of
cultured and expanded iNKT and MSCs from different donors. We quantified the expression of the
activation marker CD25 on non-specifically stimulated mononuclear cells after co-cultivation with
MSC or iNKT. We have shown that both cell populations are able to modulate immune responses
in vitro to a similar extent. Because the HLA match between donor and recipient must be respected
when administering iNKT drugs, we searched a suitable source of iNKT cells. We monitored the
dynamics of iINKT regeneration in the context of immune system repair after allogeneic
hematopoietic stem cell transplantation and examined whether an ideal timepoint could be
determined for the collection of autologous iNKTs in patients. Kinetics during immune system
regeneration after aloSCT were not linear and iNKT levels did not increase in all patients. The
dynamics of iINKT regeneration was highly variable and depended on a number of
peritransplantation factors, so it is not possible to determine with certainty a reliable timepoint
when we could detect iNKT in peripheral blood in all patients. For this reason, in the preparation
of the production protocol, we will focus on the use of allogeneic HLA of identical iNKT donors.
Our goal will not be to replace MSCs in the treatment of SR-GvHD with a new population of iNKT,
but to identify patients who will benefit from the individual treatment modalities. We assume that
individual cell populations will not compete with each other, but may, on the contrary, complement
each other in specific situations and thus lead to better results in the treatment of post-transplant
complication
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1 UVOD - souasny piehled problematiky
1.1  Alogenni transplantace hematopoetickych bunék

Alogenni transplantace krvetvornych bunék je vysoce specializovana terapeutickd metoda, ktera je
potencialn¢ kurativni pro fadu hematologickych 1 nehematologickych onemocnéni. Prevazuji
indikace pro myeloidni a lymfoidni malignity (Passweg et al. 2021), ale nariistaji i pocty
transplantaci pro primarné nehematologické choroby, naptiklad pro autoimunitni (Daikeler et al.
2009) nebo metabolickd onemocnéni (Hirano et al. 2006). Do dneSniho dne bylo provedeno
celosvétove jiz priblizné 1,4 milionu transplantaci a kazdy rok podstoupi tuto proceduru kolem 70
tisic pacientl. Polovina z nich v Evropé (Alois Gratwohl et al. 2015). Dle dat EBMT (The
European Group for Blood & Marrow Transplantation) ma pocet transplantaci za rok stéle
vzestupny trend (Passweg et al. 2021).

1.1.1 Transplantace jako imunoterapie

Alogenni transplantace krvetvornych bunék je formou vysoce efektivni bunééné terapie, zaroven
ji samotnou lze chapat jako metodu imunoterapie. Jeji princip spociva v prevodu multipotentnich
hematopoetickych kmenovych bunck pacientovi od zdravého darce. U pacienta se poté rozvine
nova hematopoéza, ale také novy imunitni systém darce. Nezbytnou podminkou pro uspéch
transplantace je shoda v HLA systému (human leukocyte antigens) mezi darcem a pacientem
(Spierings and Fleischhauer 2019). Neshoda vede k selhani $té€pu a rozvoji reakce S$t€pu proti
hostiteli (GvHD). Na druhou stranu ani Gplna shoda v HLA znacich s omezenou imunologickou
interakci mezi darcem a pfijemcem nemusi byt pro optimalni efekt transplantace zadouci, a to
zejména u agresivnich malignit. Vysledny terapeuticky efekt alogenni transplantace totiz nespociva
pouze v cytotoxicité podané chemoterapie ¢i radioterapie, ale vyznamnou mérou se na ném podili
komplexni imunologické mechanismy, které zahrnujeme pod pojmem reakce Stépu proti tumoru
(GVT, graft versus tumor) nebo konkrétnéji reakce $tépu proti leukémii (GvL, graft versus
leukemia)(Appelbaum 2001).

Po alogenni transplantaci dochazi v téle pacienta k etablovani nového — darcovského — imunitniho
systému, ktery je odliSny od pacientova pivodniho. To je v souladu s naSimi znalostmi, ze u
pacientl s autoimunitnimi poruchami, ktefi podstoupili alogenni transplantaci krvetvornych bunék
z jiné indikace, doSlo ke zlepSeni pfiznakt i1 téchto onemocnéni. Rozsahlé recentni retrospektivni
studie potvrzuji potencidl alogennich transplantaci navodit dlouhodobou remisi u fady
refrakternich autoimunitnich onemocnéni, a to s dobrymi vysledky a s akceptovatelnou toxicitou
zejména u mladSich pacientl. U vétSiny pacientl nedochdzi ani po alogenni transplantaci k
uplnému vyléceni, nastava ale vyrazné zlepSeni piiznakl ¢i jsou navozeny dlouhodobé remise
(Greco et al. 2019) (Snowden et al. 2017). Imunitni systém darce je zaroven schopen reagovat na
nadorové antigeny a aloantigeny a prostiednictvim GvHD/GVL reakce eliminovat zbytkovou
nadorovou populaci nebo branit relapsu nddorového onemocnéni.

1.1.2 Historicky kontext

Prvni kazuistika o 1écebné aplikaci hematopoetickych bunék pochazi jiz z roku 1939 (Osgood et
al. 1939), nicmén¢ jednalo se spiSe o nahodily pokus. Prvnim, kdo se systematicky snazil o
rozpracovani metodiky pfevodi hematopoetickych bun¢k byl tym Dr. Edwarda Donalla Thomase,
pozdéjsiho drzitele Nobelovy ceny za medicinu. Vroce 1957 byla po kombinaci
radio/chemoterapie aplikovana infuze kostni diené¢ od zdravych darct Sesti pacientim
s hematologickymi malignitami. Poddni v té dob¢ jesté nerespektovalo kompatibilitu v HLA
systému, jehoz existence a funkce jeSt¢ nebyla znamad, takZze pouze u dvou pacientii doslo



k ptihojeni §tépu a vSichni pacienti zemieli do dne +100 po transplantaci (Thomas et al. 1957).
Zasadni zlom v transplantacni mediciné pfinesl az objev HLA systému (Dausset 1958) a jeho
nasledna implikace pro klinické vyuZiti v 60. letech minulého stoleti. Prvni Gspé$nou transplantaci
kostni dien¢ od ptibuzného darce provedl v roce 1968 tym amerického imunologa Dr. Roberta
Gooda. Pacientem byl pétimésicni chlapec s diagnozou t€zkého kombinovaného imunodeficitu
(severe combined immunodeficiency, SCID) a darcem kostni dien¢ se stala jeho osmileta sestra.
Transplantace vedla k vyléceni a chlapec dosahl dospélosti (Saxon 2003). Na ptelomu 60. a 70. let
se poté rozb¢hly klinické programy alogennich transplantaci. V roce 1977 tym Dr. E.D. Thomase
reportoval jiz 100 provedenych transplantaci (Thomas et al. 1977) a jeho dalsi prace prokazala 50%
Sanci na vyléceni u pacientl s akutni myeloidni leukémii transplantovanych v prvni remisi
(Thomas et al. 1979). Prvni alogenni transplantace kostni dien& v CR byla uskutenéna v roce 1976
v Hradci Kralové a prvni GspéSna nepiibuzenskd transplantace alogennich bun¢k byla provedena
na Ustavu hematologie a krevni transfuze v Praze v roce 1986.

1.1.3 Registry dobrovolnych darcti hematopoetickych kmenovych bunék

Vhodnymi darci hematopoetickych bunc¢k jsou HLA kompatibilni pfibuzni pacientli (matched
sibling donors, MSD), ptipadné dobrovolnici z ¢eskych ¢i zahrani¢nich registrti darcti kostni diené
(matched unrelated donors, MUD) (Spierings and Fleischhauer 2019). Prvnimi dérci byli témér
vyhradné HLA shodni sourozenci, teprve s rozvojem registrii darc kostni diené a zlepSenim
techniky testovani HLA systému doslo k rozsifeni potencialnich darcti o neptibuzné dobrovolniky.
V dal§im vyvoji transplantacnich programt doslo k vyznamnym pokrokiim na poli profylaxe
rozvoje GVHD a v soucasnosti je jiz akceptovatelnd HLA neshoda v 1-2 testovanych znacich (9/10
nebo 8/10; mismatched unrelated donors, MMUD) (Spierings and Fleischhauer 2019). Vysledky
preziti po alogenni transplantaci od piibuzného, nepiibuzného 1 nepifibuzného darce s 1 HLA
neshodou jsou dnes jiz prakticky srovnatelné (Saber et al. 2012). V soucasnosti jsou na vzestupu
haploidentické pifibuzenské transplantace, kdy zejména diky optimalizaci protokolii prevence
GvHD postacuje mensi HLA shoda (McCurdy and Luznik 2019).Vzhledem k tomu, Ze v blizké
rodiné Casto nenalezneme vhodného, plné¢ HLA kompatibilniho, darce, byl pro masivni rozsifeni
transplantacnich programt zadsadni vznik registrii dobrovolnych darct kostni diené. Ten historicky
prvni byl zaloZen v roce 1974 (,,Anthony Nolan Bone Marrow Donor register®). V 80. letech poté
byly zakladany dal$i narodni registry, které byly v roce 1988 propojeny formou celosvétové
databaze ,,Bone Marrow Donors Worldwide® (BMWD) (Jindra, 2018). V roce 1991 vznikl
v prazském Institutu klinické a experimentalni mediciny (IKEM) Cesky registr darct kostni dfeng,
dnes Cesky registr darct krvetvornych bunék (CRDKB). O rok pozd&ji, v roce 1992, byl MUDr.
Vladimirem Kozou zaloZen v Plzni Centralni registr darcti kostni diené, dnes Cesky narodni registr
darct diené (CNRDD). Oba registry jsou nyni soucasti celosvétové sité nepiibuznych darc.
Aktualni pocet darct ve svétovych registrech Cini vice nez 32 miliona neptibuznych darct a z nich
18 tisic kazdoro¢né daruje kostni dfen (Jindra, 2018).

1.1.4 Zdroje hematopoetickych kmenovych bunék

Pro alogenni transplantace kostni dfené¢ existuje vice potencidlnich zdroji pro odbér
hematopoetickych kmenovych bunék. Lze je ziskat pfimou aspiraci z kostni dien¢ (BMSC, bone
marrow stem cells, BM, ,kostni dfen*), ptipadné aferézou z periferniho cévniho feciste¢ po
stimulaci ristovymi faktory (PBSC, peripheral blood stem cells, ,,periferni buiikky*). Alternativnim
zdrojem jsou hematopoetické bunky ziskdvané z pupecnikové krve.

Az do poloviny 90. let byla jedinou moznosti odbéru hematopoetickych bunék pifima aspirace
bunck z kostni diené¢ (Welniak et al. 2007). Odbéry BM probihaji za aseptickych podminek na



opera¢nim sale v celkové anestezii. Trepanobioptickymi odbérovymi jehlami je kostni dfen
opakovan¢ aspirovana z lopaty kosti kycelni. Pro darce je odbér spojen s nckolikadenni
hospitalizaci, je zatizen celkovou anestezii a s ni spojenymi riziky. Vzhledem k tomu, Ze darci jsou
prevazné€ mladi jedinci bez komorbidit (v pfipad€ dobrovolnych darcii z registrli témét vzdy), jsou
nezddouci projevy po odbéru minimalni (Switzer et al. 2014). Druhou variantou odbéru je
ziskavani hematopoetickych bunck separaci z periferni krve po jejich mobilizaci (,,vyplaveni®).
Prvni efektivni mobiliza¢ni protokol pro alogenni program byl publikovan v roce 1995 (Schmitz
etal. 1995) a od té doby se PBSC stavaji dominantnim zdrojem hematopoetickych bunék (Passweg
et al. 2019). Darcim je ptfed naplanovanym odbérem nékolik dni po sobé& aplikovan subkutanni
injekci granulocytarni riistovy faktor (granolocyte-stimulating factor, G-CSF, filgrastim), coz vede
k mobilizaci hematopoetickych bun¢k zkostni dfené¢ do periferni krve. Mnozstvi bunék
cirkulujicich v periferni krvi je mozné kvantifikovat pritokovou cytometrii na zéklad¢ detekce
exprese CD34+ antigenu na jejich povrchu. Po vyplaveni dostate¢ného mnozstvi PBSC jsou bunky
odebirany aferézou na separatoru krevnich bungk, a to nejcastéji cestou periferniho Zilniho feciste.
Odbeéry jsou darci obecné velmi dobfe tolerovany a nejéastéjsimi komplikacemi jsou bolest v misté
odbéru a pfechodna unava (Switzer et al. 2014), které shodn¢ uvadeji darci obou typi transplantati.
Pti odbéru PBSC jsou to zejména bolesti skeletu pti mobilizaci G-CSF, u odbéru kostni diené
dominuji bolesti v misté odbéru (82 % darctli) a bolesti souvisejici s anestezii (bolesti v krku, bolesti
hlavy). Oproti darovani PBSC je odbér BM spojen s delsi dobou do plného zotaveni darce po
odbéru (3 tydny versus 1 tyden) (Miller et al. 2008). Piestoze darci BM vnimaji proceduru
bezprostfedné po odbéru jako fyzicky vice stresujici, nejsou mezi obéma zplsoby odbéru
dlouhodobé¢ rozdily ve vnimani kvality Zivota spojené se zdravim (Switzer et al. 2014).

Kompozice transplantatl ziskanych z kostni diené a periferni krve je ovSem rozdilna. Kostni den
obsahuje vyrazné vét§i mnozstvi erytrocytl a periferni kmenové bunky maji oproti kostni dieni
pfiblizné 10x vys$$i mnoZzstvi lymfocytl a také vice progenitorii jiz zadanych do jednotlivych
krvetvornych fad. Transplantace s vyuzitim PBSC vedou oproti BMSC k rychlejSimu pfihojeni
Stépu, konkrétné k diivéjsimu dosazeni dostateénych pocti neutrofili a trombocytl, a tedy k
¢asnéjSimu obnoveni krvetvorby (Welniak et al. 2007). Diky tomu se zkracuje potransplanta¢ni
obdobi pancytopenie, které je rizikové z hlediska rozvoje peritransplanta¢nich komplikaci,
zejména infek¢nich a krvacivych. Zaroven se podani PBSC méng¢ ¢asto komplikuje selhanim Stépu
(Anasetti et al. 2012) (Blaise et al. 2000). Na druhé stran¢ pouziti BMSC vede méng¢ Casto k rozvoji
GvHD a tim padem k lepSimu GRFS (graft-versus-host disease-free, relapse-free survival) (Mehta
et al. 2018). GRFS je relativn¢ novy terapeuticky endpoint vytvoieny skupinou Blood and Marrow
Transplant Clinical Trials Network, ktery 1épe néz pojem ,,celkové preziti (overal survival, OS)
reflektuje dllezitost kvality Zivota pacientl po transplantaci. N¢ktefi pacienti totiz mohou po
transplantaci sice Zzit, ale s vyznamn¢ zhorSenou kvalitou Zivota. To je dano zejména piitomnosti
chronickych komplikaci jako je pravé cGvHD. PBSC tedy castéji vedou k rozvoji GvHD, zaroven
vSak vice podporuji GvL efekt, a proto po jejich podani dochdzi méné casto k relapsu. Ve
vysledném srovnani obou typt transplantati proto neni prokazovan statisticky vyznamny rozdil v
preziti u dospélych pacientl v piipadé hematologickych malignit a to jak u transplantaci s
redukovanou, tak s myeloablativni pfipravou (Nagler et al. 2012; Eapen et al. 2015; Holtick et al.
2015; Lee et al. 2016).

Ptistup k odbériim a k volbé riznych druhti bunék vyrazné zménila v ¢ase. Dnes jsou jednoznacné
preferovany odbéry PBSC, které na nckterych pracovistich jiz prakticky nahradily odbéry kostni
diené (viz data EBMT, graf 1). V roce 2017 byla kostni dfeni vyuzita pouze u cca 20 % transplantaci
(Passweg et al. 2019) a Ize oc¢ekavat udrzeni tohoto trendu i v dalSich letech. Urcitou renesanci
vyuzivani BMSC v posledni dob¢ pfinesl poznatek, Ze piijemci BM maji mensi riziko vzniku
akutni a zejména chronické GvHD a z nich plynoucich komplikaci (Mehta et al. 2018). Zatimco



pro dospé€lé pacienty s hematologickymi malignitami jsou oba transplantaty srovnatelné, odliSna
situace je v pripad¢ pediatrickych pacienti. U téch je preferovana BM. Stejné tak je BM
preferovana u pacientil s nemaligni diagnozou, u kterych by rozvoj fatdlni formy GvHD mohl
zasadné zhorsit kvalitu zivota (Ayuk and Balduzzi 2019). Nicméné pro fadu center jsou odbéery
BM organizaéné¢ naro¢né. Je nezbytné mit dostate¢né zkuSeny odbérovy tym a zvladnutou
metodiku odbéru, aby byly vytézky odbéru dostatecné. K tomu se ptidavaji logistické komplikace.
Naptiklad v piipadé potieby mrazeni hematopoetickych bunék, coz byl v nedavné dobé pozadavek
transplantacnich center pfi epidemii Covidl9, dochazi k vyznamnému snizeni bunécnosti
transplantatu (Fernandez-Sojo et al. 2021), coz je vyznamnéj$i komplikaci u BMSC, které jsou
obvykle mén¢ bunécéné nez PBSC.

Alternativni moznosti je odbér hematopoetickych bunék z pupecnikové krve. Ty byly poprvé
aplikovany pfi transplantacich pediatrickych pacienti (Wagner et al. 1995), pozd¢ji se zacaly
uspésné vyuzivat i u dospélych (Laughlin et al. 2004). Zasadni nevyhodou tohoto typu
transplantatu je obecné nizsi dostupnost pupecnikové krve a dale nizky pocet jadernych bunék, coz
vede k pomalejsi rekonstituci hematopoézy. S vysokym rizikem pozdniho engraftmentu je spojena
potieba podani vysSiho poctu transfuzi v potransplantacnim obdobi. Dal§im omezenim je
nemoznost vyuzit infuzi darcovskych lymfocytti (donor lymphocyte infusion, DLI) v ramci 1écby
piipadného potransplantacniho relapsu (Rocha and Gluckman 2006). To vSe znacné limituje
masivnéjs$i vyuzivani pupecnikové krve, ptestoze nékteré zdroje poukazuji i na nékteré vyhody,
které by jeji vyuziti mohlo mit. Pfi transplantaci pupecnikové krve postacuje mensi mira HLA
shody (napt. 3/6) a také je tento transplantdt v piipadé potfeby jiz odebrany, zamrazeny a
Gluckman 2006). NedostateCnou bunécnost $tépti pupecnikové krve je mozné feSit podanim
produkti od dvou darct (Barker et al. 2005) a tzv. double nebo dokonce triple cord blood
transplantace se zacCala vyuzivat u dospélych piijemcii. Vysledky byly relativné€ uspokojivé, nebyla
prokdzana vyssi mira rejekci, GVHD ¢i vy$§i mortalita (Barker et al. 2005). Pro vétSinu pacientd je
tato metoda vSak spiSe nedostupna a ve vétsin€é darcovskych center neni pupecnikova krev rutinné
vyuzivéana. Transplantace pupecnikové krve byla zvazovéana zejména u pacientt, pro které nebylo
mozné nalézt HLA shodného ptibuzného nebo nepiibuzného dérce. S ptichodem haploidentickych
transplantaci je tako klinicka situace feSena vyuzitim haploidentickych rodinnych darci, a proto
pocty transplantaci pupecnikové krve celosvétove jiz neékolik let klesaji.

Na naSem pracovisti odebirdme periferni kmenové bunky pouze z aferézy nebo z aspiraci kostni
dfené. Vysledné rozhodnuti o volbé zdroje krvetvornych bunck zévisi na diagndze, fad¢ dalSich
peritransplantacnich faktorG (které jsou rozebrany v nasledujici kapitole) a také na osobni
preferenci darce.
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Obrazek 1 — Vyuziti BM a PBSC jako zdroje kmenovych bunék pro alogenni transplantace v CR
v letech 2007-2018, data vychdzejici ze statistiky EBMT
Vysvétlivky: BM — bone marrow, PBSC — peripheral blood stem cells
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1.1.5 Vybér darce hematopoetickych bunék

Vysledek aloHSCT zavisi na fad¢ peritransplantacnich faktor. Nejzasadnéjsi vliv ma zékladni
diagndza, pro kterou je aloHSCT indikovéna (refrakterita na ptfedchozi 1écbu, faze onemocnéni,
klonalni abnormality aj.), dale jsou to faktory na strané pacienta (v€k, komorbidity, infek¢ni
komplikace, osidleni polyrezistentnimi mikrobidlnimi kmeny aj.). Nezanedbatelny vliv vSak ma 1
volba typu transplantatu a vybér darce hematopoetickych bunck (Ayuk and Balduzzi 2019).

Za nejlepsiho darce hematopoetickych bunck je povazovan HLA-identicky sourozenec, nicméné
je dostupny pro méné nez 30 % pacientil (Ayuk and Balduzzi 2019). V tadé¢ studii bylo potvrzeno,
ze vysledky aloHSCT s plné¢ kompatibilnimi nepfibuznymi darci jsou srovnatelné.
Pravdépodobnost nalezeni plné HLA kompatibilniho nepifibuzného déarce je mezi 16% a 75%
(Gragert et al. 2014; Buck et al. 2016), pticemz s rostouci etnickou diverzitou se Sance sniZuje.
Zdokonaleni transplantac¢nich protokolii — zahrnujici predtransplantaéni ATG (Huang et al. 2006),
PT-CY (Luznik et al. 2008) a TCD (Bertaina et al. 2014) umoznilo rostouci vyuziti
haploidentickych piibuznych darci (Passweg et al. 2014). Retrospektivni studie potvrzuji
srovnatelné vysledky transplantaci haploidentickych a MUD darcii (Fuchs 2017). S nartistajicim
vyuzitim transplantati od darcti s vétsi mirou neshody ptichdzi potieba detekovat donor specifické
anti-HLA protilatky v pacientové séru. Jejich pfitomnost je spojovana s vyS$im rizikem selhani
Stépu a obecné s niz$im piezivanim pacienti po haploidentickych transplantacich (Ciurea et al.
2015).

Nalezeni darce hematopoetickych bunék, ktery spliuje kritérium histokompatibility darce-pacient,
je nezbytnou podminkou Usp&$né transplantace. V situaci, kdy je dostupny vice nez jeden
histokompatibilni déarce, je mozné piihlizet i k dalSim faktortim, které maji vliv na vysledek
transplantace. Jsou to vek, hmotnost a pohlavi darce, sérologicky status CMV a kompatibilita
krevnich skupin, zejména v ABO systému (Ayuk and Balduzzi 2019). V¢k dérce je povazovan za
nejvice ovlivitujici faktor darce mimo jeho HLA charakteristiky (Kollman et al. 2016; Wang et al.
2018). Nartst o 10 let véku darce odpovida vzestupu hazard ratio celkové mortality o 5,5%
(Kollman et al. 2016). V jiné studii vedl vybér darce o 10 let mladsiho k o 3% lepSimu 2-letému
preziti po transplantaci (Shaw et al. 2018). Ve vybéru proto dostavaji prioritu mladsi darci. Dalsi
zéasadni faktor ovliviiujici je CMV sérostatus, pticemz nejlepSich vysledl je dosazeno pii podani
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séronegativniho S§tépu séronegativnimu pacientovi (Ljungman 2014; Kalra et al. 2016). Vliv
rozdilného pohlavi mezi darcem a ptijemcem hematopoetickych bunék na vysledek aloHSCT je o
néco vice kontroverzni a vysledky studii nejsou konzistentni (Gratwohl et al. 2009)(Gratwohl et
al. 2017)(Nakasone et al. 2015; Kollman et al. 2016). Nicméné n¢kolik studii se shoduje na tom,
ze rizikovost rozdilného pohlavi darce-ptijemce zavisi na typu pouzitého predtransplantacniho
rezimu. Vliv kompatibility krevnich skupin mezi dadrcem a pifijemcem na celkové preziti je jiz
mensi a pravdépodobné souvisi s typem podaného transplantatu. Pii podani BMSC, které obsahuji
vEtsi mnozstvi erytrocyti, jsou pfitom rizika veétsi (Kollman et al. 2016; Shaw et al. 2018).

1.1.6 Pripravny rezim pied transplantaci

Kromé GvL efektu zavisi uspech transplantace, zejména v piipad¢ malignit, také na cytotoxickém
efektu pfipravného rezimu, tedy na efektu tzv. ,,conditioningu”. Jednd se o kombinaci
chemoterapeutik, které maji za cil pifimo zni¢it masu nadorovych bunc¢k a zaroven potlacit
pacientv vlastni imunitni systém natolik, aby nedoslo k rejekci transplantatu hematopoetickych
bunék. Idealné by méla chemoterapie snizit riziko rozvoje GvHD bez eliminace GvL efektu a to
za prijatelné tkanové toxicity (Welniak et al. 2007). Splnéni vSech téchto podminek nebyva vzdy
jednoduché docilit a mnohdy upfednostiiujeme nektery efekt conditioningu na tkor jinych.

Existuji dva zakladni typy transplantacni pfipravy, myeloablativni (myeloablative conditioning
regimen, MAC) a redukovana (reduced intensity conditioning, RIC). Myeloablativni chemoterapii
lze nahradit celotélovym ozateni (TBI, total body iradiation). Novéji nékteré ptipravné rezimy
mohou zahrnovat i1 séroterapii, specifické cilené léky a monoklonalni protilatky (Nagler and
Shimoni 2019). Volba chemoterapie zavisi na typu darce a na mife HLA shody. Pii aloHSCT od
nepiibuznych nebo od dérct s vétsi mirou neshody jsou davky chemoterapie obvykle vyssi a je
doplnovana o ATG. Pti aloHSCT od HLA shodného piibuzného darce (matched sibling donor,
MSD) naopak postacuji niz§i davky chemoterapeutik. Dalsi faktor, ktery ovliviiuje volbu
transplantacniho rezimu je choroba, pro kterou je aloHSCT indikovana. AloHSCT potom zahrnuje
chemoterapii cilici pfimo proti typu malignity — napi melphalan pfi mnohocetném myelomu nebo
karmustin (BCNU) a cyklofosfamid u lymfomii. V ptipadé indikace aloHSCT pro nemaligni
diagnozu, kdy neocekavame vyznamny piinos GvL efektu, je zadsadni zvolit chemoterapii, ktera
minimalizuje riziko rozvoje GvHD. Dale je tfeba zvazit vykonostni stav pacienta, jeho vék,
komorbidity, a i tomu pfizpisobit ddvkovani chemoterapie. Myeloablativni chemoterapie je
spojena s vyssim rizikem toxického postiZeni, coz jeji vyuziti limituje spiSe pro mladsi pacienty.
Chemoterapie s redukovanou intenzitou je vhodnéjSi pro star$i pacienty s komorbiditami. V
soucasnosti byly vyvinuty i specifické pfipravné rezimy pro aloHSCT od alternativnich darci
(neptibuznych darcii s HLA neshodou, darcti pupecnikové krve a haploidentickych darcti) (Nagler
and Shimoni 2019).

1.1.7 Manipulace transplantiatu hematopotickych bunék

Po odbéru od darce lze $tép hematopoetickych bunck riiznymi metodikami ex vivo ovlivnit jesté
pfed podanim pacientovi. SniZeni rizika rozvoje GvHD lze docilit selektivni depleci T-lymfocytt
ex vivo (T-cell depletion, TCD) (Wagner et al. 2005a) (Ruggeri et al. 2007), coz v§ak mize zaroven
zvysit riziko rozvoje infekénich komplikaci, relapsu ¢i rejekce Stépu. To potvrdily vysledky
metaanalyzy, kterd se zabyvala ovlivnénim GvHD u haploidentickych transplantaci. Z jejich
vysledki vyplynulo, Ze riziko GvHD mtize byt sniZeno pouzitim TCD metod, ale za cenu zvySené
incidence relapsu a prodlouzeni casu do imunitni rekonstituce (Koh et al. 2007). Riziko rejekce
(nepfihojeni transplantatu) se snizuje s vySSim poctem hematopoetickych bunék ve Stépu
(Handgretinger et al. 1999). Navic se s jejich poctem zkracuje doba engraftmentu, proto existuji
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snahy o rozvinuti metodik selekce CD34+ bunc¢k a navySeni jejich poctu ve Sté€pech
hematopoetickych bun¢k (Pasquini et al. 2012).

Dalsi ovlivnéni §tépu hematopoetickych bun¢k je nutné u tzv. velké neshody v krevni skupiné ABO
systému, kdy ma pacient protilatky proti antigenim déarce hematopoetickych bunék. To nastava
v situaci, kdy darce ma krevni skupinu A, B nebo AB a ptijemce (pacient) krevni skupinu 0.
V takové situaci ma pacient pied transplantaci v krevni plazmé ptfitomny protilatky (aglutininy)
anti-A, nebo anti-B proti antigenim déarce. To miize vést k fad€ komplikaci — k akutni hemolyze
erytrocytll darce béhem pievodu bun€k, k pozdni hemolyze, k opozdéné obnoveni hematopoézy,
ktera muaze vyustit az v Cistou aplazii Cervené fady (pure red cell aplasia, PRCA). Aby k tomu
nedoslo, je mozné pted transplantaci provést depleci erytrocytii ve $tépu kostni dien¢ (Booth et al.
2013). Nevyhodou tohoto procesu je snizeni celkového poc¢tu progenitorti. Jinou alternativou je
snizeni titru inkompatibilnich isohematoglutininti pfijemce, ¢ehoz lze docilit plazmaferézou,
cestou imunoadsopcnich kolon (Buckner et al. 1978).

Situace spojena s pandémii COVID-19 vedla k celosvétovym zménam v postupu odbéru a
transportu $t€pi od nepiibuznych darct. Z logistickych diivodu byly odebrané transplantaty
mrazeny v odbérovych centrech a v transplantacnich centrech rozmrazovany tésné pred podanim.
Ze zpétné revize tohoto postupu se ukazalo, ze mrazeni vede ke snizeni celkového poctu
progenitorti v transplantatech s medianem snizeni o 24,2%, nicméné tento rozdil nevedl
k signifikantnim rozdilim v dobé do engraftementu mezi Cerstvymi a kryoprezervovanymi
transplantaty a neovlivnil ani dosazeni kompletniho chimérismu u pacientll (Fernandez-Sojo et al.
2021).

1.1.8 Alogenni program na Hematologicko-onkologickém oddéleni FN Plzeii

Transplantaéni program byl na Hematologicko-onkologickém oddé€leni (HOOQO) Fakultni
nemocnice v Plzni zahajen v roce 1991, kdy zde byla pod vedenim prim. MUDr. Vladimira Kozy
provedena prvni nepiibuzenska transplantace kostni dien¢, pozd¢ji zde byl zahajen i autologni
transplantacni program. V soucasnosti patii HOO pocCtem transplantaci mezi nejvetsi
transplantaéni centra v Ceské republice. Recentné je zde provadéno kolem 150 transplantaci
krvetvornych bun¢k ro¢né, z Cehoz piiblizné tietina piipada na alogenni transplantace. V roce 2021
bylo provedeno 52 alogennich transplantaci a 99 autolognich. Dlouhodobé pievazujici indikaci pro
aloHSCT je akutni myeloidni leukémie (viz tab. 1).
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Tabulka 1 — Alogenni transplantace na HOO 2018-2021 dle diagnéz

2018 2019 2020 2021
AloHSCT celkem 47 44 38 52
z toho retransplantaci 2 0 0 2
% % % %
AML 20 43 28 64 18 47 25 48
ALL 3 6 2 5 4 11 5 10
NHL 10 21 4 9 2 5 4
CLL 2 4 1 2 1 3 0
MH 2 4 2 5 0 0 1
CML 1 2 0 0 0 0 0
MM 2 4 1 2 4 11 7 13
SAA 0 0 1 2 0 0 0 0
PMF 3 6 1 2 1 3 4 8
MDS 4 9 4 9 8 21 5 10
T-PLL 0 0 0 0 0 0 1 2

% ze viech aloHSCT
Zkratky: AML — akutni myeloidni leukémie, ALL — akutni lymfoblasticka leukémie, NHL —
nonhodgkinské lymfomy, CLL — chronicka lymfocytarni leukémie, MH — morbus hodgkin, CML
— chronickd myeloidni leukémie, MM — mnohocetny myelom, SAA — severe aplastic anemia, PMF
— primarni myelofibr6za, MDS — myelodysplasticky syndrom, T-PLL — T-prolymfocytarni
leukémie
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1.2 Imunitni rekonstituce po alogenni transplantaci krvetvornych bunék

Po chemoterapii podané v ramci conditioningu pii alogenni transplantaci se u pacienta rozvine
aplazie kostni dfené, kterd se manifestuje t€zkou pancytopenii v periferni krvi. Po aplikaci Stépu
krvetvornych bunék darce dochazi k postupnému obnoveni krvetvorby, véetné rekonstituce
imunitniho systému a k obnoveni jeho funkci. Co nejrychlej$i obnoveni funk¢nich imunitnich
mechanismu je dilezité pro zkraceni obdobi neutropenie, ktera pacienta ohrozuje zavaznymi
infekénimi komplikacemi. Ty jsou pro pacienty po transplantaci velmi zdvazné a neziidka vedou
k prudkym septickym staviim a k imrtim. Spektrum infek¢nich piivodct je pfitom $irsi, nez u
zdravych osob. Casté jsou oportunnimi infekce vyvolané mikroorganismy pro zdravé osoby
nepatogennimi.

Opozdéna imunitni rekonstituce ale hraje zdsadni roli 1 v rozvoji fady dalSich potransplantacnich
komplikaci, jako jsou relaps a GvHD (Bejanyan et al. 2018)(Parody et al. 2006), je proto Zadouci
hledat strategie, které by podpoftily rychlou a kvalitni imunitni obnovu po transplantaci (de Koning
et al. 2016). Spravna a rychla rekonstituce darcovského imunitniho systému je zasadnim faktorem,
ktery ovliviiuje vysledek transplantace. Brzké zotaveni vrozenych imunitnich mechanismi je
zodpovédné za infekéni kompetence organismu a pro schopnost hojeni tkani. Rekonstituce
mechanismu adaptivni imunity je dilezita pro schopnost eliminovat bakterialni a virové patogeny.
Dale na ni zavisi rozvoj GvL efektu, se kterym vSak Gzce souvisi i riziko rozvoje GVHD (Andrlova
et al. 2021).

Pro pochopeni potransplantacnich komplikaci a ve snaze o jejich terapeutické ovlivnéni je zaroven
potieba pochopit patofyziologické mechanismy, které k nim vedou. Proces obnoveni imunitniho
systému je velmi pfisné regulovan, a 1 mirné dysbalance v této regulaci mohou zptsobit zavazné
komplikace. Pfemrsténa imunitni reakce vede k rozvoji tzv. reakce $t€pu proti hostiteli (Graft
versus host disease, GVHD), kdy mechanismy nového darcovského imunitniho systému poSkozuji
tkan¢ pacienta. Nicmén¢ uplné potla¢eni imunitnich mechanism@ neni zadouci, protoze jsou
nezbytné pro boj organismu s infekcemi a zaroven podnécuji i GvL efekt, ktery se vyznamnou
mérou podili na protinddorovém efektu pti alogenni transplantaci a snizuje riziko relapsu ptivodni
malignity (Appelbaum 2001). Je prokazano, ze pacienti, kteti rozvinou GvHD maji mensi riziko
relapsu (Petersen 2007). Potlaceni GVHD za soucasného zachovani GvL efektu je idealnim cilem
transplantacni mediciny (Chang et al. 2018).

