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SPIS SKROTOW:

ALL - ostra biataczka limfoblastyczna

allo-HSCT - (ang. allogeneic haematopoietic stem cell transplantation) - przeszczepienie
allogenicznych komoérek krwiotworczych

AML - ostra biataczka szpikowa
ang. - w jezyku angielskim

auto-HSCT - (ang. autologous haematopoietic stem cell transplantation) - przeszczepienie
autologicznych komoérek krwiotwoérczych

Balb/c - nazwa jednego ze szczepow wsobnych myszy wykorzystanych w pracy

BFU - E - (ang. burst forming unit - erythroid) jednostki tworzace skupiska erytrocytéw
C57BL/6 - nazwa jednego ze szczepdéw wsobnych myszy wykorzystanych w pracy

CBA - nazwa jednego ze szczepdw wsobnych myszy wykorzystanych w pracy

CD - (ang. cluster of differentiation) - symbolem tym wraz z nastepujaca po nim liczba
oznacza sie antygeny wystepujace na powierzchni leukocytow

CD62L - ligand CD62

CFU - G (ang. colony forming unit — granulocyte) jednostki tworzgce kolonie granulocytarne
CHT - chemioterapia

c-kit - mysi antygen wystepujacy na powierzchni wczesnych komorek hematopoetycznych
CR - remisja catkowita

CXCL - (ang. CXC chemokine receptor ligand) - ligand receptora chemokin CXC

CXCR - (ang. CXC chemokine receptor) - receptor chemokin CXC

DBA - nazwa jednego ze szczepéw wsobnych myszy wykorzystanych w pracy

dgn - rodzaj choroby podstawowej, diagnoza

FBS - (ang. fetal bovine serum) - surowica izolowana z ptodéw cielecych

FITC - (ang. fluorescein isothiocyanate) - znacznik fluorescencyjny stosowany do
znakowania przeciwciat w cytometrii przeptywowej

G-CSF - (ang. granulocyte colony stimulating factor) - czynnik wzrostu Kkolonii
granulocytarnych

GRO-B - (ang. growth-regulated protein beta) - regulowana wzrostem proteina beta (inaczej
CXCL2)



HD - choroba Hodgkina

HSCs - macierzyste komorki krwiotworcze

IL - interleukina

LDH - (ang. lactic dehydrogenase) dehydrogenaza mleczanowa

MethoCult GF 3434 - medium hodowlane firmy Stem Cells Technologies
MMPs - (ang. matrix metaloproteinases) mataloproteinazy macierzy

mRNA -z ang. messenger RNA - matrycowy RNA

NHL - chtoniaki nieziarnicze

PBPC - z ang. peripheral blood progenitor cells - komoérki progenitorowe z krwi obwodowej
PBS - buforowany roztwor soli fizjologicznej

PBSC - ( peripheral blood stem cells)- komoérki macierzyste z krwi obwodowej

PE - (ang. phycoerythrin)- znacznik fluorescencyjny stosowany do znakowania przeciwciat w
cytometrii przeptywowe;j

PE-Cy-5 - (ang. phycoerythrin cyanine)- znacznik fluorescencyjny stosowany do znakowania
przeciwciat w cytometrii przeptywowej

RNA - (ang. rybonucleic acid)- kwas rybonukleinowy

rhG-CSF - rekombinany humanizowany G-CSF

rt - radioterapia przed mobilizacja.

Sca-1 - mysi antygen wystepujacy na powierzchni wczesnych komérek hematopoetycznych
SCF - (ang. stem cell factor) - czynnik komoérek macierzystych

SD - odchylenie standardowe

SDF-1 - (ang. stromal derived factor 1) - stromalny czynnik wzrostu

VCAM - (ang. vascular endothelial cell growth factor) - czynnik wzrostu komoérek srédbtonka
naczyniowego

VLA - (ang. very late antigen) - antygen bardzo p6zny
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1. WSTEP

1.1. PRZESZCZEPIENIE AUTOLOGICZNYCH KOMOREK KRWIOTWORCZYCH

Wysokodawkowana chemioterapia i przeszczepienie autologicznych komorek
krwiotworczych (auto-HSCT) jest obecnie powszechnie stosowang procedura lecznicza
u pacjentéw z réznymi chorobami nowotworowymi, a takze nieproliferacyjnymi, m. in.
chorobami autoimmunizacyjnymi. Pomimo znacznego postepu wiedzy, nadal jednym
z podstawowych ograniczen zastosowania tego sposobu leczenia s3a trudno$ci
w pozyskaniu odpowiedniej liczby komoérek krwiotwérczych do zapewnienia sprawne;j
rekonstytucji hematopoezy. Poczagtkowo w tym sposobie terapii wykorzystywano
komérki pobrane ze szpiku kostnego, jednak z powodu powiktan standardowego
leczenia, tylko u nielicznych pacjentéw udawato sie w ten sposéb zabezpieczy¢
odpowiednig liczbe komorek Kkrwiotwdrczych. Obecnie w wiekszo$ci auto-HSCT
wykorzystuje sie komorki krwiotworcze z krwi obwodowej (PBSC) mobilizowane
poprzez stymulacje czynnikiem wzrostu kolonii granulocytarnych (G-CSF). Pomimo, ze
zjawisko mobilizacji jest stosunkowo dobrze poznane, nadal u pewnej grupy pacjentéw
nie udaje sie uzyskac¢ wystarczajacej liczby PBSC do przeszczepienia. Nie zostal rowniez

ustalony jeden schemat mobilizacji ani optymalna dawka G-CSF.

1.1.1 Wskazania do auto-HSCT

Podstawowym wskazaniem do wysokodawkowanej chemioterapii i auto-HSCT s3
choroby nowotworowe. Wskazania u dorostych pacjentéw stanowig gtownie szpiczak
mnogi, chtoniaki zto$liwe czy biataczki [39,57,74]. U dzieci nieco powyzZej potowy
przeszczepien autologicznych dotyczy pacjentéw z guzami litymi, takimi jak: zwojak
wspotczulny zarodkowy, guz Wilmsa, miesak Ewinga, guzy zarodkowe, czy guzy mozgu
[80,108]. W przypadku zwojaka wspotczulnego zarodkowego wskazaniem do
auto-HSCT jest IV stadium zaawansowania u dzieci powyzej pierwszego roku zycia oraz

delecja 1p i/lub ekspresja onkogenu n-myc, nawet u pacjentdw z nizszym stopniem
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zaawansowania tego nowotworu [108]. Do auto-HSCT kwalifikowani sg rdéwniez
pacjenci z miesakiem Ewinga w IV stopniu zaawansowania lub po lokalnej wznowie,
nerczakiem zarodkowym o niekorzystnej histopatologii oraz w razie wznowy, guzami
zarodkowymi po wznowie i w razie progresji choroby, a takze miesakiem prazkowano-
komérkowym w IV stopniu zaawansowania oraz w razie wznowy w lokalizacji
uniemozliwiajgcej leczenie operacyjne. Wsréd guzow moézgu wskazaniem do auto-HSCT
sa rdzeniak zarodkowy i glejak o wysokim stopniu ztosSliwoSci wrazliwe na
chemioterapie [108]. Druga grupe wskazan do auto-HSCT stanowig choroby
limfomieloproliferacyjne: chtoniaki nieziarnicze (NHL), choroba Hodgkina (HD), ostra
biataczka szpikowa (AML), rzadziej ostra biataczka limfoblastyczna (ALL) [80,107].
W przypadku NHL auto-HSCT wykonywane jest juz w pierwszej remisji catkowitej (CR)
u pacjentéw, u ktorych obserwowano trudnos$ci w uzyskaniu remisji lub uzyskano
jedynie czeSciowa remisje. U dzieci w II lub III remisji NHL preferowane jest allo-HSCT,
a przeszczepienie autologiczne wykonywane jest jedynie w razie braku odpowiedniego
dawcy allogenicznych komoérek krwiotwdrczych. Wskazaniem do wysokodawkowanej
chemioterapii i auto-HSCT u pacjentéw z HD jest progresja choroby w czasie wstepnego
leczenia oraz wznowa w ciggu 12 miesiecy od uzyskania I CR. Do auto-HSCT
kwalifikowani sg pacjenci z AML tylko w wybranych wskazaniach, w przypadku braku
odpowiedniego dawcy. W leczeniu ALL auto-HSCT wykonywane jest wyjatkowo,
u pacjentéw ze wznowg choroby, dla ktérych nie udaje sie znalez¢ dawcy allogenicznych

komorek krwiotwérczych [107].

Wysokodawkowana chemioterapia wspomagana przez auto-HSCT jest
wykorzystywana rowniez w leczeniu chordob autoimmunizacyjnych opornych na
konwencjonalng terapie, takich jak: mtodziencze idiopatyczne zapalenie stawow, toczen
uktadowy, twardzina uogélniona z zajeciem ptuc, a takze cytopenie uwarunkowane
immunologicznie  (autoimunizacyjna  anemia  hemolityczna, = matoptytkowos¢

immunologiczna) [63,84].



1.2 KRWIOTWORCZE KOMORKI MACIERZYSTE I MIKROSRODOWISKO SZPIKU
KOSTNEGO

Komoérki macierzyste charakteryzuja dwie cechy, odr6zniajace je od wszystkich
innych typow komodrek: sg nieSmiertelne (zdolne do samoodnowy) oraz moga
réznicowac sie we wszystkie typy komoérek organizmu [12, 109]. Ze wzgledu na te
wtasciwosci istnieje pewna hierarchia, zalezna od stopnia zréznicowania komorek [94].
Wyro6znia sie komdrki totipotentne, ktére moga réznicowac sie w kazdy typ komorek,
wtym w komorki tworzace tozysko. Komdrki pluripotentne moga da¢ poczatek
kazdemu typowi komodrek, za wyjatkiem komorek tozyska. Natomiast komorki
multipotentne moga réznicowac sie tylko w kilka typow komoérek. Powstajace z nich
komérki unipotentne posiadaja zdolnos$¢ do tworzenia tylko jednego typu komorek.
[stnieje stan homeostazy, w ktorym komorki macierzyste podlegaja asymetrycznym
podziatom prowadzacym do wytworzenia komorki zréznicowanej i odtworzenia
komérki macierzystej. Procesy te podlegaja Scistej regulacji przez czynniki
wewnatrzkomérkowe, zaleznie od potrzeb organizmu [45]. Macierzyste komdrki
krwiotworcze HSCs (ang. hematopoietic stem cells) daja poczatek wszystkim typom
komorek krwi w procesie hematopoezy, zaréwno linii mieloidalnej, jak i limfoidalne;.
Ze wzgledu na stopien proliferacji okreslane s3 jako komérki multipotentne (mogace

réznicowac sie w kilka typow komorek) [3].

U dorostych ssakéw zdecydowana wiekszo$¢ macierzystych komorek
krwiotworczych znajduje sie w szpiku kostnym, tylko niewielka ich cze$¢ krazy w krwi
obwodowej [2,113]. Dodatkowo komorki wykazuja mozliwo$¢ migracji pomiedzy tymi
dwoma S$rodowiskami, co uwarunkowane jest stanem fizjologicznym organizmu
i dziataniem hematopoetycznych czynnikow wzrostu [103]. Proces migracji komorek
ze szpiku do krwi okre$la sie mianem mobilizacji (ang. mobilization), natomiast
przemieszczania w kierunku odwrotnym - zagniezdzaniem (ang. homing). Pomimo, ze
pula komérek krwiotworczych mobilizowanych do krwi zawiera rézne populacje
rzeczywistych komdrek macierzystych oraz zréznicowanych (,zaangazowanych”
w rozwoj konkretnych linii komérek krwi, ang. committed) komoérek progenitorowych,

to czesto sg one zbiorczo nazywane komdérkami macierzystymi (ang. stem cells) [76].
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Mikrosrodowisko szpiku kostnego zlozone z komorek podscieliska, sSrédbtonka,
osteoblastow i innych sktadnikéw substancji miedzykomdrkowej (m.in.: kolagenu,
fibronektyn, proteoglikanu) powoduje zakotwiczenie hematopoetycznych komérek
macierzystych poprzez szeroki zakres interakcji adhezyjnych. Komorki macierzyste
posiadajg na swojej powierzchni wiele réznych receptoréw: molekuty adhezyjne
zwigzane z funkcja limfocytéw Ag-1, bardzo pdzny Ag-4 i Mac-1, receptory chemokin
CXCR4 i CXCR2, powierzchniowe glikoproteiny CD44, CD62L ireceptor Kkinazy
tyrozynowej c-kit. Macierz szpiku kostnego zawiera natomiast SDF-1 (ang. stromal
derived factor), CXC chemokine GRO-, VCAM-1, kit ligand, selektyne P, ligand
glikoprotein-1, kwas hialuronowy. Wszystkie te sktadniki macierzy s ligandami dla
molekut adhezyjnych komérek macierzystych [14,68,112]. Dane ptynace z badan
doswiadczalnych wykazaty, Ze hamowanie tych interakcji receptor-ligand skutkuje

wzmocnieniem mobilizacji komérek progenitorowych [22,66,71].

1.3. KREW OBWODOWA JAKO ZRODEO KOMOREK HEMATOPOETYCZNYCH

Przez wiele lat materiatem uzywanym do przeszczepienia byl szpik kostny.
W latach dziewiecdziesigtych dwudziestego wieku nastgpita zmiana w pozyskiwaniu
autologicznych komérek progenitorowych. Obecnie zdecydowana wiekszo$¢
przeszczepien autologicznych i ok. 70% allogenicznych komdrek krwiotwérczych
wykonywanych jest z wykorzystaniem materiatu uzyskanego z krwi obwodowej [73,85].
Mobilizowane komérki krwiotwoércze s3 preferowanym Zroédtem komdrek
macierzystych i progenitorowych do przeszczepien autologicznych ze wzgledu na
wieksza liczbe tych komorek, co pozwala na szybsze wszczepienie oraz zmniejszone
ryzyko procedury, w poréwnaniu do komoérek otrzymanych ze szpiku kostnego [20].
W wielu badaniach wykazano kliniczne roéznice miedzy komoérkami pochodzacymi
ze szpiku kostnego i z krwi obwodowej. Najwazniejsza dotyczyta kinetyki wszczepiania
komorek krwiotwérczych i zdolno$ci odtwarzania uktadu bialokrwinkowego
i ptytkotwérczego [9,21,93]. W latach sze$c¢dziesigtych ubiegtego wieku opublikowano
pierwsze dane dokumentujace obecno$¢ komérek krwiotwoérczych we krwi obwodowe;j

w stanie homeostazy, poczatkowo u zwierzat, a nastepnie u ludzi [54]. Zdolno$¢
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obwodowych komdrek progenitorowych (PBPC - peripheral blood progenitor cells)
do rekonstytucji hematopoezy zostata po raz pierwszy opisana w 1980 roku [1].
W stanie rownowagi komorki progenitorowe krazg w krwi obwodowej w ilosci okoto
100 komérek ma 1 ml peinej krwi. W celu uzyskania wystarczajacej do uzytku
klinicznego iloSci komorek progenitrowych opracowano metody ich mobilizacji
ze szpiku do krwi obwodowej. Abrams i Richman wykazali na modelu zwierzecym
wzrost ilosci PBPC po zastosowaniu subablacyjnej chemioterapii [1, 86]. To i wsp.
stwierdzili natomiast wysoki poziom komérek progenitorowych u pacjentéw z biataczka
we wczesnej remisji [103]. Podwyzszong ilo$¢ komérek progenitorowych we krwi
obwodowej wykazano réwniez u chorych z zespotami mieloproliferacyjnymi [43].
Socinski i Gianni obserwowali wzrost ilosci komérek progenitorowych u pacjentéw po
podaniu cytokin [37,97]. Poczatkowo protokoty mobilizacji opieraty sie wytacznie na
chemioterapii. Jednakze, po odkryciu ludzkiego G-CSF (czynnika wzrostu kolonii
granulocytarnych) przez Welta i wsp. [111], wiaczono ten czynnik do protokotow

mobilizacji i obecnie jest on stosowany standardowo [103].

Stromalny czynnik wzrostu SDF-1 (ang. stromal derived factor 1), nazywany
rowniez CXCL12 (ang. CXC chemokine receptor ligand), jest chemoking produkowang
przez niehematopoetyczne komorki szpiku kostnego [77], w szczego6lnoSci osteoblasty
[95]. Ekspresje receptora CXCR4 (ang. CXC chemokine receptor) dla stromalnego
czynnika wzrostu, wykazujg macierzyste komorki krwiotworcze, jak rowniez dojrzate
limfocyty [112]. Wspoélne oddziatywanie stromalnego czynnika wzrostu i jego receptora

umozliwia utrzymywanie komdérek w mikrosrodowisku szpiku kostnego.

Regulacja tej interakcji mozliwa jest na dwa sposoby. Poprzez spadek ekspresji
cytokiny SDF-1 na poziomie mRNA, co tlumaczy sie wyciszajacym dziataniem G-CSF
na osteoblasty [95]. Druga mozliwos$cig jest zablokowanie receptora CXCR4, poprzez

jego proteolityczng inaktywacje, w wyniku dziatania czynnika G-CSF [58].
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1.4. G-CSF

Czynnik wzrostu kolonii granulocytéw (G-CSF - granulocyte colony stimulating
factor) jest glikoproteing, wytwarzang w licznych tkankach, przede wszystkim jednak
przez komdrki linii monocytarno - makrofagowej w celu stymulacji szpiku kostnego do
produkcji i uwalniania do krwi obwodowej granulocytéw. G-CSF stymuluje takze,
proliferacje, ré6znicowanie i dojrzewanie prekursoréw oraz przezycie dojrzatych
granulocytow poprzez 1aczenie sie z receptorem dla G-CSF (G-CSFR), obecnym
na powierzchni tych komorek [7,44,64].

Czynnik wzrostu kolonii granulocytow jest stosowane w profilaktyce goraczki
neutropenicznej. Profilaktyka pierwotna zalecana jest u pacjentéw, u ktdérych istnieje
wysokie ryzyko wystapienia goraczki neutropenicznej ze wzgledu na wiek,
wspotistniejace choroby, charakterystyke choroby podstawowej oraz mielotoksyczno$¢
zastosowanej chemioterapii. Wskazaniem do profilaktyki wtornej jest wystapienie
powiktan neutropenii w czasie uprzednich cykléw chemoterapii, jesli redukcja dawek
lekdw przeciwnowotworowych miataby niekorzystnie wptyna¢ na efekt leczenia.
Neutropenia bez gorgczki nie jest wskazaniem do stosowania czynnika wzrostu kolonii
granulocytow [96]. Zastosowanie G-CSF u pacjentow z gorgczka neutropeniczng skraca
czas hospitalizacji oraz okres ustepowania neutropenii, wptyw na S$miertelnos¢

zwigzang z zakazeniami w trakcie neutropenii nie jest jednoznaczny [19].

1.5. MOBILIZACJA KOMOREK KRWIOTWORCZYCH

Mobilizacja to proces pozyskiwania krwiotwoérczych komorek macierzystych lub
progenitowowych do krwi obwodowej w nastepstwie zastosowania chemioterapii lub
cytokin. Proces ten przypomina wystepujace fizjologicznie uwalnianie komorek
macierzystych progenitorowch ze szpiku kostnego w odpowiedzi na sygnaty stresowe

w przebiegu urazu lub stanu zapalnego.

Chemioterapia i powtarzana stymulacja przez cytokiny, takie jak G-CSF,

powoduje uwalnianie zwigzanego z btong czynnika komérek macierzystych (stem cell
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factor - SCF), proliferacje komorek progenitorowych oraz aktywacje i/lub degradacje
czastek adhezyjnych, takich jak VLA-4 i selektyn P/E. Istotng role w procesie mobilizacji
komoérek progenitorowych odgrywa uwalnianie i inaktywacja chemokin: SDF-1 (stromal
cell derived factor-1)/CXCL12 i interleukiny 8 (IL-8)/CXCL8 oraz wielokrotnie
powtarzajgce sie cykle inaktywacji i degradacji skladnikéw szpiku kostnego przez
elastaze, katepsyne G, proteinaze3, CD26 i rdézne metaloproteinazy (matrix

metaloproteinases - MMPs)[ 42,115.].

Proces ten jest identyczny jak wyzwalana przez uktad odpornos$ciowy reakcja
zapalna (migracja dojrzatych leukocytéw) w odpowiedzi na czynnik ja wyzwalajacy [55,
72, 81]. Jak wykazano dotychczas zmobilizowana w ten sposéb frakcja komérek CD34+
rézni sie jednak od komoérek CD34+ pobranych ze szpiku. Zmobilizowane komorki krwi
wykazujg mniejszg ekspresje VLA-4, c-kit i CXCR4, a takze znaczaco wiekszy ich odsetek
nalezy do frakcji spoczynkowej nie dzielgcej sie [70]. Ponadto komorki te wykazuja
wiekszg ekspresje gendéw proapoptotycznych (kaspazy 3, 4 i 8) oraz redukcje
inhibitor6w apoptozy (antyproteinaza 2). Nalezy sie spodziewa¢, Ze opisane powyzZej
réznice jakosciowe tych frakcji komérek CD34+ powinny mie¢ wptyw na jako$¢
i skutecznosc¢ ich stosowania w leczeniu za pomocg ich przeszczepienia w okreslonych
grupach pacjentow. Jednak dotychczas jednoznacznie wykazano tylko, ze
przeszczepienie komoérek progenitorowych z krwi wigze sie z szybsza rekonstytucja
neutrofiléw i pltytek krwi. Natomiast nie wykazano innych istotnych réznic w wynikach
leczenia za pomocga przeszczepienia autologicznych komorek krwiotworczych ze szpiku

czy zmobilizowanych z krwi [41,49,54,98].