1.2.1 Rejekce Stépu

Pro minimalizaci infek¢nich rizik by mélo k ptihojeni (engraftmentu) hematopoetickych bunék
dojit co nejdiive po transplantaci. K vzestupu poétu granulocytt nad 0,5x10%/1 by mélo dojit do
dne +28 po transplantaci. Nedojde-li k tomu a je-li souasné prokazana aplazie pfi histologickém
vySetfeni kostni dien€, jednd se o primarni selhdni $tépu. Nejcastéjsi pri¢inou selhani stépu je
imunologicka rejekce (Olsson et al. 2013), nékdy se uvadi pojem reakce prijemce proti stepu (HvG
»host versus graft“) (Welniak et al. 2007). Jedna se o imunologicky mechanismus, kdy
imunokompetentni buiiky pacienta, které nebyly zcela eliminovany chemo/radioterapii, reaguji
proti buiikam S$tépu. Z preklinickych studii vyplyva, Ze rejekce je nejspiSe zprostiedkovana za
zaklad¢ aktivity NK bunék pacienta (Cudkowicz and Bennett 1971a, 1971b), NKT lymfocyti
(Haraguchi et al. 2005), vy T lymfocytt (Blazar et al. 1996)(Drobyski and Majewski 1997) a CD4+
and CD8+ T Ilymfocyth (Vallera et al. 1994)(Slavin et al. 1978), které rozpoznavaji
histokompatibilni antigeny na bunkach $tépu (Welniak et al. 2007) a nici je. Nasledkem toho
nedojde k homingu darcovskych hematopoetickych bunck v kostni dieni ani k jejich efektivni
proliferaci a diferenciaci. U pacienta pietrvava refrakterni aplazie, kterou lze efektivné zvratit
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pouze retransplantaci, z pravidla od nového darce, nicméné obecné se Spatnou prognozou (Ayas et
al. 2015).

1.2.2 Faktory ovliviiujici dynamiku imunitni rekonstituce

Novotvorba imunitnich bun€k a jeji dynamika zavisi na celé fad¢ peritransplantac¢nich faktort.
Ukazuje se, Ze zasadnimi faktory jsou podand chemoterapie v ramci transplantan¢niho
conditioningu, slozeni hematopoetického §tépu a zvolend imunosupresivni terapie (Kuball and
Boelens 2019). Po podani myeloablativniho chemoterapeutického rezimu (MAC) je doba do
engraftmentu delsi, nez pii podani redukované chemoterapie (RIC). Dale dobu do ptihojeni
prodluzuji lymfodeplecni ex vivo ¢i in vivo metody. Konkrétné nejcastéji je aplikovano ATG, které
prodluzuje ¢as do pfihojeni. Vliv na rychlost engraftmentu ma i volba zdroje hematopoetickych
bunék. Nejrychleji dochazi k piihojeni v ptipadé aplikace PBSC. Uvadi se, ze k rekonstituce
neutrofild dochézi jiz kolem dne +14. Pii pouziti hematopoetickych bunék z kostni dien¢ se ptihoji
pramérné kolem dne +21 a k v ptipadé pupecnikové krve dochazi k ptihojeni kolem dne +30.
Pupecnikova krev Casto vede k pomalejSimu a mnohdy inkompletnimu engraftmentu (Seggewiss
and Einsele 2010). Pomalejs$i a n€kdy inkompletni je rekonstituce i v ptipadé haploidentickych
transplantaci (Fuji et al. 2013) ¢i pfi rozvoji GvHD. Dalsi faktor zpomalujici rekonstituci je
imunosupresivni lé¢ba podavand v ramci profylaxe i 1écby GvHD (Ogonek et al. 2016).

Dale se zda, ze rekonstituci ovlivituje i slozeni §t€pu. Hlavnimi parametry jsou pfitom mnoZzstvi
CD34+ bunék a pocet T-lymfocytl. Zarovenn vSak maji ptekvapivé velky vyznam i nékteré
minoritni lymfocytarni subpopulace. Vy$§i mnozstvi NKT (Malard et al. 2016) a yoT lymfocytt
(Perko et al. 2015) ve Stépu jsou spojovany s lepsi imunitni rekonstituci a vedou k lepsim klinickym
vysledkim.

1.2.3 Rekonstituce imunokompetentnich bunék

Po transplantaci a po pfevodu $tépu hematopoetickych bun€k nasleduje taze pancytopenie, kterd
trva nékolik tydni. Poté se jako prvni zacnou tvorit bunky nespecifické imunity. V prvni fad¢ jsou
to granulocyty — neutrofily, eosinofily a basofily, nasledované monocyty. Prvni lymfocytarni
buniky, které se zacnou tvofit, jsou NK lymfocyty, které jsou zodpovédné za brzky GvL efekt (Ullah
et al. 2016). Pfevaznou vétSinu novych NK lymfocyti tvofi CD56#" subpopulace, ktera
produkuje cytokiny. Pozvolna NK bunék ubyva, ale zvysené hladiny mohou nékdy pietrvavat az
rok po transplantaci (Seggewiss and Einsele 2010).

Nasleduje obdobi rekonstituce T lymfocyti, které jsou zasadni pro celou fadu imunitnich déja, ale
zaroven v obdobi jejich pfihojeni je nejvyssi riziko rozvoje akutni GVHD. Prvni nové T lymfocyty
jsou tvofeny expanzi pamétovych T-lymfocytl, které jsou stimulovany cytokiny v pfitomnosti
aloreaktivnich antigenti. Teprve pozdéji je zahajena novotvorba naivnich T lymfocytd v thymu
(Seggewiss and Einsele 2010). CD8+ lymfocyty se rekonstituuji rychleji, nez CD4+ a v obdobi po
transplantaci je proto ,fyziologické® obracené CDA4/8 ratio (Seggewiss and Einsele 2010).
Mechanismy adaptivni imunity se obnovuji pozdéji a pomaleji nez imunita vrozena. T lymfocyty
dosahuji normalnich hodnot v periferni krvi pfiblizn€ za 3-6 mésicti po transplantaci (Andrlova et
al. 2021).

B lymfocyty se rekonstituuji jako posledni ze zdkladnich lymfocytarnich subpopulaci a jejich
schopnost produkovat imunoglobuliny je obnovena s dalSim zpozdénim. V n¢kterych ptipadech
mohou byt jejich pocty pod normou i roky po transplantaci (Andrlova et al. 2021). Pfitom
Ltabulkovych® poctil je dosazeno dfive, nez dojde k plné funkéni restituci imunokompetentnich

16



bun¢k. Uvadi se, ze pln¢ funk¢ni je novy imunitni systém piiblizné za rok az dva roky po
transplantaci (Ogonek et al. 2016).

Kromé vyznamu rekonstituce ,,zdkladnich* lymfocytarnich subpopulaci jako jsou CD3+, CD4+,
CD8+, CD19+, pripadné¢ NK lymfocytl se nyni stale castéji hovoii o vyznamu méné pocetnych
lymfocytarnich skupin. Vzristaji ditkazy o vyznamu ,,nekonvenc¢nich* subpopulaci T lymfocyti
jako jsou mucosal-associated invariant T (MAIT) lymfocyty, y6T lymfocyty a invariantni NKT
(iNKT) lymfocyty. Zaroveii je diskutovano jejich vzajemné ovlivnéni s potransplantacni obnovou
intestinalniho mikrobiomu (Andrlova et al. 2021). Ten byva zpravidla u pacientl po transplantaci
zcela zasadné alterovan z diivodu podavani vysocedavkované chemoterapie a protimikrobialni
profylaxe a lécby.
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1.3 Potransplanta¢ni komplikace

Pfi¢iny potransplanta¢ni mortality lze Casové vymezit jako ¢asné do dne +100 po transplantaci,
eventualné¢ velmi Casné do dne +30. Dale se udéva stfednédobd mortalita do +1 roku po
transplantaci a pozdni do +5 let po transplantaci (Styczynski et al. 2020). Rada komplikaci je
spojena jiz se samotnym procesem transplantace, zejména jde o projevy toxicity podanych
chemoterapeutik, ptipadné¢ komplikace spojené s komorbiditami pacienta. Na druhé stran¢ fada
obtizi se miize manifestovat s odstupem az nékolika let po transplantaci (Bhatia 2011). Zde se jedna
o Sirokou Skalu komplikaci zahrnujici naptiklad endokrinopatie, obtize s fertilitou, sekundarni
malignity a dalsi.

V roce 2018 byla publikovana rozsahla retrospektivni observaéni studie (Styczynski et al. 2020),
ktera vychazela z dat EBMT 588 center z 51 zemi. Zahrnula pacienty po HSCT mezi léty 1980 a
2015 napfi¢ spektrem hematoonkologickych diagnéz, nezavisle na typu déarce ¢i na zdroji
hematopoetickych bunék. Vysledky potvrdily, Zze nejcastéjSimi pii¢inami potransplantacni
mortality jsou relaps (38.7 %), infek¢éni komplikace (23,8 %), GvHD (19 %), a 1¢kova toxicita. U
35.1 % pacientit imrti nastalo do dne +100 po transplantaci. Az 70 — 80 % pacientl, ktefi preziji
prvni dva roky po transplantaci, ma Sanci dosdhnout dlouhodobého pieziti (Socié¢ et al. 1999).
Problémem ale ziistava relativné vysoka morbidita pacientli, kterd vede k vyznamnému snizeni

jejich kvality Zivota (Bhatia 2011).

Od zahgjeni transplanta¢niho programu doslo celosvétoveé k vyznamnému zlepSeni v celkovém
piezivani (overal survival, OS) transplantovanych pacienti. Z dat EBMT vyplyva, ze k
signifikantnimu zlepSeni doSlo mezi 80. a 90. 1éty minulého stoleti, coZ bylo dano zejména
vyznamnym pokrokem v kontrole infekénich komplikaci (Gratwohl et al. 2005). Dalsi pokroky ve
snizeni celkové mortality potvrdila studie byla provedena v USA. Zahrnovala dvé kohorty pacienta
transplantovanych mezi roky 1993-1997 (1418 pacient) a 2003—-2007 (1148 pacientli). Bylo
prokazano snizeni non-relapse mortality (NRM) o 52 % a sniZeni celkové mortality o 41 %. Doslo
ke snizeni po¢tu umrti pacientii v disledku organového poskozeni, infekci i1 zavaznych piipada
GvHD (Gooley et al. 2010). Navzdory témto i dalSim pokrokim je stale relativné vysoka mortalita
vyznamnym problémem transplantani mediciny. ZkuSenost naSeho centra je souladu
s celosvétovymi daty (NRM viz tab. 2, graf 2 a 3). Zejména relaps piivodni malignity a GvHD
zlstavaji dvéma dominantnimi pfi¢inami potransplantaéni mortality dosud bez uspokojivych
vyhlidek na zasadni zlepSeni jejich prognozy (Henig and Zuckerman 2014).

Tabulka 2 — Mortalita bez relapst — HOO

2018 2019 2020
Pocet % Pocet % Pocet %
NRM do dne 100 7 15% 0 7 17%
NRM do 1 roku 9 19% 11 25% 9 24%

% ze vSech aloHSCT, NRM = Non relapse mortality
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Obrazek 2 — Celkové ptezivani pacientl po aloSCT pro AML v letech 2005-2019
vlevo data HOO (celkem 313 pacientl), vpravo data CIBMTR

1.3.1 Relaps

Navzdory vyraznému sniZeni mortality po transplantaci v poslednich desetiletich, relaps malignity
po transplantaci stale zlistava zasadnim problémem. Je nejcetnéjsi pric¢inou selhdni transplantace a
umrti pacienti. Navic prognoza zrelabovanych malignit je obecné velmi Spatna. Napiiklad po
transplantaci indikované pro akutni myeloidni leukémii n€které prace uvadeji relaps stale az v 50
% ptipadl — v zavislosti na typu AML a pokrocilosti nemoci pfi transplantaci (de Lima et al. 2014).
Pacienti s potransplantacnim relapsem AML dosahuji 2-letého pteziti méné nez ve 20% piipadi
nezavisle na volbé salvage chemoterapie (Schmid et al. 2018)(Schmid et al. 2007).

Prognoza pacientt s relapsem zavisi na nékolika faktorech. Vyznam ma ¢as od aloHSCT do relapsu
— nejhorsi progndzu maji pacienti s relapsem do 6 mésicti; typ malignity — naptiklad pro CML ¢i
nékteré lymfomy existuji efektivni 1écebné modality po relapsu; nadorova masa a misto relapsu —
obecné plati, ze 1é¢ba diive zachyceného relapsu ma vétsi Sanci na uspéch, extramedularni typy
relapsu maji horsi prognozu; a dale podminky prvni transplantace — je-li moznost na zvysSeni
antileukemického efektu cilenymi léky ¢i intenzivnéjS$im conditioningem pii druhé transplantaci
(Barrett and Battiwalla 2010).

Vyhodné je Casné zachyceni relapsu, proto po transplantaci vzdy nésleduje obdobi disledné
monitorace malignity, resp. rezidudlni nemoci. Je vyuzivano molekularné genetickych metod ¢i
detekce aberantniho imunofenotypu bunék priitokovou cytometrii, eventualné¢ doplnéné o cilené
zobrazovaci ¢i biochemické metody. Nicméné ne pro kazdou malignitu mame specificky marker,
ktery by bylo mozné detekovat s dostate¢nou sensitivitou a specifitou. Vyznamnym pojmem
v monitoraci relapsu je tzv. minimalni reziduélni nemoc MRD (minimal residual disease), ptipadné
nove¢ji uvadéné jako MMD (minimal measurable disease). Tento pojem zahrnuje minimalni pocet
bunék, které v téle pretrvavaji i po 1€cbé a po dosazeni klinické remise onemocnéni, a které nejsme
schopni detekovat rutinnimi metodami jako je naptiklad cytomorfologické vysetieni kostni diené.
Tyto buniky mohou vést k relapsu onemocnéni u pacientil, kteti klinicky ani laboratorné nejevi
zadné znamky pretrvavajici nemoci. U nékterych malignit je MRD jiz povaZzovan za nezavisly
prediktivni faktor pro preziti (Gilleece et al. 2018) (Bader et al. 2002).

MozZnosti 1écby relapsu se 1isi podle druhu malignity a jejich uspéSnost je také velmi variabilni.
V nékterych ptipadech je mozné podéni chemoterapie, pro nekteré typy malignit existuji cilené
1éky. Standardni praxi je podani darcovskych lymfocytu (blize v dalsi kapitole). Posledni moznosti
1écby je retransplantace, ktera vSak pfipadad v uvahu spiSe pro pacienty v dobré kondici, kteti jsou
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schopni tolerovat vyssi toxicitu chemoterapie. Relaps malignity po transplantaci pfesto dlouhodobé
pfeziva pouze minorita pacientll (Barrett and Battiwalla 2010).

1.3.2 Graft versus host disease (GvHD)

Reakce Stépu proti hostiteli (graft-versus-host disease, GvHD) je zdvaznou komplikaci, ktera se
navzdory souc¢asnym intenzivnim profylaktickym imunosupresivnim rezimiim rozvine u vysokého
procenta pacientil po transplantaci. Je po relapsu hlavni pfi¢inou kratkodobé potransplantacni
mortality (do d+100 a do +1 roku) (Holler et al. 2019) a zaroven pii ni dochazi k rozvoji fady
symptomi vedoucich k vyznamné potransplantacni morbidité, ktera zasadné ovliviiuje Zivot
pacientil po transplantaci a limituje je v ndvratu do bézného Zivota. Pfiina rozvoje GvHD spociva
zejména v inkompatibilit¢ v HLA systétmu mezi darcem a piijemcem, kdy darcovske
imunokompetentni buiiky (zejména T lymfocyty) imunologickymi mechanismy poskozuji tkané
pfijemce, které rozpoznavaji jako cizorodé. Zakladni podminky nutné pro rozvoj GvHD jsou
zndmy jiz dlouho. Definoval je britsky biolog R.E. Billingham; darcovsky $tép musi obsahovat
imunokompententni buiiky; pfijemce musi mit na povrchu svych bun¢k pro darce cizi antigeny; a
zaroven piijemce neni schopen eliminovat darcovské imunokompetentni buiky (Billingham
1966). Alogenni transplantace krvetvornych bunék tyto podminky napliuje. Obvykle je
rozliSovana forma akutni (aGvHD) a chronicka (cGvHD), které se liSi casovym odstupem od
transplantace, klinickymi projevy i patofyziologickym mechanismem vzniku.

Tabulka 3 — Klasifikace GvHD

Klasifikace GvHD Rozvoj po transplantaci
Akutni GvHD

Klasickd aGvHD <100 dni

Perzistentni > 100 dni

Rekurentni > 100 dni

"Late onset" > 100 dni

Chronicka GvHD

Klasicka cGvHD bez asového uréeni
Overlap syndrom bez casového urceni

ptevzato z EBMT handbook 2019 (Holler, Greinix, and Zeiser 2019)

1.3.2.1 Akutni GvHD

Za akutni formu GvHD jsou tradi¢n€ povazovany ptiznaky, které se rozvinou do dne +100 ode dne
transplantace. Jestlize pfiznaky pretrvavaji déle, klasifikujeme je jako persistujici aGvHD.
V situaci, kdy po se piiznaky znovu objevi po jejich pfedchozim vymizeni se jedna o rekurentni
formu aGvHD. Situaci komplikuji ptipady, kdy dojde k rozvoji symptomit aGvHD po dni +100,
k ¢emuz dochazi zejména v piipad¢ podani redukovanych ptipravnych rezimu (reduced intensity
conditioning, RIC) nebo napfiiklad po podani darcovskych lymfocytl (donor lymphocyte infusion,
DLI). aGvHD se potom rozviji pod obrazem tzv. aGvHD s pozdnim nastupem (late onset aGvHD).
Zejména v ptipadech podani redukovanych ptipravnych chemoterapeutickych rezimi nékdy
dochazi i1 k rozvoji tzv. prekryvnych syndromii (overlap syndrom) s klinickymi rysy akutni i
chronické formy, ptipadné jedna forma muize prechazet ve druhou (Filipovich et al. 2005)(Griffith
et al. 2008).
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Klinickymi ptiznaky akutni GvHD a zaroven jejimi diagnostickymi parametry jsou postizeni kliZe,
cholestatické postiZzeni jater a postizeni gastrointestindlniho traktu manifestované nejcastéji
profiznimi prijmy (viz obr. 3). Pfiznaky se mohou vyskytovat soucasn€ i samostatné a jejich
zavaznost je variabilni (Holler et al. 2019).

Obrazek 3 — Akutni GVHD — tézké postizeni stfevni sliznice s ulceracemi a enterorhagii,
gastroskopicky nalez

Prvni vytvofeny a stale nejvice vyuzivany systém pro klasifikaci zdvaznosti pfiznakt aGvHD je
Glucksbergova sSkala (Glucksberg et al. 1974), dle které je postizeni kazdého z organt
klasifikovano stupni (stage) 0 — 4. aGVHD je podle tohoto postizeni rozdélovano na stadia (grade)
[-IV. (viz tab. 4 a 5). Stfedné tézka az tézka aGvHD se projevi ptiblizn¢ u 40 % vsech pacientt,
kteti podstoupi alogenni transplantaci (Holler et al. 2019). Pfesnou incidenci ovliviiuje celd fada
faktorti, ale bez podani efektivni imunosuprese jiz v ramci profylaktického rezimu by doslo
k rozvoji pfiznakil témét u vSech pacientil. Fatalni by byly zejména v piipadé v ptipadé HLA
neshody mezi darcem a pifijemcem a haploidentické transplantace by nebylo mozné provadet.

Tabulka 4 — Staging aGvHD dle Glucksberga

Kaze Jatra Gastrointestinaln{ trakt
Stadium (rozsah exantému) (hodnota bilirubinu v séru) (intenzita prajmovitych stolic)
+ <25% povrchu téla 34-50 pmol/L 500-1000 ml/den
++ 25 -50 % povrchu téla 51-102 umol/L 1001-1500 ml/den
+H+ Generalizovand erythrodermie 103-255 pmol/L >1500 ml/den
- Generalizovand erythrodermie >255 umol/L silnd abdomindlni bolest

s bulami a deskvamacemi s/bez ileu

Tabulka 5 — Grading aGvHD dle Glucksberga

Stupen Postizeni k(ize Dalsi organové postizeni Klinicky stav (kondice)
| +aZ++ beze zmén

1] +aZ +++ GIT a/nebo jatra + mirné zhorseni

11 ++aZ +++ GIT a/nebo jatra ++ aZ +++ vyznamné zhorSeni
\% ++aZ ++++ GIT a/nebo jatra ++ aZ ++++  vyznamné zhorSeni

Nejvyznamnéj$im faktorem pro rozvoj aGvHD je HLA inkompatibilita mezi darcem a piijemcem.
Riziko rozvoje reakce a jeji zavaznost roste se stupném HLA neshody (Loiseau et al.
2007)(Ratanatharathorn et al. 1998). Mezi dalsi faktory patii vyssi veék pacienta, Zenské pohlavi
darce pro muzského piijemce, predchozi aloimunizace darce a povaha GvHD profylaxe. Je
zvazovana i fada dalSich faktord. Vyssi riziko je v n¢kterych studiich asociovano s faktory jakymi
jsou vyssi v€k darce, vysSSi intenzita ptipravného rezimu, volba PBSC jako zdroje
hematopoetickych bun¢k ¢i pacientova séropozitivita pro CMV (Holler et al. 2019). Recentni
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komparativni analyza rizikovych faktori aGvHD a cGvHD provedené vyzkumnou skupinou
v Seattlu zpochybnila v patogenezi aGVHD vyznam véku darce, volby PBSC a zenského pohlavi
pro muzského ptijemce. Naopak potvrdila jejich spojeni s rozvojem chronické formy GvHD
(Flowers et al. 2011).

Patofyziologické mechanismy, které stoji za rozvojem aGVHD jsou stile cilem intenzivniho
vyzkumu. Pfedpoklada se, ze prvotnim podnétem pro rozvoj aGvHD je poSkozeni tkani zptisobené
podanim vysoceddvkované chemoterapie v ramci piipravného transplantacniho rezimu.
Z poSkozenych tkani pacienta se uvoliuji molekularni struktury tzv. alarminy (damage-associated
molecular patterns, DAMPs), které vedou k rozvoji prozanétlivé reakce (Apostolova and Zeiser
2016). Tu dale zhorSuji interkurentni infekéni komplikace v peritransplantacnim obdobi.
Neutrofilni granulocyty v reakci na bakteridlni infekci produkuji reaktivni kyslikové radikaly, které
dale zhorSuji poskozeni tkani. Skrze takto poskozené tkan¢ miize dochazet k translokaci
bakteridlnich molekul (pathogen-associated molecular patterns, PAMPs) do krve nebo
lymfatickych tkani. To vyvolavé cytotoxickou reakci déarcovych T-lymfocytl, tvorbu
prozanétlivych cytokint (IL-1, TNFa aj.) a nasledné nekrotizujici poSkozeni tkani. Existuje fada
regula¢nich mechanism, které tento proces mirni. Zasadni roli v inhibici imunitnich reakci hraji
T-regulacni buiiky (Treg), typ 1 regulac¢ni T lymfocyty (Trl), invariantni NKT lymfocyty (iNKT)
a myeloidni supresorové buiky (myeloid-derived suppressor cells, MDSCs) (Teshima et al. 2016).

1.3.2.2 Chronicka GVHD

cGvHD patfi mezi pozdni transplantacni komplikace a je hlavni pfi¢inou dlouhodobé
potransplanta¢ni mortality, ktera neni zptisobena relapsem (non-relapse mortality, NRM) (Socié et
al. 1999) (Grube et al. 2016). Postihuje kolem 50% vSech transplantovanych pacientll a jeji
incidence stoupd v disledku fady faktorti jako jsou nartistajici pocet nepiibuznych darcti a darct
s vétsi HLA neshodou, zvySujici se vek pacientti, aplikace PBSC, infuze DLI (Lee et al. 2003)
(Arai et al. 2015). Tradi¢né se chronicka GvHD odliSovala od akutni GVHD €asovym rozvojem
pfiznakl po dni +100 po transplantaci. Od tohoto pfistupu se ale v soucasnosti spiSe upousti,
protoze ptiznaky cGvHD se mohou rozvinout i dfive, a to bud’ samostatn¢ nebo jako soucést
piekryvnych syndromt. Na druhou stranu k rozvoji miize dojit 1 s vétSim casovym odstupem od
transplantace.

Ptiznaky ¢cGvHD jsou odlisné od aGVHD a jsou velmi variabilni. Krom¢ klasickych orgédnovych
manifestaci mohou imitovat projevy témert jakékoli autoimunitni choroby. V klinické praxi se stale
pouziva déleni na limitovanou a extenzivni formu (Indrdk 2014). Indikace k zahajeni 1écby cGvHD
by méla byt podpofena bioptickym nalezem (Indrdk 2014). Imunologické mechanismy vedouci
k cGvHD jsou odlisné od téch, které zpiisobuji aGvHD, a naSe soucasna uroven znalosti je stale
cGvHD. Mechanismus rozvoje c¢GvHD je podobny mechanismu vzniku patologickych
autoimunitnich procest, stejné tak i klinické piiznaky cGvHD mohou byt obtizné¢ odlisitelné od
projevu klasickych autoimunitnich chorob. Jde o poruchu imunologické tolerance, kterda vede
k naruSeni mechanismuti vrozené i adaptivni imunity. Svou roli zde hraji zaroven autoreaktivni a
aloreaktivni T 1 B lymfocyty a jejich protilatky (Cooke et al. 2017). Dochézi k chronickému zanétu,
dysregulaci B a T lymfocytl a k fibrotizaci tkani (Zeiser and Blazar 2017).

1.3.3 Lécba GvHD
Znacny duraz je kladen jiz na prevenci rozvoje ptiznaki GvHD. Problemati¢nost 1écby GvHD

zaroven spociva vtom, ze vétSina souCasnych rutinné pouzivanych terapeutickych postupt
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prohlubuje pacientliv imunodeficit, coz vede k vy$§imu riziku relapsu a k rozvoji ¢i prohloubeni
tize infek¢énich komplikaci. Zaroven s 1écbou GvHD je tedy nutna velmi intenzivni a komplexni
podptirné péce a diisledna monitorace relapsu.

1.3.3.1 Profylaxe

Cilem aplikace profylaktického rezimu je minimalizace rizika rozvoje GvHD a zaroven
minimalizace komplikaci plynoucich z jeji nasledné 1é€by imunosupresivnimi léky, kterd je
zatizena fadou nezadoucich ucinkt. Postupy profylaxe GvHD se 1isi dle typu darce, dle pouzitého
piipravného chemoterapeutického rezimu pied transplantaci a ¢astecné je ovlivnéna i zkuSenosti a
zvyklostmi transplanta¢niho centra.

Nejrozsitenéjsi profylakticky rezim u myeloablativnich transplantaci spocivd v podani
kombinované imunosuprese, kdy zlatym standardem je kombinace kalcineurinového inhibitoru
(calcineurin inhibitor, CNI), nejcastéji cyklosporinu A (CsA), a tzv. ,kratkého* methotrexatu
(MTX). Alternativou k cyklosporinu je dalsi kalcineurinovy inhibitor — takrolimus (TAC). Ve dvou
nezavislych randomizovanych studiich faze III, ve kterych byla pouzita kombinace TAC/MTX,
bylo prokéazano signifikantni snizeni incidence aGvHD stupné II-IV oproti rezimim s CsA/MTX,
ani jedna ze studii vSak neprokazala signifikantni zlepSeni v celkovém pieziti (OS, overal survival)
oproti konvenéni kombinaci CsA/MTX (Ratanatharathorn et al. 1998) (Nash et al. 2000). Soucasné
ve velkych randomizovanych studiich byly testovany kombinace s mykofenoldtem mofetilem
(MMF) a se sirolimem (SIR), které vykazuji vysledky srovnatelné s kombinaci CsA/MTX (To6rlén
et al. 2016). Profylakticky rezim v piipadé¢ alogenni transplantace krvetvornych bunék po
redukované (nemyeloablativni) pfipravé se od protokolu po myeloablativni ptipraveé lisi v
davkovani uvedenych imunosupresiv a v délce jejich aplikace.

Specificka je situace GvHD profylaxe u haploidentickych transplantaci, kdy je riziko rozvoje
GvHD vyssi. Na naSem pracovisti je jako prevence rozvoje GVHD podavana kombinovana
imunosuprese slozend z potransplanta¢niho cyklofosfamidu nasledovaného kombinaci takrolimu a
mykofenoldtu mofetilu. Incidence aGvHD neni signifikantné nizs§i, nez u jinych kombinaci

Cvwvr

chronické GvHD (Fuchs 2017)

Kombinovand imunosuprese muze byt doplnéna o nékterou z lymfodeple¢nich metod (T-cell
depleting, TCD). Snizeni mnozstvi darcovskych T-lymfocyth ve Stépu Ize docilit podanim
monoklondlnich  (naptf. alemtuzumab, anti-CD52) nebo polyklonalnich  protilatek
(antithymocytarni globulin, ATG). Deplece T-lymfocytl je vysoce efektivni ve snizeni rizika
rozvoje GvHD, ale soucasn¢ znacné¢ zvysuje riziko rozvoje infekénich komplikaci a relapsu (Holler
etal. 2019). Dvojité zaslepena studie faze Il u MUD HSCT prokézala, Ze podani ATG signifikantné
snizuje incidenci aGvHD stupné II-IV a stfedné t€zké cGvHD, nicméné zaroven celkové prezivani
bylo v kohorté pacientii s ATG snizeno (Soiffer et al. 2017). Pravdépodobnym vysvétlenim této
skutecnosti je déle trvajici lymfopenie po aplikaci ATG, ktera vede k vyssi incidenci infek¢nich
komplikaci a kriziku potransplantacni lymfoproliferativni nemoci (Gagelmann et al. 2017).
Z tohoto diivodu neni ATG rutinni soucasti profylakticky rezimd, ale je zatfazovan specificky
v situacich, kdy ptevazuje riziko rozvoje GvHD (napf. haploidentické transplantace nebo HLA
mismatch mezi darcem a pfijemcem).

Existuje jeste fada alternativnich pfistupt, které nejsou soucasti rutinni praxe a jejich vyznam pro

prevenci GVHD vyzaduje dalsi vyzkum. Naptiklad jsou soucasné s infuzi hematopoetickych bunék
aplikovany infuze expandované populace Treg lymfocytl. Déle se zkouSeji pfistupy s manipulaci
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Stépu, které vedou k selektivni depleci o/f T-lymfocytl, pfipadné k selektivni eliminaci
aloreaktivnich T lymfocyti po jejich in vitro ¢i in vivo aktivaci (Holler et al. 2019).

1.3.3.2 Lécba 1. linie

Navzdory intenzivnim profylaktickym rezimim dochazi k rozvoji akutni GvHD piiblizné€ u 40 %
transplantovanych pacient. aGVHD je €astéjsi po transplantaci od nepiibuznych darct, pficemz
riziko stoupa s mirou HLA neshody, ptipadné pii haploidentickych transplantacich. Neni vSak
zdaleka zanedbateln¢ ani v pfipadé podani Stépu od shodného piibuzného darce. V
potransplanta¢nim obdobi jsou proto u vsech pacientti disledné monitorovany klinické, laboratorni
a pifipadné¢ histologické znamky GVHD. Pro management terapie GvHD je zdsadni vcasna
diagnostika a podani imunosuprese s rozvojem prvnich ptiznakd. Cim diive — tedy v niz§im stadiu
GvHD - je lécba zahajena, tim vys$Si je pravdépodobnost, ze dojde k preruSeni kaskady
patofyziologickych dé&jti vedoucich ke GVHD a k tspéchu 1écby.

Diagnéza aGVHD je zalozena na klinickych ptiznacich, které zahrnuji kozni zmény (rash nejcastéji
v obli¢eji, na dlanich a ploskach nohou), abdomindlni pfiznaky (prijmy) a poSkozeni jaternich
funkci manifestované zvySenim jaternich enzymi. Pfiznaky se nejcastéji objevuji dva az tfi tydny
po ptevodu hematopoetického Stepu, v dobé intenzivniho engraftmentu imunokompetentnich
bunék, ale mohou se manifestovat i1 s delSim ¢asovym odstupem. Diagnostické rozpaky mize
zpusobit fada dalSich klinickych situaci; infekce, projevy organové toxicity ptipravného rezimu
nebo lékova toxicita, eventualné alergické projevy. Lécba aGvHD I. stupné, kdy je postiZzena pouze
ktize mize byt 1écena pouze topickymi kortikosteroidy. Zd4 se, Ze systémova 1écba nema v tomto
ptipadé vyhodu (Holler et al. 2019). Lécba vSech ostatnich forem GvHD je zahajovana
vysokodavkovanou systémovou kortikoterapii. Lékem volby je methylprednisolon (¢i jeho
alternativy) v davce 2mg/kg/den po dobu 7-14 dni s naslednym pozvolnym vysazenim (Ruutu et
al. 2014). Na tuto inicidlni 1écbu odpovi ptiblizné 40-50% pacientii (Holler et al. 2019). Probihaji
studie, které se zamétuji na kombinace jinych 1éka v ramci 1é¢by1.linie, ale zatim zadny jiny 1€k,
pfipadné¢ kombinace imunosupresiv, neprokdzala superioritu nad 1é€bou solo kortikosteroidy
(Rashidi et al. 2016)(Martin et al. 2012). Pti dlouhodobém podavani maji kortikosteroidy fadu
nezadoucich U¢inkl. Zasadnim problémem je zejména sniZeni schopnosti boje s infekcemi, ktera
muze byt pro pacienty fatalni (Fuji et al. 2013). Déle je ve snaze o potlaceni piiznakit GVHD vzdy
nutné brat v tvahu, Ze podanymi imunosupresivy je zaroven potlacen zadouci GvL efekt. Lécba je
tedy zatizena neustdlym balancovani mezi potla¢enim GvHD a minimalizaci rizika relapsu
potlacenim GvL a zvySenim rizika infek¢nich komplikaci.

1.3.3.3 Lécéba 2. linie a steroid-refrakterni GvHD

Navzdory terapeutickym a profylaktickym postupiim zminénym vySe, incidence stiedné té¢Zké az
tézké formy aGvHD zlstava dle rtznych zdroji mezi 20-50 % pacientl, ktefi podstoupi
transplantaci a u 30-50 % z nich se rozvine rezistence na lécbu kortikosteroidy (Michonneau and
Socié¢ 2019). Tato forma GvHD ma extrémné Spatnou prognézu — jednoleté preziti 3040 %
(Michonneau and Socié 2019) a jeji 1écba je cilem intenzivniho vyzkumu. Lécba 2. linie je zahdjena
v ptipad¢ progrese piiznaki po 3-5 dnech na 1é¢b¢ 1.linie, nedostatecné odpovédi po 7-14 dnech
lécby, nebo piipadné pti rozvoji novych ptiznakl po redukei kortikosteroidd, tedy pii dependenci
pacienta na vysokych davkach kortikosteroidi (Holler et al. 2019). Velka ¢ast pristupti k 1écbe
kortikorezistentni GVHD je stale ve fazi studii a zatim neni stanoven jednotny terapeuticky ptistup,
ktery by postup 1écby standardizoval napfic transplantacnimi centry. Je zkouSena cela fada 1éCiv
v monoterapii 1 jejich kombinace. Nejcastéji se vyuzivaji monoklondlni protilatky, eventudlné
ATG. Vyuzivany jsou napiiklad alemtuzumab (pan T-cell marker CD52), daclizumab nebo
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inolimomab (a podjednotka receptoru pro IL-2 na T-lymfocytech), infliximab a etanercept (TNF-
a). Vysledky jejich vyuziti jsou vSak vétSinou pouze Casové omezené. Dlouhodobé potlaceni
GVHD neni dosazeno a refrakterni GVHD dosahuje stale az 80% mortality — zejména v piipadech
s postizenim GIT (Holler et al. 2019). V prospektivni studii prokazal JAK1 inhibitor itacitinib
odpovéd’ ve vice nez 70% ptipadi a retrospektivni studie zaméfend na ruxolitinib taktéz ukéazala
dobré vysledky v 1é¢bé steroid-rezistentni GVHD (Zeiser et al. 2015). JAK 1/2 inhibitory jsou nyni
testovany v ramci IIl faze klinickych studii zamétenych na steroid-refrakterni GvHD. Dalsi
zajimavou moznosti je infuze o-1-antitrypsinu, kterd stimuluje proliferaci Treg lymfocytd a
vyvolava protizanétlivou odpovéd’. Ve dvou recentnich studiich faze II bylo prokdzano dosazeni
kompletni remise v 35% ptipadi a OR u 60% pacientl v den +28 po zahajeni 1é€by (Marcondes et
al. 2016; Magenau et al. 2018). Pomérn¢ dobrych vysledki je dosahovano metodou extrakorporalni
fotoforézy, jejiz vyhodou je nizka toxicita (Jagasia et al. 2013). Cela fada novych a nadéjnych
postupil je testovana v ramci preklinickych studii (Hill et al. 2018). Nové strategie 1écby cili na
signalni drahy cytokinovych receptorti (Janus-activated kinase JAK 1 a 2), CD 28 (Aurora kinase),
bunécnou migraci (ROCK), nebo ristové signalni drahy (MEK) (Holler et al. 2019).