1.6. PROTOKOLY MOBILIZACJI

Jak dotad nie zostat okreslony jednolity schemat mobilizacji z wykorzystaniem
G-CSF; dawki, sposdéb podawania oraz czestotliwo$¢ podawania leku s3g rézne
w zalezno$ci od osrodka. G-CSF stosuje sie sam, rozpoczynajagc mobilizacje przy
normalnej leukocytozie (tzw. z ang. ,steady state”) lub w skojarzeniu z chemioterapia
mobilizujacg - wéwczas zwykle rozpoczyna sie podawanie G-CSF w nadirze leukopenii

po chemioterapii. Optymalny schemat mobilizacji komoérek krwiotwdrczych jest
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przedmiotem wielu badan. W przypadku mobilizacji za pomoca samego G-CSF
stosowane sg dawki od 10 pg/kg/dobe do 32 pg/kg/dobe od czwartego dnia przed
pierwsza afereza az do przeprowadzenia ostatniej afrezy [8,35]. Wykazano pozytywny
efekt zwiekszenia dawki G-CSF [23,28,35,40,110], a takze podziatu dawki dobowej na
2 podania co 12 godzin [50] na skuteczno$¢ mobilizacji. W badaniu obejmujacym
kobiety z rakiem piersi Weaver i wsp. wykazali, Ze u pacjentek otrzymujacych G-CSF
wdawce 20, 30 lub 40 pg/kg/dobe w poréwnaniu do chorych otrzymujgcych
10 pg/kg/dobe uzyskiwano wiecej komérek CD34+, potrzebnych byto mniej leukaferez,
a ryzyko nieuzyskania = 5.0 x 10(6) CD34+/kg masy ciala byto 3,3-krotnie nizsze [110].
Kroger iwsp. poréwnali skuteczno$¢ mobilizacji z zastosowaniem G-CSF w dawce
10 ug/kg/dobe podawanej raz dziennie z dawka podzielong (2 x5 pg/kg/dobe)

u pacjentek z rakiem piersi. U chorych, ktére otrzymywaty G-CSF w dawkach

podzielonych, w pierwszej aferezie uzyskano wiecej komoérek CD34+ (5.8 vs 1.9x106/kg,
p=0.003), a Srednia liczba przeprowadzonych separacji byta mniejsza (1.8 vs 2.3,
p=0.01). W badaniu Demirera i wsp. obejmujagcym 50 dorostych pacjentéw
z chtoniakami i szpiczakami poréwnano skuteczno$¢ mobilizacji z zastosowaniem G-CSF
w dawkach 8 i 16 pg/kg/dobe podawanym po chemioterapii mobilizujgcej. Po podaniu
G-CSF w dawce 8 pg/kg/dobe uzyskano 2.36 x 106/kg (zakres: 0.21-7.80) komorek
CD 34+, w porownaniu z 7.99 x 10¢/kg (2.76-14.89) po podaniu dawki 16 pg/kg/dobe
(p<0.001). Zastosowanie wyzszej dawki G-CSF wigzato sie z krotszym czasem odnowy
granulopoezy (odpowiednio: 9 (8-11) i 12 (10-20) dni; p < 0,001), natomiast pozostate
parametry oceniajgce powiklania okotoprzeszczepowe nie roznity sie pomiedzy obiema

grupami [23].

Engelhardt i wsp przeprowadzili badanie u zdrowych dawcéw, stwierdzajac, ze
rhG-CSF w dawce 2x12 ug/kg/dobe w poréwnaniu z dawka standardowaq
(10 pg/kg/dobe) jest dobrze tolerowany i pozwala na zebranie wiekszej iloSci komoérek
CD34+ (0,47x106/L aferezy vs 0,25x10¢/L aferezy; p<0,05). Zastosowanie wiekszej
dawki rhG-CSF umozliwiato zebranie 24x109/kg komorek CD34+ w trakcie
2 standardowych aferez (zakres: 1-3) w pordéwnaniu do 3 aferez (zakres: 1-6)
w przypadku dawki standardowej [28]. Halle i wsp. poréwnali mobilizacje obwodowych
komorek krwiotwérczych za pomoca czynnika wzrostu granulocytéow (G-CSF w dwoch

dawkach (10 i 20 pg/kg/dobe) u dzieci z guzami litymi i biataczkami. Stwierdzono
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wyzsza szczytowa warto$¢ komorek CD34+ w krwi obwodowej w grupie pacjentow
otrzymujgcych wyzsza dawke G-CSF (61x10¢/L vs 28x106/L; p=0,025), wykazano
réwniez, ze liczba komérek CD34+ uzyskana w trakcie leukaferezy juz po 3. podaniu
G-CSF w dawce 20 pg/kg/dobe nie rézni sie istotnie od tej uzyskanej z leukaferezy po 4.
podaniu G-CSF w nizszej dawce (odpowiednio: 1,7 vs 1,2x10% CD34+/kg/1 objetos¢ krwi
pacjenta). Ostatecznie jednak dla obu dawek G-CSF uzyskano podobng liczbe komorek
progenitorowych [40]. Skuteczno$¢ i bezpieczenstwo zwiekszonej dawki G-CSF
(24 pg/kg/dobe w dwdch dawkach podzielonych) w mobilizacji u dzieci potwierdzono
w kolejnych badaniach [78,92]. Sevilla i wsp. w grupie 55 dzieci z guzami litymi
i nowotworami hematologicznymi uzyskali od 0.4 do 35x106/kg masy ciata (mediana
4.4x106/kg masy ciata) komoérek CD34+, a u 46 (83.6%) dzieci uzyskano 2x10¢/kg masy
ciata w pojedynczej wysokoobjetosciowej leukaferezie. W innym badaniu obejmujacym
23 dzieci z guzami litymi i nowotworami uktadu krwiotwdrczego z zastosowaniem tej
samej dawki G-CSF (24 pg/kg/dobe w dwoéch dawkach podzielonych) u 18 (78%)
chorych uzyskano odsetek komoérek CD34+ w krwi obwodowej powyzej 15x106/kg
i nastepnie docelowg ilo§¢ komoérek CD34+ (2x106/kg masy ciata) w pojedynczej
leukaferezie wysokoobjetosciowej. Jeden pacjent wymagat przeprowadzenia 2 separacji,
natomiast u 4 dzieci nie udato sie zmobilizowa¢ komorek krwiotwoérczych
z zastosowaniem G-CFS (u 2 dzieci mobilizacja powiodta sie po podaniu cyklofosfamidu
z G-CSF, u 2 ostatecznie konieczne byto pobranie komoérek macierzystych ze szpiku
kostnego) [78]. W obu przedstawionych badaniach dotyczacych dzieci wykazano
bezpieczenstwo zastosowania zwiekszonej do 24 pg/kg/dobe dawki G-CSF, natomiast
odmienny wynik uzyskano w badaniu Madero i wsp., w ktorym stwierdzono zwiekszone
ryzyko wystapienia zespotu wszczepiennego u dzieci, ktére otrzymywaly taka dawke

G-CSF, w poréwnaniu do mniejszych dawek [61].
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1.7. DZIALANIA NIEPOZADANE G-CSF

Mobilizacja PBSC z zastosowaniem G-CSF jest zwykle dobrze tolerowana,
jednakze moze powodowal zwykle przejSciowe i niegrozne powiktania. NajczeSciej
obserwowane sa bodle kostne, bol glowy, nudnosci [15], obnizenie iloSci ptytek krwi
[102]. Powazne powiktania mogg dotyczy¢ okoto 1% pacjentow [4]. U zdrowych
dawcéw mobilizowanych z zastosowaniem G-CSF opisywano nasilong splenomegalie
ze spontanicznym peknieciem $ledziony witacznie [15]. Ze wzgledu na prozakrzepowe
dziatanie G-CSF u oséb predysponowanych moze dojs¢ do zawatu serca badz
niedotlenienia mézgu [15]. Opisywano réwniez zwigzek pomiedzy podawaniem G-CSF

a wystgpieniem ostrej biataczki szpikowej [62].

1.8. NOWE SPOSOBY MOBILIZAC]JI

AMD3100 (plerixafor) jest selektywnym antagonistg receptora CXCR4, ktory
blokuje potaczenie z jego ligandem SDF1la. Interakcja CXCR4/SDF1 jest istotna dla
utrzymania komdrek macierzystych w szpiku kostnym, stad AMD3100 uznany zostat
za potencjalny czynnik mobilizacji komérek krwiotwoérczych do krwi obwodowe;j.
Przedkliniczne badania przeprowadzone na zwierzetach wykazaty, ze AMD3100 moze
powodowa¢ szybka mobilizacje komodrek krwiotworczych posiadajacych kroétko-
i dlugoterminowa zdolno$¢ repopulacji [15]. Przeprowadzono réwniez wstepne badania
kliniczne na zdrowych ochotnikach, pacjentach przygotowywanych do przeszczepienia
autologicznych komorek krwiotwérczych oraz zdrowych dawcach komorek
krwiotwdrczych [15]. U zdrowych ochotnikéw wykazano ponad 10-krotny wzrost PBSC,
ze szczytem po 9 godzinach od podskérnego podania AMD3100 [59]. Skutecznag
mobilizacje za pomocg G-CSF i AMD3100 (podane jednorazowo 6-12 godz. przed
aferezg) u chorych ze szpiczakiem i chtoniakami nieziarniczymi przeprowadzili
Flomenberg i wsp., natomiast Cashen i wsp. u pacjentow z chorobg Hodgkina [15,31].
Duarte i wsp. wykazali skutecznos$¢ plerixaforu w mobilizacji pacjentéw ze szpiczakiem
i chtoniakami, u ktérych nie udata sie pierwsza mobilizacja [26]. Obiecujagce wyniki

uzyskano rdéwniez w badaniach obejmujacych zdrowych dawcéw komorek
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macierzystych [24]. Stwierdzono, ze AMD3100 jest lekiem bezpiecznym, w poréwnaniu
z G-CFS wywotluje mniej dziatan niepozadanych, charakteryzuje sie szybszym
dzialaniem juz po jednorazowym podaniu, natomiast mobilizuje mniejszg liczbe

komérek CD34+ i moze wymagac¢ przeprowadzenia wiekszej ilosci aferez [15].

1.9. PREPARATY G-CSF

W Europie dostepne sg 2 preparaty G-CSF: filgrastim (Neupogen) i lenograstim
(Granocyte). Lenograstim jest produkowany w hodowlach komorek ssakow i jest
poddawany glikozylacji, przez co powstaje glikoproteina identyczna z endogenng ludzka
czasteczka. Filgrastim natomiast pochodzi z komérek bakteryjnych. Glikozylacja G-CSF
ma istotny wptyw na jego wtasnosci fizykochemiczne. Taki preparat jest mniej wrazliwy
na zmiany pH, temperatury, przez co mozna go przechowywal¢ w temperaturze
pokojowej. Dzieki glikozylacji lenograstim jest takze bardziej oporny na proteolize i ma
wieksze powinowactwo do receptora na komérkach docelowych [60,91], co powoduje,
ze aktywnoS$¢ tej postaci G-CSF jest wieksza w pordéwnaniu do filgrastimu (1 pg
filgrastimu odpowiada 100000 jednostek aktywnoS$ci, natomiast 1 pg lengrastimu jest

réwnowazny z 127750 jednostek aktywnoSci) [91].

1.10. CZYNNIKI WPLYWAJACE NA MOBILIZACJE

W retrospektywnym badaniu przeprowadzonym przez Forda i wsp. obejmujacym
201 dorostych pacjentéw z nowotworami nieszpikowego pochodzenia stwierdzono
ujemng korelacje pomiedzy liczbg przeprowadzonych przed mobilizacja kurséw
chemioterapii a stezeniem komoérek CD34+ w krwi obwodowej w pierwszym dniu
aferezy (p=0,001). W analizie wieloczynnikowej wykazano, Ze jedynymi niezaleznymi
negatywnymi czynnikami predykcyjnymi dla stezenia komoérek CD34+ we krwi
obwodowej byty kursy zawierajace pochodne platyny (p=0,001) oraz leki alkalizujgce
(p=0,01) [33].
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W niektérych badaniach stwierdzano, Ze nieefektywna mobilizacja czeSciej
dotyczyta pacjentow, u ktérych mobilizacje komorek krwiotworczych przeprowadzono
przy zastosowaniu wytgcznie G-CSF, niz chorych, u ktérych w celu mobilizacji podawano

G-CSF po chemioterapii [17].

Egan i wsp. przeprowadzili retrospektywng analize obejmujaca 540 osoéb,
u ktérych przeprowadzono 650 procedur aferezy, stwierdzajac istotng korelacje
pomiedzy aktywnoscig LDH w surowicy a ilo$cig komérek CD34+ w krwi obwodowej
(r=0,54, p<0,0001) oraz iloscia komoérek CD34+ zebranych podczas aferezy (r=0,51;
p<0,0001) [27].

1.11. POOR MOBILIZERS

U pewnej grupy pacjentéw pod wptywem podawania G-CSF nie udaje sie uzyskac
wystarczajgcego wyrzutu komoérek progenitorowych do krwi obwodowej [114]. Uznaje
sie, ze minimalna liczba zebranych podczas aferez komoérek progenitorowych mogaca
zapewnic¢ skuteczne przeszczepienie wynosi wg réznych autoréw 2x106 komoérek CD34+
na kg masy ciata pacjenta [65,114] lub 3x10¢ komoé6rek CD34+ na kg masy ciata pacjenta
[17]. Jako “poor mobilizers” definiowani s3 réwniez pacjenci, u ktorych szczytowe

stezenie komoérek CD 34+ po stymulacji G-CSF wynosi ponizej <20/uL [114].

Wedtug danych literaturowych na niepowodzenie mobilizacji mogg mie¢ wplyw:
rozpoznanie podstawowe, zajecie szpiku kostnego przez chorobe, ilos¢ przebytych
kursow chemioterapii, rodzaj zastosowanych lekow przeciwnowotworowych
[11,17,65]. Jednakze, nie udato sie dotad wustali¢ jednoznacznych kryteriéw

pozwalajacych przewidzie¢ niepowodzenie mobilizacji.
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2. CELE PRACY

Na podstawie dotychczasowej wiedzy o roli G-CSF w mobilizacji komoérek

krwiotworczych powstaje pytanie o wptyw dawki G-CSF na skuteczno$¢ mobilizacji.

Pierwszym celem pracy byta ocena wptywu réznych dawek G-CSF na skuteczno$¢

mobilizacji u réznych szczepéw myszy doswiadczalnych.

Drugim celem byta préba oceny wptywu dawki G-CSF na skuteczno$¢ i mozliwos¢
optymalnej mobilizacji u dzieci leczonych z powodu réznych choréb onko-

hematologicznych.

Trzecim celem byto znalezienie innych czynnikéw wptywajacych na skutecznos$¢

i mozliwo$¢ optymalnej mobilizacji w grupie obserwowanych pacjentéw.
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3. MATERIAL I METODY

3.1. ZWIERZETA DOSWIADCZALNE

W eksperymentach wykorzystano szczepy myszy laboratoryjnych Balb/c, DBA,
C57BL/6 1 CBA hodowane w Zwierzetarni Katedry Immunologii Klinicznej
i Transplantologii Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum w Krakowie.
Doswiadczenia prowadzono w wiekszosci w 5 grupach samic myszy, po 4 osobniki
w kazdej z grup (n=4). Kazdy eksperyment mobilizacji i izolacji macierzystych komoérek
krwiotwdrczych przeprowadzono w 2 powtdrzeniach, u myszy szczepu Balb/c

wykonano 3 powtérzenia, dodajac dawke najwyzsza do drugiego i trzeciego.
3.1.2. Ocena ilosciowa morfotycznych sktadnikow krwi metoda automatyczna

W celu przeprowadzenia analizy pobrano 80 - 100 ul krwi z zyly ogonowej
kazdej z myszy. Probke rozcienczono w PBS w stosunku 1:3. Przeprowadzono analize
morfologii krwi za pomoca aparatu KX-21N firmy Sysmex w Pracowni Hematologii

Zaktadu Biochemii Klinicznej Uniwersyteckiego Szpitala Dzieciecego w Krakowie.

3.1.3. Przygotowanie materiatu do badan

Osobnikom z poszczegblnych grup podawano rhG-CSF, filgastrim (Neupogen,
Roche, Szwajcaria) podskérnie, w dawkach 25, 100, 500 i 1000 pg/kg masy ciata
zwierzecia w objetosci 100 pl przez 5 dni. Odpowiednio dla grupy kontrolnej podawano
jatowy PBS w ilosci 100 pl. W przypadkach kilku poczatkowych doswiadczen nie
stosowano dawki 1000 pg/kg. W ostatnim dniu do$wiadczenia, 6 h po podskérnej
podazy G-CSF pobierano krew z zyty préznej dolnej w warunkach jatowych, po
u$mierceniu myszy w warunkach zwiekszonej koncentracji CO2. W otrzymanych
probkach krwi oceniano leukocytoze metoda automatyczng oraz ilo$¢ komorek
krwiotworczych cytofluorymetrycznie, a takze zaktadano hodowle w celu oceny
klonogennosci (p. 3.1.5.). Po ocenie iloSciowej krew zamrazano w celu wykorzystania do

przeszczepienia.
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3.1.4. Analiza cytofluorymetryczna hematopoetycznych komorek macierzystych

Krew obwodowa pozbawiano krwinek czerwonych metoda lizy
z wykorzystaniem buforu litycznego. Po odptukaniu zawiesiny komoérkowej leukocyty
zawieszano w buforze PBS z dodatkiem 5% BCS. Do 0,4 ml zawiesiny komoérek
dodawano po 20 pl przeciwciat i inkubowano 30 minut w ciemnos$ci w temperaturze
pokojowej. Po inkubacji komérki ptukano dwukrotnie (wirowanie 400g, 5 min
wobjetosci 1 ml PBS) i utwalano poprzez zawieszenie w objetosci 0,4 ml
1% paraformaldehydu. Kontrole stanowity komérki inkubowane z mysim IgG (kontrola
izotypowa) znakowanym tymi samymi fluorochromami co przeciwciata. Barwienie
komérek przeciwciatami przeprowadzono zgodnie z instrukcjg producenta przeciwciat.
Ocene cytometryczng przeprowadzono w Zaktadzie Immunologii Klinicznej Katedry
Immunologii Klinicznej i Transplantologii CMU] na cytometrze FACS Canto, Becton-

Dickinson.

Bezwzgledna liczbe komorek macierzystych przedstawiono jako sume komoérek
podwojnie pozytywnych (c-kit+ Sca-1+) i komoérek c-kit pozytywnych (c-kit+ Sca-1-)
w populacji limfoidalnych komérek bez determinanty CD3 (CD3-). Komorki te
morfologicznie przypominajg limfocyty, ale nie s3 one limfocytami i nie posiadaja
charakterystycznych dla limfocytow markerow powierzchniowych, przede wszystkim

CD3.

Do identyfikacji komdrek krwiotworczych uzywano przeciwciat produkcji BD
Pharmingen, USA: poliklonalne krélicze antymysie anty-Sca-1 sprzezone z FITC,
poliklonalne kroélicze antymysie anty-c-Kit-R znakowane PE. Dodatkowo dla
wyeliminowania populacji limfocytow CD3+, ktére morfologicznie s zblizone do HSC
umyszy stosowano przeciwcialo monoklonalne szczurze antymysie anty-CD3

(BD Pharmingen, USA) znakowane PE-Cy-5.
3.1.5. Zakladanie klonogennos$ci

Hodowle komdérkowe na podtozu poétptynnym przeprowadzono w celu oceny

wydajnosci proliferacji mobilizowanych komoérek macierzystych w warunkach in vitro.
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Wszystkie etapy doswiadczenia zostaty przeprowadzone w warunkach jatowych.
Procedure powtdrzono dla kazdej z grup mobilizowanej krwi. Do probowek Eppendorf
o pojemnosci 2 ml dodano po 1 ml medium hodowlanego MethoCult GF 3434 firmy Stem
Cells Technologies i odpowiednig ilo§¢ komdrek, tak aby wysiewana mieszanina liczyta
okoto 1 mIn komoérek. Komorki z poszczegoélnych osobnikéw tgczono w obrebie kazdej z
badanych grup i wysiewano na ptytke do 2 studzienek (w 2 powtdrzeniach), po 1 ml do
kazdej z osobna. Studzienki sgsiadujace wypeiniono PBS, w celu zapobiegnieciu

wyschniecia hodowli.

Hodowle komérek prowadzono w cieplarce w temperaturze 37°C, w atmosferze
5% CO2 i 95% wilgotnosci, przez 10-14 dni. Po tym czasie analizowano wzrost komoérek
na ptytkach przy uzyciu mikroskopu $wietlnego. Kolonie liczono iklasyfikowano na
podstawie réznic morfologicznych w obu studzienkach, wynik przedstawiono jako sume

Z obu studzienek.
3.1.6. Zamrazanie komorek

Komoérki zamrazano w celu wykorzystania ich do syngenicznego przeszczepu.
Pelet komorek zawieszony w PBS wirowano przy predkosci 200 g przez 8 minut, po
czym doktadnie odciggnieto nadsacz. Powstaty pelet zawieszano w 900 pl mieszaniny
mrozeniowej (70% RPMI 1640 firmy PAA Laboratory, 20% FBS, 10% DMSO)
i przenoszono do probdéwek polipropylenowych do gtebokiego zamrazania Sarstedt
CryoPure o pojemnosci 1,6 ml. Wszystkie probéwki niezwlocznie umieszczono w

zamrazarce o temperaturze -80°C, po czym przechowywano w parach ciektego azotu.
3.1.7. Przeszczepianie macierzystych komérek krwiotwérczych

Myszy poddano zabiegowi subletalnego napromienienia catego ciata dzien przed
przeszczepem (dzien -1). Zwierzeta otrzymaty dawke 816 cGY podzielong na 2 czesci,
odpowiednio 401 cGY i 415 cGY, podang w odstepach 4 godzinnych. Zabieg
przeprowadzono przy uzyciu aparatu Gammacell 1000 Elite (MDS Nordion).