Moznosti vyuziti bunécné terapie v 1écbé GvHD jsou blize rozebrany v nasledujici kapitole.
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1.4 Imunoterapie v 1é¢bé potransplanta¢nich komplikaci

Po aplikaci darcovskych hematopoetickych kmenovych bun¢k dochdzi v téle pacienta k tvorbé
zcela nového imunitniho systému. Jiz zde bylo zminéno, Ze terapeuticky potencial alogenni
transplantace ve formé GvL efektu je limitovan rizikem rozvoje GvHD. Od prvopocatka HSCT
byly rozvijeny snahy o zmirnéni pfiznakt ¢i plnou eliminaci GvHD se zachovanim GvL efektu.
Dosud vSak nebyl vypracovan zcela optimalni terapeuticky postup, ktery by toto s jistotou
zarucoval. Vyzkum v této oblasti je proto intenzivni a objevuje se cela fada nadéjnych a vysoce
inovativnich postupti, které by v blizké budoucnosti mohly vyrazné zlepsit progndézu pacientt,
prodlouzit jejich celkové ptezivani a sniZit jejich morbiditu.

Dalsim diivodem k hledani alternativnich piistupt k 1écbé je fada nezddoucich ucinkti a komplikaci
spojenych s aktudlnimi postupy 1écby potransplantacnich komplikaci. Intenzivni systémova
imunosuprese, véetné kortikosteroidl, v 1écbé GvHD navozuje vyrazny imunodeficit, se kterym
zasadné stoupa riziko infekénich komplikaci. To 1 dalsi rizika vyplyvajici z neZzadoucich u€inka
a lékové toxicity vede ke komplikacim, které zvySuji morbiditu pacientii. MozZnost vysazeni nebo
alesponi snizeni dévek téchto I€ki by pro kvalitu zivota pacientli po transplantaci znamenaly
zé4sadni uspéch.

1.4.1 Mesenchymalni kmenové buiiky

Mesenchymalni kmenové buniky jsou multipotentni nehematopoetické burky, které 1ze izolovat z
kostni diené i z fady dalSich tkani (tukova tkan, pupecnikova krev) (Wagner et al. 2005b). V tad¢
oborl se testuje vyuziti jejich regenera¢niho potencidlu, zatimco pro 1écbu potransplantacnich
komplikaci se zdaji byt vyhodné jejich imunomodulacni schopnosti. Velkou vyhodou pro jejich
pouziti v souvislosti s transplantacemi je jejich nizky imunogenni potencial. MSC neexprimuji
HLA antigeny I. tfidy ani kostimulatorni molekuly (Aggarwal and Pittenger 2005) (Le Blanc and
Pittenger 2005) a pfi jejich podani proto neni nutné respektovat shodu v HLA systému mezi darcem
a pfijemcem.

Vyuziti MSC v hematoonkologii je zalozeno na jejich schopnosti modulovat imunitni reakce,
potlacit ptiznaky ¢i pfedchazet rozvoji GvHD a podpofit piihojeni $tépu hematopoetickych bunék.
Navozuji nezanétlivé prosttedi ovlivnénim cytokinové produkce, zaroven tlumi proliferaci T
lymfocyt (Maccario et al. 2005) (Di Nicola et al. 2002), coZ prokéazaly i naSe piedchozi studie, ve
kterych byly MSC pfidany do suspenze lymfocytii stimulovanych bud’ HLA inkompatibilnimi
mononukledrnimi buitkami (MNC) anebo nespecifickymi lektiny, které potvrdily, ze MSC
signifikantné ovliviiuji aktivaci a proliferaci lymfocyti (Lysdk et al. 2016) (Lysak et al. 2015).
MSC snizuji cytotoxicky potencial T-lymfocytl a zadroven stimuluji Treg (Nauta and Fibbe 2007),
snizuji sekreci IFNy v Thl bunkach a zvySuji expresi IL-4 v Th2 buiikach. Nezralé dendritické
buniky a Treg zvySuji v pfitomnosti MSC expresi IL-10, zatimco zralé dendritické bunky snizuji
produkci TNF-a a IL-12 (Ortiz et al. 2003).

Prvni klinicky taspésné podani MSC s cilem potlacit GvHD uskutecnila skupina pod vedenim
Katariny Le Blanc u pacienta s kortikorefrakterni aGvHD IV. stupné (Katarina Le Blanc et al.
2004). Podani vedlo k vyraznému zlepSeni klinickych pfiznakd. Dal$i studie zahrnovala devét
pacientl s kortikorefrakterni GVHD, kterym byly aplikovany MSC v davce 1,0 x 10%kg (median,
rozmezi 0,7 — 9,0). Aplikace MSC nebyly doprovazeny zadnymi projevy akutni toxicity a 6 z 9
pacientli dosdhlo kompletni odpovédi s vymizenim symptomti (Ringdén et al. 2006). MSC byly
testovany 1 pro 1écbu chronickych forem GVHD. Pfestoze prozatimni vysledky klinickych studii
spise prokazuji vétsi efektivitu pii podani MSC v 1é¢bé aGvHD, 1 v této indikaci nekteré studie
prokazaly zlepSeni symptomill, moZnosti sniZzeni nebo Uplného vysazeni imunosupresivni 1é€by a
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nebyly zaznamenany Zzadné projevy toxicity (Weng et al. 2010)(Pérez-Simon et al. 2011). V jiné
studii viak bylo podani MSC v 1é¢bé cGVHD méné pritkazné. Rada piiznakil nebyla podanim
MSC nijak ovlivnéna, nejspiSe z divodu jiz pfitomnych ireverzibilnich fibrotickych zmén ve
tkanich (Herrmann and Sturm 2014).

Vyuziti MSC v 1é€bé SR-GvHD se dostalo do klinické praxe v fad¢é evropskych zemi, nicméné
studie zamétené na efektivitu této 1écby piinaSeji kontroverzni vysledky. Z metaanalyzy z roku
2015 vyplyva, ze MSC lze vyuzit jako alternativu v 1é&cbé SR-GvHD, ale pro potvrzeni jejich
efektivity je nezbytné provedeni randomizovanych klinickych studii (Hashmi et al. 2016), které
zatim chybi. Zaroven zlistava fada nevyieSenych otazek ohledn¢ optimalizace metodiky zpracovani
a aplikacnich protokold MSC. Existuje fada studii, kter¢ se zaméfuji na optimalni variantu
ziskavani, zpracovani a aplikace MSC. Jejich design a metodika jsou vSak zna¢né heterogenni a
jejich limitaci mtize byt i nadale nejednoznacnost vysledkti s ohledem na riizné vyrobni postupy a
protokoly napfi¢ vyrobnimi centry (Rizk et al. 2016). Protokoly se lisi v fad¢ parametr — ve zdroji
MSC, podavané davce, nacasovani podani ¢i zptisobu piipravy finalniho produktu. Dle vysledkt
metaanalyzy 30 klinickych studii (Rizk et al. 2016) jako zdroj MSC pievazuje kostni dieni (83%),
nasleduje pupecnikova krev (13%) a tukova tkan. Nejcastéji podavand ddvka MSC se pohybuje
mezi 1,0 — 2,0 x 10/kg, az po 10,0 x 10%/kg). Nejcast&ji se podavaji 1-2 davky, vyjimecné i vice —
az 5 davek. Vime, Ze G¢inky MSC jsou na podané davce zavislé (Ramasamy et al. 2008). Jako
optimalni se zdd pomér MSC k lymfocytim 1:1 az 1:10. V nasi studii vy$$i pomér MSC vedl
k vy$$im imunosupresivnim u¢inktim. Nejlepsi vysledky byly dosazeny pii poméru 1:5 (Lysak et
al. 2015). Dale se zd4, ze imunomodulacni efekt mtize podpoftit opakované podani MSC. Jako
vyhodné se dale ukazalo skladovani MSC formou kryokonzervace a jejich rekultivace pied
pouzitim u konkrétniho pacienta. N&které prace poukazaly na to, ze proces mrazeni a rozmrazeni
MSC miiZze negativné ovlivnit jejich imunomodulacni vlastnosti v disledku indukce heat-shock
odpovédi (Frangois et al. 2012), nicméné vysledky nasi studie to nepotvrdily. Pii procesu
kryokonzervace a nasledného rozmrazeni MSC byly imunomodulaéni vlastnosti zachovany
(Holubova et al. 2014). Vysledky podani MSC se v riznych centrech lisi, velkou mérou je to
by méla byt nyn¢jSim cilem vyrobnich center snaha o standardizaci metodik vyroby a aplikace
1é¢ebnych pripravkit MSC z diivodu moznosti jejich porovnani mezi jednotlivymi centry.

1.4.2 Invariantni NKT lymfocyty

NKT lymfocyty jsou minoritni subpopulaci lymfocytd, pro které je charakteristickd exprese
povrchovych antigent typickych pro T-lymfocyty (CD3+) a zaroven exprimuji antigeny NK-
lymfocyta (CD161, NKp46, NKp30). Dale exprimuji antigeny spolecné pro T a NK bunky
(NKG2D, 2B4, DNAM1) (Kuylenstierna et al. 2011) (Nguyen et al. 2008). V lidské periferni krvi
se iINKT nachdzeji v rozmezi od nedetekovatelnych hodnot az k 1% ze vSech cirkulujicich T
lymfocytl, pfiCemz median hodnot vychazejici ze studii je 0,05% (Berzins et al. 2011; Exley et al.
2011; Brennan et al. 2013). Mnozstvi iNKT je vysoce variabilni mezi jednotlivci a je ovliviiovano
celou fadou fyziologickych i patologickych stavli. Nizké pocty NKT bun€k v periferni krvi byly
asociovany s fadou imunologickych defektti u lidi 1 u my$i (Godfrey and Kronenberg 2004).

V soucasnosti jsou popsany dva typy NKT lymfocytii. V poptedi naseho zajmu jsou NKT buiky
typu I, znamé také jako ,klasické NKT nebo invariantni NKT lymfocyty. Jsou charakteristické
expresi invariantniho TCR, ktery se aktivuje po kontaktu s CD1d molekulou na povrchu antigen
prezentujicich bunék, proto jsou v anglosaské literatufe oznacovany iNKT buniky I. typu takeé jako
,»CD1-dependent™ nebo ,,CDl1d-restricted cells”. NKT lymfocyty typu II maji vlastnosti vice
podobné konvencnim T lymfocytim (Adams and Luoma 2012), neexprimuji invariantni TCR (viz
nize) a nejsou pfedmétem naseho vyzkumu.
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V zavislosti na podminkach jsou klasické iNKT schopny chovat se jako efektorové butiky s vlastni
cytotoxickou aktivitou nebo jako pomocné imunitni buniky secernujici cytokiny (Cianferoni 2013).
Interakcemi s dalS$imi bunkami imunitniho systému — makrofagy, dendritickymi buitkami, B-, T-,
NK-lymfocyty — jsou schopny amplifikovat nebo regulovat adaptivni imunitni odpovéd’. Patii mezi
prvni buniky aktivované v rdmci imunitni reakce a propojuji vrozenou a adaptivni imunitu (Brigl
and Brenner 2004)(Van Kaer 2007)(Wolf et al. 2018). Po aktivaci mohou iNKT produkovat
sirokou skalu cytokint jako jsou IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-13, IL-17, IFNy, TNFa, TGFB, GM-
CSF, RANTES, MIP-1a nebo B a jsou schopny podnitit rozvoj Thl a zarovenn Th2 imunitni
odpovédi (Juno et al. 2012). Produkce cytokinli nastupuje u iNKT zahy po setkani s antigenem
prezentovanym antigen-prezentujicimi buitkami cestou CD1d molekuly a nevyZzaduje interakce s
dal$imi bunkami imunitniho systému. Jejich aktivace mtize vést bud’to k amplifikaci nebo k supresi
imunitni reakce (Godfrey and Kronenberg 2004) cestou produkce konkrétniho spektra cytokini
(prozanétlivé/regulacni) a aktivace dalSich molekul a bun€k imunitniho systému. O typu imunitni
reakce je pravdépodobné rozhodnuto na zéklad¢ setkani iNKT s primarnim antigennim stimulem
(Wolf et al. 2018).

Mechanismy iNKT lymfocyti ovliviiuji celou fadu patologickych d&i. Maji vyznamnou roli
v prevenci autoimunitnich onemocnéni, protinddorové imunité, infekéni obrané a pravdépodobné
hraji roli v zanétlivych mechanismech (Choi et al. 2008)(Kinjo et al. 2013). Jejich dysfunkce ¢i
nizké hladiny jsou asociovany se Sirokou Skalou patologickych stavii — autoimunitnich, infecnich
a nadorovych onemocnéni (Godfrey and Kronenberg 2004)(Cianferoni 2013). Zda se, ze iNKT
vykazuji pfimy 1 nepfimy protinadorovy efekt, a pfitom zarovenn mohou fungovat jako modulatory
imunitnich reakci. Z hlediska hematoonkologickych malignit se proto zdaji byt idedlnimi bunikami,
které by za urCitych okolnosti mohly fungovat jako modulator rozvoje GvHD a zaroven
nepotlacovat, piipadné idealn¢ jesté podpoftit GvL efekt.

1.4.2.1 iTCR receptor

INKT typu I exprimuji na svém povrchu ,invariantni“ T bunéfny receptor (invariant T-cell
receptor, iTCR), ktery je sloZen ze dvou podjednotek, o a B. Kazda z nich ma variabilni a konstantni
doménu. Variabilni domény a fetézce jsou kddovany V a J (joining) genovymi segmenty a f3
fetézce jsou kodovany V, J a D (diversity) segmenty. Lidsky iTCR tvoii konzervativni kombinace
fetézci Vo24-Ja18/VB11 (van Schaik et al. 2014) (Dhodapkar and Kumar 2017). Pomoci iTCR
rozpoznavaji iNKT bunky bakterialni nebo endogenni glykolipidové struktury prezentované cestou
CD1d molekuly na antigen prezentujicich bunikach. Tato interakce u nich vyvola rychlou produkci
celé fady cytokinti (Meyer et al. 2006), které vedou k aktivaci mechanismil adaptivni imunity, nebo
se samy iINKT mohou projevit jako efektorové buniky s pfimym cytotoxikym ucinkem.

1.4.2.2 CD1d molekula

CD1d je nepolymorfni molekula ze skupiny tzv. neklasickych MHC molekul I. tfidy (Patterson et
al. 2008). iTCR na rozdil od TCR klasickych T-lymfocytl nerozpoznava peptidy ve vazbé na
polymorfni molekuly hlavniho histokompatibilniho komplexu, ale reaguje na lipidové struktury
(zejména glykolipidy a glykosfingolipidy) ve vazbé na CD1d molekulu na povrchu antigen
prezentujicich bunék (napt. monocytll). INKT mohou byt aktivovany exogennimi lipidy napf.
mikrobd, stejné jako endogennimi lipidy vlastnich bun¢k, tumorézné zménénych bunck nebo
alergeny (Cianferoni 2013). Pro in vitro 1 in vivo aktivaci iNKT skrze vazbu na CD1d molekulu je
vyuzivan arteficidlni lipidovy antigen o—galactosylceramide (kratce a-GalCer, piipadné
KRN7000) (Liao et al. 2013), coz je sloucenina izolovand z vytazku motské houby Agelas
mauritianus. Pfirozen¢ se nevyskytuje v bunkach savcu a dokaze vyvolat aktivaci a expanzi iNKT
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bunék. CD1d antigen je zaroven exprimovan na hematopoetickych buiikach (Brossay et al. 1997,
Roark et al. 1998) a na malignich buiikdch myelomonocytarni a B-lymfocytarni linie (Metelitsa
2011).

1.4.2.3 L-Selektin CD62L

Jako CD62L je oznaCovan membranovy glykoprotein leukocytl, ktery ma funkci adhezivni
molekuly v ¢asném obdobi imunitni odpovédi. Ma velky vyznam pro migraci lymfocytii do
sekundarnich lymfoidnich organt a hraje dulezitou roli v akutni i chronické zanétlivé reakci (Ye
et al. 2017). NKT buniky expandované ex vivo byly aplikovany in vivo a hladina exprese CD62L
jejich na povrchu byla korelovana s mirou jejich protinadorového efektu. Ukazalo se, ze CD62L
pozitivni bunky vykazovaly delsi pfezivani a vyznamnéj$i miru proliferace po stimulaci jejich TCR
receptoru. Naopak buiiky, které CD62L neexprimovaly, podléhaly ¢asnéjsi bunécné smrti (Tian et
al. 2016)

1.4.2.4 Subpopulace iNKT

Subklasifikace iNKT je zalozena na expresi CD4 a CD8 antigend. Z tohoto hlediska mohou byt
INKT bud’ CD4 nebo CDS8 pozitivni. iNKT, které neexprimuji ani jeden z téchto antigent, se
oznacuji jako dvojité negativni (double negative, DN) a zda se, Ze maji potencial se diferencovat
do obou typti CD4+/CD8+ (Lynch et al. 2015). CD4+ iNKT podporuji spise Th2 imunitni odpovéd’
a produkuji IL-4. Obvykle jsou spiSe inhibi¢ni a maji funkci regulator imunitni reakce (Osada et
al. 2005)(Bricard et al. 2009), ale za urcitych okolnosti jsou ale zaroven schopny exprimovat i
cytokiny podporujici Thlimunitni reakci (Wolf et al. 2018). CD8+ iNKT maji funkce podobné
cytotoxickym T lymfocytim a mohou zplsobovat pifimou bunécnou smrt buné¢k napadenych
patogeny, nebo vlastnich poskozenych ¢i nadorovych bun¢k (Gadola et al. 2002; Yuling et al.
2009). Krom¢ vlastni cytotoxické aktivity mohou produkovat proinflamatorni cytokiny,
preferencné IFNy, a tim potencuji rozvoj Thl zanétlivé imunitni reakce (Wolf et al. 2018).
Vzhledem k tomu, Ze subpopulace CD8+ iNKT je v periferni krvi zastoupena v nizkych poctech
(Wolf et al. 2018), byla popsana teprve v nedavné dobé. Do té doby se mélo za to, ze iNKT jsou
bud’to CD4 pozitivni s moznosti produkovat Thl 1 Th2 imunitni odpovéd’ nebo CD4 negativni
s vlastnostmi podobnymi cytotoxickym T lymfocytim (Gumperz et al. 2002). Na zdklad¢ tvorby
IL-17 lze vymezit Th17-like iNKT, které¢ svymi funkcemi a schopnosti podnitit rozvoj zanétlivé
reakce ptipominaji konven¢ni Th17 lymfocyty.

Jednotlivé subpopulace vykazuji i odliSené rozlozeni v télesnych orgénech. iNKT asociované
s Th1 odpovédi se v nejvyssich poctech kumuluji v jatrech a ve slezing€, zatimco Th2-asociované
INKT se nejvice nachazeji v plicich a ve stievé (Wolf et al. 2018). Thl17-like iNKT jsou
v nejvyssich poctech lokalizovany v plicich, stievech, lymfatickych uzlinach a v kizi (Monteiro
and Graca 2014). Dale byl popséan subtyp iNKT, ktery se kumuluje ve vysoké mite v tukové tkani.
Tyto adipose-iINKT produkuji hlavné protizanétlivé cytokiny jako napt. IL-10 a IL-2 (Exley et al.
2014; Lynch et al. 2015), kterymi indukuji antiinflamatorni fenotyp v dalSich bunikach imunitniho
systému, zejména v makrofazich a na rozdil od ostatnich iNKT neexprimuji transkrip¢ni faktor
PLZF (Lynch et al. 2015). Jejich funkce je vyznamné naruSena u osob s metabolickym syndromem

a s obezitou, kdy prevazuje jejich prozanétlivy fenotyp (Exley et al. 2014).
1.4.2.5 Protinadorovy efekt iNKT
Nizké hladiny iNKT byly popsany u fady nddori — u karcinomu plic, prsu, tlustého stfeva,

melanomu a u dlazdicobunécnych nadori hlavy a krku (Wolf et al. 2018). Vyssi hladiny iNKT
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prokazované v nadorech jsou spojeny s lepsi prognézou (Cianferoni 2013). Ve studii (Tachibana
et al. 2005) byla infiltrace iNKT lymfocyti v nddoru nezévislym prognostickym faktorem lepsiho
celkového preziti u kolorektalniho karcinomu. V souladu s tim (Song et al. 2009; Cianferoni 2013)
potvrdili lep$i prognézu u pacientdt s vy$simi hladinami iNKT s CDI1d"* pozitivnimi nadory
(konkrétné s neuroblastomem). Obdobné jsou vysledky u hematologickych malignit. Nizké hladiny
INKT v periferni krvi pacientli s akutni myeloidni leukémii jsou asociovany s hor§i prognézou a
krat§im ptezivanim (Najera Chuc et al. 2012). Neptimy antitumor6zni efekt iNKT je zalozen na
schopnosti iNKT produkovat fadu cytokint, které aktivuji CD8+ T a NK lymfocyty a podnécuji
jejich cytolytickou aktivitu (Lam et al. 2017). Tato schopnost iNKT byla potvrzena robustnimi
studiemi na myS$ich modelech. Zaroven maji iNKT 1 vlastni pfimy protinddorovy efekt, ktery
nevyzaduje zapojeni dalSich bun¢k imunitniho systému (Wolf et al. 2018). Vlastni cytotoxicky
potencial iNKT zahrnuje aktivaci apoptdzy buné€k nejspise nékolika mechanismy podobné jako u
aktivovanych CD8+ T lymfocytti —interakci Fas/FasLigand, produkci IFNy i sekreci endogennich
perforinlt a granzyml. Volba konkrétniho mechanismu indukce apoptdzy ziejmé zavisi na
prezentaci konkrétnich receptorti bunééné smrti na cilovych buiikach (Bassiri et al. 2013). Rada
studii na leukemickych nddorovych liniich (Aoki et al. 2020) i1 na solidnich naddorech (Cianferoni
2013) potvrdila tento pfimy protinadorovy efekt viici CD1d-pozitivnim nadorovym buiikam, a to
zejména, kdyz prezentuji glykolipidové antigeny. iNKT vSak prokazuji protinadorovy efekt i viici
nadorovym bunécnym liniim, které CD1d neexprimuji (Bassiri et al. 2013), pfestoZe mechanismus
rozpoznani CD1d negativnich nadorovych bun¢k a mechanismus pfimého protinadorového efektu
INKT vici nim zatim nebyl zcela uspokojivé vysvétlen. Bylo prokazéano, ze aktivované iNKT
lymfocyty rozpoznavaji leukemické bunky in vifro nezavisle na tom, zda exprimuji CD1d antigen
(Aoki et al. 2020). To vede k zavéru, Ze iNKT by se mohly uplatnit v 1¢cbé hematologickych
malignit nezdvisle na CD1d expresi.

Soucasny vyzkum se zamétuje na n€kolik moznosti vyuziti iNKT v ramci jejich klinického podani.
Budto se iNKT mohou podavat profylakticky v soubéhu s aloHSCT, nebo se bunky dale upravuji
do komplexnich molekul CAR-INKT a rTCR-iINKT (Wolf et al. 2018). Podani samostatného
aGalCer, ktery je zasadni pro in vitro expanzi iNKT, v rdmci protinddorové terapie, bylo jiz
potvrzeno jako bezpecné a pacienty dobie tolerované. OvSem samostatné podani aGalCer pifimo
pacientim nepotvrdilo svllj vyznamny protinadorovy efekt, vede totiz k indukci 1L-4 a k anergii
INKT (Giaccone et al. 2002)(Cianferoni 2013). Naopak nejvétSiho protinadorového efektu bylo u
solidnich tumort dosaZeno pii kombinaci podani autolognich iNKT v kombinaci s aGalCer-
stimulovanymi dendritickymi buitkami (Motohashi et al. 2011).

1.4.2.6 Imunomodulaéni potencial iNKT v 1é¢bé GvHD

INKT by mohly najit misto v 1écbé komplikaci po aloHSCT, protoze soucasné se svymi
protinddorovymi vlastnostmi, které by mohly podnécovat GvL efekt, nepfispivaji k rozvoji GvHD
(Jahnke et al. 2019). Soucasny vyzkum naopak poukazuje na jejich vyznamnou roli pii regulaci
GvHD. Vyssi hladiny iNKT v ¢asném obdobi po aloHSCT korelovaly s niz§im rizikem rozvoje
GvHD (Rubio et al. 2012) a naopak nizké hladiny iNKT v darcovském §tépu jsou spojeny s vysSSim
rizikem jejiho rozvoje (Mavers et al. 2017). Na mySich modelech bylo prokazéano, ze stimulace
pomoci a-GalCer nebo adoptivni prenos iNKT bunék vede k niz§imu riziku rozvoje GvHD,
pfi¢emz pro optimalni potlaceni GVHD se zda byt zasadni role IL-4, ktery iNKT produkuyji, a ktery
vede k expanzi T-regulacnich bun¢k (Schneidawind et al. 2014) (Du et al. 2017). Dale bylo
prokazano, 7e pravdépodobnost vzniku a rozvoje GvHD ovliviiuje aplikovana davka iNKT
(Chaidos et al. 2012). Uéinnost iNKT bun&k byla prokazana na mysich modelech i v rimci 1é¢by
chronické GvHD s projevy organové fibrozy a znamkami autoimunitniho onemocnéni. Adoptivni
transfer iNKT byl efektivni v rdmci preventivniho podani pfed rozvojem zndmek onemocnéni, ale
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zaroven doSlo ke zlepSeni 1 u jiz rozvinutych pfiznakd chronické GvHD (Du et al. 2017).
Mechanismus zde spociva v potlaceni autoimunitnich mechanismu, produkci IL-4 a indukci tvorby
T-regula¢nich lymfocytt.
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2. Cile prace:

1. Porovnani imunomodula¢niho potencialu 1é¢ivych ptipravki (LP) z poolovanych MSC a
LP od jednotlivych déarct

2. Porovnani riznych Sarzi MSC z hlediska kompozice LP

3. Monitorace kinetiky rekonstituce subpopulace iNKT lymfocyti po aloSCT a stanoveni
idealniho casového okna pro odbér autolognich iNKT pro vyrobu LP

4. Porovnani imunomodula¢nich vlastnosti MSC a iNKT

Pracovni hypotézy:
1. Poolovéani Sarzi LP MSC od rliznych darct zvysi jejich imunomodulacni potencial
2. Ruazné Sarze LP MSC se vzajemné lisi ve svych vlastnostech
3. V pribéhu regenerace imunitniho systému po aloSCT stoupa hladina iNKT

4. MSC a iNKT se nelisi z hlediska imunomodula¢niho potencialu
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3. Materialy a metody

3.1 Material, reagencie a pristrojové vybaveni

Material a reagencie

sterilni stfikacka (50ml), sterilni jehly

zkumavky 4ml EDTA, zkumavky 9ml heparin

sterilni falkony: 50 ml (Corning /TPP), 15 ml (Corning / TPP)

sterilni Spicky, pipety, strippetor

sterilni serologické pipety 25ml (Corning)

sterilni kultiva¢ni 1ahve 175 cm? a kultiva¢ni desti¢ky (96, 48, 24 jamkové) (Corning)
sterilni kultivaéni zkumavky 20cm? (TPP)

sterilni pasteurky

sterilni 12 x 75 mm zkumavky (BD Bioscience)

sttikackovy filtr Sterifix® (Braun,), velikost pért 0,22 um

sterilni kryozkumavky (Nunc)

PBS (Gibco)

Ficoll-Paque PREMIUM (GE Healthcare)

Kultivaéni médium CCM (vlastni produkce HOO) slozeni: alpha-MEM (Gibco), 10 %
destickovy lyzat (pHPL, vlastni produkce HOO), heparin (861U/ml)

heparin (Zentiva)

TrypLE Select (Gibco)

Phytohemagglutinin (Sigma-Aldrich)

RPMI 1640 (Gibco)

Lyzac¢ni roztok — ammonium chlorid (Lékarna FN Plzen)

DMSO (CryoSure-DMSO, WAK-Chemie Medical GmbH)

Alamar Blue (Thermo Fisher Scientific)

BD Cycletest™ Plus DNA Reagent Kit (BD Bioscience)

E-plate (ACEA Biosciences)

primarni protilatky: CD105-FITC, CD90-APC, CD45-BV510, TCRVB11-APC, TCR
Vou24-Ja18-BV421 (BioLegend, San Diego, USA), CD3-FITC, CD3-PerCP, CD4-Pacific
Blue, CD4-APCCy7, CD8-PE, CD62L-PECy7, 7-actinomycin (7AAD) (Exbio, Vestec,
Ceské Republika), CD19-PC7, CD13-APC, HLA-DR-Pacific Blue, CD45-Krome Orange
(Beckman Coulter,), CD14-APCCy7, CD73-PE, CD25-APC, CD1d-APC (BD Bioscience

Pristrojové vybavani

priatokovy cytometr BD FACS Canto I (BD Bioscience)

chlazena centrifuga Cryofuge 55001 (Thermo Scientific)

hematologicky analyzator Sysmex-XN-350 (Sysmex)

laminarni box SAFE 2010 — 1.2 (Jouan Nordic-Holten)

COz2 inkubator SteriCycle (Thermo Scientific)

programovatelny zamrazovac (IceCube 14M)

kryokontejner (pro skladovani v tekuté fazi LN2)

xCELLigence RTCA DP instrument (Roche Diagnostic, Mannheim, Némecko)
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3.2 Srovnani single donor a poolovanych pripravku MSC
3.2.1 Izolace MSC z kostni diené

MSC byly ziskany z frakce mononukledrnich bun¢k z 20 ml aspiratu kostni dfen¢ zdravych darct
(5 darct), kteti podepsali informovany souhlas schvaleny spole¢nou etickou komisi Lékaiské
fakulty v Plzni a Fakultni nemocnice Plzen. MSC byly ziskany pomoci gradientové centrifugace s
vyuzitim separa¢niho média Ficoll-Paque. Z kazdého odbérového vaku bylo za sterilnich podminek
odebrano 20 ml a v lamindrnim boxu byla dfen rozdélena na aliquoty po 10 ml do 2 sterilnich 50
ml falkon, poté byla nafedéna a promichana s 10 ml PBS v poméru 1:1. Do dvou novych sterilnich
50 ml falkon bylo napipetovano po 10 ml Ficoll-Paque (na kazdych 20 ml nafedéné diené jedna
zkumavka s Ficoll-Paque). Na Ficoll-Paque bylo navrstvena sterilni pasteurkou 20 ml bunécné
suspenze. Uzaviené falkony se centrifugovaly (1000g/15min/za pokojové teploty, stupen rozbéhu
1 brzdéni 6). Buffy-coat byl pfenesen sterilni pasteurkou do nové 50 ml falkony (na kazdy buffy-
coat 1 nova zkumavka) a byl resuspendovan a promichan s 20 ml PBS. Poté byly zkumavky znovu
centrifugovany (1000g/8min, za pokojové teploty, stupen rozbéhu i1 brzdéni 9). Po sliti
supernatantu byla peleta resuspendovana v 1 ml CCM. Do sterilni zkumavky 12x75 mm bylo
odebrano 100 pl pro kontrolu kvality (méfeni koncentrace). Bunky byly poté umistény do
kultiva¢ni lahve s CCM a umistény do inkubatoru (37°C, 5 % CO2) (viz materidl a reagencie).

3.2.2 Kultivace MSC

MSC byly izolovany z frakce mononuklarnich bun€k na zédklad€ 48hodinové adheze. Kazdych 48
hodin kultivace byla ldhev vyjmuta z inkubatoru a pfenesena do laminarniho boxu, kde bylo odséto
medium s neadherujicimi bunikami. Lahev byla poté omyta 10 ml PBS a adherentni bunky byly
dale kultivovany, sou€asné byl kazdé 2-3 dny rlst bunék kontrolovan pod mikroskopem. Byla
hodnocena morfologie bun¢k a konfluence kultury (viz. obrazek 4). To se opakovalo, dokud nebylo
dosazeno 80-90 % konfluence.

Obrazek 4 — konfluence bunék, vlevo (A) 40 % konfluence, vpravo (B) 80 % konfluence

Pti dosazZeni této konfluence byla provadéna pasaz. Nejprve byly adherentni buiikky z povrchu
uvolnény pomoci TrypLE Select roztoku, poté centrifugovany (480g/8min/20°C, stupen rozbéhu
9, brzdéni 9) a nasledné znovu nasazeny v koncentraci 0,5x10° na 175¢cm? ldhev. V priib&hu
kultivace byly buniky pasazovany dvakrat.
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3.2.3 Zamrazeni MSC

Bunky byly zamrazeny v kryomédiu a byly uchovany v tekutém dusiku az do experimentu.
Zamrazovaci médium bylo pfipraveno tésné€ pied pouzitim smisenim jednotlivych slozek v
poméru: 10 % DMSO + 30 % pHPL + 60 % alpha-MEM. Médium bylo pfidano k bunécné suspenzi
(mnozstvi zavisi na koncentraci bunék, max. vSak 80 pl), tudiz findlni koncentrace DMSO byla
cca 10 %. Pfipravené médium bylo ihned vloZeno do termobloku vytemperovaného na 4°C. Z
kultivacni 1dhve bylo odsato staré medium, lahev byla omyta PBS a poté byly adherentni bunky
uvolnény od povrchu pomoci TrypLE Select roztoku. Buiiky se inkubovaly (5-7 min v 37 °C) a
poté¢ byly centrifugovany (480g/8min/20°C, stupenn rozbehu 9, brzdéni 9). Do oznacCenych
kryozkumavek bylo napipetovano vypocitané mnozstvi suspenze. Byl pfidan 1ml vychlazeného
kryomédia a kryozkumavky byly ihned vlozeny do zamrazovace. Pro zamrazovani vzorkl byl
pouzit programovatelny zamrazovac s rychlosti zamrazovani: - 1 °C/min az do -80°C. Po dosazeni
teploty -80 °C byly kryozkumavky pieneseny k ulozeni do kryokontejneru v kryoskladu, kde byly
ulozeny do tekuté faze kapalného dusiku.

3.2.4 Rozmrazeni MSC

Kryozkumavky byly vyjmuty z kryokontejneru a za sterilnich podminek a za vizualni kontroly byly
rozmrazeny v pfedem vytemperované vodni l4zni (37°C). Po rozmrazeni byl obsah kryozkumavek
smichan s 5 ml kultiva¢niho roztoku a centrifugovan (480g/5min, pokojové teplota). Buiiky byly
poté nasazeny do kultivaénich lahvi o objemu 175¢m? se 30 ml CCM a v inkubatoru byly
kultivovany po dobu 7-8 dni, kazdy 2-3 den bylo ménéno médium. Nésledné& byly MSC pasazovany
a vyuzity na imunomodulacni testy.

3.2.5 Priprava mononuklearnich bunék

Mononuklearni bunky byly ziskany od 10 zdravych dérci (5 Zen/5 muzd, median véku 35 let).
VSichni darci podepsali informovany souhlas schvaleny spolec¢nou etickou komisi Lékaiské
fakulty v Plzni a Fakultni nemocnice Plzen. Darci MNC nebyli v ptibuzenském vztahu s darci
MSC. Od kazdého darce byla odebrano 9 ml plné krve do zkumavky s heparinem. MNC byly
ziskany pomoci gradientové centrifugace s vyuzitim separa¢niho média Ficoll-Paque. Krev byla
nafedéna v poméru 1:1 s PBS a promichana, poté byla opatrné navrstvena na separa¢ni médium
Ficoll-Paque v poméru 1:1. Zkumavky byly pfeneseny do centrifugy a centrifugovany (1000g/15
min za pokojové teploty, rychlost rozjezdu a brzdéni 6). Po centrifugaci byl stazen ,,buffy coat™ do
nové 50ml falkony, kde byl doplnén do 30 ml PBS a opét centrifugovan (480g/10 min za pokojové
teploty, stupeit brzdy a rozjezdu 9). Po centrifugaci byl odstranén supernatant a peleta byla
rozvolnéna v Iml RPMI + 10 % pHPL. Koncentrace bunék byla zméfena na hematologickém
analyzatoru. Bylo uréeno mnoZstvi suspenze obsahujici 1x10° bunék.

3.2.6 Smichani bunék pied provedenim imunomodulaénich testu

Bylo rozmrazeno 5 Sarzi MSC, které byly oznaceny jako MSC 1-5. Pro vytvoteni ,,poolované¢ho*
vzorku oznaceného jako MSC6 bylo z kazdé jednotlivé Sarze (MSC 1-5) odebrano 300ul a
smichano ihned po rozmrazeni. VSechny vzorky MSC byly po rozmraZeni cca tyden kultivovany.
Po tydenni kultivaci se provedla pasaz bunék. Poolovany vzorek MSC7 byl vytvofen odebranim a
smichanim 300ul ze vzorkt MSC1-5 po pasazi, které byly nafedény na stejnou koncentraci, takze
jejich mnozstvi bylo stejné. Po pasazi byl uren pocet bunck na hematologickém analyzatoru a
bylo vypocitdno odpovidajici mnozstvi bunééné suspenze tak, aby kazd4d zkumavka MSCI1-7
obsahovala 0,5x10° MSC.
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Do vSech zkumavek s MSC bylo pfidano stejné mnozstvi — 1x10° MNC. Buiiky tedy byly smichany
v poméru MNC:MSC = 2:1. Pro stimulaci bunék byl vyuZit phytohemaglutinin (PHA) v
koncentraci 10pg/ml. Do vSech zkumavek bylo doplnéno vypocitané mnozstvi média (RPMI + 10
% pHPL), aby byl po piidani bun¢k celkovy objem 1ml (tj. mnozstvi suspenze MNC + mnoZzstvi
suspenze MSC — 1000 = mnoZzstvi média). Do zkumavek s negativni kontrolou MNC bylo pfidano
pouze kultivaéni médium. Bunky byly zvortexovany a spolecné kultivovany v inkubatoru po dobu
96hod. Po uplynuti doby kultivace byl z kazdé zkumavky odebrany vzorky pro provedeni
imunomodulacich testli. Schéma experimentu je piehledné zobrazeno na obrazku 5.
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MSCI1 MSC2 MSC3 MSC4 MSC3S MSC6 MSC7
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activation markers cell proliferation metabolic activity cell growth
(flow cvtometry) (BD Cell Cycle test) (Alamar Blue) (xCELLigence)

Obrazek 5 — Schéma poolovani jednotlivych Sarzi MSC
(ptevzato z vlastni publikace, (Hejretova et al. 2020)

3.2.7 Méfeni imunomodulaéniho potencialu MSC

Po ctyfdenni kokultivaci MSC s MNC byla zméfena exprese aktivacniho markeru CD25 na
CD3+CD4+ buiikach. Zkumavky byly zvortexovany a z kazdé bylo odebrano 200ul do zkumavky
12 x 75 mm. Do kazd¢ byly ptidany protilatky — 5Sul od kazdé: CD45-Krome Orange, CD3-PerCP,
CDA4-Pacific Blue, CD25-APC. Po 15minutové inkubaci ve tm¢, byly zcentrifugovany (350g/5 min
za pokojové teploty). Po centrifugaci byl slit supernatant a peleta rozvolnéna v 300ul PBS. Takto
byla zkumavky vlozena do cytometru FACS Canto II. Nejdiive byly méfeny negativni kontroly,
kde je hodnota exprese CD25 pod 5 %. Podle negativni kontroly byl nastaven gate pro stanoveni
CD25 u ostatnich zkumavek. Exprese CD25 byla stanovena jako MFI (mean fluorescence
intensity) a byl vypocten rozdil v expresi CD25 mezi jednotlivymi Sarzemi MSC 1-7.
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3.2.8 Porovnani metabolické aktivity MSC

K porovnani metabolické aktivity kokultivovanych MSC byla vyuZit proba Alamar Blue. K
bunécné suspenzi (200ul) bylo ptidano 20ul Alamar Blue na 96jamkovou mikrotitracni desticku v
doubletech a vzorky byly opatrné promichany. Buniky byly inkubovany 4 hodiny v inkubatoru s 5
% CO2 pifi 37°. Poté byl meéfen fluorescencni signal (excitace 540/35, emise 590/20)
metabolizovaného Alamar Blue na Synergy HT. Jako negativni kontrola byla pouZzit Alamar Blue
v kultivaénim médiu.

3.2.9 Porovnani bunééné proliferace

K analyze bun&¢né proliferace byl vyuzit BD Cycletest™ Plus DNA Reagent Kit. K analyzovanym
vzorkiim byly postupné pifiddvany jednotlivé roztoky — roztok A (poté inkubace 10 minut
v pokojové teplot¢), roztok B (inkubace 10 minut RT) a roztok C (10 minut inkubace v chladu). Po
inkubaci byly vzorky zméfeny na pritokovém cytometru BD FACS Canto II (BD Bioscience, San
Jose, USA) a analyzovany v softwaru Multicycle AV (Phoenix Flow system).

3.2.10 Porovnani bunééného rustu

xCELLigence RTCA DP instrument byl vyuzit k porovnani bunééného ristu mezi Sarzemi MSC.
Software stanovuje bunécny index (cell index, CI) jako relativni zménu v naméfené impedanci.
MSC (10000 bungk/jamka) byly nasazeny na E-plate (ACEA Biosciences, San Diego, USA)
v kvadruplikatech. Bunéény riist byl monitorovan po dobu 168 hodin, pfi¢emz kazdych 12 hodin
byly zaznamenavany zmény ristu.

3.3  Porovnani kompozice Sarzi MSC

Kontrola povrchovych markeri MSC je provadéna pritokovou cytometrii po kazdé pasazi.
K ovéteni imunofenotypu MSC jsou stanovovany pozitivni a negativni markery. K suspenzi MSC
byly pfidany protilatky: CD105-FITC, CD90-APC, CD45-BV510, CD3-PerCP, 7-actinomycin,
CD19-PC7, CD13-APC, HLA-DR-Pacific Blue, CD14-APCCy7, CD73-PE. Poté¢ byly bunky
inkubovany (15 min ve tmé za pokojové teploty). Po inkubaci byly promyty PBS a centrifugovany
(350 g/5 min/20 °C). Peleta byla poté resuspendovana v 300 pul PBS a zméfeny na pratokovém
cytometu BD FACSCanto II. Cistota populace je hodnocena pomoci stanoveni rezidualnich
leukocytti, tj. CD45 pozitivnich eventll. Viabilita je urcena prostupnosti 7AAD proby, které
prochdzi pouze poskozenou membranou mrtvych bunék.
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3.4 Sledovani kinetiky rekonstituce iNKT po alogenni transplantaci
3.4.1 Odbér vzorki a soubor pacienti

Invariantni NKT lymfocyty byly ziskdny z odbérti periferni krve pacientd po transplantaci
hematopoetickych kmenovych bun¢k na Hematologicko-onkologickém oddéleni FN Plzen. Do
studie bylo zatfazeno celkem 22 pacientl, z toho 10 zen a 12 muzd, ktefi podstoupili alogenni
transplantaci krvetvornych bunék pro hematologickou malignitu v obdobi od fijna 2019 do ¢ervna
2020. Cilem bylo ziskat od kazdého pacienta celkem 8 vzorkli iINKT v pfedem definovanych
Casovych timepointech. Krev Dbyla odebirana vramci rutinnich krevnich odbéra
v potransplantacnim obdobi na transplantacnim oddéleni HOO, pozdé¢ji v priibéhu navstév na
transplantacni ambulanci. Kontrolni vzorky byly ziskany z periferni krve 4 zdravych dobrovolniki.
Vsichni ucastnici studie podepsali informovany souhlas schvaleny spolecnou etickou komisi LF
UK v Plzni a FN Plzen.

Celkem bylo vySetteno 146 vzorkli. Kompletni pocet odbért (tedy 8) se podafilo uskutecnit u 11
pacientll. V nékolika ptipadech nebylo mozné krevni vzorky ziskat, protoze v o¢ekavaném obdobi
neprobéhla kontrola v transplanta¢ni ambulanci a nabér se neuskutecnil. U 5 pacienti nebylo
mozné ziskat kompletni sadu vzorkil z divodu umrti v pribéhu sledovaného obdobi. V piipadé
nedetekovatelnych piipadné extrémné nizkych hodnot leukocyti byly vzorky jiZz priméarné
vylouceny z méfeni. V timepointech s neméfitelnymi hodnotami leukocytti jsme ptedpokladali i
nedetekovatelné pocty iNKT.

Median véku byl pacientii 57,5 (39-70). Indikaci k transplantaci byla ve 12 ptipadech akutni
myeloidni leukémie, ve 3 ptipadech myelodysplasticky syndrom, také ve 3 piipadech mnohocetny
myelom. Zbyl¢ tfi ptipady byly indikovany pro velkobunécny B-lymfom, chronickou lymfatickou
leukémii a myelofibrozu. Ve 14 piipadech byl donorem hematopetickych bun¢k neptibuzny darce
z registra darct krve, ve 2 pripadech byl donorem ptibuzny pacienta a v 6 ptipadech se jednalo o
haploidentickou transplantaci od ptibuzného pacienta. Pfi tom shoda v HLA znacich mezi darcem
a ptijemcem byla ve 13 ptipadech 10/10, ve 2 ptipadech byla shoda 9/10 a v jednom ptipadé byla
akceptovana shoda 8/10. V 21 ptipadech byly podény pacientim periferni kmenové bunky, pouze
1 pacient obdrzel bunky ziskané odbérem kostni dfené. Redukovana chemoterapie (conditioning)
ve slozeni fludarabin + melphalan byla podana 9 pacientim. Zbylych 13 pacient obdrzelo plnou
myeloablativni chemoterapii ve sloZeni busulphan + cytarabin (3) nebo busulphan + fludarabin
(10). V 16 piipadech byla ptipravna chemoterapie doplnéna o antithymocytarni globulin, 6
pacienti ji neobdrzelo. K rozvoji GvHD doslo u 13 pacientil. Z toho 2 pacienti GVHD 1.stupné, 9
pacientd GvHD 2.stupné¢ a 2 pacienti GvHD 3.stupné.

3.4.2 Zpracovani vzorkii a méreni pritokovou cytometrii

Z EDTA zkumavky byl pfenesen Iml krve do zkumavky 12 x 75 mm. Nejdiive byly zlyzovany
erytrocyty pomoci lyzacniho ¢inidla (4 ml ammonium chlorid). Poté byla zkumavka
centrifugovany na 350g/5 minut/20°C. Po centrifugaci byl odstranén supernatant a peleta byla
rozvolnéna ve 100ul PBS. Byly pfidany protilatky CD3-FITC, CD4-APCCy7, CD8-PE, CD45-
BV510, CD3-FITC, TCRVB11-APC, TCRV a24] al8-BV421, CD62L-PECy7, 7AAD. Po
opatrném promichani byla zkumavka s protildtkami inkubovana 20 minut ve tmég. Poté byl ptidan
Iml lyza¢niho ¢inidla a zkumavka byla opét inkubovéana 5 minut ve tmé. Poté bylo pfidano 2 ml
PBS a vzorek byl zcentrigugovan (350g/5 min za pokojové teploty). Po odstranéni supernatantu
bylo ptidano 300ul PBS a zkumavka byla vlozena k méteni do pritokového cytometru BD FACS
Canto II.
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Tabulka 6 — Seznam protilatek pro detekci invariantnich NKT lymfocytil

Protilatka |[CD45 |CD3 [TCRVPB1l [TCR Va24-7AAD [CD4 CD8 [CD62L
Jal8
Fluorofor BV510 [FITC |APC BV421 INA APCCy7 PE |PECy7

Po zméteni na pritokovém cytometru FACS Canto II byly vzorky analyzovany v softwaru FlowJo,
LLC. Graficky jsou jednotlivé buiiky (¢ili ,,eventy*) zobrazeny v dot plotech. Zde jsou rozlozeny
na zaklad€ jejich scatter vlastnosti nebo intenzity fluorescence navazanych protilatek. Prvnim
krokem analyzy je manudlni vybér gatu leukocytl, coz je krok, ptfi kterém se z analyzy vylouci
bunécny detritus a zlyzované erytrocyty. Dalsi analyza probiha po vybéru v gatu lymfocytu.
Leukocyty a lymfocyty jsou gatovany na zakladé¢ kombinace svych side a forward scatter
vlastnosti. Jako T-lymfocyty jsou gatovany buiiky exprimujici CD3+ antigen. Viabilita bun¢k je
potvrzena diky odfiltrovani 7AAD pozitivnich bunék. Pro detekci iINKT se pouziva gate
kombinujici dvé specifické protilatky, které jsou kombinovany se silnymi fluorofory (TCRVp11-
APC aTCR Va24-Ja18-BV421). Dalsi subpopulace iNKT, single pozitivni CD4+, CD8+ a double
pozitivni CD4+8+, byly kvantifikovany pomoci kiizového gatu na populaci iNKT. V poslednim
gatu byla v populaci iNKT stanovovana exprese CD62L. Gatovaci strategie je prehledn€ zobrazena

na obrazku 6.
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protilatek TCRV11-APC a TCR Vo24-Ja18-BV421; kvantifikace CD4+, CD8+ a DN
subpopulaci iNKT (FlowJo, LLC)
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Kromé stanoveni iNKT byla také hodnocena exprese CD1d na antigen prezentujicich bunkéch,
konkrétné na monocytech. Toto hodnoceni probihalo v ramci diagnostického stanoveni zastoupeni
lymfocytarnich subpopulaci. Postup barveni odpovida postupu pro stanoveni iNKT, protilatky se
vSak davaji pfimo do 100pul periferni krve a nasleduje lyza 1ml lyza¢niho roztoku po dobu 15
minut. Panel pro imunomonitoraci (CD19, CD4, CD8 CD3/CD16+56+) byl pro ucely studie
rozsiten o protilatku CD1d-APC. Exprese CD1d byla stanovovana v gatu monocytarnich bunék.
Zpusob vymezeni monocytarni populace je zobrazen na obrazku 7. Vysledky jsou prezentovany
jako MFI (medidn intenzity fluorescence) protilatky CD1d na monocytech. Analyza probihala
v softwaru FlowJo.
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Obrazek 7 — Vymezeni monocytarni populace na zakladé€ side a forward scatter vlastnosti —
porovnani zobrazeni v n¢kolika variantach grafického zobrazeni (FlowJo, LLC)

3.5  Srovnani imunomodulaéniho potencidlu MSC a iNKT
3.5.1 Izolace iNKT bunék

Invariantni NKT buiiky byly izolovany z mononuklearnich bun¢k (MNC) zdravych dérct. VSichni
darci podepsali informovany souhlas schvaleny spolecnou etickou komisi Lékatské fakulty v Plzni
a Fakultni nemocnice Plzen. Mononuklearni buiiky byly ziskany pomoci gradientové centrifugace
s vyuzitim separa¢niho média Ficoll-Paque. Z této frakce byly pozitivni selekci s vyuzitim
magneticky znacenych protilatek (Anti-INKT MicroBeads, human; Miltenyi Biotech) ziskany
iINKT bunky. Ty byly poté nasazeny spolu s autolognim ozafenym feederem (MNC ozarené 25
Gy) v poméru 1:1. Pro aktivaci byl pfidan IL-15 (Miltenyi Biotech; finalni koncentrace 150 IU/ml)
a a-GalCer (Cayman Chemical; findlni koncentrace 100ng/ml). Buiiky byly takto kultivovany po
dobu 14 dni v 5 % CO2 a 37°C. Kazdy 3-5 den byl aplikovan Cerstvy IL-15 (findlni koncentrace
150 IU/ml).

3.5.2 Kultivace mezenchymalnich kmenovych bunék

Postup izolace a kultivace MSC byl obdobny jako v pfedeslém pokusu (viz kapitola 3.2.2).

3.5.3 Imunomodulaéni vlastnosti MSC a iNKT

Pro porovnani byly nejprve izolovany mononuklearni buiiky zdravych dérct, které byly natfedény
na koncentraci 2x10e6/ml v  RPMI médium s pridavkem FBS. Pro stimulaci byl vyuzit
phytohemaglutinin (PHA) v koncentraci 20ug/ml. Do takto pfipravené suspenze byly piidana

suspenze MSC ¢1 iNKT v koncentraci 1x10e6/ml. Buniky byly smichany v poméru 2:1 a spolecné
kultivovany po dobu 96hod. Do kontrolnich bun¢k bylo ptidano pouze kultivaéni médium. Po
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uplynuti doby kultivace byl z kazdé zkumavky odebran vzorek pro stanoveni exprese aktivacniho
markeru CD25. Grafické schéma experimentu viz obrazek 8.
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Obrazek 8 — Grafické schéma experimentu porovnani imunomodulaénich vlastnosti MSC a iNKT

3.5.4 Stanoveni exprese CD25

Viz kapitola 3.2.7.

3.6 Zpracovani dat

Flowcytometrické analyzy byly provedeny v softwaru FlowJo, LLC. Ke grafickému zpracovani
dat byl vyuzit program Microsoft Excel. Statistické vyhodnoceni bylo provedeno ve spolupréci
s Ing. Martinem Lebou z Fakulty aplikovanych véd Zapadoceské univerzity v Plzni. Data byla
zpracovana s pouzitim softwaru MatLab (The MatWorks, Inc., USA). Ke zhodnoceni statistickych
rozdill mezi skupinami v souboru MSC byl zvolen neparametricky Mann-Whitney U-test na
hladin¢ vyznamnosti p <0,05. Korelace sledovanych parametrii byla stanovena vyhodnocenim
Pearson korelacniho koeficientu. Koeficient vétsi nez 0,8 a p <0,05 byly povazovany za
signifikantni.

41



4. Vysledky

4.1. Srovnani single donor a poolovanych pripravka MSC

4.1.1 Kultivace a kontrola imunofenotypu MSC

MSC byly kultivovany piiblizné¢ 14 dni, tfikrdt pasdZovany a poté zamrazeny. Klasicky
fibroblasticky tvar MSC se objevil po 5-7 dnech kultivace a zlistal konzistentni po celou dobu
kultivace. Po kazdé pasazi byl kontrolovan imunofenotyp pratokovou cytometrii, MSC vykazovaly
ocekavanou expresi pozitivnich 1 negativnich markert jiz po prvni pasazi, po druhé pasazi bylo
dosazeno Cistoty buné¢né linie pies 99 %. Viabilita bunék dosahovala ptes 90 % pfti kazdé pasazi.
Zamrazeni bun€k neovlivnilo expresi zddného z povrchovych markeri MSC v zadné ze

sledovanych Sarzi — viz obrazek 9.
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4.1.2. Méreni imunomodulaéniho potencialu MSC

Mononuklearni buniky vSech déarct byly aktivovany ptfiddnim PHA. Medidn exprese CD25 po
aktivaci byl na T-lymfocytech (CD3+ buiniky) MFI = 53.587 (rozmezi 41.473 — 65.970). Po pfidani
MSC poklesla exprese CD25 ve vSech vzorcich, median MFI = 27.125 (rozmezi 24.478 —30.916)
— viz tabulka 7. Ve vSech sledovanych Sarzich doslo k poklesu exprese CD25 o vice nez 40 %.
Mezi Sarzemi jednotlivych darct a poolovanymi vzorky nebyl prokazan signifikantni rozdil — viz
obrazek 10.

Tabulka 7 — Exprese CD25 na CD3+ lymfocytech po aktivaci PHA

Median MFI of CD25 SD
MNC (CONTROL) 53.184 27.284
NMC + MSC1 27.359 13.950
MNC + MSC2 30.916 15.559
MNC + MSC3 24.884 15.536
MNC + MSC4 30.294 14.930
MNC + MSC5 24.478 12.782
MNC + MSC6 25.319 12.240
MNC + MSC7 27.125 13.651

Poznamka — data jsou prezentovana jako medidn intenzity fluorescence
(MFI = mean fluorescence intensity) + standartni odchylka (SD = standard deviation)
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Obrazek 10 — MFI (Mean fluorescence intensity) exprese CD25 na CD3+ buiikach
Data jsou prezentovana jako median + standartni odchylka (SD = standard deviation)
(obrazek ptejat z vlastni publikace Hejretova et al., 2020)
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4.1.3 Porovnani metabolické aktivity

Analyza s vyuzitim Alamar blue prokézala signifikantni rozdil v poklesu fluorescence mezi vzorky
pouze se stimulovanymi MNC (median fluorescence = 4.034+578) a vzorky, do nichZ byly ptfidany
MSC (median fluorescence = 2.556+515). Pfedpokladame, Ze sniZeni fluorescence po pfiddni MSC
je dano sniZenim proliferace a snizenim celkového poctu buné€k spiSe neZ sniZzenim bunécéného
metabolismu. Nebyly pozorovany signifikantni rozdily mezi vzorky Sarzi od jednotlivych déarct a

poolovanymi SarZzemi — viz obrazek 11.
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Obrazek 11 — Hodnoty fluorescence Alamar Blue — srovnani kontrolniho vzorku stimulovanych
MNC a vzorkt po pridani MSC. Data jsou prezentovana jako median + standartni odchylka (SD
= standard deviation) (obrazek piejat z vlastni publikace Hejretova et al., 2020)

4.1.4 Porovnani bunéc¢né proliferace

Jako proliferujici buiiky byly secteny buniky v G2/M a v S fazi bunééného cyklu. Ve vzorcich pred
pridanim MSC byl median proliferujicich bun¢k 45 %. Po ptidani MSC doslo k poklesu proliferace
ve vSech sledovanych vzorcich (median poklesu o 31 %; rozmezi 31-36 %). Nebyl pozorovan
statisticky signifikantni rozdil mezi vzorky od jednotlivych darcti a poolovanymi vzorky — viz

obrazek 12.
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Obrazek 12 — Pocet bunck v G2/M a S fazi bunééného cyklu
Data jsou prezentovana jako median + standartni odchylka (SD = standard deviation)(obrazek
pfejat z vlastni publikace Hejretova et al., 2020)




4.1.5 Porovnani bunécéného rustu

Bunéény rist mezi vzorky MSC1-MSC7 jsme porovnévali na zdkladé zmén bunééného indexu
(cell index, CI). Mezi jednotlivymi vzorky byly pozorovany statisticky signifikantni rozdily
v rychlosti rstu. Nejrychlejsiho ristu dosdhly bunky ve vzorku MSC6 (CI = 4050 %),
nejpomalejSiho bunky ve vzorku MSC3 (Cl= 722 %) — viz obrazek 13. Nicmén¢ navzdory rozdilné
rychlosti rlstu bunécnych populaci, nenalezli jsme asociaci mezi rychlosti rdstu a
imunomodula¢nim potencidlem bunék v ostatnich provedenych testech.
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Obrazek 13 — Porovnani rychlosti bunééného riistu mezi Sarzemi MSC1-MSC7; vlevo v prabéhu
96 hodin, vpravo v pribehu 162 hodin kultivace
Data jsou prezentovana jako medidn + standartni odchylka (SD = standard deviation)
(obrazek ptejat z vlastni publikace Hejretova et al., 2020)
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4.2.  Porovnani kompozice Sarzi LP MSC

Lécivé piipravky jsme rozdélily podle data vyroby na starsi (do roku vyroby 2016 vcetn¢), které
jsou oznaceny jako MSC A1-A10, a novéjsi (od roku 2017), oznacené jako MSC B1-B10. Bylo
porovnano celkem 20 Sarzi 1é¢ivych piipravki MSC od riznych déarct. Ptitom vzdy plati 1 darce
=1 Sarze MSC. Byly zvoleny ty SarZe, ze kterych byl vyroben nejvétsi pocet 1éCivych pripravki.
Krom¢ tohoto parametru nebyl vybér blize specifikovan. VSechny MSC byly izolovany,
kultivovéany, poté zamrazeny a uchovavany v kryokontejnerech. Pfed vyrobou 1é€ivych piipravki
byly rozmrazeny a rekultivovany dle podminek spravné vyrobni praxe. Z jednotlivych Sarzi MSC
bylo ptipraveno 4-11 1é¢ivych ptipravki.

Sledovali jsme variabilitu jednotlivych 1é¢ivych piipravki v ramci kazdé z Sarzi jednotlivé a poté
jsme je vzajemné porovnali. Zajimala nés intraSarzova a interSarzova variabilita. Sledovanymi
parametry byly celkovy zisk MSC, viabilita bunék, ¢istota bunécné linie a imunofenotyp MSC.
Vysledky jsou prezentovany v tabulkach 8—10.

Tabulka 8 — Porovnani celkového zisku MSC

Starsi Sarze A1-A10 Novéjsi Sarze B1_B10
SARZE POCETLP Celkovy poéet MSC (x10e6) SARZE POCETLP Celkovy pocet MSC (x10e6)
MIN MAX MEDIAN MIN MAX MEDIAN
Al 4 5,92 6,18 6,08 B1 7 2,17 5,67 5,31
A2 7 5,61 8,29 6,26 B2 7 2,00 2,88 2,58
A3 6 5,48 8,90 6,50 B3 11 1,84 3,30 2,36
A4 6 5,10 7,52 6,51 B4 10 3,13 5,64 4,68
A5 7 3,14 6,11 4,60 B5 6 3,14 5,25 3,97
A6 6 2,21 3,66 2,71 B6 8 2,75 3,83 3,32
A7 6 1,73 2,79 1,99 B7 10 2,25 5,32 4,31
A8 6 3,00 4,27 3,36 BS 6 2,64 3,78 2,91
A9 6 2,17 4,59 3,79 B9 4 1,09 1,68 1,13
A10 6 2,75 5,34 4,55 B10 4 1,88 2,43 2,13

Pozn. — data jsou prezentovana jako celkovy pocet bungk MSCx10%/den kultivace/aliquot

Celkovy zisk bunék se mezi star§imi Sarzemi A1-A10 pohyboval v rozmezi 1,73 — 8,90 x10%na 1
den kultivace a 1 aliquot. Zisk u nov¢&jsich Sarzi B1-B10 se byl v rozmezi 1,09 — 5,67 x10° bunék.
Mnozstvi vyrobenych bun€k tedy vykazovalo relativné velkou variabilitu, nicméné u vSech
jednotlivych 1é¢ivych piipravki byla vzdy splnéna minimalni terapeuticka davka, ktera ¢ini 1 x 10°
MSC na 1 kg hmotnosti pacienta. Piipravky z nov¢jSich Sarzi bunék dosahovaly mirné nizsich
vytezku.

Tabulka 9 — Porovnani viability bunék po rekultivaci

VIABILITA
Starsi Sarze Novéjsi Sarze

SARZE LP MIN MAX MEDIAN |SARZELP MIN MAX MEDIAN
Al 98,70 99,40 99,30 B1 98,90 99,70 99,50
A2 96,50 99,50 97,60 B2 97,00 99,70 98,90
A3 98,40 100,00 99,45 B3 97,80 99,90 99,50
A4 98,60 99,60 99,30 B4 98,60 99,80 99,60
A5 98,60 100,00 99,30 B5 99,00 99,70 99,55
A6 98,80 99,30 99,00 B6 96,80 99,90 99,60
A7 98,70 99,80 99,05 B7 97,00 99,50 99,10
A8 99,00 99,70 99,30 B8 95,50 99,50 99,20
A9 98,40 99,75 99,10 B9 98,80 99,50 99,30
A10 98,90 99,50 99,30 B10 99,40 99,70 99,70

Pozn. — data jsou prezentovana v %
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Tabulka 10 — Porovnéni Cistoty bunééné linie po rekultivaci

CISTOTA BUNECNE LINIE
Starsi Sarze Novéjsi Sarze
SARZELP MIN MAX MEDIAN | SARZELP MIN MAX MEDIAN
Al 99,00 100,00 99,50 B1 99,60 100,00 99,90
A2 98,70 100,00 99,70 B2 99,90 100,00 99,90
A3 97,30 99,90 99,20 B3 99,70 100,00 99,90
Ad 96,10 100,00 99,65 B4 99,90 100,00 99,90
A5 94,00 100,00 98,90 B5 100,00 100,00 100,00
A6 99,00 100,00 100,00 B6 99,90 100,00 99,90
A7 99,70 100,00 100,00 B7 95,00 100,00 100,00
A8 99,00 100,00 100,00 B8 99,60 100,00 99,75
A9 96,00 100,00 99,90 B9 99,70 99,90 99,80
A10 96,00 100,00 99,95 B10 99,60 99,90 99,90

Pozn. — data jsou prezentovana v %

V ostatnich sledovanych parametrech byla intraSarzova i interSarzova variabilita mezi piipravky
velice nizka. Buniky ve vSech vyrobenych LP dosahovaly vysoké viability u starSich Sarzi v rozmezi
96,5 — 100 % a u nove¢jSich Sarzi v rozmezi 95,5 — 99,9 %. Obdobné bylo dosahovano vysoké
Cistoty bunécné linie s rozmezim 94,0 — 100 % u starSich Sarzi a 95,0 — 100 % u novéjsich Sarzi.
V zddném ze sledovanych parametri nebyla pozorovana vyznamna odchylka bun¢k od
standardniho  imunofenotypu MSC. Porovnani exprese pozitivnich 1 negativnich
imunofenotypickych markerit MSC je dokumentovano v ptiloze 5 této prace.

47



4.3 Rekonstituce iNKT

4.3.1 Kinetika rekonstituce iNKT

Na zaklad¢ detekce specifickych protilatek (TCRVB11-APC; TCR Voa24-Jal8-BV421) byly
prutokovou cytometrii detekovany iNKT ve vySe zminénych timepointech po aloHSCT (viz tab.
11) a byla sledovana dynamika jejich regenerace jednotlivé pro kazdého z 22 pacientli zafazenych

do studie.

Tabulka 11 — Pocet vySetienych vzorka a kvantita iNKT v timepointech po aloHSCT

Timepoint Priblizny odstup od aloHSCT (dny) Pocet vySetfenych vzorkd Median iNKT/ml
1 30 21 213
2 60 22 162
3 75 19 161
4 90 17 210
5 105 16 237
6 120 18 170
7 150 16 211
8 180 17 423

Absolutni mnozstvi iNKT dosahovalo pomérné velkého rozptylu. Medidn poctu iNKT se u
pacientii pohyboval od 29 do 851 bunék/ml. Pfitom absolutni rozpéti sahalo od minimélnich hodnot
0-351 bunék/ml az po maximalni hodnoty 154-6511 bun¢k/ml. Konkrétni hodnoty medianti a
rozpéti pro jednotlivé pacienty jsou uvedeny v tab.12. U 7 pacientli doslo minimdln¢ v 1 ze
sledovanych timepointl k detekci nulovych hodnot iNKT (celkem u 13 vzorkl) a to navzdory
tomu, ze v téchto timepointech byly hladiny leukocyt a lymfocytii u pacientii vzdy dostatecné
vysoké (dokumentovano v primarnich datech v ptiloze 1).
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Tabulka 12 — Absolutni mnozstvi iNKT detekované u pacientt po aloHSCT
Pocet iNKT/ml

Median Min Max
Pacient 1 249 86 1816
Pacient 2 175 123 278
Pacient 3 57 26 252
Pacient 4 46 6 799
Pacient 5 35 0 154
Pacient 6 113 108 564
Pacient 7 291 36 2784
Pacient 8 329 50 1148
Pacient 9 29 0 950
Pacient 10 88 0 716
Pacient 11 634 0 4958
Pacient 12 318 65 5804
Pacient 13 432 0 1436
Pacient 14 269 0 778
Pacient 15 165 67 516
Pacient 16 851 189 1292
Pacient 17 442 0 988
Pacient 18 169 70 265
Pacient 19 849 351 6511
Pacient 20 275 56 446
Pacient 21 185 134 237
Pacient 22 144 15 286

Ukézalo se, Ze kinetika regenerace iNKT po aloHSCT neni ve linedrni a nestoupd s nardstajicim
¢asem od transplantace adekvatné k vzestupu leukocytl. Pfevazné linearni vzestupny trend poctu
iINKT pievazoval pouze u 4 pacientii (P3, P4, P8, P14). Naopak ve 4 ptipadech (P5, P7, P9, P13)
mél pocet iNKT sestupnou tendenci. iNKT 5 pacientt (P2, P16, P17, P20, P22) vykazovaly
relativné stalou dynamiku bez vétSich vykyvu, naopak u 9 pacientti (P1, P4, PS5, P9, P10, P11, P12,
P15, P19) doslo ve sledovaném obdobi k vyraznému skoku o desitky az stovky procent, ktery byl
poté opét nasledovan poklesem. U 4 pacientli nebylo ziskdno dostatecné mnozstvi vzorki (3 a
méng) pro vyjadieni ke kinetice iNKT (P6, P16, P18, P21). Na obrazku 14 jsou zobrazeny
reprezentativni piiklady kinetiky regenerace iNKT. Primarni data a piehledné grafy pro jednotlivé
pacienty zatazené do studie jsou zobrazeny v piiloze 1.
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Obrazek 14 — reprezentativni priklady kinetiky iNKT po aloHSCT (FlowJo, LLC)
4.3.2 Stanoveni subpopulaci iNKT

iINKT byly dale charakterizovany z hlediska imunofenotypu. Byly kvantifikovany CD8+, CD4+, a
double negativni (DN) subpopulace. Zastoupeni CD4+ bunék se pohybovalo v rozpéti 0-50 %,
CD8+ bunék v rozpéti 1-87% a dvojité negativnich 0-87% z celkového poctu iNKT. V souboru
dominovaly CD8+ buriky a to u 13 pacientl (to odpovida 59 % pacientil), z toho u 9 pacientl byla
prevaha vyrazna a CD8+ ptesahovaly 70 % zastoupeni iNKT. Pouze u 3 pacient ptevazovaly
CD4+ INKT a u 5 DN iNKT. Procentudlni rozlozeni subpopulaci pro jednotlivé pacienty je
dokumentovéano v tab. 13. Jsou prezentovany mediany hodnot vSech vySetfenych timepointd,
minimalni a maximalni hodnoty pro jednotlivé pacienty. Na obrazku 13 je zobrazeno
reprezentativni porovnani téchto subpopulaci u pacienta v ¢asné fazi po aloHSCT a u zdravého
dobrovolnika. Primarni data jsou dokumentovéna v pftiloze 2.
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Tabulka 13 — Procentualni zastoupeni subpopulaci iNKT na zakladé¢ jejich exprese CD4 a CD8
antigentl; exprese CD62L

RozloZeni subpopulaci iNKT (% z iNKT)

CD8+ CD4+ CD4- CD8- (DN) exprese CD62L (MFI)

Pacient 1 71 17 10|Pacient 1 10
Pacient 2 72 14 18|Pacient 2 15
Pacient 3 83 0 11|Pacient 3 0
Pacient 4 33 42 O|Pacient 4 37
Pacient 5 18 43 19|Pacient 5 39
Pacient 6 1 3 87|Pacient 6 0
Pacient 7 36 18 45 |Pacient 7 12
Pacient 8 70 10 13|Pacient 8 11
Pacient 9 30 3 16|Pacient 9 3
Pacient 10 42 28 3|Pacient 10 20
Pacient 11 70 7 6|Pacient 11 3
Pacient 12 87 8 3|Pacient 12 3
Pacient 13 36 7 52|Pacient 13 4
Pacient 14 55 16 21|Pacient 14 12
Pacient 15 70 13 19|Pacient 15 5
Pacient 16 43 6 48|Pacient 16 6
Pacient 17 36 0 47|Pacient 17 0
Pacient 18 77 17 6|Pacient 18 16
Pacient 19 86 3 11|Pacient 19 2
Pacient 20 29 50 9|Pacient 20 31
Pacient 21 66 28 5|Pacient 21 29
Pacient 22 36 20 54|Pacient 22 18

Min 1 0 0 Min 0

Max 87 50 87 Max 39
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Obrazek 15 — Subpopulace iNKT — exprese CD4+ (osa x) a CD8+ (osa y), porovnani pacient
v Casné tazi po aloHSCT (vlevo) a zdravy dobrovolnik (vpravo) (FlowJo, LLC)

4.3.3 Stanoveni exprese CD62L na iNKT

Dale byla sledovana exprese CD62L na iNKT. Vymezeni casti populace iNKT (CD4+), ktera
vykazuje CD62L pozitivitu, je dokumentovana na obrazku 16. Medidny exprese CD62L napfic
sledovanou populaci pacienti se pohybovaly od 0 do 39 % bunck. U 16 pacienti byla exprese
minimdlné v jednom z vySetienych timepointi nedetekovatelnd — celkem se jednalo o 35
vySetienych vzorkl s nulovymi hodnotami. 17 pacientli mélo median exprese méné nez na 20 %
bunck a 3 pacienti dosahly nulového medianu exprese. Naopak jen u 5 pacientii byla exprese
detekovana na 50 ¢i vice procentech iNKT alespon v jednom z vySetfenych vzorkl (celkem se
jednalo o 9 vzorki).