Probéwki umieszczone w parach cieklego azotu przenoszono do zamrazarki
o temperaturze -80°C. Po uptywie 1 godziny materiat umieszczono w tazni wodnej

o temperaturze 37°C na okres 5 minut. Nastepnie zawarto$¢ probéwek do gtebokiego
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zamrazania przenoszono do probowek wiréwkowych o pojemnosci 50 ml, dopetniajac
mieszaning PBS + 3% FBS do 20 ml. Tak przygotowany roztwor poddawano wirowaniu
z predkoscig 160 g przez okres 8 minut. Po tym czasie zlano nadsgcz i powtdrzono
procedure ptukania i wirowania. Powstaty pelet zawieszono w 1 ml mieszaniny PBS +

3% FBS. Procedure powtdrzono oddzielnie dla kazdej z grup.

Dokonano ponownego pomiaru liczebnosci komdrek przy pomocy
hemocytometru, w celu przygotowania odpowiednich objetoSci mieszaniny
macierzystych komoérek krwiotwdérczych i PBS + 3% FBS, w taki sposob, by w 100 pl
mieszaniny znajdowat sie 1 mln komorek. Myszy otrzymaty po 150 ul mieszaniny

w postaci iniekcji do splotu zylnego zagatkowego.

Hodowla prowadzona byta w Zwierzetarni Katedry Immunologii Klinicznej
i Transplantologii Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum w Krakowie
w warunkach petnej sterylnosci. Myszy przebywaty w jatowych klatkach, otrzymywaty
jatowa pasze i wode z dodatkiem antybiotyku (amoksycyliny z kwasem klawulanowym
w ilosci 2,4g/1). W 4, 7 i 11 dniu po przeszczepie pobierano 80 - 100 ul krwi z ogona
kazdej z myszy w celu przeprowadzenia iloSciowej oceny morfotycznych sktadnikow
krwi. Probki rozcienczono w PBS w stosunku 1:3. Przeprowadzono analize morfologii
krwi za pomocg aparatu KX-21N firmy Sysmex. W 11 dniu po przeszczepieniu myszy
u$miercono w warunkach zwiekszonej koncentracji CO2. Przeprowadzono sekcje,
podczas ktorej wypreparowano $ledziony w celu dokonania identyfikacji i liczenia
kolonii $ledzionowych. Narzady utrwalono w roztworze Tellysyniczkiego (70% etanol

1000 ml, 37 - 40% formalina 50 ml, lodowaty kwas octowy 50 ml).
3.1.8. Analiza statystyczna

W analizie statystycznej wykorzystano pakiet Statistica 8.0. Zastosowano test
ANOVA Kruskala-Wallisa, test mediany oraz test Scheffego. Jako istotne statystycznie
uznano wartosci p<0,05. Na przeprowadzenie doSwiadczen na zwierzetach uzyskano

zgode Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie Jagiellonskim w Krakowie.
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3.2. PACJENCI 1 METODY

Analize retrospektywng przeprowadzono u 82 pacjentow kierowanych do
wysokodawkowanej chemioterapii wspomaganej przeszczepieniem autologicznych
komérek krwiotwdrczych, u ktérych w latach 2002-2010 wykonano 89 mobilizacji za
pomoca chemioterapii i G-CSF (CHT + G-CSF) lub tylko G-CSF oraz 150 separacji
mobilizowanych komérek krwiotworczych z krwi obwodowej. Dane kliniczne pacjentéw

przedstawiono w tabelach 3.11i 3.3.

Pacjenci byli kwalifikowani do wysokodawkowanej terapii wspomaganej
przeszczepieniem autologicznych komoérek krwiotwdérczych z krwi z powodu ztego
rokowania w roéznych chorobach onko-hematologicznych, w tym w 4 przypadkach
z powodu wznowy choroby podstawowej. Przed mobilizacja wszyscy pacjenci byli
poddani kompleksowej terapii, na ktérg skitadato sie leczenie chirurgiczne oraz
wielolekowa chemioterapia typowa dla okre$lonego schorzenia wg réznych uznanych
miedzynarodowych protokotéw, a 17 pacjentow dodatkowo otrzymato miejscowq
radioterapie. Mobilizacje prowadzono wg dwdéch sposobow: za pomoca tylko G-CSF; lub
G-CSF podawano w fazie osiggniecia najnizszych wartosci leukocytozy (nadir) po
uprzedniej chemioterapii wg programu typowego dla danej choroby, pod warunkiem, zZe
jej sktad zawierat tzw. mobilizujace chemioterapeutyki. G-CSF byt podawany
podskornie, 1 - 2 razy na dobe, w dawkach od 5 do 24 pg/kg m.c./dobe. Dawki G-CSF
stosowane w poszczegllnych grupach pacjentow przedstawiono w tabeli 3.2. Dane
dotyczace szczegotow procedury drugiego cyklu mobilizacji przedstawiono w tabeli 3.3.
Dla pacjentéw mobilizowanych ze stanu ,steady state” pierwszym dniem separacji byt
zwykle pigty dzien podawania G-CSF, jezeli liczba komorek CD34+ we krwi wynosita
>10/ul, a dla mobilizowanych za pomocg CHT + G-CSF dzien, w ktérym liczba komérek
CD34+ we krwi byta >10/pl. Separacje przeprowadzono za pomocg separatora
komoérkowego Baxter Fenwal CS3000 Plus. Dla pacjentéw z masg ciata <15 kg

wprowadzono modyfikacje protokotu aferezy polegajagca na wypetnieniu przed
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procedura przestrzeni martwej drendéw separatora koncentratem krwinek czerwonych
oraz ograniczenie szybkoSci przeptywu krwi do 20 ml/min. Kazdorazowo objetos¢
opracowanej krwi wynosita Srednio 3 (od 1,5 do 4,5) objetos$ci krwi krazacej pacjenta, t;j.

$rednio 5000 (od 2000 do 12000 ml).

Wiek (miesigce): srednia; mediana (zakres) 102; 96 (15-249)
dziewczynki 38 (46%)
Ptec¢
chtopcy 44 (54%)
zwojak zarodkowy 42 (51 %)
miesak Ewinga 16 (20 %)
chtoniak nieziarniczy 8 (10 %)
guz mozgu 7 (9 %)
Rozpoznanie ziarnica ztosliwa 5(6 %)
yolk sac tumor 1
ostra biataczka limfoblastyczna 1
nerczak zarodkowy 1
rak zarodkowy jadra 1
il S T
< 6 miesiecy 38
6-12 miesiecy 23
>12 miesiecy 21
<15 kg 25 (30%)
Masa ciata
>15 kg 57 (70%)

Tabela 3.1 Charakterystyka pacjentow

Miarg skutecznos$ci protokotu mobilizacji i separacji byta mozliwos¢ kolekcji

komorek CD34+ w liczbie >2x109/kg m.c. biorcy (optymalnie >3x106/kg). Jako
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niepowodzenie mobilizacji przyjmowano sytuacje w ktdérej wyjSciowo nie uzyskano
>10/ul krwi komoérek CD34+ lub nie udato sie zebra¢ >2x106/kg m.c. biorcy komérek
CD34+ w trakcie maksymalnie 4 dni aferezy. Na badania uzyskano zgode Komisji

Bioetycznej przy Uniwersytecie Jagielloniskim w Krakowie.

Tylko G-CSF CHT + G-CSF
(n=56; 68%) (n=26; 32%)
<10 pg/kg 5 19
11-20 pg/kg 16 2
Dobowa dawka
G-CSF >20 pg/kg 34 4
inny 1% 1%
schemat

Tabela 3.2 Schematy pierwszego cyklu mobilizacji.
* dawka G-CSF wzrastata w trakcie mobilizacji z 15 do 24 ug/kg m.c./dobe,

G-CSF - czynnik wzrostu dla granulocytow; CHT - chemioterapia;

zwojak zarodkowy 3
Rozpoznanie miesak Ewinga 3
guz mézgu 1
G-CSF 2x 12 pg/kg/dobe 6
Schemat
mobilizacji CHT+G-CSF 1
G-CSF 2x 5 pg/kg/dobe
Czas od ro%pozn.ania do-mobilizacji (miesigce): 6:5 (4-11)
$rednia; mediana (zakres)

Tabela 3.3 Charakterystyka pacjentéw i schemat drugiego cyklu mobilizacji.

G-CSF - czynnik wzrostu dla granulocytéw; CHT - chemioterapia
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3.2.1 Analiza statystyczna

Skuteczno$¢ mobilizacji komorek krwiotwoérczych w grupie pacjentow
otrzymujacych G-CSF oraz CHT + G-CSF analizowano za pomocg oprogramowania
STATISTICA. Wykorzystano test Chi2 z poprawka Yatesa dla wartosci o rozktadzie
zmiennym oraz test U-Mann-Whitney dla wartoS$ci o rozktadzie ciggtym. Jako istotne
statystycznie uznano wartoSci p<0,05. W analizie wieloczynnikowej zastosowano

uogolniona regresje logistyczng wykorzystujgc program SAS.

28



4. WYNIKI - CZESC EKSPERYMENTALNA

4.1.BALB/C

4.1.1. Wplyw réznych dawek G-CSF na leukocytoze krwi obwodowej w piatym

dniu mobilizacji za pomoca G-CSF.

W doswiadczeniu nr 1 u myszy szczepu Balb/c leukocytoza w pigtym dniu
mobilizacji w grupie kontrolnej (dawka 0) wynosita 9660 + 2840 leukocytow/ul krwi
obwodowej. Dla dawek 25, 100 i 500 pg G-CSF/kg masy ciata leukocytoza wynosita
odpowiednio: 15000 * 2034, 15240 * 3040 oraz 21600 * 3224 leukocytow/pl.
Stwierdzono statystycznie istotne rdznice leukocytozy pomiedzy grupami
mobilizowanymi dawka 500 pg/kg a grupami 0, 25 i 100 ug/kg, a takze pomiedzy grupa
kontrolng a dawka 100 pg/kg. Dane przedstawiono na wykresie 4.1

30000 - *

25000 - *

20000 -

15000 -

10000 -

liczba leukocytow/pl

5000 -

0 25 100 500
dawka G-CSF (ug/kg masy ciata)

Wykres 4.1 Leukocytoza w krwi obwodowej w pigtym dniu mobilizacji G-CSF u myszy
szczepu Balb/c w zalezno$ci od wielkos$ci dawki G-CSF (doswiadczenie 1, «p<0,05).
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W doswiadczeniu nr 2 u myszy szczepu Balb/c leukocytoza w pigtym dniu
mobilizacji w grupie kontrolnej (dawka 0) wynosita 13950 + 1212 leukocytow/pl krwi
obwodowej. Dla dawek 25, 100 i 500 pg G-CSF/kg masy ciata leukocytoza wynosita
odpowiednio: 16980 * 6720, 21960 * 3930 oraz 28380 * 7702 leukocytéw/pl.
Stwierdzono statystycznie istotne rdznice leukocytozy pomiedzy grupami
mobilizowanymi dawka 0 i25 pg/kg a dawka 500 pg/kg. Dane przedstawiono na
wykresie 4.2
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30000 -

20000 -
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10000 -
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dawka G-CSF (ug/kg masy ciata)

Wykres 4.2 Leukocytoza w krwi obwodowej w pigtym dniu mobilizacji G-CSF u myszy
szczepu Balb/c w zalezno$ci od wielkosSci dawki G-CSF (doswiadczenie 2, «p<0,05).

W doswiadczeniu nr 3 u myszy szczepu Balb/c leukocytoza w pigtym dniu
mobilizacji w grupie kontrolnej (dawka 0) wynosita 18180 + 2704 leukocytéw/ul krwi
obwodowej. Dla dawki G-CSF 25 pg/kg masy ciata wyniosta 19920 + 4712
leukocytéw/ul, dla dawki 100 ug/kg - 24180 * 3690 leukocytow/ul, dla dawki
500 pg/kg - 34500 + 4554 leukocytéw/ul i dla dawki 1000 pg /kg - 43020 + 3324.
Statystycznie istotnie réznily sie leukocytozy miedzy grupami 500 i 1000 pg/kg

a wszystkimi pozostatymi grupami. Dane przedstawiono na wykresie 4.3
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Wykres 4.3 Leukocytoza w krwi obwodowej w pigtym dniu mobilizacji G-CSF u myszy

szczepu Balb/c w zalezno$ci od wielkos$ci dawki G-CSF (doswiadczenie 3, «p<0,05).

4.1.2. Wplyw réznych dawek G-CSF na liczbe macierzystych komorek
krwiotwoérczych w mobilizowanej krwi obwodowej w zaleznos$ci od wielkosci

dawki G-CSF

W doswiadczeniu nr 1 (Wykres 4.4) liczba komérek krwiotwdérczych dla grupy
kontrolnej (dawka 0) wynosita 43 + 20 komoérek w 1 pl krwi obwodowej. W przypadku
dawek G-CSF 25, 100 i 500 pg/kg, liczba komérek wynosita odpowiednio 96 * 18, 81 *
10 i 134 + 44 komorek/pl. Istotng statystycznie roznice stwierdzono pomiedzy grupa
kontrolng a grupami mobilizowanymi dawkami 25 i 500 pg/kg.
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Liczby komoérek Sca-1/c-kit+ oraz c-kit+ w populacji CD3- z bramki limfocytarnej
w zaleznos$ci od dawki G-CSF ug/kg Balb/c dosw. 1
200
*
- 160 A
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> 120 *
< |
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S 80 - 1
©
g |
3 40 1
0
0 25 100 500
Dawka G-CSF pg/kg

Wykres 4.4 Liczba komoérek krwiotworczych w mobilizowanej krwi obwodowej

w zalezno$ci od dawki G-CSF u myszy Balb/c (doswiadczenie 1, «p<0,05)

W doswiadczeniu nr 2 liczba komoérek krwiotwoérczych dla grupy kontrolnej
(dawka 0) wynosita 89 + 22 komorek w 1 pl krwi obwodowej. W przypadku dawek 25,
100 i 500 pg G-CSF, liczba komoérek wynosita odpowiednio 129 + 80, 154+ 36 i

232 + 124 komoérek/pl. R6znice nie byty istotne statystycznie. Dane przedstawiono na

wykresie 4.5.
Liczby komorek Sca-1/c-kit+ oraz c-kit+ w populacji CD3- z bramki limfocytarnej
w zaleznos$ci od dawki G-CSF pg/kg - Balb/c dosw. 2
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Wykres 4.5 Liczba komorek krwiotworczych w mobilizowanej krwi obwodowej

w zaleznos$ci od dawki G-CSF u myszy Balb/c (doswiadczenie 2)
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W dos$wiadczeniu nr 3 liczba komorek krwiotworczych dla grupy kontrolnej
(dawka 0) wynosita 52 * 9 komoérek w 1 pl krwi obwodowej. W przypadku dawek 25,
100, 50011000 pg/kg liczba komoérek wynosita odpowiednio 55 * 30, 60 + 32, 102 + 24
i112 + 28 komorek/pl. Roznice istotne statystycznie obserwowano miedzy grupami 0

a 1000 oraz 25 a 1000 ug/kg . Dane przedstawiono na wykresie 4.6.

Liczby komoérek Sca-1/c-kit+ oraz c-kit+ w populacji CD3- z bramki limfocytarnej
w zaleznosci od dawki G-CSF pg/kg - Balb/c dosw. 3

160

140 *
3 120 1 * T l
3
5 100 1
g
5 80 -
8 |
a 60 -
Q
-

40 -

20 -

0

0 25 100 500 1000

Dawka G-CSF pg/kg

Wykres 4.6 Liczba komorek krwiotworczych w mobilizowanej krwi obwodowej

w zalezno$ci od dawki G-CSF u myszy Balb/c (doswiadczenie 3, «p<0,05)

4.1.3. Zdolnos¢ mobilizowanych komérek hematopoetycznych do proliferacji

w warunkach in vitro (CFU Assay)

W doswiadczeniu 1 (Tabela 4.1) w przypadku grupy kontrolnej (dawka 0)
zaobserwowano wzrost tacznie 11 jednostek tworzacych kolonie CFU - G (ang. colony
forming unit - granulocyte), jednostek tworzacych skupiska erytrocytow BFU - E (ang.
burst forming unit - erythroid) oraz jednostek mieszanych. Dla dawki G-CSF 25 pg/kg
zaobserwowano wzrost 16 jednostek tworzacych kolonie. Dawka 100 pg/kg G-CSF
spowodowata wzrost 12 jednostek tworzacych kolonie, z kolei dla dawki 500 pg/kg
stwierdzono znaczny wzrost jednostek - tgcznie 29 jednostek, z wyraznym wzrostem
ilosci jednostek tworzacych skupiska erytrocytow BFU-E. Szczegbétowe dane

przedstawia tabela 4.1.
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Dawka G-CSF CFU-G BFU - E Mieszane Suma
ug/kg m.c. liczba jednostek tworzacych kolonie
0 3 2 6 11
25 9 1 6 16
100 8 1 3 12
500 12 12 5 29

Tabela 4.1 Ocena zdolno$ci mobilizowanych komérek hematopoetycznych do
proliferacji w warunkach in vitro w zaleznos$ci od wielkosci dawki G-CSF u myszy
szczepu Balb/c - do$wiadczenie 1.

W doswiadczeniu nr 2 w przypadku grupy kontrolnej (dawka 0) zaobserwowano
wzrost tagcznie 11 jednostek tworzacych kolonie CFU - G, jednostek tworzacych skupiska
erytrocytow BFU-E oraz jednostek mieszanych. Dla dawki G-CSF 25 pg/kg
zaobserwowano wzrost 13 jednostek tworzacych kolonie. Dawka 100 pg/kg G-CSF
spowodowata wzrost 17 jednostek tworzacych kolonie, natomiast dla dawki 500 pg/kg
stwierdzono wzrost tgcznie 29 jednostek, podobnie jak w do$wiadczeniu nr 1
zwyraznym wzrostem ilosci jednostek tworzacych skupiska erytrocytéow BFU - E.

Szczegotowe dane przedstawia tabela 4.2.

Dawka G-CSF CFU-G BFU - E Mieszane Suma
ug/kg m.c. liczba jednostek tworzacych kolonie
0 3 2 6 11
25 8 2 3 13
100 9 2 6 17
500 12 12 5 29

Tabela 4.2 Ocena zdolnosci mobilizowanych komodérek hematopoetycznych do
proliferacji w warunkach in vitro w zaleznosci od wielkosci dawki G-CSF u myszy
szczepu Balb/c - doswiadczenie 2.

W doswiadczeniu 3 u szczepu myszy Balb/c w przypadku grupy kontrolnej
(dawka 0) zaobserwowano wzrost tgcznie 11 jednostek tworzacych kolonie CFU-G,

jednostek tworzace skupiska erytrocytéw BFU - E oraz jednostek mieszanych. Dla dawki
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G-CSF 25 ng/kg zaobserwowano wzrost 16 jednostek tworzacych kolonie. Dawka
100 pg/kg G-CSF spowodowata wzrost 20 jednostek tworzacych kolonie, natomiast dla
dawek 500 i 1000 pg/kg stwierdzono tgcznie wzrost odpowiednio 47 i 49 jednostek.

Szczegbélowe dane przedstawia tabela 4.2.

Dawka G-CSF CFU-G BFU - E Mieszane Suma
ug/kg m.c. liczba jednostek tworzacych kolonie
0 6 4 1 11
25 8 3 5 16
100 10 8 2 20
500 24 19 4 47
1000 28 17 4 49

Tabela 4.3 Ocena zdolnosci mobilizowanych komoérek hematopoetycznych do
proliferacji w warunkach in vitro w zalezno$ci od wielko$ci dawki G-CSF u myszy
szczepu Balb/c - doswiadczenie 3.

4.2.DBA

4.2.1. Wplyw réznych dawek G-CSF na leukocytoze krwi obwodowej w piatym

dniu mobilizacji za pomoca G-CSF.

W doswiadczeniu nr 1 u myszy szczepu DBA leukocytoza w pigtym dniu
mobilizacji w grupie kontrolnej (dawka 0) wynosita 13440 + 1413 leukocytéw/pl krwi
obwodowej. Dla dawek 25, 100 i 500 pg G-CSF/kg masy ciata leukocytoza wynosita
odpowiednio: 22250 * 2224, 18960 * 2619 oraz 33840 * 4606 leukocytow/pl.
Stwierdzono statystycznie istotne réznice leukocytozy pomiedzy grupami
mobilizowanymi dawka 0 a dawka 25 pg/kg, a takze pomiedzy grupa 500 a pozostatymi

grupami. Dane przedstawiono na wykresie 4.7.
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Wykres 4.7 Leukocytoza w krwi obwodowej w pigtym dniu mobilizacji G-CSF u myszy

szczepu DBA w zaleznos$ci od wielko$ci dawki G-CSF (do$wiadczenie 1, p<0,05).