Z celkového poctu 144 vysetienych vzorkid byla exprese CD62L nulova ve 26 % vzorkt. U 56 %
byla exprese pod 10%, u 76% pod 20% a v 94% nepiesahla 50%. Medidny a rozpéti exprese pro
jednotlivé pacienty jsou uvedeny v tabulce 13. Primarni data jsou uvedena v piiloze3.
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Obrazek 16 — kvantifikace exprese CD62L na iNKT; na ose x CD4-PB, na CD62L-PeCy7
(FlowJo, LLC)

52



4.3.4 Stanoveni exprese CD1d na monocytech

Byla stanovovana exprese CD1d na antigen prezentujicich bunkach, konkrétné na monocytech.
Bylo vyhodnoceno celkem 118 vzorkl od 22 pacienti, v timepointech, které odpovidaly odbérim
INKT. MFI CD1d na monocytech se pohybovalo v rozmezi od 80 do 924 (median 254) — grafické
znazornéni nizké a vysoké exprese viz histogramy na obrazku 17. Vysledky jsou prezentovany jako
MFI (median intenzity fluorescence). Exprese CD1d byla dynamicka, tj. v ¢ase se menila, nicméné
zmeéna byla nelinedrni. Primarni data jsou uvedena v ptiloze 4.
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Obrazek 17 — Exprese CD1d na populaci monocytii; na histogramu vlevo nizka exprese; vpravo

vysoka exprese (FlowJo, LLC)

Na obrazku 18 je zobrazena statistickd korelace hodnoty CD1d viici poétu iNKT. Ukézalo se, ze
hodnota CD1d nekoreluje s celkovym poctem iNKT v ¢ase odbéru. Vysledky Pearson koeficient
byl 0,04, nicméné vysledek neni signifikantni (p=0,68).
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Obrazek 18 — korelace MFI CD1d na monocytarni populaci viici po¢tu iNKT u pacientli po

aloHSCT
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4.4 Srovnani imunomodula¢niho potenciilu MSC a iNKT

Po kokultivaci aktivovanych MNC s MSC doslo k poklesu medianu intenzity fluorescence (median
fluorescence intensity, MFI) ve vSech vzorcich. Vysledna mira exprese CD25 se pohybovala v
rozmezi 3710-7951 (median MFI— 6041). Po kokultivaci aktivovanych MNC s iNKT doslo rovnéz
k poklesu MFI ve vSech sledovanych vzorcich a mira exprese CD25 byla v rozmezi 4435-6404
(median MFI — 5701). Jako kontrola byla stanovena mira exprese aktiva¢niho znaku CD25 na
suspenzi nespecificky stimulovanych MNC bez kokultivace s MSC/iNKT, ktery byl povazovan za
100 % miry exprese CD25. MFI kontrolnich vzorkd se pohybovala v rozmezi 822-15819 (median
MFI - 9974). Mira exprese CD25 na MNC po kokultivaci s MSC tedy poklesla v priméru o 39 %
a po kokultivaci s iNKT poklesla primérné o 43 % vuci kontrolnim vzorklim. Pro grafické
zobrazeni vysledku viz obrazek 14.
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Obrazek 18 - Exprese CD25 na nespecificky aktivovanych MNC po kokultivaci s MSC/iNKT

Vysvétlivky: CTRL — kontrola (odpovida 100% miry exprese CD25), MSC — MNC po
kokultivaci s mesenchymalnimi kmenovymi buitkami, iNKT — MNC po kokultivaci s
invariantnimi NKT lymfocyty, MNC — mononuklearni butiky, MFI — mean fluorescence intensity

*p=(0.01 +0.05>

% =(0.001 + 0.01>
k% p <= .001
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5. Diskuze

Moderni ptipravky bunécné terapie, které zasahuji do imunitnich procest, jsou nepochybné
soucasti budoucnosti 1é€by potransplanta¢nich komplikaci. Lze ocekévat, Ze bude ptibyvat
bunécnych populaci, které budou vyuzivany v 1écbé relapsu, SR-GVHD a v dalSich indikacich.
Zavadéni téchto novych 1écebnych modalit do klinické praxe musi pfedchéazet fada preklinickych
studii a optimalizace vyrobnich a aplikacnich postupti.

Prvni ¢ast této prace je zamétfena na vliv kompozice léCivych piipravki, které jsou vyrabény
z mesenchymalnich kmenovych bun€k, na jejich vlastnosti a imunomodula¢ni potencial. Porovnali
jsme dvé skupiny Sarzi MSC z riznych obdobi vyroby — Sarze, jejichZz meziprodukty byly vyrobeny
mezi lety 2013-2016, s druhou skupinou, kterd byla vyrabéna od roku 2017. Kazda jednotliva Sarze
pochézela od odlisného darce. Celkem jsme porovnali 20 Sarzi z hlediska celkového zisku bung¢k,
Cistoty bunécné linie, viability a imunofenotypu rekultivovanych a expandovanych MSC po
kryokonzervaci. Zajimaly nas rozdily mezi star§imi a nov¢j$imi Sarzemi, dale rozdily mezi Sarzemi
vzajemn¢ a také, jak se mezi sebou lisi jednotlivé 1éCivé ptipravky vyrobené z jedné Sarze — tedy
intraSarzova variabilita. Uk4zalo se, ze ndmi vyrobené 1é€ivé ptipravky dosahuji nizké variability
z hlediska vétsiny sledovanych parametri. Odchylky z hlediska Cistoty linie MSC a viability bunék
nepiesahly 6 % a variabilita v zastoupeni imunofenotypickych markerd MSC na bunkach se
pohybovala v rozmezi od 0 do 4 %. Nicmén¢ pomérné velky rozptyl jsme zaznamenali v celkové
vyrobni davce MSC. Rozdily mezi jednotlivymi Sarzemi dosahovaly od 1,09 az do 8,90 x10°
bunék/aliquot/den kultivace. Pfitom ptipravky z novéjSich Sarzi buné€k dosahovaly mirné nizsich
vytézkl. Predpokladdme, Ze tento rozptyl mize byt ovlivnén drobnymi odchylkami ve vyrobnim
postupu, napiiklad zménou typu destickového lyzatu. U novych Sarzi MSC se vyuzivaji
deleukotizované trombocyty z aferézy resuspendované v ndhradnim roztoku (TADR). Tato zména
neovlivnila splnéni pozadované davky a zaroven dalsi vlastnosti MSC. Navzdory variabilité¢ mezi
Sarzemi byla u vSech jednotlivych 1é€ivych ptipravkl vzdy splnéna minimalni terapeuticka davka,
ktera ¢ini 1 x 10° MSC na 1 kg hmotnosti pacienta a zisk MSC v 1é¢ivych piipravcich vyrobenych
z jedné Sarze byl variabilni mnohem méné. To sv&dci pro vétsi konzistenci MSC vyrobenych
z jedné vyrobni Sarze.

Jednim ze zpUsobt, jak zvysit standardizaci 1é¢ivych ptipravkl a snizit jejich interindividudlni
variabilitu je ,,poolovéani* produkt. Poolované ptipravky jsou vytvofeny smichanim bunck od
n¢kolika darct, ,single-donor” ptipravky jsou pfipravovany zbunék jednoho darce.
Standardizovany protokol vyroby s poolovanymi piipravky MSC vyvinula védecka skupina z
centra buné¢éné terapie v némeckém Frankfurtu. V in vitro studii prokazali vysoky imunosupresivni
potencial takto ptipravenych MSC a publikovali povzbudivé vysledky pilotniho klinického
vyzkumu (Bader et al. 2018). My jsme chtéli ovéfit, zda MSC vyrabéné v naSem centru (v rezimu
1 darce — 1 SarZze — 1 pacient) mohou mit tak vyznamnou interindividualni variabilitu oproti
poolovanym, ze by jejich podani mohlo zasadné znevyhodnit nékteré pacienty. Testovali jsme
nekolik imunomodula¢nich parametri MSC a naSe analyza zasadni rozdily nepotvrdila. Ve vSech
sledovanych parametrech byl imunomodula¢ni potencidl obou typli piipravkil srovnatelny.
Parametr, ve kterém MSC vykazovaly velkou variabilitu byl mira proliferace. To odpovida i naSim
vysledkiim zisku rozdilného mnoZstvi MSC pii vyrobé lécivych piipravkl zriznych Sarzi.
Nicméné z vysledkii vyplyva, ze celkovy pocet bunék nema zdsadni vliv na imunomodulaéni
vlastnosti MSC, jestlize je splnéna minimalni vyrobni davka. Nase vysledky jsou v souladu se
star$im predpokladem, ktery vychdzel z faze II klinické studie MSC v lécbeé GvHD skupiny Le
Blanc, Ze odpovéd pacienta na 1é¢bu GvHD neni zavisla na darci mesenchymadlnich bunck (Le
Blanc et al. 2008).
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Vyuziti MSC v 1écbé steroid-refrakterni GvHD se jiz dostalo do klinické praxe v fadé evropskych
zemi, véetné naseho pracovisteé, nicméné studie zaméfené na efektivitu této 1écby ptinéseji stale
kontroverzni vysledky. Tyto rozdily ve studiich jsou ¢astecné zptisobené inkonzistenci vyrobnich
a aplikacnich postupli napfi¢ vyrobnimi centry, které se 1i8i naptiklad ve zdroji MSC, v podavané
davce, nacasovani podani ¢i ve zplisobu pfipravy findlniho produktu. Existuji prace, které se
zamé&fuji na nalezeni optimalni varianty zpracovani a aplikace MSC, nicméné jejich design a
metodika jsou zna¢n¢ heterogenni. Z té€chto diivodl se tspésnost aplikace MSC v raznych centrech
1i8i (Rizk et al. 2016). Z metaanalyzy z roku 2015 vyplyva, ze MSC lze vyuzit jako alternativu
v 1écbé SR-GVHD, ale pro potvrzeni jejich efektivity je nezbytné provedeni randomizovanych
klinickych studii, jejichz vysledky dosud chybi (Hashmi et al. 2016).

V dalsi casti vyzkumu jsme se vénovali iNKT lymfocytim, které projevily ve studiich in vitro a
na mysich modelech (Schneidawind et al. 2014) (Du et al. 2017) slibny potencial inhibovat projevy
GvHD a zaroven potencovat GvL efekt (Jahnke et al. 2018). Terapeutické podani iNKT pacientim
musi, na rozdil od podani mesenchymalnich buné¢k, respektovat shodu v HLA systému mezi
darcem a piijemcem. V ptipad¢ pfitomné HLA neshody by bylo vysoké riziko odhojeni iNKT po
jejich aplikaci pacientovi. Z tohoto divodu jsme v ramci preklinické faze ptipravy vyrobniho
protokolu iNKT zvazovali jako potencidlni zdroj pro vyrobu LP pacientské vlastni — autologni
buiiky. Monitorovali jsme dynamiku regenerace iNKT po alogenni trasnsplantaci a hledali jsme
idedlni Casové okno, ve kterém by bylo mozZné odebirat autologni iINKT s vysokou
pravdépodobnosti jejich zachytu.

Prokazali jsem, ze kinetika iNKT po aloHSCT neni linearni, a Ze u vSech pacientl nelze o¢ekéavat
kontinuélni vzestup poctu iNKT s pfibyvajicim ¢asem od transplantace adekvatné k vzestupu
leukocyt. V nasem souboru méla vzestupnou tendenci hladiny iNKT pouze menSina pacientd.
Celkoveé mnozstvi iNKT v periferni krvi u pacient v nasi studii se pohybovalo v rozmezi 0—6511
bun¢k/ml, coz odpovida 0 — 1,42 % z CD3+ lymfocyti (median 0,05 %). Montoya et al. uvadi, ze
u zdravych osob se hladiny iNKT v periferni krvi pohybuji se vrozmezi 0,01 do 0,92%
z celkového poctu lymfocyti, a to bez vyznamného rozdilu mezi pohlavimi (Montoya et al. 2007).
Rada studii se shoduje, Ze tyto hladiny jsou stabilni v ¢ase (Montoya et al. 2007)(Lucas et al.
2003)(Dellabona et al. 1993), ptestoze sledované¢ obdobi Zadné z téchto studii nepiesahlo 12
meésici a faktory, které maji vliv na mnozstvi iNKT jsou zatim nedostatecné znamy. Hladiny iNKT
u pacienttl po aloHSCT jsou pravdépodobné navic vyznamné ovlivnény fadou peritransplanta¢nich
okolnosti, které mohou mit negativni dopad na mnozstvi i na kvalitativni vlastnosti lymfocyta.

Nékteré studie prokazuji, Ze vyssi mnozstvi iNKT je protektivni pied rozvojem GvHD (Mavers et
al. 2017). Rekonstituci iNKT po HLA-haploidentické HSCT se zabyvala studie u 22 pediatrickych
pacientl s leukémii a MDS (Casorati et al. 2012). V této studii dosdhla vétSina pacienti medianu
100 iNKT/10° T lymfocyt ve 3 mésicich po transplantaci, nicméné ve skupiné pacienti s relapsem
byl dosahovaly medianti iNKT ve 3 mésicich pod 20 iNKT/10® T lymfocytt. Nizké hladiny iNKT
mohou byt tedy markerem relapsu (Casorati et al. 2012). V dalsi studii byly vysoké pocty iNKT
v kombinaci s nizkou expresi CD1d na leukemickych buiikdch multivariantni analyzou potvrzeny
jako nezavisly faktor preziti pacientli s CLL (Gorini et al. 2017). Nicméné pro podobné statistické
analyzy zatim nemame dostate¢né velky soubor pacienti a ackoli na jednotlivych ptipadech v nasi
studii se asociace nizkého poctu iNKT a rozvoje té¢zkého GvHD ¢i relapsu u pacientl projevila,
nelze tyto vysledky povaZzovat statisticky za validni.

Do procesu imunitni rekonstituce zasahuje celd fada peritransplantac¢nich faktorti — velky vyznam

ma zvoleny typ conditioningu a imunosuprese, lymfodeple¢ni metodiky jako je zatazeni ATG nebo
potransplantaéniho cyklofosfamidu u haploidentickych transplantaci, které¢ snizuji hladinu T
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lymfocytd (Williams et al. 2020). V disledku toho nejsme schopni stanovit timepoint
v potranspanta¢nim obdobi, ve kterém bychom s vysokou pravdépodobnosti mohli odebirat
dostatecné mnozstvi iNKT pro vyrobu léCivych ptipravka. Tyto vysledky vedou k zavéru, Ze se
v piipravé protokolu aplikace iNKT se zaméfime na alogenni HLA haploidentické dérce, coz
s sebou muze nést vétsi riziko odhojeni iNKT bunék. K jeho snizeni bude pravdépodobné piinosné
zatadit do vyrobniho/aplikacniho protokolu alogennich iNKT lymfodeplecni metody, at’ uz budou
INKT podavany formou ,,Cistych* iNKT nebo v modifikované podob¢ jako jsou napiiklad CAR-
iINKT (Amini et al. 2022).

INKT jsme dale porovnavali i z hlediska jejich imunofenotypu a stanovili jsme kvantitativni
zastoupeni CD4+, CD8+ a DN subpopulaci u pacienti po aloHSCT. V nasem souboru pievazovaly
CD8+ iNKT bunky. Median procentualniho zastoupeni CD8+ z celkového poctu iNKT byl 49 %,
nicmén¢ s velkym rozpétim od 1 do 87 %. CD4+ a DN iNKT byly zastoupeny méné (median 14%,
resp. 15%). CD4+ iNKT nejvice ze vSech subsetil produkuji IL-4, iniciuji pfevazné Th2 imunitni
reakci a predpokladame jejich vyznamnéjsi roli v imunomodulaci GvHD. U CD8+ a DN bun¢k
naopak dominuje Th1 imunitni reakce a pfedpokladame u nich vyssi cytotoxickou aktivitu (Zeng
et al. 2013). Procentualni rozloZeni subpopulaci iNKT u lidi je variabilni a studie, které se zabyvaly
kvantifikaci subpopulaci iNKT, nemaji konzistentni vysledky. Casorati et al. uvadi, Ze pro dospélé
pacienty je typicka prevaha CD4- > CD4+ iNKT. Ve studii zamétfené na dynamiku rekonstituce
INKT u pediatrickych pacientli po haploidentické transplantaci pozorovali dominanci CD4+ iNKT
v prvnich letech a v priibéhu ptiblizné€ 7. roku po HSCT pozorovali rychlou expanzi CD4- bun¢k,
ktera vedla az k obraceni CD4+/CD4- poméru (Casorati et al. 2012). Montoya et. al
v randomizované skupiné¢ 30 zdravych darch iNKT popsali pfevazujici CD4+ imunofenotyp,
nicméné CD4+ iNKT v jejich studii negativné korelovaly s celkovym poctem iNKT. Pacienti
s celkove vyssim mnozstvim iINKT méli vyssi zastoupeni CD8+a DN iNKT (Montoya et al. 2007).
Zeng et al. ve funk¢ni studii zamétené na iINKT expandované pomoci o -galcer a kokultivované
s B-lymfocyty naméfili nasledujici rozvrstveni subpopulaci: DN>CD4+>CD8+ (Zeng et al. 2013).
Limitaci vSech téchto kvantitativnich studii, v€etné€ naSich vysledk, je ovSem nedostatecny pocet
sledovanych subjekt. Na§ soubor byl navic heterogenni z hlediska diagndz, pro kterou pacienti
HSCT podstoupili, i dalSich peritransplanta¢nich faktort (pouzitd chemoterapie, imunosuprese, typ
Stépu aj.). Ve studii u pediatrickych pacienti mize byt navic vyznamnym faktorem, ktery zvySuje
odlisnosti vyzravani T/INKT lymfocytl oproti dospélym pacientiim, piitomnost funkéniho thymu.

Kvantifikovali jsme také expresi CD62L molekuly na iNKT. CD62L pozitivni iNKT buiiky déle
prezivaji a vykazuji vyznamnéjs$i miru proliferace po stimulaci iTCR receptoru (Tian et al. 2016).
INKT pacientti po aloHSCT mély obecné nizkou expresi CD62L (median 10 %, rozpéti 0-39 %).
To odpovida i kvantitativnim studiim iNKT u zdravych dobrovolniki (Montoya et al. 2007) (Zeng
et al. 2013). Pro efektivnéjsi vyuziti iNKT je pravdépodobné nezbytné vyvinout strategie, které
zvysi expresi CD62L napiiklad cestou indukce jejich ligandl na antigen prezentujicich buiikéch
(Tian et al. 2016).

Dale jsme korelovali hladinu antigenu CD1d, hlavni kostimula¢ni molekuly iNKT, na monocytarni
populaci s poctem iNKT v jednotlivych timepointech po transplantaci. Expresi na dalSich
dalezitych antigen prezentujicich bunkéch, zejména na B-lymfocytech, jsme nekvantifikovali
z diivodu jejich nizké kvantity ve sledovaném obdobi. Hodnota CD1d byla dynamicka, tedy v case
se ménila, nicméné zména byla nelinedrni a exprese CD1d nekorelovala s celkovym poctem iNKT
v Case odbéru. Na rozdil od naSich vysledkl existuje v n¢kterych ptipadech vyznamna korelace
exprese CD1d a hladiny iNKT s prognézou pacientli. CD1d molekula je napiiklad vysoce
exprimovana na bunkach v ¢asnych stadii rozvoje mnohocetného myelomu a v priabéhu progrese
tohoto onemocnéni jeji exprese klesd az k nedekovatelnym hodnotdm. Soucasné s tim klesa
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v pribehu progrese myelomu i pocet iNKT. Snizeni exprese CD1d a nizké pocty iNKT jsou zde
asociovany s horSim pfezivanim (Spanoudakis et al. 2009). V jiné studii byly popsana inverzni
korelace mezi poc¢tem iNKT a expresi CD1d na leukemickych buiikach u pacienti s CLL. Pacienti
s nizkymi pocty iNKT a vysokou expresi CD1d méli vétsi tendenci k progresi. Naopak vysoké
pocty iNKT anizka ¢inulova exprese CD1d byla asociovana se stabilni nemoci (Gorini et al. 2017).
Tyto vysledky napovidaji, Ze pro aktivaci iINKT neni jen dileZitd pfitomnost CD1d, ale také kvalita
signalu a ani vysoka exprese CD1d nezarucuje expanzi iNKT bun¢k.

V posledni ¢asti na$i studie jsme vzdjemné porovnavali MSC a iNKT z hlediska jejich
imunomodulac¢niho potencialu. Potvrdili jsme, ze iNKT 1 MSC buiiky vykazuji imunomodulacni
aktivitu a jsou schopny meénit stav T lymfocytld. V ramci kokultivac¢nich experimentii jsme
sledovali hlavni marker aktivace T lymfocyti CD25. Nespecificka stimulace zvysSila expresi
aktivacniho markeru CD25 u vSech darcii. Po kokultivaci s MSC ¢i s iNKT doslo k poklesu
aktivace, pficemz z hlediska miry poklesu CD25 nebyl mezi buné€nymi typy prokézan vyznamny
rozdil. Imunomodulaéni potencidl MSC vcetné schopnosti inhibice exprese CD25 na aktivovanych
lymfocytech in vitro byl jiz potvrzen v fad¢ studii (Le Blanc et al. 2004). Schmid et al. (2022)
kokultivovali iNKT s alogenné aktivovanymi dendritickymi bufikami a také pozorovali pokles
aktiva¢nich markert CD25 a CD69 na lymfocytech (Schmid et al. 2022). Doposud vSak nejsou
k dispozici studie zabyvajici se rozdilnosti imunomodulace téchto dvou bunécnych linii, nicméné
existuji jiz studie zameétené na spole¢né podani riiznych bunéénych populaci a dosud ziskana data
ukazuji, ze by tento pfistup mohl byt velmi efektivni. Naptiklad spole¢né podani MSC a Treg vede
k delsimu prezivani Treg a k zesileni jejich imnosupresivniho potencidlu (Caplan et al. 2021). Z
téchto vysledkli usuzujeme, Ze jednotlivé bunécné populace by se mohly vzdjemné podporovat a
vést tedy k lepsim vysledkiim v 1é¢bé GvHD. Do budoucna bude jisté ptinosné vzajemné porovnani
jednotlivych bunéénych populaci v 1é¢bé potransplantanich komplikaci, a to i1 v kontextu dalSich
bunécnych typt, které se jiz vyuZzivaji v rdmci klinickych studii (NK bunky, Treg, Trl regulacni
buiiky, dendritické buiiky aj.). Pfredpokladame, Ze jednotlivé bunécné populace spolu nebudou
soupetit, ale mohou se naopak ve specifickych situacich dopliovat.
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6. Zavér

Hypotéza 1 — Poolovani MSC od riznych darcii zvysi jejich imunomodulacni potencial —
nepotvrzena.

Poolované i single donor MSC prokézaly ve vSech sledovanych testech srovnatelné vysledky a
ukazalo se, ze poolovani piipravki nezvysi jejich efektivitu z hlediska schopnosti imunomodulace.
Pro jejich klinickou aplikaci v ramci 1écby steroid-refrakterni GvHD se tedy zdd vyhodné a
logisticky schtidnéjsi jejich vyuziti nadale v rezimu 1 pacient — 1 darce

Hypotéza 2 — Rluzné Sarze MSC (1 Sarze = 1 darce) se vzajemné liSi ve svych vlastnostech —
potvrzena.

Jednotlivé Sarze MSC byly z hlediska vétSiny sledovanych vlastnosti srovnatelné, nicméné velky
rozptyl jsme zaznamenali v celkové vyrobni davce MSC. Rozdily mezi 1éCivymi piipravky
vyrobenymi z jedné Sarze byly oproti tomu mensi. Prolifera¢ni potencidl MSC od rGznych darct
se tedy 1i81, imunomodula¢ni vlastnosti jsou ale srovnatelné.

Hypotéza 3 — V prib¢hu regenerace imunitniho systému po aloHSCT stoupa hladina iNKT —
nepotvrzena.

Dynamika regenerace iNKT po aloHSCT je zna¢n¢ variabilni, u vétSiny pacientl neni linearni a
zavisi na celé fad¢ peritransplantacnich faktort. V prvnich 6 mésicich po aloHSCT nejsme schopni
stanovit timepoint, kdy bychom mobhli s jistotou odebirat iNKT z periferni krve pacientii. Z tohoto
divodu se v ramci ptipravy vyrobniho protokolu 1é¢ivych piipravkl zaméefime na vyuziti iNKT od
HLA shodnych alogennich darcti.

Hypotéza 4 — MSC a iNKT se nelisi z hlediska imunomodula¢niho potencidlu — potvrzena.
INKT potvrdily svou schopnost inhibovat aktivaci nespecificky stimulovanych MNC a to bez

signifikantniho rozdilu oproti MSC. Z tohoto hlediska ptfedstavuje podani iNKT novou slibnou
strategii pro ovlivnéni SR-GvHD.
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7. Seznam pouZzivanych symboli a zkratek (fazeno abecedné)

a-GalCer

aGvHD

ALL
AloHSCT/aloSCT

AML
APCs
ATG
BCNU
BMSC
BMWD
CAR
CD
¢GvHD
CIBMTR
CLL
CML
CMV
CNI
CNRDD
CRDKB
CsA
DAMP
DLI
DMSO
EBMT
Fox-P3
G-CSF
GRFS

GvHD
GVL
GVT
HL
HLA
HSC
IFNy
IKEM
IL
INKT
iTCR
LP

a-Galactosylceramid

Akutni reakce §tépu proti hostiteli (graft-versus-host disease)
Akutni lymfoblasticka leukémie

Alogenni transplantace hematopoetickych kmenovych bunék
(allogeneic hematopoietic stem cell transplantation)

Akutni myeloidni leukémie

Antigen prezentujici buniky (antigen presenting cells)
Antithymocytarni globulin
1,3-Bis(2-chloroethyl)-1-nitrosourea (Karmustin)

Bone marrow stem cells

Bone Marrow Donors Worldwide

Chimeric antigen receptor

Cluster of diferentiation

Chronicka reakce $tépu proti hostiteli (graft-versus-host disease)
Center for International Blood and Marrow Transplant Research
Chronicka lymfocytarni leukémie

Chronicka myeloidni leukémie

Cytomegalovirus

Kalciumneurinové inhibitory

Cesky narodni registr darcii diené

Cesky registr darct krvetvornych bundk

Cyklosporin A

Damage-associated molecular patterns

Donor lymphocyte infusion

Dimethyl sulfoxide

European Society for Blood and Marrow Transplantation
Forkhead box protein 3

Granulocyte colony-stimulating factor

Preziti bez GVHD a bez relapsu (graft-versus-host disease-free, relapse-
free survival)

Reakce stépu proti hostiteli (graft-versus-host disease)
Graft-versus-leukemia

Graft-versus-tumor

Hodgkintiv lymfom

Human leukocyte antigen

Hematopoientic stem cells

Interferon y

Institut klinické a experimentalni mediciny

Interleukin

Invariantni NKT lymfocyty

Invariantni T bunécny receptor

Lécivy pripravek
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MAC Myeloablativni ptipravny rezim (Myeloablative conditioning)

MFI Stiedni intenzita fluorescence (Medium fluorescence intensity)
MHC Hlavni histokompatibilni komplex (Major histocompatibility complex)
MMD Minimdlni méfitelna nemoc (Minimal measurable disease)
MMUD Neptibuzny déarce s neshodou (mismatched unrelated donor)
MNC Mononukledrni bunky

MRD Minimalni rezidualni nemoc (Minimal residual disease)

MSC Mesenchymalni kmenové buiiky (Mesenchymal stem cells)
MSD shodny piibuzny darce (matched siblig donor)

MTX Metotrexat

MUD Shodny neptibuzny darce (matched unrelated donor)

NK Natural killer (lymfocyty)

(O] Celkove preziti (Overall survival)

PAMP Pathogen-associated-damage patterns

PBSC Periferni krvetvorné buiiky (Peripheral blood stem cells)

PHA Phytohemaglutinin

PRCA Cista aplazie Gervené krevni fady (Pure red cell aplasia)

PT-Cy Potransplanta¢ni cyklofosfamid

RIC Redukovany ptipravny reZzim (Reduced intensity conditioning)
SCID Tézky kombinovany imunodeficit (Severe combined immunodeficit)
TAC Takrolimus

TADR Trombocyty z aferézy deleukotizované a resuspendované

Tc Cytotoxické T lymfocyty

TCD T-lymfodeple¢ni metodiky (T-cell depleting)

TCR T bunécny receptor (T cell receptor)

TGF-p Transformujici rastovy faktor B (Transforming growth factor f3)
Th Pomocné T lymfocyty

TNF-a Faktor nekrotizujici tumory o (Tumor-necrosis-factor)

Treg Regula¢ni T lymfocyty



8. Seznam literatury

10.

11.

12.

. Adams EJ, Luoma AM. The yin and yang of CD1d recognition. Nature Immunology

[Internet]. 2012 Sep [cited 2020 Dec 6];13(9):814-5. Available from:
https://www.nature.com/articles/ni.2401

Aggarwal S, Pittenger MF. Human mesenchymal stem cells modulate allogeneic immune
cell responses. Blood. 2005 Feb 15;105(4):1815-22.

Amini L, Silbert SK, Maude SL, Nastoupil LJ, Ramos CA, Brentjens RJ, et al. Preparing
for CAR T cell therapy: patient selection, bridging therapies and lymphodepletion. Nat
Rev Clin Oncol [Internet]. 2022 May [cited 2022 May 7];19(5):342—55. Available from:
https://www.nature.com/articles/s41571-022-00607-3

Anasetti C, Logan BR, Lee SJ, Waller EK, Weisdorf DJ, Wingard JR, et al. Peripheral-
blood stem cells versus bone marrow from unrelated donors. N Engl J Med. 2012 Oct
18;367(16):1487-96.

Andrlova H, van den Brink MRM, Markey KA. An Unconventional View of T Cell
Reconstitution After Allogeneic Hematopoietic Cell Transplantation. Front Oncol
[Internet]. 2021 Feb 18 [cited 2021 Mar 24];10. Available from:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7930482/

Aoki T, Takami M, Takatani T, Motoyoshi K, Ishii A, Hara A, et al. Activated invariant
natural killer T cells directly recognize leukemia cells in a CD1d-independent manner.
Cancer Sci. 2020 Jul;111(7):2223-33.

Apostolova P, Zeiser R. The Role of Purine Metabolites as DAMPs in Acute Graft-
versus-Host Disease. Front Immunol. 2016;7:439.

Appelbaum FR. Haematopoietic cell transplantation as immunotherapy. Nature. 2001
May 17;411(6835):385-9.

Arai S, Arora M, Wang T, Spellman SR, He W, Couriel DR, et al. Increasing incidence of
chronic graft-versus-host disease in allogeneic transplantation: a report from the Center
for International Blood and Marrow Transplant Research. Biol Blood Marrow Transplant.
2015 Feb;21(2):266-74.

Ayas M, Eapen M, Le-Rademacher J, Carreras J, Abdel-Azim H, Alter BP, et al. Second
allogeneic hematopoietic cell transplantation for Patients with Fanconi anemia and Bone
Marrow Failure. Biol Blood Marrow Transplant [Internet]. 2015 Oct [cited 2021 Apr
2];21(10):1790-5. Available from:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4568139/

Ayuk F, Balduzzi A. Donor Selection for Adults and Pediatrics. In: Carreras E, Dufour C,
Mohty M, Kroger N, editors. The EBMT Handbook: Hematopoietic Stem Cell
Transplantation and Cellular Therapies [Internet]. 7th ed. Cham (CH): Springer; 2019
[cited 2022 Feb 23]. Available from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK 554000/

Bader P, Hancock J, Kreyenberg H, Goulden NJ, Niethammer D, Oakhill A, et al.
Minimal residual disease (MRD) status prior to allogeneic stem cell transplantation is a



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

powerful predictor for post-transplant outcome in children with ALL. Leukemia. 2002
Sep;16(9):1668—72.

Bader P, Kug¢i Z, Bakhtiar S, Basu O, Bug G, Dennis M, et al. Effective treatment of
steroid and therapy-refractory acute graft-versus-host disease with a novel mesenchymal
stromal cell product (MSC-FFM). Bone Marrow Transplant. 2018;53(7):852-62.

Barker JN, Weisdorf DJ, DeFor TE, Blazar BR, McGlave PB, Miller JS, et al.
Transplantation of 2 partially HLA-matched umbilical cord blood units to enhance
engraftment in adults with hematologic malignancy. Blood. 2005 Feb 1;105(3):1343-7.

Barrett AJ, Battiwalla M. Relapse after allogeneic stem cell transplantation. Expert Rev
Hematol [Internet]. 2010 Aug [cited 2021 Apr 3];3(4):429-41. Available from:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3426446/

Bassiri H, Das R, Nichols KE. Invariant NKT cells: Killers and conspirators against
cancer. Oncoimmunology. 2013 Dec 1;2(12):e27440.

Bejanyan N, Brunstein CG, Cao Q, Lazaryan A, Luo X, Curtsinger J, et al. Delayed
immune reconstitution after allogeneic transplantation increases the risks of mortality and
chronic GVHD. Blood Adv. 2018 Apr 24;2(8):909-22.

Bertaina A, Merli P, Rutella S, Pagliara D, Bernardo ME, Masetti R, et al. HLA-
haploidentical stem cell transplantation after removal of af+ T and B cells in children
with nonmalignant disorders. Blood. 2014 Jul 31;124(5):822—6.

Berzins SP, Smyth MJ, Baxter AG. Presumed guilty: natural killer T cell defects and
human disease. Nat Rev Immunol. 2011 Feb;11(2):131-42.

Bhatia S. Long-term health impacts of hematopoietic stem cell transplantation inform
recommendations for follow-up. Expert Rev Hematol [Internet]. 2011 Aug [cited 2021
Feb 21];4(4):437-54. Available from:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3163085/

Billingham RE. The biology of graft-versus-host reactions. Harvey Lect. 1966
1967;62:21-78.

Blaise D, Kuentz M, Fortanier C, Bourhis JH, Milpied N, Sutton L, et al. Randomized
trial of bone marrow versus lenograstim-primed blood cell allogeneic transplantation in

patients with early-stage leukemia: a report from the Société Frangaise de Greffe de
Moelle. J Clin Oncol. 2000 Feb;18(3):537—46.

Blazar BR, Taylor PA, Bluestone JA, Vallera DA. Murine gamma/delta-expressing T
cells affect alloengraftment via the recognition of nonclassical major histocompatibility
complex class Ib antigens. Blood. 1996 May 15;87(10):4463—72.

Booth GS, Gehrie EA, Bolan CD, Savani BN. Clinical Guide to ABO-Incompatible
Allogeneic Stem Cell Transplantation. Biology of Blood and Marrow Transplantation
[Internet]. 2013 Aug 1 [cited 2022 Feb 19];19(8):1152-8. Available from:
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1083879113001456



25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

Brennan PJ, Brigl M, Brenner MB. Invariant natural killer T cells: an innate activation
scheme linked to diverse effector functions. Nat Rev Immunol. 2013 Feb;13(2):101-17.

Bricard G, Cesson V, Devevre E, Bouzourene H, Barbey C, Rufer N, et al. Enrichment of
human CD4+ V(alpha)24/Vbetall invariant NKT cells in intrahepatic malignant tumors.
J Immunol. 2009 Apr 15;182(8):5140-51.

Brigl M, Brenner MB. CD1: antigen presentation and T cell function. Annu Rev
Immunol. 2004;22:817-90.

Brossay L, Jullien D, Cardell S, Sydora BC, Burdin N, Modlin RL, et al. Mouse CD1 is
mainly expressed on hemopoietic-derived cells. J Immunol. 1997 Aug 1;159(3):1216-24.

Buck K, Wadsworth K, Setterholm M, Maiers M, Confer D, Hartzman R, et al. High-
Resolution Match Rate of 7/8 and 9/10 or Better for the Be The Match Unrelated Donor
Registry. Biol Blood Marrow Transplant. 2016 Apr;22(4):759-63.

Buckner CD, Clift RA, Sanders JE, Williams B, Gray M, Storb R, et al. ABO-
incompatible marrow transplants. Transplantation. 1978 Oct;26(4):233-8.

Caplan HW, Prabhakara KS, Furman NET, Zorofchian S, Martin C, Xue H, et al. Human-
derived Treg and MSC combination therapy may augment immunosuppressive potency in
vitro, but did not improve blood brain barrier integrity in an experimental rat traumatic
brain injury model. PLOS ONE [Internet]. 2021 5 [cited 2022 Mar 4];16(5):¢0251601.
Available from:
https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0251601

Casorati G, de Lalla C, Dellabona P. Invariant natural killer T cells reconstitution and the
control of leukemia relapse in pediatric haploidentical hematopoietic stem cell
transplantation. Oncoimmunology [Internet]. 2012 May 1 [cited 2022 May 6];1(3):355-7.
Available from: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3382855/

Chaidos A, Patterson S, Szydlo R, Chaudhry MS, Dazzi F, Kanfer E, et al. Graft invariant
natural killer T-cell dose predicts risk of acute graft-versus-host disease in allogeneic
hematopoietic stem cell transplantation. Blood. 2012 May 24;119(21):5030—-6.

Chang YJ, Zhao XY, Huang XJ. Strategies for Enhancing and Preserving Anti-leukemia
Effects Without Aggravating Graft-Versus-Host Disease. Front Immunol [Internet]. 2018
Dec 21 [cited 2020 Dec 16];9. Available from:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6308132/

Choi HJ, Xu H, Geng Y, Colmone A, Cho H, Wang CR. Bacterial infection alters the
kinetics and function of iNKT cell responses. J Leukoc Biol [Internet]. 2008 Dec [cited
2020 Dec 6];84(6):1462—71. Available from:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2614593/

Cianferoni A. Invariant Natural Killer T Cells. Antibodies [Internet]. 2013 Dec 23 [cited
2022 Jan 29];3(1):16-36. Available from: http://www.mdpi.com/2073-4468/3/1/16

Ciurea SO, Thall PF, Milton DR, Barnes TH, Kongtim P, Carmazzi Y, et al.
Complement-Binding Donor-Specific Anti-HLA Antibodies and Risk of Primary Graft



38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

Failure in Hematopoietic Stem Cell Transplantation. Biol Blood Marrow Transplant. 2015
Aug;21(8):1392-8.

Cooke KR, Luznik L, Sarantopoulos S, Hakim FT, Jagasia M, Fowler DH, et al. The
Biology of Chronic Graft-versus-Host Disease: A Task Force Report from the National
Institutes of Health Consensus Development Project on Criteria for Clinical Trials in
Chronic Graft-versus-Host Disease. Biol Blood Marrow Transplant. 2017 Feb;23(2):211—
34.

Cudkowicz G, Bennett M. PECULIAR IMMUNOBIOLOGY OF BONE MARROW
ALLOGRAFTS. J Exp Med [Internet]. 1971a Nov 30 [cited 2021 Mar 4];134(6):1513—
28. Available from: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2139114/

Cudkowicz G, Bennett M. Peculiar immunobiology of bone marrow allografts. I. Graft
rejection by irradiated responder mice. J Exp Med. 1971b Jul 1;134(1):83—-102.

Daikeler T, Hiigle T, Farge D, Andolina M, Gualandi F, Baldomero H, et al. Allogeneic
hematopoietic SCT for patients with autoimmune diseases. Bone Marrow Transplant.
2009 Jul;44(1):27-33.

Dausset J. [Iso-leuko-antibodies]. Acta Haematol. 1958 Oct;20(1-4):156—66.

Dellabona P, Casorati G, Friedli B, Angman L, Sallusto F, Tunnacliffe A, et al. In vivo
persistence of expanded clones specific for bacterial antigens within the human T cell
receptor alpha/beta CD4-8- subset. J Exp Med. 1993 Jun 1;177(6):1763-71.

Dhodapkar MV, Kumar V. Type Il Natural Killer T (NKT) Cells And Their Emerging
Role In Health And Disease. J Immunol [Internet]. 2017 Feb 1 [cited 2020 Dec
6];198(3):1015-21. Available from:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5300729/

Di Nicola M, Carlo-Stella C, Magni M, Milanesi M, Longoni PD, Matteucci P, et al.
Human bone marrow stromal cells suppress T-lymphocyte proliferation induced by
cellular or nonspecific mitogenic stimuli. Blood. 2002 May 15;99(10):3838-43.

Drobyski WR, Majewski D. Donor yd T Lymphocytes Promote Allogeneic Engraftment
Across the Major Histocompatibility Barrier in Mice. Blood [Internet]. 1997 Feb 1 [cited
2021 Mar 4];89(3):1100-9. Available from: https://doi.org/10.1182/blood.V89.3.1100

Du J, Paz K, Thangavelu G, Schneidawind D, Baker J, Flynn R, et al. Invariant natural
killer T cells ameliorate murine chronic GVHD by expanding donor regulatory T cells.
Blood. 2017 Jun 8;129(23):3121-5.

Eapen M, Logan BR, Horowitz MM, Zhong X, Perales MA, Lee SJ, et al. Bone marrow
or peripheral blood for reduced-intensity conditioning unrelated donor transplantation. J
Clin Oncol. 2015 Feb 1;33(4):364-9.

Exley MA, Hand L, O’Shea D, Lynch L. Interplay between the immune system and
adipose tissue in obesity. J Endocrinol. 2014 Nov;223(2):R41-48.

Exley MA, Lynch L, Varghese B, Nowak M, Alatrakchi N, Balk SP. Developing
Understanding of the Roles of CD1d-restricted T cell Subsets in Cancer: Reversing



51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

Tumor-induced Defects. Clin Immunol [Internet]. 2011 Aug [cited 2022 Jan
30];140(2):184-95. Available from:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3143311/

Fernandez-Sojo J, Azqueta C, Valdivia E, Martorell L, Medina-Boronat L, Martinez-
Llonch N, et al. Cryopreservation of unrelated donor hematopoietic stem cells: the right
answer for transplantations during the COVID-19 pandemic? Bone Marrow Transplant
[Internet]. 2021 Oct [cited 2022 Feb 19];56(10):2489-96. Available from:
https://www.nature.com/articles/s41409-021-01367-x

Filipovich AH, Weisdorf D, Pavletic S, Socie G, Wingard JR, Lee SJ, et al. National
Institutes of Health consensus development project on criteria for clinical trials in chronic
graft-versus-host disease: I. Diagnosis and staging working group report. Biol Blood
Marrow Transplant. 2005 Dec;11(12):945-56.

Flowers MED, Inamoto Y, Carpenter PA, Lee SJ, Kiem HP, Petersdorf EW, et al.
Comparative analysis of risk factors for acute graft-versus-host disease and for chronic
graft-versus-host disease according to National Institutes of Health consensus criteria.
Blood. 2011 Mar 17;117(11):3214-9.

Frangois M, Copland IB, Yuan S, Romieu-Mourez R, Waller EK, Galipeau J.
Cryopreserved mesenchymal stromal cells display impaired immunosuppressive
properties as a result of heat-shock response and impaired interferon-y licensing.
Cytotherapy. 2012 Feb;14(2):147-52.

Fuchs EJ. Related haploidentical donors are a better choice than matched unrelated
donors: Point. Blood Adv [Internet]. 2017 Feb 14 [cited 2021 Feb 13];1(6):397—400.
Available from: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5738988/

Fuji S, Kapp M, Einsele H. Monitoring of Pathogen-Specific T-Cell Immune
Reconstitution after Allogeneic Hematopoietic Stem Cell Transplantation. Front Immunol
[Internet]. 2013 [cited 2021 Mar 24];4. Available from:
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2013.00276/full

Gadola SD, Dulphy N, Salio M, Cerundolo V. Va24-JaQ-Independent, CD1d-Restricted
Recognition of a-Galactosylceramide by Human CD4+ and CD8af3+ T Lymphocytes.
The Journal of Immunology [Internet]. 2002 Jun 1 [cited 2020 Dec 18];168(11):5514-20.
Available from: https://www.jimmunol.org/content/168/11/5514

Gagelmann N, Ayuk F, Wolschke C, Kroger N. Comparison of Different Rabbit Anti-
Thymocyte Globulin Formulations in Allogeneic Stem Cell Transplantation: Systematic
Literature Review and Network Meta-Analysis. Biology of Blood and Marrow
Transplantation [Internet]. 2017 Dec [cited 2021 Feb 13];23(12):2184-91. Available
from: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1083879117306808

Giaccone G, Punt CJA, Ando Y, Ruijter R, Nishi N, Peters M, et al. A phase I study of
the natural killer T-cell ligand alpha-galactosylceramide (KRN7000) in patients with solid
tumors. Clin Cancer Res. 2002 Dec;8(12):3702-9.

Gilleece MH, Labopin M, Yakoub-Agha I, Volin L, Socié¢ G, Ljungman P, et al.
Measurable residual disease, conditioning regimen intensity, and age predict outcome of



61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

allogeneic hematopoietic cell transplantation for acute myeloid leukemia in first
remission: A registry analysis of 2292 patients by the Acute Leukemia Working Party
European Society of Blood and Marrow Transplantation. Am J Hematol. 2018
Sep;93(9):1142-52.

Glucksberg H, Storb R, Fefer A, Buckner CD, Neiman PE, Clift RA, et al. Clinical
manifestations of graft-versus-host disease in human recipients of marrow from HL-A-
matched sibling donors. Transplantation. 1974 Oct;18(4):295-304.

Godfrey DI, Kronenberg M. Going both ways: Immune regulation via CD1d-dependent
NKT cells. J Clin Invest [Internet]. 2004 Nov 15 [cited 2022 Jan 26];114(10):1379-88.
Available from: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC525753/

Gooley TA, Chien JW, Pergam SA, Hingorani S, Sorror ML, Boeckh M, et al. Reduced
mortality after allogeneic hematopoietic cell transplantation. N Engl J Med [Internet].
2010 Nov 25 [cited 2021 Feb 21];363(22):2091-101. Available from:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3017343/

Gorini F, Azzimonti L, Delfanti G, Scarfo L, Scielzo C, Bertilaccio MT, et al. Invariant
NKT cells contribute to chronic lymphocytic leukemia surveillance and prognosis. Blood.
2017 Jun 29;129(26):3440-51.

Gragert L, Eapen M, Williams E, Freeman J, Spellman S, Baitty R, et al. HLA Match
Likelihoods for Hematopoietic Stem-Cell Grafts in the U.S. Registry. New England
Journal of Medicine [Internet]. 2014 ervenec [cited 2022 Feb 25];371(4):339-48.
Available from: https://doi.org/10.1056/NEJMsal311707

Gratwohl A, Brand R, Frassoni F, Rocha V, Niederwieser D, Reusser P, et al. Cause of
death after allogeneic haematopoietic stem cell transplantation (HSCT) in early

leukaemias: an EBMT analysis of lethal infectious complications and changes over
calendar time. Bone Marrow Transplant. 2005 Nov;36(9):757—69.

Gratwohl A, Stern M, Brand R, Apperley J, Baldomero H, de Witte T, et al. Risk score
for outcome after allogeneic hematopoietic stem cell transplantation: a retrospective
analysis. Cancer. 2009 Oct 15;115(20):4715-26.

Gratwohl A, Sureda A, Cornelissen J, Apperley J, Dreger P, Duarte R, et al.
Alloreactivity: the Janus-face of hematopoietic stem cell transplantation. Leukemia. 2017
Aug;31(8):1752-9.

Greco R, Labopin M, Badoglio M, Veys P, Furtado Silva JM, Abinun M, et al. Allogeneic
HSCT for Autoimmune Diseases: A Retrospective Study From the EBMT ADWP, IEWP,
and PDWP Working Parties. Front Immunol [Internet]. 2019 Jul 4 [cited 2021 Mar 6];10.
Available from: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6622152/

Griffith LM, Pavletic SZ, Lee SJ, Martin PJ, Schultz KR, Vogelsang GB. Chronic Graft-
versus-Host Disease--implementation of the National Institutes of Health Consensus
Criteria for Clinical Trials. Biol Blood Marrow Transplant. 2008 Apr;14(4):379-84.

Grube M, Holler E, Weber D, Holler B, Herr W, Wolff D. Risk Factors and Outcome of
Chronic Graft-versus-Host Disease after Allogeneic Stem Cell Transplantation-Results



72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

from a Single-Center Observational Study. Biol Blood Marrow Transplant. 2016
Oct;22(10):1781-91.

Gumperz JE, Miyake S, Yamamura T, Brenner MB. Functionally distinct subsets of
CDl1d-restricted natural killer T cells revealed by CD1d tetramer staining. J Exp Med.
2002 Mar 4;195(5):625-36.

Handgretinger R, Schumm M, Lang P, Greil J, Reiter A, Bader P, et al. Transplantation of
megadoses of purified haploidentical stem cells. Ann N Y Acad Sci. 1999 Apr
30;872:351-61; discussion 361-362.

Haraguchi K, Takahashi T, Matsumoto A, Asai T, Kanda Y, Kurokawa M, et al. Host-
Residual Invariant NK T Cells Attenuate Graft-versus-Host Immunity. The Journal of
Immunology [Internet]. 2005 Jul 15 [cited 2021 Mar 4];175(2):1320-8. Available from:
https://www.jimmunol.org/content/175/2/1320

Hashmi S, Ahmed M, Murad MH, Litzow MR, Adams RH, Ball LM, et al. Survival after
mesenchymal stromal cell therapy in steroid-refractory acute graft-versus-host disease:
systematic review and meta-analysis. Lancet Haematol. 2016 Jan;3(1):e45-52.

Hejretova L, Cedikova M, Dolejsova M, Vlas T, Jindra P, Lyséak D, et al. Comparison of
the immunomodulatory effect of single MSC batches versus pooled MSC products. Cell
Tissue Bank. 2020 Mar;21(1):119-29.

Henig I, Zuckerman T. Hematopoietic Stem Cell Transplantation—50 Years of Evolution
and Future Perspectives. Rambam Maimonides Med J [Internet]. 2014 Oct 29 [cited 2021
Feb 21];5(4). Available from: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4222417/

Herrmann RP, Sturm MJ. Adult human mesenchymal stromal cells and the treatment of
graft versus host disease. Stem Cells Cloning. 2014;7:45-52.

Hill L, Alousi A, Kebriaei P, Mehta R, Rezvani K, Shpall E. New and emerging therapies
for acute and chronic graft versus host disease. Ther Adv Hematol. 2018 Jan;9(1):21-46.

Hirano M, Marti R, Casali C, Tadesse S, Uldrick T, Fine B, et al. Allogeneic stem cell
transplantation corrects biochemical derangements in MNGIE. Neurology. 2006 Oct
24;67(8):1458-60.

Holler E, Greinix H, Zeiser R. Acute Graft-Versus-Host Disease. In: Carreras E, Dufour
C, Mohty M, Kroger N, editors. The EBMT Handbook: Hematopoietic Stem Cell
Transplantation and Cellular Therapies [Internet]. 7th ed. Cham (CH): Springer; 2019
[cited 2020 Dec 30]. Available from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK 553993/

Holtick U, Albrecht M, Chemnitz JM, Theurich S, Shimabukuro-Vornhagen A, Skoetz N,
et al. Comparison of bone marrow versus peripheral blood allogeneic hematopoietic stem
cell transplantation for hematological malignancies in adults - a systematic review and
meta-analysis. Crit Rev Oncol Hematol. 2015 May;94(2):179-88.

Holubova M, Lysak D, Vlas T, Vannucci L, Jindra P. Expanded cryopreserved
mesenchymal stromal cells as an optimal source for graft-versus-host disease treatment.
Biologicals. 2014 May;42(3):139-44.



84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

Huang XJ, Liu DH, Liu KY, Xu LP, Chen H, Han W, et al. Haploidentical hematopoietic
stem cell transplantation without in vitro T-cell depletion for the treatment of
hematological malignancies. Bone Marrow Transplant. 2006 Aug;38(4):291-7.

Jagasia M, Greinix H, Robin M, Das-Gupta E, Jacobs R, Savani BN, et al. Extracorporeal
photopheresis versus anticytokine therapy as a second-line treatment for steroid-refractory
acute GVHD: a multicenter comparative analysis. Biol Blood Marrow Transplant. 2013
Jul;19(7):1129-33.

Jahnke S, Schmid H, Secker KA, Duerr-Stoerzer S, Keppeler H, Baur R, et al. Invariant
Natural Killer T Cells from Donor Lymphocyte Infusions (DLI-INKTs) Contribute to
Anti-Tumor Immunity after Allogeneic Hematopoietic Cell Transplantation. Blood
[Internet]. 2018 Nov 29 [cited 2022 Feb 5];132(Supplement 1):3340. Available from:
https://doi.org/10.1182/blood-2018-99-111745

Jahnke S, Schmid H, Secker KA, Einhaus J, Duerr-Stoerzer S, Keppeler H, et al. Invariant
NKT Cells From Donor Lymphocyte Infusions (DLI-iNKTs) Promote ex vivo Lysis of
Leukemic Blasts in a CD1d-Dependent Manner. Frontiers in Immunology [Internet]. 2019
[cited 2022 Feb 13];10. Available from:

https://www frontiersin.org/article/10.3389/fimmu.2019.01542

Juno JA, Keynan Y, Fowke KR. Invariant NKT Cells: Regulation and Function during
Viral Infection. PLoS Pathog [Internet]. 2012 Aug 16 [cited 2020 Dec 6];8(8). Available
from: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3420949/

Kalra A, Williamson T, Daly A, Savoie ML, Stewart DA, Khan F, et al. Impact of Donor
and Recipient Cytomegalovirus Serostatus on Outcomes of Antithymocyte Globulin-

Conditioned Hematopoietic Cell Transplantation. Biol Blood Marrow Transplant. 2016
Sep;22(9):1654—-63.

Kinjo Y, Kitano N, Kronenberg M. The role of invariant natural killer T cells in microbial
immunity. J Infect Chemother [Internet]. 2013 Aug [cited 2020 Dec 6];19(4). Available
from: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3822041/

Koh LP, Rizzieri DA, Chao NJ. Allogeneic Hematopoietic Stem Cell Transplant Using
Mismatched/Haploidentical Donors. Biology of Blood and Marrow Transplantation
[Internet]. 2007 Nov 1 [cited 2021 Apr 2];13(11):1249—-67. Available from:
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1083879107003837

Kollman C, Spellman SR, Zhang MJ, Hassebroek A, Anasetti C, Antin JH, et al. The
effect of donor characteristics on survival after unrelated donor transplantation for
hematologic malignancy. Blood. 2016 Jan 14;127(2):260-7.

de Koning C, Plantinga M, Besseling P, Boelens JJ, Nierkens S. Immune Reconstitution
after Allogeneic Hematopoietic Cell Transplantation in Children. Biol Blood Marrow
Transplant. 2016 Feb;22(2):195-206.

Kuball J, Boelens JJ. Clinical and Biological Concepts for Mastering Immune
Reconstitution After HSCT: Toward Practical Guidelines and Greater Harmonization. In:
Carreras E, Dufour C, Mohty M, Kroger N, editors. The EBMT Handbook:
Hematopoietic Stem Cell Transplantation and Cellular Therapies [Internet]. 7th ed. Cham



(CH): Springer; 2019 [cited 2021 Feb 18]. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK 553945/

95. Kuylenstierna C, Bjorkstrom NK, Andersson SK, Sahlstrom P, Bosnjak L, Paquin-Proulx
D, et al. NKG2D performs two functions in invariant NKT cells: direct TCR-independent
activation of NK-like cytolysis and co-stimulation of activation by CD1d. Eur J Immunol.
2011 Jul;41(7):1913-23.

96. Lam PY, Nissen MD, Mattarollo SR. Invariant Natural Killer T Cells in Immune
Regulation of Blood Cancers: Harnessing Their Potential in Immunotherapies. Frontiers
in Immunology [Internet]. 2017 [cited 2022 Feb 13];8. Available from:
https://www.frontiersin.org/article/10.3389/fimmu.2017.01355

97. Laughlin MJ, Eapen M, Rubinstein P, Wagner JE, Zhang MJ, Champlin RE, et al.
Outcomes after transplantation of cord blood or bone marrow from unrelated donors in
adults with leukemia. N Engl J Med. 2004 Nov 25;351(22):2265-75.

98. Le Blanc K, Frassoni F, Ball L, Locatelli F, Roelofs H, Lewis I, et al. Mesenchymal stem
cells for treatment of steroid-resistant, severe, acute graft-versus-host disease: a phase 11
study. Lancet. 2008 May 10;371(9624):1579-86.

99. Le Blanc K, Pittenger M. Mesenchymal stem cells: progress toward promise.
Cytotherapy. 2005;7(1):36-45.

100. Le Blanc K, Rasmusson I, Gotherstrom C, Seidel C, Sundberg B, Sundin M, et al.
Mesenchymal stem cells inhibit the expression of CD25 (interleukin-2 receptor) and

CD38 on phytohaemagglutinin-activated lymphocytes. Scand J Immunol. 2004
Sep;60(3):307-15.

101. Lee SJ, Logan B, Westervelt P, Cutler C, Woolfrey A, Khan SP, et al. Comparison
of Patient-Reported Outcomes in 5-Year Survivors Who Received Bone Marrow vs

Peripheral Blood Unrelated Donor Transplantation: Long-term Follow-up of a
Randomized Clinical Trial. JAMA Oncol. 2016 Dec 1;2(12):1583-9.

102. Lee SJ, Vogelsang G, Flowers MED. Chronic graft-versus-host disease. Biology
of Blood and Marrow Transplantation [Internet]. 2003 Apr [cited 2021 Feb 15];9(4):215—
33. Available from: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1083879103000624

103. Liao CM, Zimmer MI, Wang CR. The Functions of Type I and Type II Natural
Killer T (NKT) Cells in Inflammatory Bowel Diseases. Inflamm Bowel Dis [Internet].
2013 May [cited 2020 Dec 6];19(6):1330-8. Available from:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3694171/

104. de Lima M, Porter DL, Battiwalla M, Bishop MR, Giralt SA, Hardy NM, et al.
Proceedings from the National Cancer Institute’s Second International Workshop on the
Biology, Prevention, and Treatment of Relapse After Hematopoietic Stem Cell
Transplantation: Part III. Prevention and Treatment of Relapse after Allogeneic
Transplantation. Biol Blood Marrow Transplant [Internet]. 2014 Jan [cited 2021 Apr
3]1;20(1):4-13. Available from: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3938421/

105. Ljungman P. The role of cytomegalovirus serostatus on outcome of hematopoietic
stem cell transplantation. Curr Opin Hematol. 2014 Nov;21(6):466-9.

10



106. Loiseau P, Busson M, Balere ML, Dormoy A, Bignon JD, Gagne K, et al. HLA
Association with hematopoietic stem cell transplantation outcome: the number of
mismatches at HLA-A, -B, -C, -DRBI1, or -DQBI is strongly associated with overall
survival. Biol Blood Marrow Transplant. 2007 Aug;13(8):965-74.

107. Lucas M, Gadola S, Meier U, Young NT, Harcourt G, Karadimitris A, et al.
Frequency and Phenotype of Circulating Va24/VB11 Double-Positive Natural Killer T
Cells during Hepatitis C Virus Infection. Journal of Virology [Internet]. 2003 Feb [cited
2022 Apr 20];77(3):2251-7. Available from:
https://journals.asm.org/do1/10.1128/JV1.77.3.2251-2257.2003

108. Luznik L, O’Donnell PV, Symons HJ, Chen AR, Leffell MS, Zahurak M, et al.
HLA-haploidentical bone marrow transplantation for hematologic malignancies using
nonmyeloablative conditioning and high-dose, posttransplantation cyclophosphamide.
Biol Blood Marrow Transplant. 2008 Jun;14(6):641-50.

109. Lynch L, Michelet X, Zhang S, Brennan PJ, Moseman A, Lester C, et al.
Regulatory iNKT cells lack expression of the transcription factor PLZF and control the

homeostasis of T(reg) cells and macrophages in adipose tissue. Nat Immunol. 2015
Jan;16(1):85-95.

110. Lysak D, Koutova L, Holubova M, Vlas T, Miklikova M, Jindra P. The Quality
Control of Mesenchymal Stromal Cells by in Vitro Testing of Their Immunomodulatory
Effect on Allogeneic Lymphocytes. Folia Biol (Praha). 2016;62(3):120-30.

111. Lysak D, Vlas T, Holubova M, Miklikova M, Jindra P. In vitro testing of
immunosupressive effects of mesenchymal stromal cells on lymphocytes stimulated with

alloantigens. Biomed Pap Med Fac Univ Palacky Olomouc Czech Repub. 2015
Jun;159(2):215-9.

112. Maccario R, Podesta M, Moretta A, Cometa A, Comoli P, Montagna D, et al.
Interaction of human mesenchymal stem cells with cells involved in alloantigen-specific
immune response favors the differentiation of CD4+ T-cell subsets expressing a
regulatory/suppressive phenotype. Haematologica. 2005 Apr;90(4):516-25.

113. Magenau JM, Goldstein SC, Peltier D, Soiffer RJ, Braun T, Pawarode A, et al. al-
Antitrypsin infusion for treatment of steroid-resistant acute graft-versus-host disease.
Blood. 2018 Mar 22;131(12):1372-9.

114. Malard F, Labopin M, Chevallier P, Guillaume T, Duquesne A, Rialland F, et al.
Larger number of invariant natural killer T cells in PBSC allografts correlates with
improved GVHD-free and progression-free survival. Blood [Internet]. 2016 Apr 7 [cited
2021 Feb 18];127(14):1828-35. Available from: https://doi.org/10.1182/blood-2015-12-
688739

115. Marcondes AM, Hockenbery D, Lesnikova M, Dinarello CA, Woolfrey A,
Gernsheimer T, et al. Response of Steroid-Refractory Acute GVHD to al-Antitrypsin.
Biol Blood Marrow Transplant. 2016 Sep;22(9):1596-601.

116. Martin PJ, Rizzo JD, Wingard JR, Ballen K, Curtin PT, Cutler C, et al. First- and
second-line systemic treatment of acute graft-versus-host disease: recommendations of the

11



American Society of Blood and Marrow Transplantation. Biol Blood Marrow Transplant.
2012 Aug;18(8):1150-63.

117. Mavers M, Maas-Bauer K, Negrin RS. Invariant Natural Killer T Cells As
Suppressors of Graft-versus-Host Disease in Allogeneic Hematopoietic Stem Cell
Transplantation. Front Immunol [Internet]. 2017 Jul 31 [cited 2020 Dec 6];8. Available
from: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5534641/

118. McCurdy SR, Luznik L. How we perform haploidentical stem cell transplantation
with posttransplant cyclophosphamide. Blood [Internet]. 2019 Nov 21 [cited 2020 Dec
22];134(21):1802—10. Available from: https://doi.org/10.1182/blood.2019001323

119. Mehta RS, Olson A, Ponce DM, Shpall EJ. Unrelated Donor Cord Blood
Transplantation for Hematologic Malignancies. In: Hematology [Internet]. Elsevier; 2018
[cited 2021 Mar 4]. p. 1633-1649.e4. Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/B9780323357623001074

120. Metelitsa LS. Anti-tumor potential of type-I NKT cells against CD1d-positive and
CD1d-negative tumors in humans. Clin Immunol. 2011 Aug;140(2):119-29.

121. Meyer EH, Goya S, Akbari O, Berry GJ, Savage PB, Kronenberg M, et al.
Glycolipid activation of invariant T cell receptor+ NK T cells is sufficient to induce

airway hyperreactivity independent of conventional CD4+ T cells. Proc Natl Acad Sci U
S A. 2006 Feb 21;103(8):2782-7.

122. Michonneau D, Soci¢ G. GVHD Prophylaxis (Immunosuppression). In: Carreras
E, Dufour C, Mohty M, Kroger N, editors. The EBMT Handbook: Hematopoietic Stem
Cell Transplantation and Cellular Therapies [Internet]. 7th ed. Cham (CH): Springer;
2019 [cited 2021 Feb 13]. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK 554020/

123. Miller JP, Perry EH, Price TH, Bolan CD, Karanes C, Boyd TM, et al. Recovery
and safety profiles of marrow and PBSC donors: experience of the National Marrow
Donor Program. Biol Blood Marrow Transplant. 2008 Sep;14(9 Suppl):29-36.

124. Monteiro M, Graca L. iNKT cells: innate lymphocytes with a diverse response.
Crit Rev Immunol. 2014;34(1):81-90.

125. Montoya CJ, Pollard D, Martinson J, Kumari K, Wasserfall C, Mulder CB, et al.
Characterization of human invariant natural killer T subsets in health and disease using a
novel invariant natural killer T cell-clonotypic monoclonal antibody, 6B11. Immunology
[Internet]. 2007 Sep [cited 2022 Feb 16];122(1):1-14. Available from:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2265989/

126. Motohashi S, Okamoto Y, Yoshino I, Nakayama T. Anti-tumor immune responses
induced by iNKT cell-based immunotherapy for lung cancer and head and neck cancer.
Clin Immunol. 2011 Aug;140(2):167-76.

127. Nagler A, Labopin M, Shimoni A, Niederwieser D, Mufti GJ, Zander AR, et al.
Mobilized peripheral blood stem cells compared with bone marrow as the stem cell source
for unrelated donor allogeneic transplantation with reduced-intensity conditioning in
patients with acute myeloid leukemia in complete remission: an analysis from the Acute

12



Leukemia Working Party of the European Group for Blood and Marrow Transplantation.
Biol Blood Marrow Transplant. 2012 Sep;18(9):1422-9.

128. Nagler A, Shimoni A. Conditioning. In: Carreras E, Dufour C, Mohty M, Krdger
N, editors. The EBMT Handbook: Hematopoietic Stem Cell Transplantation and Cellular
Therapies [Internet]. 7th ed. Cham (CH): Springer; 2019 [cited 2022 Mar 29]. Available
from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK 553926/

129. Najera Chuc AE, Cervantes LAM, Retiguin FP, Ojeda JV, Maldonado ER. Low
number of invariant NKT cells is associated with poor survival in acute myeloid
leukemia. J Cancer Res Clin Oncol. 2012 Aug;138(8):1427-32.

130. Nakasone H, Remberger M, Tian L, Brodin P, Sahaf B, Wu F, et al. Risks and
benefits of sex-mismatched hematopoietic cell transplantation differ according to
conditioning strategy. Haematologica. 2015 Nov;100(11):1477-85.

131. Nash RA, Antin JH, Karanes C, Fay JW, Avalos BR, Yeager AM, et al. Phase 3
study comparing methotrexate and tacrolimus with methotrexate and cyclosporine for
prophylaxis of acute graft-versus-host disease after marrow transplantation from unrelated
donors. Blood. 2000 Sep 15;96(6):2062-8.

132. Nauta AJ, Fibbe WE. Immunomodulatory properties of mesenchymal stromal
cells. Blood. 2007 Nov 15;110(10):3499-506.

133. Nguyen KD, Vanichsarn C, Nadeau KC. Increased cytotoxicity of CD4+ invariant
NKT cells against CD4+CD25hiCD127lo/- regulatory T cells in allergic asthma. Eur J
Immunol. 2008 Jul;38(7):2034-45.

134. Ogonek J, Kralj Juric M, Ghimire S, Varanasi PR, Holler E, Greinix H, et al.
Immune Reconstitution after Allogeneic Hematopoietic Stem Cell Transplantation. Front
Immunol [Internet]. 2016 Nov 17 [cited 2020 Dec 16];7. Available from:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5112259/

135. Olsson R, Remberger M, Schaffer M, Berggren DM, Svahn BM, Mattsson J, et al.
Graft failure in the modern era of allogeneic hematopoietic SCT. Bone Marrow
Transplant. 2013 Apr;48(4):537-43.

136. Ortiz LA, Gambelli F, McBride C, Gaupp D, Baddoo M, Kaminski N, et al.
Mesenchymal stem cell engraftment in lung is enhanced in response to bleomycin
exposure and ameliorates its fibrotic effects. Proc Natl Acad Sci U S A. 2003 Jul
8;100(14):8407-11.

137. Osada T, Morse MA, Lyerly HK, Clay TM. Ex vivo expanded human CD4+
regulatory NKT cells suppress expansion of tumor antigen-specific CTLs. Int Immunol.
2005 Sep;17(9):1143-55.

138. Osgood EE, Riddle MC, Mathews TJ. Aplastic anemia treated with daily
transfusions and intravenous marrow; case report. Ann Intern Med [Internet]. 1939 Aug 1
[cited 2021 Mar 1];13(2):357—67. Available from:
https://www.acpjournals.org/doi/10.7326/0003-4819-13-2-357

13



139. Parody R, Martino R, Rovira M, Vazquez L, Vazquez MJ, de la Camara R, et al.
Severe infections after unrelated donor allogeneic hematopoietic stem cell transplantation
in adults: comparison of cord blood transplantation with peripheral blood and bone
marrow transplantation. Biol Blood Marrow Transplant. 2006 Jul;12(7):734-48.

140. Pasquini MC, Devine S, Mendizabal A, Baden LR, Wingard JR, Lazarus HM, et
al. Comparative Outcomes of Donor Graft CD34+ Selection and Immune Suppressive
Therapy As Graft-Versus-Host Disease Prophylaxis for Patients With Acute Myeloid
Leukemia in Complete Remission Undergoing HLA-Matched Sibling Allogeneic
Hematopoietic Cell Transplantation. J Clin Oncol [Internet]. 2012 Sep 10 [cited 2021 Apr
21;30(26):3194-201. Available from:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3434978/

141. Passweg JR, Baldomero H, Basak GW, Chabannon C, Corbacioglu S, Duarte R, et
al. The EBMT activity survey report 2017: a focus on allogeneic HCT for nonmalignant

indications and on the use of non-HCT cell therapies. Bone Marrow Transplant. 2019 Feb
6;

142. Passweg JR, Baldomero H, Chabannon C, Basak GW, de la Camara R,
Corbacioglu S, et al. Hematopoietic cell transplantation and cellular therapy survey of the
EBMT: monitoring of activities and trends over 30 years. Bone Marrow Transplant
[Internet]. 2021 Jul [cited 2022 Mar 19];56(7):1651-64. Available from:
https://www.nature.com/articles/s41409-021-01227-8

143. Passweg JR, Baldomero H, Peters C, Gaspar HB, Cesaro S, Dreger P, et al.
Hematopoietic SCT in Europe: Data and trends in 2012 with special consideration of
pediatric transplantation. Bone marrow transplantation. 2014 Mar 17;49.

144. Patterson S, Chaidos A, Neville DCA, Poggi A, Butters TD, Roberts IAG, et al.
Human Invariant NKT Cells Display Alloreactivity Instructed by Invariant TCR-CD1d
Interaction and Killer Ig Receptors. The Journal of Immunology [Internet]. 2008 Sep 1
[cited 2020 Dec 6];181(5):3268—76. Available from:
https://www.jimmunol.org/content/181/5/3268

145. Pérez-Simon JA, Lopez-Villar O, Andreu EJ, Rifén J, Muntion S, Diez Campelo
M, et al. Mesenchymal stem cells expanded in vitro with human serum for the treatment
of acute and chronic graft-versus-host disease: results of a phase I/II clinical trial.
Haematologica. 2011 Jul;96(7):1072—-6.

146. Perko R, Kang G, Sunkara A, Leung W, Thomas PG, Dallas MH. Gamma delta T
cell reconstitution is associated with fewer infections and improved event-free survival

after hematopoietic stem cell transplantation for pediatric leukemia. Biol Blood Marrow
Transplant. 2015 Jan;21(1):130-6.

147. Petersen SL. Alloreactivity as therapeutic principle in the treatment of
hematologic malignancies. Studies of clinical and immunologic aspects of allogeneic
hematopoietic cell transplantation with nonmyeloablative conditioning. Dan Med Bull.
2007 May;54(2):112-39.

148. Ramasamy R, Tong CK, Seow HF, Vidyadaran S, Dazzi F. The
immunosuppressive effects of human bone marrow-derived mesenchymal stem cells

14



target T cell proliferation but not its effector function. Cell Immunol. 2008
Feb;251(2):131-6.

149. Rashidi A, DiPersio JF, Sandmaier BM, Colditz GA, Weisdorf DJ. Steroids
Versus Steroids Plus Additional Agent in Frontline Treatment of Acute Graft-versus-Host

Disease: A Systematic Review and Meta-Analysis of Randomized Trials. Biol Blood
Marrow Transplant. 2016 Jun;22(6):1133-7.

150. Ratanatharathorn V, Nash RA, Przepiorka D, Devine SM, Klein JL, Weisdorf D,
et al. Phase III Study Comparing Methotrexate and Tacrolimus (Prograf, FK506) With
Methotrexate and Cyclosporine for Graft-Versus-Host Disease Prophylaxis After HLA-
Identical Sibling Bone Marrow Transplantation. Blood [Internet]. 1998 Oct 1 [cited 2021
Jan 2];92(7):2303—14. Available from: https://doi.org/10.1182/blood.V92.7.2303

151. Ringdén O, Uzunel M, Rasmusson I, Remberger M, Sundberg B, Lonnies H, et al.
Mesenchymal stem cells for treatment of therapy-resistant graft-versus-host disease.
Transplantation. 2006 May 27;81(10):1390-7.