W doswiadczeniu nr 2 u myszy szczepu DBA, podobnie jak w przypadku szczepu
Balb/c dodano kolejng dawke mobilizacyjng - 1000 ug/kg. Leukocytoza w pigtym dniu
mobilizacji w grupie kontrolnej (dawka 0) wynosita 19575 * 5614 leukocytéw/pl krwi
obwodowej. Dla dawek 25, 100, 500 i 1000 pg G-CSF/kg masy ciata leukocytoza
wynosita odpowiedni: 29625 + 3510, 37275 * 6299, 51825 + 11351 i 56600 + 11235
leukocytéw/pl. Statystycznie istotnie réznity sie leukocytozy miedzy grupa 500 a grupa
0i25,0raz 1000 a 0i 25 pug/kg. Dane przedstawiono na wykresie 4.8.
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Wykres 4.8 Leukocytoza w krwi obwodowej w pigtym dniu mobilizacji G-CSF u myszy

szczepu DBA w zaleznos$ci od wielko$ci dawki G-CSF (do$wiadczenie 2, «p<0,05).

4.2.2.Wplyw réznych dawek G-CSF na liczbe macierzystych komodrek
krwiotworczych w mobilizowanej krwi obwodowej w zaleznosci od wielkosci

dawki G - CSF

W doswiadczeniu nr 1 u myszy szczepu DBA liczba komoérek krwiotworczych dla
grupy kontrolnej (dawka 0) wynosita 76+14 komoérek w 1 pul krwi obwodowe;j.
W przypadku dawek 25, 100 i 500 pg G-CSF, liczba wynosita odpowiednio 106+32,
67430 i 107+54 komoérek/pl. Nie wykazano istotnych statystycznie réznic pomiedzy

grupami. Wyniki doswiadczenia przedstawia wykres 4.9.
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Liczby komérek Sca-1/c-kit+ oraz c-kit+w populacji CD3- z bramki
limfocytarnej w zalezno$ci od dawki G-CSF pg/kg - DBA dosw. 1
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Wykres 4.9 Liczba komoérek krwiotworczych w mobilizowanej krwi obwodowej

w zaleznos$ci od dawki G-CSF u myszy DBA (doswiadczenie 1)

W doswiadczeniu nr 2 u myszy szczepu DBA (Wykres 4.10) liczba komoérek
krwiotworczych dla grupy kontrolnej (dawka 0) wynosita 165 + 72 komorek w 1 pl krwi
obwodowej. W przypadku dawek 25, 100 i 500 pg G-CSF, liczba komorek wynosita
odpowiednio 369 * 90, 320 + 120 i 341 * 115 komorek/pl. Nie wykazano istotnych

statystycznie réznic pomiedzy grupami.

Liczby komoérek Sca-1/c-kit+ w populacji CD3- z bramki limfocytarnej
w zaleznos$ci od dawki G-CSF pg/kg - DBA dosw. 2
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Wykres 4.10 Liczba komoérek krwiotwoérczych w mobilizowanej krwi obwodowej

w zaleznos$ci od dawki G-CSF u myszy DBA (dos$wiadczenie 2)
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4.2.3 Zdolnos¢ mobilizowanych komdrek hematopoetycznych do proliferacji

w warunkach in vitro (CFU Assay)

W przypadku grupy kontrolnej (dawka 0) zaobserwowano wzrost tacznie
5 jednostek tworzacych kolonie CFU - G, jednostek tworzacych skupiska erytrocytow
BFU - E oraz jednostek mieszanych. Dla dawki G-CSF 25 pg/kg zaobserwowano wzrost
16 jednostek tworzacych kolonie. Dawka 100 pg/kg G-CSF spowodowata wzrost
15 jednostek tworzacych kolonie, z kolei dla dawki 500 pg/kg stwierdzono wzrost
tacznie 31 jednostek, z wyraznym wzrostem ilosci jednostek tworzacych skupiska

erytrocytow BFU - E. Szczeg6towe dane przedstawia tabela 4.4.

Dawka G-CSF CFU-G BFU - E Mieszane Suma
pg/kg m.c. liczba jednostek tworzacych kolonie
0 2 1 2 5
25 7 2 7 16
100 7 3 5 15
500 11 11 9 31

Tabela 4.4 Ocena zdolno$ci mobilizowanych komoérek hematopoetycznych do
proliferacji w warunkach in vitro w zaleznosSci od wielkosci dawki G-CSF u myszy
szczepu DBA - dosSwiadczenie 1.

W dosSwiadczeniu 2 u szczepu myszy DBA w przypadku grupy kontrolnej
(dawka 0) zaobserwowano wzrost tacznie 9 jednostek tworzacych kolonie CFU-G,
jednostek tworzacych skupiska erytrocytdow BFU - E oraz jednostek mieszanych. Dla
dawki G-CSF 25 pg/kg zaobserwowano wzrost iloSci jednostek tworzacych kolonie
do 26. Dawka 100 pg/kg G-CSF spowodowata wzrost 31 jednostek tworzacych kolonie,
z kolei dla dawki 500 i 1000 pug/kg stwierdzono wzrost odpowiednio 36 i 37 jednostek.

Szczegotowe dane przedstawia tabela 4.2.
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Dawka G-CSF CFU-G BFU - E Mieszane Suma
ug/kg m.c. liczba jednostek tworzacych kolonie
0 2 4 3 9
25 10 10 4 26
100 15 15 1 31
500 16 22 2 36
1000 17 19 3 37

Tabela 4.5 Ocena zdolno$ci mobilizowanych komoérek hematopoetycznych do
proliferacji w warunkach in vitro w zalezno$ci od wielko$ci dawki G-CSF u myszy
szczepu DBA - doswiadczenie 2.

4.3.C57BL/6

4.3.1. Wplyw réznych dawek G-CSF na leukocytoze krwi obwodowej w piatym

dniu mobilizacji za pomoca G-CSF.

W doswiadczeniu nr 1 u myszy szczepu C57BL/6 leukocytoza w pigtym dniu
mobilizacji w grupie kontrolnej (dawka 0) wynosita 16875 + 1497 leukocytow/pl krwi
obwodowej. Dla dawek 25, 100, 500 i 1000 pg G-CSF/kg masy ciala leukocytoza
wynosita odpowiednio: 20550 £ 5763, 25125 * 2098, 34425 * 6037 i 49950 * 11799
leukocytéw/ul. Statystycznie istotnie roéznity sie leukocytozy miedzy grupa 500
agrupa 0, oraz 1000 a 0, 251 100 pg/kg. Dane przedstawiono na wykresie 4.11.
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Wykres 4.11 Leukocytoza w krwi obwodowej w pigtym dniu mobilizacji G-CSF u myszy
szczepu C57BL/6 w zaleznosci od wielko$ci dawki G-CSF (do$§wiadczenie 1, »p<0,05).

W doswiadczeniu nr 2 u myszy szczepu C57BL/6 leukocytoza w pigtym dniu
mobilizacji w grupie kontrolnej (dawka 0) wynosita 13275 *+ 2620 leukocytéw/pl krwi
obwodowej. Dla dawek 25, 100, 500 i 1000 pg G-CSF/kg masy ciata leukocytoza
wynosita odpowiednio: 20175 1132, 27150 + 4344, 39675 + 13898 i 56625 + 7202
leukocytéw/pl. Statystycznie istotnie réznity sie leukocytozy miedzy grupa 500 a grupa
01i25,0raz 1000 a0, 251 100 pg/kg. Dane przedstawiono na wykresie 4.12.
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Wykres 4.12 Leukocytoza w krwi obwodowej w pigtym dniu mobilizacji G-CSF u myszy
szczepu C57BL/6 w zaleznosci od wielko$ci dawki G-CSF (do$§wiadczenie 2, - p<0,05).

4.3.2. Wplyw réznych dawek G-CSF na liczbe macierzystych komodrek
krwiotworczych w mobilizowanej krwi obwodowej w zaleznosci od wielkosci

dawki G - CSF

W dos$wiadczeniu nr 1 u myszy szczepu C57BL/6 liczba komérek krwiotworczych
dla grupy kontrolnej (dawka 0) wynosita 309 * 37 komérek w 1 ul krwi obwodowe;j.
W przypadku dawek 25, 100, 500 i 1000 pg G-CSF, liczba komoérek wynosita
odpowiednio 389 * 190, 518 + 298 i 530 + 53 i 531 + 126 komoérek/ul. Nie wykazano
istotnych statystycznie réznic pomiedzy grupami. Dane przedstawiono na wykresie

4.13.
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Liczby komérek Sca-1/c-kit+ w populacji CD3- z bramki limfocytarne;j
w zaleznosci od dawki G-CSF pg/kg C57BL/6 dosw. 1
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Wykres 4.13 Liczba komoérek krwiotwoérczych w mobilizowanej krwi obwodowej
w zaleznos$ci od dawki G-CSF u myszy C57BL/6 (doswiadczenie 1)

W doswiadczeniu nr 2 u myszy szczepu C57BL/6 liczba komérek krwiotwoérczych
dla grupy kontrolnej (dawka 0) wynosita 159 + 29 komérek w 1 pl krwi obwodowe;j.
W przypadku dawek 25, 100, 500 i 1000 pg G-CSF/kg, liczba komorek wynosita
odpowiednio 200 * 102, 335 +* 83 i 556 * 282 i 541 * 126 komorek/pl. Grupy
mobilizowane dawka 500 i 1000 pg /kg roznity sie istotnie od grupy kontrolnej. Dane

przedstawiono na wykresie 4.14.

Liczby komérek Sca-1/c-kit+ w populacji CD3- z bramki limfocytarnej w
zaleznosci od dawki G-CSF pg/kg C57BL/6 dosw. 2
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Wykres 4.14 Liczba komorek krwiotworczych w mobilizowanej krwi obwodowej
w zaleznos$ci od dawki G-CSF u myszy C57BL/6 (doSwiadczenie 2, « p<0,05)

43



4.3.3. Zdolnos¢ mobilizowanych komérek hematopoetycznych do proliferacji

w warunkach in vitro (CFU Assay)

W doswiadczeniu 1 u szczepu myszy C57BL/6 w przypadku grupy kontrolnej
(dawka 0) zaobserwowano wzrost tgcznie 9 jednostek tworzacych kolonie CFU-G,
jednostek tworzacych skupiska erytrocytéw BFU - E oraz jednostek mieszanych. Dla
dawki G-CSF 25 pg/kg zaobserwowano wzrost 18 jednostek tworzacych kolonie. Dawka
100 pg/kg G-CSF spowodowata wzrost 29 jednostek tworzacych kolonie, z kolei dla
dawek 500 i 1000 pg/kg stwierdzono wzrost po 31 jednostek. Szczegdétowe dane

przedstawia tabela 4.6.

Dawka G-CSF CFU-G BFU - E Mieszane Suma
pg/kg m.c. liczba jednostek tworzacych kolonie
0 8 1 - 9
25 12 6 - 18
100 15 12 2 29
500 20 10 1 31
1000 19 10 2 31

Tabela 4.6 Ocena zdolno$ci mobilizowanych komoérek hematopoetycznych do
proliferacji w warunkach in vitro w zaleznosSci od wielkosci dawki G-CSF u myszy
szczepu C57BL/6 - doswiadczenie 1.

W doswiadczeniu 2 u szczepu myszy C57BL/6 w przypadku grupy kontrolnej
(dawka 0) zaobserwowano wzrost tgcznie 12 jednostek tworzacych kolonie CFU-G,
jednostek tworzacych skupiska erytrocytéw BFU - E oraz jednostek mieszanych. Dla
dawki G-CSF 25 pg/kg zaobserwowano wzrost ilosci jednostek tworzacych kolonie do
35. Dawka 100 pg/kg G-CSF spowodowata wzrost 34 jednostek tworzacych kolonie,
natomiast dla dawek 500 i 1000 pg/kg stwierdzono wzrost po 36 jednostek.

Szczegotowe dane przedstawia tabela 4.7
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Dawka G-CSF CFU-G BFU - E Mieszane Suma
ug/kg m.c. liczba jednostek tworzacych kolonie
0 11 1 - 12
25 27 8 35
100 22 11 1 34
500 24 11 1 36
1000 23 10 3 36

Tabela 4.7 Ocena zdolno$ci mobilizowanych komoérek hematopoetycznych do
proliferacji w warunkach in vitro w zalezno$ci od wielko$ci dawki G-CSF u myszy
szczepu C57BL/6 - doswiadczenie 2.

4.4.CBA

4.4.1. Wplyw réznych dawek G-CSF na leukocytoze krwi obwodowej w pigtym

dniu mobilizacji za pomoca G-CSF

W doswiadczeniu nr 1 u myszy szczepu CBA leukocytoza w pigtym dniu
mobilizacji w grupie kontrolnej (dawka 0) wynosita 22500 + 1975 leukocytéw/pl krwi
obwodowej. Dla dawek 25 (24150 + 826 leukocytéw/ul), 100 (20625 + 998
leukocytéw/ul) i 500 pg G-CSF/kg masy ciata (20850 * 1287 leukocytéw/ul), nie
wykazano znaczacych réznic w leukocytozie pomiedzy grupami. Dane przedstawiono na

wykresie 4.15.
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Wykres 4.15 Leukocytoza w krwi obwodowej w pigtym dniu mobilizacji G-CSF u myszy
szczepu CBA w zalezno$ci od wielkos$ci dawki G-CSF (doswiadczenie 1).

Podobne wyniki uzyskano w doswiadczeniu nr 2. Dla grupy kontrolnej (dawka 0)
leukocytoza wynosita 20775 + 1190/ul. W przypadku dawki 25 ug G-CSF/kg masy ciata,
ilos¢ leukocytow wynosita 20550 = 2300/ul i nie réznita sie istotnie od grupy
kontrolnej. Podobnie dla dawek 100 (21150 + 357 leukocytéw/ul), 500 (21675 * 566
leukocytéw/pul) i 1000 pg G-CSF/kg masy ciata (22575 + 1730 leukocytéw/pul)

nie zaobserwowano istotnych statystycznie roznic w leukocytozie (wykres 4.16).
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Wykres 4.16 Leukocytoza w krwi obwodowej w pigtym dniu mobilizacji G-CSF u myszy
szczepu CBA w zaleznosci od wielko$ci dawki G-CSF (do$wiadczenie 2).

4.4.2. Wplyw réznych dawek G-CSF na liczbe macierzystych komodrek
krwiotwoérczych w mobilizowanej krwi obwodowej w zaleznos$ci od wielkosci

dawki G - CSF

W dos$wiadczeniu nr 1 (Wykres 4.17) liczba komérek krwiotwérczych dla grupy
kontrolnej (dawka 0) wynosita 55 + 8 komoérek w 1 pl krwi obwodowej. W przypadku
dawek 25 i 100 pg/kg G-CSF, liczba komorek nie byla istotnie rézna i stanowita
odpowiednio 94 + 8 komorek/pl i 111 * 14 komorek/pl. Natomiast wzrost dawki do
5001 1000 pg/kg spowodowat znaczacy wzrost liczby komdrek, odpowiednio: 226 * 21
komorek/pl i 508 + 58 komérek/pl. W przypadku grupy myszy mobilizowanych dawka
1000 pg/kg obserwowano réznice istotne statystycznie w stosunku do wszystkich

pozostatych grup.
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Liczby komoérek Sca-1/c-kit+ i c-kit+ w populacji CD3- z bramki limfocytarnej w zaleznosci od dawki
G-CSF pg/kg - CBA - dosw. 1
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Wykres 4.17 Liczba macierzystych komoérek krwiotwérczych w mobilizowanej krwi
obwodowej w zaleznosci od dawki G-CSF u myszy CBA (do$wiadczenie 1, «p<0,05)

W doswiadczeniu 2 (Wykres 4.18) dla grupy kontrolnej (dawka 0) ilos¢
macierzystych komorek krwiotworczych wynosita 47 * 14 komorek/ul krwi
obwodowej. Dla dawki G-CSF 25 pg/kg odnotowano nieznaczny wzrost iloSci komorek
do poziomu 74 #* 12 komorek/ul, jednak rdéznica nie byta istotna statystycznie.
W przypadku dawek 100, 500 i 1000 pg/kg ilos¢ komoérek krwiotwdrczych wyniosta
odpowiednio 124 * 9, 245 * 17 1336 * 34 komorek/pl. Statystycznie istotne roznice
obserwowano miedzy grupami: 500 a 0, 251 100 pg/kg oraz 1000 a 0, 251 100 pg/kg.
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Liczby komérek Sca-1/c-kit+ i c-kit+/ul w populacji CD3- z bramki limfocytarnej w zaleznos$ci od
dawki G-CSF pg/kg - CBA 11 tyg - dosw. 2
450
400 - *
= 350 - * I
- *
2 300 - *
(]
5 * '|'
_g 250 -
§ 200 - *
150 - T
100 A T
50 A [
0
0 25 100 500 1000
Dawka G-CSF pg/kg

Wykres 4.18 Liczba macierzystych komoérek krwiotwoérczych w mobilizowanej krwi
obwodowej w zaleznoSci od dawki G-CSF u myszy CBA (do$wiadczenie 2, - p<0,05)

4.4.3. Zdolnos¢ mobilizowanych komodrek hematopoetycznych do proliferacji w

warunkach in vitro (CFU Assay)

W doswiadczeniu 1 (Tabela 4.8) w przypadku grupy kontrolnej (dawka 0)
zaobserwowano wzrost 7 jednostek tworzacych kolonie granulocytéw CFU - G. Dawka
100 pg G-CSF/ul spowodowata wzrost 11 jednostek tworzacych kolonie granulocytéw
CFU - G, 6 jednostek tworzacych skupiska kolonii erytrocytéw BFU - E i 2 jednostek
mieszanych, tagcznie 19 jednostek. Najwiekszg liczbe powstatych jednostek zanotowano
przy dawce 1000 pg C - CSF/kg masy ciata, odpowiednio 13 jednostek CFU -G i
7 BFU - E. Dane przedstawiono w Tabeli 4-8.

49



Dawka G-CSF CFU-G BFU - E Mieszane Suma
ug/kg m.c. liczba jednostek tworzacych kolonie
0 7 - - 7
25 10 - 2 12
100 11 6 2 19
500 9 8 - 17
1000 13 7 - 20

Tabela 4.8 Ocena zdolno$ci mobilizowanych komoérek hematopoetycznych do
proliferacji w warunkach in vitro w zalezno$ci od wielko$ci dawki G-CSF u myszy
szczepu CBA - doswiadczenie 1.

W doswiadczeniu 2 (Tabela 4.2) w przypadku grupy kontrolnej (dawka 0)
zaobserwowano wzrost 5 jednostek tworzacych kolonie granulocytow. Najwieksza
liczbe jednostek zanotowano przy dawce 1000 pg/kg masy ciata, 8 jednostek CFU - G,
6 jednostek BFU - E i 7 jednostek mieszanych, fgcznie 21 jednostek. Dane przedstawiono

w Tabeli 4.9.

Dawka G-CSF CFU-G BFU - E Mieszane Suma
pg/kg m.c. liczba jednostek tworzacych kolonie
0 5 - - 5
25 5 1 - 6
100 6 - 2 8
500 7 3 7 17
1000 8 6 7 21

Tabela 4.9 Ocena zdolno$ci mobilizowanych komérek hematopoetycznych do
proliferacji w warunkach in vitro w zalezno$ci od wielko$ci dawki G-CSF u myszy
szczepu C57BL/6 - doswiadczenie 2.
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4.5. ODNOWIENIE HEMATOPOEZY PRZY UZYCIU KRWI OBWODOWE] MOBILIZOWANE]
ROZNYMI DAWKAMI G-CSF W MYSIM MODELU SYNGENICZNYM

4.5.1 Szczep Balb/c

W doswiadczeniu nr 1 u myszy szczepu Balb/c $rednia leukocytoza w 7 dniu po
przeszczepieniu komdrek krwiotwdrczych syngenicznych mobilizowanych kolejno
wzrastajgcymi dawkami G-CSF: 0 (kontrola), 25, 100 i 500 pg/kg osiggneta wartos¢
odpowiednio 720, 480, 960 i 1500/ul. W 10 dniu po przeszczepieniu warto$ci wynosity
odpowiednio: 540, 667, 533 i 1500/pl. R6znice nie byty istotne statystycznie, lecz mozna
zauwazy¢ tendencje szybszej odnowy leukocytozy w grupie, ktéra otrzymata komorki

mobilizowane dawka 500 pg/kg. Dane przedstawiono na wykresie 4.19.

1600 +

1400 -

1200 -

1000 -

800 -

600 -

400 -

liczba leukocytow/1 pl krwi

200 -

0 25 100 500
dawka G-CSF pg/kg masy ciata

m $rednia leukocytoza w 7 dniu po przeszczepieniu " $rednia leukocytoza w 10 dniu po przeszczepieniu

Wykres 4.19 Srednia leukocytoza w 7 i 10 dniu po przeszczepieniu komérek
krwiotwérczych mobilizowanych réznymi dawkami G-CSF u myszy szczepu Balb/c -
doswiadczenie 1.

W dobie +11 oceniono ilo$¢ kolonii $ledzionowych. U myszy kontrolnych
(dawka 0) zaobserwowano S$rednio 1 Kkolonie $ledzionowe. U myszy, u ktérych

przeszczepiono komoérki mobilizowane dawka 25 pg/kg obserwowano $rednio
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3 kolonie, w przypadku dawki mobilizacyjnej 100 i 500 ug/kg S$rednia ilo$¢ kolonii
wyniosta odpowiednio 5 i 15. Dane przedstawia tabela 4.10.

Dawka G-CSF [ug/kg] | Srednia liczba kolonii $ledzionowych + SD
0 1£1,1
25 3+1,6
100 5+19
500 15+7,9

Tabela 4.10 Srednia liczba kolonii $ledzionowych w +11 dniu po przeszczepieniu
komoérek krwiotwoérczych mobilizowanych réznymi dawkami G-CSF u myszy szczepu
Balb/c - do$wiadczenie nr 1.

W doswiadczeniu nr 2 u myszy szczepu Balb/c $rednia leukocytoza w 7 dniu po
przeszczepieniu komdrek krwiotwdrczych syngenicznych mobilizowanych kolejno
wzrastajacymi dawkami G-CSF: 0 (kontrola), 25, 100, 500 i 1000 pg/kg osiagneta
warto$¢ odpowiednio 1680, 1400, 2275, 2800 i 3640/ul. W 10 dniu po przeszczepieniu
wartosci wynosity odpowiednio: 1750, 2000, 2375, 2333 1 1875/pl. Statystycznie istotne
réznice obserwowano miedzy grupami 25, a 500 oraz miedzy 1000, a 0, 251 100 pg/kg.
Poczawszy od dawki 100 pg/kg mozna zauwazyC tendencje szybszej odnowy

leukocytozy w dobie 7. Dane przedstawiono na wykresie 4.20.
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Wykres 4.20 Srednia leukocytoza w 7 i 10 dniu po przeszczepieniu komoérek
krwiotwoérczych mobilizowanych réznymi dawkami G-CSF u myszy szczepu Balb/c -
doswiadczenie 2, * p<0,05.

W dobie +11 oceniono liczbe kolonii $ledzionowych. U myszy kontrolnych
(dawka 0) zaobserwowano $rednio 2 kolonie $ledzionowe. U myszy, u ktorych
przeszczepiono komoérki mobilizowane dawka 25 pg/kg obserwowano $rednio
4 kolonie, w przypadku dawki mobilizacyjnej 100 pg/kg Srednia liczba kolonii wyniosta
9,67, w przypadku dawek 500 i 1000 obserwowano odpowiednio 24 i 22 kolonie

$ledzionowe Dane przedstawia tabela 4.11.
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Dawka G-CSF [ug/kg] | Srednia liczna kolonii $ledzionowych + SD
0 2+1,6
25 4+3
100 9,67 + 2,4
500 24
1000 22+0

Tabela 4.11 Srednia iloé¢ kolonii $ledzionowych w +11 dniu po przeszczepieniu
komorek krwiotwdérczych mobilizowanych réznymi dawkami G-CSF u myszy szczepu
Balb/c - doswiadczenie nr 2.

Ponizej przedstawiono przyktadowe zdjecia kolonii $ledzionowych - myszy

szczepu Balb/c - dosw. 1.

v
-
Fod

Dawka 0 pg/kg Dawka 25 pg/kg Dawka 100 pg/kg Dawka 500 pg/kg

o

Rysunek 4.1. Kolonie $ledzionowe w +11 po przeszczepieniu komorek krwiotwoérczych
mobilizowanych r6znymi dawkami G-CSF u myszy szczepu Balb/c - doswiadczenie nr 1.
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4.5.2. Szczep CBA

W doswiadczeniu nr 1 u myszy szczepu CBA Srednia leukocytoza w 4 dniu po
przeszczepieniu komdrek krwiotwdrczych syngenicznych mobilizowanych kolejno
wzrastajgcymi dawkami G-CSF: 0 (kontrola), 25, 100, 500 i 1000 pg/kg osiagneta
warto$¢ odpowiednio 750, 975, 675, 5251 900/ul. W 7 dniu po przeszczepieniu warto$ci
wynosity odpowiednio: 750, 688, 633, 650 i 1400/ul. Statystycznie istotne rdéznice
obserwowano w 7 dobie miedzy grupa 1000 pg/kg, a wszystkimi pozostatymi grupami.

Dane przedstawiono na wykresie 4.21.
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Dawka G-CSF
B Srednia warto$¢ leukocytozy w 4 dniu po przeszczepie
m Srednia warto$¢ leukocytozy w 7 dniu po przeszczepie

Wykres 4.21 Srednia leukocytoza w 4 i 7 dniu po przeszczepieniu komérek
krwiotwérczych mobilizowanych réznymi dawkami G-CSF u myszy szczepu CBA -
doswiadczenie 1, * p<0,05.
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W doswiadczeniu nr 2 u myszy szczepu CBA Srednia leukocytoza w 4 dniu po
przeszczepieniu komdrek krwiotwdrczych syngenicznych mobilizowanych kolejno
wzrastajagcymi dawkami G-CSF: 0 (kontrola), 25, 100, 500 i 1000 pg/kg osiagneta
warto$¢ odpowiednio 525, 675, 675, 600 i 525/pl. W 7 dniu po przeszczepieniu wartosci
wynosity odpowiednio: 750, 600, 433, 700 i 450 /pl. W 10 dobie wartosci leukocytozy
wynosity odpowiednio: 600, 600, 825, 1050 i 1875. Statystycznie istotne rdznice
obserwowano w 7 dobie miedzy grupg 1000 pg/kg, a wszystkimi pozostalymi grupami.
Poczawszy od dawki 100 ug/kg mozna zauwazy¢ trend szybszej odnowy leukocytozy

w dobie 10. Dane przedstawiono na wykresie 4.22.
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Wykres 4.22 Srednia leukocytoza w 4, 7 i 10 dniu po przeszczepieniu komoérek
krwiotwérczych mobilizowanych réznymi dawkami G-CSF u myszy szczepu CBA -
doswiadczenie 2, * p<0,05.
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5. WYNIKI - 0BSERWACJA KLINICZNA.

5.1. OCENA SKUTECZNOSCI MOBILIZAC]L.

5.1.2.1 cykl mobilizacji.

W wyniku mobilizacji w pierwszym cyklu uzyskano minimalng niezbedng do
przeszczepienia liczbe komoérek krwiotworczych (22*106/kg masy ciata) u 70 pacjentéw
(85%). Optymalng liczbe komédrek krwiotwdrczych (>3*10¢/kg masy ciata) uzyskano
w pierwszym cyklu mobilizacji u 50 (61%) pacjentéow. W pierwszym cyklu mobilizacji

nie uzyskano minimalnej liczby komoérek krwiotwoérczych u 12 (15%) dzieci.

W pierwszym cyklu mobilizacji pierwszego dnia separacji (78 przypadkéow,
95%), leukocytoza wynosita srednio 39064/ul (mediana 38800), od 1200 do 86600;
odsetek komorek CD34+ we krwi przed rozpoczeciem separacji wynosit srednio 0,17%
(mediana 0,10%), od 0,02 do 1,82%; liczba komérek CD34+ we krwi wynosita $rednio
49/ul (mediana 28) od 10 do 370; liczba zebranych komoérek CD34+ wynosita srednio
3,26 (mediana 2,15) od 0,2 - 15 x 10%/kg m.c. Objeto$¢ krwi separowanej wynosita
$rednio 6200 (mediana 4700) od 1800 - 16000 ml, co stanowito $rednio 3 (mediana 3)
od 2 do 4 objetosci krwi krazacej.

Drugg separacje pierwszej mobilizacji przeprowadzono u 55 (67%) pacjentow.
W tym dniu leukocytoza wynosita Srednio 41840/ul (mediana 40300) od 4000 do
96700; odsetek komo6rek CD34+ wynosit Srednio 0,11% (mediana 0,06) od 0,01 do 0,64;
liczba komérek CD34* we krwi wynosita $rednio 30/ul (mediana 19,5) od 7 do 309);
liczba zebranych komérek CD34+ wynosita $rednio 1,75 x 106/kg m.c. pacjenta (mediana
1,3) od 0,3 do 5,5. Objeto$¢ krwi separowanej wynosita srednio 5800 ml (mediana
4500) od 1700 do 12000 ml, co stanowito $rednio 3 objetosci krwi krazacej (mediana 3)
od 1,3 do 4,0.

Trzy separacje w pierwszym cyklu mobilizacji przeprowadzono u 17 (21%)
pacjentow. W tym dniu separacji leukocytoza wynosita $rednio 43540/ul (mediana
40450) od 19800 do 78900; odsetek komoérek CD34+ wynosit srednio 0,04% (mediana
0,04%) od 0,02 do 0,08; liczba CD34* we krwi wynosita $rednio 15,6/ul (mediana 15,3)
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od 8 do 31. W trzecim dniu separacji liczba zebranych komérek CD34+ wynosita srednio
0,82 x 10%/kg m.c. (mediana 0,7) od 0,1 do 1,6. ObjetoS¢ krwi separowanej w trzecim
dniu wynosita $rednio 6500 ml (mediana 6000) 1700 - 12000 ml, co stanowito $rednio
3 objetosci krwi (mediana 3), od 2 do 4 dla danego pacjenta.

Czwartg separacje w pierwszym cyklu mobilizacyjnym miato 4 pacjentéw.
Oceniane parametry przedstawialy sie nastepujaco: leukocytoza wynosita $rednio
38100/pul (mediana 34200), od 22800 do 47000; odsetek komérek CD34+ wynosit
$rednio 0,047% (mediana 0,05) od 0,03 do 0,06; liczba CD34+* we krwi wynosita srednio
20,7 /ul (mediana 20) od 7 do 24. Objeto$¢ krwi separowanej wynosita Srednio 3500 ml
(mediana 3200) od 1600 do 6000, co stanowito srednio 2,6 (mediana 2,5) od 1,5 do 4.
Liczba zebranych komoérek CD34+ wynosita Srednio 0,73 x 109/kg m.c. (mediana 0,66)
od 0,5do 1,1.

Lacznie w wyniku przeprowadzonej pierwszej mobilizacji i $rednio 2 (1-4)
kurséw separacji uzyskano $rednio 4,87 (mediana 3,7) od 0,4 do 15 x 10¢/kg masy ciata

komorek CD34+.

Liczbe komorek krwiotwérczych otrzymanych w wyniku poszczego6lnych dni

separacji przedstawiono zbiorczo na wykresie. (Wykres. 5.1)

Liczba komorek CD34*/kg masy ciata uzyskane w kolejnych separacjach | mobilizacji
16

14

12

10

Liczba uzyskanych komérek CD34* [10%/kg m.c.]
©

2 [m]
o
==
0 o Mediana
1[78] 11 [55] 11 [17] IV [4] [ 25%-75%
Kolejna separacja [n] 1 Min-Maks

Wykres 5.1 Liczba zebranych komérek w Kkolejnych separacjach (wydajno$¢
leukaferezy). W nawiasach liczba obserwacji (leukaferez) w danym dniu separacji.
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W grupie pacjentdw, u ktérych uzyskano w wyniku I cyklu mobilizacji minimalng
wystarczajacg ilos¢ komoérek krwiotworczych, u 26 pacjentow (37%) wystarczajaca
liczbe CD34* zebrano w I separacji, u 30 dzieci (43%) minimalng liczbe komoérek
krwiotworczych uzyskano iacznie w 2 separacjach, dalszych 10 pacjentéw (14%)
uzyskato minimalng liczbe w 3 kolejnych separacjach, u 4 (6%) konieczne bytly

4 separacje. Dane przedstawiono na wykresie (wykres 5.2)

Mozliwos¢ uzyskania minimalnej liczby komarek krwiotwadrczych
(min. 2 x 105/kg m.c. CD 34*) w wyniku kolejnych separacji
50%
43%
40% 37%
30%
[o)
20% 14%
10% [s) )
0% .
I+11 1+11+111 I++H+V

Wykres 5.2 Mozliwo$¢ uzyskania minimalnej liczby komérek krwiotwoérczych w wyniku
kolejnych separaciji.

W tej grupie dzieci rozktad iloSci separacji koniecznych do uzyskania minimalnej
liczby komorek krwiotwdérczych w zaleznosci od rodzaju mobilizacji (G-CSF vs G-CSF

w skojarzeniu z chemioterapia) przedstawiono na wykresie (wykres 5.3)
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Wykres 5.3 Mozliwo$¢ uzyskania minimalnej liczby komérek krwiotwoérczych w wyniku
kolejnych separacji w zaleznosci od rodzaju mobilizacji. G-CSF - mobilizacja za pomocag
wyltacznie G-CSF, G-CSF + CHT - mobilizacja za pomoca G-CSF w skojarzeniu
z chemioterapia.

W grupie pacjentéw, u ktérych w wyniku I cyklu mobilizacji uzyskano optymalna
ilo§¢ komérek krwiotwdrczych (23 x 10¢/kg m.c.) - 50 pacjentow (61% wszystkich
mobilizowanych w I cyklu dzieci) u 24 pacjentéw (48%) otrzymano wystarczajaca liczbe
CD34+ w I separacji, u 20 dzieci (40%) optymalng liczbe komoérek krwiotwdérczych
uzyskano tgcznie w 2 separacjach, 5 dzieci (10%) uzyskato optymalng liczbe CD34+
w 3 kolejnych separacjach, u 1 pacjenta (2%) do uzyskania optymalnej mobilizacji

przeprowadzono 4 separacje. Dane przedstawiono na wykresie (wykres 5.4)
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Mozliwo$é otrzymania optymalnej liczby CD 34* (min. 3 x 105/kg
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Wykres 5.4 Mozliwo$¢ uzyskania optymalnej liczby komérek krwiotwoérczych w wyniku
kolejnych separacji. Warto$ci procentowe odnosza sie do catkowitej liczby optymalnych

mobilizacji.

W tej grupie dzieci rozktad ilosci separacji koniecznych do uzyskania optymalnej

liczby komorek krwiotwdérczych w zaleznos$ci od rodzaju mobilizacji (G-CSF vs G-CSF

w skojarzeniu z chemioterapia) przedstawiono na wykresie (wykres 5.5)
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Wykres 5.5 Mozliwos$¢ uzyskania optymalnej liczby komdrek krwiotwdrczych w wyniku
kolejnych separacji w zalezno$ci od rodzaju mobilizacji. G-CSF - mobilizacja za pomoca
wylacznie G-CSF, G-CSF + CHT - mobilizacja za pomoca G-CSF w skojarzeniu

z chemioterapia.
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5.1.3. II cykl mobilizacji.

W pierwszym cyklu mobilizacji nie uzyskano minimalnej liczby komorek
krwiotwdrczych u 12 (15%) dzieci. Z tego u 4 pacjentéw (5%) pierwszy cykl mobilizacji
byt catkowicie nieskuteczny (liczba CD34* oznaczana we krwi przed procedurg nie
wzrosta >10/ul) i w tym cyklu mobilizacji nie wykonywano u nich separacji komérek
krwiotwdérczych. Dwoje (3%) dzieci, po catkowicie nieskutecznej mobilizacji,
skierowano do pobrania komérek CD34+ ze szpiku (w obu przypadkach uzyskano
wystarczajgca do przeszczepienia liczbe komorek Kkrwiotwoérczych). U 7 (9%)
pacjentow, (6 dziewczynek i 1 chtopca w wieku $r 97, mediana 133, od 28 do 154
miesiecy) powtérzono cykl mobilizacji po min 4 tygodniach odstepu od poprzedniego.
U trzech chorych (4%) nastgpita progresja choroby i odstagpiono od préby zebrania
komoérek  krwiotwoérczych ~ zmieniajac  charakter  dalszego  postepowania

terapeutycznego.

5.2 OCENA CZYNNIKOW WPLYWAJACYCH NA SKUTECZNOSC MOBILIZACJI - ANALIZA
JEDNOCZYNNIKOWA

W dalszych analizach uwzgledniono skuteczno$¢ wytacznie pierwszego cyklu

mobilizacji.

Przeprowadzono analize wptywu poszczegolnych czynnikow na skutecznos$¢
pierwszego cyklu mobilizacji. Oceniano wptyw na uzyskanie minimalnej (22*106/kg

masy ciata) oraz optymalnej (23*10¢/kg masy ciata) liczby komérek CD34+.
5.2.1. Wplyw dawki G-CSF na skutecznos¢ mobilizacji.

W badanej grupie pacjentow oceniono wptyw dawki na skuteczno$¢ mobilizacji.
Pacjenci zostali podzieleni na grupy wedtug dawki G-CSF, ktora byla stosowana
do mobilizacji. W tej analizie wyrdzniono 4 grupy: A. pacjenci otrzymujacy dawke
10 pg/kg, C. pacjenci mobilizowani dawka 24 pg/kg, B. dzieci ktére otrzymaty dawke
posrednia (miedzy 10, a 20 pg/kg, w wiekszosci 17 pg/kg, a ewentualne roéznice
wynikaty z optymalizacji podazy do masy ciata pacjenta) oraz D. inny schemat -

u 2 pacjentow podczas mobilizacji podwyzszono dawke z 15 do 24 pg/kg. Nie
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stwierdzono istotnego statystycznie wptywu dawki G-CSF na skuteczno$¢ mobilizacji,

zaréwno na uzyskanie minimalnej (p=0,34), jak i optymalnej (p=0,53) liczby komorek

CD34+. Rozktad procentowy pacjentow skutecznie i nieskutecznie mobilizowanych

poszczeg6lnymi dawkami G-CSF przedstawiono na histogramach (wykresy 5.8 i 5.9).

Skuteczno$¢ mobilizacji w zaleznosci od dawki G-CSF

p=0,34
35 .
39%

30

25
E 24%
< 20
(D 21%
?
Q 15
@©
o)
8
5 10

7%
5 5%
| 1% 1% 1%
0 | ]

[110 pg/kg G-CSF
[110-20 pg/kg G-CSF
124 pg/kg G-CSF
[[Minny schemat

0 - nieskuteczna mobilizacja
1 - skuteczna mobilizacja

Wykres 5.8 Skuteczno$¢ mobilizacji w zaleznosci od dawki G-CSF. 0 - mobilizacja
nieskuteczna, 1 - mobilizacja skuteczna. Histogram przedstawia rozktad pacjentéw
mobilizowanych réznymi dawkami G-CSF.
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Mozliw 0$¢ uzyskania optymalnej liczby CD34 w zaleznosci od daw ki G-CSF
p=0,53
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[110-20 pg/kg G-CSF

124 pg/kg G-CSF

[Minny schemat

0 - brak optymalnej liczby CD34+

1 - uzyskano optymalng liczbe CD34+

Wykres 5.9 Mozliwos¢ uzyskania optymalnej liczby komoérek CD34+ w wyniku
mobilizacji w zaleznosci od dawki G-CSF. 0 - brak optymalnej liczby CD34+, 1 - uzyskano
optymalng liczbe CD34+. Histogram przedstawia rozkiad pacjentéw mobilizowanych
réznymi dawkami G-CSF.

5.2.2. Wplyw czasu od rozpoznania do mobilizacji na skuteczno$¢ mobilizacji.

W badanej grupie pacjentéw oceniono wptyw czasu od rozpoznania do
mobilizacji na jej skuteczno$¢. W grupie dzieci, u ktérych mobilizacja byta skuteczna
$redni czas od rozpoznania do mobilizacji wyniést 12 miesiecy, z mediang 6 miesiecy
(zakres od 2 do 116 miesiecy), w grupie dzieci nieskutecznie mobilizowanych $redni
czas od rozpoznania do mobilizacji wyniost 22 miesigce, z mediang 8 miesiecy (zakres
od 3 do 86 miesiecy). Roznice te jednak nie byly istotne statystycznie. Powyzsze dane

przedstawia wykres (wykres 5.10).
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Skutecznos¢ mobilizacji (mozliwos¢ uzy skania wy starczajgcej liczby CD34+) w zaleznosci od czasu od
rozpoznania do mobilizacji
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Wykres 5.10 Skuteczno$¢ mobilizacji w zaleznoSci od czasu od rozpoznania
do mobilizacji. 0 - mobilizacja nieskuteczna, 1 - mobilizacja skuteczna. Czas wyrazony
jest w miesigcach.

U pacjentéw, u ktorych w wyniku I cyklu mobilizacji uzyskano optymalng liczbe
komorek krwiotwdrczych, S$redni czas od rozpoznania do mobilizacji wynidst
12 miesiecy, z mediang 6 miesiecy (zakres od 2 do 116 miesiecy), w grupie dzieci , ktére
nie uzyskaty optymalnej liczby komorek krwiotwdrczych $redni czas od rozpoznania
do mobilizacji wynidst 15 miesigce, z mediang 8 miesiecy (zakres od 3 do 86 miesiecy).
Réznice te rowniez nie byty istotne statystycznie. PowyZsze dane przedstawia wykres

(wykres 5.11).
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Mozliwos¢ uzyskania optymalnej liczby CD34 w zaleznosci od czasu od rozpoznania do

mobilizacji
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Wykres 5.11 Mozliwo$¢ uzyskania optymalnej liczby komorek CD34+ w wyniku
mobilizacji w zalezno$ci od czasu od rozpoznania do mobilizacji. 0 - brak optymalne;j
liczby CD34+, 1 - uzyskano optymalng liczbe CD34+*. Czas przedstawiono w miesigcach.

5.2.3. Wplyw pici na skutecznos¢ mobilizacji

W badanej grupie pacjentéw stwierdzono istotny statystycznie wptyw ptci
na skutecznos$¢ mobilizacji (p=0,031). Wyzsza skuteczno$¢ obserwowano w grupie
chtopcow. Natomiast mozliwo$¢ uzyskania optymalnej liczby komorek krwiotwoérczych
nie roznita sie statystycznie w zaleznosci od ptci (p=0,324). Rozktad procentowy
pacjentow skutecznie i nieskutecznie mobilizowanych, w zaleznos$ci od pici

przedstawiono na histogramach - wykresy 5.12i 5.13.
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WyKkres 5.12 Skuteczno$¢ mobilizacji w zaleznosci od ptci. 0 - mobilizacja nieskuteczna,
1 - mobilizacja skuteczna.
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Wykres 5.13 Uzyskanie optymalnej liczby komoérek krwiotwoérczych w wyniku
mobilizacji w zalezno$ci od pfci.
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5.2.4. Wplyw rodzaju choroby podstawowej na skutecznos¢ mobilizacji

W badanej grupie pacjentéw przeanalizowano wpltyw choroby podstawowej
na skuteczno$¢ mobilizacji oraz mozliwo$¢ uzyskania optymalnej liczby komorek
krwiotwdrczych. Choroby podzielono na 2 grupy: guzy lite (zwojak wspoétczulny
zarodkowy, miesak Ewinga, guzy moézgu i inne) oraz nowotwory hematologiczne
(biataczki, chtoniaki nieziarnicze i choroba Hodgkina). Nie stwierdzono statystycznie
istotnego wplywu rozpoznania na skuteczno$¢ mobilizacji. Rozktad pacjentow
w grupach skutecznie i nieskutecznie mobilizowanych ze wzgledu na rodzaj choroby

podstawowej przedstawiono na wykresach 5.14 i 5.15.