152. Rizk M, Monaghan M, Shorr R, Kekre N, Bredeson CN, Allan DS. Heterogeneity
in Studies of Mesenchymal Stromal Cells to Treat or Prevent Graft-versus-Host Disease:
A Scoping Review of the Evidence. Biol Blood Marrow Transplant. 2016;22(8):1416-23.

153. Roark JH, Park SH, Jayawardena J, Kavita U, Shannon M, Bendelac A. CDI1.1
expression by mouse antigen-presenting cells and marginal zone B cells. J] Immunol. 1998
Apr 1;160(7):3121-7.

154. Rocha V, Gluckman E. Clinical Use of Umbilical Cord Blood Hematopoietic
Stem Cells. Biology of Blood and Marrow Transplantation [Internet]. 2006 Jan 1 [cited
2020 Dec 26];12(1, Supplement 1):34—41. Available from:
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1083879105006622

155. Rubio MT, Moreira-Teixeira L, Bachy E, Bouilli¢ M, Milpied P, Coman T, et al.
Early posttransplantation donor-derived invariant natural killer T-cell recovery predicts
the occurrence of acute graft-versus-host disease and overall survival. Blood [Internet].
2012 Sep 6 [cited 2020 Dec 6];120(10):2144—-54. Available from:
https://ashpublications.org/blood/article/120/10/2144/30482/Early-posttransplantation-
donor-derived-invariant

156. Ruggeri L, Mancusi A, Capanni M, Urbani E, Carotti A, Aloisi T, et al. Donor
natural killer cell allorecognition of missing self in haploidentical hematopoietic

transplantation for acute myeloid leukemia: challenging its predictive value. Blood. 2007
Jul 1;110(1):433-40.

157. Ruutu T, Gratwohl A, de Witte T, Afanasyev B, Apperley J, Bacigalupo A, et al.
Prophylaxis and treatment of GVHD: EBMT-ELN working group recommendations for a
standardized practice. Bone Marrow Transplant. 2014 Feb;49(2):168-73.

158. Saber W, Opie S, Rizzo JD, Zhang MJ, Horowitz MM, Schriber J. Outcomes after

matched unrelated donor versus identical sibling hematopoietic cell transplantation in
adults with acute myelogenous leukemia. Blood. 2012 Apr 26;119(17):3908-16.

15



159. Saxon W. Robert A. Good, 81, Founder Of Modern Immunology, Dies. The New
York Times [Internet]. 2003 Jun 18 [cited 2021 Feb 22]; Available from:
https://www.nytimes.com/2003/06/18/us/robert-a-good-8 1 -founder-of-modern-
immunology-dies.html

160. van Schaik B, Klarenbeek P, Doorenspleet M, van Kampen A, Moody DB, de
Vries N, et al. Discovery of invariant T cells by next-generation sequencing of the human
TCR a-chain repertoire. J Immunol. 2014 Nov 15;193(10):5338-44.

161. Schmid C, Labopin M, Nagler A, Bornhduser M, Finke J, Fassas A, et al. Donor
lymphocyte infusion in the treatment of first hematological relapse after allogeneic stem-
cell transplantation in adults with acute myeloid leukemia: a retrospective risk factors

analysis and comparison with other strategies by the EBMT Acute Leukemia Working
Party. J Clin Oncol. 2007 Nov 1;25(31):4938-45.

162. Schmid C, de Wreede LC, van Biezen A, Finke J, Ehninger G, Ganser A, et al.
Outcome after relapse of myelodysplastic syndrome and secondary acute myeloid
leukemia following allogeneic stem cell transplantation: a retrospective registry analysis
on 698 patients by the Chronic Malignancies Working Party of the European Society of
Blood and Marrow Transplantation. Haematologica. 2018 Feb;103(2):237-45.

163. Schmid H, Ribeiro EM, Secker KA, Duerr-Stoerzer S, Keppeler H, Dong R, et al.
Human invariant natural killer T cells promote tolerance by preferential apoptosis
induction of conventional dendritic cells. Haematologica. 2022 Feb 1;107(2):427-36.

164. Schmitz N, Dreger P, Suttorp M, Rohwedder EB, Haferlach T, Loffler H, et al.
Primary transplantation of allogeneic peripheral blood progenitor cells mobilized by
filgrastim (granulocyte colony-stimulating factor). Blood. 1995 Mar 15;85(6):1666—72.

165. Schneidawind D, Pierini A, Alvarez M, Pan Y, Baker J, Buechele C, et al. CD4+
invariant natural killer T cells protect from murine GVHD lethality through expansion of
donor CD4+CD25+FoxP3+ regulatory T cells. Blood. 2014 Nov 20;124(22):3320-8.

166. Seggewiss R, Einsele H. Immune reconstitution after allogeneic transplantation
and expanding options for immunomodulation: an update. Blood. 2010 May
13;115(19):3861-8.

167. Shaw BE, Logan BR, Spellman SR, Marsh SGE, Robinson J, Pidala J, et al.
Development of an Unrelated Donor Selection Score Predictive of Survival after HCT:
Donor Age Matters Most. Biol Blood Marrow Transplant. 2018 May;24(5):1049-56.

168. Slavin S, Reitz B, Bieber CP, Kaplan HS, Strober S. Transplantation tolerance in
adult rats using total lymphoid irradiation: permanent survival of skin, heart, and marrow
allografts. J Exp Med. 1978 Mar 1;147(3):700-7.

169. Snowden JA, Badoglio M, Labopin M, Giebel S, McGrath E, Marjanovic Z, et al.
Evolution, trends, outcomes, and economics of hematopoietic stem cell transplantation in

severe autoimmune diseases. Blood Advances [Internet]. 2017 Dec 20 [cited 2021 Mar
11;1(27):2742-55. Available from: https://doi.org/10.1182/bloodadvances.2017010041

170. Soci¢ G, Stone JV, Wingard JR, Weisdorf D, Henslee-Downey PJ, Bredeson C, et
al. Long-term survival and late deaths after allogeneic bone marrow transplantation. Late

16



Effects Working Committee of the International Bone Marrow Transplant Registry. N
Engl J Med. 1999 Jul 1;341(1):14-21.

171. Soiffer RJ, Kim HT, McGuirk J, Horwitz ME, Johnston L, Patnaik MM, et al.
Prospective, Randomized, Double-Blind, Phase III Clinical Trial of Anti-T-Lymphocyte
Globulin to Assess Impact on Chronic Graft-Versus-Host Disease-Free Survival in
Patients Undergoing HLA-Matched Unrelated Myeloablative Hematopoietic Cell
Transplantation. J Clin Oncol. 2017 Dec 20;35(36):4003—11.

172. Song L, Asgharzadeh S, Salo J, Engell K, Wu H wei, Sposto R, et al. Va24-
invariant NKT cells mediate antitumor activity via killing of tumor-associated
macrophages. J Clin Invest [Internet]. 2009 Jun 1 [cited 2022 Jan 29];119(6):1524-36.
Available from: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2689106/

173. Spanoudakis E, Hu M, Naresh K, Terpos E, Melo V, Reid A, et al. Regulation of
multiple myeloma survival and progression by CD1d. Blood [Internet]. 2009 Mar 12
[cited 2022 May 5];113(11):2498-507. Available from: https://doi.org/10.1182/blood-
2008-06-161281

174. Spierings E, Fleischhauer K. Histocompatibility. In: Carreras E, Dufour C, Mohty
M, Kroger N, editors. The EBMT Handbook: Hematopoietic Stem Cell Transplantation
and Cellular Therapies [Internet]. 7th ed. Cham (CH): Springer; 2019 [cited 2022 Feb 2].
Available from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK 553927/

175. Styczynski J, Tridello G, Koster L, Tacobelli S, Biezen A, Werf S, et al. Death
after hematopoietic stem cell transplantation: changes over calendar year time, infections
and associated factors. Bone Marrow Transplantation. 2020 Jan 1;55:1-11.

176. Switzer GE, Bruce JG, Harrington D, Haagenson M, Drexler R, Foley A, et al.
Health-related quality of life of bone marrow versus peripheral blood stem cell donors: a
prespecified subgroup analysis from a phase IIIl RCT-BMTCTN protocol 0201. Biol
Blood Marrow Transplant. 2014 Jan;20(1):118-27.

177. Tachibana T, Onodera H, Tsuruyama T, Mori A, Nagayama S, Hiai H, et al.
Increased intratumor Valpha24-positive natural killer T cells: a prognostic factor for
primary colorectal carcinomas. Clin Cancer Res. 2005 Oct 15;11(20):7322-7.

178. Teshima T, Reddy P, Zeiser R. Acute Graft-versus-Host Disease: Novel
Biological Insights. Biol Blood Marrow Transplant. 2016 Jan;22(1):11-6.

179. Thomas ED, Buckner CD, Banaji M, Clift RA, Fefer A, Flournoy N, et al. One
hundred patients with acute leukemia treated by chemotherapy, total body irradiation, and
allogeneic marrow transplantation. Blood. 1977 Apr;49(4):511-33.

180. Thomas ED, Buckner CD, Clift RA, Fefer A, Johnson FL, Neiman PE, et al.
Marrow transplantation for acute nonlymphoblastic leukemia in first remission. N Engl J
Med. 1979 Sep 13;301(11):597-9.

181. Thomas ED, Lochte HL, Lu WC, Ferrebee JW. Intravenous infusion of bone

marrow in patients receiving radiation and chemotherapy. N Engl ] Med. 1957 Sep
12;257(11):491-6.

17



182. Tian G, Courtney AN, Jena B, Heczey A, Liu D, Marinova E, et al. CD62L+ NKT
cells have prolonged persistence and antitumor activity in vivo. J Clin Invest [Internet].
2016 Jun 1;126(6):2341-55. Available from: https://doi.org/10.1172/JCI183476

183. Torlén J, Ringdén O, Garming-Legert K, Ljungman P, Winiarski J, Remes K, et
al. A prospective randomized trial comparing cyclosporine/methotrexate and
tacrolimus/sirolimus as graft-versus-host disease prophylaxis after allogeneic
hematopoietic stem cell transplantation. Haematologica. 2016 Nov;101(11):1417-25.

184. Ullah MA, Hill GR, Tey SK. Functional Reconstitution of Natural Killer Cells in
Allogeneic Hematopoietic Stem Cell Transplantation. Front Immunol [Internet]. 2016 Apr
15 [cited 2021 Mar 25];7. Available from:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4831973/

185. Vallera DA, Taylor PA, Sprent J, Blazar BR. The role of host T cell subsets in
bone marrow rejection directed to isolated major histocompatibility complex class I

versus class II differences of bm1 and bm12 mutant mice. Transplantation. 1994
Jan;57(2):249-56.

186. Van Kaer L. NKT cells: T lymphocytes with innate effector functions. Curr Opin
Immunol. 2007 Jun;19(3):354-64.

187. Wagner JE, Thompson JS, Carter SL, Kernan NA, Unrelated Donor Marrow
Transplantation Trial. Effect of graft-versus-host disease prophylaxis on 3-year disease-
free survival in recipients of unrelated donor bone marrow (T-cell Depletion Trial): a
multi-centre, randomised phase II-I1I trial. Lancet. 2005a Sep 27;366(9487):733—41.

188. Wagner JohnE, Steinbuch M, Kernan NancyA, Broxmayer HalE, Gluckman E.
Allogeneic sibling umbilical-cord-blood transplantation in children with malignant and
non-malignant disease. The Lancet [Internet]. 1995 Jul 22 [cited 2021 Mar
8];346(8969):214-9. Available from:
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0140673695912681

189. Wagner W, Wein F, Seckinger A, Frankhauser M, Wirkner U, Krause U, et al.
Comparative characteristics of mesenchymal stem cells from human bone marrow,
adipose tissue, and umbilical cord blood. Exp Hematol. 2005b Nov;33(11):1402-16.

190. Wang Y, Wu DP, Liu QF, Xu LP, Liu KY, Zhang XH, et al. Donor and recipient
age, gender and ABO incompatibility regardless of donor source: validated criteria for
donor selection for haematopoietic transplants. Leukemia. 2018 Feb;32(2):492-8.

191. Welniak LA, Blazar BR, Murphy WJ. Immunobiology of Allogeneic
Hematopoietic Stem Cell Transplantation. Annu Rev Immunol [Internet]. 2007 Apr [cited
2021 Mar 4];25(1):139-70. Available from:
http://www.annualreviews.org/doi/10.1146/annurev.immunol.25.022106.141606

192. Weng JY, Du X, Geng SX, Peng YW, Wang Z, Lu ZS, et al. Mesenchymal stem
cell as salvage treatment for refractory chronic GVHD. Bone Marrow Transplant. 2010
Dec;45(12):1732-40.

193. Williams L, Cirrone F, Cole K, Abdul-Hay M, Luznik L, Al-Homsi AS. Post-
transplantation Cyclophosphamide: From HLA-Haploidentical to Matched-Related and

18



Matched-Unrelated Donor Blood and Marrow Transplantation. Front Immunol [Internet].
2020 Apr 9 [cited 2022 May 7];11:636. Available from:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7177152/

194. Wolf BJ, Choi JE, Exley MA. Novel Approaches to Exploiting Invariant NKT
Cells in Cancer Immunotherapy. Front Immunol. 2018;9:384.

195. www.MeDitorial.cz. 25 let nepfibuzenského darovani krvetvornych bunék
[Internet]. [cited 2020 Dec 16]. Available from:
https://www.prolekare.cz/casopisy/transfuze-hematologie-dnes/2019-1-23/25-1et-
nepribuzenskeho-darovani-krvetvornych-bunek-112724

196. Ye Z, Liu J, Zheng J, Zhang J, Huang R. L-selectin Promotes the Maturation of
Dendritic Cells via Up-regulation the Expression of TLR4 in vitro. Ann Clin Lab Sci
[Internet]. 2017 Jan 8 [cited 2022 Jan 26];47(4):389-94. Available from:
http://www.annclinlabsci.org/content/47/4/389

197. Yuling H, Ruijing X, Li L, Xiang J, Rui Z, Yujuan W, et al. EBV-induced human
CD8+ NKT cells suppress tumorigenesis by EBV-associated malignancies. Cancer Res.
2009 Oct 15;69(20):7935-44.

198. Zeiser R, Blazar BR. Acute Graft-versus-Host Disease - Biologic Process,
Prevention, and Therapy. N Engl J Med. 2017 Nov 30;377(22):2167-79.

199. Zeiser R, Burchert A, Lengerke C, Verbeek M, Maas-Bauer K, Metzelder SK, et
al. Ruxolitinib in corticosteroid-refractory graft-versus-host disease after allogeneic stem
cell transplantation: a multicenter survey. Leukemia. 2015 Oct;29(10):2062-8.

200. Zeng SG, Ghnewa YG, O’Reilly VP, Lyons VG, Atzberger A, Hogan AE, et al.
Human Invariant NKT Cell Subsets Differentially Promote Differentiation, Antibody
Production, and T Cell Stimulation by B Cells In Vitro. The Journal of Immunology
[Internet]. 2013 Aug 15 [cited 2022 Feb 19];191(4):1666—76. Available from:
https://www .jimmunol.org/content/191/4/1666

19



9. PODEKOVANI
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cytometrie na Hematologicko-onkologickém oddéleni Fakultni nemocnice v Plzni d€kuji svému
Skoliteli doc. MUDr. Danielu Lysakovi, PhD a své konzultantce Mgr. Monice Holubové, PhD. Za
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Priloha 1 — Dynamika rekonstituce invariantnich NKT lymfocytii po aloHSCT - grafické
zobrazeni pro jednotlivé pacienty a primarni data

Tabulka P1.1 — rekonstituce iNKT po aloHSCT — pacient 1

Timepoint Datum  CD3+(ul) procento iNKT ~ iNKT (ul)  STANDARDIZACE INKT/m

? 1 03.12.2019 29,00 1,42 0,41 100 412
2/ 23.12.2019 57,00 0,15 0,09 21 86
EY 14.01.2020 247,00 0,10 0,24 59 242
4 30.01.2020 331,00 0,06 0,19 45 185
5 13.02.2020 454,00 0,40 1,82 441 1816
6 03.03.2020 680,00 0,02 0,16 38 156
7 26032020| 102700/ 003 026 6 257
8 30.04.2020 1249,00 0,09 1,10 267 1099

Dynamika iNKT po aloSCT -
Pacient 1

500
400
300
200
100

1 2 3 4 5 6 7 8

Obrazek P1.1 — rekonstituce iNKT po aloHSCT — pacient 1

Tabulka P1.2 — rekonstituce iNKT po aloHSCT — pacient 2

Timepoint Datum ~ CD3+(uL) procento iNKT ~ iNKT (UL) ~ STANDARDIZACE INKT/ml

? 1 15.01.2020| 608,00 0,03 0,19 100 188
2 05.02.2020 551,00 0,03 0,19 99 187
3 19.02.2020 736,00 0,02, 0,15 78 147
4 04.03.2020 632,00 0,04 0,28 148 278
5 18.03.2020 700,00 0,03 0,18 93 175
6 22.062020| 849,00 0,02 0,16 86 161
7 27.05.2020 1024,06 0,01 0,12 65 123

Dynamika iNKT po aloSCT -

Pacient 2
200
150
100
50
0
1 2 3 4 5 6 7

Obrazek P1.2 — rekonstituce iNKT po aloHSCT — pacient 2
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Tabulka P1.3 — rekonstituce iNKT po aloHSCT — pacient 3

Timepoint Datum __CD3+ (uL) procento INKT iNKT (uL) STANDARDIZACE iNKT/ml
1 19.12.2019 36,00 0,13 0,05 100 47
2 23.01.2020 26,00 0,10 0,03 56 26
3 06.02.2020 69,00 0,05 0,03 66 31
4 18.02.2020 195,00 0,03 0,07 142 66
5 03.03.2020 127,00 0,04 0,04 95 44
6 24.03.2020 468,00 0,03 0,12 260 122
716042020 17600| 007 013 275 128
8 22052020 647,00 0,04 0,25 539 252

Dynamika iNKT po aloSCT - Pacient
3

600
500
400
300
200
100

Obrazek P1.3 — rekonstituce iNKT po aloHSCT — Pacient 3Tabulka P1.4 — rekonstituce iNKT po
aloHSCT — pacient 4

Timepoint Datum __CD3+ (uL) procento INKT iNKT (uL) STANDARDIZACE INKT/ml
1 20.01.2020 60,00 0,20 0,06 100 60|
2. 20.02.2020 51,00 0,02 0,01 18 11
3 05.03.2020 24,00 0,03 0,01 11 6
4 19.03.2020 190,00 0,01 0,02 35 21|
5 30.03.2020 226,00 0,01 0,03 53 32
6 20.04.2020 553,00 0,10 0,53 885 531
7 19.05.2020| 658,00 0,02 0,11 186 112
8 30.06.2020 799,00 0,10 0,80 1232 799|

Dynamika iNKT po aloSCT -
Pacient 4

1400
1200
1000
800
600
400
200

1 2 3 4 5 6 7 8

Obrazek P1.4 — rekonstituce iNKT po aloHSCT — Pacient 4
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Tabulka P1.5 — rekonstituce iNKT po aloHSCT — Pacient 5

Timepoint Datum __CD3+ (uL) procento INKT iNKT (uL) STANDARDIZACE iNKT/ml
1 20.01.2020 100,00 0,00 0,00 0 0
2 19.02,2020 55,00 0,28 0,15 100 154
3 04.03.2020 200,00 0,02, 0,03 21 32
4 18.03.2020 200,00 0,00 0,00 0 0
5 02.04.2020 63,00 0,06 0,04 25 38
6 16.04.2020 86,00 0,02 0,02 13 20|
722052020 6800 008 006 3 56
8 15.06.2020 103,00 0,07 0,07 47 72

Dynamika iNKT po aloSCT - Pacient 5

120
100
80
60
40

20

1 2 3 4 5 6 7 8

Obrazek P1.5 — rekonstituce iNKT po aloHSCT — Pacient 5

Tabulka P1.6 — rekonstituce iNKT po aloHSCT — Pacient 6

Timepoint Datum CD3+ (uL) procento iINKT iNKT (uL) STANDARDIZACE iNKT/ml
i 1 03.02.2020 45,00 0,24 0,11 100 108/
.2 16032020 1700 010 . 01% 105 o 113
3 27.03.2020 470,00 0,12 0,56 522 564/

Dynamika iNKT po aloSCT - Pacient 6

600
500
400
300

200

100

1 2 3

Obrazek P1.6 — rekonstituce iNKT po aloHSCT — pacient 6
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Tabulka P1.7 — rekonstituce iNKT po aloHSCT — pacient 7

Timepoint Datum __CD3+ (uL) procento INKT iNKT (uL) STANDARDIZACE INKT/ml
1 13.02.2020 232,00 1,20 2,78 100 2784
2 19.03.2020 84,00 0,24 0,20 7 202/
3 27.03.2020 74,00 0,22 0,16 6 163/
4 14,04.2020 101,00 0,58 0,59 21 586/
5 27.04.2020 169,00 0,15 0,25 g 254/
6. 13.05.2020 173,00 0,19 0,33 12 329
7, 22.06.2020| 245,00 0,24 0,59 21 588
8! 20.08.2020 36,00 0,10 0,04 1 36/

Dynamika iNKT po aloSCT - Pacient 7

120
100
80
60
40

20

1 2 3 4 5 6 7 8

Obrazek P1.7 — rekonstituce iNKT po aloHSCT — pacient 7

Tabulka P1.8 — rekonstituce iNKT po aloHSCT — Pacient 8

Timepoint Datum _ CD3+(ul) procento iNKT ~ INKT (ul)  STANDARDIZACE iNKT/ml
1 03.03.2020 253,00 0,23 0,58 100 582
2 26.03.2020) 236,00 0,03 0,06 11 64

3! 23.04.2020 226,00 0,02 0,05 g 50

4 26052020 19400 004 008 13 76

5 01.07.2020 874,00 0,07 0,65 111 647

6. 06.08.2020 765,00 0,15 1,15 197 1148

Dynamika iNKT po aloSCT -

Pacient 8
250
200
150
100
50 \
0
1 2 3 4 5 6

Obrazek P1.8 — rekonstituce iNKT po aloHSCT — Pacient 8
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Tabulka P1.9 — rekonstituce iNKT po aloHSCT — Pacient 9

~ Timepoint Datum _ CD3+(uL) procento iNKT ~ iNKT (uL)  STANDARDIZACE iNKT/ml
5 1 04.03.2020 70,00 0,00 0,00 0 1
2 01.04.2020/| 413,00 023 09 100 950
3 15.04.2020 273,00 0,00 0,00 0 0|
A 06052020| 56,00 075 04 M _420]
5 22.05.2020 98,00 0,03 0,03 3 32
6 04.06.2020 78,00 0,03 0,03 3 26
Dynamika iNKT po aloSCT - Pacient 9
120
100
80
60
40
20
0
1 2 3 4
Obrazek P1.9 — rekonstituce iNKT po aloHSCT — pacient 9
Tabulka P1.10 — rekonstituce iNKT po aloHSCT — pacient 10
Timepoint Datum __CD3+ (uL) procento INKT iINKT (uL) STANDARDIZACE INKT/ml
1 18.03.2020 88,00 0,00 0,00 0 1
2 15.04.2020 325,00 0,00 0,00 0 0
3 04.05.2020 359,00 0,05 0,18 100 176,
4 18.05.2020 245,00 0,69 0,23 130 228
5 01.06.2020 285,00 0,00 0,00 0 0
6 15.06.2020 388,00 0,00 0,00 0 0|
7 15.07.2020| 551,00 0,13 0,72 407 716,
8! 24.08.2020 904,00 0,04 0,39 221 389

450
400
350
300
250
200
150
100

50

Dynamika iNKT po aloSCT - Pacient 10

1

2

3

4 5

6

7

8

Obrazek P1.10 — rekonstituce iNKT po aloHSCT — pacient 10
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Tabulka P1.11 — rekonstituce iNKT po aloHSCT — pacient 11

Timepoint Datum __CD3+ (uL) procento INKT iNKT (uL) STANDARDIZACE INKT/ml
1 12.03.2020 206,00 0,14 0,29 100 288
2 16.04.2020 1294,00 0,05 0,60 206 595 |
3 28.04.2020 1907,00 0,26 4,96 1715 4958|
4 12.05.2020 1196,00 0,25 2,99 1037 2990
S 01.06.2020 33,00 0,00 0,00 0 0|
6 11.06.2020 768,00 0,00 0,00 0 0|
7 21.07.2020|  2104,00 0,03 0,67 233 673
8! 10.08.2020 1464,00 0,05 0,73 254 732/
Dynamika iNKT po aloSCT - Pacient 11
2000
1800
1600
1400
1200
1000
800
600
400
200
0
1 2 3 4 5 6 7 8
Obrazek P1.11 — rekonstituce iNKT po aloHSCT — pacient 11
Tabulka P1.12 — rekonstituce iNKT po aloHSCT — pacient 12
Timepoint Datum __CD3+ (uL) procento INKT iNKT (uL) STANDARDIZACE iNKT/ml
1 26.03.2020 93,00 0,07 0,07 100 65/
z 28,04.2020 970,00 0,07 0,68 1043 679
3 19.05.2020 713,00 0,02 0,11 164 107
4 28.05.2020 874,00 0,02 0,21 322 210
5 11.06.2020 1085,00 0,03 0,36 550 358
6 25.06.2020 2077,00 0,03 0,66 1021 665
7 28.07.2020| 276400 0,21 5,80 8916 5804
8I 25.08.2620 1159,00 0,02 0,28 427 278
Dynamika iNKT po aloSCT - Pacient 12
10000
8000
6000
4000
2000
0 /\
1 2 3 4 5 6 7 8

Obrazek P1.12 — rekonstituce iNKT po aloHSCT — pacient 12
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Tabulka P1.13 — rekonstituce iNKT po aloHSCT — pacient 13

Timepoint Datum __CD3+ (uL) procento INKT iNKT (uL) STANDARDIZACE INKT/ml
1 09.04,2620 718,00 0,20 1,44 100 1436
2 13.05,2020 870,00 0,08 0,73 51 731
3 27.05,2020 539,00 0,04 0,20 14 205
4 08.06.2020 1091,00 0,07 0,74 52 742
5 22.06,2020 444,00 6,09 0,40 28 395
6 14.07.2020 615,00 0,00 0,00 0 0
7 10.08.2020| 476,00 0,08 0,38 26 376
8! 07.09.2020 539,00 0,09 0,47 33 469
Dynamika iNKT po aloSCT -
Pacient 13
120
100
80
60
40
20
0
1 2 3 4 s 6 7 8
Obrazek P1.13 — rekonstituce iNKT po aloHSCT — pacient 13
Tabulka P1.14 — rekonstituce iNKT po aloHSCT — pacient 14
Timepoint Datum __CD3+ (uL) procento INKT iNKT (uL) STANDARDIZACE iNKT/ml
1 27.04,2020 349,00 0,05 0,17 100 171
2. 25,05.2020 1160,00 0,02 0,26 144 255
3 08.06.2020 1104,00 0,00 0,00 0 0
4 17.06.2020 1045,00 0,02 0,23 134 230
5 13.07.2020 834,00 0,03 0,28 166 284
3 10.08.2020 814,00 0,07 0,54 314 537
7 31.08.2020| 873,00 0,07 0,59 347 594
8I 21.09.2620 894,00 0,09 0,78 455 778

Dynamika iNKT po aloSCT -
Pacient 14
500
400
300
200
100

1 2 3 4 5 6 7 8

Obrazek P1.14 — rekonstituce iNKT po aloHSCT — pacient 14
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Tabulka P1.15 — rekonstituce iNKT po aloHSCT — pacient 15

Timepoint Datum ~ CD3+ (uL) procento INKT iNKT (uL) STANDARDIZACE INKT/ml
! 1. 04.06.2020 515,00 0,01 0,07 100 67
2 02.07.2020 314,00 0,05 0,15 225 151
3 11.08.2020 701,00 0,02 0,16 241 161
4 25.08.2020 727,00 0,07 0,52 771 5186
5 08.09.2020 999,00 0,62 0,17 254 170
6 22.10.2020|  1623,00 0,01 0,18 267 179
7! 05.11.2020 1497,00 0,01 0,16 246 165
Dynamika iNKT po aloSCT - Pacient 15
900
800
700
600
500
400
300
200 -
100
0
1 2 3 4 5 6 7
Obrazek P1.15 — rekonstituce iNKT po aloHSCT — pacient 15
Tabulka P1.16 — rekonstituce iNKT po aloHSCT — pacient 16
- Timepoint Datum CD3+ (uL) procento INKT ~ iNKT (uL) ~ STANDARDIZACE iNKT/ml
5 1 09.06.2020 105,00 1,23 1,29 100 1292
L2 13.07.2020 112000 o076 08 66 851
3 28.07.2020 42,00 0,45 0,19 15 189

Dynamika iNKT po aloSCT - Pacient 16

120
100
80
60
40

20

1 2 3

Obrazek P1.16 — rekonstituce iNKT po aloHSCT — pacient 16
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Tabulka P1.17 — rekonstituce iNKT po aloHSCT — pacient 17

Timepoint Datum _ CD3+(uL) procento iNKT ~ iNKT (uL)  STANDARDIZACE INKT/ml
5 1 24.06.2020 344,00 0,18 0,62 100 619
2 1507.2020 101,00 000 000 0 ol
3 05.08.2020 103,00 0,41 0,42 68 422
5 01.09.2020 122,00 0,18 0,22 35 220/
6 21.09.2020 366,00 027 0,99 160 988|

Dynamika iNKT po aloSCT - Pacient 17
180
160
140
120
100
80
60
40

20

1 2 3 4 5 6

Obrazek P1.17 — rekonstituce iNKT po aloHSCT — pacient 17

Tabulka P1.18 — rekonstituce iNKT po aloHSCT — pacient 18

Timepoint Datum CD3+ (uL) procento iINKT iINKT (uL) STANDARDIZACE INKT/ml
? 1I 26.06.2020 241,00 0,11 0,27 100 265|
3' 04.08.2020 123,00 0,06 0,07 26 70|

Dynamika iNKT po aloSCT - Pacient 18

120
100
80
60
40

20

1 2 3

Obrazek P1.18 — rekonstituce iNKT po aloHSCT — pacient 18
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Tabulka P1.19 — rekonstituce iNKT po aloHSCT — pacient 19

Timepoint Datum _ CD3+(uL) procento iNKT ~ iNKT (uL)  STANDARDIZACE INKT/m
; 1! 01.07.2020 5426,00 0,12 6,51 100 6511
2 1607.2020]  3650,00 003 117 18 1168
3' 13.08.2020 2928,00 (0,03 0,85 i3 844
5I 21.10.2020 1768,00 0,05 0,85 209 845
6 18.13.2020 1301,00 0,03 0,35 5 351

Dynamika iNKT po aloSCT - Pacient 19

250
200
150
100

50

0
1 2 3 4 5 6

Obrazek P1.19 — rekonstituce iNKT po aloHSCT — pacient 19

Tabulka P1.20 — rekonstituce iNKT po aloHSCT — pacient 20

Timepoint Datum __CD3+ (uL) procento INKT iINKT (uL) STANDARDIZACE INKT/ml
1 15.07.2G620 160,00 0,04 0,06 100 56|
2 05.08.2020 627,00 0,07 0,43 773 433|
3 19.08.2620 480,00 0,09 0,45 797 446|
4 23.09.2020 341,00 0,05 0,16 286 160|
5 30.09.2020 458,00 0,09 0,39 595 389|
6 07.10.2020 310,00 0,05 0,15 271 152
7 16112020 939,00 001, 0,12 218 122
8 30.11.2020 2016,00 0,02 0,42 756 423|

Dynamika iNKT po aloSCT - Pacient 20

900
800
700
600
500
400
300
200
100

1 2 3 4 5 6 7 8

Obrazek P1.20 — rekonstituce iNKT po aloHSCT — pacient 20
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Tabulka P1.21 — rekonstituce iNKT po aloHSCT — pacient 21

Timepoint Datum CD3+ (uL) procento iINKT iNKT (uL) STANDARDIZACE INKT/ml
1 29.07.2020 37,00 0,64 0,24 100 237|
2 12.08.2020 150,00 0,09 0,13 56 134

Dynamika iNKT po aloSCT - Pacient 21
120
100
80
60
40

20

1 2

Obrazek P1.21 — rekonstituce iNKT po aloHSCT — pacient 21

Tabulka P1.22 — rekonstituce iNKT po aloHSCT — pacient 22

Timepoint Datum _CD3+ (uL)  procento INKT iNKT (uL) STANDARDIZACE iNKT/ml
1) 06.08.2020 108,00 0,23 0,25 100 248
2 20.08.2020 95,00 0,03 0,02 10 25
3 03.09.2020 58,00 0,03 0,02 6 15
4 16.09.2020 48,00 0,16 0,08 31 77
5 07.10.2020 56,00 0,51 0,291 115 286
6 14102020) 54,00 035 019 76 189
7 25.11.2020 60,00 0,24 0,14 58 144,

Dynamika iNKT po aloSCT - Pacient 22
140
120
100
80
60
40
20

1 2 3 4 5 6 7

Obrazek P1.22 — rekonstituce iNKT po aloHSCT — pacient 22
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Priloha 2 — RozloZeni subpopulaci iNKT po aloHSCT — primarni data

Tabulka P2.1 — RozloZeni subpopulaci iNKT po aloHSCT — pacient 1

Timepoint Datum CD8+ CD4+ CD4- CD8- (DN)
1 03.12.2019 75,0 10,7 14,3

2 23.12.2019 61,4 22,7 13,6

3 14.01.2020 83,2 9,2 6,1

4 30.01.2020 76,4 18,7 4,9

5 13.02.2020 59,9 5,7 34,3

6 03.03.2020 66,1 31,2, 1,8

7 26.03.2020 80,0 20,0 0,0

8 30.04.2020 37,1 14,5 48,4
Median hodnot 70,6 16,6 9,9
MIN - 37,1 5,7 0,0

MAX 83,2 31,2 48,4

Pozn. — data jsou prezentovana jako % z celkového poétli iINKT

Tabulka P2.2 — RozloZeni subpopulaci iNKT po aloHSCT — pacient 2

Timepoint Datum CD8+ CD4+ CD4- CD8- (DN)
1 15.01.2020 75,6, 19,2 1,3

2| 05.02.2020 80,0 0,0 20,0

3 19.02.2020 72,0 14,0 14,0

4| 04.03.2020 0,0 0,0 100,0

5 18.03.2020 54,5 27,3 18,2

6 22.04.2020 76,5 18,5 2,5

7 27.05.2020 50,0 0,0 50,0
Median hodnot 72,0 14,0 18,2
MIN 0,0 0,0 1,3
MAX 80,0 27,3 100,0

Tabulka P2.3 — RozloZeni subpopulaci iNKT po aloHSCT — pacient 3

Timepoint ~ Datum  CD8+ CD4+ CD4- CD8- (DN)
1 19.12.2019 45,5 9,1 45,5

2 23.01.2020 84,6 0,0 15,4

3 06.02.2020 100,0 0,0 0,0

4. 18.02.2020 81,0 00 19,0

5 03.03.2020 94,3 0,0 5,7

6 24.03.2020 96,0 0,0 4,0

7 16.04.2020) 81,2 12,5 6,3

8 22.05.2020 61,8 0,0 38,2
Median hodnot 82,9 0,0/ 10,8
MIN 45,5 0,0 0,0
MAX 100,0 12,5 45,5




Tabulka P2.4 — Rozlozeni subpopulaci iNKT po aloHSCT — pacient 3

Timepoint  Datum CD8+ CD4+ CD4- CD8- (DN)
1 20.01.2020 0,0 100,0 0,0

2 20.02.2020 25,0 50,0 25,0

3 05.03.2020 14,3 85,7 0,0

4 19.03.2020 0,0 0,0 0,0

5 30.03.2020 41,2 64,7 0,0

6 20.04.2020 79,6 19,8 0,3

7 19.05.2020 66,7 33,3 0,0

8 30.06.2020 73,2 25,1 1,5
Median hodnot 33,1 41,7 0,0
MIN 0,0 0,0 0,0
MAX 79,6 100,0 25,0

Tabulka P2.5 — RozloZeni subpopulaci iNKT po aloHSCT — pacient 5

Timepoint  Datum CD8+ CD4+ CD4- CD8- (DN)
1 20.01.2020 0,0 0,0 0,0

2 19.02.2020 52,6 45,6 1,8

3 04.03.2020 0,0 37,5 62,5

4 18.03.2020 0,0 0,0 0,0

5 02.04.2020 30,4 43,5 21,7

6 16.04.2020 25,0 50,0 16,7

7 22.05.2020 15,2 42,4 36,4

8 15.06.2020 20,0 43,3 33,3
Median hodnot 17,6 42,9 19,2
MIN 0,0 0,0 0,0
MAX 52,6 50,0 62,5

Tabulka P2.6 — RozloZeni subpopulaci iNKT po aloHSCT — pacient 6

Timepoint  Datum CD8+ CD4+ CD4- CD8- (DN)
1 03.02.2020 0,0 26,7 53,3

2 16.03.2020 9,7 3,2 87,1

3. 27.03.2020 0,7 0,4 98,9

Median hodnot 0,7 3,2 87,1

MIN 0,0 0,4 53,3

MAX 9,7 26,7 98,9
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Tabulka P2.7 — RozloZeni subpopulaci iNKT po aloHSCT — pacient 7

Timepoint  Datum CD8+ CD4+ CD4- CD8- (DN)
1 13.02.2020 18,8, 16,1 65,1

2 19.03.2020 35,0 14,6 49,5

3 27.03.2020 64,6 2,1 17,7

4 14.04.2020 36,3 19,4 42,6

5 27.04.2020 23,8 25,4 50,8

6 13.05.2020 23,3 34,7 42,1

7 22.06.2020 42,1 30,3 27,3

8 20.08.2020 39,1 13,0 47,8
Median hodnot 35,9 17,8 45,2
MIN 18,8 2,1 17,7
MAX 64,6 34,7 65,1

Tabulka P2.8 — RozloZeni subpopulaci iNKT po aloHSCT — pacient 8

Timepoint  Datum = CD8+ = CD4+ CD4-CDS8- (DN)
1 03.03.2020 73,6 15,5 10,0

2 26.03.2020 66,7 33,3 0,0

3 23.04.2020 66,7 16,7 16,7

4 26.05.2020 100,0 0,0 0,0

5 01.07.2020 73,7 2,7 23,6

6 06.08.2020 55,8 4,9 39,1

Median hodnot 70,2 10,2 13,4

MIN 228 o0 00

MAX 100,0 33,3 39,1

Tabulka P2.9 — Rozlozeni subpopulaci iNKT po aloHSCT — pacient 9

Timepoint  Datum CD8+ CD4+ CD4- CD8- (DN)
1 04.03.2020 0,0 0,0 0,0

2 01.04.2020 33,9 6,6 59,5

3 15.04.2020 0,0 0,0 0,0

4 06.05.2020 455 20,8 32,5

5 22.05.2020 100,0 0,0 0,0

6 04.06.2020 26,3 26,3 47,4

Median hodnot 30,1 3,3 16,3

MAX 100,0 26,3 59,5
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Tabulka P2.10 — RozloZeni subpopulaci iNKT po aloHSCT — pacient 10

Timepoint  Datum CD8+ CD4+ CD4- CD8- (DN)
1 18.03.2020 0,0 0,0 0,0

2 15.04.2020 0,0 0,0 0,0

3 04.05.2020 67,5 23,1 7,7

4 18.05.2020 52,1 33,1 11,3

5 01.06.2020 0,0 0,0 0,0

6 15.06.2020 31,9 45,1 20,9

7 15.07.2020 64,7 35,3 0,0

8 24.08.2020 51,6 38,6 5,2
Median hodnot 41,8 28,1 2,6
MIN 0,0 0,0 0,0
MAX 67,5 45,1 20,9

Tabulka P2.11 — RozloZeni subpopulaci iNKT po aloHSCT — pacient 11

Timepoint  Datum CD8+ CD4+ CD4- CD8- (DN)
1 12.03.2020 40,0 16,7 43,3

2 16.04.2020 66,7 3,3 30,0

3. 28.04.2020 84,0 12,8 3,2

4 12.05.2020 74,0 14,8 11,2

5 01.06.2020 0.0 0,0 0,0

6 11.06.2020 0,0 0,0 0,0

7 21.07.2020 90,8 4,6 4,6

8 10.08.2020 83,5 8,9 7.0

Median hodnot 70,4 6,8 58
MIN 0,0 0,0 0,0

MAX 90,8 16,7 43,3
Tabulka P2.12 — Rozlozeni subpopulaci iNKT po aloHSCT — pacient 12
Timepoint  Datum CD8+ CD4+ CD4- CD8- (DN)
1 26.03.2020) 0,0 0,0 0,0

2 28.04.2020 85,3 4,4 10,3

3 19.05.2020 100,0 0,0 0,0

4. 28.05.2020 67,1 82 23,5

5 11.06.2020 62,5 25,0 12,5

6 25.06.2020 87,7 7,5 4,3

7 28.07.2020 89,7 8,6 0,9

8 25.08.2020 90,0 10,0 0,0

Median hodnot 86,5 7,91 2,8

MIN 0,0 0,0 0,0

MAX 100,0 25,0 23,5
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Tabulka P2.13 — RozloZeni subpopulaci iNKT po aloHSCT — pacient 13

Timepoint  Datum CD8+ CD4+ CD4- CD8- (DN)
1 09.04.2020 33,0 4,6 61,9

2 13.05.2020 44,0 8,0 48,0

3, 27.05.2020 0,0 0,0 100,0

4 08.06.2020 32,7 7,5 59,5

5 22.06.2020 38,2 6,0 55,2

6 14.07.2020 0,0 0,0 0,0

7 10.08.2020 45,3 7,1 46,3

8 07.09.2020 44,7 12,1 42,1
Median hodnot 35,6 6,6 51,6
MIN 0,0 0,0 0,0
MAX 45,3 12,1 100,0

Tabulka P2.14 — RozloZeni subpopulaci iNKT po aloHSCT — pacient 14

Timepoint  Datum CD8+ CD4+ CD4- CD8- (DN)
1| 27.04.2020 20,9 16,4 62,7

2 25.05.2020 67,9 14,9 17,2

3 08.06.2020 0,0 0,0 0,0

4 17.06.2020 44,6 14,5 41,0

5 13.07.2020 53,8 0,0 38,5

6 10.08.2020 64,9 21,3 12,9

7 31.08.2020 56,1 22,5 20,6

8 21.09.2020 57,5 19,2 21,4

Medién hodnot 55,0 15,7 21,0

MIN 0,0 0,0 0,0

MAX 67,9 22,5 62,7
Tabulka P2.15 — Rozlozeni subpopulaci iNKT po aloHSCT — pacient 15
Timepoint Datum CD8+ CD4+ CD4- CD8- (DN)
1 04.06.2020 38,5 15,4 46,2

2 02.07.2020 50,0 0,0 50,0

3 11.08.2020 57,1 23,8/ 19,0

4 25.08.2020 69,6 7,1 23,2

5 08.09.2020 71,4 14,3 14,3

6 22.10.2020 79,5 13,3 7,2

7 05.11.2020 75,0 12,5 11,1

Median hodnot 69,6 13,3 19,0

MIN 38,5 0,0 7,2

MAX 79,5 23,8 50,0




Tabulka P2.16 — RozloZeni subpopulaci iNKT po aloHSCT — pacient 16

Timepoint Datum CD8+ CD4+ CD4- CD8- (DN)
1 09.06.2020 39,3 3,1 57,1

2 13.07.2020 44,9 6,3 48,0

3 28.07.2020 42,9 10,5 45,9

Medidn hodnot 42,9 6,3 48,0

MIN | 39,3 3,1 45,9

MAX 44,9 10,5 57,1

Tabulka P2.17 — Rozlozeni subpopulaci iNKT po aloHSCT — pacient 17

Timepoint  Datum CD8+ CD4+ CD4- CD8- (DN)
1 24.06.2020 28,1 1,1 70,8
2 15.07.2020 0,0 0,0 0,0
3 05.08.2020 35,3 0,0 64,7
4 12.08.2020 60,0 0,0 33,3
5 01.09.2020 37,5 0,0 61,3
6 21.09.2020 69,3 2,9 27,7
Median hodnot 36,4} 0,0 47,3
MAX 69,3 2,9 70,8
Tabulka P2.18 — Rozlozeni subpopulaci iNKT po aloHSCT — pacient 18
Timepoint  Datum CD8+ CD4+ CD4- CD8- (DN)
1 26.06.2020 79,8 18,0 2,3
2 29.07.2020 75,0 17,0 8,0
3 04.08.2020 77,1 17,1 5,7
Median hodnot 77,1 17,11 5,7
MIN 75,0 17,0 2,3
MAX 79,8 18,0 8,0
Tabulka P2.19 — Rozlozeni subpopulaci iNKT po aloHSCT — pacient 19
Timepoint  Datum CD8+ CD4+ CD4- CD8- (DN)
IS MY v M——
2 16.07.2020 97,3 0,0 2,7
3 13.08.2020 86,7 1,9 11,1
4 07.10.2020 76,8 3,8 19,5
5 21.10.2020 84,5 3,2 11,4
6 18.11.2020 63,4 5,2 30,6
Median hodnot 85,6 2,5 11,3
MAX 97,3 5,2 30,6




Tabulka P2.20 — Rozlozeni subpopulaci iNKT po aloHSCT — pacient 20

Timepoint  Datum CD8+ CD4+ CD4- CD8- (DN)
1 15.07.2020 31,4 57,1 8,6

2 05.08.2020 7,1 92,9 0,0

3 19.08.2020 16,9 82,0 0,6

4 23.09.2020 27,3 50,0 22,7

5 30.09.2020 15,5 37,3 47,3

6 07.10.2020 50,0 50,0 0,0

7 16.11.2020 60,5 27,9 9,3

8 30.11.2020 53,8 6,5 39,7
Median hodnot 29,4 50,0 3,9
MIN 7,1 6,5 0,0
MAX .....605 928 4713

Tabulka P2.21 — Rozlozeni subpopulaci iNKT po aloHSCT — pacient 21

Timepoint  Datum CD8+ CD4+ CD4- CD8- (DN)
1 29.07.2020 77,8 21,1 1,1

2 12.08.2020 54,5 35,1 9,1

Medidn hodnot 66,2 28,1 51

MIN 54,5 21,1 L1

MAX 77,8 351 9,1

Tabulka P2.22— Rozlozeni subpopulaci iNKT po aloHSCT — pacient 22

Timepoint  Datum CD8+ CD4+ CD4- CD8- (DN)
1 06.08.2020 72,7 20,0 7.3

2 20.08.2020 0,0 0,0/ 100,0

3 03.09.2020 36,4 27,3 36,4

4 16.09.2020 35,6 4,6 58,6

5 07.10.2020 20,0 20,0/ 60,0

6 14.10.2020 45,8 38,6 13,3

7 25.11.2020 12,5 33,9 53,6
Median hodnot 35,6 20,0 53,6
MIN 0,0 0,0 7.3
MAX 72,7 38,6 100,0




Priloha 3 — Exprese CD62L na iNKT po aloHSCT - primarni data

Tabulka P3.1 — Exprese CD62L na iNKT po aloHSCT — pacient 1

Timepoint Datum CD62L
1 03.12.2019 3,6
2 23.12.2019 18,2
3 14.01.2020 5,3
4 30.01.2020 13,8
5 13.02.2020 4,1
6 03.03.2020 23,9
7 26.03.2020 10,0
8 30.04.2020 10,5
Median hodnot 10,3
MIN 36
MAX 23,9

Pozn. — data jsou prezentovana jako % z celkového poctu iNKT

Tabulka P3.2 — Exprese CD62L na iNKT po aloHSCT — pacient 2

Timepoint Datum CD62L
1 15.01.2020 15,4
2 05.02.2020 0,0
3 19.02.2020 8,0
4 04.03.2020 0,0
5 18.03.2020 18,2
6 22.04.2020 16,0
7 27.05.2020 50,0
Median hodnot 15,4|
MIN 0,0
MAX 50,0

Tabulka P3.3 — Exprese CD62L na iNKT po aloHSCT — pacient 3

Timepoint Datum CD62L
1 19.12.2019 0,0
2 23.01.2020 0,0
3 06.02.2020 0,0
4 18.02.2020 0,0
5 03.03.2020 0,0
6 24.03.2020 0,0
7 16.04.2020 10,0
8 22.05.2020 0,0
Median hodnot 0,0
MIN 00
MAX 10,0
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Tabulka P3.4 — Exprese CD62L na iNKT po aloHSCT — pacient 4

Timepoint Datum CD62L
1 20.01.2020 100,0
2 20.02.2020 50,0
3 05.03.2020 85,7
4 19.03.2020 0,0
5 30.03.2020 41,2
6 20.04.2020 16,5
7 19.05.2020 33,3
8 30.06.2020 18,0
Median hodnot 37,3
MIN 00
MAX 100,0

Tabulka P3.5 — Exprese CD62L na iNKT po aloHSCT — pacient 5

Timepoint Datum CD62L
1 20.01.2020 0,0
2 19.02.2020 36,8
3 04.03.2020 37,5
4 18.03.2020 0,0
5 02.04.2020 52,2
6 16.04.2020 66,7
7 22.05.2020 42,4
8 15.06.2020 40,0
Median hodnot 38,8
MIN Y
MAX 66,7

Tabulka P3.6 — Exprese CD62L na iNKT po aloHSCT — pacient 6

Timepoint Datum CD62L
1 03.02.2020 46,7
2 16.03.2020 0,0
3 27.03.2020 0,4
Medidn hodnot 04
MIN 0,0
MAX 46,7
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Tabulka P3.7 — Exprese CD62L na iNKT po aloHSCT — pacient 7

Timepoint Datum CD62L
1 13.02.2020 6,3
2 19.03.2020 12,6
3 27.03.2020 10,4
4 14.04.2020 10,8
5 27.04.2020 13,9
6 13.05.2020 24,3
7 22.06.2020 24,0
8 20.08.2020 8,7
Median hodnot 11,7
MIN 53
MAX 24,3

Tabulka P3.8 — Exprese CD62L na iNKT po aloHSCT — pacient 8

Timepoint Datum  CDe2L
1 03.03.2020 15,5

2 26.03.2020 33,3

3 23.04.2020 16,7

4 26.05.2020 0,0

5 01.07.2020 3,1

6 06.08.2020 5,6

Median hodnot 108

MIN 00

MAX 33,3

Tabulka P3.9 — Exprese CD62L na iNKT po aloHSCT — pacient 9

Timepoint Datum CD62L
1 04.03.2020 0,0
2 01.04.2020 5,5
3 15.04,2020 0,0
4 06.05.2020 18,2
5 22.05.2020 0,0
6 04.06.2020 26,3
Median hodnot 2,7
MIN 0o
MAX 26,3
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Tabulka P3.10 — Exprese CD62L na iNKT po aloHSCT — pacient 10

Timepoint Datum CD62L
1 18.03.2020 0,0
2 15.04.2020 0,0
3 04.05.2020 21,4
4 18.05.2020 31,0
5 01.06.2020 0,0
6 15.06.2020 33,0
7 15.07.2020 17,6
8 24.08.2020 27,5
Median hodnot 19,5
MIN Y
MAX 33,0

Tabulka P3.11 — Exprese CD62L na iNKT po aloHSCT — pacient 11

Tabulka P3.12 — Exprese CD62L na iNKT po aloHSCT — pacient 12

Timepoint Datum CD62L
1 12.03.2020 8,3
2 16.04.2020 3,3
3 28.04.2020 5,5
4 12.05.2020 6,9
5 01.06.2020 0,0
6 11.06.2020 0,0
7 21.07.2020 2,1
8 10.08.2020 2,7
Median hodnot 3,0
MIN 00
MAX 8,3
Timepoint Datum CD62L
1 26.03.2020 100,0
2 28.04.2020 2,9
3 19.05.2020 0,0
4 28.05.2020 5,9
5 11.06.2020 25,0
6 25.06.2020 3,1
7 28.07.2020 2,2
8 25.08.2020 0,0
Median hodnot 3,0
MIN —
MAX 100,0

43



Tabulka P3.13 — Exprese CD62L na iNKT po aloHSCT — pacient 13

Timepoint Datum CD62L
1 09.04.2020 1,7
2 13.05.2020 8,0
3 27.05.2020 0,0
4 08.06.2020 4,8
5 22.06.2020 3,8
6 14.07.2020 0,0
7 10.08.2020 5,0
8 07.09.2020 5,9
Median hodnot 4,3
MIN 00
MAX 8,0

Tabulka P3.14 — Exprese CD62L na iNKT po aloHSCT — pacient 14

Timepoint Datum CD62L
1 27.04.2020 11,8
2 25.05.2020 11,2
3 08.06.2020 0,0
4 17.06.2020 8,4
5 13.07.2020 7,7
6 10.08.2020 16,0
7 31.08.2020 17,5
8 21.09.2020 14,9
Median hodnot 11,5
MIN Y
MAX 17,5

Tabulka P3.15 — Exprese CD62L na iNKT po aloHSCT — pacient 15

Timepoint Datum CD62L
1 04.06.2020 15,4
2 02.07.2020 0,0
3 11.08.2020 20,6
4 25.08.2020 5,4
5 08.09.2020 0,0
6 22.10.2020 4,8
7 05.11.2020 8,3
Median hodnot 5,4
MAX 20,6
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Tabulka P3.16 — Exprese CD62L na iNKT po aloHSCT — pacient 16

Timepoint Datum CD62L
1 04.06.2020 15,4
2 02.07.2020 0,0
3 11.08.2020 20,6
4 25.08.2020 5,4
5 08.09.2020 0,0
6 22.10.2020 4,8
7 05.11.2020 8,3
Median hodnot 5,4
MAX 20,6

Tabulka P3.17 — Exprese CD62L na iNKT po aloHSCT — pacient 17

Timepoint Datum CD62L
1 24.06.2020 0,0
2. 15.07.2020 0,0
3 05.08.2020 0,0
4. 12.08.2020 0,0
5 01.09.2020 0,0
6 21.09.2020 0,7
Median hodnot 0,0
MAX 0,7
Tabulka P3.18 — Exprese CD62L na iNKT po aloHSCT — pacient 18
Timepoint  Datum CD62L
1 26.06.2020 15,7
2 29.07.2020 16,0
3. 04.08.2020 14,3
Median hodnot S
MIN o143
MAX 16,0




Tabulka P3.19 — Exprese CD62L na iNKT po aloHSCT — pacient 19

Timepoint Datum CD62L
1 01.07.2020 0,1
2. 16.07.2020 0,0
3 13.08.2020 1,3
4 07.10.2020 3,4
5 21.10.2020 3,4
6 18.11.2020 3,7
Median hodnot 2,3
MAX 3,7
Tabulka P3.20 — Exprese CD62L na iNKT po aloHSCT — pacient 20
Timepoint  Datum CD62L
1 15.07.2020 60,0
2. 05.08.2020 57,1
3 15.08.2020 59,0
4 23.09.2020 34,1
5 30.09.2020 27,3
6 07.10.2020 25,0
7 16.11.2020 16,3
8 30.11.2020 5,5
Median hodnot 30,7
MIN 5,5
MAX 60,0

Tabulka P3.21 — Exprese CD62L na iNKT po aloHSCT — pacient 21
Timepoint  Datum CD62L

1 29.07.2020 22,2
2 12.08.2020 35,1
Median hodnot 28,7
MIN 22,2

MAX 35,1




Tabulka P3.22 — Exprese CD62L na iNKT po aloHSCT — pacient 22

Timepoint Datum CD62L
1 06.08.2020 18,2
2 20.08.2020 0,0
3 03.09.2020 18,2
4 16.09.2020 35
5 07.10.2020 0,0
6 14.10.2020 34,9
7 25.11.2020 32,1
Median hodnot 18,2
MAX 34,9




Priloha 4 - Korelace hladiny iNKT a MFI exprese CD1d na monocytech v ¢ase — primarni

data

Tabulka 4.1 — Korelace hladiny iNKT a MFI exprese CD1d na monocytech — Pacient 1

Datum MFI CD1d na mono  [iNKT/ml
03.12.2019 497 412
23.12.2019 212 86
30.01.2020 399 185
13.02.2020 159 1816
03.03.2020 204 156
26.03.2020 162 257
30.04.2020 149 1099
Tabulka 4.2 — Korelace hladiny iNKT a MFI exprese CD1d na monocytech — Pacient 2
Datum MFI CD1d na mono  [iNKT/ml
15.01.2020 315 188
05.02.2020 219 187
19.02.2020 251 147
04.03.2020 317 278
18.03.2020 220 175
22.04.2020 346 161
27.05.2020 255 123
Tabulka 4.3 — Korelace hladiny iNKT a MFI exprese CD1d na monocytech Pacient 3
Datum MFI CD1d na mono  [iNKT/ml
19.12.2019 225 47
23.01.2020 169 26
18.02.2020 254 66
03.03.2020 106 44
16.04.2020 170 128
22.05.2020 216 252
Tabulka 4.4 — Korelace hladiny iNKT a MFI exprese CD1d na monocytech — Pacient 4
Datum MFI CD1d na mono  [iNKT/ml
20.02.2020 204 11
05.03.2020 171 6
19.03.2020 162| 21
30.03.2020 183 32
20.04.2020 268 531
19.05.2020 231 112
30.06.2020 287 799
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Tabulka 4.5 — Korelace hladiny iNKT a MFI exprese CD1d na monocytech — Pacient 5

Datum MFI CD1d na mono  [iNKT/ml
20.01.2020 254 0
18.03.2020 161 0
02.04.2020 186 38
16.04.2020 167 20
22.05.2020 234 56
15.06.2020 266 72

Tabulka 4.6 — Korelace hladiny iNKT a MFI exprese CD1d na monocytech — Pacient 6

Datum MFI CD1d na mono  [iNKT/ml
03.02.2020 205 108
16.03.2020 262 113
27.03.2020 296 564

Tabulka 4.7 — Korelace hladiny iNKT a MFI exprese CD1d na monocytech — Pacient 7

Datum MFI CD1d na mono  [iNKT/ml
13.02.2020 176 2784
18032020 o A8y o202
27.03.2020 287 163
14.04.2020 200 586
27.04.2020 202 254
13.05.2020 246 329
22.06.2020 203 588
Tabulka 4.8 — Korelace hladiny iNKT a MFI exprese CD1d na monocytech — Pacient 8
Datum MFI CD1d na mono  |iNKT/ml
26.03.2020 204 64
23.04.2020 354 50
26.05.2020 335 76
01.07.2020 396 647
04.03.2020 331 1
Tabulka 4.9 — Korelace hladiny iNKT a MFI exprese CD1d na monocytech — Pacient 9

Datum MFI CD1d na mono  [iNKT/ml
01.04.2020 255 950
15.04.2020 219 G
06.05.2020 170 420
22.05.2020 231 32
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Tabulka 4.10 — Korelace hladiny iNKT a MFI exprese CD1d na monocytech — Pacient 10

Datum MF| CD1d na mono  [iNKT/ml
18.03.2020 185 1
04.05.2020 216 0
18.05.2020 250 176
01.06.2020 198 0
15.06.2020 389 0
15.07.2020 245 716

Tabulka 4.11 — Korelace hladiny iNKT a MFI

exprese CD1d na monocytech — Pacient 11

Datum MFI CD1d na mono  [iNKT/ml
12.03.2020 210 288
16.04.2020 205 595
28.04.2020 243 4958
12.05.2020 283 2990
11.06.2020 268 0
21.07.2020 321 673
10.08.2020 458 732

Tabulka 4.12 — Korelace hladiny iNKT a MFI exprese CD1d na monocytech — Pacient 12

Datum MFI CD1d na mono  [iNKT/ml
26.03.2020 233 65
19.05.2020 267 107
28.05.2020 236 210
11.06.2020 230 358
25.06.2020 451 665
28.07.2020 246 5804

Tabulka 4.13 — Korelace hladiny iNKT a MFI

exprese CD1d na monocytech — Pacient 13

iNKT/ml

Datum MFI CD1d na mono
05.04.2020 292
13.05.2020 254
27.05.2020 292
22.06.2020 209
14.07.2020 246
10.08.2020 468

1436
731
205
395

0
376
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Tabulka 4.14 — Korelace hladiny iNKT a MFI exprese CD1d na monocytech — Pacient 14

Datum MFI CD1d na mono  |iNKT/ml
27.04.2020 225 171
17.06.2020 362 230
13.07.2020 288 284
10.08.2020 457 537

Tabulka 4.15 — Korelace hladiny iNKT a MFI

exprese CD1d na monocytech — Pacient 15

Datum MFI CD1d na mono  |iNKT/ml
04.06.2020 369 67
02.07.2020 326 151
11.08.2020 397 161
22.10.2020 355 179
05.11.2020 264 165
Tabulka 4.16 — Korelace hladiny iNKT a MFI exprese CD1d na monocytech — Pacient 16
Datum MFI CD1d na mono  [iNKT/ml
09.06.2020 432 1292
13.07.2020 292 851
28.07.2020 80 189

Tabulka 4.17 — Korelace hladiny iNKT a MFI

exprese CD1d na monocytech — Pacient 17

Datum MFI CD1d na mono  |iNKT/ml
24.06.2020 446 619
15.07.2020 247 0
(05.08.2020 371 a22
12.08.2020 305 462

Tabulka 4.18 — Korelace hladiny iNKT a MFI

exprese CD1d na monocytech — Pacient 18

Datum
26.06.2020
29.07.2020
04.08.2020

MPFI CD1d na mono
286
234
347

iNKT/ml

265
169
70

Tabulka 4.19 — Korelace hladiny iNKT a MFI exprese CD1d na monocytech — Pacient 19

Datum MFI CD1d na mono  [iNKT/ml
01.07.2020 348 6511
07.10.2020 237 405
21.10.2020 357 849
13.11.2020 230 351
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Tabulka 4.20 — Korelace hladiny iNKT a MFI exprese CD1d na monocytech — Pacient 20

Datum MFI CD1d na mono  [iNKT/ml
15.07.2020 296 56
07.10.2020 348 152
16.11.2020 252 122
30.11.2020 300 423

Tabulka 4.21 — Korelace hladiny iNKT a MFI exprese CD1d na monocytech — Pacient 21

Datum MPFI CD1d na mono  |iNKT/ml

29.07.2020 348 237

12.08.2020 338 134
Tabulka 4.22 — Korelace hladiny iNKT a MFI exprese CD1d na monocytech — Pacient 22
Datum MFI CD1d na mono  |iNKT/ml

06.08.2020 420 248

07.10.2020 281 286

14.10.2020 924 189

24.11.2020 292 144




Priloha 5 — Porovnani imunofenotypu Sarzi LP MSC — primarni data

Tabulka P5.1 — Porovnani imunofenotypu — exprese HLA DR

IMUNOFENOTYP MSC - NEGATIVNI MARKER HLA-DR

Starsi Sarze Novéjsi Sarze
SARZELP MIN MAX MEDIAN |SARZE LP MIN MAX MEDIAN
Al 0,0 0,6 f 0,4 B1 0,10 0,20 0,20
A2 0,1 0,2 0,2 B2 0,00 0,90 0,35
A3 00 _ 04 0,1 B3 0,50 1,60 1,20
A4 0,5 1,6 1,2 B4 0,00 0,00 0,00
A5 0,0 0,1 0,0 BS 0,00 0,30 0,15
A6 9,0 ' 0,0 0,0 B6 0,20 0,40 0,25
A7 00 03 02 B7 0,00 0,61 0,10
A8 0,2 0,4 0,3 B8 0,00 0,10 0,00
A9 0,0 ' 0,6 0,1 B9 0,00 0,10 0,10
A10 0,0 0,1 0,0 B10 0,00 0,00 0,00
Al-A10 0,00 1,60 0,13 B1-B10 0,00 1,60 0,13
Tabulka P5.2 — Porovnani imunofenotypu — exprese CD14
IMUNOFENOTYP MSC - NEGATIVNi MARKER CD14
Starsi 3arze Novéjsi Sarze
SARZELP MIN MAX MEDIAN |SARZE LP MIN MAX MEDIAN
Al 0,0 1,7 i 0,4 B1 0,10 0,80 0,40
A2 0,1 0,8 0,4 B2 0,00 1,70 0,40
A3 00 _ 1,5 0,1 B3 0,00 1,00 0,30
A4 00 0,7 0,3 B4 0,00 0,20 0,00
A5 0,1 0,7 0,3 B5 0,00 2,00 0,35
A6 9,0 ' 0,2 0,0 B6 0,00 0,40 0,10
A7 00 20 04 | B7 000 280 022
A8 0,0 0,4 _ 0,1 BS 0,00 0,40 = 0,15
A9 0,0 28 0,2 B9 0,00 0,00 0,00
A10 0,0 0,4 0,2 B10 0,00 0,10 0,00
Al-A10 0,00 2,80 0,26 B1-B10 0,00 2,80 0,19
Tabulka P5.3 — Porovnani imunofenotypu — exprese CD19
IMUNOFENOTYP MSC - NEGATIVNI MARKER CD19
Starsi sarze Novéjsi Sarze
SARZELP MIN MAX MEDIAN |3ARZE LP MIN MAX MEDIAN
Al 0,0 _ 0,4 ; 0,0 B1 0,00 0,10 0,00
A2 0,0 0,1 0,0 B2 0,00 0,40 0,00
A3 00 _ 0,5 0,1 B3 0,10 3,90 0,30
A4 0,1 : 3,9 0,3 B4 0,10 1,90 0,15
A5 0,0 0,4 0,1 B5 0,10 0,70 0,25
A6 0,1 1,9 0,2 B6 0,00 0,30 0,10
A8 0,0 0,3 0,1 BS 0,00 0,20 = 0,05
A9 0,0 04 0,3 B9 0,00 0,00 0,00
A10 0,0 0,2 0,1 B10 0,00 0,20 0,00
Al-A10 0,00 3,90 0,10 B1-B10 0,00 3,90 0,08
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Tabulka P5.4 — Porovnani imunofenotypu — exprese CD34

IMUNOFENOTYP MSC - NEGATIVNI MARKER CD34

Starsi Sarze Novéjsi Sarze
SARZE LP MIN MAX MEDIAN |SARZELP MIN MAX MEDIAN
Al 0,0 0,0 0,0 B1 0,00 0,20 0,00
A2 0,0 0,2 0,0 B2 0,00 0,00 0,00
A3 0,0 0,0 0,0 B3 0,00 0,10 0,00
Ad 0,0 0,1 0,0 B4 0,00 0,10 0,00
A5 0,0 0,0 0,0 BS 0,00 0,10 0,00
A6 0,0 0,1 0,0 B6 0,00 0,00 0,00
A7 0,0 0,1 0,0 B7 0,00 0,10 0,04
A8 0,0 0,0 0,0 B8 0,00 0,10 0,00
A9 0,0 0,1 0,0 B9 0,00 0,00 0,00
A10 0,0 0,1 0,0 B10 0,00 0,40 0,00
Al-A10 0,00 0,20 0,00 B1-B10 0,00 0,40 0,00
Tabulka P5.5 — Porovnani imunofenotypu — exprese CD45
IMUNOFENOTYP MSC - NEGATIVNI MARKER CD45
Starsi Sarze Novéjsi Sarze
SARZE LP MIN MAX MEDIAN |SARZELP MIN MAX MEDIAN
Al 0,0 0,0 0,0 B1 0,00 0,00 0,00
A2 0,0 0,0 0,0 B2 0,00 0,00 0,00
A3 0,0 0,0 0,0 B3 0,00 0,00 0,00
Ad 0,0 0,0 0,0 B4 0,00 0,00 0,00
A5 0,0 0,0 0,0 BS 0,00 0,00 0,00
A6 0,0 0,0 ; 0,0 B6 0,00 0,00 0,00
A7 00 o ep 00 B7 Loo o031 o 000
A8 0,0 0,0 0,0 B8 0,00 0,00 0,00
A9 0,0 0,1 0,0 B9 0,00 0,00 0,00
A10 0,0 0,0 0,0 B10 0,00 0,00 0,00
Al-A10 0,00 0,11 0,00 B1-B10 0,00 0,11 0,00
Tabulka P5.6 — Porovnani imunofenotypu — exprese CD90
IMUNOFENOTYP MSC - POZITIVNI MARKER CD90
Starsi sarze Novéjsi Sarze
SARZELP MIN MAX MEDIAN |SARZELP MIN MAX MEDIAN
Al 39,4 100,0 99,9 B1 98,60 99,80 49,50
A2 98.6 99,8 99,5 B2 99,49 100,00 99,90
A3 99,5 100,0 99,9 B3 98,90 99,90 99,60
Ad 98,9 99,9 99,6 B4 99,90 100,00 29,95
A5 99,5 100,0 99,8 BS 99,60 100,00 99,90
A6 99,9 100,0 100,0 B6 99,50 100,00
A7 996 1000 999 | 87 99,50 | 100,00 99,85
A8 99,5 100,0 99, B8 97,50 100,00
A9 99,5 100,0 99,9 B9 99,90 100,00 100,00
A10 97,5 100,0 89,9 B10 99,60 100,00 100,00
Al-A10 97,50 100,00 99,85 B1-B10 99,50 100,00 100,00
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Tabulka P5.7 — Porovnani imunofenotypu — exprese CD105

IMUNOFENOTYP MSC - POZITIVNI MARKER CD105

Starsi Sarze Novéjsi Sarze
SARZE LP MIN MAX MEDIAN |SARZELP MIN MAX MEDIAN
Al 99,6 99,8 99,7 B1 99,30 99,80 59,60
A2 99,3 99,8 99,6 B2 99,60 99,80 89,70
A3 99,4 99,9 99,6 B3 98,40 59,50 99,30
Ad 98,4 99,6 99,3 B4 99,20 99,90 99,60
A5 99,2 99,7 99,3 BS 99,20 99,80 99,50
A6 99,2 99,9 99,6 B6 98,20 99,20 99,00
A7 99,2 99,8 99,5 B7 98,90 99,81 99,55
A8 98,2 99,2 99,0 B8 99,70 99,90 99,75
A9 98,9 99,8 99,6 B9 100,00 100,00 100,00
A10 99,7 99,9 99,8 B10 100,90 100,00 100,00
Al-A10 98,20 99,90 99,60 B1-B10 98,20 100,00 99,50
Tabulka P5.8 — Porovnani imunofenotypu — exprese CD13
IMUNOFENOTYP MSC - POZITIVNI MARKER CD13
Starsi Sarze Novéjsi Sarze
SARZE LP MIN MAX MEDIAN |SARZELP MIN MAX MEDIAN
Al 98,2 100,0 100,0 B1 99,80 100,00 100,00
A2 99,8 100,0 100,0 B2 98,20 100,00 100,00
A3 99,8 100,0 100,0 B3 99,560 100,00 104,00
Ad 99,6 100,0 100,0 B4 99,90 100,00 100,00
A5 99,8 100,0 100,0 BS 99,80 100,00 100,00
A6 99,9 100,06 1000 B6 99,70 100,00 | 100,00
A7 998 1000 1000 B7 99,89 | 100,00 100,00
A8 99,7 100,0 100,0 B8 98,20 100,00 100,00
A9 99,9 100,0 100,0 B9 98,90 100,00 100,00
A10 98,2 100,0 100,0 B10 98,60 100,00 99,90
Al-A10 98,20 100,00 100,00 B1-B10 98,20 100,00 100,00
Tabulka P5.9 — Porovnani imunofenotypu — exprese CD73
IMUNOFENOTYP MSC - POZITIVNIi MARKER CD73
Starsi sarze Novéjsi Sarze
SARZELP MIN MAX MEDIAN |SARZELP MIN MAX MEDIAN
Al 39,7 100,0 100,0 B1 99,80 99,90 49,90
A2 99,8 99,9 99,9 B2 99,70 100,00 100,00
A3 99,9 100,0 100,06 B3 99,80 100,00 99,90
Ad 99,8 100,0 99,9 B4 99,90 100,00 100,00
A5 99,9 100,0 100,0 BS 100,00 100,00 100,00
A6 99,9 100,06 100,0 B6 99,90 100,00 | 99,95
A7 1000 1000 100 | 87 99,90 | 10000 99,99
A8 99,9 100,60 100,08 B8 99,50 100,00 = 100,00
A9 99,9 100,0 100,0 B9 99,90 100,00 100,00
A10 99,5 100,0 100,0 B10 99,90 100,00 100,00
Al-A10 99,50 100,00 100,00 B1-B10 99,50 100,00 100,00
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