Skuteczno$¢ mobilizacji w zaleznoéci od rozpoznania

p=0,33
60
68%
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ﬁ 20
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10
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0
L H L H
skutecznos¢: 0 skutecznosc: 1
L - guzy lite

H - nowotwory hematologiczne

Wykres 5.14 Skuteczno$¢ mobilizacji w zaleznos$ci rodzaju rozpoznania. 0 - mobilizacja
nieskuteczna, 1 - mobilizacja skuteczna.
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Wykres 5.15 Uzyskanie optymalnej liczby komoérek krwiotwoérczych w  wyniku

mobilizacji w zaleznos$ci od rodzaju rozpoznania.

5.2.5. Wplyw rodzaju mobilizacji na jej skutecznos¢

W badanej grupie pacjentow nie stwierdzono istotnego statystycznie wptywu

rodzaju mobilizacji jej na skuteczno$¢, zar6wno na uzyskanie minimalnej (p=0,422),

jak i optymalnej (p=0,68) liczby komorek CD34+ Rozkilad procentowy pacjentow

skutecznie i nieskutecznie mobilizowanych w zalezno$ci od rodzaju mobilizacji

przedstawiono na histogramach (wykres 5.16 i 5.17).
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Skutecznos¢ mobilizacji w zaleznosci od rodzaju mobilizacji (G-CSF vs G-CSF+CHT)
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Wykres 5.16 Skuteczno$¢ mobilizacji w zalezno$ci od rodzaju mobilizacji. T -
mobilizacja wylacznie G-CSF, N - mobilizacja skojarzona G-CSF + chemioterapia.

Mozliwoé¢ otrzymania optymalnej liczby CD34+ w zaleznoéci od rodzaju mobilizacji
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Wykres 5.17 Uzyskanie optymalnej liczby komoérek krwiotwoérczych w wyniku
mobilizacji w zaleznoSci od rodzaju mobilizacji. T - mobilizacja wytacznie G-CSF, N -
mobilizacja skojarzona G-CSF + chemioterapia.
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5.3. ANALIZA WIELOCZYNNIKOWA

O skutecznos$ci mobilizacji moze decydowac wiele czynnikow, ktérych wzajemne
powigzania i wspéizaleznosci powodujg, iZ niemozliwe jest okre$lenie pojedynczych
zmiennych, jak np. dawka G-CSF, wplywajacych istotnie na skutecznos¢ mobilizacji.
Dlatego podjeto prébe oceny rownoczesnego wptywu wielu czynnikéw na skutecznos$¢

mobilizacji w badanej populacji.

Zastosowano uogdlniong regresje logistyczng. Celem tej analizy byto znalezienie
czynnikow wptywajacych na skuteczno$¢ mobilizacji i wyodrebnienie tych z nich,
ktérych wptyw jest istotny statystycznie, a w dalszym kroku stworzenie modelu oceny

prawdopodobienstwa skutecznej mobilizacji.

Do oceny skuteczno$ci mobilizacji przyjeto tréjstopniowa skale skutecznosci, w

ktérej przyporzadkowano kolejno stopnie:
1 - uzyskanie minimalnej liczby komoérek CD34+ (22*10¢/kg masy ciata),

2 - uzyskanie optymalnej (=3*10¢/kg masy ciata) liczby komdrek CD34* w wyniku

dwoch lub wiecej kolejnych separacji,
3 - uzyskanie 23*106/kg masy ciata liczby komoérek CD34+ w trakcie jednej separacji.

Czynniki brane pod uwage czynniki potencjalnie mogace mie¢ wptyw na skutecznos$¢

mobilizacji:

czas od rozpoznania do mobilizacji (zmienna ciggta)

— rodzaj mobilizacji (wytacznie G-CSF vs G-CSF + chemioterapia)

— dawka G-CSF (10 pg/kg; 10-20 pg/kgi>20 pg/kg)

— kombinacja dawki w powigzaniu z rodzajem mobilizacji

— gruparozpoznan (H - hematologiczne, NB - zwojak zarodkowy wspétczulny, SE -
miesak Ewinga, BT - guzy mézgu, | - inne)

— radioterapia przed mobilizacja

— ptec

— wiek (<8 latvs >8 lat)
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Podczas modelowania na poczatku uwzgledniono wszystkie w/w czynniki (Model 1

w tabeli 5.1.).

prawdopodobienstwa
testowe czynnik

czasodrozp steady dawka dawka*czy_ss dgn rt ptec wiek
model state G-CSF
modell 0,0448 0,6554 0,6592 0,0475 0,0905 0,2628 0,0062 0,2873
model2 0,0939 0,6687 0,4926 0,0660 0,0851 0,0110 0,3148
model3 0,0320 0,6126 0,4146 0,0937 0,1014 0,0168

Tabela 5.1 Modele prawdopodobienstwa w modelowaniu 1. Na czerwono zaznaczono
czynniki istotne statystycznie. Czas od rozp - czas od rozpoznania do mobilizacji, steady
state - mobilizacja wytacznie G-CSF, dawka*czy_ss - kombinacja dawki w powigzaniu
zrodzajem mobilizacji, dgn - rodzaj choroby podstawowej, rt - radioterapia przed
mobilizacja.

W dalszej analizie pozostawiono czynniki istotne w analizie wstepnej oraz
czynniki, ktorych ocena znaczenia byta celem pracy. Kolejno eliminowano czynniki nie
istotne statystycznie. Model 3 mial na celu ocene czy dawka G-CSF jest istotna, przy
uwzglednieniu pozostatych czynnikéw istotnych statystycznie. W modelu tym dawka
okazala sie nie istotna statystycznie. Dlatego w kolejnych modelach nie brano jej pod
uwage. W modelu 3 istotny byt czas od rozpoznania do przeszczepienia i pte¢, natomiast
rozpoznanie nie byto istotne, ale data sie zaobserwowac¢ réznica (tendencja do lepszej
mobilizacji w chorobach hematologicznych, w poréwnaniu do pacjentéw z guzami
litymi). Dlatego w kolejnym modelowaniu (nr 2) uproszczono kategorie rozpoznania.
Wyniki po modelowaniu nr 1 przedstawiono graficznie na wykresach 5.18 - 5.20 jako
prawdopodobienstwo otrzymania zgdanej liczby komorek krwiotwoérczych w zaleznosci

od czasu od rozpoznania do mobilizacji w réznych grupach rozpoznan.
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Wartosé reakcji=1

Prawdopodobienstwo szacunkowe

1.07
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Czas od rozpoznania do mobilizacji (w miesiacach)

Diagnoza BT H I NB SE

Wykres 5.18 Prawdopodobienstwo wuzyskania min 2*106/kg m.c. komodrek
krwiotworczych (stopien 1. w przyjetej skali skutecznosSci) w zaleznosci od czasu od
rozpoznania do mobilizacji w réznych grupach rozpoznan. BT - guzy mézgu, H -
nowotwory hematologiczne, NB - zwojak wspoétczulny zarodkowy, SE - miesak Ewinga,
[ - inne.
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Wartosé reakcji=2

Prawdopodobienstwo szacunkowe

0.97
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Czas od rozpoznania do mobilizacji (w miesiacach)

Diagnoza BT H I NB SE

Wykres 5.19 Prawdopodobienstwo uzyskania min 3*106/kg m.c. komorek
krwiotwdrczych (stopien 2. w przyjetej skali skutecznos$ci) w zaleznosci od czasu od
rozpoznania do mobilizacji w réznych grupach rozpoznan. BT - guzy mozgu, H -
nowotwory hematologiczne, NB - zwojak wspéiczulny zarodkowy, SE - miesak Ewinga,
[ - inne.
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Wartosé reakcji=3

Prawdopodobienistwo szacunkowe

0.77
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Czas od rozpoznania do mobilizacji (w miesiacach)

Diagnoza BT H I NB SE

Wykres 5.20 Prawdopodobienstwo uzyskania min 3*106/kg m.c. komorek
krwiotwdrczych w trakcie jednej separacji (stopien 3. w skali skuteczno$ci) w zalezno$ci
od czasu od rozpoznania do mobilizacji w réznych grupach rozpoznan. BT - guzy mozgu,
H - nowotwory hematologiczne, NB - zwojak wspétczulny zarodkowy, SE - miesak
Ewinga, I - inne.

W zwigzku z powyzszymi wynikami przeprowadzono ponowng analize
(modelowanie nr 2 - tabela 5.2) wprowadzajac podziat na H - choroby hematologiczne i
ST - guzy lite, a dawke G-CSF traktowano jako zmienng ciggla. Ponownie nieistotna
okazala sie dawka, jednak w tym przypadku obserwowano wyraznie nizsze p (p=0,20).
W modelu uwzgledniajacym jedynie czas od rozpoznania, rozpoznanie i pte¢ istotne
statystycznie okazat sie czas od rozpoznania i rodzaj diagnozy. W modelu tym takze

zaznaczyt sie wptyw pici w postaci trendu (p=0,08).
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Suma z p | czynnik

czas od rozp steady state dawka dawka*czy ss dgnH pteé
model G-CSF
2.1 0,0287 0,1402 0,2013 0,1720 0,0436 0,0295
2.2 0,0190 0,0210
2.3 0,0293 0,0349 0,0804

Tabela 5.2 Modele prawdopodobiefistwa w modelowaniu 2. Na czerwono zaznaczono
czynniki istotne statystycznie. Czas od rozp - czas od rozpoznania do mobilizacji, steady
state — mobilizacja wytacznie G-CSF, dawka*czy_ss - kombinacja dawki w powigzaniu
z rodzajem mobilizacji, dgn H - rodzaj choroby podstawowej po wprowadzeniu podziatu
na nowotwory hematologiczne (H) i guzy lite (ST).

Na podstawie tego modelowania przedstawiono graficznie wyniki analizy
prawdopodobienstwa uzyskania wystarczajacej (>2*109/kg m.c.), optymalnej
(>3*10¢/kg m.c.) oraz optymalnej liczby komoérek w trakcie 1 separacji (wykresy 5.21-
5.26).

dgnH=H Warto$¢ reakcji=1

Prawdopodobienstwo szacunkowe
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Wykres 5.21 Prawdopodobienistwo uzyskania min 2*10¢/kg m.c. (stopien 1. w przyjetej
skali skutecznosci) w zaleznos$ci od czasu od rozpoznania do mobilizacji u chtopcéw
i dziewczat w grupie nowotworow hematologicznych.
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dgnH=ST Wartoé¢ reakcji=1

Prawdopodobienstwo szacunkowe
1.07
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Czas od rozpoznania do mobilizacji (w miesiacach)

Pieé¢ pacjenta K M

Wykres 5.22 Prawdopodobienstwo uzyskania min 2*10¢/kg m.c. (stopien 1. w przyjetej
skali skutecznos$ci) w zaleznoSci od czasu od rozpoznania do mobilizacji u chtopcow
i dziewczat w grupie guzow litych.

dgnH=H Wartos$¢ reakcji=2

Prawdopodobienstwo szacunkowe
0.9
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Czas od rozpoznania do mobilizacji (w miesiacach)

Pieé¢ pacjenta K M

Wykres 5.23 Prawdopodobienistwo uzyskania min 3*10¢/kg m.c. (stopien 2. w przyjetej
skali skutecznosci) w zaleznos$ci od czasu od rozpoznania do mobilizacji u chtopcéw
i dziewczat w grupie nowotworow hematologicznych.
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dgnH=ST Wartos$¢ reakcji=2

Prawdopodobienstwo szacunkowe
0.87
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Wykres 5.24 Prawdopodobienistwo uzyskania min 3*10¢/kg m.c. (stopien 2. w przyjetej
skali skutecznos$ci) w zaleznos$ci od czasu od rozpoznania do mobilizacji u chtopcéow
i dziewczat w grupie guzdw litych.

dgnH=H Warto$¢ reakcji=3

Prawdopodobiefistwo szacunkowe
0.71
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Czas od rozpoznania do mobilizacji (w miesiacach)

Pieé pacjenta K M

Wykres 5.25 Prawdopodobienistwo uzyskania min 3*10¢/kg m.c. w trakcie jednej
aferezy (stopien 3. w przyjetej skali skutecznosci) w zaleznosci od czasu od rozpoznania
do mobilizacji u chtopcéw i dziewczat w grupie nowotworéw hematologicznych.
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dgnH=ST Wartos$¢ reakcji=3

Prawdopodobienstwo szacunkowe
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Wykres 5.26 Prawdopodobienstwo uzyskania min 3*10¢/kg m.c. w trakcie jednej
aferezy (stopien 3. w przyjetej skali skutecznosci) w zaleznosci od czasu od rozpoznania
do mobilizacji u chtopcéw i dziewczat w grupie guzéw litych.



6. DYSKUSJA

6.1. CZESC EKSPERYMENTALNA

6.1.1. Wplyw dawki G-CSF na liczbe leukocytow w mobilizowanej krwi

obwodowe;j.

W stanie homeostazy organizmu leukocytoza u myszy zawiera sie w granicach
1,7 - 15 tysiecy komodrek/pl [13]. Obserwowano rdznice w ilosci leukocytéw we krwi
obwodowej u myszy niestymulowanych w zaleznosci od szczepu. U szczepéw Balb/c,
DBA i C57BL/6 leukocytoza niestymulowana przez G-CSF ksztattowata sie w granicach
10000-20000/pl, u myszy CBA - nieco ponad 20000/pl. Interesujace okazaty sie wyniki
stymulacji G-CSF w obrebie poszczegélnych badanych szczepéw zwierzat
doswiadczalnych w zakresie wzrostu leukocytozy. W przypadku szczepu Balb/c
obserwowano znaczgcy wzrost liczby leukocytdw przy stymulacji G-CSF dopiero
w dawce 500 pg/kg lub wyzszej (wykres 4.1, 4.2 i 4.3). Podobnie u myszy szczepu
C57BL/6 odnotowano wzrost iloSci leukocytéw po stymulacji proporcjonalne do dawki
G-CSF, jednak statystycznie istotna byta dawka 500 pg/kg lub wyzsza (wykres 4.11,
4.12). Z kolei u myszy szczepu DBA w doSwiadczeniu nr 1 do znaczacego wzrostu
leukocytozy wystarczajgca okazata sie juz dawka 25 pg/kg, dawka 100 pg/kg
powodowata nizszy wzrost leukocytozy, z kolei 500 pg/kg powodowata najwyzszy
wzrost leukocytozy (wykres 4.7). W do$wiadczeniu nr 2. dawka 25 pg/kg powodowata
nizszy wzrost leukocytozy niz 100 pg/kg, ale dla wyzszych dawek G-CSF - 500 pg/kg
i 1000 pg/kg - podobnie jak w doswiadczeniu nr 1 - obserwowano najwiekszy wzrost
ilosci leukocytéw. Réznica miedzy 500, a 1000 ug/kg nie byta istotna, co mogtoby
wskazywaé na istnienie wysycajacej dawki G-CSF wptywajacej na wzrost leukocytozy
(wykres 4.8). Najbardziej interesujace okazaty sie jednak wyniki eksperymentow
w obrebie szczepu CBA. Po stymulacji za pomocg G-CSF praktycznie nie byto odpowiedzi
w postaci wzrostu leukocytozy w obydwu powtoérzeniach, nawet przy najwyzszych

stosowanych w do$swiadczeniach dawkach (wykres 4.15 i 4.16).
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6.1.2. Wplyw dawki G-CSF na liczbe komdrek krwiotworczych w mobilizowanej

krwi obwodowej oraz zdolnosci komorek krwiotworczych do proliferacji in vitro.

Komoérki krwiotwoércze zostaty zidentyfikowane na podstawie markeréow
powierzchniowych, jak opisano powyzej (p. 3.1.4. str 23). Przyjmuje sie, ze komérki
wykazujace ekspresje markeréw Sca-1 i c-kit, przy jednoczesnym braku ekspresji
antygendw charakterystycznych dla wyspecjalizowanych komdrek krwi (lin), stanowig
catkowitg pule mysich macierzystych komoérek krwiotwdérczych [109]. Jednakze istniejq
informacje, ze komorki lin-c-kit* Sca-1- moga by¢ réwniez klasyfikowane jako komérki
macierzyste [82], co wynika z ich duzej ré6znorodnosci fenotypowej, zaleznie od stadium
proliferacji. Komoérki te morfologicznie przypominajg limfocyty, ale nie s one
limfocytami i nie posiadaja charakterystycznych dla limfocytow markeréw
powierzchniowych, przede wszystkim CD3. Zatem bezwzgledng liczbe komorek
macierzystych przedstawiono jako sume komorek podwdjnie pozytywnych (c-kit*
Sca-1*) i komorek c-kit pozytywnych (c-kit* Sca-1-) w populacji limfoidalnych komoérek
bez determinanty CD3 (CD3-).

U myszy szczepu Balb/c, jak wspomniano powyzej, obserwowano znaczgcy
wzrost liczby leukocytow przy stymulacji G-CSF dopiero w dawce 500 pg/kg lub wyzszej
(wykres 4.1, 4.2 i 4.3). W doSwiadczeniu nr 1 odnotowano istotny statystycznie wzrost
ilosci komoérek krwiotwoérczych i progenitorowych po stymulacji dawkami 25
i 500 pg/kg, jednakze w kolejnych powtérzeniach dawka 25 pg/kg nie powodowata
przyrostu komorek c-kit* Sca-1* i c-kit* Sca-1- i znaczacy ich przyrost odnotowano
dopiero po stymulacji dawka 500 pg/kg i 1000 pg/kg. Ciekawa obserwacjg jest fakt, ze
dwukrotne zwiekszenie dawki G-CSF z 500 do 1000 pg/kg nie zwiekszato znaczaco
ilosci komérek krwiotwoérczych we krwi obwodowej. Mogtoby to oznaczaé, ze istnieje
w zakresie testowanych dawek w szczepie Balb/c warto$¢ dawki wysycajacej, powyzej
ktoérej nie obserwuje sie dalszego przyrostu ilosci komorek krwiotwdérczych we krwi

obwodowe;j.

Badanie zdolnoS$ci mobilizowanych komérek hematopoetycznych do proliferacji
w warunkach in vitro wydaje sie potwierdza¢ wyniki otrzymane za pomoca cytometrii
przeptywowej prezentowane powyzej. We wszystkich trzech powtérzeniach znaczaco
wiecej kolonii zaobserwowano po stymulacji dawka 500 pg/kg, przy czym wyraZnie
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wzrastata ilo$¢ jednostek tworzacych skupiska erytrocytow (BFU-E). Zjawisko wzrostu
ilosci BFU-E pod wplywem stymulujagcych dawek G-CSF obserwowane byto takze
w innych badanych szczepach myszy. W doSwiadczeniu nr 3 ilo$¢ otrzymanych kolonii
po stymulacji dawka 500 i 1000 pg/kg byty praktycznie réwne, co wydaje sie
potwierdzac obserwacje z cytometrii przeptywowej, w ktorej okreslano ilo$ci komorek
krwiotwdrczych po stymulacji G-CSF we wzrastajgcych dawkach i gdzie nie
obserwowano znaczacych réznic miedzy stymulacjg dawka 500 i 1000 pug/kg. Zatem
wydaje sie, ze za dawke dajaca maksymalng stymulacje wyrzutu komoérek

krwiotworczych do krwi obwodowej u myszy szczepu Balb/c mozna uzna¢ 500 pg/kg.

U myszy szczepu DBA w do$wiadczeniu nr 1 obserwowano wzrost ilosci komoérek
krwiotwdrczych po stymulacji G-CSF dawka 25 pg/kg, podobnie jak 500 pg/kg, z gorsza
odpowiedzig na posrednig dawke 100 pg/kg. W doswiadczeniu nr 2 utrzymywata sie
podobna tendencja, przy czym odpowiedZ na dawke 25, 500 i 1000 pg/kg byta podobna
(wykresy 4.9, 4.10). Jednakze roéznice te nie byly statystycznie istotne, by¢ moze
ze wzgledu na matg liczebnos$¢ grup. Wptyw badanych dawek G-CSF na morfologie
w dos$wiadczeniu nr 1 byt analogiczny jak na liczbe komoérek krwiotworczych, jednakze
w doswiadczeniu nr 2 obserwowano systematyczny wzrost leukocytozy pod wptywem
wzrastajacych dawek G-CSF i nie obserwowano bezposredniej korelacji ilosci komdrek

c-kit* Sca-1* i c-kit* Sca-1-z leukocytoza.

Wyniki zdolnosci do proliferacji w warunkach in vitro mobilizowanych komoérek
hematopoetycznych w doswiadczeniach u myszy szczepu DBA do$¢ dobrze odpowiadaja
wynikom badania ilosci komoérek krwiotwoérczych w cytometrii przeptywowe;.
W do$wiadczeniu nr 1 obserwuje sie wzrost ilosci jednostek tworzacych kolonie juz
przy najmniejszej z badanych dawek G-CSF, z kolei przy dawce 500 pg/kg ilos¢ CFU
znaczgco wzrasta, co spowodowane jest gwattownym przyrostem jednostek tworzacych
skupiska erytrocytow. Jednakze w doSwiadczeniu nr 2 nie potwierdzono przewagi
dawki 500 pg/kg nad pozostatymi badanymi dawkami i w zestawieniu z wynikami
z cytometrii przeptywowej wydaje sie, ze juz dawka 25 pg/kg powoduje silng
mobilizacje komoérek krwiotworczych do krwi obwodowej w tym szczepie myszy
i kolejne zwielokrotnienia dawek G-CSF nie zwiekszajga znaczaco skutecznos$ci

mobilizacji. Mogloby to Swiadczy¢, ze dla myszy szczepu DBA optymalng dawka
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25 pg/kg, powyzej ktdérej nie obserwujemy dalszego przyrostu ilosci komorek

krwiotwoérczych pomimo wzrostu leukocytozy.

W doswiadczeniach na myszach szczepu C57BL/6 odnotowano wzrost iloSci
leukocytéw po stymulacji proporcjonalnie do zwielokrotniania dawki G-CSF, jednak
statystycznie istotny byt wplyw dawki 500 pg/kg lub wyzszej (wykres 4.11, 4.12).
Natomiast wzrost ilosci komoérek krwiotwdrczych i progenitorowych obserwowano
wraz ze zwiekszaniem dawki G-CSF do gérnej warto$ci granicznej, powyzej ktérej nie
stwierdzano dalszego przyrost iloSci komoérek c-kit* Sca-1* i c-kit* Sca-1-.
W do$wiadczeniu nr 1 dawka ta byto 100 pg/kg, w doswiadczeniu nr 2 - 500 pg/kg.
Jednakze statystycznie istotng réznice potwierdzajaca te tendencje odnotowano tylko
w do$wiadczeniu nr 2. By¢ moze optymalna dawka G-CSF dla szczepu C57BL/6 zawiera

sie w przedziale pomiedzy 100 i 500 pg/kg.

Z kolei na podstawie wynikow proliferacji w warunkach in vitro mobilizowanych
komorek hematopoetycznych stwierdzano znaczny wzrost iloSci jednostek tworzacych
kolonie juz pod wplywem dawki 25 pg/kg. Szczegdlnie jest to widoczne
w doswiadczeniu nr 2, gdzie dalszy wzrost dawki G-CSF nie powodowat juz przyrostu

kolonii, ani nie wptywat na wzajemne proporcje poszczegdlnych typow kolonii.

Najbardziej interesujace wyniki otrzymano u myszy szczepu CBA. W wyniku
stymulacji G-CSF, podczas gdy leukocytoza nie wzrastata nawet przy stymulacji
najwyzszymi z badanych dawek, ilos¢ komoérek krwiotwdérczych zwiekszata sie wraz
z dawka czynnika. Znaczacy wzrost w obu powtérzeniach uzyskano dopiero przy dawce
G-CSF 500 pg/kg, a dla dawki 1000 pg/kg obserwowano najwyzsza liczbe komorek
krwiotworczych i na podstawie powyzszych doswiadczen nie udato sie okresli¢

najwyzszej, wysycajacej dawki G-CSF.

Analizujac zdolno$¢ do proliferacji in vitro komorek krwiotwoérczych u myszy
szczepu CBA na podstawie przeprowadzonych dos$wiadczenr, mozna wyznaczy¢
graniczng dawke G-CSF, powyzej ktérej nie obserwuje sie dalszego przyrostu ilosci
jednostek tworzacych kolonie. W przypadku doswiadczenia nr 1 takg dawke stanowi juz

100 pg/kg, w przypadku doswiadczenia nr 2 - 500 pg/kg, cho¢ réznice nie sg znaczace.
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Prawdopodobnie wieksza ilo$¢ powtorzen lub zbadanie dawek posrednich pozwolitoby

potwierdzic¢ ten trend.

6.1.3. Wplyw dawki G-CSF na zdolno$¢ komorek krwiotwdrczych do proliferacji i

odnowy hematopoezy in vivo.

Najlepsza metoda testowania potencjatu  proliferacyjnego  komoérek
krwiotworczych jest badanie in vivo, jako metoda, w ktérej uzyskujemy informacje
o konicowej skutecznosci mobilizacji komoérek hematopoetycznych. W przebiegu
doswiadczen u myszy dwoch sposréd testowanych w poprzednich doswiadczeniach
szczepéw - Balb/c i CBA - wykonano syngeniczne przeszczepienie komorek
otrzymanych w wyniku ich mobilizacji réznymi, wzrastajgcymi dawkami G-CSF

u napromienionych subletalnie zwierzat.

Doswiadczenia przeprowadzono w dwoch powtoérzeniach dla kazdego ze
szczepow. U myszy Balb/c w doswiadczeniu nr 1 mozna zauwazy¢ tendencje szybszej
odnowy leukocytozy w grupie, ktéra otrzymata komdrki mobilizowane dawka
500 pg/kg jednak rdznice nie byly statystycznie istotne. W doswiadczeniu nr 2,
w ktorym zastosowano kolejng dawke G-CSF - 1000 pg/kg, poczawszy od dawki
100 pg/kg mozna zauwazy¢ trend szybszej odnowy leukocytozy w dobie +7. U myszy,
ktére otrzymaty przeszczepienie komoérek krwiotworczych mobilizowanych dawka
500i 1000 pg/kg, w7 dniu po przeszczepieniu obserwowano odpowiednio wyzsze
leukocytozy, jednakze roznica miedzy dawkami 500 i 1000 pg/kg nie byta znamienna
statystycznie. Jednakze w dobie +10 nie udato sie utrzymac przy zyciu wszystkich myszy
i poszczegdlne grupy miaty niewielka liczebno$¢, co mogto mie¢ wptyw na wyniki w +10
dobie niezgodne z oczekiwaniami i dotychczasowym przebiegiem doswiadczenia.
Dlatego dla oceny szybkoSci wszczepiania komdérek krwiotwoérczych i potencjatu
zasiedlania przez nie nisz biologicznych oceniono ilo$¢ kolonii $ledzionowych w dobie
+11 po przeszczepieniu. Wykazano zwiekszajgce sie ilosci kolonii w obu
doswiadczeniach, poczawszy od dawki 100 pg/kg, przy czym w doswiadczeniu nr 2 nie

byto réznic miedzy dawkami 500 i 1000 pg/kg.
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U myszy CBA w do$wiadczeniu nr 1 w dobie +7 zaobserwowano znaczaco wyzsza
leukocytoze w przypadku dawki 1000 pug/kg. Niestety nie udato sie utrzymac¢ hodowli
do +10 doby i nie udato sie potwierdzi¢ tej tendencji w dalszym ciggu doSwiadczenia.
W do$wiadczeniu nr 2 poczawszy od dawki 100 pg/kg mozna zauwazy¢ trend szybszej
odnowy leukocytozy w dobie +10, pod wptywem dawki 500 i 1000 ug/kg w +10 dobie
u przeszczepionych myszy obserwowano odpowiednio wyzsze leukocytozy.
Statystycznie istotne roznice obserwowano w +10 dobie miedzy grupa 1000 nug/kg,

a wszystkimi pozostatymi grupami.

Szybko$¢ odnowy hematopoezy, szczegblnie w uktadzie leukocytarnym, ma
pierwszorzedne znaczenie dla bezpieczenstwa procedury przeszczepienia poprzez
skrocenie nadiru leukopenii i narazenia na zagrazajgce zyciu infekcje. Uwaza sie, ze
mobilizowane komorki krwiotwoércze w poréwnaniu z komoérkami pozyskanymi
ze szpiku kostnego pozwalajg na szybsze wszczepienie oraz zmniejszone ryzyko
procedury, w poréwnaniu do komoérek otrzymanych ze szpiku kostnego [20]. W wielu
badaniach wykazano Kkliniczne rdéznice miedzy komoérkami pochodzacymi ze szpiku
kostnego i z krwi obwodowej. Najwazniejsza dotyczyta kinetyki wszczepiania komorek
krwiotworczych i zdolno$ci odtwarzania uktadu bialokrwinkowego i ptytkotwérczego
[9,21]. Dlatego mobilizowane komorki krwiotwdrcze sg preferowanym Zrédtem

komérek macierzystych i progenitorowych do przeszczepien autologicznych.

Doswiadczenia z przeszczepieniem syngenicznych komdrek krwiotwérczych
uzyskanych w wyniku mobilizacji r6znymi, wzrastajgcymi dawkami G-CSF miaty na celu
posredniag odpowiedZ na pytanie czy istniejg r6znice w dynamice wzrostu leukocytozy
umyszy, u ktérych po subletalnym napromienieniu przeszczepiono syngeniczne
komorki krwiotwdrcze mobilizowane réznymi dawkami G-CSF. Podjeto prébe
wyznaczenia optymalnej dawki czynnika mobilizujacego, po przekroczeniu ktorej
skuteczno$¢ mobilizacji nie wzrasta lub nawet maleje. Z kolei zbyt mata dawka czynnika
mobilizujgcego mogtaby nie prowadzi¢ do skutecznej mobilizacji, czyli nie pozwolic¢
uzyskac¢ wystarczajacej i bezpiecznej liczby komoérek krwiotwdrczych. Pomijajac wptyw
czynnikéw zaktdcajacych doswiadczenia mozna by spodziewac sie wyzszych leukocytoz
w badaniach wykonywanych w kolejnych dobach w grupach, w ktorych zastosowano

optymalng dawke G-CSF.
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Warto wspomnie¢, ze w do$wiadczeniach mozna byto zastosowac 2 strategie.
W pierwszym wariancie do przeszczepienia w kazdej z badanych grup mozna uzy¢ statej
liczby komorek jednojgdrzastych mobilizowanych wzrastajagcymi dawkami G-CSF. W tej
iloSci komorek jednojadrzastych spodziewamy sie innej iloSci komorek
progenitorowych i macierzystych, ale nie jest pewne, Zze im wyzsza ilos§¢ badanych
komdrek tym lepsza skuteczno$¢ mobilizacji i nastepowo przeszczepienia tych komdrek.
Taka strategia pozwala sprawdzi¢ jak zmienia sie potencjat proliferacyjny réznych
dawek G-CSF. W drugim przypadku nalezatoby do przeszczepienia zastosowac statg
liczbe komoérek c-kit* Sca-1* i c-kit* Sca-1-. Wéwczas mozna zbadac czy istniejg réznice
sjako$ciowe” komoérek uzyskanych w wyniku mobilizacji wzrastajacymi dawkami G-CSF.
Jednakze takie podejscie wymagatoby znacznie wiecej komoérek, ktérych uzyskanie
w warunkach przeprowadzanych do$wiadczen bylo niemozliwe. Przyjeto wiec statg

liczbe komorek jednojadrzastych uzytych do przeszczepienia.

W szczepie myszy Balb/c na podstawie wynikow otrzymanych w uktadzie in vitro
oraz in vivo wydaje sie, ze optymalng dawka G-CSF moze by¢ dawka 500 pug/kg. Powyzej
tej dawki nie obserwowano wzrostu skuteczno$ci mobilizacji, zaré6wno w zakresie iloSci
otrzymanych komorek krwiotworczych, jak i ich potencjatu proliferacyjnego. Szczep ten
mogtby by¢ modelem stabej mobilizacji (,poor mobilizer”) ze wzgledu na fakt, ze dopiero
duze dawki G-CSF stymulujg wyrzut macierzystych komérek krwiotworczych, pomimo

wzrostu leukocytozy wraz ze zwiekszaniem dawki G-CSF.

U myszy szczepu CBA nie udato sie uchwyci¢ jednoznacznie optymalnej dawki
G-CSF. Najwiekszy potencjat mobilizacyjny wykazywata dawka 1000 ug/kg, cho¢ nie jest
wykluczone, Ze istnieje inna optymalna dawka w zakresie pomiedzy badanymi dawkami,
ale nie udato sie jej wyznaczy¢. W tym szczepie myszy zaobserwowano nie opisywang
dotad wtasciwos¢. Wraz z kolejnymi wielokrotno$ciami dawki nie wzrasta leukocytoza,
przy wyraznych wzrostach liczby komorek krwiotwdérczych, co znalazto rdéwniez
potwierdzenie w doswiadczeniach in vivo. Szczep ten mégtby by¢ modelem ,fatszywej”
lub ,pozornej” stabej mobilizacji, gdzie pomimo wzrostu dawki G-CSF nie przyrasta
leukocytoza, cho¢ przy zastosowaniu duzych dawek czynnika widoczny jest wzrost iloSci

macierzystych komoérek krwiotwdérczych
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Z kolei u myszy szczepu C57BL/6 obserwowano systematyczny wzrost
leukocytozy wraz ze zwiekszajaca sie dawka G-CSF, natomiast liczba macierzystych
komoérek krwiotworczych wzrastata tylko do pewnej dawki. Prawdopodobnie dawka

optymalna zawiera sie pomiedzy 100 a 500 pg/kg.

Réwniez interesujace okazaty sie wyniki w obrebie szczepu DBA. Tu réwniez
odnotowano niesp6jno$¢ miedzy wptywem na leukocytoze - wzrastajaca wraz
ze zwiekszaniem dawki G-CSF, a przyrostem macierzystych komérek krwiotwérczych.
Najmniejsza z badanych dawek - 25 pg/kg powodowata wzrost ilo$ci macierzystych
komérek hematopoetycznych, ale kolejne zwielokrotnienia dawek nie pociagaty za soba

dalszego ich przyrostu, cho¢ obserwowane réznice nie byty istotne statystycznie.

6.1.4. Podsumowanie czesci doswiadczalnej

Na podstawie opisanych powyzej zalezno$ci mozna przyjaé, ze
najprawdopodobniej dla badanych szczepéw istniejg optymalne do mobilizacji dawki
G-CSF, ktérych przekroczenie nie zwieksza skutecznej mobilizacji, i ponizej ktérych nie
otrzymujemy maksymalnej, zdolnej do peilnej odnowy hematopoezy liczby

macierzystych komoérek krwiotwdrczych.

Ponadto uzyskano potwierdzenie, ze nie zawsze istnieje przetozenie pomiedzy
wzrostem leukocytozy, a iloScia komérek krwiotwoérczych w badanych szczepach

zwierzat doSwiadczalnych.

Kolejnym i nie opisywanym szczegétowo w literaturze zjawiskiem jest rézny
przebieg mobilizacji miedzy badanymi szczepami myszy, jednoczes$nie przy dobrej
powtarzalnosci w obrebie poszczegoélnych szczepow. Biorac pod uwage, ze szczepy
myszy moga z pewnym przyblizeniem reprezentowa¢ pojedynczego osobnika dzieki
homogennosci genetycznej, by¢ moze posrednio mozna potwierdzi¢ indywidualny
przebieg mobilizacji i r6zng wrazliwo$¢ na G-CSF u cztowieka. W podobny sposob
wreszcie mozna tlumaczy¢ zjawisko indywidualnej stabej mobilizacji (tzw. ,poor

mobilizers”) opisanej w czeSci wstepnej pracy.
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6.2. SKUTECZNOSC ROZNYCH DAWEK G-CSF W OBSERWAC]JI KLINICZNE]

Pomimo do$¢ dobrego poznania procesu przemian toczacych sie w podscielisku
szpiku kostnego w odpowiedzi na aktywacje neutrofildw i osteoblastow przez czynnik
stresowy jakim jest np. chemioterapia lub na powtarzalng stymulacje za pomoca
cytokin, np. G-CSF [47,54] optymalna metoda mobilizacji nie zostata dotychczas
okreSlona i mozliwe s3 rozne podejscia [36,69]. NajczeSciej stosuje sie metode
stymulacji dawcy za pomoca G-CSF w dawkach o rozpietosci miedzy 3-32 pg/kg,
a komorki krwiotwoércze pobiera sie miedzy czwartym, a széstym dniem mobilizacji.
[10,23,29,35,96]. Réwniez nie zostala jednoznacznie okreslona optymalna ilo$¢
komoérek CD34+, ktérag nalezy zebra¢ w wyniku mobilizacji. Pacjenci, ktérym

przeszczepiono ponad 2 x 109 komdrek CD34+/kg wykazywali sie szybkim

wszczepieniem i trwala odnowa hematopoezy [10,67,106]. Wg innych autoréw

optymalng dawka komorek CD34+/kg bylo powyzej 3 x 10¢/kg [87]. Najczesciej
przyjmuje sie, ze ilos¢ CD34+ powyzej 2 x 10°/kg jest wymagana do zapewnienia
rekonstytucji hematopoezy po chemioterapii mieloablacyjnej [74,48]. Dlatego
w analizach przyjeto uzyskanie w wyniku aferez co najmniej 2 x 10¢/kg komoérek CD34+
jako minimalng wystarczajaca liczbe do zapewnienia rekonstytucji krwiotworzenia.
Mobilizacja zakonczona uzyskaniem takiej liczby komoérek CD34+ uznana zostata za
skuteczng. Z kolei, jezeli w wyniku mobilizacji uzyskano od 3 x 10¢/kg CD34+, uznano

mobilizacje za optymalna.

W pierwszej czeSci przeprowadzono analize jednoczynnikowa. Przebadano
wptyw poszczegdlnych czynnikdw na skutecznos$¢ i mozliwo$¢ uzyskania optymalnej
liczby komoérek CD34+. Nie stwierdzono statystycznie istotnego wptywu: dawki G-CSF,
atakze rodzaju mobilizacji (G-CSF vs G-CSF + chemioterapia), rodzaju choroby
(hematologiczne vs guzy lite) oraz czasu od rozpoznania do mobilizacji na skutecznos¢
mobilizacji, zaréwno na uzyskanie minimalnej, jak i optymalnej liczby komdrek CD34+.
Zaobserwowano natomiast istotny statystycznie wptyw ptci na skuteczno$¢ mobilizaciji.
Mozliwo$¢ uzyskania minimalnej liczby komdrek CD34+ byta wieksza u chtopcow
(p=0,031), jednakze prawdopodobienstwo osiggniecia optymalnej liczby komorek

w zalezno$ci od pfci nie roznito sie statystycznie.
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Wplyw ptci na skuteczno$¢ mobilizacji zostal opisany w literaturze. W badaniach
Zhanga i wsp. prowadzonych na populacji dzieci, mtodziezy i dorostych posrod innych
czynnikow wptlywajacych ma mobilizacje wykazano, ze lepiej mobilizowali sie
mezczyzni [116]. Dotad jednak nie zostaty poznane czynniki jednoznacznie wptywajace
na skuteczng mobilizacje komorek krwiotworczych, a wiekszo$¢ prac prowadzona byta
w populacji dorostych. Wyniki tych doniesien nie mogg by¢ jednoznacznie odnoszone do
populacji dzieciecej. Przede wszystkim z powodu odmienno$ci miedzy innymi
w zakresie wskazan do leczenia za pomocg wysokodawkowanej terapii wspomaganej
przeszczepieniem autologicznych komorek krwiotwoérczych oraz rodzaju terapii
poprzedzajacej ich mobilizacje i separacje. Doswiadczenia w grupach dorostych
pacjentéw dotycza gtéwnie chorych na szpiczaka mnogiego, chtoniaki ztoSliwe, czy
biataczki [39,57,74]. Natomiast u dzieci gtéwne wskazanie do tego sposobu leczenia
stanowig guzy lite typowe dla wieku dzieciecego, jak: zwojak zarodkowy, miesak
Ewinga, guzy moézgu czy inne [30,53,107]. Znaczace moga by¢ takze roéznice
w oddziatywaniach pomiedzy pods$cieliskiem a komoérkami uktadu krwiotworzenia
u dorostych i u dzieci. W jednym badaniu po mobilizacji za pomocg G-CSF u dawcéw
ponizej 18 roku zycia uzyskano poréwnywalng liczbe komérek CD34+ jak u dawcow
powyzej 18 lat. Jednakze znaczaco wyzszy odsetek miodszych pacjentéw uzyskato
pozadang liczbe CD34+ w jednej aferezie (56 vs 39%) [88]. Z kolei w badaniach Zhanga
i wsp. wykazano, ze wiecej komdrek CD34+ mozna byto uzyska¢ u dorostych
w poréwnaniu z grupa dzieci i mtodziezy [116]. WSrdd pacjentéw dorostych zwigzek

miedzy wiekiem dawcy i mobilizacjg CD34+ jest niejasny [4,105].

W doniesieniach literaturowych w grupie zdrowych dawcéw pediatrycznych
wykazano, ze czynnikami zwiekszajgcymi skuteczno$¢ mobilizacji byty mtodszy wiek
i przeprowadzenie aferezy duzej objetosci [25]. W innym badaniu zdrowych dawcéw
Hiszpanskiego Narodowego Rejestru Dawcéw przeprowadzonym w grupie
261 zdrowych dawcéw w wieku 2-72 lat w analizie wieloczynnikowej wykazano, ze
wiek >38 lat oraz sposéb dawkowania G-CSF (1 raz dziennie) byty czynnikani
niekorzystnymi prognostycznie co do zebrania >4*10¢ CD34+/kg [88]. Z kolei w grupie
129 zdrowych dawcow rodzinnych w wieku od 19 do 70 lat jedynym czynnikiem
statystycznie istotnie wptywajacym na ilo$¢ zebranych komérek CD34+ byla dawka

G-CSF [56].
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O skuteczno$ci mobilizacji moze zatem decydowa¢ wiele czynnikoéw. Ich
wzajemne wspotzalezno$ci uniemozliwiaja ustalenie pojedynczych zmiennych
(np.dawka G-CSF) majacych istotny wptyw na skuteczno$¢ mobilizacji.
W przedstawianej tu pracy zastosowano uogo6lniong regresje logistyczng w celu oceny
réwnoczesnego wplywu wielu czynnikow na skuteczno$¢ mobilizacji w badanej
populacji i wyodrebnienia tych z nich, ktérych wpltyw mogtby byc¢ istotny statystycznie,
a nastepnie stworzenia modelu oceny prawdopodobienstwa skutecznej mobilizacji, jak

opisano w punkcie 5.3 niniejszej pracy.

Brano pod uwage nastepujace czynniki mogace mie¢ wpltyw na skuteczno$¢
mobilizacji: czas od rozpoznania do mobilizacji, rodzaj mobilizacji (wytacznie G-CSF vs
G-CSF + chemioterapia), dawka G-CSF, kombinacja dawki w powigzaniu z rodzajem
mobilizacji, grupa rozpoznan (H - hematologiczne, NB - zwojak wspoétczulny
zarodkowy, SE - miesak Ewinga, BT - guzy mézgu, I - inne), radioterapia przed

mobilizacja, pte¢ i wiek.

Przeprowadzono kolejne modelowania, uwzgledniajac poczatkowo wszystkie
w/w czynniki. Nastepnie eliminowano czynniki nieistotne statystycznie. W dalszej
analizie pozostawiono czynniki istotne w analizie wstepnej oraz czynniki, ktérych ocena
znaczenia byta celem pracy. Ostatecznie w wyniku modelowania nie stwierdzono
istotnego wptywu dawki G-CSF (jako zmiennej ciaglej i jako zmiennej
skategoryzowanej) na skuteczno$¢ mobilizacji. Na otrzymane wyniki moze mie¢ wptyw
niejednorodno$¢ badanej grupy szczegdlnie pod wzgledem spektrum choréb. Istotny
statystycznie okazal sie wptyw czasu od rozpoznania do mobilizacji oraz rodzaj
diagnozy (choroby hematologiczne vs guzy lite). Wieksze prawdopodobienstwo
skutecznej mobilizacji zachodzi, jesli czas od rozpoznania do mobilizacji jest krotszy
oraz u pacjentdéw z chorobami hematologicznymi. Pewna cze$¢ pacjentow byta
kierowana do mobilizacji po wielomiesiecznym lub nawet kilkuletnim leczeniu
poprzedzajacym mobilizacje. Stad wplyw czasu od rozpoznania do mobilizacji na jej
skutecznos$¢. Obcigzenie pacjenta wieloma cyklami chemioterapii przed préba zebrania
komorek krwiotworczych do przeszczepienia stanowi znany czynnik ryzyka stabej

mobilizacji [19].
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Stwierdzono réwniez wptyw ptci na skuteczno$¢ mobilizacji. Zaobserwowano
trend (p=0,08) do skuteczniejszej mobilizacji u chtopcow. Modele oceny

prawdopodobienstwa przedstawiono na rys 5.21-5.26.

W obserwowanej grupie dzieci tacznie u 15% pacjentéw nie udato sie uzyskac
wystarczajacej liczby komoérek CD34+ pozwalajacej na rozpoczecie aferezy lub
minimalnej zabezpieczajacej liczby komorek krwiotworczych w wyniku pierwszego
cyklu mobilizacji. Ilo§¢ pacjentéw stabo mobilizujacych sie (,poor mobilizers”)
w niniejszym opracowaniu nie odbiegata od danych opisywanych w literaturze [99,100].
Pusic i wsp. donosi, Ze u 19% dorostych pacjentéow z chtoniakiem mobilizowanych
samym G-CSF nie udato sie uzyska¢ powyzej 2 x 106 CD34* w pieciu kolejnych aferezach
[83]. Z kolei w badaniach Wuchtera i wsp. 15% pacjentéw nie osiggneto stezenia
komoérek  CD34* powyzej 20/ul po mobilizacji po chemioterapii i G-CSF, co
kwalifikowato ich jako stabo mobilizujgcych sie [114]. W innym badaniu w wyniku
mobilizacji za pomoca pojedynczej dawki pegylowanego G-CSF uzyskano odpowiednig

do autoprzeszczepienia ilos¢ komoérek CD34+ u 83% pacjentdw [16].

Pomimo wielu lat obserwacji nie ustalono dotad jednoznacznych czynnikéw
pozwalajacych przewidzie¢ skuteczno$¢ mobilizacji. Ich okreSlenie jest istotne
ze wzgledu na fakt, ze nadal u okolo 15-30% pacjentéw nie udaje sie skuteczna
mobilizacja. Przedtuza to terapie, powodujagc wydluzenie przerw miedzy cyklami
leczenia w oczekiwaniu na zebranie potrzebnej do autoprzeszczepienia liczby komorek
CD34+. Nie udato sie jednoznacznie oceni¢, ktory ze sposobow mobilizacji (tylko
za pomoca czynnika wzrostu, czy 1acznego stosowania chemioterapii i czynnikow
wzrostu) jest bardziej skuteczny w pozyskaniu komorek krwiotworczych
do przeszczepienia autologicznego. Wynika to miedzy innymi z rdznorodnosci
proponowanych programéw mobilizacji, a takze bardzo duzej réznorodnosci stanu
klinicznego pacjentow kwalifikowanych do mobilizacji komérek krwiotwoérczych
[20,33]. Wykorzystywane do mobilizacji protokoty leczenia ztoZonego zawierajg bardzo
zréznicowane zestawy chemioterapeutykdéw, a zakres stosowanego dawkowania G-CSF
jest szczegdblnie szeroki, obejmujac wartosci od 3 do 32 pg/kg/dzien [23,46,57]. Ponadto
na skutecznos$¢ kolekcji komérek krwiotérczych moze mie¢ wptyw rodzaj uzytego

do aferezy separatora komdrkowego i jego parametry techniczne [34,38].
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W prezentowanej grupie pacjentow separacje wykonywano na separatorze
Baxter Fenwal CS-3000 Plus. Wséréd czynnikdéw Kklinicznych mogacych mie¢ wptyw
na skuteczno$¢ mobilizacji wymienia sie najczesciej wiek pacjentow i ich stan kliniczny,
rodzaj choroby i stopien jej zaawansowania, rodzaj i ilo$¢ kurséw terapii (radio-, czy
chemioterapii) w okresie poprzedzajagcym mobilizacje oraz czas od rozpoznania choroby
do mobilizacji [32,52,74]. W badanej grupie dzieci czas od rozpoznania do mobilizacji
w powigzaniu z rodzajem choroby wptywat istotnie na skuteczno$¢ mobilizacji. Wydaje
sie to mie¢ zwigzek z iloscig cykli chemioterapii poprzedzajacych prébe uzyskania
komorek krwiotwdrczych do przeszczepienia. Pacjenci, u ktérych w zwigzku z dtuzej
trwajaca choroba podawano dtuzej chemioterapie, mobilizowali sie trudniej. Znajduje to
réwniez potwierdzenie w literaturze [19,79]. Nalezy wzig¢ pod uwage, ze w badanej
populacji byta grupa dzieci, ktére do mobilizacji byly kierowane szczegélnie pdZno.
Pacjenci ci byli poddawani leczeniu wg réznych protokotéw terapeutycznych zanim
wprowadzono auto-HSCT w danych wskazaniach. Szczegdlnie dotyczy to dzieci
ze zwojakiem zarodkowym. Moze to takze rzutowac¢ na cato$¢ otrzymanych wynikdow.
By¢ moze gdyby grupa pacjentow byta bardziej jednorodna pod wzgledem rozpoznania

i czasu wcze$niejszej terapii, efekt wptywu dawki G-CSF bytby bardziej jednoznaczny.

Nalezy takze podkresli¢, ze miarg rzeczywistej skuteczno$ci mobilizacji komorek
krwiotworczych do ich przeszczepienia autologicznego jest ostateczny wynik leczenia
danego pacjenta. Wedtug danych literaturowych wieksze trudnos$ci w pozyskaniu
optymalnej do przeszczepienia liczby komoérek krwiotwoérczych przektadaja sie na
gorsze wskazniki przezycia catkowitego i przezycia wolnego od choroby, a rodzaj
i spos6b mobilizacji nie pozostaje bez wplywu na szeroko pojety problem rekonstytucji
krwiotworzenia po transplantacji [90,101,104]. Dlatego dalsze zrozumienie procesow
zwigzanych z mobilizacjg komdrek krwiotworczych ze szpiku kostnego moze by¢ bardzo
przydatne w opracowaniu skuteczniejszych i wydajniejszych protokotow mobilizacji
takze dzieki wykorzystaniu nowych lekéw [26]. Zapewni to wiekszg dostepnos¢, a takze
bezpieczenstwo i ekonomizacje leczenia za pomoca przeszczepienia autologicznych

komorek krwiotwérczych.
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6.3 PODSUMOWANIE

Tworzenie modeli eksperymentalnych z zastosowaniem wsobnych szczepow
myszy jest nieoceniong pomocg w badaniach medycznych umozliwiajacych eliminacje
wielu czynnikow zaktocajacych anlize wptywu ocenianego parametru na badane
zjawisko. W niniejszej pracy poprzez wykorzystanie czterech réznych szczepow
zwierzat doSwiadczalnych podjeto probe stworzenia takiego modelu, w ktérym jedynym
czynnikiem roéznicujagcym bytaby dawka G-CSF, eliminujgc inne zmienne. Postuzyto to
ocenie wptywu dawki G-CSF na skuteczno$¢ mobilizacji komoérek krwiotworczych.
W badaniach do$wiadczalnych na zwierzetach wykazano, Ze moga istnie¢ optymalne
dawki G-CSF dla najskuteczniejszej mobilizacji. Z kolei w obserwacji klinicznej nie
wykazano wptywu dawki G-CSF na skuteczno$¢ mobilizacji. Jednakze w heterogennej
grupie pacjentéw nie byla mozliwa eliminacja réznic dotyczacych innych znanych
i opisywanych czynnikéw wptywajacych zaréwno na skuteczno$¢ mobilizacji, jak
i mogacych by¢ Zrédtem stabej mobilizacji. W obserwacji pacjentéw wykazano, Ze inne
niz dawka G-CSF czynniki najsilniej wptywaty na skuteczno$¢ mobilizacji. Byt to czas
od rozpoznania do mobilizacji w powigzaniu z rodzajem choroby. Potwierdzono takze,
ze u pewnych pacjentéw nie udaje sie mobilizacja z uzyciem G-CSF, co stanowi kolejng
przestanke do poszukiwania wydajniejszych protokotéw mobilizacji i nowych lekéw

mobilizujacych.
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7. WNIOSKI

¢ Na podstawie opisanych powyzej zaleznoSci mozna przyja¢, ze dla badanych
szczepOw istniejg optymalne do mobilizacji dawki G-CSF.

e Uzyskano potwierdzenie, Ze nie zawsze istnieje przetozenie pomiedzy wzrostem
leukocytozy, a iloscig komérek krwiotwoérczych w badanych szczepach zwierzat
doswiadczalnych.

e Przebieg mobilizacji miedzy badanymi szczepami myszy jest r6zny, jednoczes$nie
przy dobrej powtarzalno$ci w obrebie poszczegdlnych szczepow.

e Przebieg mobilizacji komoérek krwiotwoérczych u myszy szczepéw Balb/c i CBA
moze by¢ modelem mobilizacji u pacjentéw stabo mobilizujacych sie (,poor
mobilisers”).

e W obserwacji klinicznej nie wykazano wptywu dawki G-CSF na skuteczno$¢
mobilizacji.

e W obserwacji pacjentow wykazano, Ze na skuteczno$¢ mobilizacji najsilniej
wptywaty czas od rozpoznania do mobilizacji w powigzaniu z rodzajem choroby.

e Potwierdzono, Ze u pewnych pacjentéw nie udaje sie mobilizacja z uzyciem
G-CSF.

e Niezbedne sg dalsze badania prowadzace do opracowania wydajniejszych

protokotéw mobilizacji komoérek krwiotwoérczych.
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8. STRESZCZENIE

Obecnie w przeszczepieniu autologicznych komoérek krwiotwoérczych (auto-
HSCT) dominuje wykorzystanie mobilizowanych za pomocg G-CSF komorek
krwiotwoérczych krwi obwodowej (PBSC). Pomimo, Ze zjawisko mobilizacji jest
stosunkowo dobrze poznane, nadal u pewnej grupy pacjentéw nie udaje sie uzyskaé
wystarczajgcej liczby PBSC do przeszczepienia, co stanowi podstawowe ograniczenie tej
metody leczniczej. Nie zostat ustalony jeden schemat mobilizacji. Nie jest ustalona takze

optymalna dawka czynnika.

Celem pracy byta ocena wptywu dawki G-CSF na skuteczno$¢ mobilizacji w
modelu eksperymentalnym u réznych szczepéw myszy i w obserwacji klinicznej u dzieci
leczonych z powodu réznych choréb onko-hematologicznych oraz znalezienie innych
czynnikow wptywajacych na skuteczno$¢ i mozliwo$¢ optymalnej mobilizacji w grupie

obserwowanych pacjentow.

W badaniach do$wiadczalnych szczepy myszy: Balb/c, DBA, C57BL/6 i CBA
stymulowano dawkami G-CSF: 0, 25, 100, 500 i1000 pg/kg przez 5 dni, oceniano
leukocytoze, ilos¢ komdrek krwiotworczych oraz klonogennos$¢. U myszy szczepow
Balb/c i CBA wykonano syngeniczne przeszczepienie uzyskanych komérek obserwujac
rekonstytucje hematopoezy i tworzenie kolonii $ledzionowych w celu oceny kinetyki
wszczepiania i posrednio potencjalu proliferacyjnego komorek wuzyskanych pod
wptywem roznych dawek G-CSF. W czeSci klinicznej przeprowadzono analize
retrospektywng u 82 pacjentow przygotowywanych do auto-HSCT. Oceniano uzyskanie
minimalnej (2x109/kg m.c. biorcy) lub optymalnej (3x106/kg m.c. biorcy) liczby
komorek CD34+. Przeprowadzono analize jednoczynnikowa, w ktorej badano wplyw
poszczegdlnych czynnikdw na skuteczno$¢ mobilizacji oraz analize wieloczynnikowg za
pomoca regres;ji logistycznej w celu oceny rownoczesnego wptywu wielu czynnikéw na
skuteczno$¢ mobilizacji w badanej populacji i wyodrebnienia tych z nich, ktérych wptyw
mogtby by¢ istotny statystycznie, a nastepnie stworzenia modelu oceny

prawdopodobienstwa skutecznej mobilizacji.

Na podstawie wynikéw in vitro i in vivo u myszy Balb/c optymalna dawka G-CSF
byto 500 pg/kg. U myszy DBA juz 25 pg/kg powodowato wzrost iloSci komorek
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krwiotwdrczych bez dalszego przyrostu wraz ze zwiekszeniem G-CSF i przy wzroscie
leukocytozy. U myszy szczepu C57BL/6 obserwowano wzrost leukocytozy wraz z
dawka G-CSF, natomiast liczba komorek krwiotwérczych wzrastata tylko do dawki
pomiedzy 100 a 500 pg/kg. Z kolei u myszy CBA leukocytoza nie wzrastata po stymulacji
wzrastajgcymi dawkami G-CSF, obserwowano natomiast wzrost ilosci komorek
krwiotwdrczych, bez dawki optymalnej w badanym zakresie. W wyniku przeszczepien u
myszy Balb/c potwierdzono, ze optymalng dawka mobilizujacg G-CSF moze by¢ dawka
500 pg/kg. U myszy CBA stwierdzono wyzsza leukocytoze i szybsze wszczepianie po
przeszczepieniu komoérek krwiotworczych stymulowanych dawka 1000 pg/kg. W
obserwacji klinicznej w analizie jednoczynnikowej nie stwierdzono statystycznie
istotnego wptywu: dawki G-CSF, a takze rodzaju mobilizacji (G-CSF vs G-CSF +
chemioterapia), rodzaju choroby (hematologiczne vs guzy lite) oraz czasu
od rozpoznania do mobilizacji na skutecznos¢ mobilizacji, zaré6wno na uzyskanie
minimalnej, jaki optymalnej liczby komérek CD34+. Natomiast mozliwos¢ uzyskania
minimalnej liczby komoérek CD34+ byta istotnie wieksza u chtopcow (p=0,031).
W wyniku analizy wieloczynnikowej nie stwierdzono istotnego wptywu dawki G-CSF na
skutecznos$¢ mobilizacji. Istotny statystycznie byt wplyw czasu od rozpoznania do
mobilizacji oraz rodzaj diagnozy (choroby hematologiczne vs guzy lite). Zaobserwowano
takze trend (p=0,08) do skuteczniejszej mobilizacji u chtopcéw. W obserwowanej grupie

dzieci tacznie u 15% mobilizacja nie powiodta sie.

Podsumowujac mozna przyja¢, ze dla badanych szczepow istniejg optymalne do
mobilizacji dawki G-CSF. Zaobserwowano rézny przebieg mobilizacji miedzy badanymi
szczepami myszy, przy dobrej powtarzalnosci w obrebie szczepoéw. Biorac pod uwage,
Ze szczepy myszy mogg z pewnym przyblizeniem reprezentowal pojedynczego
osobnika dzieki homogennosci genetycznej, by¢ moze posrednio mozna wyttumaczy¢
indywidualny przebieg mobilizacji i r6zng wrazliwo$¢ na G-CSF u cztowieka. W podobny
sposOb wreszcie mozna ttumaczy¢ zjawisko indywidualnej stabej mobilizacji (tzw. ,poor
mobilizers”). W klinicznej analizie retrospektywnej w badanej grupie dzieci czas od
rozpoznania do mobilizacji w powigzaniu z rodzajem choroby wptywat istotnie na
skutecznos¢ mobilizacji. Pacjenci, u ktérych w zwigzku z dituzej trwajacg chorobag

podawano dituzej chemioterapie, mobilizowali sie trudniej. Zaobserwowano takze, ze u
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pewnych pacjentéw nie udaje sie mobilizacja z uzyciem G-CSF, co stanowi przestanke do

poszukiwania wydajniejszych protokotéw mobilizacji i nowych lekéw mobilizujacych.
9. SUMMARY

Currently peripheral blood stem cells (PBSC) mobilized by G-CSF are mostly used in
high-dose chemotherapy followed by autologous hematopoietic stem cell
transplantation (auto-HSCT). Despite of a good understanding of the mobilization
process still there are difficulties to yield of sufficient number of PBSC for
transplantation in certain group of patients, that remains important limiting factor of
this way of treatment. Moreover there is no one established protocol of mobilization in

patients. The optimal dose is also not determined.

The objective of the study was to assess the influence of G-CSF dose on mobilization
efficacy in experimental model in different mice strains and in clinical observation in
children treated for different onco-hematological diseases and to find out other factors

influencing the mobilization efficacy in the observed group of patients.

In the experimental part the mice strains: Balb/c, DBA, C57BL/6 and CBA were
stimulated with G-CSF in doses: 0, 25, 100, 500 and 1000 pg/kg for 5 consecutive days.
White blood count (WBC), the number of hematopoietic cells and clonogenity were
assessed. The obtained cells were used in syngenic transplantation in mice Balb/c and
CBA and kinetics of the hematopoiesis reconstitution was observed to assess the

proliferative potential of the cells obtained after stimulation with different G-CSF doses.

In the clinical part of the study the retrospective analysis was performed in 82 patients
planned to auto-HSCT. Collection of at least 2 (optimally 3) x10¢ CD34+ cells/kg body
weight of recipient was assessed. Univariate and multivariate analysis with logistic
regression were performed to assess concomitant influence of several factors on
mobilization efficacy in studied population and to create the probability model of the

effective mobilization.

On the base of in vitro and in vivo results in Balb/c mice it seems that the optimal dose of
G-CSF is 500 pg/kg. In DBA mice the dose of 25 pg/kg produced increase of

hematopoietic cells count without further increase with WBC caused by rising G-CSF. In
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mice C57BL/6 the WBC increase was observed with the G-CSF dose, but the
hematopoietic cells count increased only to the dose enclosed between 100 and 500
pug/kg. The CBA mice did not increase the WBC with the G-CSF dose, still the
hematopoietic cells count increase was observed, but it was impossible to determine the
optimal G-CSF dose. As the result of syngenic transplantation in Balb/c mice the optimal
dose of 500 pg/kg was confirmed. In CBA mice higher WBC and faster engraftment after
transplantation was observed with cells stimulated by 1000 ug/kg.

In the clinical part of the study in the univariate analysis no influence of the following
factors on the mobilization efficacy: G-CSF dose, way of mobilization (G-CSF vs G-CSF +
chemotherapy), type of disease (hematological vs solid tumors) and time from diagnosis
to mobilization was observed. The possibility of minimal PBSC yield was statistically
higher in boys (p=0,031). In multivariate analysis the influence on the mobilization
efficacy of G-CSF dose was not observed. The time from diagnosis to mobilization and a
type of disease (hematological vs solid tumors) were statistically significant factors and
influence of sex was observed as a tendency. In the observed group the mobilization was

ineffective in 15%.

In summary it seems that in studied mouse strains the optimal doses of G-CSF exist.
Different patterns of mobilization between different mouse strains were observed. It
could confirm the individual mobilization and susceptibility to G-CSF administration in
particular patient. In similar way poor mobilization in certain individuals can be
explained. In retrospective analysis in patients the time from diagnosis to mobilization
with the type of disease influenced mobilization efficacy. It seems to be connected with
the number of chemotherapy cycles preceeding the mobilization. The patients who
received more treatment mobilised worse. It was also observed that in certain patients
the mobilization with G-CSF fails. It confirms that new protocols of mobilization of PBSC

are needed.
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